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POPIS KRATICA

A

ABC — avidin-biotin kompleks (eng. avidin-biotin complex)

ACC (eng. American College of Cardiology)

AIM - akutni infarkt miokarda (eng. acute myocardial infarction)

Anti-TPO — antitijela na tiroidnu peroksidazu (eng. Thyroid Peroxidase antibodies)
ATP — adenozin trifosfat

C

CA125 — karcinom antigen, tumorski marker

cTn — sr€ani troponin (eng. cardiac Troponin)

TnT — troponin T

Tnl — troponin I

hsTnT — osjetljivi troponin T

D

DAB - 3,3’-diaminobenzidin

DIT — dijodtirozin

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic acid)

E

EDTA - etilendiaminotetraoctena kiselina

EKG — elektrokardiogram

ELISA — enzimski imunokemijski test (eng. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
ESC — Europsko kardiolosko drustvo (eng. European Society of Cardiology)

F

FDA — Americka Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration)
FSH — folikul stimuliraju¢i hormon

fT3 — slobodni trijodtironin (eng. free triiodothyronine)

fT4— slobodni tiroksin (eng. free thyroxine)

H

HIV — virus humane imunodeficijencije (eng. Human Immunodeficiency Virus)
HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High performance liquid
chromatography)

HRP — peroksidaza iz hrena (eng. horseradish peroxidase)

K

KBC — Klinicki bolnicki centar



L

LH — luteinizacijski hormon

LSAB — oznaceni streptavidin-biotin kompleks (eng. Labeled Streptavidin-Biotin Complex)
M

MIT — monojodtirozin

N

NSTEMI -Infarkt miokarda bez ST elevacije (eng. Non-ST-Segment Elevation Myocardial
Infarction)

NT-proBNP — N-terminalni dio natriuretskog peptida proBNP, sréani marker (eng. N-terminal
proBrain Natriuremic Peptide)

0]

OTC — ,,preko pulta®, bezreceptni preparati (eng. over the counter)

P

PSA — prostata specifi¢ni antigen

PTH — paratireoidni hormon

S

STEMI - Infarkt miokarda s elevacijom ST-segmenta (eng. ST-Segment FElevation
Myocardial Infarction)

T

TBG — globulin koji veze tiroksin (engl. thyroxine—binding globulin)

TPO — tiroidna peroksidaza

TRH — hormon koji oslobada tireotropin (eng. Thyrotropin Releasing Hormone)

TSH — tiroidni stimuliraju¢i hormon, tireotropin

TTR — transtiretin
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1.1. Biotin

Biotin, poznat kao vitamin H, koenzim R ili vitamin B7, pripada skupini B vitamina
topljivih u vodi (1). Prvi je puta izoliran 1935. godine iz faktora rasta Bios IIA, a zatim
godinu dana kasnije iz osuSenog zumanjka. Avidin, izoliran iz bjelanjka, s biotinom tvori
molekulski spoj u omjeru 4:1 koji sadrzi jednu od najstabilnijih poznatih veza (2). Avidin je
glikoprotein otporan na bakterijske proteaze i guSteraCine proteaze te sprjecava crijevnu
apsorpciju biotina. Kuhanje denaturira avidin te tako omogucava crijevnu apsorpciju biotina
iz hrane (1). Covjek iskoristi samo oko 50 % hranom unesenog biotina, dok se ostatak
izlucuje fecesom (2).

Uloga biotina u ljudskom organizmu vazna je u procesima karboksilacije i
dekarboksilacije (3). Biotin sluzi kao kofaktor za pet enzima karboksilaza te tako igra vaznu
ulogu u transportu ugljikovog dioksida, sintezi masnih kiselina i proizvodnji energije (1).

Sisavci ne mogu sintetizirati biotin i ovise o sintezi mikroorganizama i biljaka. Hrana
bogata biotinom je: Zumanjak, pivski kvasac, soja, gljive, pileca jetra, brokula, kuhani slatki
krumpir, teleca jetra, mlijeko, sir (1). Tablica 1 prikazuje sadrzaj biotina u odredenim
namirnicama (4).

U industrijski razvijenim zemljama, unos biotina iznad je preporucenog dnevnog
unosa, te je stoga nedostatak biotina kod ljudi vrlo rijedak. Nedostatak biotina pojavljuje se
kod ljudi koji konzumiraju sirova jaja u pretjeranim koli¢inama zbog avidina iz bjelanjka koji
sprjecava intestinalnu apsorpciju biotina. Takoder se pojavljuje i kod ljudi na dugotrajnoj
parenteralnoj prehrani, dugotrajnoj antikonvulzivnoj terapiji te terapiji sulfonamidima.
Sekundarni manjak biotina posljedica je urodenog nedostatka biotinidaze. Rije¢ je o enzimu
koji katalizira hidrolizu biocitina u biotin 1 lizin u crijevima, ¢ine¢i biotin bioraspolozivim.
Urodeni nedostatak biotinidaze lije¢i se dnevnim dodatkom 50 do 150 mg slobodnog biotina.
Manifestacije nedostatka biotina kod sisavaca uklju¢uju alopeciju, pruritus, psorijazu,
seboroi¢ni dermatitis, srediSnje ziv€ane poremecaje, stvaranje ragada 1 parestezije
ekstremiteta (3).

Preporuc¢ena dnevna doza biotina iznosi 30-70 pg/dan te uz normalnu prehranu nije
potrebna dodatna suplementacija biotinom. Medicinski dokazano, megadoze biotina smanjuju
simptome i1 poboljSavaju kvalitetu Zivota pacijenata s progresivnom multiplom sklerozom u
dozi od 300 mg/dan. Kod nedostatka enzima biotinidaze 1 propionske acidemije, klinicki
dokazan uc¢inak ima doza 5-10 mg/dan. Kod bazalne bolesti ganglija koriste se doze 100-300
mg/dan (5).



Tablica 1. Sadrzaj biotina u odredenim namirnicama odreden HPLC/avidin metodom (6).

Namirnica ng biotina/g hrane
goveda jetra 416
pile¢a jetra 1872
cijelo jaje, kuhano 214
Zumanjak jajeta 272
brokula 9,43
kuhani slatki krumpir 14,5
konzervirane gljive 21,6
avokado 9,61
bademi, peceni, posoljeni 44,07
kikiriki, peceni, posoljeni 175

Izvor: Staggs CG, Sealey WM, McCabe BJ, Teague AM, Mock DM. Determination of the
biotin content of select foods using accurate and sensitive HPLC/avidin binding. J Food
Compost Anal. 2004 Dec; 17(6):767-776. doi: 10.1016/j.jfca.2003.09.015 [pristupljeno
10.09.2019.]

Biotin ima linearnu farmakokinetiku koju je izrazito vazno razumjeti zbog
neracionalnog koriStenja 100-500 puta vecih dnevnih doza od preporucenih (RDI). Brzo se
apsorbira iz gastrointestinalnog trakta, a maksimalne koncentracije u serumu postize za 1 sat
(6). Biotin se moZe metabolizirati u razli¢ite konjugate koji se izlu€uju mokracom i takoder
mogu reagirati s avidinom/streptavidinom. Studije farmakokinetike biotina sugeriraju kako
kod zdravih pojedinaca srednji poluzivot (ti2) iznosi oko 15 sati. Kada pacijent ima oSte¢enje
bubrega, smatra se da se poluzivot i vr$na koncentracija biotina povecavaju u usporedbi s
vremenom poluzivota i maksimalnom koncentracijom (tmax) biotina koja se primjecuje kod
zdravih osoba koje uzimaju isto doziranje biotina (7, 8).

U posljednjih nekoliko godina raste popularnost biotina kao dodatka prehrani i
kozmetickog proizvoda koji pridonosi ljepoti. Buduéi da su registrirani kao kozmeticki
proizvodi koji se prodaju bez recepta, ovi preparati ne podlijezu provjeri kakvoce i kvalitete.
Sve veci broj proizvoda sadrzi megadoze biotina, 10 000 puta veée od preporucene dnevne
doze, koje se reklamiraju kao proizvodi za zdravlje i ljepotu kose, koze i noktiju te ne postoje

adekvatne provjere stvarnih doza u multivitaminskim proizvodima. lako se biotin smatra
3



netoksi¢nim te ni u velikim dozama neée izazvati nuspojave, namece se potencijalni
medicinski problem interferencije visoke koncentracije biotina u uzorku pacijenta sa Sirokim

rasponom dijagnostickih testova (9).

1.2. Uloga biotina u imunokemijskim reakcijama

Otkrivanje, lokalizacija i kvantificiranje antigena 1 antitijela imunokemijskim
tehnikama zahtijeva upotrebu enzim-protein konjugata. Vecina takvih konjugata nastaje
spajanjem enzimatskog markera 1 antitijela kovalentnom ili nekovalentnom vezom.
U posljednje vrijeme sve se viSe koristi izuzetno jaka nekovalentna interakcija avidin-biotin u
raznim sustavima kao $to su inaktivacija bakteriofaga, gensko i stani¢no mapiranje, selektivna
apsorpcija stanica i imobilizacija makromolekula (10).

Avidin, protein izoliran iz bjelanjka, i njemu sli¢an protein streptavidin, izoliran iz
Streptomyces avidinii, imaju sposobnost vezanja biotina visokim afinitetom. Smatra se kako
ova interakcija predstavlja prirodni obrambeni mehanizam jer vezanje biotiniliranih enzima,
koji sudjeluju u transportu ugljikova dioksida, s avidinom ili streptavidinom inaktivira te
enzime i tako inhibira rast bakterija koje ovise o biotiniliranim enzimima (11).

Karakteristike interakcije biotin-streptavidin:

a) Jedna od najjacih poznatih nekovalentnih veza osigurava c¢vrsto formiran
kompleks koji nece biti poremecen promjenama pH, viSestrukim pranjem i
imobilizacijom.

b) Vezivanje avidina ili streptavidina na biotin dovoljno je specificno da bi
osiguralo ciljano vezanje.

c) Streptavidin i avidin imaju 4 vezna mjesta na molekuli koja omogucavaju
koriStenje biotiniliranih polimera. Ovo svojstvo pridonosi povecanoj osjetljivosti
detekcijskog reagensa u odgovaraju¢im reakcijama.

d) Biotin je mala molekula kojom se konjugiraju bioloski aktivne makromolekule ili
se biotiniliraju male molekule koje djeluju kao enzimski supstrati ili mogu vezati
specificna antitijela. Proces biotinilacije ne mijenja svojstva molekula niti
biolosku aktivnost.

e) U pravilu su streptavidin i avidin stabilne molekule ¢ije vezivanje s biotinom
moze prezivjeti razlicite reakcijske uvjete i konjugacije s organskim reagensima

ili ¢vrstim tvarima (11).



Ireverzibilni kompleks biotina 1 avidina/streptavidina koristi se za razlicite
komercijalne imunokemijske analize klinicki vaznih analita i biomarkera, kao 1 za pripremu
biotiniliranih antigena i antitijela te magnetskih kuglica oblozenih streptavidinom. Biotin je
mala molekula koja se sastoji od imidazolskog prstena i tiofena te valericne kiseline (Slika 1).
Proces biotinilacije obuhvaca konjugiranje karboksilne skupine biotina s amino skupinom
proteina. Kovalentna veza biotina s proteinima, polipeptidima i antigenima niske molekularne
mase ima minimalan ucinak na bioloSku i antigenu aktivnosti takvih biomolekula. Ova
znaCajka omogucuje upotrebu konjugata biotina kao liganda u razli¢itim oblicima

imunokemijskih ispitivanja (12).

O
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Slika 1. Prikaz strukture biotina i funkcionalnih skupina vaznih u procesu biotinilacije

Preuzeto s: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975019300436
[pristupljeno 13.09.2019.]

