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Laboratorni diagnostika
autoprotilatek u tyreopatii



ﬁ Autoimunitni onemocneéni stitné
zlazy - Uvod

e Autoimunitni onemocnéni sStitné zlazy (AITD) je
dusledek poskozeni bunék stitné zlazy
humoralnim a predevsim bunécnym
mechanismem.

* Poskozeni bunék nastava tehdy, kdyz se
autoreaktivni T-lymfocyty a/nebo autoprotilatky
vazi na membrany tyreoidalnich bunék a tim je
zapocat imunopatologicky proces.

e U AITD se uplatnuji tri hlavni tyreoidalni
autoantigeny - tyreoperoxidaza (TPO),
tyreoglobulin (Tg) a TSH receptor.
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Gravesova-Basedova nemoc

Gravesova nemoc (GD) je autoimunitni onemocnéni
zprostredkované autoprotilatkami a charakterizované
tyreotoxikozou, strumou a orbitopatii.

Cirkulujicimi autoprotilatky napodobuji plisobeni TSH,
vazou se a aktivuji TSHr, coz vede ke zvysené syntéze a
uvolnéni hormonu stitné zlazy (hypertyredza) a
hypertrofie folikularnich bunék stitné zlazy (vole).

Ackoli je definovana jako autoimunitni onemocnéni
organove specifické, priznaky GD jsou multiorganove,
a to bud autoimunitnim procesem nebo jako
komplikaci tyreotoxikozy.
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Upraveno dle: https://gravesdiseaseproject.wordpress.com

- Schéma — Hormony stitné Zlazy


https://gravesdiseaseproject.wordpress.com/
https://gravesdiseaseproject.wordpress.com/

Genetika + GD

Etiologie GD neni stale znama, multifaktorialni onemocnéni,
komplexni interakci mezi genetickou predispozici a
environmentalnimi faktory, ktera vede ke ztraté imunitini
tolerance k tyreoidalnim antigendm a inicilizaci autoimunitni
reakci

Vliv prostredi (koureni, infekce, stres, Iéky, nedostatek
mikronutrientd, prijem iodu)

Immune regulatory genes (HLA-DR, CTLA4, CD40, PTPN22 a
Thyroid specific genes (thyroglobulin, TSHR), ale jejich vliv je
maly 1)

Predpoklada se, ze GD neni dédicné onemocnéni, ale casto se

objevuje spolu s autoimunitni tyroiditidou v ramci rodinnych
prislusnikd

1)Tomer Y, Huber A. The etiology of autoimmune thyroid disease: a story of genes and
environment. J Autoimmun 2009 May-Jun;32(3—-4):231-9.



3 TSH receptor

* Receptor pro TSH je clenem superrodiny
receptoru se sedmi transmembranovymi
doménami, které jsou spojené s G- proteiny.
Gen receptoru pro TSH o molekulové
hmotnosti 60 kb umistény na dlouhém
raménku chromozomu 14qg31

 Ma dve podjednotky, extracelularni A a
transmembranovou B

e Aktivace G-proteinu komplexem hormon-
receptor ma za nasledek stimulaci produkce
cAMP pomoci adenylatcyklazy



Protilatky

Je popsano nékolik variant a-TSHr: stimulujici, blokujici a
neutralni.

a-TSHr, podobné jako TSH, se primarné vaze na N-terminalni
cast extracelularni domeny TSHr a aktivuje drahu transdukce
sighalu cAMP — pfedeviim STIMULUJICI protilatky, vedouci ke
stimulaci tvorby tyroidnich hormonu a proliferaci tyrocytt

Jiné typy protilatek mohou TSHr antagonizovat nebo blokovat
ucinek TSH a tim zpUsobit hypotyredzu u nékterych pacientut s
rdznymi typy autoimunitni tyroiditidy, zejména Hashimotovou
tyreoiditidou 1)

Neutralni (noveé nazyvané i apoptické) a-TSHr jsou namireny
proti clevage region a muzou indukovat signdlni drahy odlisné
od drahy cAMP a indukuji apoptézu tyrocytl 2)

1) (Kahaly GJ, Diana T. TSH receptor antibody functionality and nomenclature. Front Endocrinol (2017)
2)Danilo Villalta, Federica D’Aurizio, Mirella Da Re, Debora Ricci, Francesco Latrofa, Renato Tozzoli: Diagnostic accuracy of a new
fluoroenzyme immunoassay for the detection of TSH receptor autoantibodies in Graves’ disease.



" MOMENKLATURA

§ dle Kahaly GJ, Diana T. TSH receptor antibody functionality and nomenclature. Front

v Endocrinol (2017) 8:28.10.3389/fendo.2017.00028

TABLE 1 | Terminology for TSH receptor antibodies used in bioassays and

binding assays.

Abbreviation
Cell-based bioassay
e TSH-R-stimulating antibodies 13%

TSH-R-stimulating immunoglobulins
TSH-R-blocking antibodies
TSH-R-stimulating blocking antibodies
TSH-R-blocking immunoglobulins

Competitive-binding assay
e TSH-R-binding inhibitory immunoglobulinsg

TBAb, TSB-Ab, or TRBAD
TRBADb
TBI

TBIl




S Stimulujici — N-terminal region
\gg Neutralni — Cleavage region
Blokujici — C-terminal region

> o/A subunit

-#\ Cleaved
region
(residues

~316-366)

J

_—

> B/B subunit

Upraveno dle: Balucan FS, Morshed SA, Davies TF. Thyroid autoantibodies in pregnanc-\l/-:%gr role, regulation and clinical relevance. J Thyroid Res (2013) 2013.



