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LISTA SKRACENICA

Bq — bekerel

BRAF - proto-onkogen B-Raf

BT — benigni tumor

CT - kompjuterizovana tomografija (engl. computed tomography)
DIO — jodotironin dejodinaza (engl. iodothyronine deiodinase)

DIT — dijodotirozin

EM — elektromagnetno

eV — elektronvolt

GM — geometrijska srednja vrednost (engl. geometric mean)

GPx — glutation peroksidaza

HT — HaSimotov tiroiditis

ICP — induktivno spregnuta plazma (engl. inductively coupled plasma)
IFN — interferon

IL — interleukin

IQR — interkvartilni opseg (engl. interquartile range)

IR — infracrveno (engl. infrared)

KED — diskriminacija na osnovu kinetickih energija (engl. kinetic energy discrimination)
KS — koloidna struma

LDA — linearno diskriminantna analiza

LSD — najmanja znacajna razlika (engl. least significant difference)
LT4 — levotiroksin (sinteticki tiroksin)

m/z — odnos mase i naelektrisanja

M - primarni, jednostruko naelektrisani jon

MIT — monojodotirozin

MS —masena spektrometrija

n — broj uzoraka

OES - opticka emisiona spektrometrija

P — percentil

PCA — metoda glavnih komponenti (engl. principal component analysis)



PLS-DA — metoda delimi¢no najmanjih kvadrata sa diskriminatornim pristupom (engl.
partial least squares discriminant analysis)

ppq — deo po kvadrilionu (engl. part per quadrillion)

PTH — paratiroidni hormon

PTT — papilarna tiroidna tkiva

r — linearnost kalibracione prave (koeficijent korelacije)

R —recovery

RF — radiofrekventno

rT3 —reverzibilni T3

Sec — selenocistein

SRM - standardni referentni materijal

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

T3 — trijodotironin

T4 — tetrajodotironin (tiroksin)

Tg — tireoglobulin

TNF — faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

TNM — Tumor-limph Nodes-Metastasis

TPO - tiroidna peroksidaza

TRH — tireotropni oslobadajuci-hormon (engl. thyrotropin-releasing hormone)
tRNK — transportna ribonukleinska kiselina (RNK)

TrxR — tioredoksin reduktaza

TSH — tireostimuliraju¢i hormon

VIP — varijabilni znac¢aj u rezultatima projekcije (engl. variable importance in projection)

ZTT — zdrava tiroidna tkiva



lzvod

Etiologija tiroidnih oboljenja je nedovoljno proucena i najnoviji literaturni podaci ukazuju da bi
metali mogli da igraju klju¢nu ulogu u patogenezi velikog broja poremecaja, ukljuc¢ujuéi i bolesti
tiroidne Zlezde. S tim u vezi, cilj ove studije bio je da se odredi sadrzaj esencijalnih i toksi¢nih
metala u zdravim tiroidnim tkivima (ZTT) i napravi komparativna analiza sa sadrzajem metala u
tiroidnim tkivima sa dijagnostifikovanim benignim i malignim oboljenjima. Dodatni cilj studije
bio je sagledavanje metalomike u zavisnosti od bioloskih i klinicko-patoloskih parametara, kao i
pronalazenje najznacajnijeg metala (ili njegovog odnosa sa drugim metalom) koji bi mogao da
razdvoji ispitivane grupe i obezbedi informacije o molekulskoj osnovi patofizioloskih promena
ispitivane bolesti tiroidne zlezde na tkivnom nivou. Uzorci tkiva za analizu metala sakupljeni su
nakon operacije tiroidne Zlezde. U istrazivanju je ucestvovalo 200 pacijenata, od toga 21 pacijent
sa Hasimotovim tiroiditisom (HT), 62 pacijenta sa koloidnom strumom (KS), 36 pacijenata sa
benignim tumorima (BT) i 81 pacijent sa malignim tumorima (70 sa papilarnim karcinomom, 8
sa folikularnim i troje sa medularnim karcinomom). Od svakog pacijenta sa dijagnostifikovanim
tumorom uzorkovano je i ZTT sa najvec¢e mogucée udaljenosti od primarnog tumora, Koji je bio
jasno demarkiran (n = 117). U svakoj patologiji ispitan je sadrzaj metala u zavisnosti od pola,
uzrasta, konzumiranja duvana i veli¢ine tiroidnog nodusa. Metalomika papilarnog karcinoma
tiroidne Zlezde dodatno je ispitana u zavisnosti od patohistoloskog (PH) tipa tumora, prethodne
istorije tiroidnog oboljenja u porodici, ,,TNM* klasifikacije, prisustva invazije tiroidne kapsule,
intratiroidne multicentri¢ne diseminacije i retrosternalnog tiroidnog rasta. Uzorci tkiva razoreni
su mikrotalasnom digestijom i koncentracija elemenata, mangana (Mn), nikla (Ni), bakra (Cu),
cinka (Zn), arsena (As), selena (Se), kadmijuma (Cd), olova (Pb), torijuma (Th) i uranijuma (U)
odredena je metodom induktivno spregnute plazme sa masenom spektrometrijom (ICP-MS). Za
kvantifikaciju metala ¢ije su koncentracije bile vece od 10 pg/L dodatno je primenjena metoda
induktivno spregnute plazme sa optickom emisionom spektrometrijom (ICP-OES). Za obradu
dobijenih podataka primenjene su uni- i multivarijantne statisticke metode. Pronadeno je da je
sadrzaj selena u ZTT bio znacajno smanjen (i do 15 puta) u poredenju sa drugim populacionim
grupama Sirom sveta, na osnovu ¢ega bi mogla da se istakne deficijencija selena u ispitivanoj

grupi srpske populacije. Utvrdeno je da patoloska tiroidna tkiva imaju znacajno izmenjen sadrzaj



pacijenata sa HT-om. Suprotno, najveca sli¢nost u sadrzaju metala sa kontrolom zabeleZena je u
tkivima sa BT. Deficit selena bio je karakteristiCan za svaku tiroidnu patologiju, sa najmanjim
vrednostima u malignim tumorima. Arsen se pokazao najznacajnijim elementom u razdvajanju
tkiva HT-a od kontrole, Pb u razdvajanju tkiva sa KS od kontrole i Cd u razdvajanju papilarnog
karcinoma od kontrole. Utvrdeno je da nodusi manjeg pre¢nika sadrze poveéan sadrzaj Ni, $to bi
mogao da bude znacajan podatak za razmatranje nikla kao potencijalnog inicijatora patogeneze
KS. Utvrdena negativna korelacija izmedu Pb i Se u tkivima sa KS (rs = -0,66) i izmedu Cd i Se
u papilarnim tiroidnim tkivima (PTT) (rs = -0,69) mogla bi da objasni istiskivanje selena iz tkiva
sa KS pod uticajem povecanog sadrzaja Pb (strumogeni efekat), odnosno antagonistic¢ki efekat
istiskivanja selena iz PTT pod uticajem povecanog sadrzaja Cd. Pb/Se pokazao se pogodnim
markerom za razdvajanje tkiva sa KS od kontrole, dok se Cd/Se pokazao pogodnim markerom za
razdvajanje PTT od kontrole. Najve¢i sadrzaj Cd pronaden je u T1 stadijumu bolesti papilarnog
karcinoma, §to bi moglo da ukaze na znacaj kadmijuma u inicijaciji kancerogeneze. Jedino su
povecani sadrzaji Cd i Cd/Se bili u korelaciji sa retrosternalnom lokalizacijom, dok je smanjen
sadrzaj dva esencijalna metala (Mn i Zn) imao uticaj na razdvajanje PTT sa prisutnom invazijom
od tkiva bez invazije tiroidne kapsule. Dobijeni rezultati u ovoj studiji mogli bi da, po prvi put,
pruze informacije o molekulskoj osnovi patofizioloskih metalomskih promena ispitivane bolesti
tiroidee na tkivnom nivou i rasvetle nedovoljno proucenu etiologiju tiroidnih bolesti. Takode,
ovo studija pruza pouzdane informacije o sadrzaju dva bitna radioaktivna metala (Th i U) u tkivu

tiroidne Zlezde nakon bombardovanja Srbije 1999. godine.
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Abstract

The etiology of thyroid diseases is not very well clarified and the latest literature data indicated
that metals could play a key role in the pathogenesis of a great number of disorders, including the
thyroid gland diseases. In this regard, the aim of this study was to determine the content of toxic
and essential metals in the healthy thyroid tissues (HTTs), as well as to compare the content of
metals in tissues with diagnosed benign and malignant thyroid gland diseases. The further aim of
this study was to investigate metallomics according to the biological-, clinical- and pathological-
parameters, as well as to find the most significant metal (or its ratio to another metal) that could
separate examined groups, as well as to provide additional information on the molecular basis of
pathophysiological changes of the examined thyroid disease at the tissue’s level. Tissue samples
for metal analysis were collected after thyroid surgery. The study included 200 patients, of which
21 patients with Hashimoto’s thyroiditis (HT), 62 patients with colloid goiter (CG), 36 patients
with benign tumors (BTs) and 81 patients with malignant tumors (70 with papillary carcinoma, 8
with follicular and three with medullary thyroid carcinoma). HTT was sampled from each patient
with diagnosed tumor from the greatest possible distance from the primary tumor, which was
well demarked (n = 117). In each pathology, the content of metals was investigated according to
sex, age, smoking habits and goiter size. Metallomics of the papillary thyroid carcinoma (PTC)
was further examined based on the pathohistological (PH) type of tumor, previous history of any
thyroid disease in the family, TNM classification, capsular invasion, intrathyroid dissemination,
and the retrosternal thyroid growth. Tissue samples were decomposed by microwave digestion
and the concentration of elements, manganese (Mn), nickel (Ni), copper (Cu), zinc (Zn), arsenic
(As), selenium (Se), cadmium (Cd), lead (Pb), thorium (Th) and uranium (U) was determined by
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). Inductively coupled plasma-optical
emission spectrometry (ICP-OES) was additionally used to quantify metals with concentrations
higher than 10 pg/L. Uni- and multivariate statistical methods were applied for data analysis. It
was found that the content of selenium in the HTTs was significantly reduced (up to 15 times)
compared to other population groups worldwide, which could highlight the deficiency of Se in
the investigated group of Serbian population. It was estimated that pathological thyroid tissues
had significantly altered metal’s content when compared to the HTTS. The most altered metal’s

content was found in tissues of patients with the HT. Contrarily, the greatest similarity in metal’s



content with HTTs was found in the tissues with BT. A deficit of selenium was found in each
thyroid disease, with the lowest values in the malignant tumors. The most significant metal’s that
separated HT, CG and PTC from the HTTs was As, Pb and Cd, respectively. It was found that
nodules with smaller diameter contain an increased content of Ni, which could be a significant
finding for the consideration of nickel as a potential initiator of the pathogenesis of CG. The
obtained negative correlation between Pb and Se in CG tissues (rs = -0,66), as well as between
Cd and Se in papillary thyroid tissues (PTTs) (rs = -0,69), could explain the extrusion of essential
Se from the CG tissues under the influence of increased content of Pb (strumogenic effect), i.e.
the extrusion of Se from the PTTs under the influence of increased content of Cd (antagonistic
effect). Pb/Se ratio proved to be an appropriate marker for the tissue separation of CG from the
control, while Cd/Se ratio proved to be an appropriate marker for the separation of PTTs from
the control. The highest content of Cd was found on the T1 disease stage of PTC, which could
indicate its role in the initiation of cancerogenesis. The increased content of Cd and Cd/Se only
had an influence on retrosternal thyroid localization, while the reduced content of two essential
metals (Mn and Zn) had an influence on the separation of thyroid tissues with capsular invasion
from the tissues without capsular invasion. The results obtained in this study could provide, for
the first time, information on the molecular basis of the pathophysiological metallomical changes
of the investigated thyroid diseases at tissue’s level, and could highlight not very well clarified
etiology of thyroid diseases. Also, this study provides reliable information on the content of two
important radioactive metals (U and Th) in the thyroid tissues after the war attack on Serbia in
1999.

Keywords: Thyroid gland; Metallomics; Benign/malignant disease; Etiopathogenesis of thyroid
disease; Essential and toxic metals; ICP-OES; ICP-MS.

Scientific field: Chemistry
Specific scientific field: Analytical chemistry
UDC number: 543
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1. UVOD

Interesovanje za ispitivanje metala u bioloskim materijalima otvorilo je jednu potpuno
novu oblast istrazivanja u klini¢koj hemiji — metalomiku. Veliki broj nau¢no-istrazivackih studija
u poslednjih nekoliko decenija ukazao je da sadrzaj esencijalnih i toksi¢nih metala moze da bude
znacajno izmenjen u patoloSkim stanjima. Zbog primarne ili sekundarne uloge metala u Sirokom
spektru bolesti, metalomika danas sve vise dobija na znac¢aju u medicini i biohemiji.

Klini¢ko istrazivanje nema veliki znacaj bez prethodno definisanog algoritma. Uzorak se
mora sakupljati na odgovarajuci/propisani na¢in, adekvantno transportovati i ¢uvati do analize.
Analiza metala u tkivnom materijalu predstavlja veliki izazov kako zbog bogatog (kompleksnog)
sastava tako i zbog male polazne mase uzorka i potencijalne infektivnosti. S obzirom da se svaki
bioloski materijal tretira kao da je infektivan, eksperimentalni rad se pojednostavljuje $to je vise
moguce. Drugi razlog je kontaminacija uzorka sa metalima iz laboratorijskog okruzenja. Ovo je
posebno vazno za metale koji se u uzorku nalaze u ultra-tragovima. Dobra laboratorijska praksa
u radu sa metalima podrazumeva koris¢enje specijalizovanih prostorija za pripremu uzoraka i
upotrebu reagenasa visokog stepena Cisto¢e. Razvojem analitickih tehnika koje se zasnivaju na
induktivno spregnutoj plazmi znacajno je Smanjena granica detekcije za sve metale od interesa, a
zbog skracenog vremena analize, visoke osetljivosti i multielementarne analize, ove tehnike sve
vise dobijaju na popularnosti u klini¢ko-hemijskim laboratorijama.

Vazno je naglasiti da se rasvetljavanje molekulske osnove bolesti koju uzrokuju metali ne
moze posti¢i kvantifikacijom metala u tecnim klini¢kim uzorcima, poput seruma i/ili urina. Jedan
od glavnih razloga je taj Sto koncentracija metala u serumu/urinu direktno zavisi od kvaliteta
zivotnog okruZenja i naCina ishrane. Ovaj tip uzoraka moze da pruzi informacije o kratkotrajnom
statusu metala u organizmu, kao i da ukaze na profesionalno izlaganje metalu na radnom mestu.
Suprotno, analiza ¢vrstih tkiva keratinskog tipa (npr. dlake skalpa, noktiju) moze da ham pruzi
informacije o dugotrajnoj izlozenosti organizma metalima, ali se pouzdanost dobijenih podataka
mora uzeti s rezervom zbog egzogene kontaminacije uzorka. Analiza metala u mekim ili ¢vrstim,
nekeratinskim tkivima smatra se najpouzdanijim nac¢inom za rasvetljavanje patogeneze ispitivane
bolesti. Medutim, da bi se postavljeni cilj realizovao, neophodno je pristupiti invazivnom nac¢inu
sakupljanja uzoraka tkiva i obezbediti reprezentativni broj uzoraka adekvatne mase, sto ujedno

predstavlja i glavni ogranicavajuéi faktor. Ako se krene od Cinjenice da se pouzdanost rezultata

1



moze jedino prihvatiti u sluc¢aju ta¢no i precizno odredenih koncentracija metala i statistickog
razdvajanja izmedu ispitivanih grupa, situacija se dodatno komplikuje kada je potrebno sagledati
metalomiku u zavisnosti od razli¢itih klinicko-patoloskih i drugih parametara (npr. pola, veli¢ine
I progresije tumora, konzumiranja duvana i drugih varijabli).

Tiroidna zlezda je histoloski i1 funkcionalno kompleksni endokrini organ. Veoma dobra
prokrvljenost i moguénost nakupljanja metala ¢ine tiroidno tkivo adekvatnim za pracenje efekata
endokrine disrupcije. Pored toksi¢nih metala, povecana koncentracija esencijalnih metala takode
ima toksi¢ne efekte po tiroidno tkivo i nedvosmisleno se razmatra, prvenstveno u cilju pracenja
promena u homeostatskoj regulaciji. Medutim, uzorci tiroidnih tkiva za analizu metala jedino se
mogu obezbediti nakon hirurs§kog zahvata ili autopsije. Ovo je ujedno i glavni razlog za veoma
mali broj istrazivanja u kojima je metalomika reprezentativno sagledana na tkivnom nivou. S tim
u vezi, utrosen je veliki napor (u trajanju od Cetiri godine) da se obezbede postoperativna tkiva
tiroidne Zlezde za potrebe ove studije.

Metalomika tiroidnih oboljenja je slabo ispitana, dok je uloga metala u patogenezi bolesti
tiroidee na tkivnom nivou nepoznata. S obzirom da je ucestalost tiroidnih oboljenja u sve ve¢em
porastu kako u svetu tako i nasoj zemlji, cilj ove studije bio je da se odredi sadrZaj esencijalnih i
toksi¢nih metala u zdravom tiroidnom tkivu i napravi komparativna analiza sa sadrzajem metala
u tkivima pacijenata s dijagnostikovanim benignim i malignim oboljenjima tiroidne zlezde. Dalji
cilj studije bio je sagledavanje metalomike u skladu sa razli¢itim bioloskim i klini¢ko-patoloskim
parametrima, kao i pronalazenje najznacajnijeg metala (ili njegovog odnosa sa drugim metalom)
koji moze da razdvoji ispitivane grupe i pruzi informacije o molekulskoj osnovi patofizioloskih

promena ispitivane bolesti tiroidne zlezde na tkivnom nivou.