Interakcija avidin-biotin moze se koristiti za detekciju raznolikog broja ciljnih
molekula s tri razli¢ite konfiguracije:

1) Avidin/streptavidin oznaceni su molekulama koje se mogu detektirati, npr. enzimom,
metalom ili fluorescirajuom tvari. Biotin je prisutan u drugom reagensu, npr.
antitijelo, lektin, nukleotid. On povezuje ciljnu molekulu, imobiliziranu na ¢vrstu fazu,
sa sustavom oznacavanja koji omogucuje detekciju. Ova vrsta detekcije ucestalo se
koristi za proto¢nu citometriju, imunotestiranje, testove DNA hibridizacije i
imunohistokemiju.

2) Streptavidin se koristi neobiljezen i sluzi za povezivanje biotiniliranog vezivnog
sredstva s biotiniliranom detekcijskom molekulom. Prednost varijacije ove metode
veéi je broj slobodnih mjesta na molekuli streptavidina za vezivanje biotina. Ova

metoda takoder se Siroko koristi u tehnikama imunoanalize i DNA hibridizacije.



3) Tre¢a metoda ucinkovito kombinira prva dva principa kako bi se dobio znatno
osjetljiviji sustav. Osnovna ideja je mijeSanje, u kontroliranim uvjetima,
neobiljezenog streptavidina i biotiniliranog reagensa za detekciju npr. enzima. Na taj
nacin formira se polimer koji omogucava viSestruki broj slobodnih mjesta na

streptavidinu za vezanje biotina. Takav reagens pruza vrhunsku osjetljivost.

ABC (avidin-biotin complex) setovi komercijalno su dostupni i nude streptavidin
biotinilirani enzim u odgovaraju¢im koncentracijama, tako da se kompleks moze formirati
jednostavnim mijeSanjem reagensa (11). Slika 2 prikazuje princip ABC metode koja ukljucuje
tri sloja: prvi sloj obuhvaéa neoznaceno primarno antitijelo, drugi sloj obuhvaca sekundarno
antitijelo koje je biotinilirano. Tre¢i sloj obuhvaca kompleks avidin-biotin peroksidaze. Kako
bi dobili kromogeno obojenje, peroksidaza hrena (HRP) detektira se pomocu nekog supstrata,
npr. 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Enzim HRP pretvara DAB u smedi precipitat te se na taj
nacin vizualizira mjesto vezanja specifiCnog antitijela 1 ciljanog antigena. Sekundarna
antitijela mogu biti oznacena enzimom, npr. alkalnom fosfatazom ili peroksidazom hrena, te
je tada rije¢ o indirektnoj imunoenzimskoj metodi. Kada su oznacena fluorokromom, rijec je

o indirektnoj fluorescentnoj metodi (13).
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Slika 2. Shematski prikaz ABC metode

Preuzeto 1 modificirano s: https://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/protein-
biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-
methods/avidin-biotin-complex-method-ihc-detection.html [pristupljeno 14.09.2019.]



Slika 3 shematski prikazuje LSAB metodu koja je pet do deset puta osjetljivija od
ABC metode. Tehnicki je vrlo sli¢na standardnoj ABC metodi, ali umjesto avidina koristi

streptavidin konjugiran s enzimom ili fluorokromom (13).
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Slika 3. Shematski prikaz LSAB metode

Preuzeto 1 modificirano s: https://www.thermofisher.com/hr/en/home/life-science/protein-
biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-
methods/avidin-biotin-complex-method-ihc-detection.html [pristupljeno 14.09.2019.]

U modificiranim ispitivanjima koristi se c¢vrsta faza na koju je imobiliziran
streptavidin. Protein prisutan u stanici reagira sa biotiniliranim antitijelom koje se veze za
streptavidin na ¢vrstoj podlozi 1 na taj nacin nastaje kompleks koji se moze detektirati, a
protein odvojiti. Rije¢ je o sustavu koji omogucéava otkrivanje analita u niskim
koncentracijama jer interakcija streptavidin-biotin umnoZzava signal i povecava osjetljivost
(Slika 4). Umjesto ¢vrste podloge, mogu se koristiti i magnetske kuglice visokog kapaciteta s
imobiliziranim streptavidinom koje omogucavaju brzo 1 u€inkovito procis¢ivanje biomolekula
iz slozenih uzoraka (Slika 5). Cvrste faze obloZene streptavidinom uéinkovito se koriste kao
sredstva za odvajanje u heterogenim imunoanalizama 1 u testovima DNA-hibridizacije (11,

14).
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Slika 4. Prikaz sendvi¢ metode, vezanje biotiniliranog antitijela za streptavidin na ¢vrstom
nosacu

Preuzeto s:
https://www.researchgate.net/publication/240106184 Principles of Immunochemical Techn
iques_Used in Clinical Laboratories/figures [pristupljeno 15.09.2019.]

Biotimizirana antityjela ——

|
@~

Magnetske cestice
obloZene streptavidinom

Ciljani antigen

Slika 5. Prikaz magnetske kuglice imobilizirane streptavidinom

Preuzeto s: https://www.cd-bioparticles.com/product/streptavidin-list-149.html [pristupljeno
16.09.2019.]

Nove tehnike biotinilacije, ukljucujuéi kemijske i enzimske tehnike, razvijene su za
poboljsanje selektivnog obiljezavanja proteina za biolosku primjenu. Streptavidin-biotin
sustav je jednostavan, robustan i prilagodljiv te, iako je davno otkriven, stalno pronalazi novu

upotrebu u modernim disciplinama (15).



1.3. Interferencija biotina u dijagnosti¢ckim testovima

Tijekom posljednjeg desetljeCa pojavio se problem Siroke upotrebe visokih doza
biotina kao kozmetickog preparata. Buduci da je rije¢ o bezreceptnom dodatku prehrani,
smatra se kako je siguran i netoksi¢an te je zbog toga neracionalno koristen. Ovaj rastuci
zdravstveni trend donio je poseban problem lije¢nicima i laboratorijima jer vecina klinic¢kih
imunokemijskih ispitivanja koja mjere analite u malim koncentracijama, poput hormona, u
metodama koriste visoko specificnu biotin-streptavidin vezu. U posljednjih nekoliko godina
pokazano je kako visoke koncentracije biotina u krvi mogu interferirati u tim
imunokemijskim ispitivanjima uzrokuju¢i pogreSne rezultate. Posljedice toga mogu biti
postavljanje pogreSne dijagnoze, neprimjereno lijecenje, pa Cak i smrti zbog pogreSne
dijagnoze. Premda su laboratoriji postali svjesni vaznosti ove interferencije, propusti se
dogadaju u komunikaciji pacijenata i lijecnika, buduéi da pacijenti Cesto ne navode da
primjenjuju dodatke prehrani (7).

U studenom 2017., FDA (Food and Drug Administration) je izdala upozorenje
javnosti, laboratorijima, zdravstvenim djelatnicima i osobama koje dizajniraju dijagnosticke
testove o potencijalnim interferencijama uzrokovanim biotinom. FDA je zakljucila kako
visoke koncentracije biotina u bolesnickim uzorcima mogu rezultirati lazno pozitivnim ili
negativnim rezultatima ispitivanja i posljedicno pogre$nim dijagnozama. Sukladno tome,
izdane su brojne preporuke kako bi se potaknula svijest o uzimanju biotina kao dodatka
prehrani i mogucoj interferenciji s dijagnostickim testovima (16).

Klinicki nesukladne i ekstremne laboratorijske vrijednosti testova mogu se lako
prepoznati kao smetnje, ali umjerene promjene u rezultatima teSko se prepoznaju u
laboratoriju. Cak i male promjene rezultata mogu uzrokovati ozbiljne posljedice za testove u
kojima se moZe dogoditi pogresna dijagnoza ozbiljnih zaraznih bolesti poput HIV-a ili virusa
hepatitisa C ili neprepoznavanje recidiva tumora. Pacijenti sa simptomima infarkta miokarda
mogu biti u opasnosti ako biotin ometa analizu sréanih markera. Pacijenti koji uzimaju
terapiju zbog hipotireoze ili hipertirecoze, mogu biti nepravilno lije¢eni zbog neto¢nih
laboratorijskih rezultata (9).

Konzumiranje uravnoteZene prehrane, uzimanje multivitamina (koje sadrze otprilike
30 pg biotina) ili uzimanje biotinskog dodatka u malim dozama ne utje€u na imunokemijske
testove koji koriste biotin-streptavidin tehnologiju. Medutim, uzimanje dodatka 5 mg biotina
dnevno moze utjecati na neke testove koji se temelje na biotinu, dok uzimanje farmaceutskih
doza (100-300 mg/dan) za lijeenje simptoma multiple skleroze ili drugih bolesti moze

utjecati na gotovo sve imunokemijske analize temeljene na biotinu (17).



Tablica 2. Popis nekih imunokemijskih testova, analiziranih na Roche Cobas-analizatorima,

koji su potencijalno osjetljivi na interferenciju visokim dozama biotina

Ocekivani smjer
Analit Dizajn metode interferencije: lain(.).

poveéan rezultat T ili

lazno sniZen rezultat |
kortizol kompetitivna metoda T — lazno pozitivan test
FSH sendvi¢ metoda 4 — lazno negativan test
T3 kompetitivna metoda T — lazno pozitivan test
T4 kompetitivna metoda T — lazno pozitivan test
LH sendvi¢ metoda 4 — lazno negativan test
NT-proBNP sendvi¢ metoda J —lazno negativan test
testosteron kompetitivna metoda T — lazno pozitivan test
ukupni PSA sendvi¢ metoda J —lazno negativan test
Troponin T sendvi¢ metoda J —lazno negativan test
TSH sendvi¢ metoda 4 — lazno negativan test
Anti-TPO kompetitivna metoda T — lazno pozitivan test
CA125 sendvi¢ metoda J —lazno negativan test

Preuzeto i modificirano s: https://mft.nhs.uk/app/uploads/2018/09/potential-for-biotin-
interference-in-immunoassays.pdf [pristupljeno 17.09.2019.]

U kompetitivnim imunokemijskim ispitivanjima, koriste¢i biotinilirano antitijelo,
signal ispitivanja je obrnuto proporcionalan koncentraciji analita, dok je u ,,sendvic* testu
signal ispitivanja izravno proporcionalan koncentraciji analita. Ta razlika objaSnjava zaSto
biotin izaziva pozitivne smetnje u kompetitivnom formatu, a negativne smetnje u ,,sendvi¢*
formatu (17). Kompetitivni format u imunokemijskim testovima koristi se za male molekule s
molekularnom masom manjom od 1000 Da, kao Sto su steroidni (testosteron, kortizol) i
tiroidni hormoni (fT3, fT4). U ,sendvic® formatu imunokemijskog testa koriste se vece
proteinske molekule, kao $to su hormoni TSH, LH, FSH, neki tumorski markeri (CA125,
PSA) i sr¢ani biljezi NT-proBNP te troponin T (9, 17).
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Slika 6. Mehanizmi interferencije. Inhibicija razdvajanja imuno-kompleksa dovodi do gubitka
kompleksa antigen-antitijelo, inducira povecanje koncentracije analita u kompetitivnom testu

(A) 1 sniZzenje koncentracija analita u ,,sendvic* testu (B) (18).

U ovim imunokemijskim testovima rije¢ je o dvostrukom prepoznavanju epitopa.
Tako da se TSH u ,,sendvic* testu nalazi izmedu dva antitijela. Jedno antitijelo oznaceno je
signalom koji se mjeri (enzim ili fluorescentni spoj), a drugo je antitijelo za hvatanje koje
omogucava odvajanje imunokemijskog kompleksa na &vrstu fazu. Sto je ve¢a koncentracija
TSH, ve¢i je signal vezan za ¢vrstu fazu. Dakle, rije¢ je o rastu¢oj krivulji (Slika 6B) zbog
signala vezanog za ¢vrstu fazu koji je direktno proporcionalan koncentraciji TSH u uzorku.
Ovaj format testa ima dobru osjetljivost, specificnost i robusnost.

