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OZET

Serum serbest triiodotironin (sT3), serbest tiroksin (sT4) ve tiroidi uyaric1 hormon
(TSH) diizeyleri biyokimyasal olarak tiroid fonksiyonlarini arastirmak i¢in major
testlerdir. Bu ¢aligsmada in vitro yiiksek sicakliklarin (39°C) total T3, total T4, sT3,
sT4 ve TSH diizeyleri iizerine etkisi arastirilmigstir. Calismaya tiroid fonksiyonlar1
normal olan 97 hasta dahil edilmistir. Her hastadan 3 ayr1 tiip 6rnek alinmugtir.
Ornekler 15 dakika 3000 g’de 25°C’de (grup I), 39°C’de (grup II) santrifiij edil-
mistir. Uciincii tiipler ise pihtilasma sonrasinda, 20 dakika 39°C sicaklikta sicak
su banyosunda bekletilmigtir (grup III). Grup I, II ve III orneklerinde ELFA ve
kemiliiminesans yontemleriyle serum total T3, total T4, sT3, sT4 ve TSH diizeyleri
ayri ayr1 calisgilmistir. Calisilan Grup II ve Grup III 6rnekleri, +4°C’de 2 saat bek-
letildikten sonra ayni testler, tekrar iki ayr1 yontemle caligilmigtir. Tiim gruplarda
serum total T3, total T4, sT4 ve TSH diizeylerinde sicaklik degisikliklerine bagli
olarak istatistiksel anlamda fark bulunamamaistir. Ancak serum sT3 diizeyleri yiik-
sek sicakliktan etkilenmistir. Sonuglarimizda gordii§iimiiz in vitro sicaklik artisiyla
serum sT3 diizeylerinin degisim mekanizmasi, in vivo olarak viicudun yiiksek 1s1ya
maruz kaldig1 durumlardaki ile ayn1 olabilir. Yiiksek atesle seyreden infeksiyonlar-
da tiroksin baglayici globulinin T4’e olan afinitesinde azalma oldugu gosterilmistir.
Bu sekilde serbestlenen T4’iin, antibakteriyel amaglarla iodin kaynagi olarak kulla-
nildig1 diistintilmektedir. Bir iyodunu birakan T4 ise serbest sT3 halini almaktadir.
Bu bulgularla serum sT3 6l¢limlerinde sicakligin ¢ok iyi kontrol edilmesi gerektigi
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: TSH, T3, T4, Sicaklik

ABSTRACT

Free triiodothyronine (fT3) , free thyroxine (fT4) and thyroid stimulating hormone
(TSH) are the major biochemical tests for the evaluation of thyroid function. In this
study we have investigated the effects of in vitro high temperatures (39°C) on Total
T3, total T4, £T3, T4, TSH determination. Ninety seven sera from the patients who
had normal thyroid functions were studied with two different methods: Chemilu-
minisence and ELFA. After the venipuncture, blood samples were centrifuged (g=
3000) at 25°C (Group I), 39°C (Group II) for 15 minutes and the third samples were
incubated at 39°C in water bath for 20 minutes (Group I1I) and studied. Group II and
Group III samples were left at 4°C for two hours (Group III) and studied again. Total
T3, Total T4, T4 and TSH were not affected from temperature changes but fT3 was
highly affected. In group I, all the tests were in reference limits. In group II and
Group I1II, while the other tests did not change, fT3 levels were significantly higher
than group I. In samples incubated at 4°C for two hours, fT3 levels fell into reference
limits again. These concentration changes in fT3, can be due to the same reasons
with high temperature states in body. In infections with high body temperature, thy-
roid hormone binding globuline’s affinity for T4 decreases. With these findings we
conclude that, a strict temperature control must be done in fT3 determinations.
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GIRIS

Tiroid bezinin baslica hormonlar: tiroksin (3,5,3’,5’-L-
tetraiyodotironin, T4) ve triiodotironin (3, 3’,5-L-triiyo-
dotironin, T3) dir. Ayrica tiroid bezinden az miktarda
inaktif (3,5°,3’-L-triiodotironin-ters T3) de salgilanir.
Salgilanan T4’lin % 40 kadar periferik dokularda T3’e
cevrilir (1). Daha aktif olan T3’iin biiyiik bir kism1 dog-
rudan tiroid bezinden degil, periferik dokularda T4’den
olugsmaktadir. Dolagimdaki T3 ve T4’iin biiyiik bir kism1
tastyici proteinlerle geri doniislii sekilde baglanarak ta-
sinir. Buna gore, bu hormonlarin ¢ok az bir boliimii ser-
best halde bulunur. Tas1yict proteinler tiroksin baglayici
globulin, tiroksin baglayici prealbumin (transtiretin) ve
albumindir (1).