2. OPSTI DEO

2.1. Anatomska pozicija tiroidne Zlezde i njena uloga

Tiroidna zlezda (Glandula thyreoidea) je jedna od najvecih endokrinih zlezdi u ljudskom
organizmu. Nalazi se na prednjoj strani vrata, odmah ispod grkljana i oko dusnika. Obrazovana
je od dva lateralna lobusa (reznja), koja su medusobno povezana centralnim tkivnim suzenjem —
istmusom [1-6]. Tiroidna Zlezda je obavijena fibroznom prevlakom (kapsulom). Oko 50% ljudi
sa zdravom tiroidnom Zlezdom sadrzi tre¢i (piramidalni) lobus, koji se proteze iznad istmusa
(Slika 1) [7]. Normalna tezina zlezde je izmedu 15-20 g i njena masa se znacajno uvecava u
patoloskim stanjima. Tiroidna zlezda je dobro vaskularizovana i pripada organima sa najve¢om
brzinom protoka krvi po gramu tkiva [2].

Sekretorne jedinice tiroidne Zlezde nazivaju se tiroidni folikuli. Okruglasti oblik folikula 1
njihova aktivnost menja se u zavisnosti od izlu¢ene koli¢ine tireostimuliraju¢eg hormona (TSH)
iz adenohipofize. Folikuli su ispunjeni koloidom, tj. glikoproteinskom materijom obrazovanom
od velike koli¢ine tireoglobulina (Tg) (Slika 1). Sinteza tiroidnih hormona odvija se u koloidu 1
na spolja$njoj membrani folikularnih ¢elija (tireocita). Tiroidna Zlezda je jedini endokrini organ

koji skladisti svoje sekretorne proizvode u velikim koli¢inama (i do 100 dana) [2,5].
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Slika 1. Anatomska pozicija i histoloSka grada tiroidne Zlezde (modifikovano iz [5]).



Pored folikularnih ¢elija, tiroidna Zlezda sadrzi parafolikularne ili ,,C* ¢éelije. One luce
polipeptidni hormon kalcitonin, koji ucestvuje u regulaciji koncentracije kalcijuma u krvi tako
Sto inhibira osteoklaste u razgradnji kostanog matriksa. Paratiroidni hormon (PTH) luce pretezno
Cetiri paratiroidne zlezde, koje su lokalizovane na lobusima tiroidne zlezde. PTH ima suprotnu
dejstvo od kalcitonina, tj. povecava koncentraciju kalcijuma i smanjuje koncentraciju fosfata u
krvi [2,4,7].

Tiroidna zlezda luci dva glavna hormona: tiroksin (T4) i trijodotironin (T3). Prekursor za
sintezu tiroidnih hormona je aromati¢na aminokiselina — tirozin. Ukupno 134 tirozinskih ostataka
ulazi u sastav Tg-a (660 kDa), od kojih tre¢ina uestvuje u reakcijama jodinacije. Kritican korak
u sintezi tiroidnih hormona je unos jodida u folikularne ¢elije (pomoé¢u Na'/I” simportera) i dalja
oksidacija jodida do joda sa tiroidnom peroksidazom. U koloidu se odvijaju reakcije jodinacije
tokom kojih se atomi joda dodaju tirozinu na Tg lanac. Dodavanjem jednog atoma joda jednom
molekulu tirozina dobija se monojodotirozin (MIT), dok se dodavanjem dva atoma joda jednom
molekulu tirozina dobija dijodotirozin (DIT). Trijodotirozin se dobija spajanjem jednog MIT-a sa
jednim DIT-om, a tiroksin kombinovanjem dva DIT molekula. Tiroidni hormoni ostaju vezani za
Tg lanac sve dok TSH ne podstakne pinocitozu Tg-a u folikularne ¢elije. Lizozomalni enzimi u
fagocitnoj vezikuli hidrolizuju peptidne veze izmedu jodinovanih ostataka i Tg-a i na taj nacin
otpustaju T3 i T4 u citoplazmu ¢elije, odakle se oni dalje oslobadaju u krvotok. Molekuli MIT-a i
DIT-a ostaju unutar folikularne ¢elije 1 podlezu dejodinaciji do tirozina i jodida, koji se Cuvaju za
sintezu novih tiroidnih hormona (Slika 2). Priblizno 25% MIT-a i DIT-a daje tiroidne hormone

[1-3,8]. Hemijske strukture tiroidnih hormona i njihovih prekursora prikazane su na Slici 3.
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Slika 2. Sinteza tiroidnih hormona (modifikovano iz [1]).



Tiroksin (T4) je hormon sa ograni¢enom bioloskom aktivnos¢u. Oko 93% slobodnog T4
se izluc¢i iz tiroidne Zlezde i kasnije prevodi perifernom monodejodinacijom do aktivnijeg oblika
(T3) u drugim organima, prvenstveno u jetri i bubrezima. Perifernom dejodinacijom spoljasnjeg
prstena na 5' poziciji dobija se T3, dok se dejodinacijom na unutra$njem prstenu dobija inaktivni,
reverzni T3 (rT3). Slobodni tiroidni hormoni podlezu konjugaciji do glukuronida u jetri, odakle
se, preko zuéi, odvode u tanko crevo, gde dolazi do hidrolize konjugata, reapsorpcije jednog dela
T3 1 T4 1 izbacivanja viska hormona fecesom. Na ova dva nacina se odrzava ravnoteza tiroidnih
hormona u organizmu. Stres, odredene bolesti i lekovi mogu da pomere smer dejodinacije i da
favorizuju formiranje rT3 u odnosu na T3. Koli¢ina izlu¢enog T3 iz Zlezde nije veca od 7%. T3
ima veliki afinitet prema nuklearnim receptorima i pet puta je aktivniji od T4 [1,2]. Poluzivot T4
u plazmi je oko 7 dana, dok je poluzivot T3 svega jedan dan. Tiroidna zlezda dnevno izluci oko
80 pg T4 i oko 4 pg T3. Normalne vrednosti koncentracija T4 i T3 u plazmi su od 5 do 12 pg/dL
(65-156 nmol/L) i od 0,08 do 0,22 pg/dL (1,2-3,3 nmol/L). Poluzivot TSH iznosi oko 60 minuta.
Normalna vrednost TSH u plazmi je oko 2 mU/L i nalazi se u opsegu 0,4-4,8 mU/L [3,5].
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Slika 3. Hemijske strukture tiroidnih hormona i njihovih prekursora (modifikovano iz [3]).

Kako tiroidni hormoni nisu rastvorni u vodi, u organizmu se prenose u vezanom obliku
za razlicite proteine. Svega 0,03% T4 1 0,3% T3 se u plazmi nalazi u slobodnom obliku i oni ¢ine
aktivnu frakciju koja ima supresivno dejstvo na TSH. Slobodni tiroidni hormoni nalaze se u
ravnotezi sa vezanom frakcijom, $to znaci da unos hormona u razli¢ita tkiva proporcionalno
zavisi od njihove koncentracije u krvotoku [2]. Antitiroidne supstance (npr. tiocijanat, poveéan

nivo jodida, propiltiouracil itd.) imaju supresivan efekat na luc¢enje tiroidnih hormona [1].



Sinteza i izlu¢ivanje tiroidnih hormona regulisana je autoregulacijom i neuroendokrinom
regulacijom. Brzina unosa jodida u folikularne ¢elije, oksidacija i vezivanje joda za Tg molekul
zavise od dostupne koli¢ine jodida u organizmu. Unos jodida u ¢elije povecava se ako je sadrzaj
u organizmu smanjen i obrnuto. Neuroendokrina regulacija odvija se na nivou hipotalamusa i
adenohipofize. Neurosekretorne ¢elije hipotalamusa luce tireotropni oslobadaju¢i-hormon (TRH)
koji, preko portalnog sistema hipofize, stimuliSe adenohipofizu da Iu¢i TSH. Neuroendokrina
regulacija se odvija po principu negativne povratne sprege, Sto znaci da poveéana koncentracija

T4 u krvi deluje supresivno na funkciju adenohipofize i obrnuto (Slika 4) [1-3,6].
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Slika 4. Neuroendokrina regulacija tiroidnih hormona (modifikovano iz [4]).

Tiroidni hormoni imaju brojne funkcije u organizmu. Oni uti¢u na kalorigenezu, brzinu
bazalnog i mitohondrijalnog metabolizma, pravilan razvoj nervnog i skeletnog sistema, stimulisu
adrenergicku aktivnost (povecavajuci brzinu sr¢anih kontrakcija), modulisu metabolizam lipida

(holesterola i triacilglicerola), obezbeduju seksualno sazrevanje itd. [2,5].



2.2. Jod i jodna profilaksa u Srbiji

Jod je esencijalni mikroelement za sintezu tiroidnih hormona. Tiroksin sadrzi 65% joda,
dok T3 sadrzi 59% joda po masi [9]. Od ukupne koli¢ine joda u organizmu (10-20 mg), izmedu
70 i 80% se nalazi u tiroidnoj Zlezdi [10,11]. Primarni izvori joda su hrana i pijaca voda. Jod se u
organizmu redukuje do jodida i apsorbuje u duodenumu i ileumu, nakon ¢ega se jodidi vezuju za
proteine plazme (svega 0,5% jodida ¢ini slobodnu, neproteinski-vezanu frakciju) [12]. Ukupna
koncentracija jodida u serumu/plazmi direktno zavisi od dnevnog unosa i nalazi se u intervalu od
40 do 80 pg/L [13].

Koli¢ina jodida koju tiroidna zZlezda preuzima iz krvi je uravnotezena, §to znaci da nivo
jodida u plazmi opada kada tiroidni klirens raste. Tiroidni klirens joda moze da se poveéa do 100
mL/min u stanjima deficijencije joda ili da opadne na 3-4 mL/min kada je hroni¢ni dnevni unos
joda veéi od 500 pg (Slika 5). Preporuceni dnevni unos za odrasle osobe je 150 pg. Trudnicama i
dojiljama su potrebne nesto veée koli¢ine (oko 200 pg dnevno) [14]. S obzirom da se vise od
90% jodida izlu¢i urinom, najpouzdaniji klinicki uzorak za pracenje dnevnog unosa i deficita
joda je 24-casovni uzorak urina. Dnevni unos joda od 150 do 300 pg odgovara koncentraciji u
urinu od 100 do 200 pg/L [15,16].
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Slika 5. Metabolizam jodida sa polaznim dnevnim unosom od 500 pg (modifikovano iz [5]).



Deficit joda u organizmu javlja se ako je dugoro¢an dnevni unos mikroelementa manji od
50 ug. Bolesti uzrokovane nedostatkom joda predstavljaju ozbiljan zdravstveni problem Sirom
sveta. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO), priblizno dve milijarde ljudi je
ugrozeno da razvije neku od bolesti uzrokovane nedostatkom joda [17-19]. Najrizi¢nija grupa su
trudnice i najteze oboljenje, hipotiroidni kretenizam, javlja se kada placentalni krvotok majke ne
snabdeva plod adekvatnim zalihama joda [2].

Dobar dijagnosticki i epidemioloski marker za pracenje bolesti uzrokovane nedostatkom
joda podrazumeva kvantifikaciju jodida u 24-¢asovnom uzorku urina i dalju evaluaciju rezultata
prema slede¢im smernicama: ozbiljna stanja (< 20 pg/L), rizi¢na (20-49 pg/L), umerena (50-99
Ma/L) i bez znakova deficijencije (100-199 pg/L) [20].

Jodna profilaksa u Srbiji (Jugoslaviji) prvi put je zapoceta 1951. godine dodavanjem 5
mg kalijum-jodida na kilogram kuhinjske soli, u cilju suzbijanja pojave gusavosti i eradikacije
hipotiroidnog kretenizma. Godinama se koli¢ina kalijum-jodida povecavala, da bi danas iznosila
oko 20 mg KI na kilogram NaCl-a. Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr Milan
Jovanovi¢ Batut“ iz 2007. godine, vrednosti medijane jodida u urinu ispitivanih trudnica bile su
blizu donje granice preporucenih vrednosti za nivoe jodida u urinu, dok je jodni nutritivni status
trudnica koje nisu koristile suplemente takode bio ispod granice za preporucene vrednosti. Jedino
je nutritivni status joda ispitivane dece (uzrasta od 6 do 14 godina) bio optimalan [21,22]. Vazno
je naglasiti da u Srbiji nije nastavljeno pracenje nivoa jodida u urinu na nacionalnom nivou, kao i
da nije izvrSena eventualna korekcija propisanog nacina jodiranja kuhunjske soli u skladu sa

medunarodnim smernicama jo$ od 1993. godine [14].

2.3. Nodularna prezentacija i tiroidna disfunkcija

Difuzno ili nodularno uvecanje tiroidne Zlezde naziva se gusavost (struma). Deficit joda
predstavlja glavni etioloski faktor rizika za pojavu gusavosti. U krajevima sa deficijencijom joda
0vo stanje je poznato kao endemska gusavost i u pojedinim slucajevima tiroidna zlezda moze biti
uvecana do 20 puta [1,23,24]. Uvecanje Zlezde koje prati prisustvo jednog nodusa (¢vora) naziva
se nodularna struma. Kada je u tiroidnoj zlezdi prisutno dva ili viSe nodusa, tada se govori o
multinodularnoj strumi [25]. Nodularne i multinodularne strume su u najve¢em broju slu¢ajeva
izazvane akumulacijom koloida i nazivaju se koloidne strume. Deficijencija joda ne smatra se

etioloSkim faktorom rizika za razvoj nodusa u tiroidnoj zlezdi [1,26,27].



Tiroidni ¢vorovi su diskretna uvecanja mase tiroidnog tkiva bez palpabilnih nepravilnosti
na drugim anatomskim lokacijama. Iako je najveci broj ¢vorova benigne prirode (adenomi, ciste,
solitarni ¢vorovi kod 10% pacijenata sa HaSimotovim tiroiditisom itd.), oko 5% ¢vorova moze da
sadrzi maligno-izmenjene celije [28-32].

Hipotiroidizam 1 hipertiroidizam su dva najcesc¢a oblika tiroidne disfunkcije. Oba klinicka
stanja su ucestalija kod Zena i njihova incidencija raste sa starenjem [32-36]. Hipotiroidizam se
javlja usled nedovoljnog luéenja tiroidnih hormona i njegova ucestalost u opstoj populaciji krece
se do 15% [2]. Hasimotov tiroiditis (HT) je glavni uzro¢nik autoimunskog hipotiroidizma u
razvijenim zemljama, u kojima je dnevni unos joda adekvatan. Mehanizam nastanka HT-a vezuje
se za Tyl tip T éelija, koje oslobadanjem TNFa, IL-2 i IFN-y stimulisu CDS8" T éelije da vrse
razaranje tiroidnog tkiva, §to za posledicu ima oslobadanje antigena i sekundarnu proizvodnju
TPO- i Tg-specifi¢nih autoantitela (Slika 6). Pacijenti sa HT-om razvijaju klinicke simptome

hipotiroidizma tek nakon uznapredovale destrukcije tiroidnih folikula [37].
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Slika 6. Autoimunski mehanizam nastanka Hasimotovog tiroiditisa (modifikovano iz [37]).

Ostecenje folikularnih
celija

Hipertiroidizam ili tireotoksikoza se javlja usled prekomerne sinteze tiroidnih hormona.
U odnosu na hipotiroidizam, ucestalost hipertiroidizma je dosta manja u opstoj populaciji (oko
0,5%) [37-40]. Grejvs-Bazedovljeva bolest je u 60-80% slucajeva glavni uzro¢nik autoimunskog
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hipertiroidizma i odlikuje se difuznim uveéanjem zlezde. Kod najveceg broja obolelih javlja se
jednostrani ili obostrani egzoftalmus — izbocenje o¢nih jabucica [40-42]. Mehanizam nastanka
oboljenja vezuje se za razvoj stimulativnih autoantitela na TSH receptore u folikularnim ¢elijama
koje kontinuirano podsti¢u poveéanu sintezu T4 i T3. Kao odgovor na povecano lucenje tiroidnih
hormona, dolazi do supresivnog otpustanja TSH iz adenohipofize. Autoimunski odgovor na TSH
receptor najverovatnije je uzrokovan virusnim antigenom koji nosi veoma visok stepen sli¢nosti
sa TSH receptorom. T2 tip T ¢elija podsticu diferencijaciju plazma (B) ¢elija i dalje formiranje
autoantitela preko IL-4 i IL-6 (Slika 7) [37].
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Slika 7. Autoimunski mehanizam nastanka Grejvs-Bazedovljeve bolesti (modifikovano iz [37]).

2.4. Benigni tumor

Tiroidni adenom je nodularna bolest lokalizovana unutar tiroidne kapsule, koju ¢ine
koloidni, folikularni, Hirtlovi, atipi¢ni, fetalni i hijalinizirajuéi trabekularni benigni tipovi [43].
Toksi¢ni adenomi predstavljaju jedan od glavnih uzro¢nika neautoimunskog hipertireoidizma.
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Interesantan efekat toksi¢nog adenoma je u tome da sekretorni deo zlezde koji nije zahvacen
tumorom ostaje potpuno inhibiran usled supresivnog dejstva povecane koncentracije T3 i T4 na
TSH [1]. Tiroidni adenomi su prisutni kod 4% odraslog stanovniStva, a od navedenih tipova su
najces¢i koloidni i folikularni tipovi. Kada se citoloskim analizom utvrdi da je lezija benigna,
terapija izbora je tiroidna lobektomija (hirur§ko uklanjanje lobusa na kojem se nalazi tumor) u
slucaju da veli¢ina promene ne izaziva kompresivne smetnje. Adenomi se najcesSce otkriju tek na

autopsiji [44].

2.5. Maligni tumori tiroidne Zlezde

Kancer je kompleksna, jedinstvena i druga po ucestalosti bolest u svetu. Registrovan broj
slu¢ajeva u 2000. godini iznosio je 10 miliona, a predikcijskom analizom je utvrdeno da ¢e broj
novoobolelih slu¢ajeva u 2020. godini iznositi oko 15 miliona [45,46]. Kancerogeneza obuhvata
tri faze: inicijaciju (oStecenje ¢elija praceno izlaganjem lokalnog tkiva kancerogenu), promociju
(stimulisanje rasta prethodno izmenjenih ¢elija) i progresiju (autonomni rast tumora). Konacan
rezultat kancerogeneze je invazija i Sirenje malignih ¢elija van primarnog tkiva koji je zahvatio
tumor (metastaza). Uloga metala u kancerogenezi je kompleksna i metali svoj kancerogeni efekat
najverovatnije ispoljavaju u prvoj fazi [47-50]. Razumevanje mehanizma nastanka kancera u in
vivo uslovima i samim tim patogeneze bolesti dodatno otezavaju sinergisticke i/ili antagonisticke
interakcije koje se javljaju izmedu esencijalnih i toksi¢nih metala [51].