Razvijen je i1 kompetitivni format imunokemijskog testa koji detektira male
molekule, primjerice fT4. Najprije se uzorak inkubira antitijelom protiv fT4 1 fT4 oznaCenim
mjerljivim signalom (enzim, fluorescentni ili luminiscentni spoj, izotop), pri ¢emu dolazi do
natjecanja izmedu fT4 hormona u uzorku i signalom obiljezenog fT4 za mjesta na antitijelu
vezanom na ¢vrstu fazu. Te molekule fT4 vezane na antitijelo, vezane su na ¢vrstu fazu. Za
razliku od ,,sendvi¢* ispitivanja, Sto je veéa koncentracija fT4 u uzorku, manje je signalom
oznacenog fT4 vezano na ¢vrstu fazu. Stoga je kalibracijska krivulja padajuca ( Slika 6A), jer
je signal vezan za ¢vrstu fazu obrnuto proporcionalan koncentraciji fT4 u uzorku. Na kraju
inkubacije, u oba formata ispitivanja, hormon vezan za reagens antitijela odvojen je od
reakcijske smjese te se mjeri veli¢ina signala. Biotin-streptavidin veza predstavlja uc¢inkovitu
metodu za razdvajanje. Za svaki test kalibracijska krivulja je konstruirana koriStenjem
kalibratora s poznatim koncentracijama analita (18).
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Ova kombinacija pozitivnih i negativnih smetnji biotina moze paradoksalno sliciti
patoloSkom stanju s potencijalno Stetnim ucincima. U slucaju ispitivanja funkcije Stitnjace,
nizak TSH (,,sendvi¢*“ metoda) u kombinaciji s visokom T3 i T4 (kompetitivni test) moze
dovesti do savrSene biokemijske dijagnoze hipertireoze, koja moze biti ¢ak Gravesova bolest

ako su antitijela TSH takoder lazno otkrivena kompetitivnom metodom (19).

1.4. Troponin

Troponin je graden od tri strukturno funkcionalne podjedinice: troponin T, troponin I i
troponin C. Troponinski kompleks sudjeluje u regulaciji kontrakcije stani¢nih miofibrila.
Troponin T veze miofibrile, troponin C veZe ione kalcija, a troponin I inhibira ATP-aze.
Vezanjem kalcija za proteinski kompleks, mijenja se struktura troponina, Sto uzrokuje
interakciju izmedu aktinskih i miozinskih vlakana i posljedicno dovodi do kontrakcije sr¢anog
miSica (20). Postoje viSestruke izoforme svake podjedinice troponina, koje su kodirane
razli¢itim genima, od kojih se neke selektivno izrazavaju u sréanom miSi¢u. U klini¢koj
praksi uobicajeno se koriste kardiospecificni TnT 1 Tnl ¢iji se nizovi aminokiselina razlikuju
od njihovih verzija u misi¢ima (21).

Utvrdivanje razlika u sljedovima aminokiselina izmedu sréanog i skeletnog troponina
omogucilo je stvaranje protutijela na specificne epitope srcanih troponina. U proSlom
desetljecu sréani troponin (cTn) postao je zlatni standard za otkrivanje akutne nekroze
miokarda koja je patoloski znak akutnog infarkta miokarda. PoviSena vrijednost troponina bez
akutnog infarkta miokarda Cesto odrazava ozljedu miokarda nepoznatog porijekla, Sto je
dokaz da je cTn test specifican za organ, a ne za bolest (21).

Infarkt miokarda nastaje kada je u koronarnim Zzilama, koje sréani misi¢ opskrbljuju
kisikom, blokiran protok krvi. To dovodi do nedovoljne opskrbe miocita kisikom, te
posljedicno nekroze i stanicne smrti. Tijekom tog procesa dolazi do rupture stanicne
membrane 1 izlijjevanja unutarstani¢nog sadrzaja u izvanstani¢ni prostor. Troponin nakon
rupture membrane dostize visoku razinu u cirkulirajuéoj krvi (22).

2000. godine zajedni¢ki odbor Europskog kardioloskog drustva i Americkog
kardioloSkog koledza (ESC / ACC) priznao je biomarker troponin kao temelj za dijagnozu
akutnog infarkta miokarda, jer simptomi mogu biti atipi¢ni, a promjene elektrokardiograma
mogu izostati (23). Povecanje ili pad sr€anog troponina I (Tnl) ili sr¢anog troponina T (TnT)
koristi se za razlikovanje AMI od nestabilne angine pektoris, dok se ST-segment EKG-a
koristi za razlikovanje STEMI i NSTEMI (21). Infarkt miokarda sa ST-elevacijom (STEMI)
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podrazumijeva povisenje troponina kao i promjenu EKG-a. Infarkt miokarda bez ST-elevacije
(NSTEMI) definiran je kao manja ozljeda sr¢anog miSi¢a koja rezultira poviSenim
troponinom, ali bez promjena na EKG-u. Pacijent s bolovima u prsima moZze imati negativan
troponin, izostanak promjena na EKG-u, ali svejedno moze imati NSTEMI jer razina
troponina ne raste odmah nakon oStecenja miokarda. Zbog toga je dijagnosticiranje NSTEMI
poseban izazov lije¢nicima na hitnom prijemu (22).

Koncentracija troponina u cirkulaciji kod zdravih pojedinaca vrlo je niska, a vrijeme
poluzivota iznosi oko 2 sata. Razvoj testova hsTn, pored povecanja analitiCke osjetljivosti,
pokazao je kako muskarci imaju znacajno veée koncentracije hsTnT i1 hsTnl nego Zene (24).
Citoplazmatski Tnl oslobada se unutar sat vremena od ostecenja i slijedi monofaznu krivulju.
Maksimalna koncentracija postize se nakon 24 sata, a vrijednosti ostaju povecane 5-7 dana.
Porast vrijednosti TnT-a u cirkulaciji slijedi bifaznu krivulju. U prvoj fazi, zbog oStecenja
stani¢ne membrane, dolazi do oslobadanja slobodnog TnT-a u cirkulaciju unutar sat vremena
od oste¢enja, dok u drugoj fazi koja traje 1-2 tjedna dolazi do oslobadanja TnT-a iz oSte¢enih
miofilamenata (20, 25).

Nakon pocetka ishemije miokarda, moze do¢i do smrti sréanog miocita u roku od 15
minuta, s histoloSkim dokazima nekroze unutar 4 — 6 h. ¢cTn se oslobada iz miokarda nekoliko
sati nakon razdoblja ishemije i moze se otkriti u venskoj cirkulaciji kada srcana limfa ocisti
intersticijsku tekuéinu iz infarktne zone. Nakon miokardijalne ishemije, zbog nastale nekroze
sr¢anih miocita mogu se otkriti razliciti oblici cTn u serumu. Tnl/T ne oslobadaju se samo u
slobodnom obliku, ve¢ i kao nekovalentni ternarni i binarni kompleksi. Nakon AIM slobodni
oblici Tnl i TnT iz citosola prvi se otkriju u serumu, prije detekcije slozenih oblika (18). Test
cTn visoke osjetljivosti (hsTn) ubrzava procjenu pacijenata s mogu¢im akutnim koronarnim
sindromima (ACS) na odjelu hitne pomo¢i. Predlozeni su brzi protokoli probira s hsTn za
pacijente kod kojih se sumnja na akutni infarkt miokarda (AMI). Nove analiticke metode
mogu odrediti znatno niZzu koncentraciju analita od konvencionalnih metoda. Za klini¢ku
upotrebu tih testova potrebno je definirati 99. percentilu zdrave populacije, pri ¢emu
analiticka nepreciznost u tom podrucju ima koeficijent varijacije < 10 %. Test bi trebao
detektirati koncentraciju cTn ispod 99. percentile u 50 % zdravih pojedinaca (26).

Pojedinacan nalaz troponina nije dovoljan za odredivanje dijagnoze. Za diferencijalnu
dijagnostiku akutnog od kroni¢nog ostecenja srca, preporuceno je viSekratno odredivanje
troponina. Kod visokoosjetljivih metoda preporuka je odredivanje koncentracije troponina po
prijemu bolesnika i opetovano nakon jednog do tri sata (20). Upravo zbog toga metoda na 99.

percentili mora imati koeficijent varijacije < 10 %.
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Poseban problem klini¢arima predstavljaju poviSene razine troponina zbog
neishemijskih uzroka kao $to su: sepsa, pluéna embolija, bubrezno zatajenje, sréano zatajenje,
perikarditis, cerebrovaskularne bolesti, Takotsubo kardiomiopatija, tahikardija, kemoterapija.
Kod infekcije prsnog koSa, Takotsubo kardiomiopatije, pluéne embolije 1 perikarditisa
takoder mogu biti prisutni bol u prsima i nedostatak daha, $to komplicira dijagnostiku. Kod
pluéne embolije, perikarditisa i sréanog zatajenja moze do¢i do nespecificnih promjena ST
segmenta. Sve to otezava razlikovanje akutnog infarkta miokarda od ostalih mogucih stanja u
kojima je razina troponina u krvi povisena (27). Vazno je napomenuti da je dokazano da
tijekom oboljenja skeletnih misi¢a moze do¢i do ponovne ekspresije fetalnog TnT, koji se
detektira TnT testovima, $to dovodi do lazno pozitivnih rezultata (21). Reverzija Tnl se ne
dogada. Sukladno svemu navedenom, veliku vaznost ima pravilna interpretacija
laboratorijskih rezultata, kao i neizostavna klinicka procjena te svijest o moguéim

interferencijama (20).

1.5. Uloga TSH, T3, T4 hormona Stitnjace

Stitnjaga ili $titna Zlijezda jedna je od najveéih Zlijezda endokrinog sustava koja se
sastoji od dva reznja, desnog i lijevog, medusobno spojenih istmusom (28). Rije¢ je o
neparnoj zlijezdi smjestenoj u donjem dijelu vrata, ispred dusnika, mase 15-20 g (29). Svojim
oblikom podsjeéa na slovo H (30). Stitnjaca je prva endokrina Zlijezda koja se pojavljuje u
embrionalnom razvoju, te se hormoni Stitnjace mogu otkriti u krvi izmedu 11. 1 13. tjedna
trudno¢e (31). Strukturalno, Stitnu Zlijezdu formiraju manji reznjevi gradeni od folikula —
strukturalnih jedinica Zlijezde razli¢itih veliCina, obavijenih gustom mreZom limfnih zila,
kapilara i1 simpatickih Ziv€anih ogranaka. Folikuli su iznutra obavijeni folikularnim i
parafolikularnim stanicama (C-stanicama) koje izlucuju kalcitonin. Folikularne stanice
formiraju koloid koji ispunjava folikule i sadrzi jodirani tireoglobulin, prekursor tiroidnih
hormona (29, 32). Tireoglobulin je veliki glikoprotein u kojem se stvaraju i pohranjuju
hormoni titnjace. Stitnjata je jedina endokrina Zlijezda koja proizvodi i skladiiti svoje
pocetne forme hormona te ih na podrazaj pretvara u aktivne forme i ispusta u krvotok (33).