Agonist antibody

'

CEll snimul HLiaa

Antaganist antibody

'

Cell bleckade



Protilatky
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* Pritomnost a-TSHr vylucuje dalsi tyreotoxikosy.

* Koncentrace protilatek neslouzi pouze k urceni
diagnosy, ale i k predikci vyvoje onemocneéni
1),2)

* Pritomnost protilatek a-TSHr v tehotenstvi je
rizikovym faktorem pro dysfunkci stitné zlazy
novorozence v dusledku transplacentarniho
prenosu materskych protilatek

1) Jang SY, Shin DY, Lee EJ, Lee SY, Yoon JS. Relevance of TSH-receptor anti- body levels in predicting disease course in Graves’ orbitopathy:
comparison of the third-generation TBIl assay and Mc4-TSI bioassay. Eye (Lond) (2013) 27:964-71

2) Bartalena L, Burch HB, Burman KD, Kahaly GJ. A 2013 European survey of clinical practice patterns in the management of Graves’ disease. Clin
Endocrinol (2016) 84:115-20.



Protilatky

e a-TSHr je patogeneticky znak GD, detekovatelny
prakticky u vSech pacientu s GD. Protilatky jsou
zodpovédné za patologické funkce nemoci
(stimulace rustu a funkce stitné zlazy, orbitopatie,
dermatologické potize)1).

e a-TSHr se ucastni patogeneze u hypotyreodismu i u
atrofické formy Hashimotové tyreoitidy 2)

 TSHr je exprimovan v rade extra-tyroidnich bunék,
véetné fibroblastl, adipocytu a kostnich bunék, kde
je znamo, ze moduluje funkci cilovych bunéek

1)Michalek K, Morshed SA, Latif R, Davies TF. TSH receptor autoantibodies. Autoimmun Rev (2009) 9:113-6.

doi:10.1016/j.autrev.2009.03.012
2) Giuliani C, Monaco F. Adult primary hypothyroidism. In: Monaco F, editor. Thyroid Diseases. Boca Raton, FL: CRC

Press (2012). p. 171-94
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Protilatky

e Titr a-TSHr taky klesaji po tyroidektomii
(Castecné Ci celkové), kvuli odstranéni
zdroje antigenu

* Naopak narust titru a-TSHr pozorujeme po
lécbe radioiodine |5, (asi dle uvolnéni
antigenu a zpracovani antigenu antigen-
presentujicimi bunkami)



Protilatky + typ

Bylo prokazano, ze nedostatecna korelace mezi
koncentracemi a-TSHr a klinickym stavem pacienta je
vétsSinou zpUsobena tim, Ze protilatky a-TSHr v obéhu jsou
heterogenni.

Prechod z TSAbs na TBAbs je zodpovedny za vyvoj
hypotyredzy u malého procenta pacientl s Gravesovou
nemoci a naopak.

Skutecnost, ze heterogenni protilatky a-TSHr mohou
koexistovat u jednoho pacienta a ménit se v prubéhu c¢asu, je
jednim z duvodu, proc bylo tézké vyvinout diagnosticky
presné testy na stanoveni protilatek a-TSHr.

Klinické projevy pacientl s Gravesovou chorobou, kteri
vykazuji pfitomnost protilatek TSAb i TBAb/TSBAb budou
zavislé spise na relativni koncentraci a afinité predominantni
protilatky.



' Protilatky - sledovani

e Sledovani hladin TSAb pridava dalsi rozmeér
K hodnoceni aktivity GD s potencialem
oredpovedet recidivu nebo remisii u
jednotlivych pacientu

e Vysoka perzistentni hladina TSAb je spojena
s aktivnimi a zavaznymi systémovymi
projevy a se spatnou odezvou na terapii.

Naopak nizké hladiny TSAb jsou nachazeny
u pacientu v remisi

Kahaly GJ. Bioassays for TSH receptor antibodies: quo Vadis? Eur Thyroid J. 2015;4:3-5. doi: 10.1159/000375445.



i Diagnostika

e a-TSHr lze mérit v podstaté dvéma typy testu:

— Biologickym testem (biotestem, bioassay) které detekuji produkci
cAMP v bunécnych kulturach inkubovanych se sérami pacientu.
Tyto testy identifikuji pouze stimulacni a-TSHr. Biotesty prokazuiji
nejen pritomnost Ab, ale také jejich funk¢ni aktivitu a ucinnost.
Historicky slouzily biotesty k vyzkumu, ke studiu patofyziologie GD.

— Protilatkové testy (vazebné, receptorové). Naopak receptorové
metody rutinné pouzivané v klinickych laboratorich, udavaji pouze
pritomnost nebo nepritomnost a-TSHr a jejich koncentrace, ale
neuvadéji jejich funkéni aktivitu 2)

* Tento zakladni rozdil v usporadani metody vysvétluje, proc
biotesty a protilatkové testy vykazuji nizsi korelaci (r = 0,31
—0,65) 1).

1)Gupta MK. Thyrotropin-receptor antibodies in thyroid diseases: advances in detection techniques and clinical application. Clin Chem Acta 2000;293:1-29
2) Kahaly GJ. Bioassays for TSH receptor antibodies: quo Vadis? Eur Thyroid J. 2015;4:3-5. doi: 10.1159/000375445.