Tiroidni karcinomi ¢ine manje od 1% svih humanih tumora. Medutim, tiroidni karcinomi
su najces¢i maligni tumori endokrinog sistema organa [52,53]. Ucestalost tiroidnih karcinoma
znacajno se povecala u gotovo svim drzavama u poslednjih tridesetak godina [54]. U Saudijskoj
Arabiji je tiroidni karcinom drugi po ucestalosti malignitet kod zena [55], dok je u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (SAD) tiroidni karcinom tumor s najbrzim rastom novoobolelih sluc¢ajeva
[56,57]. Izuzetak su Norveska, Svedska, Holandija i veliki broj drzava afri¢kog kontinenta, gde
je incidencija u padu (Slika 8) [58]. Tiroidni karcinomi se od dva do cetiri puta ¢eSc¢e javlja kod
zena [54]. Ferlay i sar. [59] istakli su da tiroidni karcinomi zauzimaju 24. mesto u Srbiji po
ucestalosti. Slijepcevi¢ i sar. [60] zabelezili su da je ucestalost tiroidnih karcinoma u Srbiji za
period od 1999. - 2008. iznosila 3 na 100.000 zena i 1 na 100.000 muskaraca. Najveca ucestalost

zabeleZena je kod Zena izmedu 20 i 29 godina i kod musSkaraca izmedu 30 i 39 godina. Autori su,
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takode, istakli da se u Srbiji u narednom periodu moze ocekivati porast novoobolelih slucajeva

od tiroidnih karcinoma.

Tiroidni karcinom
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[] <091

Nije utvrdeno

Slika 8. Ucestalost tiroidnih karcinoma u svetu (modifikovano iz [59]).

Tacan uzro¢nik tiroidnog karcinoma nije poznat, a u glavne (egzogene) etioloske faktore
spada izlaganje jonizuju¢em zracenju, deficitaran unos joda, distribucija radioaktivnog joda u
tiroidnom tkivu i izlaganje nerastvornim kancerogenima [61] (Tabela 1). Tiroidna Zlezda je
veoma osetljiva na zra¢enje i najbolji primer je havarija nuklearnog reaktora u Cernobilju 1986.
godine, kada je oslobodeno 1,7 x 10 Bq **!I u atmosferu. Ve¢ godinu dana nakon &ernobiljske
nesreCe zabeleZen je porast broja obolelih od tiroidnih i drugih karcinoma (leukemije, tumora
dojke itd.) u svim uzrasnim kategorijama, posebno kod dece i u precniku od 100 kilometara od
elektrane [61]. Deficit joda dovodi do nedovoljnog lucenje tiroidnih hormona, poveéane sinteze
TSH i uvecanja tiroidne zlezde. Primer je veéa ucestalost oboljevanja u planinskim u odnosu na

primorske krajeve [62]. Distribucija radioaktivnog joda (***

127

I) u organizmu odvija se na isti nacin
kao i distribucija prirodnog joda (*°'I), sto znaci da se najve¢im delom ugraduje u tiroidnu Zlezdu
gde ucestvuje u jonizaciji tkiva i izaziva nekrozu folikularnih ¢elija, formiranje pseudolobulusa,
malignu izmenu celija i proliferaciju. Jedina moguca zastita stanovniStva od radioaktivnog joda
podrazumeva pravovremeno zasi¢enje tiroidne Zlezde sa kalijum-jodidom. Za razliku od Poljske
i nekih drugih zemalja, bitno je naglasiti da u Srbiji nikada nije sprovedena jodna profilaksa na

nacionalnom nivou nakon havarije u ¢ernobiljskom nuklearnom reaktoru [14]. Pored navedenih
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etioloskih faktora, pojava tiroidnih karcinoma vezuje se za prekomeran unos nitrata, koji ometaju

unos jodida u folikularne ¢elije preko Na'/I” simportera [58].

Tabela 1. Glavni egzogeni faktori rizika za razvoj tiroidnih karcinoma.

Faktor Izvor

X-zracenje Dentalni snimak, CT sken, Rendgenografija

131 Nuklearne katastrofe ili dijagnosticke nuklearne metode u medicini
Jod Ishrana, jodna profilaksa, BRAF mutacija

Nitrati Voda ili hrana

Zagadivaci (metali, pesticidi...) Nerastvorni karcinogeni

Preoperativna dijagnostika je od presudnog znacaja za iskljucivanje prisustva karcinoma
Stitaste Zlezde, kao i za razlikovanje malignog tumora od benignog. Pored ehotomografske i
ultrazvucne karakterizacije nodusa, najvaznija dijagnosticka procedura je aspiraciona biopsija.
Ova procedura se zasniva na izvlacenju tiroidnog tkiva iz sumnjivog nodusa pomocu tanke igle i
daljoj citoloskoj analizi aspirata. U pitanju je brza, jeftina i minimalno invazivna procedura koja
je znacajno smanjila broj pacijenata koji se Salje na dodatnu preoperativnu dijagnostiku u koju
spadaju metode nuklearne medicine i radiologije. S obzirom da oko 50% starije populacije ima
jedan ili viSe nodusa u tiroidnoj Zlezdi, a da je maligno manje od 5%, hirurSko odstranjivanje
novootkrivenih ¢vorova nije pozeljno kako sa medicinskog tako ni sa ekonomskom stanovista
[63]. Prema “Bethesda staging” klasifikaciji nalaza dobijenog aspiracionom biopsijom mogu se
obezbediti znacajne informacije koje ukazuju da li se radi o benignom, malignom, suspektnom ili
neinformativnom nalazu [64]. Kod 20% slucajeva se procedura ne izvede uspesno, a kod 30%
slucajeva se tacna dijagnoza ne moze postaviti. Drugo i veliko ogranic¢enje aspiracione biopsije
je nemogucénost razlikovanja folikularnog karcinoma od folikularnog adenoma [65]. U odnosu na
preoperativnu dijagnostiku, patohistoloski (PH) pregled postoperativno dobijenog tkiva tiroidee
predstavlja ,,zlatni standard“ u postavljanju definitivne dijagnoze tiroidnih oboljenja, ali treba
uzeti u obzir da je izvodljiv samo kod pacijenata koji se upucuju na hirursko lecenje [44,64].

Ohrabrujué¢a informacija je da mortalitet od tiroidnih karcinoma ne raste brzinom njegove
ucestalosti, dok je u nekim zemljama ¢ak u padu (Slika 9).

Maligni tumori tiroidne Zlezde mogu se razvijati iz folikularnih, ,,C* ¢elija ili onkocitnih
¢elija. Papilarni, folikularni i anaplasti¢ni karcinom tiroidne zlezde vode poreklo od folikularnih

¢elija, medularni karcinom vodi poreklo od parafolikularnih ili ,,C* ¢éelija, dok Hirtlov karcinom
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vodi poreklo od onkocitnih ¢elija. Papilarni i folikularni karcinomi tiroidne zlezde €ine vise od
90% dobro diferenciranih karcinoma, dok anaplasti¢ni karcinom ¢ini manje od 2% svih tiroidnih
karcinoma [66-70].

Tiroidni karcinom

1+
0,58-1
0,4-0,58

0,28-04
<0,28
Nije utvrdeno

Slika 9. Mortalitet uzrokovan tiroidnim karcinomom u svetu (modifikovano iz [59]).

2.5.1. Papilarni karcinom

Papilarni karcinom ¢ini oko 80% svih malignih tumora tiroidne Zlezde [71,72]. Najcesce
se javlja izmedu 30. i 50. godine zivota, dosta rede kod mlade populacije kada je i najagresivniji.
U glavne faktore koji dovode do razvoja papilarnog karcinoma izdvaja se jonizujuce zraenje,
deficit joda i autoimunski HaSimotov tiroiditis [73,74]. Pored navedenih etioloskih faktora, noviji
literaturni podaci ukazuju na porast oboljevanja od papilarnog karcinoma tiroidne zlezde kod
ljudi koji zive u vulkanskim krajevima Islanda, Havaja i Sicilije. Najbolji primer je dvostruko
vecéa ucestalost papilarnog karcinoma u podru¢ju Etne u odnosu na ostatak Sicilije, $to se vezuje
za neantropogenu izloZenost stanovnistva teskim metalima i karakteristi¢cnu mutaciju BRAF gena
[58].

Zabelezeno je vise od deset patohistoloskih varijanti papilarnog karcinoma [64] (Slika
10). Jedna od najznacajnijih karakteristika papilarnog karcinoma je intratiroidna multicentricna
diseminacija, odnosno pojava veceg broja manjih tumora koji se mogu naéi na istom ili na

kontralateralnom lobusu tiroidne Zlezde u odnosu na lokalizaciju primarnog tumora. Ucestalost
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multicentri¢nosti krece se od 18 do 46% [74]. Kod pacijenata sa retrosternalnim rastom tiroidne
Zlezde (iza grudne kosti) veca je ucestalost oboljevanja od papilarnog karcinoma [70]. TNM
klasifikacija papilarnog karcinoma tiroidne zlezde koja se koristi u klinickom i istrazivackom

radu data je u Tabeli 2.

Folikularna varijanta, infiltrativna (6%)

A Ostale
Tall celijska

(%)

Folikularna varijanta
sa invazijomn (4%)

Folikularna varijanta
bezr invazije (17%)

Slika 10. Patohistoloske varijante papilarnog karcinoma tiroidne zlezde (modifikovano iz [69]).

Tabela 2. TNM Kklasifikacija papilarnog karcinoma tiroidne zlezde [70].

Oznaka

T1 Primarni tumor < 2cm

T2 2 cm < primarni tumor < 4 cm

T3 Primarni tumor > 4 c¢m, ogranicen na Zlezdu, sa minimalnim ekstratiroidnim Sirenjem
T4 Probijanje kapsule i Sirenje tumora na okolne strukture vrata

TX Nepoznata veli¢ina primarnog tumora, bez ekstratiroidnog Sirenja

No Bez metastatskih ¢vorova

N1 Metastaze prisutne u regionalnim limfnim ¢vorovima

N2 Metastaze prisutne u udaljenijim limfnim ¢vorovima
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NX Depoziti u limfnim ¢vorovima ne mogu da se procene

Mo Bez udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze su prisutne
Mx Udaljene metastaze ne mogu da se procene

S obzirom da dijagnostic¢ki tumorski marker za papilarni karcinom ne postoji, odredivanje
tireoglobulina u serumu dobija na znacaju tek kada se nacini potpuno uklanjanje tiroidne zZlezde
kod pacijenata sa dobrodiferenciranim tumorom [66]. Papilarni karcinom pokazuje sklonost ka
lokoregionalnom metastaziranju u limfne ¢vorove vrata, dok odmakle stadijume bolesti prati i
prisustvo sekundarnih depozita u drugim organima (jetri, plu¢ima, kostima), $to znacajno utice
na povecanje 20-godiSnjeg mortaliteta [70].

Papilarni karcinom raste sporo i samim tim ima veoma dobru prognozu. Desetogodisnje
prezivljavanje je oko 96% i gotovo je jednako 20-godisnjem prezivljavanju (95%) [74]. Leci se
pogodnom hirurskom resekcijom (lobektomijom ili tireoidektomijom sa ili bez uklanjanja
limfnih ¢vorova u predelu vrata). Postoperativno se moze primeniti terapija radioaktivnim jodom
za uklanjanje preostalog dela tiroidnog tkiva i redukovanje mikrometastaza. Nakon ablacione
terapije sa radioaktivnim jodom, odredivanje Tg-a u krvi dobija na dijagnostickom znacaju [72,
73].

2.5.2. Folikularni karcinom

Folikularni karcinom takode spada u dobrodiferencirane maligne tumore tiroidne zlezde.
Ucestalost folikularnog karcinoma je izmedu 10 i 15% u odnosu na ostale maligne tumore. Nije
zabelezena nasledna forma bolesti. Cesce se javlja u podruéjima sa deficitom joda i kod starijih
ljudi. Prognoza folikularnog karcinoma zavisi od stepena zahvacenosti tiroidne kapsule i krvnih
sudova [66,75]. Folikularni karcinom tiroidne Zlezde deli se na minimalno invazivni i $iroko
invazivni histoloski tip. Siroko invazivni tiroidni karcinom zahteva agresivno leenje, jer je
zabeleZeni mortalitet oko 50% u odnosu na minimalno invazivni tiroidni karcinom kod koga je
mortalitet oko 3% [68].

Folikularni karcinom se prvenstveno Siri putem krvotoka, rede limfotokom, $to je glavna
razlika u odnosu na papilarni karcinom. Udaljene metastaze se javljaju kod 20% slucajeva [44].

Leci se na isti nacin kao 1 papilarni karcinom [69].
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Hurthle-ov ili karcinom onkocitnih ¢elija je poseban tip folikularnog karcinoma i ¢ini oko
3% ukupnih karcinoma tiroidne Zlezde. Predstavlja nesto agresivniju formu koja, za razliku od
folikularnog karcinoma, ¢eSée daje limfogene metastaze, a maligno-izmenjene ¢elije ne mogu da
vezuju jod, tako da terapija radiojodom nije efikasna i njegova prognoza je nesto nepovoljnija u

odnosu na folikularni karcinom [68].

2.5.3. Anaplasti¢ni karcinom

Anaplasti¢ni karcinom je najopasniji i najagresivniji tip malignih tumora tiroidne Zlezde.
Ucestalost anaplasti¢nog karcinoma nije velika u odnosu na druge maligne tumore (< 2%). Za
ovaj tip karcinoma su karakteristine dediferencirane folikularne ¢elije, koje poseduju poja¢anu
mitotsku aktivnost i nemoguénost da koncentruju jod u tkivu (usled gubitka ekspresije Na*/I
simportera), $to za posledicu ima nemogucénost sinteze Tg-a. Najcesce se javlja u krajevima sa
endemskom gusavoscu i kod ljudi sa nedijagnostikovanim karcinomom tiroidee izmedu 60-70
godine Zivota. Dijagnoza se najc¢es$ée postavi kasno, kada tumor obuhvati larinks, farinks i druge
anatomske delove vrata. Anaplasti¢ni karcinom ima u gotovo 100% slucajeva fatalan ishod i
polovina pacijenata ne prezivi duze od Sest meseci nakon postavljanja dijagnoze. Prezivljavanje

pacijenata se moze poboljsati hemioterapijom i transkutanom zraénom terapijom [70,76].

2.5.4. Medularni karcinom

Za razliku od karcinoma koji vode poreklo od folikularnih ¢elija, medularni karcinom se
razvija iz parafolikularnih ili ,,C* ¢elija [77-80]. Ove Celije su lokalizovane na gornjim delovima
lobusa, pa se i tumori najéesc¢e razvijaju na tim anatomskim mestima [81]. Medularni karcinom
(75%), dok se u preostalom procentu nasleduje autozomno-dominantno. Karakteristicna mutacija
RET protoonkogena na hromozomu 10 odgovorna je za nasledni oblik medularnog karcinoma
[77]. Za razliku od ostalih karcinoma tiroidne zlezde, za medularni karcinom su karakteristi¢ne
povecane vrednosti koncentracija kalcitonina u krvi. Kalcitonin je pouzdan tumorski marker i
njegove normalne vrednosti u krvi gotovo sigurno mogu da iskljuce prisustvo medularnog
karcinoma, osim u izuzetnim slué¢ajevima. U odnosu na druge tipove tiroidnih karcinoma, ovaj
tip cesce daje udaljene metastaze u kostima, jetri i plu¢ima. HirurSko lecenje je jedino efikasno.

Procenat petogodisnjeg prezivljavanja je 75%, nakon adekvatno sprovedenog lecenja [77-80].
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2.6. Klinic¢ki znac¢aj metalomike

Izraz ,,metalomika“ prvi put je upotrebljen 2001. godine od strane Williams-a. U pitanju
je moc¢no i obecavajuce polje istrazivanja, koje se zasniva na kvantifikaciji metala od interesa u
bioloskim sistemima i daljoj karakterizaciji metala (distribuciji, specijaciji, metabolizmu itd.).
Kako metali Cine sastavni deo velikog broja proteina/enzima, metalomika je usko povezana sa
metaloproteomikom. Zbog primarne ili sekundarne uloge metala u patogenezi razlic¢itih bolesti,
metalomika svoju primenu nalazi u medicini, toksikologiji i biohemiji [82].

Veliki broj studija u poslednjih nekoliko decenija ukazao je da koncentracija metala moze
da bude izmenjena u razli¢itim patoloskim stanjima. Medutim, rasvetljavanje molekulske osnove
bolesti humanih tkiva i organa koju uzrokuju metali ne moze se posti¢i odredivanjem metala u
tecnim klini¢kim uzorcima, poput seruma/plazme i/ili urina. Jedan od glavnih razloga je taj Sto
koncentracija metala u serumu/urinu direktno zavisi od nac¢ina ishrane. Ovaj tip uzoraka moze da
nam pruzi pouzdane informacije o kratkotrajnom statusu metala u organizmu i svoj znac¢aj nalazi
u dijagnostici akutnih ili profesionalnih bolesti, u situacijama slu¢ajnog ili namernog ispustanja
toksi¢nih metala u zivotnu sredinu [83-86], kao i u pracenju toksi¢nih efekata metala koji se
oslobadaju iz kostanih implanata (npr. Co i Cr) [87]. Odredivanjem metala u punoj krvi prosiruju
se informacije o njihovom statusu za period od 120 dana [88]. Za pouzdano tumacenje rezultata
neophodno je utvrditi referentne intervale za esencijalne i toksi¢ne metale u ispitivanoj populaciji
[89,90]. Suprotno, analiza ¢vrstih tkiva keratinskog tipa (dlake skalpa, noktiju) pruza informacije
o dugotrajnoj izlozenosti organizma metalima, ali se pouzdanost dobijenih rezultata mora uzeti s
rezervom zbog egzogene kontaminacije uzorka (npr. farbana ili na bilo koji nacin tretirana kosa)
1 nemogucnosti optimizacije koraka u preanalitickoj fazi rada [88]. Analiza metala u mekim ili
¢vrstim, nekeratinskim tkivima smatra se najpouzdanijim nafinom za rasvetljavanje patogeneze
ispitivane bolesti. Medutim, da bi se ovaj cilj realizovao, neophodno je pristupiti invazivnom
nacinu sakupljanja reprezentativnog broja tkiva adekvantne mase, Sto ujedno predstavlja i glavni
ogranicavajuci faktor.