Biosinteza 1 sekrecija hormona S$titnjaCe odrzava se strogim regulatornim
mehanizmima koji su izrazito osjetljivi i na male promjene u koncentraciji cirkuliraju¢ih
hormona (32, 34). Oni poticu funkciju svih organa u tijelu. Bez njih ne bi bilo normalnog rada
ni razvoja srediSnjeg ziv€anog sustava (35). Op¢i ucinak hormona Stitnjace poticanje je

transkripcije gena u jezgri, Sto dovodi do stvaranja velikog broja enzima te gradevnih i
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prijenosnih proteina. Djeluju s latencijom i dugotrajno. Njihov manjak moze usporiti
metabolizam do 40 %, a viSak moze ubrzati metabolizam za ¢ak 60 do 100 % (36). Utjecaj
hormona $titnjace na metabolizam ocituje se povec¢anjem bazalnog metabolizma. Jedna od
posljedica toga je povecanje potrosnje kisika i ATP hidroliza, poveéan broj i aktivnost
mitohondrija, §to rezultira pove¢anom proizvodnjom topline. Osim toga, hormoni Stitnjace
pospjesSuju metabolizam ugljikohidrata aktivacijom glikolize, glukoneogeneze te lucenjem
inzulina. Hormoni §titnjace stimuliraju i metabolizam masti. Pove¢ane koncentracije hormona
stimuliraju otpuStanje masnih kiselina povecavaju¢i njihovu koncentraciju u plazmi.
Koncentracija kolesterola i triglicerida u plazmi obrnuto je proporcionalna razini hormona
Stitnjace (37, 38). Vazan je ucinak hormona StitnjaCe na rast i razvoj mozga za vrijeme
fetalnog Zivota i u prvih nekoliko godina nakon rodenja. Njihov ucinak ocituje se i na rast
djece (39, 40). Osim navedenog, hormoni Stitnjace utjeCu i na kardiovaskularni sustav
povecavajuéi broj sréanih otkucaja, sr¢anu kontraktilnost, poti¢u vazodilataciju i poveéanu
prokrvljenost brojnih organa. Djeluju i na mentalni status, na nacin da premalo hormona
dovodi do usporavanja mentalnih funkcija, dok previSe hormona uzrokuje anksioznost i
nervozu. Za normalne spolne funkcije potrebno je normalno lucenje hormona Stitnjace. Mogu
utjecati na libido, plodnost i menstrualni ciklus. Uz sve to, hormoni $titnjace imaju uc¢inak na
pokretljivost probavnog sustava, miSi¢a te na spavanje. Ukoliko postoji disbalans hormona
odrazit ¢e se kao skup simptoma zbog poremecaja fizioloskih funkcija koji ¢e se kao takvi
dijagnosticirati i potvrditi laboratorijskim testiranjima (36).

Postoje dva bioloski aktivna oblika hormona Stitnjace. To su tiroksin (T4) i
3,5,3’-trijodtironin (T3). Razlikuju se u gradi na nacin da T4 ima dva atoma joda na vanjskom
prstenu, dok T3 ima samo jedan (41). Tiroidni hormoni su jodirane aminokiseline dobivene iz
L-tirozina (slika 7). Jod je potreban za sintezu i pohranu hormona §titnjace na tireoglobulinu.
Stitnjaca je jedini organ u sisavaca koji ima sposobnost ugradnje joda u organske spojeve. Za
prelazak jodida iz krvne plazme u stanice Stitnjace odgovorna je jodidna crpka ¢iju aktivnost
najvise potice tireotropin (TSH). Oksidaciju joda omogucuje enzim tiroperoksidaza (TPO)
koja koristi vodikov peroksid kao oksidans. TSH povecava gensku ekspresiju enzima
tiroperoksidaze koja regulira jodiranje tirozina te spajanje jodtirozina. Vodikov peroksid je
esencijalan 1 ograni¢avajuci faktor pri oksidaciji jodida, aromatskom jodiranju i reakciji
spajanja prekursora (35). Tirozin se prvo jodira u polozaju 3, a zatim u polozaju 5, pri ¢emu
nastaje monojodtirozin, zatim dijodtirozin. Udruzivanjem jedne molekule monojodtirozina s
jednom molekulom dijodtirozina nastaje trijodtironin, a dvije molekule dijodtirozina daju
tiroksin (36). Trijodtironin moZe nastati i dejodiranjem tiroksina (42). Na tiroksin otpada

93 % ukupno otpustenih hormona iz §titnjac¢e (36). Hormoni cirkuliraju krvotokom vezani za
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transportne proteine TBG (thyroid binding globulin), TTR (transtiretin) i albumin. Vezani
tiroksin nije fizioloski aktivan. T4 ima dulje biolosko vrijeme poluzivota nego Ts koji ima
manji afinitet vezanja na proteine plazme, pa ima brze djelovanje (42). Dominantan hormon u
krvnoj plazmi je T4 koji se nalazi u ve¢oj koncentraciji, dok T3 ima 3 do 4 puta jace djelovanje
1 jaCe se veze za nuklearne receptore (35). Trijodtironin je aktivna forma na stani¢noj razini
dok tiroksin predstavlja uglavnom prijenosni oblik (42).

Radom S§titnjace u fizioloSkim okolnostima upravljaju hipotalamus i hipofiza
mehanizmom povratne sprege. Supraopticke i1 supraventrikularne jezgre u hipotalamusu
izlu¢uju hormon koji oslobada tireotropin — TRH (eng. Thyrotropin Releasing Hormone), koji
portalnim krvotokom dolazi do tireotropnih stanica adenohipofize, gdje se veze na receptore
za TRH 1 izaziva luCenje i stvaranje TSH (43). U kontroli luenja hormona Stitnjace
najvaznija je adenohipofiza koja izlu€uje TSH te time potiCe rast Stitnjace i lu€enje hormona
T3 1 T4 (44). Tireotropin povecava proteolizu tireoglobulina pohranjenog u folikulima, Sto
dovodi do otpuStanja hormona Stitnjace u krvotok, povecava rad jodidne crpke i transport
jodida, povecava jodiranje tirozina i stvaranje hormona Stitnjace, povecava se volumen i
sekrecijska djelatnost stanica Stitnjace te se povecava broj samih stanica Stitnjace (32). Pri
povecanju koncentracije hormona Stitnjace u tjelesnim teku¢inama, negativnom se povratnom
spregom smanjuje lu¢enje TSH iz adenohipofize i time prekida daljnja stimulacija lucenja

hormona iz §titne zlijezde (36).
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Slika 7. Aminokiseline i hormoni s jodom:
a) monojodtirozin (MIT); b) dijodtirozin (DIT); c) tiroksin (T4); d) trijodtironin (T3)

Preuzeto 1 modificirano s: https://entokey.com/thyroid-physiology-and-thyroid-
function-testing/ [pristupljeno 23.01.2020.]
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1.6. Bolesti Stitnjace i laboratorijska testiranja

Bolesti Stitnjace karakterizirane su kvalitativnim 1 kvantitativnim promjenama lucenja
hormona i/ili povecanjem S§titnjace (guSa). Maligni ili benigni tumori najce$¢e uzrokuju
lokalizirano povecanje Stitnja¢e. Dva su osnovna poremecaja funkcije Stitnjace: prekomjerno
luCenje hormona $titnjace rezultira hipertireozom i ubrzanim metabolizmom, dok nedostatno
luenje rezultira hipotireozom 1 usporenoSéu cjelokupnoga organizma (45). Medu
najucestalije bolesti Stitnjae ubrajaju se autoimuni poremecaji poput Hashimotovog
tireoiditisa, papilarni karcinom, benigne neoplazije i strume (46).

Struma ili gusa je povecanje Stitne zlijezde koje se javlja kod gotovo svih poremecaja
Stitnjace kao posljedica hipertrofije i hiperplazije folikularnog epitela Stitnjace. MozZe biti
izazvana nekim od poremecaja koji koce proizvodnju hormona Stitnjace: kemikalijama,
nedostatnim unosom joda (endemska gusavost) ili je pak nepoznate etiologije (idiopatski tip).
Toksi¢na struma moze proizvoditi viSak hormona te se javljaju simptomi hipertireoze, dok se
kod netoksi¢ne strume javljaju simptomi hipotireoze (47).

Hipertireoza oznacava hiperaktivnost Stitne Zlijezde, a tireotoksikoza svaki suviSak
hormona S§titnjace (48). Patofizioloska podloga hipertireoze moze biti bolest same Stitnjace,
pojacano 1 neregulirano lucenje TSH ili TRH ili izvanhipofizno luenje tireoidnog
stimulatora. U krvi bolesnika s hipertireozom nalaze se povisene koncentracije hormona T3 i
T4. PoviSenje koncentracije T3 vece je od poviSenja T4 zbog pojacanog stvaranja tog hormona
u Stitnjaci 1 povecane pretvorbe T4 u T3 na periferiji. Glavne posljedice tireotoksikoze su
povecana potroSnja energije, pojacan tonus simpatikusa, neuromuskularni simptomi,
poremecaji kardiovaskularnog sustava (47). U vecéine oboljelih Stitnjaca se poveéa 2 do 3
puta. Najces¢i oblik hipertireoze je Gravesova (Basedowljeva) bolest. Rije¢ je o autoimunoj
bolesti koju karakteriziraju difuzna gusa, egzoftalmus i dermopatija. U krvi bolesnika nalazi
se niz protutijela protiv receptora TSH na stanicama Stitnjace koja se nazivaju
imunoglobulinima koji potic¢u stitnjac¢u (TSI) (36, 45).

Hipotireoza oznacava smanjeno stvaranje, izlu¢ivanje i djelovanje hormona $titnjace.
Moze biti posljedica bolesti same Stitnjace (primarna hipotireoza), nedovoljnog stvaranja TSH
u hipofizi (sekundarna hipotireoza) ili TRH u hipotalamusu (tercijarna hipotireoza). U
bolesnika s gotovo potpunim zatajenjem funkcije Stitnjace javljaju se miksedem, pretibijalni
miksedem 1 miksedemska koma (48). Fizioloski ucinci hipotireoze su malaksalost, umor,
pospanost, zimogroznost, usporena sr¢ana frekvencija, smanjen minutni volumen srca,
smanjen volumen krvi, opstipacija, povecanje tjelesne mase, manjak koncentracije, hrapav

glas, edematozni izgled i miSi¢na slabost (36). Hashimotov tireoiditis, najc¢e$¢i oblik
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hipotireoze, predstavlja kroni¢nu upalu Stitne zlijezde. Karakterizira ga postepeno narusavanje
funkcije $titnjace zbog autoimune reakcije na tkivo Stitnjace. Klini¢ki se o€ituje kao difuzno
uvecanje tkiva (48). Dijagnoza se temelji na dokazu povecane koncentracije
antitireoglobulinskih protutijela (Tg-At) i koncentracije antitireoperoksidaze (TPO-At), te je
potrebno dozivotno lije¢enje nadomjesnim tiroidnim hormonima (levotiroksin) (35).
Dijagnosticki postupak bolesti Stitnjate zapoCinje razgovorom s pacijentom,
uzimanjem osobne anamneze i klinickim pregledom. Nakon toga slijedi laboratorijska
dijagnostika koja podrazumijeva odredivanje niza parametara u svrhu procjene funkcije
Stitnjace (49). Vecina klinickih centara primjenjuje strategiju odredivanja TSH kao prvog
nalaza u procjeni funkcije Stitnjae. Nalaz tireotropina unutar normalnog raspona oznacava
urednu funkciju Stitnjace te najceSce ostale pretrage nisu potrebne. TSH ukazuje jedino na
poremecaj u funkciji osi hipotalamus-hipofiza, ali ne razlikuje klinicki manifestnu od
supklinicke disfunkcije Stitnjace (48). S obzirom na izrazitu osjetljivost i specifi¢nost metoda
odredivanja TSH, otkrivanje poremecaja funkcije Stitnja¢e putem TSH ima vecu osjetljivost u
odnosu na odredivanje fT4. PoviSena vrijednost tireotropina upucuje na hipotireozu. Za
dijagnostiku klinicki manifestne ili supklinicke hipotireoze, potrebno je odrediti ukupni
tiroksin (T4) 1 slobodni tiroksin (fT4). Odredivanje trijodtironina rutinski se ne primjenjuje
zbog povecane pretvorbe fT4 u fT3. Zbog toga kod bolesnika s hipotireozom T3 i fT3 ostaju
dulji period u granicama normale, osim u dugotrajnoj i teskoj hipotireozi kada su snizeni (50).
Odredivanje protutijela za tireoidnu peroksidazu (TPO-At) moze potvrditi autoimunu
etiologiju bolesti Stitnjace, ali i ukazati na prognozu poremecaja Stitnjace. Nalaz protutijela za
TPO moZe pomoci pri odluci o lijecenju grani¢nih slucajeva. Odredivanje tireoglobulina kao
specificnog biljega Stitnjace koristi se u pracenju pacijenata s diferenciranim karcinomom

Stitnjace.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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2.1. Glavni cilj istrazivanja
Utvrditi uzrokuje 1i uzimanje biotina interferenciju u mjeri koja moZze utjecati na

klini¢ku odluku.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:
Utvrditi utjecaj na rezultate u periodu od tri sata nakon ingestije biotina te nakon

kontinuiranog uzimanja biotina tijekom 7 dana.
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2.2. Hipoteza
Uzimanje biotina u visokim dozama u pripravcima dostupnim u slobodnoj prodaji

moze biti izvor interferencije u imunokemijskim testovima.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Ispitanici

Ova je studija odobrena od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u
Splitu i Etickog povjerenstva KBC-a Split (Klasa: 003-08/19-03/0003, Ur.br. 2181-198-03-
04-19-0075). Studija se provodila u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a

Split i u njoj je sudjelovalo 7 zdravih ispitanika. U skupini ispitanika bilo je 6 studentica i 1
student SveuciliS§ta u Splitu u starosti od 20 do 25 godina. Svi ispitanici potpisali su
suglasnost za provodenje istrazivanja. U informiranom pristanku upoznati su sa svim
aspektima studije, potencijalnim rizicima 1 nainom uzorkovanja. Uvjet za sudjelovanje u
studiji jest da su ispitanici zdravi 1 da ne piju nikakve lijekove ili dodatke prehrani za vrijeme

trajanja istrazivanja. Nisu uzimani osobni podaci ispitanika, a uzorci su oznaceni inicijalima.