Tiroid bezi, hipotalamus ve hipofiz arasinda ¢ok siki bir
iliski vardir. Bir tripeptid olan tirotropin salgilatict hor-
mon (TRH), hipotalamusdan salgilanmakta ve hipofize
etki ederek tiroidi uyarict hormon (TSH) salgilanmasini
saglamaktadir. Kanda tiroid hormonlarinin seviyesinin
artmast, negatif geri beslenme ile hipofizin hipotalamusa
olan cevabini baskilamakta, aksine, tiroid hormonlarinin
azalmasi, TRH ve TSH’ nin salgilanmasini uyarmaktadir
M.

Giintimiizde serum TSH ve total T4 veya serbest T4 (sT4)
diizeylerinin 6l¢timii, tiroid hastaliklar1 a¢isindan birinci
basamak tarama testleri olarak kullanilmaktadir. Daha
yiiksek maliyete yol agmasina ragmen bir¢ok hekim has-
talarini bir defada degerlendirmek amaciyla serum sT3,
sT4 ve TSH diizeylerini bir arada gormeyi tercih etmek-
tedir. Ayrica, hipotiroidi hipofiz hastaligina bagli ise
(TSH genellikle normal sinirlardadir), tirotoksikoz teda-
visinin ilk 12 ayinda hipotiroidi gelismesi halinde (TSH
genellikle baskilanmig halde kalir), TSH salgilayan bir
timor nedeniyle tirotoksikoz gelistiginde ve tiroid hor-
monuna direncli kisilerde (TSH normal sinirlardadir)
sadece TSH olctimii, tanty1 yanlis yonlendirebilir. Di-
ger yandan, beslenme bozukluklarinda, hepatik sirozda,
kronik renal hastaliklarda ve akut ategli hastaliklarda
tiroid fonksiyonlarinda altta yatan hastaliga bagli olarak
degisiklikler gozlenebilmektedir. Bu degisiklikler, tiroid
hormonlarinin metabolizmasi ile ilgilidir.

Tiroid bezinden salgilanan maj6r hormon T4 oldugundan,
tiroid bezi fonksiyonu ve ¢aligsmasi monitorize edilmek
istendiginde ozellikle sT4 ve TSH beraber degerlendiril-
melidir. Bu iki parametrede bir patoloji saptandiginda
ise sT3 veya total T3 testleri de eklenerek hastay1 bir kez
daha degerlendirmek tercih edilmesi gereken yoldur.

Laboratuvar testlerinde, preanalitik sartlarin, sonuclari
etkiledigi iyi bilinen bir olgudur. Preanalitik donemde
gozden kagan bir hata sonuglar1 etkileyebilir ve farkina
varilmazsa hekimi yanlis teshis ve tedaviye yonlendi-
rebilir. Calismamizda bu bilgilerden yola ¢ikarak biyo-
kimyasal olarak tiroid fonksiyon testleri dl¢iimlerine etki
edebilecek preanalitik sartlar arastirilmig ve 6n ¢aligma-
larda yiiksek sicakligin sonuglari etkileyebildigi ortaya
cikmustir. Bunun iizerine biyokimyasal 6l¢limlerde, tiim
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tiroid fonksiyon testleri iizerine in vitro yiiksek sicakligin
etkileri prospektif bir ¢aligma yapilarak aragtirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya normal tiroid fonksiyonu olan, 21-47 yas
arasinda 97 hasta dahil edildi (68 kadin, 29 erkek).
Hastalarimiz, hastanemiz “check-up” polikliniginden
laboatuvarimiza yonlendirilen ve klinik olarak, tiroid
fonksiyonlarinin tamamen normal oldugu diisiiniilen
hastalardan se¢ilmistir. Antekiibital venden standart kan
alma prosediirleri uygulanarak jelsiz kuru tiiplere kan
ornekleri alindi. Daha 6nceki ¢alismalarda, pihtilagsma-
nin hizlanmasi ve hiicrelerle serum arasinda giivenli bir
bariyer olusturmak amaciyla kullanilan jellerin hormon
Olgctimlerinde yanlig sonuglara neden olabildigi goste-
rilmistir. Bundan dolay1, ¢alismamizda jelsiz kuru tiip-
ler kullanildi. Her hastadan 3 ayri tiip ornek alindi ve
pihtilasmanin (fibrin olusumunun) hizli ve tam olarak
gerceklesmesi icin 37°C’de 20-30 dakika bekletildi. Or-
neklerden I. grup, 25°C’de, II. grup 39°C’de 15 dakika
3000 x g’de santrifiij edildi. Uciincii tiipler (III. grup) ise
pihtilasma sonrasinda 20 dakika 39°C sicaklikta sicak
su banyosunda bekletildi. L., II., ve III. grup 6rneklerinde
ELFA (Enzyme Linked Fluorescence Assay), (VIDAS-
Bio-Mérieux Fransa) ve kemiliiminesans (Acces-Beck-
man Coulter Ingiltere) yontemleriyle serum total T3,
total T4, sT3, sT4 ve TSH diizeyleri ayr1 ayr1 caligildi.
Caligilan II. grup ve III. Grup 6rnekleri, +4°C’de 2 saat
bekletildikten sonra tekrar iki ayri yontemle caligildi.
Ayrica, deneyler sirasinda protein kayb1 olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla, biitiin serum 6rneklerinde total
protein ve albumin seviyeleri biliret yontemiyle (Dimen-
sion RxL-Dade Behring ABD) calisildi.