Da bi metalomika imala znac¢aj u klini€koj hemiji 1 klinickim istraZivanjima, neophodno
je raspolagati sa najsofisticiranijim analitickim tehnikama za pripremu i kvantifikaciju metala u

klini¢kim uzorcima.
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2.6.1. Priprema Kklini¢kih uzoraka

Priprema uzorka za analizu metala je kriti¢an korak preanaliti¢ke faze i predstavlja glavni
uzrok kontaminacije. Ovo se prvenstveno odnosi na metale koji se u klinickim uzorcima nalaze u
ultra-tragovima. Mala polazna masa, kompleksni sastav i potencijalna infektivnost ¢ine da rad sa
klinickim uzorcima bude izazovniji u odnosu na druge realne uzorke [91].

Klinicki uzorci ¢vrstih tkiva pripremaju se metodama razaranja (digestije), dok se klinicKki
uzorci te¢nog tkiva razblazuju sa pogodnim sistemom rastvara¢a. Kombinacija koncentrovane
azotne kiseline i vodonik-peroksida pokazala se najefikasnijim sistemom rastvaraca za razaranje
klinickog materijala. Azotna kiselina formira rastvorne nitrate sa ve¢inom elemenata periodnog
sistema, osim sa zlatom i platinom (ne oksiduje ih) kao i sa aluminijumom, borom, hromom i
titanijumom (pasivizira ih). Upotreba drugih kiselina, poput hlorovodoni¢ne ili sumporne, se
izbegava zbog formiranja tesko rastvornih soli metala (npr. srebro(I)-hlorida ili barijum-sulfata).
Razaranje organskog matriksa sa azotnom kiselinom odvija se prema jednacini: (CH)x + HNO3
— COy) + NOy() + H,0. Cilj metoda razaranja je kompletno uniStavanje organskog matriksa,
oslobadanje metala u rastvor i dobijanje bistrog, te¢nog uzorka za analizu. Vodonik-peroksid se
dodaje da ubrza proces razaranja i spreci ponovnu oksidaciju NOy do nitrata, ¢ime se smanjuje
nastali broj zutih oksida azota [92,93].

Metoda suvog spaljivanja i razaranje u otvorenim sistemima se generalno izbegava u radu
sa klinickim uzorcima zbog kontaminacije 1 potencijalnih gubitaka lako isparljivih analita koji su
od interesa. Razaranje u zatvorenim sistemima zna¢ajno umanjuje gubitak elemenata iz rastvora i
rizik od kontaminacije. Osim toga, sa povecanjem pritiska povecava se temperatura kljucanja
kiseline ¢ime se pojacava njeno oksidaciono dejstvo [92,93].

Jedna od najkoris$éenijih metoda za pripremu klinic¢kih uzoraka je mikrotalasna digestija.
Metoda se zasniva na dipolarnoj rotaciji molekula i kondukciji. Kako polarni molekuli teze da
izjednace svoj dipolni moment sa mikrotalasnim elektromagnetnim (EM) poljem, sa promenom
EM polja menja se rotacija molekula, sto dovodi do sudara sa okolnim molekulima u rastvoru.
Promene elektricnog polja ne uti¢u na nepolarne ili slabo polarne molekule. S druge strane, joni
u rastvoru imaju tendenciju da se jos brze kre¢u u mikrotalasnom polju od polarnih molekula, sto
dovodi do efikasnijih sudara sa drugim molekulima i do oslobadanja energije u vidu toplote, koja

podstice proces razaranja [92,93].
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Klasi¢an mikrotalasni sistem sastoji se od mikrotalasne peci, rotora u koji se postavljaju
kivete od polimernog materijala, sistema za ucvrs¢ivanje i kontrolu uslova razaranja. Kompletan
proces razaranja je automatizovan i prethodno se zadaje u zavisnosti od tipa uzorka i kori$¢ene
smese rastvaraca. Regulator temperature (termosenzor) prati promenu temperature razaranja i na
taj naCin podeSava snagu magnetrona (generatora mikrotalasa). Efikasnost razaranja postize se
sistemom za navodenje 1 fokusiranje mikrotalasa. Kontrola pritiska vr$i se pomocu sigurnosnog
ventila, s obzirom da je svaka kiveta bazdarena na odredenu vrednost pritiska. Nakon dostizanja
maksimalne vrednosti pritiska, sigurnosni ventil mikrotalasne kivete se otvara i tako omogucava
ispustanje gasova do ponovnog uspostavljanja pritiska bazdarenja. Istovremeno se snizava snaga
magnetrona jer nagle promene pritiska i temperature mogu da izazovu egzotermne reakcije kod
uzoraka s visokim sadrzajem organske materije, poput klinickih uzoraka. Nastala kisela (ili druga
toksi¢na) isparenja uklanjaju se aspiratorom [92,93].

Mikrotalasna digestija je metoda izbora za pripremu ¢vrstih tkiva i nekih tecnih klinickih
uzoraka. Nedostatak metode je u ceni kompletne instrumentacije i odrzavanju njenih delova. To
se prvenstveno odnosi na mikrotalasne kivete, koje se izraduju od hemijski inertnog polimernog
materijala otpornog na visoke temperature i transparentnog za mikrotalasne zrake. Kako vecina
polimernih materijala krece da se deformiSe na temperaturama ve¢im od 250°C, celokupni proces
razaranja se obi¢no podesava do 200°C. Danas su dostupni sistemi sa ve¢im setom kiveta manjih
zapremina ¢ime je mogucée smanjiti polaznu masu uzorka, utrosak kiseline i drugih reagenasa i

na kraju sam faktor razblazenja razorenog uzorka [92,93].

2.6.2. Induktivno spregnuta plazma

U novije vreme se za odredivanje metala u klinickim uzorcima koriste metode zasnovane
na induktivno spregnutoj plazmi (engl. inductively coupled plasma — ICP). Metoda izbora za
kvantifikaciju makro- i mikroelemenata je induktivno spregnuta plazma sa optickom emisionom
spektrometrijom (ICP-OES), dok se za odredivanje elemenata u (ultra)tragovima koristi metoda
induktivno spregnute plazme sa masenom spektrometrijom (ICP-MS) [94-99].

Vise je razloga za primenu navedene dve metode: analiza velikog broja uzoraka za kratko
vreme, multielementarni kapacitet (mogucnost istovremene kvantifikacije vise od 70 elemenata),
Sirok opseg linearnosti (od 4 do 6 redova veli¢ine), niska granica detekcije i visoka osetljivost,

mali utroSak zapremine uzorka (oko 0,5 mL za ICP-MS i oko 3 mL za ICP-OES), dobra ta¢nost i
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preciznost, mogué¢nost dobijanja informacija o izotopima (ICP-MS) i odli¢na reproduktivnost
(ICP-OES). Glavni nedostatak obe ICP metode je nemoguénost razlikovanja oksidacionih stanja
elementa. Drugi nedostaci se vezuju za nemogucénost odredivanja elemenata koji su sastavni deo
rastvaraca (vodonik, kiseonik, ugljenik), azota iz vazduha, argona (koji se koristi za obrazovanje
plazme), halogena koji zahtevaju visoku energiju ekscitacije, Zive i zlata (memorijski efekat) i
kratkozivec¢ih radionuklida. Takode, uzorak koji se analizira treba da bude u te¢nom stanju. U
optimizovanim uslovima rada mogu se prevazi¢i neki od pomenutih nedostataka. Na primer,
hidridno-generisane vrste moguce je razdvojiti sa gasno-tecnim separatorom. Primenom visoko
pulsnog laserskog zraka na ,,cvrsti* klini¢ki uzorak moze se formirati fini aerosol uzorka i na taj
nacin izbeci korak digestije [94-99].

Sistem za uvodenje uzorka i princip obrazovanja plazme isti je za obe analiticke metode.
Rastvor uzorka uvodi se peristaltickom pumpom u rasprSivac i komoru za rasprsivanje. Pumpa
sadrzi minirolere koji rotiraju istom brzinom i obezbeduju relativno konstantan protok tec¢nosti
do rasprsivaca preko uzanih kapilara zategnutih unutar kanala minirolera. Rasprsivanje uzorka se
postiZze sa argonom i dobijeni fini aerosol uzorka se dalje odvodi do komore za rasprSivanje, gde
dolazi do selekcije kapljica na osnovu njihove veli¢ine. Jedino se kapljice pre¢nika izmedu 1-10
um efikasno transportuju do plazme, dok se kapljice veceg precnika odvode u otpad (Slika 11).
Sistem za uvodenje uzorka oznacava se ,,Ahilovom petom* obe metode, jer 2 do 5% uzorka nade
svoj put do plazme [97].

_- Odvodna cev
4*'-

Plazmenik C

Plazma l - Aerosol uzorka

Ll"“’
-"'j______qE'-.—::‘;.‘ L Komora za raspriivanje

Y

Injektor za uzorak - ”j Kapilare
Raspriiﬁaﬁ /4 ’/l
Argonski gas
Peristaltiéka pumpa —= \_

Uzorak

Slika 11. Sematski prikaz sistema za uvodenje uzorka (modifikovano iz [97]).
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Plazma je visoko jonizovani gas koji provodi elektricitet, a u celini se ponasa kao slozen i
neutralan sistem sastavljen od atoma i molekula u osnovnom i pobudenom stanju, elektrona, jona
I fotona. Za formiranje plazme neophodan je argon. Argon je inertni, monoizotopski element koyji
ima veliku energiju jonizacije i mogucnost da ekscituje i jonizuje veliki broj elemenata. Sam
argon emituje relativno jednostavan spektar. Glavni nedostatak argona je njegova slaba termalna
provodljivost u odnosu na molekulske gasove, poput azota. Medutim, azot se viSe ne koristi za
obrazovanje plazme i danas svoju ulogu nalazi u reakcionom rezimu rada Q ¢elije za uklanjanje
poliatomskih smetnji [97].

ICP izvor ¢ine plazmenik, kalem i radiofrekventni (RF) generator. Plazmenik sadrzi tri
koncentriéne cevi — spoljasnju, sredi$nju i unutrasnju, kroz koje proti¢e argonski gas (Slika 12).
Sekundarni (auksilijarni) gas ima ulogu u pozicioniranju plazme, dok tercijerni gas nosi aerosol
uzorka do plazme. Kalem je trostruko obmotan oko plazmenika i povezan je sa RF generatorom.
Kada se snaga generatora od 750 do 1500 W primeni na kalem, dolazi do oscilacija naizmenicne
struje unutar kalema brzinom koja odgovara njegovoj frekvenciji (od 27 do 40 Hz). Oscilacije
struje unutar kalema izazivaju stvaranje EM polja u plazmeniku. Oduzimanje elektrona sa atoma
argona postize se primenom visoko naponske varnice na gas koji tece kroz plazmenik. Oduzeti
elektroni, koji su zahvaceni od strane magnetnog polja, sudaraju se sa ostalim atomima argona,
¢ime se postiZze oduzimanje joS veceg broja elektrona. Ova lancana reakcija dovodi do raspadanja
gasa i do formiranja ICP. Nastala plazma ima visoku temperaturu (do 10 000 K), $to je Cini

odli¢énim atomizerom u odnosu na npr. plamen (3000 K) [97].

Spoljainja Argon

cev ' Auksilijarni gas
Unutranja |
Plz:zma i vl | \ +
'
Jam + G|
|
4 n i

\ Gas iz raspriivaca

Unutrainja cev

Slika 12. Sematski prikaz ICP izvora (modifikovani iz [97]).
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Prolazenjem uzorka kroz razli¢ito zagrejane regione plazme dolazi do desolvatacije,
susenja, atomizacije i jonizacije uzorka (Slika 13). U analizatorskoj zoni plazme (6000-7000 K)
desavaju se procesi ekscitacije elektrona sa osnovnog stanja i proizvodnje fotona karakteristi¢nih
talasnih duzina, $to predstavlja osnov atomske emisije. S druge strane, u plazmi ima dovoljno
energije (15,8 eV) da se ukloni elektron sa atoma i proizvede jon, jer najveci broj elemenata
periodnog sistema ima prvi jonizacioni potencijal izmedu 4 i 12 eV, §to predstavlja osnov

masene spektrometrije.

E500 K 7000 K 7300 K

Predgrejna zona

L

Pocetna radijaciona
zona

Analiticka zona
10 000 K

Slika 13. Temperaturni regioni plazme (modifikovano iz [97]).

2.6.2.1. Opticka emisiona spektrometrija (OES)

Svaki element ima karakteristiCan emisioni spektar, koji se sastoji od atomskih i jonskih
linija na razli¢itim talasnim duZinama. Izbor atomske (1) ili jonske (II) linije zavisi od ispitivanog
elementa i matriksa uzorka. Jonske linije imaju bolju osetljivost od atomskih ako je zbir energija
jonizacija i ekscitacija ispod jonizacione energije argona. Neki elementi, poput As i Se, imaju
osetljivije atomske linije, dok drugi elementi, poput Cu i Ni pokazuju slicnu osetljivost atomskih
I jonskih linija. Intenzitet emitovanog zracenja direktno je srazmeran koncentraciji i povezuje se
sa kalibracionom pravom konstruisanom za ispitivani element.

S obzirom da bi 70 elemenata dalo najmanje 70 000 emisionih linija u opsegu od 200-600
nm, neophodno je raspolagati disperzionim sistemima velike snage razdvajanja. Spektrometar
sluzi da razdvoji talasnu duzinu od interesa iz spektra koji emituje izvor. To se postize na dva
nacéina: sekvencijalno (merenjem jedne talasne duzine) ili simultano (istovremenim merenjem
vise talasnih duZzina). Pomak u tehnologiji detektora nacinjen je zamenom fotomultiplikatora sa
visekanalnim detektorima, koji se zasnivaju na uredajima za prenos naelektrisanja. Ovi detektori
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u svom sastavu sadrze ¢ipove od silicijuma na kojima se nalaze desetine hiljada malih dinoda,
koje omogucavaju istovremeno merenje svih talasnih duzina iz jedne spektralne oblasti.
Fleksibilnost u izboru talasne duzine, moguénost izbora nekoliko linija za jedan element (u cilju
povecanja tacnosti i1 proSirivanja linearnog dinamickog opsega), kao i moguénost kvalitativne

analize samo su neke od prednosti koje ovi detektori imaju [94-96].

2.6.2.2. Masena spektrometrija (MS)

Dve glavne prednosti ICP-MS u odnosu na ICP-OES su jednostavniji spektri i jo§ niza
granica detekcije. Cak i kada bi svi elementi periodnog sistema bili prisutni u rastvoru uzorka, na
masenom spektru bi se nalazilo 211 pikova (prvenstveno od M* jona). ICP-MS metoda sluzi za
odredivanje (ultra)tragova elemenata, ali se moze koristiti za odredivanje elemenata u veéim
koncentracijama. U odnosu na ICP-OES, gde plazma ima ulogu da proizvodi fotone sa razli¢itim
talasnim duzinama procesom relaksacije elektrona, plazma u ICP-MS sluzi kao izvor pozitivnih
jona, gde fotoni predstavljaju nezeljene vrste. Proizvodnja i detekcija velikog broja jona zasluzna
je za visoku osetljivost i karakteristicno niske granice detekcije ICP-MS (¢ak do ppq nivoa).

Rasprsiva¢ i komora za rasprsivanje se kod ICP-MS sistema hlade sa spoljasnje strane,
kako bi se ostvarila termicka stabilnost uzorka i smanjio preveliki unos rastvaraca u plazmu.
Proizvedeni joni u plazmi usmeravaju se ka interfejs regionu, koji ima ulogu da transportuje jone
od plazme (koja se odrZzava na atmosferskom pritisku) do masenog spektrometra (koji je pod
vakuumom). Interfejs region ¢ine dva metalna kona, prvi sa nesto ve¢im otvorom (0,8-1,2 mm) u
odnosu na otvor drugog kona (0,4-0,8 mm). Konovi su od nikla ili platine. Platinski konovi su
otporniji na korozivne reagense i samim tim su efikasniji i skuplji. Sadrza;j tesko rastvornih soli
treba drzati ispod 0,2% zbog taloZenja komponenti matriksa oko otvora konova, posebno oko
otvora prvog kona, zbog pada intenziteta signala. Joni koji napuste interfejs region usmeravaju se
ka jonskoj optici, koju ¢ini veéi broj sociva i Cija je uloga da elektrostaticki fokusiraju jonski
snop, odnosno da obezbede efikasan transport §to veéeg broja analitnih jona (M") do masenog
spektrometra. Zaustavljanje fotona, neutralnih i drugih neZeljenih vrsti da dodu do detektora
postize se pomocu fizi¢ke barijere ili elektrostati¢kog savijanja jonskog snopa pod 90° direktno u
maseni analizator (Slika 14) [97].
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Slika 14. Elektrostaticko savijanje jona pod 90° (modifikovano iz [97]).

Maseni analizator ima ulogu u razdvajanju jona na osnovu njihovog m/z odnosa. Jedan od
najkoris¢enijih masenih spektrometara je kvadrupol. Kvadrupol se sastoji od Cetiri elektrode na
koje se primenjuje jednosmerna i naizmeni¢na struja, ali na suprotnim parovima elektroda (Slika
15). Ova voltaza se zatim brzo menja zajedno sa RF snagom u cilju propustanja samo M" jona do
detektora. Kvadrupol moze da razdvoji do 2400 jedinica atomske mase u sekundi. Ova osobina
daje ICP-MS metodi multielementarni kapacitet. Takode, sortiranjem jona na osnovu hjihovog
odnosa omogucava se dobijanje informacija o izotopima, posto izotopi jednog elementa imaju
razli¢ite atomske mase [97].

o=
Elektrode .= jonskisnop

Slika 15. Sematski prikaz masenog razdvajanja sa kvadrupolom (modifikovano iz [97]).