3.2. Uzorci

Uzorkovanje krvi izvrSeno je u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku
KBC-a Split. Svi ispitanici postivali su standardni protokol pripreme koji se primjenjuje prije
uzorkovanja. Ispitanici su tijekom uzorkovanja bili nataste i nije bila dozvoljena konzumacija
jela 1 pi¢a, osim vode, sve do posljednjeg uzorkovanja krvi toga dana. Prvi dan istrazivanja,
prije pocetka uzimanja biotina, uzorkovala se po jedna epruveta krvi od svakoga ispitanika.
Potom su svi ispitanici u nultom satu, nakon prvog uzorkovanja krvi, popili jednu tabletu
biotina u dozi od 10 mg. Uzorkovanje se ponovilo nakon jednog sata i nakon tri sata. Svi
ispitanici su uzimali pripravak od 10 mg biotina, jednom dnevno, u isto vrijeme, tijekom 7
dana. Sedmi dan se ponovilo uzorkovanje krvi u tri tocke: neposredno prije uzimanja biotina,
nakon sat vremena i nakon tri sata. Pripravak biotina koji se primjenjivao u istrazivanju,
smatra se dodatkom prehrani i moze se kupiti u slobodnoj prodaji. Uzorci su uzimani u
standardne vakuum spremnike bez antikoagulansa, centrifugirani 10 minuta na 3500
okretaja/min, nakon ¢ega je serum odvojen od stanica. Do analize, alikvoti su bili pohranjeni

na temperaturi od -70 °C.
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3.3. Metode

3.3.1. Metoda neutralizacije biotina

Uzorci venske krvi dobivene venepunkcijom koriSteni su za odredivanje
koncentracije TSH, T3, T4, fT3, fT4 1 troponina prije i nakon uzimanja biotina. Protokol koji se
koristio u istrazivanju objavili su Leo Lam 1 Campbell V. Kyle (51).

U Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku sakupljali su se ostaci reagensa
namijenjeni za otpad. Reagensi za imunokemijske analize proizvodaca Roche sadrze
mikrocestice obloZzene streptavidinom. Najprije je 3 mL suspenzije mikroCestica obloZenih
streptavidinom centrifugirano 5 minuta na 1000 okretaja/min. Zatim je odvojen supernatant,
dodano je 500 pL seruma, vorteksirano i inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon sat
vremena, smjesa je centrifugirana 5 minuta na 3000 okretaja/min. Iz epruvete se oprezno
izdvojilo 450 pL supernatanta i alikvotiralo u novu epruvetu pazec¢i da se ne dodiruje talog
mikroCestica. Nativni 1 obradeni wuzorci testirani su na Roche Cobas 8000/e801

imunokemijskom analizatoru (51).

3.3.2. Imunokemijske metode

Primjer ,,sendvic* formata imunokemijskog testa (Cobas Roche)

»Sendvic* format imunokemijskog testa koristi se za detektiranje vecih proteinskih
molekula TSH i troponina. U prvoj inkubaciji dodano je 30 pL uzorka, biotinilirano
monoklonsko antitijelo specificno za TSH i monoklonsko antitijelo specificno za TSH,
oznaceno rutenijskim kompleksom koji reagiraju tako da s TSH formiraju kompleks sendvica.
U drugoj inkubaciji, nakon dodavanja mikrocestica obloZenih streptavidinom, kompleks se
veze na Cvrstu fazu interakcijom biotina i streptavidina. Reakcijska smjesa usisava se u
mjernu ¢eliju gdje se mikrocestice magnetski zarobljavaju na povrsini elektrode. Nevezane
tvari zatim se uklanjaju pomocu ProCell II M. Primjena napona na elektrodi tada inducira

kemiluminescentnu emisiju koja se mjeri fotomultiplikatorom.
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Primjer kompetitivnog formata imunokemijskog testa (Cobas Roche)

Kompetitivni imunokemijski testovi koriste se za detektiranje malih molekula T, Ta,
T3, fT4. U prvoj inkubaciji dodano je 18 pL uzorka i antitijelo specificno za T3 oznafeno s
rutenijskim kompleksom; vezani T; oslobada ANS (8-anilino-1-naphthalene sulfonsku
kiselinu) iz vezivnih proteina u uzorku. U drugoj inkubaciji, nakon dodavanja mikrocestica
oblozenih streptavidinom 1 biotiniliranog T3, slobodna mjesta vezanja obiljezenog protutijela
postaju okupirana, stvaraju¢i kompleks antitijelo-hapten. Cijeli kompleks veze se za Cvrstu
fazu interakcijom biotina i streptavidina.

Iako su imunokemijski testovi koji koriste sendvi¢, odnosno kompetitivni format,
sliéni, njihova osjetljivost na interferenciju biotina deklarirana od proizvodaca znacajno se

razlikuje (Tablica 3).

Tablica 3. Deklarirane vrijednosti tolerancije na biotin prema proizvodacu

Analit TSH Ts T4 T3 fT4 troponin
T
Ispitivana <4912 <123 <409 <286 <409 <492
koncentracija nmol/L | nmol/L | nmol/L |nmol/L | nmol/L umol/L ili
biotina ili ili <30 li<100 |ili<70 ili<100 | <1200
<1200 ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
ng/mL
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4. REZULTATI
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Koncentracija analita od interesa (TSH, Tz, T4, fT3, fT4 hsTnT) u krvi ispitanika,

mjerena je prije i poslije obrade uzoraka s mikrocesticama obloZenim streptavidinom. Nakon

obrade uzoraka uklonjen je biotin kao potencijalna interferencija. Izracunata je apsolutna i

relativna razlika izmedu koncentracije analita prije i poslije obrade, to jest uklanjanja

interferencije. Zelenom bojom u tablicama oznacene su koncentracije analita unutar

referentnih vrijednosti, a crvenom bojom one izvan referentnih vrijednosti. Deklarirane

referentne vrijednosti za hormone $§titnjace prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Deklarirane referentne vrijednosti hormona $titnjace za muskarce i Zene u dobi od

20 do 40 godina
TSH Ts T4 i ) fT4
(mIU/L) (nmol/L) (nmol/L) (pmol/L) (pmol/L)
Muskarci 0.81-4.3 1.3-3.1 66 — 181 4.50 - 6.96 129-21.4
Zene 0.5-5.1 1.3-3.1 66 — 181 3.96 - 7.07 11.2-19.9

Tablica S. Rezultati odredivanja koncentracije TSH u krvi ispitanika u nativnim uzorcima i

uzorcima nakon primjene neutralizacijskog protokola (izrazeni u mIU/L)

prije uzimanja biotina (0h) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. . apsolutna relativna ” = apsolutna relativna » - apsolutna relativha
prije poslije ) : prije poslije . ) prije poslije i R
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
1.71 1.80 -0,09 -5% 1.78 1.79 -0,01 -1% 1.50 1.61 -0,11 -7%
1.26 1.49 -0,23 -15% 1.06 1.25 -0,19 -15% 0.914 0.995 -0,08 -8%
=] 2.59 2.71 -0,12 -4% 2.66 2.83 -0,17 -6% 2.58 2.77 -0,19 -7%
<D( 2.35 2.51 -0,16 -6% 2.07 2.17 -0,10 -5% 1.97 2.10 -0,13 -6%
« 1.86 1.99 -0,13 -7% 1.45 1.58 -0,13 -8% 1.21 1.38 -0,17 -12%
1.60 1.74 -0,14 -8% 1.08 1.36 -0,28 -21% 0.899 1.01 -0,11 -11%
1.90 2.18 -0,28 -13% 1.60 1.84 -0,24 -13% 1.44 1.52 -0,08 -5%
-0,16 -8% -0,16 -10% -0,12 -8%
prije uzimanja biotina (0h) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. » apsolutna relativna " " apsolutna relativna . . apsolutna relativna
prije poslije . : prije poslije ) ) prije poslije . i
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
2.57 2.59 -0,02 -1% 1.95 1.96 -0,01 -1% 1.50 1.55 -0,05 -3%
1.47 1.49 -0,02 -1% 0.961 1.01 -0,05 -5% 0.722 0.802 -0,08 -10%
<zz 3.12 3.27 -0,15 -5% 2.73 2.86 -0,13 -5% 2.46 2.59 -0,13 -5%
o] 2.04 2.11 -0,07 -3% 1.87 2.12 -0,25 -12% 1.54 1.77 -0,23 -13%
~ 3.78 4.09 -0,31 -8% 2.76 3.21 -0,45 -14% 1.87 2.11 -0,24 -11%
2.27 2.24 0,03 1% 1.65 1.76 -0,11 -6% 1.21 1.31 -0,10 -8%
3.14 3.10 0,04 1% 2.41 2.67 -0,26 -10% 2.00 2.23 -0,23 -10%
-0,07 -2% -0,18 -7% -0,15 -9%
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Neutralizacijski protokol primijenjen je na svim uzorcima. Razina hormona prije
obrade je ocekivano niza nego nakon uklanjanja biotina s mikrocCesticama oblozenim
streptavidinom. Izracun apsolutne i relativne razlike pokazao je vrlo male promjene u razini
TSH prije i nakon obrade uzorka. Razlika se kretala od 0.07 do 0.18 mIU/L odnosno 2 do
10 %. Svi dobiveni rezultati, prije i nakon primjene protokola neutralizacije, unutar su

referentnih vrijednosti (Tablica 5).