2] Biotesty

* Biotesty mohou detekovat funkcni zmeény u
heterogennich a-TSHr.

e Skutecnost, ze heterogenni protilatky a-TSHr mohou
koexistovat u jednoho pacienta a meénit se v
prubéhu casu, je jednim z duvodd, proc bylo tézké
vyvinout diagnosticky presné testy na stanoveni
protilatek a-TSHr.

* Biotesty mohou zlepsit péci o pacienta ve smyslu
,personalisované mediciny*.

* Biotesty jsou nabizeny referencnimi laboratoreni, je
jisty predpoklady, ze by se mohly vice rozsirit.

Kahaly GJ. Bioassays for TSH receptor antibodies: quo Vadis? Eur Thyroid J. 2015;4:3-5. doi: 10.1159/000375445.



2] Biotesty

 Behem poslednich 60 let se biologicka analyza a-
TSHr vyvinula tézkopadnych a casove narocnych
postupl na geneticky upravené testy zaloZzené na
bunkach, které jsou charakterizovany dobrou
proveditelnosti a rychlymi provoznimi casy, a které
jsou take k dispozici jako komercni sady.

 Komercné dostupny biotest je Thyretain fa Quidel,
ktery detekuje stimulacni aktivitu a-TSHr pomoci
chimérického TSHR a genu pro cAMP (signalizace
luciferazou). Je schvalen FDA pro pouziti v klinickych
laboratorich.




HISTORIE

Mehdi & Nussey Costagliola/Rees Smith
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Historicky vyvoj metod pro méreni a-TSHr — dle Giuliani et.al., 2016.

Cesidio Giuliani,1,* Motoyasu Saji,2 Ines Bucci,1 and Giorgio Napolitano: Bioassays for TSH Receptor Autoantibodies, from

FRTL-5 Cells to TSH Receptor—LH/CG Receptor Chimeras: The Contribution of Leonard D. Kohn. Front Endocrinol (Lausanne)
2016; 7: 103.
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* Vr 1956 Adams a Purves zjistili, Ze séra pacientU s tyreotoxikosou indukuiji
abnormalni prodlouzenou odpovéd v TSH testu (s morcetem).1)2)

* Nazvali jej “abnormal thyroid stimulator,” posléze “long-acting thyroid
stimulator” (LATS) 2)3), bylo jasné, Ze je odlisSny od TSH a neni produkovan
hypofyzou.

* Vroce 1964 byla LATS identifikovana jako protein, podobny protilatkam (4) a
dalsi studie jednoznacné potvrdily, Ze se jedna o I1gG (5,6).

* Prvni testy k detekci LATS mély nizkou senzitivitu (60-70%) 7).

* Vlyznamné zlepsSeni v testech nastalo vr. 1975, a to s vyvojem
radioligandového receptorového testu. Test hodnotil inhibici séra od pacientu
s GD vazanymi radioaktivné znaceného TSH na lidské tyroidni membrany (8.
Test byl nicméné stale zatizen nizkou presnosti.

e DalSi zlepseni prineslo nahrazeni tyroidalni membrany castecné vycisténého
TSHr - liguid phase first-generation immunoassay, pouzivana dalSich 20 let
9,10), specifita 99%, senzitivita 80%. 11)

1)Adams DD, Purves HD. Abnormal responses in the assay of thyrotropin. Proc Univ Otago Med Sch (1956) 34:11-5.

2)Adams DD. The presence of an abnormal thyroid-stimulating hormone in the serum of some thyrotoxic patients. J Clin Endocrinol Metab (1958) 18:699-712. doi:10.1210/jcem-18-7-699

3) Adams DD. Bioassay of long-acting thyroid stimulator (LATS); the dose-re- sponse relationship. J Clin Endocrinol Metab (1961) 21:799-805.

4) Kriss JP, Pleshakov V, Chien JR. Isolation and identification of the long-acting thyroid stimulator and its relation to hyperthyroidism and circumscribed pretibial myxedema. J Clin Endocrinol Metab (1964) 24:1005-28. doi:10.1210/ jcem-24-
10-1005

5) Kriss JP. Inactivation of long-acting thyroid stimulator (LATS) by anti- kappa and anti-lamba antisera. J Clin Endocrinol Metab (1968) 28:1440—4. doi:10.1210/jcem-28-10-1440

6) Volpé R. The immunologic basis of Graves’s disease. N Engl J Med (1972) 287:463—4. doi:10.1056/NEJM197208312870910

7) McKenzie JM. Review: pathogenesis of Graves’ disease: role of the long-acting thyroid stimulator. J Clin Endocrinol Metab (1965) 25:424-31.