Finalni proces je privlacenje jona od strane negativno naelektrisane povrsSine detektora i
prevodenje broja jonskih udara u elektri¢ni signal koji moze da se izmeri (Slika 16) i poveZe sa
brojem atoma elementa u rastvoru preko kalibracione prave konstruisane za ispitivani element
[97]. Sematski prikaz ICP-MS metode prikazan je na Slici 17.
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Slika 16. Dinodni multiplikator elektrona (modifikovano iz [97]).
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Slika 17. Sematski prikaz ICP-MS metode (modifikovano iz [97]).

Spektralna preklapanja su najcesci tip smetnji u ICP-MS metodi. Poliatomske smetnje se
umanjuju propustanjem helijuma kroz Q c¢eliju. Princip uklanjanja poliatomskih smetnji zasniva
se na razlici u kinetickim energijama izmedu poliatomskih i analitnih jona. Kako su poliatomski
joni (npr. Ar®*CI") fizicki veéi od analitnih ("°As"), oni ée se ucestalije sudarati sa helijumom
od analitnih i tako gubiti vecu koli¢inu kineticke energije (Slika 18). Nedostatak razdvajanja na

osnovu razlika u kinetickim energijama (engl. kinetic energy discrimination — KED) je pad u

osetljivosti signala za analite male mase (npr. litijum, berilijum) [97].
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Nespektralne (matriksne) smetnje direktno zavise od sastava ispitivanog uzorka i rezultat
su razlika koje se javljaju u viskoznosti uzoraka i standardnih rastvora, taloZzenja soli oko otvora
konova, memorijskog efekta i promena uslova u plazmi. Ova vrsta smetnji uglavnom dovodi do
supresije signala, ali u pojedinim slucajevima moze da dovede do povecanja Suma signala. One
se jednostavno mogu umanjiti upotrebom internih standarda. Idealan interni standard treba da
bude neometajuca, monoizotopska vrsta koja se ne nalazi u rastvoru i ¢ije se fizicke osobine
slazu sa analitnim i koje se ne menjaju sa promenom eksperimentalnih uslova. Interni standard se
jednako dodaje ili distribuira kako u uzorak tako i u standardne rastvore i slepu probu. U radu sa
klinickim uzorcima dovoljno je pokriti maseni opseg sa tri interna standarda, mada se moze

koristiti i ve¢i broj odgovarajucih internih standarda [100].

" Kvadrupol | Celija |

. . ‘;:: . OdD +— lz plazme
ol detehtoru@ O @ .

P
.
. | %‘
:

Slika 17. Princip uklanjanja poliatomskih smetnji sa helijumom (modifikovano iz [97]).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sakupljanje uzoraka tkiva

U studiji je uéestvovalo 200 pacijenata, od toga 21 pacijent sa dijagnozom HaSimotovog
tiroiditisa (HT), 62 pacijenta sa dijagnozom koloidne strume (KS), 36 pacijenata sa dijagnozom
benignog tumora (BT) i 81 pacijent sa dijagnozom malignog tumora tiroidne zlezde (70 sa
papilarnim karcinomom, 8 sa folikularnim i troje sa medularnim karcinomom). Tkivni materijal
je uzorkovan u Centru za endokrinu hirurgiju Klinickog Centra Srbije u Beogradu, u skladu sa
Etickom dozvolom Etickog Komiteta Klinickog Centra Srbije u Beogradu (br. 1575/5). Svaki
pacijent je dobrovoljno i pismeno dao svoj pristanak da ucestvuje u ovom istrazivanju. Odlukom
Etickog odbora Hemijskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu odobrena je upotreba humanog
materijala za potrebe ove disertacije (br. 1-12/18).

Uzorci tkiva su dobijeni nakon operacije tiroidne zlezde. Od pacijenata sa benignim i
malignim tumorom uzorkovano je i zdravo tiroidno tkivo (ZTT) sa najvece moguce udaljenosti
od primarnog tumora, koji je bio jasno demarkiran (n = 117). Preoperativna dijagnoza oboljenja
tiroidne Zlezde postavljena je na osnovu citoloSkog nalaza punktata dobijenog aspiracionom
biopsijom. Ova dijagnostic¢ka procedura je rutinski sprovedena kod svih pacijenata sa sumnjivim
nodusom, uz dodatnu radiolosku i funkcionalnu dijagnostiku. Definitivna dijagnoza malignih i
benignih oboljenja tiroidne Zlezde potvrdena je na osnovu patohistoloske analize postoperativno
dobijenog uzorka tkiva od strane dva nezavisna patologa. Patohistoloskom analizom ZTT-a nije
ustanovljeno prisustvo bilo koje patoloske promene.

Od pacijenata su sakupljeni podaci o polu, uzrastu, pusackom statusu, prethodnoj istoriji
oboljenja tiroidne zlezde u porodici, ultrasonografskoj velic¢ini nodusa, prisustvu retrosternalnog
rasta, PH dijagnozi, TNM stadijumu bolesti, postojanju invazije tiroidne kapsule i multicentri¢ne
diseminacije. Da bi se izbegao uticaj endogenih faktora, iz istrazivanja su iskljuceni pacijenti sa
drugim tipovima maligniteta, hronicnim oboljenjima jetre 1 bubrega, dijabetesom, infektivnim 1

drugim bolestima koje bi mogle da uti¢u na koncentraciju metala.
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3.2. Hemikalije i instrumenti

Sve koris¢ene hemikalije bile su analiticke Cistoce i1 bile su nabavljene od proizvodaca
,Merk“-a (Darmstad, Nemacka). Azotna kiselina je dodatno pre¢is¢ena pomocu ,,Berghof*-ovog
aparata za destilaciju koncentrovanih kiselina (BSB-939-1R) (Slika 19). Za pripremu standardnih
rastvora, uzoraka i slepe probe kori§¢ena je ultracista voda (otpornosti > 18.2 MQ). Ultracista
voda je dobijena propustanjem destilovane vode kroz ,,Milli Q Plus” sistem (Merk, Darmstad,
Nemacka). U cilju spre¢avanja kontaminacije, koris¢eni plasti¢ni i stakleni materijali ostavljeni

su potopljeni 24 h u 10% azotnoj kiselini i pre upotrebe su dobro isprani sa ultracistom vodom.

+
+
+

==

e r Hladenje

Kiselina

IR lampa

® ——— Destilat

Slika 19. Aparat za destilaciju azotne kiseline. Kiselina se zagreva sa infracrvenom (IR) lampom
i snaga lampe se podeSava da temperatura bude 10-20°C ispod temperature kljuc¢anja kiseline. Na
ovaj nacin se sprecava unos necistoc¢a koje zaostaju u talogu. Redestilacijom se moze posti¢i jo$

veci stepen Cistoce destilovane kiseline.

Za pripremu medustandardnih rastvora koriS¢en je komercijalni multielementarni rastvor

koncentracije 10 mg/L (VHG Labs, Mancester, Engleska). Za korekciju matriksnih smetn;ji
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koris¢en je komercijalni rastvor internog standarda (100 mg/L ‘Li i Sc; 20 mg/L Bi, Ga, In, Th,

Y) od istog proizvodaca. Uzorci su razoreni u mikrotalasnom digestoru (ETHOS 1, Milestone,

Italija). Elementi su kvantifikovani sa ICP-MS aparatom (iCAP Q, Thermo Scientific, Engleska)

(Slika 20).

|

-

[

Slika 20. ICP-MS aparat (iCAP Qc, Thermo Scientific).

Za obrazovanje plazme i rasprSivanje uzorka koriséen je argon visoke Cistoce (99,999%),

snabdeven od “Messer”-a, Pan¢evo, Srbija. Koliziona ¢elija punjena je sa helijumom (99,999%),

takode snabdevenim od “Messer”-a. Glavne karakteristike ICP-MS date su u Tabeli 3.

Tabela 3. Glavne karakteristike ICP-MS instrumenta.

Karakteristike

Peristalticka pumpa
Rasprsivac

Komora za rasprsivanje
Protok gasa

gas za hladenje
pomoc¢ni gas
gas za transport uzorka
RF generator
Kalem
Plazmenik
»Sampler kon
,.Skimmer® kon
Optika
Q ¢elija
Maseni analizator
Detektor

Niskopulsirajuca, 12 minirolera, 4 kanala
Koncentri¢ni, stakleni
Ciklonska, kvarcna

0,80 L/min

1,13 L/min

16 L/min

27 MHz, snage od 500 do 1600 W (optimalno 1,55 kW)
Bakarni, obloZen srebrom

Kvarcni

Platinski (otvor pre¢nika 1,2 mm)

Platinski (otvor pre¢nika 0,8 mm)

Cilindri¢na jonska so¢iva pod uglom od 90°
Ar-STD ili He-KED

Kvadrupol

Diskontinualni dinodni multiplikator elektrona
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U cilju dodatne potvrde rezultata merenja, elementi ¢ije su koncentracije bile vece od 10
Mg/L dodatno su kvantifikovani metodom induktivno spregnute plazme sa optickom emisionom
spektrometrijom (ICP-OES, iCAP 6500 Duo Spectrometer, Thermo Scientific, Engleska) (Slika
21). Glavni instrumentalni parametri ICP-OES metode i izabrane talasne duzine prikazane Su u
Tabeli 4.

Slika 21. ICP-OES aparat (iCAP 6500 Duo Spectrometer, Thermo Scientific).

Tabela 4. Instrumentalni parametri ICP-OES i izabrane talasne duZine.

Vrednosti
RF snaga (W) 1150
Spoljni protok gasa (L/min) 12
Srednji protok gasa (L/min) 0,50
Centralni protok gasa (L/min) 0,50
Talasne duzine Zn (213,856) Pb (220,353)

Cu (224,700)  Se (196,022)
Ni (231,604)  Cd (226,499)
Mn (257,604)

3.3. Optimizacija i validacija ICP-MS metode

Instumentalni parametri ICP-MS optimizovani su sa ,,iCAP Q tuning B* rastvorom, koji
sadrzi 1 pg/L Ba, Bi, Ce, Co, In, Li i U u 2%-tnoj azotnoj kiselini. Za proveru ta¢nosti ICP-MS i
ICP-OES metode kori$¢eni su standardni referentni materijali (SRM) pune krvi (Seronorm®,
SER0210105 L-1 i SER0O210205 L-3, Norveska). Razblazeni rastvor internog standarda (45SC
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od 50 pg/L i %Y, ®Th, ?®Bi od 10 pg/L) uvoden je preko zasebne cevéice na peristaltickoj
pumpi i tako jednako distribuiran u slepu probu, standardne rastvore i uzorke.

Sest standardnih rastvora u opsegu od 1 do 300 pg/L bilo je dovoljno da se postigne
odli¢na linearnost kalibracione prave za svaki ispitivani element (r > 0.999). Svi raspolozivi
izotopi elementa snimani su u standardnom (argonovom) i kolizionom (helijumovom) modu.
Rezultati merenja su medusobno uporedeni sa deklarisanim vrednostima SRM-a. Veca tacnost za
ispitivane elemente dobijena je pomocu kolizionog moda i selektovani izotopi prikazani u Tabeli
5, zajedno sa recovery (R) vrednostima. Ta¢nost metode bila je u opsegu od 92,06 do 121,01%.

Relativna standardna devijacija (RSD) merenja bila je manja od 5%.

Tabela 5. Poredenje dobijenih vrednosti sa deklarisanim vrednostima SRM-a za selektovane izotope.

Puna krv (L-1) (pg/L) Puna krv (L-3) (pg/L)

Pronadeno Deklarisano R(%) Pronadeno Deklarisano R(%)
SONj 1,67 1,38 121,01 16,66 15,90 104,78
%Cu 0,58 0,63 92,06 1,50 1,34 111,94
®7n 4,08 4,20 97,14 6,88° 7,10° 96,90
208pp, 11,10 9,90 112,12 350 337 103,86
83e 56,05 60 93,42 171 161 106,21
>*Mn 17,42 18,4 94,67 30,01 31,40 95,57
ed 0,32 0,28 114,29 5,18 5,01 103,39
®As 4,76 4,60 103,48 16,22 14,10 115,04
28y 0,169 0,18 93,89 0,170 0,18 94,44

# Koncentracija izraZzena u mg/L

Isti standardni referentni materijali koris¢eni Su za proveru tacnosti ICP-OES metode i
selektovane talasne duzine za ispitivane elemente date u Tabeli 4 odgovaraju najvecoj ta¢nosti sa

deklarisanim vrednostima SRM-a.

3.4. Mikrotalasna priprema uzorka

Priblizno 0,5 g uzorka tiroidnog tkiva je prebaceno u mikrotalasnu kivetu 1 tacna masa je
odmerena na analiti¢koj vagi. Uzorci tkiva su razoreni sa koncentrovanom azotnom kiselinom i
koncentrovanim vodonik-peroksidom u zapreminskom odnosu 7:1 prema sledeCem rezimu rada
mikrotalasnog digestora: 5 minuta na 140°C, 5 minuta na 185°C i dodatnih 20 minuta na 185°C.

Razoreni uzorci su ohladeni, kvantitativno prebaceni u normalne sudove od 25 mL 1 razblazeni
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ultra¢istom vodom do crte. Liofilizovan SRM je prvo rekonstruisan prema uputstvu proizvodaca

1 zatim je pripremljen na isti nacin kao $to je opisano za uzorke tkiva.

Slika 21. Mikrotalasni digestor (ETHOS 1, Milestone) sa setom od 10 kiveta.

3.5. Statisticka analiza

Za uni- i multivarijantnu obradu podataka koriséen je SPSS program (IBM Statistics 20).
Raspodela podataka proverena je sa Kolmogorov-Smirnovim testom. S obzirom da rezultati nisu
bili jednako distribuirani, neparametrijski testovi (Mann-Whitney U test i Kruskal-Wallis-ov test)
su koris¢eni za poredenje sadrzaja metala izmedu grupa. Od mera centralne tendencije koris¢ena
je medijana, dok je od mera varijabiliteta kori$¢en interkvartilni opseg (engl. interquartile range
— IQR). Korelacija izmedu sadrzaja svih metala ispitana je sa Spearman-ovim testom i jedino su
razmatrane korelacije sa rs > 0,60. Analiza glavnih komponenata (engl. principal component
analysis — PCA) i linearno diskriminantna analiza (LDA) sprovedene su u okviru PLS ToolBox
paketa (Eigenvectors Inc.v.6.2.1) u okviru MATLAB verzije 7.12.0 (R2011a) (MathWorks INC,
SAD). Za PC analizu korisc¢en je Singular Value Decomposition (SVD) algoritam i 95%-tni nivo
pouzdanosti za Hottelling-ovu raspodelu. U slu¢aju veoma dobrog razdvajanja sadrzaja metala sa
PCA, dodatno je primenjena metoda delimi¢no najmanjih kvadrata s diskriminatornim pristupom
(Partial Least Square-Discriminant Analysis — PLS-DA), takode u okriru PLS Tool Box paketa.

Prihvaceni nivo znacajnosti za svaki statisticki test bio je p < 0,05.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Zdrava tiroidna tkiva

Koncentracija metala odredena je u 117 uzoraka zdravog tiroidnog tkiva (ZTT). Dobijen
je slede¢i redosled zastupljenosti metala u ispitivanim uzorcima: Zn > Cu > Mn > Se > Ni > Cd
> Pb > As > Th > U. Najzastupljeniji metal bio je Zn, dok je sadrzaj Th i U detektovan u ultra-
tragovima (Slika 23). U cilju $to jasnijeg sagledavanja graficke raspodele metala u zavisnosti od
A) pola, B) starosne kategorije i C) konzumiranja duvana, sa Slike 24 su isklju¢ene vrednosti za

Zn. Parametri deskriptivne statistike za sve metale dati su u Tabeli 6.

Tabela 6. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj ispitivanih metala u ZTT (ng/g).

Mn Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U
ZTT  medijana 119 75 337 5875 0,89 145 40 28 0,20 0,09
IOR 77 50 209 4152 0,76 115 50 40 0,19 0,16
min 30 15 108 1319 0,07 26 242 501 001 0,01
max 404 186 2018 11383 438 496 128 106 0,97 0,46

Na osnovu preporuka koje su donele Medunarodna unija za Cistu 1 primenjenu hemiju 1
Medunarodna federacija za klini€¢ku hemiju 1 laboratorijsku medicinu, referentne vrednosti za sve
klini¢ki-znacajne metale prikazane su u percentilima (P) u opsegu 2,5-97,5% i izracunate su kao
donji limit (DL) i gornji limit (GL) 95%-tnog intervala pouzdanosti. Rezultati su dati u Tabeli 7,
zajedno sa vrednostima geometrijske srednje vrednosti (engl. geometric mean — GM). U Tabeli 7
je takode prikazan sadrZzaj metala na osnovu razlika u polu (zene/muskarci = 80/37), godina (<
50 naspram > 50 godina = 56/61) i konzumiranja duvana (pusaci/nepusaci = 37/80). Statisticki
znacajna razlika izmedu dva seta podataka potvrdena je sa Mann-Whitney U testom. Utvrdeno je
da je sadrzaj Cu, Th i U bio znacajno veci kod Zena, dok je sadrzaj Zn bio znacajno veci kod
muskaraca. Sadrzaj Zn je takode bio znacajno povecan u starijoj starosnoj grupi, dok je sadrzaj U
bio smanjen. Deklarisani pusaci, koji su se za vreme anketiranja izjasnili da konzumiraju vise od
deset cigareta dnevno, imali su znacajno povecan sadrzaj Cd, Pb i U u poredenju s nepusacima

(ispitanicima koji su se za vreme anketiranja izjasnili da ne konzumiraju cigarete).
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Tabela 7. Sadrzaj metala u ZTT (ng/g) u zavisnosti od pola, starosne kategorije i konzumiranja duvana.