Tablica 6. Rezultati odredivanja koncentracije T3 u krvi ispitanika u nativnim uzorcima i

uzorcima nakon primjene neutralizacijskog protokola (izrazeni u nmol/L)

prije uzimanja biotina (Oh) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. = apsolutna | relativna . . apsolutna | relativna . " apsolutna | relativna
prije poslije i i prije poslije . : prije poslije . §
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
1.44 1.36 0,08 6% 1.83 1.47 0,36 24% 1.46 1.40 0,06 4%
=| 133 B o009 7% 2.47 135 112 | 83% 1.25 127 | 002 -2%
<Dt 1.40 1.46 -0,06 -4% 1.83 1.43 0,40 28% 1.40 1.35 0,05 4%
- 1.40 1.30 0,10 8% 1.63 1.37 0,26 19% 1.33 1.34 -0,01 -1%
1.58 1.58 0,00 0% 1.55 1.48 0,07 5% 1.51 1.44 0,07 5%
1.27 0,05 a% | 132 | 134 | 002 | % | 127 FI 0,03 2%
1.81 1.73 0,08 5% 1.78 1.67 0,11 7% 1.55 1.56 -0,01 -1%
srednja vrijednost= 0,05 4% srednja vrijednost= 0,33 23% srednja vrijednost= 0,02 2%
prije uzimanja biotina (Oh) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. " apsolutna | relativna . . apsolutna relativna . . apsolutna relativna
prije poslije i i prije poslije i : prije poslije i §
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
1.63 1.57 0,06 1% 2.46 1.62 0,84 52% 1.41 1.41 0,00 0%
=| 118 S o011 | o% | 18 | 131 | o054 | a1% | 123 RN oo01| 1%
E\( 1.66 1.63 0,03 2% 2.03 1.70 0,33 19% 1.52 1.47 0,05 3%
~ 1.41 1.46 -0,05 -3% 1.68 1.47 0,21 14% 1.40 1.46 -0,06 -4%
1.43 1.44 -0,01 -1% 2.49 1.65 0,84 51% 1.48 1.49 -0,01 -1%
1.25 -0,03 -2% 1.48 0,21 17% 1.21 -0,01 -1%
1.86 1.93 -0,07 -4% 3.31 1.93 1,38 72% 1.72 1.73 -0,01 -1%
srednja vrijednost= -0,03 -2% srednja vrijednost= 0,62 38% srednja vrijednost= -0,01 -1%

Neutralizacijski protokol primijenjen je na svim uzorcima. Razina hormona prije
obrade u velini uzoraka bila je ocekivano viSa nego nakon uklanjanja biotina s
mikrocesticama oblozenim streptavidinom. IzraCun apsolutne i relativne razlike pokazao je
vrlo male promjene u razini T3, prije i nakon obrade, u uzorcima neposredno prije uzimanja
biotina te 3 sata nakon uzimanja biotina, 1. dan i nakon 7 dana kontinuiranog uzimanja.
Znacajno viSe vrijednosti izmjerene su u nativnim uzorcima 1. i 7. dan, 1 h nakon uzimanja
biotina. Prosje¢na razlika bila je 0.33 pmol/L (23 %) 1. dan i 0,62 pmol/L (38 %) 7. dan.
NajviSa pojedinacna ustanovljena razlika bila je 83 %. Bez obzira na pozitivnu interferenciju,

1 sat nakon uzimanja biotina svi rezultati prije i poslije neutralizacijskog protokola za sve
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ispitanike 1. dan bili su unutar referentnog raspona. Sedmi je dan kod jednog ispitanika u
nativhom uzorku vrijednost prije obrade bila unutar referentnih vrijednosti prije obrade, dok
je nakon uklanjanja biotina vrijednost bila niza od referentnog raspona, Sto odgovara
rezultatima dobivenim u ostalim toCkama mjerenja za istog ispitanika. Pozitivna
interferencija, s lazno poviSenim vrijednostima izvan referentnog raspona, u uzorku prije
uklanjanja biotina, ustanovljena je 7. dan 1 h nakon uzimanja biotina kod jednog ispitanika

koji je u svim ostalim to¢kama imao vrijednosti unutar referentnog intervala.

Tablica 7. Rezultati odredivanja koncentracije T4 u krvi ispitanika u nativnim uzorcima i

uzorcima nakon primjene neutralizacijskog protokola (izrazeni u nmol/L)

prije uzimanja biotina (Oh) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
" . apsolutna relativna . . apsolutna relativna " . apsolutna relativna
prije poslije i : prije poslije i : prije poslije i i
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
69.9 66.2 3,7 6% 71.3 68.5 2,80 4% 69.8 66.8 3,00 4%
Y Y 3% 648 GO o.s0 1% | 634 NG o020 0%
=| 68.0 66.6 1,4 2% 71.6 67.4 4,20 6% 68.9 66.9 2,00 3%
g 81.0 78.5 2,5 3% 80.9 77.5 3,40 4% 83.5 81.0 2,50 3%
i 77.0 77.7 -0,7 -1% 76.5 74.1 2,40 3% 75.7 74.8 0,90 1%
B 0 B 2% 663 O 5 | 2% | 647 NG 250 5%
79.6 76.7 2,9 4% 77.3 77.5 -0,20 0% 76.8 74.5 2,30 3%
1,86 3% 2,90 4% 1,96 3%
prije uzimanja biotina (0h) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. . apsolutna relativna » . apsolutna relativna . . apsolutna relativna
prije poslije i R prije poslije . : prije poslije i R
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
77.5 73.4 4,1 6% 77.0 68.8 8,20 12% 69.3 66.3 3,00 5%
500 BN s 9% | 626 (NS <70 8% | 620 1,90 3%
=| 71.6 71.2 0,4 1% 70.8 67.1 3,70 6% 70.0 4,10 6%
<D( 88.1 81.7 6,4 8% 91.1 86.9 4,20 5% 88.6 83.0 5,60 7%
~| 751 74.7 0,4 1% 79.2 81.8 -2,60 -3% 79.3 75.1 4,20 6%
X @ 9% 672 [ s.00 8% | 657 [ 240 4%
89.2 83.8 5,4 6% 88.2 86.2 2,00 2% 86.4 85.0 1,40 2%
3,89 6% 3,60 5% 3,23 5%

Nakon odredivanja koncentracije T4 hormona, prije 1 poslije obrade s
mikrocesticama obloZenim streptavidinom, dobiveni su zeleno oznaceni rezultati unutar
referentnog intervala, a crveno oznaceni izvan referentnog intervala. Izracun apsolutne i
relativne razlike pokazao je vrlo male promjene u razini T4 hormona prije i nakon obrade
uzorka. Razina hormona, u veéini slucajeva, prije obrade je ocekivano visa nego nakon
uklanjanja biotina s mikrocesticama oblozenim streptavidinom (Tablica 7). Vrijednosti T4 u

nativnim uzorcima bile su viSe za 1.96 do 3.89 nmol/L, odnosno 3 do 6 %.
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Tablica 8. Rezultati odredivanja koncentracije T3 u krvi ispitanika u nativnim uzorcima i

uzorcima nakon primjene neutralizacijskog protokola (izrazeni u pmol/L)

prije uzimanja biotina (0Oh) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. . apsolutna relativna . ” apsolutna relativna . . apsolutna relativna
prije poslije i i prije poslije . : prije poslije i §
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
4.48 4.51 -0,03 -1% 4.77 4.61 0,16 3% 4.50 4.44 0,06 1%
4.55 4.55 0 0% 4.86 4.66 0,20 4% 4.34 4.45 -0,11 -2%
=] 433 4.22 0,11 3% 4.75 4.28 0,47 11% 4.45 4.19 0,26 6%
<D( 4.54 4.76 -0,22 -5% 4.88 4.78 0,10 2% 4.57 4.79 -0,22 -5%
‘_i 4.57 4.41 0,16 4% 4.60 4.39 0,21 5% 4.58 4.32 0,26 6%
4.36 4.35 0,01 0% 4.45 4.43 0,02 0% 4.20 4.04 0,16 4%
453 4.74 -0,21 -4% 4.91 4.80 0,11 2% 4.52 4.52 0,00 0%
-0,03 0% 0,18 4% 0,06 1%
prije uzimanja biotina (0Oh) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. . apsolutna relativna . . apsolutna relativna . . apsolutna relativna
prije poslije i R prije poslije . § prije poslije § :
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
493 4.96 -0,03 -1% 4.97 4.86 0,11 2% 4.45 4.45 0,00 0%
4.17 4.36 -0,19 -4% 4.60 4.57 0,03 1% 4.32 4.41 -0,09 -2%
<z( 4.88 4.90 -0,02 0% 5.05 4.82 0,23 5% 4.50 4.62 -0,12 -3%
o] 480 5.10 -0,3 -6% 5.29 5.23 0,06 1% 4.85 4.93 -0,08 -2%
~ 4.16 4.27 -0,11 -3% 4.82 4.42 0,40 9% 4.36 4.21 0,15 4%
4.27 4.21 0,06 1% 4.41 4.27 0,14 3% 4.20 4.25 -0,05 -1%
4.99 5.05 -0,06 -1% 5.26 4.95 0,31 6% 4.61 4.54 0,07 2%
-0,09 -2% 0,18 4% -0,02 0%

Izracun apsolutne i relativne razlike pokazao je vrlo male promjene u razini fT3

hormona prije i nakon obrade uzorka. Najveéa razlika izmjerena u uzorcima 1 h nakon

uzimanja biotina 1. dan bila je 0,47 pmol/L, odnosno 11 %. Svi dobiveni rezultati {T3

hormona, prije i poslije obrade s mikrocesticama obloZenim streptavidinom, unutar su

referentnih vrijednosti (Tablica 8).

Tablica 9. Rezultati odredivanja koncentracije fT4 u krvi ispitanika u nativnim uzorcima i

uzorcima nakon primjene neutralizacijskog protokola (izrazeni u pmol/L)

prije uzimanja biotina (Oh) 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
. . apsolutna relativna . . apsolutna relativna . » apsolutna relativna
prije poslije i R prije poslije . : prije poslije i )
razlika razlika razlika razlika razlika razlika
13.5 13.0 0,5 4% 14.1 12.4 1,70 14% 13.2 12.1 1,10 9%
14.5 14.0 0,5 4% 14.4 13.7 0,70 5% 14.2 13.2 1,00 8%
=] 120 12.6 -0,6 -5% 12.2 11.6 0,60 5% 12.9 11.4 1,50 13%
<Ot 16.8 16.6 0,2 1% 16.7 15.0 1,70 11% 17.5 15.4 2,10 14%
i 13.6 13.4 0,2 1% 12.9 11.9 1,00 8% 13.2 11.8 1,40 12%
15.6 15.0 0,6 4% 16.7 13.7 3,00 22% 15.0 13.5 1,50 11%
13.4 13.1 0,3 2% 12.9 12.2 0,70 6% 13.6 12.0 1,60 13%
0,24 2% 1,34 10% 1,46 11%
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prije uzimanja biotina (0Oh)

1 sat nakon uzimanja biotina (1h)

3 sata nakon uzimanja biotina (3h)

. . apsolutna relativna . » apsolutna relativna . . apsolutna relativna

prije poslije i R prije poslije i : prije poslije i R
razlika razlika razlika razlika razlika razlika

13.1 12.2 0,9 7% 13.2 12.3 0,90 7% 12.9 11.7 1,20 10%
14.1 12.2 1,9 16% 14.2 12.6 1,60 13% 13.9 12.3 1,60 13%
=z| 12.2 12.0 0,2 2% 12.8 12.2 0,60 5% 12.6 11.1 1,50 14%
<D( 18.0 16.2 1,8 11% 17.4 16.5 0,90 5% 17.7 16.6 1,10 7%
~ 12.3 11.3 1 9% 12.6 12.0 0,60 5% 12.4 11.9 0,50 4%
14.5 13.6 0,9 7% 14.8 13.3 1,50 11% 14.8 13.7 1,10 8%
12.9 12.6 0,3 2% 13.1 13.1 0,00 0% 12.9 11.8 1,10 9%
1,00 8% 0,87 7% 1,16 9%

IzraCun apsolutne i relativne razlike pokazao je vrlo

male promjene u razini T4

hormona prije i nakon obrade uzorka. Prije obrade dobivene su oc¢ekivano vise koncentracije

hormona nego nakon uklanjanja biotina s mikrocCesticama obloZzenim streptavidinom.

Prosjecna razlika kretala se od 0.87 do 1.46 pmol/L, odnosno 7 do 11 % (Tablica 9). Svi

dobiveni rezultati fT4 hormona, prije 1 poslije obrade s mikrocesticama oblozenim

streptavidinom, unutar su referentnih vrijednosti.