8) Mehdi SQ, Nussey SS. A radio-ligand receptor assay for the long-acting thy- roid stimulator. Inhibition by the long-acting thyroid stimulator of the binding of radioiodinated thyroid stimulating hormone to human thyroid membranes.
Biochem J (1975) 145:105-11. doi:10.1042/bj1450105

9)Shewring G, Rees Smith B. An improved radioreceptor assay for TSH receptor antibodies. Clin Endocrinol (1982) 17:409-17. d0i:10.1111/j.1365-2265.1982. th01607.x

10)Southgate K, Creagh FM, Teece M, Kingswood C, Rees Smith B. A receptor assay for the measurement of TSH receptor antibodies in unextracted serum. Clin Endocrinol (1984) 20:539-48. doi:10.1111/j.1365-2265.1984.tb00102.x
11)Tozzoli R, Bagnasco M, Giavarina D, Bizzarro N. TSH receptor autoan- tibody immunoassay in patients with Graves’ disease: improvement of diagnostic accuracy over different generations of methods, systematic review and meta-analysis.
Autoimmun Rev (2012) 12:107-13. doi:10.1016/j. autrev.2012.07.003



't FRTL-5

* Soubézné s vyvojem radioligandovych receptorovych testli dochdazelo k vyvoji
,biotest(”. Zména v in vivo na in vitro, jako je pouZiti primarnich bunécnych
kultur 1)

e Dalsi zlepseni prislo s pouzitim FRTL-5 bunék — netransformovanych
bunécnych linii krysich thyroid epithelial bunék v kontinudlni kulture 2). Test
byl zalozen na schopnosti purifikovanych IgG indukovat produkci cAMP.
Nasledné bylo umoznéno vyuzit pacientské séra 3)

e Tento test neslouzil jen pro diagnostiku, ale mél zasadni vyznam v pochopeni
patfyz vlastnosti a-TSHr.

 Kohn et.al. 4),5),6) vyvinuli monoklondlni protilatku k hodnoceni jejich
funkénich vlastnosti.

e Pouziti bunék FRTL-5 také umoznilo dalsi studium funkéni heterogenity a-TSHr

(samostatné posouzeni ucinkl jednotlivych 1gG na dvé odlisSné bunécné
aktivity: aktivity produkce cAMP a bunécného rustu) 7)

1)Toccafondi RS, Aterini S, Medici MA, Rotella CM, Tanini A, Zonefrati R. Thyroid-stimulating antibody (TSAb) detected in sera of Graves’ patients using human thyroid cell cultures. Clin Exp Immunol (1980) 40:532-9.

2) Ambesi-Impiombato FS, Parks LAM, Coon HG. Culture of hormone-depen- dent functional epithelial cells from rat thyroids. Proc Natl Acad Sci U S A (1980) 77:3455-9. doi:10.1073/pnas.77.6.3455

3) Vitti P, Chiovato L, Lopez G, Lombardi A, Santini F, Mammoli C, et al. Measurement of TSAb directly in serum using FRTL-5 cells. J Endocrinol Invest (1988) 11:313-7. doi:10.1007/BF03350157

4) Yavin E, Yavin Z, Schneider MD, Kohn LD. Monoclonal antibodies to the thyrotropin receptor: implications for receptor structure and the action of autoantibodies in Graves’ disease. Proc Natl Acad Sci U S A (1981) 78:3180—4. doi:10.1073/pnas.78.5.3180

5). Valente WA, Vitti P, Yavin Z, Yavin E, Rotella CM, Grollman EF, et al. Monoclonal antibodies to the thyrotropin receptor: stimulating and blocking antibodies derived from the lymphocytes of patients with Graves’ disease. Proc Natl Acad Sci U S A (1982) 79:6680-4.
doi:10.1073/pnas.79.21.6680

6). Valente WA, Yavin Z, Yavin E, Grollman EF, Schneider M, Rotella CM, et al. Monoclonal antibodies to the thyrotropin receptor: the identification of blocking and stimulating antibodies. J Endocrinol Invest (1982) 5:293-301. doi:10.1007/BF03350517

7) Valente WA, Vitti P, Rotella CM, Vaughan MM, Aloj SM, Grollman EF, et al. Antibodies that promote thyroid growth. A distinct population of thyroid-stimulating autoantibodies. N Engl J Med (1983) 309:1028-34. doi:10.1056/NEJM198310273091705



Clonovani TSHr —

e Hlavni prulom prisel s naklonovanim TSHr v r.
1989 1-3) — vyuziti lidského TSHr pro RIA |
bioassays 4,5) — senzitivita 96% pro RIA

 Pomoci mutacnich technik byly pripraveny
chimerické TSHr

* V90 létech byly vyvinuty monoklonalni
protilatky proti C-terminus region rh-TSHr 6,7)

1)Parmentier M, Libert F, Maenhaut C, Lefort Gerard C, Perret J, Van Sande J, et al. Molecular cloning of the thyrotropin receptor. Science (1989) 246:1620-2. doi:10.1126/science.2556796

2)Nagayama Y, Kaufman KD, Seto P, Rapoport B. Molecular cloning, sequence and functional expression of the cDNA for the human thyrotropin receptor. Biochem Biophys Res Commun (1989) 165:1184-90.
doi:10.1016/0006- 291X(89)92727-7

3) Akamizu T, Ikuyama S, Saji M, Kosugi S, Kozak C, McBride OW, et al. Cloning, chromosomal assignment, and regulation of the rat thyrotropin receptor: expression of the gene is regulated by thyrotropin,
agents that increase cAMP levels, and thyroid autoantibodies. Proc Natl Acad Sci U S A (1990) 87:5677-81. d0i:10.1073/pnas.87.15.5677

4)Ludgate M, Perret J, Parmentier M, Gerard C, Libert F, Dumont JE, et al. Use of recombinant human thyrotropin receptor (TSH-R) expressed in mammalian cell lines to assay TSH-R autoantibodies. Mol Cell
Endocrinol (1991) 73:R13-8. d0i:10.1016/0303-7207(90)90050-