Tek tip, 6l¢lim yontemine bagli olugabilecek hatalar: or-
tadan kaldirmak amaci ile ¢aligma iki ayr1 yontemle ya-
pilmustir. Testlerin referans araliklari, her iki yontemin
kendi igerisinde degerlendirildigi gz Oniine alinarak,
ticari kitlerin insertlerinin sagladig: bilgiye gore diizen-
lenmistir. Istatistiksel analizler, her grup digerlerinin
kontrolii olarak degerlendirilebileceginden eslestirilmis
(paired repeated measures) ANOVA testi ile yapildi ve
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Tiim gruplarda serum total T3, total T4, sT4 ve TSH
diizeylerinde 1s1 degisikliklerine bagli olarak istatistik-
sel olarak anlamli fark bulunamadi (Tablo 1, Tablo 2).
Ancak serum sT3 diizeyleri yiiksek sicakliktan etkilendi.
Birinci grup serumlarinda fizyolojik sinirlarda bulunan
serum serbest T3 diizeyleri, II. ve III. grupta her iki yon-
teme gore de yiiksek bulundu (p<0.05), (Sekil 1). 4°C’de
bekletilen 6rneklerde ise serbest T3 seviyeleri, I. Grup
diizeylerine yakin degerlere ulast1 (Sekil 1).

Tim testlerde, ayni1 ornekten elde edilen sonuclar ara-
sindaki farklar aragtirildiginda ise, sadece sT3 seviyeleri
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Tablo 1 Tablo 3
+4°C +4°C Grup I En az |En fazla Grup III Enaz | Enfazla

Kemiliiminesans | Grupl | Grupll | GrupIll | Grupll | GrupIll P | fark | fark | P fark |  fark
TSH pIU/mL | 3.56+095 | 4.25+1.12 | 3.92+1.08 |3.71+0.86 | 4.32+1.43 Kemiliiminisans | 1.58+0.33| 0.95 249 [1.72+039| 0.98 296
Total T3 ng/mL | 1.52+0.94 | 1.63+0.78 | 1.72£0.82 | 1.79+0.98 | 1.43+0.86 ELFA 092+0.12| 0.78 172 |1.06+0.17| 0.82 197
Total T4 pg/dL | 8.17£2.17 | 8.57+2.01 | 9.12+3.13 | 9.46+3.97 | 8.23+2.47 ELFA ve Kemiliiminesans ile immiinoassay yontemi kullanilarak 6l-
Serbest T3 pg/mL | 5.22+1.06 |6.94+1.16%| 6.726197+% | 5.35¢196 | 5.132201 | ~ Sulen sT3 degerleri igin, grup IT ve grup III serumlarinin, grup I se-

rumlari ile olan farklari, ortalama fark + SD olarak verilmistir. Ayrica
Serbest T4 ng/dL | 0.95£043 | 142+0.57 | 1.13+0.76 | 0.930.34 | 1.17:0.69 fark dagiliminin anlagilabilmesi i¢in her iki gruba ait, en az fark ve en