Tablica 10. Rezultati odredivanja koncentracije troponina T u krvi ispitanika u nativnim

uzorcima i uzorcima nakon primjene neutralizacijskog protokola (izrazeni u ng/L)

TnT prije uzimanja biotina (Oh) TnT 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) TnT 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
e apsolutna . e apsolutna relativna . apsolutna .
nativni nakon ) relativna | nativni nakon . : nativni nakon i relativna
uzorak obrade razlika razlika (%) | uzorak obrade razlika razlika uzorak obrade razlika razlika (%)
(ng/) (ng/1) (ng/1) (ng/1)
<3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
= <3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
S| 4 0 0 T / 4 0 0
il 0 0 <3 <3 / / <3 <3 / /
<3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
3 <3 / / <3 <3 / / <3 / /
TnT prije uzimanja biotina (Oh) TnT 1 sat nakon uzimanja biotina (1h) TnT 3 sata nakon uzimanja biotina (3h)
nativni nakon apsol-utna relativna | nativni nakon apsol.utna relativna | nativni nakon apsol-utna relativna
uzorak obrade razlika razlika (%) | uzorak obrade razlika razlika (%) | uzorak obrade razlika razlika (%)
(ng/1) (ng/l) (ng/1)
3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
<3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
= <3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
g 7 1 17% s B o 0% 5 0 0
~l 4 0 0% <3 <3 / / <3 <3 / /
<3 <3 / / <3 <3 / / <3 <3 / /
<3 <3 / / <3 <3 / / <3 q / /
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Crvenom bojom u Tablici 10 prikazane su koncentracije troponina unutar mjernog
raspona metode (3 do 10 000 ng/mL) u nativhom uzorku i uzorku nakon neutralizacije.
Zelenom bojom prikazane su koncentracije troponina izvan mjernog raspona metode (3 do

10 000 ng/mL) u nativnom uzorku i uzorku nakon neutralizacije.

U vedini uzoraka, kako prije tako i nakon provedenog protokola neutralizacije, u
svim tockama mjerenja koncentracija troponina bila je niza od donje tocke mjernog raspona,
stoga se apsolutna i relativna razlika nisu mogle izrac¢unati. U jednom uzorku koncentracija
troponina bila je manja od grani¢ne vrijednosti, ali mjerljiva u svim tockama osim 1. dan
nakon uzimanja biotina. Najveca razlika dobivena nakon provedenog neutralizacijskog

protokola u tom uzorku bila je 1 ng/L (Tablica 10).
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5. RASPRAVA
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Nase istrazivanje pokazalo je da uzimanje biotina u dozi od 10 mg/dan ne interferira
u imunokemijskim testovima za odredivanje koncentracije TSH, fT3, fT4 i T4, dok su
odstupanja uocena u rezultatima T3 hormona. Svi ispitani testovi imaju razli¢itu deklariranu
toleranciju na biotin od strane proizvodaca, a najvecu toleranciju na prisutnost biotina imaju
TSH i troponin (Tablica 3). Najmanja deklarirana tolerancija na prisutnost biotina u uzorku je
za hormon T3 (30 ng/mL), i upravo tu izmjerili smo vise vrijednosti T3 jedan sat nakon
uzimanja biotina: 28 % prvi dan i 38 % sedmi dan. Prema farmakokinetickim istrazivanjima,
ocekivana koncentracija biotina u krvi, jedan sat nakon uzimanja iznosi oko 90.6 ng/mL
(Slika 8). Iako deklarirana osjetljivost testa za odredivanje koncentracije T4 iznosi 100 ng/mL,
Sto je blizu deklarirane vrijednosti biotina ispitane od proizvodaca, naSe istrazivanje je
pokazalo odstupanja rezultata unutar 10 %. Budu¢i da su svi rezultati TSH, {T3 i1 fT4 prije i
nakon neutralizacijskog protokola unutar referentnih intervala za dob 1 spol ispitanika,

mozemo zakljuciti kako odstupanja koja smo uocili nisu klinicki znacajna.

560 =
340 -
320 -
300
280
260 -
240 -
Em =
200
180 - r
160 - |
140 -
120 - ™
100 - \ 1
80 A
60 - [ /L™
40 - .
2{) -
0—m= T T
D1.T0O D2.TO D3.T1 D3.T2 DA.T3D3

koncentracija biotina (ng/mL)

¥
& .""--t.__';

. -3
- 3
T | T | | T |
T4 D3.T5 D7.T0 D7.T1 D7.T2 D7.7T3 D7.T4 D7.T5

-
[ ~5 T
v ’ -

grupa 1
(5 mg na dan) 0.1 01 405 162 66 48 36 49 464 192 112 84 7.0

e grupa 2
(Omgnadan) 01 01 906 327 141 103 7.9 102 1032 419 243 187 149

- grupa 3
(20 mg na dan) 0.1 0.1 18B3.8 63.7 27.7 209 16.7 216 1684 714 459 370 295

Slika 8. Medijan (minimum — maksimum) koncentracije biotina u serumu (ng/mL) za svaku
skupinu (5,10 i 20 mg) (6).

D: dan; T0: prije uzimanja biotina; T1: 1 h nakon doze; T2: 3 h nakon doze; T3: 6 h nakon
doze; T4: 8 h nakon doze; T5: 12 h nakon doze
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Interferencije lijekova i dodataka prehrani u laboratorijskim testiranjima dobro je
poznat fenomen, no interferencija koju uzrokuje biotin, za razliku od ostalih, moze u isto
vrijeme interferirati u nizu imunokemijskih reakcija, pri ¢emu konstelacija rezultata za
parametre koji se koriste za procjenu funkcije Stitnjace moze imati sliku hipertireoze. Lam 1
sur. u svom su istrazivanju dokazali interferenciju biotina u imunokemijskim testovima za
odredivanje hormona S$titnjace, koriste¢i 10 puta veée doze biotina u odnosu na naSe
istrazivanje, no pri tome nije poznato koji je prag tolerancije na biotin u testovima koriStenim
u studiji (51). Kummer 1 sur. prikazali su slucaj Sestero djece koja su primjenjivala visoke
doze biotina s lazno poviSenim vrijednostima Ts i T; hormona te laZzno snizenim
vrijednostima TSH (52). Ardabilygazir i sur. prikazali su slu¢aj pacijenta s multiplom
sklerozom koji uzima visoke doze biotina. Zbog poviSenih hormona T3 i T4 te snizenog TSH,
dosSlo je do savrSenog preklapanja rezultata laboratorijskih nalaza i pogreSne dijagnoze
Gravesove bolesti bez znakova i simptoma hipertireoze. U opisanom slucaju, laboratorijska
mjerenja koja sugeriraju tireotoksikozu pripisana su interferenciji, uslijed lije¢enja visokim
dozama biotinom, s imunokemijskim ispitivanjima. Pacijent je prestao uzimati biotin i nakon

tjedan dana doSlo je do normalizacije rezultata za TSH, T3 1 T4 (53).

Prema algoritmu za racionalnu dijagnostiku bolesti Stitnjace, laboratorijsko testiranje
uvijek zapocinje odredivanjem TSH (Slika 9). Kod pacijenata s urednim rezultatima TSH ne
preporucuje se daljnje testiranje, a upravo test za odredivanje TSH koji smo koristili ima
najvecu toleranciju na biotin. Daljnje testiranje u slucaju niskih vrijednosti TSH nastavlja se

odredivanjem T4 i fT3 koji takoder nisu pokazali osjetljivost na primjenjenu dozu biotina.

U uzorcima ispitanika, osim hormona Stitnjace, odredivan je i visoko osjetljivi
troponin T (hsTnT). U naSe istrazivanje bili su ukljuceni zdravi ispitanici u dobi od 20 do 25
godina. Sukladno tome, dobili smo izrazito niske vrijednosti za troponin, koje su kod veéine
ispitanika, u svim mjerenjima, prije i nakon neutralizacije biotina, bili nizi od donje granice
mjernog raspona koji deklarira proizvoda¢ (3 do 10 000 ng/mL). Kod jednog ispitanika
kontinuirano su tijekom ispitivanja vrijednosti troponina bile mjerljive i pokazalo se kako
nema razlike u rezultatima prije i nakon neutralizacije biotina (Tablica 10). Kod istog je
izmjerena razlika od 19 % i prvog i sedmog dana istrazivanja (Tablica 6). Ovi su rezultati
oc¢ekivani s obzirom na to da je deklarirana tolerancija na biotin u testu za mjerenje troponina
1200 ng/mL, a o¢ekivana koncentracija biotina u uzorcima ispitanika 1 h nakon ingestije 10

mg biotina iznosi oko 90 ng/mL, Sto je 13 puta niZze od deklarirane tolerancije. Nedostatak

35



naseg istrazivanja je taj §to u uzorcima ispitanika nije mjerena koncentracija biotina, ve¢ smo

je samo pretpostavili iz farmakokinetickih istrazivanja biotina.

*ET4 (T4)

u sluéaju klinicke
sumnje na
tireotropinom ili
rezistenciju na
hormone &titnjate

*FT4 (T4)

FT4 (T4) FT4 (T4 FT4 (T4
- EUTIREOZA o S

uredan povisen

vidi
FT4 (T4) FT4 (T4) algoritam
poviSen uredan hipotireoze

FT3 (T3)

Tireotropinom

Pituitarna rezistencija

TIREOTOKSIKOZA FT3 (T3) na horm. &titnjace

uredan
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Slika 9. Smjernice za racionalnu dijagnostiku tireotoksikoze

Izvor: Kusi¢ Z, Juki¢ T, Dabeli¢ N, Roncevi¢ S, Lukinac LJ, Labaer i sur. Smjernice
Hrvatskog drustva za Stitnjacu za racionalnu dijagnostiku poremecaja funkcije Stitnjace. Lijec

Vjesn 2009; 131:328-338.

Frame i suradnici u svojoj su studiji dokazali mogucu interferenciju biotina s testom
Gen5 koji odreduje TnT i ima nisku toleranciju za biotin (54). U nasem istrazivanju koristili
smo test najnovije generacije hsTnT (Roche Diagnostics), ¢iju su visoku toleranciju na biotin
dokazali Zerback i suradnici u svom istrazivanju. U svojoj studiji dokazali su kako se test za
odredivanje hsTnT moze koristiti za bolesnike s multiplom sklerozom koji uzimaju biotin do

300 mg dnevno bez ikakvih posebnih mjera opreza (55).

FDA upozorava da je zaprimila prijavu o smrti jedne osobe koja je konzumirala
velike doze biotina i umrla od posljedi¢no lazno negativnog nalaza troponina kao biljega
infarkta miokarda (16). Suoceni s rizikom po zdravlje pacijenata, proizvodai nastoje
unaprjedivati svoje metode kako bi smanjili osjetljivost metoda na visoke doze biotina poput
nove generacije testova za TSH i hsTnT, koje su sigurne za primjenu ¢ak i kod doze od 300
mg/dan $to je 10 000 puta veca doza od preporucene dnevne doze. Tako je za novu generaciju
testova deklarirana vrijednost tolerancije na biotin 40 puta ve¢a u odnosu na staru generaciju

testova za TSH 1 troponin.
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Budu¢i da niti proizvodaci niti laboratoriji nisu ponudili univerzalno, konkretno
rjeSenje, i dalje ostaje preporuka za pazljivu komunikaciju s pacijentima, uzimanje anamneze
1 kontakt s laboratorijem (56). Za prevladavanje interferencije, najbolje bi bilo predloziti
mjerenje drugom metodom ako je dostupna ili prekinuti uzimanje biotina i ponoviti
uzorkovanje. Slika 10 prikazuje vrijeme potrebno da koncentracija biotina padne ispod 30
ng/mL, $to je izrazito vazno za izracunavanje razdoblja ispiranja potrebnog prije prikupljanja
uzoraka seruma. Rezultati analize farmakokinetike pokazali su kako uzimanjem dnevne doze
1 mg biotina (OTC pripravci), serumska razina biotina pada ispod in vitro praga 10 ng/mL za
2 h. Za dozu biotina do 10 mg na dan , in vitro serumska koncentracija biotina pada za 8 h
ispod 30 ng/mL. Kod dnevnih doza biotina > 20 mg, serumska koncentracija biotina pada
ispod 30 ng/mL za vise od 31 h. Dakle, u rijetkim slucajevima kada je rije¢ o izrazito visokim
dozama biotina, bit ¢e potrebno produljeno vrijeme ispiranja, osobito za testove koji imaju
deklariran vrlo nizak prag tolerancije na biotin (6). Meany i suradnici u svojoj su studiji
pokazali kako je kod pacijenata koji imaju smanjenu bubreznu funkciju, vrijeme eliminacije
biotina duze, pa je potrebno produljeno vrijeme apstinencije od uzimanja biotina prije
laboratorijskog testiranja kako bi se izbjegla interferencija (57). Moze se zakljuciti kako
potrebno razdoblje ispiranja ovisi o primijenjenoj dozi biotina, funkciji bubrega ali i

toleranciji koriStenih metoda na biotin.
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Slika 10. Simulacija vremena potrebnog da serumska koncentracija biotina padne ispod 30
ng/mL, prate¢i primjenu biotina od strane 54 ispitanika u studiji farmakokinetike (6)
b.i.d.: dva puta na dan; q.d.: jednom na dan; q.i.d.: Cetiri puta na dan; s.d.: jedna doza; t.i.d.:

tri puta na dan.
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Najveci problem interferencije pojavljuje se kod hitnih pacijenata kad su laboratoriji
suoceni sa zahtjevom za brzim izdavanjem rezultata, a u isto vrijeme postoji sumnja na

interferenciju koja za posljedicu moZe imati pogresan rezultat.