5) Filetti S, Foti D, Costante G, Rapoport B. Recombinant human thyrotropin (TSH) receptor in a radioreceptor assay for the measurement of TSH receptor autoantibodies. J Clin Endocrinol Metab (1991)
72:1096-101. d0i:10.1210/ jcem-72-5-1096

6) Costagliola S, Morgenthaler NG, Hoermann R, Badenhoop K, Struck J, Freitag D, et al. Second generation assay for thyrotropin receptor antibodies has superior diagnostic sensitivity for Graves’ disease. J
Clin Endocrinol Metab (1999) 84:90-7. d0i:10.1210/jc.84.1.90

7)Sanders J, Oda Y, Roberts S, Kiddie A, Richards T, Bolton J, et al. The inter- action of TSH receptor autoantibodies with 125

I-labelled TSH receptor. J Clin Endocrinol Metab (1999) 84:3797-802. doi:10.1210/jcem.84.10.6071




Clonovani TSHr—-2

* Druha generace imunotestu (ELISA) — solid-
phase — se staly standardem pro dg a-TSHir,
diky presnosti (98,8% senzitivita a 99,6%
specifita) a non-RIA 1,2,3)

* Pouzitim rh-TSHr nebo veprovy TSHr
ziskame stejnou analytickou presnost3)

1)Costagliola S, Morgenthaler NG, Hoermann R, Badenhoop K, Struck J, Freitag D, et al. Second generation assay for thyrotropin receptor antibodies has superior diagnostic sensitivity for Graves’
disease. J Clin Endocrinol Metab (1999) 84:90-7. doi:10.1210/jc.84.1.90

2)Sanders J, Oda Y, Roberts S, Kiddie A, Richards T, Bolton J, et al. The inter- action of TSH receptor autoantibodies with 125

I-labelled TSH receptor. J Clin Endocrinol Metab (1999) 84:3797-802. doi:10.1210/jcem.84.10.6071

3)Kamijo K. TSH-receptor antibody measurement in patients with various thyrotoxicosis and Hashimoto’s thyroiditis: a comparison of two two-step assays, coated plate ELISA using porcine TSH-receptor
and coated tube radio- assay using human recombinant TSH-receptor. Endocr J (2003) 50:113-6. doi:10.1507/endocrj.50.113
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% Monoclonal a-TSHr stimulujici

* Na prelomu milénia byly studovany
stimulujici protilatky a-TSHr 1,2,3)

e Tato data jsou zasadni pro pochopeni
vztahu struktury a funkci TSHRr a jeji role v
patogenezi Gravesovy choroby.

* To vsSe vedlo k izolaci a charakterizaci lidskeé
monoklonalni protilatky a-TSHr stimulujici —

M22. 4)

1)Ando T, Latif R, Pritsker A, Moran T, Nagayama Y, Davies TF. A monoclonal thyroid-stimulating antibody. J Clin Invest (2002) 110:1667-74. doi:10.1172/JC10216991

2)Costagliola S, Franssen JDF, Bonomi M, Urizar E, Willnich M, Bergmann A, et al. Generation of a mouse monoclonal TSH receptor antibody with stimu- lating activity. Biochem Biophys Res Commun (2002)
299:891-6. doi:10.1016/ S0006-291X(02)02762-6

3)Sanders J, Jeffreys J, Depraetere H, Richards T, Evans M, Kiddie A, et al. Thyroid-stimulating monoclonal antibodies. Thyroid (2002) 12:1043-50. doi:10.1089/105072502321085135

4) Sanders J, Evans M, Premawardhana LDKE, Depraetere H, Jeffreys J, Richards T, et al. Human monoclonal stimulating autoantibody. Lancet (2003) 362:126-8. doi:10.1016/S0140-6736(03)13866-4



% Treti generace testd — M22

* Vr.2004 byl vyvinut test pouzitim M22 ve formatu
ELISA 1), senzitivita 97,4% a specifita 99,2%. (napt.
Medipan)

e Test byl vhodny i pro automatizaci 2,3)

* Dostupnost a znalost jak stimulujicich tak
blokujicich protilatek byla dulezita k pochopeni
krystalické struktury TSHr a jejich interakci s a-TSHr.
4), poukdazalo to na Siroké prekryvy epitopu mezi
stimulujicimi a blokujicimi protilatkami. 4)

* Roche: nativni veprovy TSH s M22

1)Rees Smith B, Bolton J, Young S, Collyer A, Weeden A, Bradbury J, et al. A new assay for thyrotropin receptor autoantibodies. Thyroid (2004) 14:830-5. doi:10.1089/1050725042451248

2) Tozzoli R, Bagnasco M, Giavarina D, Bizzarro N. TSH receptor autoan- tibody immunoassay in patients with Graves’ disease: improvement of diagnostic accuracy over different generations of methods,
systematic review and meta-analysis. Autoimmun Rev (2012) 12:107-13. doi:10.1016/j. autrev.2012.07.003

3) Zophel K, Roggenbuck D, von Landenberg P, Wunderlich G, Gruning T, Kotzerke J, et al. TSH receptor antibody (TRAb) assays based on the human monoclonal autoantibody M22 are more sensitive than
bovine TSH based assays. Horm Metab Res (2010) 42:65-9. doi:10.1055/s-0029-1241196

4) Furmaniak J, Sanders J, Nunez Miguel R, Rees Smith B. Mechanisms of action of TSHR autoantibodies. Horm Metab Res (2015) 47:735-52. doi:10.105 5/s-0035-1559648
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Mc4 bioassay

* Soubézne s testy 3-generace Kohn vyvinul test
vyuzivajici ,,Mc4 chiméru®, zalozenou na
metodach chemiluminiscence 1)

* Cilem bylo mérit pouze stimulujici protilatky a
tim dosahnout jasného cutoff mezi pacienty s
GD a kontrolami.