Kemiliiminesans ile immiinoassay yontemi kullanilarak o6lciilen parametrelerin
ortalama + SD degerleri

** Grup I ile istatistiksel olarak karsilagtirildiginda p<0.01. Tiroid fonksiyon

fazla fark degerleri belirtilmistir.

testlerinin referans ve giiven araliklari sirasiyla asagida verilmistir. TSH (0.34- Tablo 4

5.60, 0.30-6.89 uIU/mL), TT3 (0.78-1.87, 0.71-2.92 ng/mL), TT4 (6.09-12.23,

5.21-14.42 pg/dL), T3 (2.39-7.69, 1.43-8.29 pg/mL), sT4 (0.58-1.64, 0.43-2.13 +4°C +4°C

ng/dL) Grup [ GrupIl | GrupIll | GrupIl | GrupII

Albumin g/dL | 442+1.08 |4.1240.97 [4.98+123 |4.57+1.26 |4.14+0.93

Tablo 2 :/Odtzl PrOWCIN | 7 1641.13 [7.56£1.42 |7.87+1.03 |7.43+142 |7.54%197

+4°C +4°C Tiim gruplarin serum albiimin ve protein seviyeleri. Degerler, orta-
ELFA Grup | Grup I Grup I Grup I Grup I lama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasi fark

TSH pIUMmL | 3.12+121 | 3.08+142 | 321+1.17 | 3.15+1.31 | 3.02+0.98 yoktur.

Total T3 nmol/L | 1.57+0.77 | 1.62+0.56 | 1.69+0.46 | 1.17+0.79 | 143061

Total T4 _nmol/L_|86.08+11.35|77.12:21.15(82.56+17.10|79.41+16.13|88.29:2642|  yaklasik olarak ayn1 seviyelerde bulundu (Tablo 4). Ista-

Serbest T3 pg/mL | 417092 | 4.92+1.17* | 5.06:1.12% | 4.20+0.94 | 4.35:097 tistiksel olarak incelendiginde total protein ve albumin

Serbest T4 pmol/L | 13.36+2.15 | 12.37+3.13 | 13.16+2.42 | 13.58+1.17 | 13.97+3.57 acisindan gruplar arasinda fark yoktu.

ELFA ile immiinoassay yontemi kullanilarak olciilen parametrelerin ortalama
+ SD degerleri

*Grup I ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda p<0.05. Tiroid fonksiyon
testlerinin referans ve giiven araliklari sirasiyla asagida verilmistir. TSH (0.25-
5.0,0.19-6.02 IU/mL), TT3 (0.9-2.5, 0.72-3.17 nmol/L), TT4 (60-120, 55-128
nmol/L), sT3 (2.6-5.4,2.25-6.21 pg/mL), sT4 (9-20, 7.8-23 pmol/L)

@ Kemiliminesans
OELFA

Grup | Grup Il

Grup Il 4°C Grup Il 4°C Grup Il

Sekil 1. Kemiliiminesans ve ELFA yontemleriyle saptanan serum
serbest T3 degerlerinin karsilastirilmasi. Grup I kontrol grubudur.
Grup II 6rnekleri 39°C’de 15 dk. Santrifiij edilmistir. Grup III
ornekleri ise 20 dakika 39°C’de sicak su banyosunda bekletilmistir.
+4°C Grup II 6rnekleri, grup II 6rneklerinin +4°C’de 2 saat bekle-
tildikten sonra tekrar caligilan sonuglaridir. +4°C Grup III 6rnekleri
ise, grup III 6rneklerinin +4°C’de 2 saat bekletildikten sonra tekrar
calisilan sonuglaridir. Grup I ile istatistiksel olarak karsilastirildigin-
da **p<0.01, *p<0.05

arasinda, grup II ve grup III’de, grup I’e gbre ayn1 yonde
(yliksek) ve istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmis-
tir. 4°C’de bekletilen ve tekrar ¢alisilan grup II ve grup
III orneklerinde ise bu fark kaybedilmigtir. Tablo 3’de
sT3 seviyeleri i¢in grup II ve grup III 6rneklerinin, grup
L ile olan farklari, ortalama fark ve standart sapma (SD)
degerleri, ayrica her grup i¢in en az fark ve en fazla fark
degerleri gosterilmistir.