Metal Grupa GM Percentili (P) 95% interval p-vrednost
P2,5 P5 P10 P25 P50 P75 P95 P97,5 LL GL
Mn Ukupno 113 35 48 56 78 119 153 230 274 116 139
Pol > 0,05
Zene 109 34 43 52 73 117 153 229 267 113 137
Muskarci 126 58 60 69 99 129 153 229 266 126 149
Starost > 0,05
<50 godina 108 34 39 52 71 115 152 229 276 113 136
> 50 godina 118 50 55 64 91 120 166 231 259 119 143
Pusacki status > (0,05
Pusaci 106 34 45 55 84 105 147 211 224 108 132
Nepusaci 116 39 49 59 76 120 164 238 274 120 143
Ni Ukupno 69 15 21 25 38 75 134 166 175 73 98
Pol > 0,05
Zene 69 15 21 24 40 74 134 154 170 72 97
Muskarci 70 19 23 26 37 85 131 170 178 76 101
Starost > 0,05
<50 godina 65 15 21 26 38 73 114 163 174 68 93
> 50 godina 74 19 21 24 42 97 139 158 172 78 103
Pusacki status > 0,05
Pusaci 75 22 27 32 40 80 142 175 177 81 105
Nepusaci 68 15 21 23 39 74 130 153 155 71 96
Cu Ukupno 333 144 153 164 244 337 452 715 770 337 419
Pol <0,05
Zene 380 177 205 222 261 364 498 736 802 365 446
Muskarci 302 115 144 157 232 303 410 600 796 312 394
Starost > (0,05
<50 godina 359 114 134 186 242 359 482 857 1273 401 483
> 50 godina 325 145 155 162 246 314 450 685 711 318 400
Pusacki status > 0,05
Pusaci 293 112 142 156 206 291 386 674 711 293 375
Nepusaci 354 145 158 207 256 356 455 732 770 358 440
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Tiroidna Zlezda je histoloski i funkcionalno kompleksni endokrini organ. Za normalno
funkcionisanje tiroidne zlezde neophodna je optimalna koli¢ina mikroelemenata. Svaka promena
u koncentraciji elemenata koja ima negativan uticaj na tiroidnu homeostazu naziva se endokrina
disrupcija. Zbog sposobnosti tiroidne zlezde da akumulira esencijalne i toksi¢ne metale [84,101-
103] analiza metala u tiroidnom tkivu moze da pruzi pouzdanije informacije od analize metala u
telesnim tec¢nostima. Medutim, tiroidno tkivo je moguce sakupiti za analizu metala jedino nakon
hirur§kog zahvata ili autopsije. Ovo je ujedno i glavni razlog za veoma mali broj studija u kojima
je metalomika reprezentativno sagledana na tkivnom nivou. S tim u vezi, utro$en je veliki napor
(u trajanju od Cetiri godine) da se obezbede postoperativna tkiva za potrebe ovog istraZivanja.

Analiza selena u tiroidnom tkivu moze da pruzi adekvatne informacije o statusu selena u
organizmu. Medutim, treba naglasiti da tiroidna Zlezda nije organ sa najve¢om koncentracijom
selena u organizmu, $to je Cesta literaturna gresSka. Najbogatiji organi selenom su jetra, misici 1
bubrezi. Ako je unos selena u organizam adekvatan, koncentracija selena u jetri i bubrezima bice
vecée nego u bilo kom drugom organu. Ako je unos selena nedovoljan, koncentracije u misi¢ima i
jetri bi¢e snizene, dok ¢e se rezerve selena crpeti iz bubrega. Za sada postoje dokazi da bubrezi
igraju klju¢nu ulogu u regulisanju nivoa selena u stanjima deficijencije [104].

Poredenjem dobijenih rezultata za metale u ZTT sa literaturnim vrednostima zabelezena
je sli¢nost u njihovoj distribuciji medu populacionim grupama, sa izuzetkom selena ¢iji je sadrzaj
bio znacajno smanjen u srpskoj populaciji. Dobijena vrednost za srpsku populaciju (145 £ 115
ng/g) je, na primer, 5 puta niza kada se uporedi sa poljskom populacijom (710 + 60 ng/g) [105] i
oko 15 puta niza kada se uporedi sa ruskom populacijom (2200 + 1240 ng/g) [106]. Sli¢an trend
deficita selena u ZTT primecen je dodatnom komparativnom analizom sa drugim populacionim
grupama Sirom sveta [107]. Moguce objasnjenje za znacajno smanjen sadrzaj selena u ZTT moze
da bude nedovoljan dnevni unos putem hrane, a kao posledica deficita selena u zemljistu.

Utvrdeno je da je deficijencija selena prisutna medu 15% svetske populacije i da dnevni
unos selena direktno zavisi od nacina ishrane, odnosno od njegovog sadrzaja u zemljistu. Dnevni
unos selena u Evropi je oko 40 ug, dok se dnevni unos u SAD-u krece od 93 ug za zene do 134
pug za musSkarce. Sadrzaj selena u zemljiStu u Finskoj je izuzetno nizak, dok je sadrzaj selena u
Amazonu izuzetno visok. Kina je sa jedne strane deficitarna sa selenom (Kesanova provincija, sa
dnevnim unosom selena oko 20 pg), a sa druge strane veoma bogata selenom (Hubei provincija,

sa dnevnim unosom do 400 pg i zabeleZenim trovanjem selenom — selenozom, koju karakterise
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miris daha na beli luk). Razlike u dnevnom unosu selena postoje i medu evropskim zemljama, tj.
isto¢na Evropa je siromasnija selenom od zapadne Evrope [108-110].

Srbija pripada redu zemalja sa znacajno smanjenim sadrzajem selena u zemljistu [111].
Prvu vecu studiju o statusu selena u jugoslovenskoj populaciji objavili su Maksimovi¢ i saradnici
[112], koji su istakli deficijenciju selena u srpskoj populaciji na osnovu dobijenih rezultata za
analizirane namirnice 1 klinicke uzorke. Autori su istakli da se sadrzaj Se u pSenici, belom luku,
serumu i dlaci skalpa priblizava vrednostima koje su zabelezene u endemskim krajevima Kine, u
kojima je prvi put okarakterisana patoloska deficijencija selena i po ¢ijim okruzima Kesanova i
Kasin-Bekova bolest danas nose ime. Njihovi rezultati su, takode, ukazali da je koncentracija Se
u serumu srpske populacije medu najnizom u Evropi (44,2 pg/L) i da odgovara koncentraciji Se
u ispitivanoj grupi seruma Finaca koji su se nalazili pod velikim rizikom za razvoj kancera (< 45
Mg/L) [112]. Utvrdene vrednosti za selen u plazmi kre¢u se od 42 pg/L (Finska) do 158 pg/L
(Kanada) [113,114]. Kako znacajne varijacije u sadrzaju selena postoje Sirom sveta, univerzalni
referentni interval za ovaj mikroelement u krvi ne postoji. Stavise, medunarodna je preporuka da
se referentni interval utvrdi za svaku zemlju i u svim regionima jedne zemlje. Referentni interval
znacaju uvrdivanja referentnog intervala moze da bude zabelezena koncentracija selena u serumu
zlatibor¢ana (63 + 15 ng/L) koja je daleko veca u odnosu na druge regione Srbije. Takode, ovaj
kraj Srbije poznat je po smanjenoj ucestalosti karcinoma, za koje su karakteristi¢ne vrednosti Se
ispod 45 pg/L [115].

Ukljucivanje selena u stoénu hranu u Srbiji za nekoliko kategorija domacih Zzivotinja
pocinje 1989. godine, a tek 2000. godine ova praksa pocinje da se primenjuje na sve kategorije
domacih zivotinja. Pavlovi€ 1 sar. [116] analizirali su i uporedili sadrzaj selena u namirnicama za
periode 1990-1991 i 2000-2008. U zakljuc¢ku njihove studije istaknuto je da je sadrzaj selena u
namirnicama bio veéi u 2008. godini u odnosu na 1991. godinu, ali da je ukupni dnevni unos Se
u Srbiji i dalje nedovoljan (40,9 ug).

Esencijalni znacaj selena za ¢oveka zabelezen je 70-tih godina proslog veka, kada je
primeceno da suplementacija sa Na-selenitom sprecava ili smanjuje klinicke znake/simptome
endemske kardiomiopatije (KeSanova bolest) i hroni¢ne hondrodistrofije (Kasin-Bekova bolest)
[113]. Selen je esencijalni element u tragu i sastavni je deo 21. aminokiseline — selenocisteina,

koji ulazi u sastav selenoproteina. Za selenocistein (Sec) je karakteristi¢an nukleotidni triplet na
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IRNK (UGA kodon), koji je jedan od tri ,,stop* kodona. Druga biohemijska jedinstvenost je $to
se Sec sintetiSe na tRNK. Humani selenoproteom se sastoji od 25 selenoproteina. Glavnu grupu
selenoproteina Cine glutation peroksidaze (GPx), jodotironin dejodinaze (DIO1-4), tioredoksin
reduktaze (TrxR) i selenoprotein P [117-121]. Nedostatak selena dovodi do smanjene ekspresije
selenoproteina koji reguliSu ravnotezu tiroidnih hormona, pa se u stanjima deficijencije selena
javljaju povecani nivoi T4 i smanjeni nivoi T3 u plazmi [108]. Selenoproteini (glutation-zavisni
antioksidativni enzimi) ¢uvaju homeostazu tireocita od slobodno-radikalskih osteéenja i regulisu
metabolic¢ku kontrolu sinteze i prevodenja tiroidnih hormona u netiroidnim tkivima, u kojima se
T4 prevodi do T3 ili inaktivhog izomera, rT3 [119]. Za najadekvatniju ekspresiju selenoproteina
potrebno je da koncentracija selena u plazmi bude u intervalu 80-90 pg/L [122].

Direktna korelacija izmedu deficijencije selena i razvoja tiroidnih kancera nije utvrdena,
ali sve veéi broj studija ukazuje da deficit selena i smanjena ekspresija selenoproteina mogu da
predstavljaju potencijalni faktor rizika za razvoj tiroidnih kancera [117].

Deficijencija selena u populaciji mozZe se zaustaviti adekvatnim obogacivanjem hrane ili
suplementacijom sa Na-selenitom ili metilovanim jedinjenjima selena, npr. L-selenometioninom
ili metilselenocisteinom [117]. Suplementacija selenom pokazala se efikasnom u le¢enje blagog
oblika HaSimotovog tiroiditisa i Grejvs-Bazedovljeve bolesti [120].

Preporucen dnevni unos selena za srpsko stanovniStvo nikada nije utvrden. Medunarodna

preporuka je oko 60 ug za Zene i oko 75 pg za muskarce [108-110].

42



4.2. HaSimotov tiroiditis

U jednoj od nasih prvih studija, sadrzaj elemenata u HaSimotovom tiroiditisu ispitan je u
serumu male grupe pacijenata (n = 23) i uporeden je sa kontrolnom grupom (n = 70). Razlika u
koncentraciji metala izmedu dve grupe potvrdene je sa Mann-Whitney U testom. Utvrdeno je da
je koncentracija esencijalnih (Cr, Mn, Co, Cu, Zn, Se) i toksi¢nih (Ni, As i Cd) metala zna¢ajno
veca u serumu pacijenata sa HT-om kada se uporedi sa kontrolnom grupom (p < 0,05). Posto je
svih devet metala imalo dosta veliki uticaj na razdvajanje HT grupe od kontrole, predlozen je
jedinstveni profil metala u serumu eutiroidnih pacijenata sa HT-om [123].

Pored univarijantne statisti¢ke analize, primenjene su i multivarijantne metode kako bi se
uspostavili kriterijumi za $to jasniju klasifikaciju i diferencijaciju ispitivanih uzoraka seruma. Za
razdvajanje dve grupe ispitanika primenjena je PCA. Dobijen je trokomponentni PCA model koji
objaSnjava 90,17% ukupnog varijabiliteta medu podacima. Prva komponenta, PC1, obuhvatila je
63,81% ukupnog varijabiliteta podataka, druga komponenta, PC2, 14,21% i tre¢a komponenta,
PC3 7,16%. Na Slici 25 prikazana je projekcija faktora skorova (Slika 25a) i uzajamna projekcija
koeficijenata latentnih varijabli vektora (Slika 25b) za prve dve (glavne) komponente. Dobijen je
znacajno Visok ukupni varijabilitet podataka obuhvacen dvema glavnim komponentama, koji bi
mogao da odgovara polimorfnosti u klinickoj prezentaciji bolesti i interindividualnim razlikama

izmedu ispitanika. PCA model jasno ukazuju na dve razdvojene grupe uzoraka duz PC1 smera.

T ; - 08— T T T
® ¥ Kontrola i |'Ni

St | © HT ‘
4 | — —95% ConfLev || 061 ‘
|
3t . al
= s i 1» o \é:’ - R ‘
S & g | o ™ 2 02l | Ccl’.lvn
=1 / v | ® o \\ E’ | Co
o~ o C
g 3o ———— o
1 \ C?@ [} o / i 02 | Cu"Zn
2 e ~ | . 4 4 |
3l T ] . | 04} |
| ° : ) ) | : .Se. . ) :
R 0 5 3 5 8 10 06 04 02 0 02 04 06 08 1
PC 1 (63.81%) PC 1 (63.81%)
a b

Slika 25. PCA model za diferencijaciju dve grupe ispitivanih uzoraka seruma.
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S obzirom da je analizom glavnih komponenti dobijeno odli¢no razdvajanje za sadrzaje
metala u serumima dve grupe, PLS-DA metoda je zatim primenjena da se pronadu metali koji bi
najuticajnije mogli da razdvoje HT grupu od kontrolne. U cilju odredivanja stepena tac¢nosti i
osetljivosti PLS-DA modela, Citav set podataka podeljen je na dve podgrupe, kalibracioni set i
testirajuci set, na osnovu nasumicno izabranih koncentracija. Od 70 uzoraka seruma iz kontrolne
grupe i 23 uzorka iz HT grupe, kalibracioni set je obrazovan od 55 i 15 uzoraka, dok je testirajuci
set obuhvatao preostali broj uzoraka. Graficki prikaz skorova dat je na Slici 26a. Diferencijacija
varijabli izvrSena je na osnovu VIP-a (varijabilnog znacaja u rezultatima projekcije). Varijable sa
VIP skorom ve¢im od 1 smatrane su najrelevantnijim. Najuticajniji metali koji su razdvojili HT
grupu seruma od kontrole bili su Cr, Mn, Co, Zn i Cd (Slika 26b). Standardizovani koeficijenti
regresije, na osnovu kojih se moze videti znacaj pojedinac¢nih varijabli u regresionim modelima,
prikazan su na Slici 26¢ i Slici 26d. Dobijeni model za HT pokazuje visoke vrednosti regresionih
koeficijenata za Cr, Mn, Co, Zn, Cu i Cd i negativne vrednosti za Ni, As i Se. Isti parametri imali
su suprotan uticaj na regresioni model u kontrolnoj grupi. Koncentracije metala u kontroli bile su
veoma gusto grupisane i pokazivale su mala odstupanja, dok su koncentracije metala u serumima
HT grupe bile slabije klasterovane. Uzorci bogati Ni (gornja desna strana dijagrama) i Se (donja
desna strana dijagrama) nalazili su se van ,,Hotelling“-ove elipse 95%-tnog intervala pouzdanosti
1 njihove vrednosti koncentracija se moraju uzeti sa rezervom. MoZe se izvesti zakljucak da PLS-
DA metoda ima veliki znacaj u ta¢noj predikciji postojanja HT-a na osnovu koncentracija metala
u ispitivanim uzorcima seruma.

Kako je HT najzastupljeniji uzro€nik hipotiroidizma, koncentracija esencijalnih metala u
serumu pacijenata sa HT-om i/ili hipotiroidizmom prijavljena je od strane velikog broja studija,
ali je izmedu studija zabeleZena velika kontradiktornost u rezultatima, posebno za Cu, Zn i Se
[124-126]. Jedino slaganje odnosi se na hipermanganemiju kod pacijenata sa nelecenim oblikom
HT-a. Nivo Cu, Zn i Se kod eutiroidnih pacijenata pre i posle terapije sa levotiroksinom (LT4)
ispitali su Erdal i sar. [127] i Przybylik-Mazurek i sar. [128]. Obe studije utvrdile su da se nivo
esencijalnih metala u plazmi znac¢ajno ne menja pre i nakon terapije sa sintetickim T4 (LT4), koji
se daje pacijentima sa hipotiroidizmom da se nadoknadi izgubljena koli¢ina endogenog tiroksina.
U tom smislu, nasi rezultati 0 poveéanoj koncentraciji metala u serumu eutiroidnih pacijenata sa
HT-om mogli bi da ukazu na deregulisani sadrzaj metala i pruze jedinstveni profil devet metala

kod eutiroidnih pacijenata sa HaSimotovim tiroiditisom.

44



Y Predicted

Reg Vector for C

1.2

-

0.8}

0.6}

04}

0.2}

-02+

0@ d

‘ol
Hy

C pred

Hy pred
Discrim Y

il AU SR

0.1

0.05f

-0.05

-0.1

-0.15

-0.2

-0.25

-0.3

20

30

e

Cr

(@]
c

Y

Cd

w
ey
o
»

Variable

c

Reg Vector for Hy

VIP Scores

-

(o
=)

o
)
:

o
o

o
N

o

Cr

Co

0.25

0.2

0.1

0.05

-0.05-

-0.1
1

Variable

b

Cr

Cd

Variable

d

Slika 26. PLS-DA model za dve grupe uzoraka seruma.

Sadrzaj esencijalnih i1 toksi¢nih metala kvantifikovan je u tkivnom materijalu pacijenata

sa HT-om. Osnovni podaci o ispitanicima dati su u Tabeli 8 1 graficki prikaz GM vrednosti za

sadrzaje metala (izuzev za cink) prikazan je na Slici 27. lzuzetak je bio pol ispitanika, jer nijedan

pacijent nije bio muskarac, a §to odgovara izuzetno niskoj ucestalosti oboljevanja u odnosu na

zene. Razlika u sadrzaju metala izmedu dve grupe potvrdena je sa Mann-Whitney U testom. Nasi

rezultati ukazuju da je jedino sadrzaj Cu bio znacajno poveéan u mladoj grupi pacijenata (539 £

248 ng/g) kada se uporedi sa starijom grupom pacijenata (351 £ 142 ng/g). Kadmijum je bio

znacajan za razdvajanje pusaca (59 + 40 ng/g) od nepusaca (41 = 32 ng/g), kao i za razdvajanje

nodusa veceg precnika (68 + 43 ng/g) od nodusa manjeg pre¢nika (33 = 20 ng/g) (p < 0,05).
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Tabela 8. Osnovni podaci o ispitanicima sa Hasimotovim tiroiditisom.