* Porovnani senzitivity a specifity v tabulce 2)

* Mc4 testy mohou byt vyuzity jako testy prvni
volby pro pacienty s GD.

1)Tahara K, Ban T, Minegishi T, Kohn LD. Immunoglobulins from Graves’ disease patients interact with different sites on TSH receptor/LH-CG receptor chimeras than either TSH or
immunoglobulins from idiopathic myxedema patients. Biochem Biophys Res Commun (1991) 179:70-7. doi:10.1016/ 0006-291X(91)91335-A

2) Giuliani C, Cerrone D, Harii N, Thornton M, Kohn LD, Dagia NM, et al. A TSHr-LH/CGr chimera that measures functional TSAb in Graves’ disease. J Clin Endocrinol Metab (2012)
97:E1106-15. d0i:10.1210/jc.2011-2893



Mc4 bioassay

* Testy s M22 diky podobné specifiteé a
senzitivite, ale lepsi ,,proveditelnosti“ jsou

V eV /

zatim preferovanéjsi.

e Dale jsou lepsi pro prognézu GD nez testy s
M?22 a lépe koreluji s aktivitou a zavaznosti
GD orbitopatii. 2)

TRAbs assays Sensitivity (%) Specificity (%)
Mc4 bioassay 1007 98.5°
CHO-wtTSHR bioassay 97.38 93.12
“Solid phase” immunoassay 86.5° 97

M22 ELISA assay g7.4b 99.2°

1)Tahara K, Ban T, Minegishi T, Kohn LD. Immunoglobulins from Graves’ disease patients interact with different sites on TSH receptor/LH-CG receptor chimeras than either TSH or
immunoglobulins from idiopathic myxedema patients. Biochem Biophys Res Commun (1991) 179:70-7. d0i:10.1016/ 0006-291X(91)91335-A

2) Giuliani C, Cerrone D, Harii N, Thornton M, Kohn LD, Dagia NM, et al. A TSHr-LH/CGr chimera that measures functional TSAb in Graves’ disease. J Clin Endocrinol Metab (2012)
97:E1106-15. d0i:10.1210/jc.2011-2893



3 Bridge Assay

* Nova technologie vyuziti chimérickych
receptoru: Mc4 a N-terminalni TSHr fusovany s
alkalickou fosfatazou. 1), senzitivita 99,8% a
specifita 99,5%

* TSI - Siemens: tato metoda je zalozena na
sendvicovém kompetetivni formatu, ktery se
lisi od klasického kompetetivni formatu
komercnich IMA druhé a treti generace 2)

1)Frank CU, Braeth S, Dietrich JW, Wanjura D, Loos U. Bridge technology with TSH receptor chimera for sensitive direct detection of TSH receptor antibodies causing Graves’ disease : analytical and
clinical evaluation. Horm Metab Res (2015) 47:880-8. d0i:10.1055/s-0035-1554662

2)Tozzoli R, D’Aurizio F, Villalta D, Giovanella L (2017) Evalu- ation of the first fully automated immunoassay method for the measurement of stimulating TSH receptor autoantibodies in Graves’
disease. Clin Chem Lab Med 55:58-64



'] Mezinarodni standard

* Prvni mezinarodni standard pripraven v r.
1995 WHO, oznaceni 90/672. Pfipraven
ECBS, zdroj pacientska plasma

e Vr. 2006 nahrazen lidskou monoklonalni
protildtkou M22 (NIBSC: 08/240) odkazuje
na detekci S-TRAb 1)

1) Diana T1, Kanitz M, Lehmann M, Li Y, Olivo PD, Kahaly GJ. Standardization of a bioassay for thyrotropin receptor stimulating
autoantibodies. Thyroid. 2015 Feb;25(2):169-75.



Celkova ispésnost: 100 %

' FHK — SEKK AT2/17

Sada vzorku 2
(390) Anti-TSH receptor
A2 (1) Fluorescenéni metody »> 1 Negativni 1%
(2) EIA metody »>> 3 Negativni 32%
(4) RIA, IRMA, RRA >»> 9 Negativni 95%
(5) LIA, ILMA >>> 82 Negativni 86 %
Celkem za vzorek: n = 95 -—— Uspésnost: 100 %
B2 (1) Fluorescencni metody >»> 1 Pozitivni 1%
(2) EIA metody >>»> 3 Pozitivni 32%
(4) RIA, IRMA, RRA >>> 9 Pozitivni 95%
(9) LIA, ILMA >>> 82 Pozitivni 86%
Celkem za vzorek: n = 95 -—— Uspésnost: 100 %
Celkovd spésnost: 100 %
st kl Konec sestavy Vytisténo: 28.10.2017