Serum total protein ve albumin degerleri tiim 6rneklerde
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TARTISMA

Serumda TSH ve tiroid hormonlarinin 6l¢iimii iki amag-
la yapilmaktadir: 1.Tiroid fonksiyonunu incelemek, 2.
Tiroid hastaligini siniflandirmak. TSH tek basina da
tiroid fonksiyonu agisindan iyi bir gostergedir ¢iinkii he-
niiz tiroid hormonlari fizyolojik sinirlar1 gecmeden TSH
konsantrasyonu farklilasabilmektedir. Yine de bircok
kez ve ozellikle tedavi takibi yapilan hastalardan sT3,
sT4 ve TSH bir arada degerlendirilmekte ve bu hormon-
larin seviyelerine gore tiroid ilaclarinin dozlar: diizen-
lenmektedir. Boyle durumlarda, klinik laboratuvarlarin
verdigi sonuglar tedaviyi yonlendirmek acisindan daha
da 6nem kazanmaktadir.

Tiroid bezinden salgilanan T4’tin yaklasgtk % 0.03’i
plazmada serbest halde iken, T3’lin % 0.1-0.3’{i serbest
halde bulunur. T3, plazmada % 33 albumine, % 27 preal-
bumine, % 40 TBG’e bagl olarak bulunmaktadir. T4’iin
% 78’1 TBG’e baghdir (2).

Calismamizda, sT3 diizeyleri in vitro yliksek sicakliktan
etkilenmistir. Diger tiroid fonksiyon parametrelerinde ise
sicaklik degisimiyle paralel bir konsantrasyon degisikli-
&i gozlenmemistir. Calismada, ayn1 zamanda, sicaklikla
protein kaybi olup olmadigini kontrol etmek amaciyla
sogutulan ornekler dahil olmak tizere, biitiin 6rneklerde
serum total protein ve albumin diizeyleri Ol¢tilmiigtiir.
Her iki parametrede de belirgin bir degisiklige rastlan-
mamuistir. Bu sonuglar da goz 6niine alindiginda, yiiksek
sicakliklarda sT3 seviyelerinin artmast ve ayni Ornek-
lerin sogukta (+4°C) bekletilmesi ile tekrar seviyelerin
diismesi, in vitro olarak, tastyici proteinlerle reversibl ay-
rilip-baglanma olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonuglarimizda gordiigiimiiz in vitro yiiksek sicaklik-
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la (39°C) serum sT3 diizeylerinin yiilselme nedeni ise,
in vivo olarak viicudun yiiksek sicakliga maruz kaldig:
durumlardaki ile ayni olabilir: Yiiksek ategle seyreden
infeksiyonlarda TBG’nin T4’e olan afinitesinde azal-
ma oldugu gosterilmistir (3,4). Bu sekilde inflamasyon
bolgesinde, serbestlenen T4’lin antibakteriyel amaclarla
iyot kaynagi olarak kullanildig: ve bir iyodunu birakan
T4’tin ise sT3 halini aldig1 diistiniilmektedir (3,5,6).
Sepsis veya kardiyopulmoner operasyonlardan sonra
TBG’de posttranslasyonel degisiklikler gosterilmistir
(3,5,7). Akut lezyon ya da inflamasyon bolgesinde po-
limorfoniikleer l6kositler tarafindan salgilanan serin
proteazlarin TBG’nin COOH terminal halkasindan 5k-
dA’luk boliimiin ayrilmasina neden oldugu ve bunun
sonucunda TBG’nin T4’e afinitesinin azaldig1 gosteril-
migtir (5,7). Ayn1 mekanizmayla inflamasyon bdolgesine
kortizol baglayici proteinin kortizol biraktig1 diisiiniil-
mektedir (8). Yine hastalik sirasinda T4 baglayici pre-
albliminin plazma yar:1 dmriiniin azaldig1 bilinmektedir
(8). Serumda polimorfoniikleer 16kositler olmadigindan
bu hiicrelerden salgilanan serin proteazlar da bulunmaz.
Ancak serumda da yiiksek 1styla aktive olabilecek prote-
azlar olabilir (6rnegin pankreatik elastaz). Bu durumda,
in vitro olarak da, T4 serbestlenip bir iyodunu biraka-
rak sT3 haline doniisiiyor olabilir. Calismamizda, total
T3 diizeylerinde yiiksek sicaklikla, belirgin bir diisme
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