Pol Uzrast (godine) Pusacki status Veli¢ina nodusa (cm)
Zene  Muskarci <50 >50 Da Ne <55 >55
Broj pacijenata 21 - 10 11 9 12 10 11
600
500
400
2
ob 300
f=]
200
100
' Ak
Mn Ni Cu As Se cd Pb Th u
m<55god.| 194 101 495 2,89 113 45 78 0,02 0,18
m>55god.| 175 88 325 3,45 70 31 61 0,04 0,19

500
450
400
350
300
250
200
150

100

b l R |
. =

M Pusadi 221 99 447 2,54 122 47 70 0,03 0,19

M Nepusaci| 157 92 379 3,79 70 31 69 0,03 0,17

ng/g




500
450
400
350
300
250
200
150
100
: LB
0 Mn Ni Cu As Se Cd Pb Th u

Em<55cm| 219 107 462 2,60 112 55 72 0,03 0,18
m>55cm| 159 86 367 3,71 76 27 68 0,03 0,18

ng/g

Slika 26. Distribucija sadrzaja metala na osnovu A) pola, B) pusenja i C) veli¢ine nodusa.

Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u HT-u i kontrolnoj grupi dati su u
Tabeli 9. Dobijen je znacajno veci sadrzaj Mn, Cu, As, Se, Pb i U u tkivu pacijenata sa HT-om.
Interesantno je da je sadrzaj Th bio znacajno veci u kontrolnoj grupi. Sadrzaj Ni i Zn nije bio od

znacaja za razdvajanje dve ispitivane grupe (Slika 28).

Table 9. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u tkivima sa HT-om i kontrolnoj grupi (ng/g).

Mn Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U
Ha8imotov ~ medijana 192 84 415 5593 3,07 104 40 51 0,02 0,20
tiroiditis IOR 164 55 272 4462 7,19 93 50 50 0,05 0,09
min 59 18 151 1946 0,37 37 11 10 0,01 0,07
max 482 443 1272 17601 144 217 138 116 0,20 0,48
Kontrolna medijana 120 75 329 5896 0,89 122 40 33 0,20 0,05
grupa IQR 77 50 209 4152 0,76 115 50 40 0,19 0,16
min 30 15 108 1319 0,07 26 2,42 5,01 0,01 0,01
max 404 186 2018 11383 4,38 496 128 106 0,97 0,46
U-test p-vred. <0,06 >0,05 <005 >0,05 <005 <005 >0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Kako je ovo prvo istrazivanje koje je prijavilo sadrzaj metala u tkivima pacijenata sa HT-

om, komparativnu analizu sa drugim studijama nije moguce sprovesti.
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Najznacajniji toksi¢ni metal koji je razdvojio tkiva sa HT-om od kontrole bio je arsen.
Glavni na¢in unosa arsena za neprofesionalno izloZzenu populaciju je pijaca voda i maksimalno
dozvoljena koncentracija arsena u pijacoj vodi je 10 pg/L [129,130]. U revijalnom radu Singh-a i
sar. [129] istaknuta je ozbiljna kontaminacija pijace vode sa neorganskim oblicima arsena sirom
sveta, posebno u Bangladesu, Indiji, Cileu, Tajlandu, Tajvanu, Rumuniji, Madarskoj itd. Najveéa
koncentracija arsena u pijacoj vodi zabeleZena je u Bangladesu (do 4700 ug/L) i Indiji (do 3700
Mg/L). Posledi¢no, za ove zemlje je karakteristicna arsenoza (hroni¢no trovanje arsenom).

Povecana koncentracija arsena u pija¢oj vodi zabelezena je i u Srbiji. U Srbiji se najveci
broj zagadivaca direktno ispusta u Zivotnu sredinu, a pre¢iS¢avanje otpadnih voda je nedovoljno
zbog nedostatka finansijskih i tehni¢kih sredstava za uklanjanje teskih metala [131]. Jovanovic¢ i
sar. [132] zabelezili su najvecu koncentraciju arsena u pija¢oj vodi u Vojvodini, prvenstveno u
Banatskom okrugu i Zrenjaninu. Stanisavljev i sar. [133] odredili su da je koncentracija arsena u
pijac¢oj vodi u Zrenjaninu i jo§ nekim okolnim mestima bila i do 10 puta veca od dozvoljenog
nivoa i da je u pojedinim uzorcima dostizala vrednost od 300 pg/L. Devi¢ i sar. [134] zabelezili
su povecane vrednosti arsena u pijac¢oj vodi Banatskog okruga (26-138 ug/L) i Velike Morave
(21,7 pg/L) i istakli da je dobar deo srpske populacije hroni¢no izlozen arsenu.

Znacajno povecan sadrzaj arsena u tkivu pacijenata sa Hasimotovim tiroiditisom mogao
bi da se objasni hroni¢nom izlaganju arsenu preko pijac¢e vode, a mehanizam njegovog toksi¢nog
dejstva na tiroidno tkivo mogao bi da se objasni heliranjem za tiroidne proteine, $to za posledicu
ima izmenu topologije self-proteina i stvaranje novih antigena, koji trigeruju autoimuni odgovor.
Da bi se ova hipoteza proverila, u buduénosti je neophodno izvrsiti analizu uticaja demografske

distribucije sadrZaja arsena u odnosu na poreklo obolelih.
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Slika 28. Box plotovi za sadrzaj metala u tkivu pacijenata sa HT-om i kontrolnoj grupi (ng/g).

51



4.3. Koloidne strume

Uzorci tiroidnog tkiva sakupljeni su od 62 pacijenta sa koloidnom strumom (KS). Podaci
o ispitanicima dati su u Tabeli 10. Graficka distribucija sadrzaja metala (izuzev za Zn) na osnovu
GM vrednosti prikazana je na Slici 29. Poredenje izmedu grupa ispitano je sa Mann Whitney U
testom. U poredenju sa muskarcima, zene su imale zna¢ajno povecan sadrzaj Mn, Ni i Cu, dok su
muskarci imali znac¢ajno poveéan sadrzaj Cd. Povecan sadrzaj Cd i smanjen sadrzaj Zn bio je od
znacaja za razdvajanje starijih pacijenata od mladih, dok se sadrzaj metala u tkivima puSaca i
nepusaca nije znacajno razlikovao. Na osnovu veli¢ine nodusa, jedino je sadrzaj Ni bio znacajno
poveéan u nodusima manjem precnika, $to je znacajan podatak sa aspekta posmatranja nikla kao

potencijalnog inicijatora patogeneze koloidne strume.

Tabela 10. Osnovni podaci o pacijentima sa koloidnom strumom.

Pol Uzrast (godine) Pusacki status Veli¢ina nodusa (cm)
Zene  Mugkarci <50 > 50 Da Ne <55 >55
Broj pacijenata 49 13 25 37 51 11 27 35
300
250
200
o0
Y 150
=
100
50
0
Mn Ni Cu As Se Cd Pb Th u
M Zene 98 108 275 1,16 72 35 64 0,26 0,14
M muskarci 46 52 170 0,83 58 60 50 0,26 0,13
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350

300
250
200
X
od
c
150
100
50 I
0
Mn Ni Cu As Se cd Pb Th u
W< 50 god. 92 82 246 1,09 63 25 55 0,31 0,15
H > 50 god. 94 107 286 1,16 66 53 70 0,21 0,13
300
250
200
oo
= 150
o
100
50
. L
Mn Ni Cu As Se Cd Pb Th u
M pusac 105 101 266 1,12 57 41 66 0,29 0,15
M nepusac 80 98 274 1,15 62 23 60 0,23 0,14
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300
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200

150

ng/g

100

50

0 .

Mn Ni Cu As Se Cd Pb Th u
m<35cm 89 117 258 1,31 74 38 60 0,27 0,14
m>35cm 96 47 276 0,92 59 44 67 0,22 0,15

Slika 29. Distribucija sadrZaja metala na osnovu A) pola, B) uzrasta, C) konzumiranja duvana i D)

veli¢ine nodusa.

Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala i izabrane odnose dati su u Tabeli 11.
Kontrolna grupa je obrazovana od ZTT i jednog seta uzoraka zdravih tkiva pacijenata sa KS, koji
se po sadrzaju metala nije znacajno razlikovao u odnosu na ZTT (p > 0,05). Poredenje kontrolne
grupe sa KS tkivima prikazano je na Slici 30. Zbog zna¢ajnog odstupanja rezultata od normalne
distribucije, razlika u sadrzaju metala potvrdena je sa Mann-Whitney U testom. Sadrzaj Mn i Se
bio je znacajno smanjen u uzorcima tkiva sa KS, dok je sadrzaj Pb, Th i U bio znacajno povecan
(p < 0,05).
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Tabela 11. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u koloidnim strumama i kontrolnim tkivima (ng/g).

Mn Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Pb/Mn  Pb/Se Cd/Se Cd/Mn Cu/Zn
medijana 90 101 271 5797 1.1 62 39 61 0.26 0.14 0.88 1.06 0.71 0.72 0.04
Koloidne min 16 7 37 900 004 6 2 29 0.11 0.03 0.17 0.17 0.11 0.03 0.02
strume max 191 367 574 14159 4.6 200 245 226 1.36 0.36 3.95 7.13 5.28 2.23 0.18
IQR 89 139 173 6180 1.3 61 80 43 0.15 0.07 0.86 1.13 0.70 1.05 0.05
medijana 128 82 319 5969 1.3 109 50 19 0.11 0.05 0.16 0.18 0.43 0.37 0.05
Kontrolna  min 49 18 108 3220 0.2 32 16 8 0.02 0.01 0.04 0.04 0.08 0.07 0.02
grupa max 466 408 1018 9333 4.1 458 340 106 0.63 0.16 0.82 1.12 2.22 3.68 0.16
IQR 48 138 217 2984 15 83 48 11 0.06 0.04 0.12 0.24 0.83 0.58 0.03
U-test p-vred. <0.05 >0,06 >0,06 =>0,05 >0,05 <0.05 >0,05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0,05 >0,05 >0,05
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Slika 30. Box-plotovi za sadrzaj metala i izbrane odnose metala izmedu dve grupe (u ng/g).




PCA je primenjena u cilju uspostavljanja pouzdanijih kriterijuma za razdvajanje uzoraka
dve grupe koji su se poklapali po bioloskim parametrima. Dobijen je petokomponentni model
koji objasnjava 75,37% ukupnog varijabiliteta podataka. Projekcije faktora skorova i latentnih
koeficijenata varijabli vektora za prvu i tre¢u komponentu prikazane su na Slici 31. Na Slici 31a
uocavaju se dve jasno razdvojene grupe uzoraka duz PC1 smera. Najuticajniji parametri koji su
razdvojili uzorke KS od kontrole bili su esencijalni elementi, Mn i Se, sa pove¢anim sadrzajem u
kontroli, dok su povecani sadrzaji U, Pb/Mn i Pb/Se razdvojili KS (Slika 31b). Dobijeni rezultati
su u saglasnosti sa U-testom.
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Slika 31. PCA model za diferencijaciju sadrzaja metala i izabranih odnosa u dve ispitivane grupe.

Status klinic¢ki-znacajnih metala u tkivu pacijenata sa koloidnom strumom nedovoljno je
ispitan, a zbog sve ¢esce pojave neophodno je bolja metalomska karakterizacija koloidne strume.
Metalomika koloidne strume zavisi od tipa analiziranog tiroidnog ¢vora (difuzna hiperplasti¢na
koloidna struma, nodularna, multinodularna), sto je ujedno glavno objasnjenje za neusaglasenost
prijavljenih rezultata medu studijama. S druge strane, razlike u Zivotnim navikama takode treba
uzeti u obzir prilikom tumacenja rezultata.

Blazewicz i sar. [51] odredili su sadrzaj metala u reprezentativnom broju uzoraka tkiva sa
nodularnom strumom (n = 115) i utvrdili da je koncentracija Cu, Mn i Zn bila znacajno smanjena
u obolelim tkivima. Interesantno je da je koncentracija Zn bila duplo veéa u zdravim tkivima i da
u istim uzorcima nisu detektovali Ni i Cd. Ovi rezultati su u potpunoj suprotnosti sa nasim, sa

izuzetkom smanjenog sadrzaja Mn u uzorcima KS. Soldin i Aschner [136] pokazali su da Mn
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moze da utie na poremecaj u regulaciji dejodinaznih enzima i da na taj na¢in ometa homeostazu
tiroidnih hormona. Giray i sar. [137] istakli su da deregulisan sadrzaj metala moze da dovede do
razvoja gusavosti. Kucharzewski i sar. [105] su prvo zabelezili Smanjen sadrzaj Se u nodularnoj
strumi, a godinu dana kasnije su istakli da je sadrzaj Zn takode bio znacajno veéi kod Zena sa
nodularnom strumom u odnosu na kontrolnu grupu [138]. Njihovi rezultati su u saglasnosti sa
nasim, s tom razlikom $to razlike za oba metala nisu bile znac¢ajne na p < 0,05. Oni su takode
pronasli da je sadrzaj Cu/Zn snizen u kolidnim nodusima. Nasi rezultati mogu da podrze njihove
podatke i dodatno ukazuju da odnos Cu/Zn znacajno opada u mladoj grupi ispitanika. Smanjen
sadrzaj esencijalnih metala (Cu, Mn i Zn) u tkivima KS stvara uslove za neadekvatnu aktivnost
SOD, koja predstavlja prvu liniju odbrane od slobodnih kiseoni¢nih radikala, kojima tiroidno
tkivo izuzetno obiluje.

Najznacajniji metal koji je razdvojio uzorke koloidne strume od kontrole je Pb. Olovo je
dobro poznati toksikant za zivotnu sredinu [139] i glavni putevi unosa olova su zagadeni vazduh,
hrana, cigarete i pijaca voda [140-145]. Zagadenje vazduha olovom moze se izbe¢i uklanjanjem
olova iz benzina i kontrolisanjem industrijske emisije [146-148]. Nivo Pb u vazduhu znacajno je
smanjen u Srbiji nakon uklanjanja tetraetil olova iz benzina krajem 80-tih godina proslog veka
[145]. Zabelezeni sadrzaj Pb u cigaretama na teritoriji Srbije iznosio je 0,53 pg/g, $to je znacajno
niza vrednost kada se uporedi sa drugim zemljama [149]. S obzirom da olovo nije igralo kljuénu
ulogu u razdvajanju uzoraka KS kod puSaca i nepusaca, mogao bi se izvesti zakljucak da je
njegov efekat na patogenezu ove bolesti pri unosu duvana od manjeg znacaja. Skrbi¢ i sar. [150]
analizirali su sadrzaj olova u razli¢itim namirnicama i ukazali su da je sadrzaj Pb u saglasnosti sa
vazeéim zakonodavstvom Srbije. Medutim, glavni problem u Srbiji predstavljaju zagadene pijace
vode sa olovom i drugim teskim metalima. Jedan od najboljih primera je zagadenje reke Save,
koja se koristi za javno vodosnabdevanje velike teritorije Srbije. Borkovi¢-Miti¢ i sar. [131] su
utvrdili da je 2006. godine koncentracija Pb u vodi presla maksimalno dozvoljenu koncentraciju
od 1 g/L, posebno u Ostruznici, gde je koncentracija Pb bila iznad 5 g/L. Sakan i sar. [151] su
pronasli najveci stepen zagadenja Pb u pijacoj vodi Krusevca (15,8 pg/L), zbog nekontrolisanog
ispustanja olova i drugih teskih metala iz antropogenih izvora.

Mehanizam toksi¢nih efekata Pb na folikularne ¢elije nije dovoljno ispitan. Utvrdeno je
da olovo negativno utice na tiroidnu homeostazu poveéavajuéi lucenje TSH [152]. Savchenko 1

Toupeleev [153] su zabelezili pove¢anu koncentraciju olova u punoj Krvi pacijenata sa difuznom
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strumom. Ako se uzme u obzir da su tiroidne bolesti zabelezene kod radnika koji su bili izlozeni
olovu [154] i da se disfunkcija folikularnih ¢éelija moze javiti kao rezultat akumulacije olova u
tiroidnom tkivu [155], negativne efekte olova na Stitastu zlezdu trebalo bi pazljivije razmatrati.
Izgleda da negativno dejstvo olova na tiroidno tkivo nije samostalno i da se odvija preko uticaja
na metabolizam selena, koji je kriti¢an element za sintezu tiroidnih hormona [156]. Gustafson i
sar. [157] su jo$ 1989. godine zabelezili da velike koncentracije olova smanjuju koncentraciju
selena u plazmi. Nasi rezultati ukazuju da je sadrzaj Pb/Se bio povecan u uzorcima KS u odnosu
na kontrolu. Moguce objasnjenje za smanjen sadrzaj selena i poveéan sadrzaj olova u uzorcima
KS je povecana apsorpcija olova u tankom crevu u prisustvu smanjenog sadrzaja selena u hrani.
Barany i sar. [158] istakli su da se apsorpcija selena smanjuje u duodenumu zbog kompleksno-
vezanih selenita za olovo. Takode, Kucharzewski i sar. [138] su ukazali da se interakcija olova sa
selenom odvija spontano in vivo i da takav tip interakcije dovodi do inaktivacije Se sa olovom.
Dobijeni rezultati ukazuju na prisustvo negativne korelacije izmedu olova i selena u uzorcima
koloidne strume (rs = -0,66). Kako ovaj tip korelacije nije zabeleZen u zdravim tiroidnim tkivima
(rs = 0,22), nasi rezultati mogli bi da objasne antagonisticki efekat istiskivanja selena sa olovom
u uzorcima KS. Na osnovu dobijenih rezultata, akumulacija olova i deficit selena (zajedno sa Cu,

Mn i Zn) mogao bi da pruzi molekulsku osnovu za etiopatogenezu koloidne strume.
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4.4. Benigni tumori (adenomi)

Ukupno je sakupljeno 72 tkiva, od toga 36 uzoraka tiroidnog adenoma i 36 uzoraka ZTT
od 36 pacijenata. Osnovni podaci o ispitanicima dati su u Tabeli 12. Grafi¢ka raspodela sadrzaja
metala (izuzev Zn) na osnovu GM vrednosti prikazana je na Slici 32. Sadrzaj svih metala nije se

znacajno razlikovao u odnosu A) pol, B) uzrasta, C) konzumiranja duvana i D) veli¢ine nodusa

(p > 0,05).

Tabela 12. Podaci o ispitanicima sa tiroidnim adenomima.