EHK — SEKK AT2/17

SERK Souhrnn4 statistika - kvalitativni vysledky

(Skupiny: vyrobce reagencie)
Cyklus EHK: AT2/17 - Autoprotilitky u tyreopatii

Zkouska

Stop termin: 23.10.2017

Vzorek Skupina N Vysledek Npel

Sada vzorku 2
(590) Anti-TSH receptor

A2 (24) B.R.A.H.M.S. >>> 8 Negativni 84%
(29) Siemens (DEC) >>> 11 Negativni 12 %
(36) Immunotech >>> 2 Negativni 21%
(60) Roche >>> 69 Negativni 3%
(87) Euroimmun >>> 1 Negativni 1,1 %
(146) MEDIPAN Diagnostica >>> 1 Negativni 1,1 %
{(149) Siemens (Dade) >>> 1 Negativni 1,1 %
(179) Siemens (Bayer) >>> 2 Negativni 2,1 %
Celkem za vzorek: n = 95 - Uspé3nost: 100 % -
B2 (24) B.R.A.H.M.S. >>> 8 Pozitivni 8,4 %
(29) Siemens (DEC) >>> 11 Pozitivni 12 %
(36) Immunotech >>> 2 Pozitivni 21%
(60) Roche >>> 69 Pozitivni 3%
(87) Euroimmun >>> 1 Pozitivni 1,1 %
(146) MEDIPAN Diagnostica >>> 1 Pozitivni 1,1 %
(149) Siemens (Dade) >>»> 1 Pozitivni 1,1 %
(179) Siemens (Bayer) >>> 2 Pozitivni 21%
Celkem za vzorek: n = 95 -—— (spédnost: 100 % -

Celkova uspésnost: 100 %

st ki Konec sestavy Vytisténo: 28.10.2017
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3 SEKK - Dotaznik

Dopliujici dotaznik

Utastniky tohoto cyklu jsme pozadali, aby odpovédeli na nsledujici otdzku:
Uved'te, zda vimi pouZivany test prokazuje vyhradné stimulujici protilatky.
Utastnici odpovédd taktor

Odpovéd Pocet Relativné
Neuvedeno 29 3%
Ne 2 23%
Ano 2 21%
Tuto informact nemame k dispozici A 25%

Vétdina Ucastniku (36 %) bud neodpovédéla, nebo nemaji mformact o charakteru stanovovanych protilatek.
U vzorkil rozesilanych v tomto cyklu nebyl rozdil mezi vysledky skupiny uZivajici stanoveni vyhradné strmulujicich
protilatek a vysledky ostatnich (Castniki.



Celkova spéinost: 98.4 %

EHK — SEKK AT1/13

(590) Anti-TSH receptor

A (2) EIA metody 1 Negativni
»>»» B Pozitivni
(4) RIA, IRMA, RRA >»> 18 Pozitivni
(5) LIA, ILMA 1 Negativni
>>> 53 Pozitivni

Celkem za vzorek: n =81 -——— Uspéénost: 87,5 % -
B (2) EIA metody >>> B Negativni
1 Pozitivni
(4) RIA, IRMA, ERA >»> 17 Negativni
1 HNeuvedeno
(3) LIA, ILMA >»> 53 Negativni
1 Pozitivni

Celkem za vzorek: n = 81 -——— O(spédnost: 96,3 % -

Celkova Uspénost: 96,3 %
Kval Sta Konec sestavy Vytidteno: 08.05.2013
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Celkova Gspéinost: 98.4 %

T T T ———

EHK — SEKK AT1/13

(590) Anti-TSH receptor

OspsEnost:

A (2) EIA metody; (49) BioVendor
(2) EIA metody; (&0) Roche
(2) EIA metody; (66) DRG
(2) EIA metody; (87) Eurcimmun
(2) EIA metody; (146) MEDIPAN Diagnostica
(4) RIA, IRMAR, RRA; (24) B.R.A.H.M.S5.
(4) RIA, IEMA, RRA; (36) Immunotech
(4) RIA, IERMA, RRA; (B0) Roche
(5) LIA, ILMA; (0) wyrobce neuwveden
(5) LIA, ILMa; (24) B.R.A.H.M.S.
(5) LIA, IIMa; (&60) Roche

Celkem za vzorek: n = Bl -

B (2) EIA metody; (49) BioVendor
(2) EIA metody; (60) Roche
(2) EIA metody; (&6) DRG
(2) EIA metody; (87) EBuraimmun
(2) EIA metody; (l46) MEDIPAN Diagnostica
(4) RIA, IEMA, RRA; (24) B.R.A.H.M.5.
(4) RIA, IRMA, RRA; (38) Immunotech
(4) RIA, IRMA, RRA; (&0) Roche
(5) LIA, ILMa; (0) wyrobce neuwveden
(5) LIA, ILMa; (24) B.R.A.H.M.S.
(5) LIA, ILMA; (&0) Roche
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Pozitivni
Pozitivni
Pozitivni
Hegativni
Pozitiwvni
Pozitivni
Pozitivni
Pozitiwvni
Pozitivni
Pozitivni
Pozitivni
Hegativni
Pozitivni

Hegativni
Hegativni
Hegativni
HNegativni
Pozitivni
Hegativni
Hegativni
Neuvedeno
Hegativni
Hegativni
Hegativni
Hegativni
Hegativni
Pozitivni
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Hashimotova tyreoiditida (HT)

e HT 1) a SLE 2) byly prvni dvé autoimunitni
onemocheéni, kde se prokazala geneticka
asociace (geny MHC tridy Il.) 70 léta

* Nicméné nebyl nalezen gen, ktery by
spoustél HT, nalezeny pouze geny, kterée
prispivaji k fenotypu onemocnéni 3)