U slucaju sumnje na interferenciju biotina, postoji nekoliko moguénosti za
dokazivanje iste. Metoda koju smo koristili u naSem istrazivanju za neutralizaciju biotina
pomoc¢u mikrocestica oblozenih streptavidinom jednostavna je za primjenu te je koriStena i
ispitana u nekoliko studija (51). Prema sadaSnjim preporukama, ova metoda koristi se za
detekciju interferencije, ali se ne preporucuje izdavanje rezultata iz uzorka nakon provedene
neutralizacije. Piketty i suradnici validirali su metodu za uklanjanje biotina i potencijalne
interferencije. Metoda neutralizacije provedena na uzorcima koji ne sadrze biotin pokazala je
kako rezultati ne odstupaju znacajno i kako koreliraju s rezultatima dobivenim metodom koja
ne koristi vezu streptavidin i biotin, osim za PTH $to su autori pripisali inherentnoj
nestabilnosti PTH kao molekule, te snizavanjem koncentracije uslijed stajanja uzorka (56).
Jednako tako, u nasSem istrazivanju nakon provedenog protokola, razlike u rezultatima bile su
unutar 10 %. Piketty i sur. dokazali su kako je neutralizacijski protokol uspjesan ¢ak i kad se
ne provodi inkubacija od sat vremena. To omogucava izdavanje rezultata unutar jednog sata,
Sto je vazno kod sumnje na akutni infarkt miokarda (56). Taj protokol mogao bi se
jednostavno primjenjivati u laboratorijima i kod hitnih pacijenata kada bi klinicari bili
upoznati s ¢injenicom da odredeni pacijent uzima visoke doze biotina, Sto Cesto nije slucaj.
Budu¢i da se neutralizacijski protokol primjenjuje samo kod uzoraka kod kojih postoji sumnja
na interferenciju, nuzno je svakog pacijenta prije mjerenja razine troponina upitati o

konzumaciji biotina ili nekih dodataka prehrani (58).

Jedna od moguc¢ih metoda za dokazivanje interferencije jest razrjedivanje uzorka,
¢ime se razrjeduje 1 koncentracija interferenta. Bevins i sur. u svojoj su studiji dokazali kako
je razrjedivanje serumom poznate koncentracije TnT od 20 do 30 ng/L brza i ucinkovita
metoda za ublazavanje analitickih posljedica biotinske interferencije (59). PredloZeni
protokoli za uklanjanje smetnji mogu se implementirati u laboratorijskoj praksi, ali u hitnim
slu¢ajevima postoji zabrinutost u pogledu vremena, dok alternativne metode koje nisu
osjetljive na biotin Cesto nisu dostupne. Zbog toga su u tijeku brojna ispitivanja novih

modernih protokola koji bi rijesili ovaj problem (60).

Biotin-streptavidin veza cesta je komponenta in vitro dijagnostickih testova za
detekciju bioloskih analita (61). Smatra se kako viSe od polovice imunokemijskih testova na

trziStu koristi ovu interakciju (56). Biotin ne interferira u metodama koje ne koriste biotin-
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streptavidin tehnologiju, medutim istrazivanje 374 imunokemijska testa otkrilo je kako 59 %
ovih testova koristi biotin-streptavidin tehnologiju, a 37 % njih pod visokim je rizikom
biotinske interferencije (7). Za sprjeCavanje interferencije biotina u imunokemijskim
reakcijama, od iznimne je vaznosti komunikacija izmedu pacijenata i lijecnika, te laboratorija.
Prije slanja pacijenta na laboratorijsko testiranje, lije¢nik bi trebao utvrditi uzima li pacijent
biotin u dodatcima prehrani. Problem predstavlja to Sto Cesto pacijenti ne znaju da se biotin
nalazi u visokoj dozi u suplementima za kozu, kosu i nokte ili smatraju kako je rije¢ o
vitaminu koji nije potrebno spominjati. Kada se izuzetno visoke doze primjenjuju za lijecenje,
pacijenta treba upozoriti da prije uzorkovanja krvi 24 sata apstinira od uzimanja biotina, a u

slu¢aju smanjene bubrezne funkcije i dulje.

Nadalje, treba biti svjestan kako je interferencija biotina u imunokemijskim
metodama samo jedna od interferencija. U imunokemijskim testovima mogu interferirati
antistreptavidinska antitijela, heterofilna antitijela, hemoliza, razli¢iti lijekovi 1 njihovi
metaboliti, te stoga svaki rezultat treba promatrati u svjetlu klinicke slike. Neke od navedenih
interferencija ucestalije su od interferencije biotina, Sto su u svom istrazivanju dokazali Li i
Brattsand, prikazuju¢i negativnu interferenciju hemolize odredivanje troponina T (62). Lippi 1
sur. prikazali su slucaj u kojemu je doslo do lazno pozitivnog rezultata Tnl, kod zene u dobi

od 76 godina, kao posljedica interferencije heterofilnih antitijela (63).

Potencijalna uloga farmaceuta u rjeSavanju problema interferencije biotina bila bi u
edukaciji pacijenata. Ljekarna je Cesto mjesto izdavanja pripravaka biotina pod raznim
tvornickim nazivima, S§to je idealna prilika da ljekarnik pacijenta upozna sa sastavom
pripravaka i potencijalnom interferencijomu laboratorijskim testiranjima. Na taj nacin pacijent
je educiran o pripravku koji koristi i razumije da je potrebno obavijestiti lijecnika o

preparatima koje primjenjuje.
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6. ZAKLJUCAK
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1.

Uzimanje biotina u dozama do 10 mg/dan, dostupnim u bezreceptnim preparatima, ne
interferira u ispitanim metodama za odredivanje TSH, T, T3, fT4 1 hsTnT, kako kod

jednokratnog, tako ni kod kontinuiranog uzimanja.

Interferencija je moguca u testovima koji imaju nisku toleranciju na prisustvo biotina

(30 ng/mL), kao T3, iako u ovom slucaju interferencija ne bi utjecala na klinicku
odluku.

Metoda neutralizacije koriStenjem streptavidinskih Cestica jednostavan je nacin za
dokazivanje interferencije biotina koji ne zahtijeva posebnu opremu ni reagense te je

lako provediv u svakom laboratoriju.
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Cilj istrazivanja:

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi uzrokuje li uzimanje biotina interferenciju u mjeri
koja moze utjecati na klinicku odluku. Specifi¢ni cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi utjecaj
na rezultate u periodu od tri sata nakon ingestije biotina te nakon kontinuiranog uzimanja

biotina tijekom 7 dana.

Materijali i metode:

Ova studija provodila se na Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split i
u njoj je sudjelovalo ukupno 7 zdravih ispitanika, od toga 6 Zena i 1 muskarac u dobi od 20 do
25 godina. Svi ispitanici primjenjivali su oralno, svaki dan u isto vrijeme, jednu tabletu od 10
mg biotina. Jedna epruveta krvi uzorkovala se od svakog ispitanika, prvi i sedmi dan
istrazivanja, u nultom satu, prije uzimanja biotina, te nakon 1 h i 3 h od uzimanja biotina.
Koncentracija hormona TSH, Ts, Ta, T3, fT4, hsTnT odredivala se u nativnom uzorku i nakon
obrade uzorka s mikroc¢esticama obloZenim streptavidinom. Obradeni uzorci testirani su na

Roche Cobas 8000/e801 imunokemijskom analizatoru.

Rezultati:

Svi rezultati TSH, fT5 i1 fT4 prije i nakon neutralizacijskog protokola, unutar su referentnih
intervala za dob 1 spol ispitanika. Svi ispitani testovi imaju razlic¢itu deklariranu toleranciju na
biotin od strane proizvodaca, a najvecu toleranciju na prisutnost biotina imaju TSH i troponin.
Najmanja deklarirana tolerancija na prisutnost biotina u uzorku je za hormon T3 (30 ng/mL) i
upravo tu smo izmjerili viSe vrijednosti T3 jedan sat nakon uzimanja biotina: 28 % viSe prvi
dan 1 38 % sedmi dan. U veéini uzoraka, kako prije tako i nakon provedenog protokola
neutralizacije, u svim tockama mjerenja koncentracija troponina bila je niza od donje tocke

mjernog raspona, stoga se apsolutna i relativna razlika nisu mogle izracunati.

ZakKljucdci:

Uzimanje biotina u dozama do 10 mg/dan, dostupnim u bezreceptnim preparatima, ne
interferira u ispitanim metodama za odredivanje TSH, T4, fT3, fT4 i hsTnT, kako kod
jednokratnog, tako ni kod kontinuiranog uzimanja biotina. Interferencija je mogucéa u
testovima koji imaju nisku toleranciju na prisustvo biotina (30 ng/mL), kao T3, iako u ovom
slucaju interferencija ne bi utjecala na klini¢ku odluku. Metoda neutralizacije koriStenjem
streptavidinskih Cestica jednostavan je nacin za dokazivanje interferencije biotina koji ne

zahtijeva posebnu opremu ni reagense te je lako provediv u svakom laboratoriju.
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Diploma Thesis Title:

Biotin as possible source of interference in immunochemical methods.

The aim of the research:

The main objective of this study was to determine whether biotin uptake causes interference
to the extent that it may influence clinical decision making. The specific objective of this
study was to determine the effect of biotin on the results over a period of three hours after
biotin ingestion and after continuous biotin uptake for 7 days.

Materials and methods:

This study was conducted at the Department of Medical Laboratory Diagnostics at the KBC
Split and was attended by a total of 7 healthy subjects, including 6 women and 1 man, aged
20 to 25 years. All subjects administered orally one tablet of 10 mg biotin daily, at the same
time. One tube of blood was sampled from each subject, on the first and seventh day of the
study, at zero hour, before biotin uptake, and after 1h and 3h after biotin uptake. The
concentrations of the hormones TSH, T3, T4, fT3, fT4, hsTnT were determined in the native
sample and after the treatment of the sample with streptavidin-coated microparticles. The
treated samples were tested on a Roche Cobas 8000/e801 immunochemical analyzer.

Results:

All TSH, T3, and fT4 results before and after the neutralization protocol were within the
reference intervals for subjects' age and gender. All tests have a different declared tolerance to
biotin by the manufacturer. TSH and troponin have the highest tolerance for the presence of
biotin. The lowest declared tolerance for the presence of biotin in the sample is for the
hormone T3 (30 ng / mL), and this is where we measured multiple T3 values one hour after
taking biotin: 28% higher on the first day and 38% higher on the seventh day. In most
samples, both before and after the neutralization protocol was performed, the troponin
concentrations were lower than the lower limit of the measuring range at all measuring points.
Therefore, the absolute and the relative differences could not be calculated.

Conclusions:

The uptake of biotin in a dosage of up to 10 mg/day, which is available in over-the-counter
preparations, does not interfere with the tested methods for the determination of TSH, Ta, fT3,
fT4 and hsTnT, both for single and continuous biotin administration. Interference is possible
in assays that have a low tolerance for the presence of biotin (30 ng/mL), such as T3, although
in this case the interference would not have affected the clinical decision. The neutralization
method using streptavidin particles is an easy way to prove biotin interference as it requires

no special equipment or reagents and is easily implemented in any laboratory.
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