1)VladutiuAO, RoseNR. Autoimmunemurine thyroiditis relation to histocompatibility (H-2) type. Science 1971;174:1137-9.
2)Grumet FC, Coukell A, Bodmer JG, Bodmer WF, McDevitt HO. Histocompatibility (HL-A) antigens associated with systemic lupus erythematosus. A possible genetic

predisposition to disease. N Engl J Med 1971;285:193-6
3) Simmonds MJ, Gough SC. The search for the genetic contribution to autoimmune thyroid disease: the never ending story? Brief Funct Genomics 2011;10:77-90
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Hashimotova tyreoiditida

* Do 50. let raritni onemocnéni, nyni
nejbéznéjsi s prevalenci 8/1000,
biochemicky nalez + autoprotilatky 46/1000

e Zeny:muzi, 8:1
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a-1PO

Pritomnost protilatek TPOAb obvykle
oredchazi vzniku tyreoidalni dysfunkce.

Patogeneticka role protilatek TgAb zustava
nejasna.
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a-1PO

e Autoprotilatky TPOAb byly nejdrive popsany
jako antimikrozomalni autoprotilatky (AMA),
nebot bylo zjiSténo, Ze reaguji s neupravenymi
membranami tyreoidalnich bunék.

* Mikrozomalni antigen byl pozdéji popsan jako
TPO.

* Drive se vyuzivaly ke stanoveni TPO metody

imunofluorescencni metody a aglutinacni testy
s pasivhim barvenim erytrocytu.
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a-TPO jako rizikovy faktor

* Pritomnost protilatek a-TPO je znamym
rizikovym faktorem pro vznik tyreoidalni
dysfunkce, pokud jsou pacienti [éCeni
lithiem, amiodaronem, interleukinem-2
nebo alfa-interferonem



a-1G

e Tg vykazuje vysokou heterogenitu zplsobenou
rozdily v posttranslacnich modifikacich
(glykosylace, jodizace, sulfatace atd.). BEhem
syntézy tyreoidalniho hormonu a jeho uvolnéni je
Tg polymerizovan a degradovan.

* Vlivem toho je imunologicka struktura Tg

mimoradné komplexni. Charakteristika standardu
pro Tg se muze liSit v zavislosti na vstupni lidské
tyreoidalni tkani a pouzitém purifikacnhim procesu.
To vysvétluje, proc€ jsou testy na TgAb a také Tg tak
obtizné standardizovatelné.



¥l Titr protilatek

e Titr protilatek literarné koreluje s poctem
autoreaktivnich lymfocytu, které infiltruji Stitnou
zlazu a sonografickym obrazem 1)

e a-TG nizsi senzitivita (60-80% u HT) a mensi specifita
(pozitivni ve vétsi ¢asti zdravych kontrol) nez a-TPO.

* a-TG a a-TPO predstavuji dva ruzné aspekty
autoimunni odpovedi na stitnou zlazu. a-TG by
mohly odrazet pocatecni (vrozeny) typ imunitni
odpovedi, zatimco a-TPO by mohly charakterizovat
pozdéjsi adaptivni imunitni odpovedi 2)

1)Pandit AA, VijayWardeM,Menon PS. Correlation of number of intrathyroid lympho- cytes with antimicrosomal antibody titer in Hashimoto's thyroiditis.
Diagn Cytopathol 2003;28:63-5

2) Rose NR. Autoimmune escalation: through the crystal ball. Clin Exp Immunol 2007;147:9.
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Titr protilatek

e \lySetrovat tyreoidalni autoprotilatky pro
monitorovani |écby AITD se obecné
nedoporucuje. Tento fakt neni prekvapuijici,
nebot |é¢ba AITD se zaméruje na nasledek
(tyreoidalni dysfunkci) a ne na pricinu
onemocnéni (autoimunitu).

* Nicméné zmeény v koncentraci autoprotilatek,

dle nékterych autoru mohou reflektovat
zmeénu aktivity onemocneéni.
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Titr protilatek

Podobné jako u protilatek TPOAD je klinicky vyznam
nizkych koncentraci protilatek TgAb, které by ve starsich
aglutinacnich metodach zlstaly nedetekovatelné,
nejasny.

Zda se, ze by nizké koncentrace mohly reprezentovat
,prirozené” protilatky u normalnich jedinct nebo
,scavenger” protilatkovou odpovéd na uvolnéni
antigenu po operaci stitné zlazy nebo lécbé
radioaktivnim jodem.

Nizké hladiny mohou také reprezentovat skryte
probihajici AITD.

Rlzné metody stanoveni protilatek TgAb uddavaji odlisné
hranicni hodnoty referencniho rozmezi
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Mezinarodni standardy a-TPO, a-TG

e Standardizace testl na stanoveni tyreoidalnich
protilatek neni v soucasné dobée optimalni.

 Mezinarodni referencni standardy (International
Reference Preparations) MRC 65/93 pro protilatky TgAb
a MRC 66/387 pro TPOAD.

e VeétsSina soucasnych metod na stanoveni protilatek
TPOAD je kvantifikovana v mezinarodnich jednotkach za
pouziti referen¢niho standardu MRC 66/387. Pouzitim
téchto primarnich standardu se vSak nezmensuji rozdily
mezi metodami, které jsou patrné z velkeé variability
hodnot citlivosti uvadénych radznymi vyroboci.

 Komercni soupravy obsahuji sekundarni standardy,
které se pro kazdou metodu lisi.
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