Pol Uzrast (godine) Pusacki status Veli¢ina nodusa (cm)
Zene  Muskarci <50 > 50 Da Ne <3 >3
Broj pacijenata 26 10 19 17 10 26 18 18
350
300
250
200
2
[-T]
f=]
150
100
50
O l
Mn Ni Cu As Se Cd Pb Th u
M Zene 104 51 332 1,26 88 46 47 0,14 0,13
M muskarci 90 75 302 1,37 70 38 68 0,18 0,18
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Slika 32. Distribucija sadrzaja metala na osnovu A) pola, B) uzrasta, C) konzumiranja duvana i D)

veli¢ine nodusa.

Tabela 13. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u benignim tkivima (ng/g).

Mn Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U
Benigni tumori medijana 100 51 314 6482 153 79 48 55 0,12 0.3
IQR 64 44 190 8986 1.11 92 46 27 0,09 0.07
min 37 37 147 2105 0.07 14 3.24 14 0,02 0.04
max 396 395 1308 28257 5.61 452 118 119 092 0.67
Kontrolna grupa medijana 119 75 337 5875 0,89 145 40 28 0,20 0,09
IOR 77 50 209 4152 0,76 115 50 40 0,19 0,16
min 30 15 108 1319 0,07 26 242 501 001 0,01
max 404 186 2018 11383 4,38 496 128 106 0,97 0,46
U-test p-vred. <0,056 <0,05 <0,05 0,07 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Sadrzaj metala u uzorcima benignih tkiva nije se znacajno razlikovao od kontrolne grupe.

Izuzetak je bio esencijalni cink, ¢iji je sadrzaj bio povecan u tkivima benignih tumora, ali ne i

statisticki znacajno (Tabela 13). Uloga cinka u tiroidnoj homeostazi je kompleksna i odvija se na

nivou regulacije sinteze tiroidnih hormona (transkrpcioni faktori koji uti¢u na modulaciju genske

ekspresije sadrze Zn vezan za sulfhidrilne grupe). Takode, transkripcioni faktor 2 je protein koji

sadrzi Zn i koji u folikularnim ¢elijama interaguju sa promotorima gena za Tg i TPO [121,159].
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U literaturi ne postoji dovoljno podataka o sadrzaju metala u benignim tumorima Stitaste
zlezde. Reddy i sar. [160] pronasli su smanjenu koncentraciju Zn u tiroidnom adenomu, ali su
vrednosti autora za kontrolnu grupu previsoke da bi odgovarale kontrolnim tkivima. Suprotno, a
u saglasnosti sa nasim rezultatima, Zaichick i sar. [102] zabelezili su smanjen sadrzaj Zn u BT u
poredenju na kontrolnom grupom. Yaman i Akdeniz [161] su takode zabeleZili smanjen sadrzaj
cinka u uzorcima tiroidnih adenoma. Smanjena koncentracija cinka vezuje se za inaktivaciju p53
tumor supresornih proteina, ¢ija je smanjena ekspresija u korelaciji sa velikim brojem karcinoma,
ukljucujudi tiroidni [162]. U meta-analizi Gumelec-a i sar. [163] nije zabelezena znacajna razlika
u koncentraciji cinka u serumima pacijenata sa tiroidnim karcinomima, dok su njihovi rezultati
za obuhvacene tri studije na tkivnom nivou ukazali na znac¢ajno smanjenu koncentraciju cinka u
malignim tiroidnim tkivima. Relativno ujednacena koncentracija velikog broja metala u tkivima

sa BT u poredenju sa ZTT mogla bi da se objasni ,,neutralnom* prirodom tiroidnog adenoma.
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4.5. Maligni tumori

Ukupno je sakupljen 81 uzorak malignog tiroidnog tkiva i 81 uzorak zdravog tiroidnog
tkiva od 81 pacijenta, od ¢ega je 70 pacijenata imalo papilarni karcinom, 8 folikularni karcinom 1
troje medularni karcinom tiroidne zlezde. Kako je papilarni karcinom najée$¢i tiroidni malignitet
I da je zato broj uzoraka sa papilarnim karcinomom bio vec¢i u odnosu na ostale maligne forme,
uni- i multivarijantna statistiCka obrada podataka za sadrzaj metala i dva izabrana odnosa (Cu/Zn
i Cd/Se) izvrSena je samo za papilarni karcinom tiroidne Zlezde, dok su rezultati za folikularni i
medularni karcinom obradeni na deskriptivan nacin.

U Tabeli 13a dati su osnovni podaci o ispitanicima, dok su u Tabeli 13b dati klinicko-

patoloski podaci o pacijentima sa papilarnim karcinomom.

Tabela 13a. Osnovni podaci o pacijentima sa papilarnim karcinomom.

Pol Uzrast (godine) Pusacki status Veli¢ina nodusa (cm)
Zene  Muskarci <50 > 50 Da Ne <3 >3
Papilarni karcinom 46 24 32 38 18 52 36 34

Tabela 13b. Klini¢ko-patoloski parametri pacijenata sa papilarnim karcinomom.

Naslednost Invazija kapsule Retrosternalnost ~ Diseminacija tumora
Da Ne Da Ne Da Ne Da Ne
Papilarni karcinom 22 48 24 46 11 59 25 45

Najveci broj pacijenata sa papilarnim karcinomom nije imao geneticko opterecenje nekim
od tiroidnih oboljenja, invaziju tiroidne kapsule, retrosternalni tiroidni rast, kao ni intratiroidnu
diseminaciju tumora. Podaci za sadrzaj metala i dva odnosa u papilarnom tiroidnom tkivu (PTT)
grupisani su i statisti¢ki obradeni sa Mann-Whithey U-testom, u cilju sto jasnijeg sagledavanja
uloge metala u patogenezi papilarnog karcinoma tiroidee. Sadrzaj Cd i Cd/Se bio je znacajan za
razdvajanje pacijenata na osnovu pola i retrosternalnog tiroidnog rasta. Njihov sadrzaj bio je veci
u retrosternalnoj grupi pacijenata i takode je bio veci u malignom tkivu muskaraca u odnosu na
zene. Sadrzaj Cd, U i Cd/Se bio je od znacaja za razdvajanje dve starosne kategorije. Prisustvo
tiroidne kapsule imalo je uticaj na sadrzaj Mn i Zn. PTT sa prisutnom invazijom imala su manji
sadrzaj oba esencijalna metala. Znacajne razlike u sadrzaju metala nisu zabeleZene u zavisnosti

od unosa duvana i intratiroidne diseminacije (p > 0.05). Rezultati su prikazani u Tabeli 14ai 14b.
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Table 14a. GM vrednosti sadrZaja metala (u ng/g) i razlike izmedu dva seta podataka potvrdene sa Mann-Whitney U testom.

Pol Uzrast (godine) Pusenje Veli¢ina nodusa (cm)

Zene Muskarci p <50 > 50 p Da Ne P <3 >3cm p
Mn 133 139 > 0,05 140 128 > 0,05 132 137 > 0,05 127 139 > 0,05
Ni 45 56 > 0,05 54 46 > 0,05 48 49 > 0,05 46 52 > 0,05
Cu 316 376 > 0,05 376 291 > 0,05 295 357 > 0,05 277 381 0,020
Zn 5612 6085 > 0,05 5581 5956 > 0,05 4454 5939 > 0,05 5106 6667 0,049
As 0,85 0,95 > 0,05 0,83 0,89 > 0,05 1,14 0,84 > 0,05 1,08 0,81 > 0,05
Se 66 68 > 0,05 63 64 > 0,05 65 65 > 0,05 63 67 > 0,05
Cd 47 94 0,036 43 97 0,008 80 57 > 0,05 62 57 > 0,05
Pb 18 16 > 0,05 18 17 > 0,05 22 18 > 0,05 18 18 > 0,05
Th 0,12 0,11 > 0,05 0,13 0,12 > 0,05 0,12 0,12 > 0,05 0,12 0,12 > 0,05
U 0,07 0,07 > 0,05 0,08 0,07 > 0,05 0,08 0,07 > 0,05 0,07 0,07 > 0,05
Cu/Zn 0,06 0,05 > 0,05 0,06 0,05 > 0,05 0,05 0,06 > 0,05 0,06 0,05 > 0,05
Cd/Se 0,84 1,60 0,022 0,69 1,31 0,04 1,24 0,88 > 0,05 0,90 1,03 > 0,05

Table 14b. GM vrednosti sadrzaja metala (u ng/g) i razlike izmedu dva seta podataka potvrdene sa Mann-Whitney U testom.

Naslednost Invazija kapsule Retrosteralnost Diseminacija tumora

Da Ne p Da Ne p Da Ne P Da Ne p
Mn 126 140 > 0,05 112 139 0,045 115 139 > 0,05 136 138 > 0,05
Ni 46 51 > 0,05 40 54 > 0,05 38 52 > (0,05 42 50 > 0,05
Cu 312 356 > 0,05 280 367 > (0,05 282 356 > 0,05 291 356 > 0,05
Zn 5939 5542 > 0,05 3913 6009 0,046 6667 5651 > 0,05 5922 5574 > 0,05
As 0,92 0,89 > 0,05 0,83 0,89 > 0,05 0,93 0,89 > 0,05 0,53 1,06 > 0,05
Se 67 64 > 0,05 63 67 > (0,05 7 64 > 0,05 68 61 > 0,05
Cd 69 58 > 0,05 45 63 > (0,05 119 51 0,030 59 57 > 0,05
Pb 19 18 > 0,05 19 18 > 0,05 18 18 > 0,05 15 18 > 0,05
Th 0,10 0,13 > 0,05 0,13 0,12 > 0,05 0,11 0,12 > 0,05 0,12 0,12 > 0,05
U 0,08 0,07 > 0,05 0,07 0,08 > (0,05 0,07 0,07 > 0,05 0,08 0,07 > 0,05
Cu/Zn 0,06 0,05 > 0,05 0,07 0,05 > (0,05 0,05 0,06 > 0,05 0,06 0,05 > 0,05

Cd/Se 0,76 1,06 > 0,05 1,00 0,99 > 0,05 1,53 0,90 0,022 0,86 1,05 > 0,05




Patohistoloskom (PH) nalazom ustanovljenje Su cCetiri varijante papilarnog karcinoma:
folikularna (34,85%), mikropapilarna (31,82%), klasi¢na (21,21%) i solidna varijanta (12,12%).
Druge PH varijante nisu pronadene. Prema TNM Kklasifikaciji, 30 pacijenata bilo je u po¢etnom
(T1) stadijumu bolesti, dok je samo jedan pacijent bio u uznapredovalom (T4) stadijumu bolesti.
Broj pacijenata sa T2 i T3 stadijumom bolesti bio je isti (n = 17). Kod najveceg broja pacijenata
(n = 44) metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima nisu bile procenjene (Nx), jer nije bilo
preoperativnih nalaza koji bi mogli da ukazu na postajanje sekundarnih depozita u limfnim
¢vorovima, a koji bi bili otklonjeni cervikalnom limfadenektomijom. Kod pacijenata kod kojih je
uc¢injena limfadenektomija pokazano je da je broj pacijenata sa prisutnom metastazom (N1) i bez
nje (No) u regionalnim limfnim ¢vorovima bio 9 i 13, respektivno. Udaljene metastaze (Mx) nisu
dijagnostikovane ni kod jednog pacijenta sa papilarnim karcinomom.

Kruskal-Wallis-ov test je primenjen da se uporede sadrzaji metala za ¢etiri PH varijante,
tri T i tri N stadijuma bolesti. Ukoliko bi Kruskal-Wallis-ov test ukazao na statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu GM vrednosti (p < 0.05), viestruko poredenje je dodatno ucinjeno (Z-vrednost)
da bi se Sto jasnije videlo gde se razlike javljaju (Tabela 15). Rezultati ukazuju da je sadrzaj Se i
U znacajan za razdvajanje folikularne varijante od solidne. Prema progresiji bolesti, sadrZzaj Mn 1
Cd imao je uticaj na razdvajanje T1 od T2, dok je Mn takode bio znacajan za razdvajanje T2

grupe od T3. Glavni metali za razdvajanje No od Nx bili su Mn, Pb i Th (Slika 33 i Tabela 15).

400
350
300
250
o0
= 200
[=]
150
100
[ h L
0 ||
Mn Ni Cu As Se cd Pb Th u Cu/Zn | Cd/Se
mT1l| 148 56 348 1,20 69 78 19 0,209 | 0,077 | 0,055 | 1,136
mT2| 101 51 249 0,64 57 36 19 0,153 | 0,073 | 0,055 | 0,627
T3| 145 65 344 0,92 75 56 20 0,295 | 0,076 | 0,062 | 0,751
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Mn Ni Cu As Se cd Pb Th u Cu/Zn | Cd/Se
B Nx| 149 59 367 1,00 70 69 20 0,174 | 0,073 | 0,056 | 0,982
ENo| 94 40 238 0,61 59 41 17 0,553 | 0,083 | 0,062 | 0,702
mN1| 131 76 251 1,36 70 46 19 0,132 | 0,080 | 0,051 | 0,660
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0 i N
Mn Ni Cu As Se cd Pb Th U |Cu/Zn|Cd/Se
B mikropapilarna| 172 72 385 | 0,91 65 54 20 (0,244)0,070|0,063|0,827
m folikularna 122 51 329 | 0,99 77 60 20 10,161/0,084|0,061|0,768
 klasi¢na 109 49 252 | 0,96 69 66 18 |0,220|0,087|0,045|0,945
H solidna 128 48 278 | 0,93 50 62 20 10,284(0,054|0,0511,234

Slika 33. Distribucija sadrzaja metala u zavisnosti od
A) T stadijuma, B) N stadijuma i C) PH varijante papilarnog karcinoma.
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Tabela 15. Kruskal-Wallis-ov test za razdvajanje Cetiri PH tipa, tri T i tri N stadijuma bolesti.

PH tip T stadijum N stadijum
p Fisher (LSD) p Fisher (LSD) p Fisher (LSD)
Mn 0.1370 / 0.0468 T(T2) 0.0226 NO(NX)
T2(T3)

Ni 0.6079 / 0.7534 / 0.3556 /
Cu 0.2923 / 0.2556 / 0.0940 /
Zn 0.9557 / 0.4340 / 0.1432 /
As 0.7043 / 0.0121 / 0.3308 /
Se 0.0481 Folikularna (solidna) 0.0409 T1(T2) 0.6942 /
Cd 0.8145 / 0.6058 / 0.2894 /

Pb 0.6441 / 0.9889 / 0.0226 NO(NXx)

Th 0.7884 / 0.1965 / 0.0089 NO(NXx)
U 0.0434 Folikularna (solidna) 0.8067 / 0.3556 /
Cu/Zn 0.2157 / 0.7396 / 0.0940 /
Cd/Se 0.5404 / 0.1843 / 0.1432 /

Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj 10 metala i dva odnosa u PTT i kontroli dati
su u Tabeli 16. Kontrolna grupa obrazovana je od ZTT sakupljenih od istih ispitanika sa najvece
moguce udaljenosti od primarnog tumora, koji je bio jasno demarkiran (tzv. self-control grupa, n
= 70). Znacajna razlika u sadrzaju metala i izabranim odnosima metala izmedu grupa potvrdena
je sa Mann-Whitney U testom. Pronaden je veci sadrzaj Cd, U i Cd/Se u PTT, kao i veci sadrzaj
Ni i Se u kontroli (p < 0,05). Poredenje sadrzaja metala izmedu dve grupe prikazano je na Slici
34.

Tabela 16. Parametri deskriptivne statistike za sadrzaj metala u PTT i kontrolnim tkivima (ng/g).

Mn Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Cu/zn Cd/Se
PTT medijana 137 48 355 5760 0,89 66 58 18 0,12 0,07 0,06 0,99
min 23 11 35 830 0,07 18 3 5 0,02 0,01 0,02 0,06
max 598 525 1656 24510 6,49 302 543 102 11,2 0,40 0,21 7,34
IQR 86 55 271 6664 0,81 46 82 13 0,14 0,04 0,04 1,32
Kontrola medijana 120 75 319 5896 1,23 122 33 19 0,12 0,04 0,05 0,31
min 49 15 77 1319 0,15 32 2 8 0,01 0,00 0,02 0,02
max 466 508 2018 15233 5,78 458 340 106 8,70 0,17 0,29 2,64
IQR 55 136 207 3708 1,65 103 59 13 0,12 0,04 0,04 0,38

U-test p-vred. >0,05 <0,05 >0,06 =005 >0,05 <005 <005 >005 >005 <005 >005 <0,05

Pored univarijantne analize, PCA i LDA su primenjene za razdvajanje PTT od kontrole.
Prvi PCA model, koji je obuhvatao sve podatke za ispitivane metale, nije pokazao visok stepen
varijabiliteta (dve glavne komponente ¢inile su svega 37,03% ukupnog varijabiliteta podataka)
(Slika 35). Drugi, optimizovani PCA model je primenjen za onaj set podataka koji se pokazao

znacajnim u razdvajanju dve grupe na osnovu Mann-Whitney U testa. Dobijen je trokomponentni
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model, koji je obuhvatio 75,91% ukupnog varijabiliteta podataka. Prva komponenta, PC1, je
obuhvatila 32,89%, druga, PC2, 26,14% i treca komponenta, PC3, 16,88% ukupnog varijabiliteta
podataka. Projekcije faktora skorova i uzajamne projekcije koeficijenata latentnih varijabli
vektora za prvu i treéu komponentu prikazane su na Slici 36a. Model plota skorova ukazuje na
prisustvo dve delimi¢no preklopljene grupe duz PC1 smera. Najuticajniji parametri koji su
razdvojili kontrolnu grupu bili su Ni i Se. Najveci pozitivan uticaj duz PC1 smera imali su Cd i
Cd/Se i oni su ujedno bili glavni parametri za razdvajanje PTT od kontrole (Slika 36b).

LDA je primenjena u cilju utvrdivanja pouzdanijeg kriterijuma za razdvajanje dve grupe.
LD analizom je dobijena jedna kanonska funkcija, koja objasnjava 100% ukupnog varijabiliteta,
sa sopstvenom vredno$c¢u od 0,51 koja pokazuje znacajnost (F = 10,50 i vrednos¢u Wilks-ovog
parametra od 0,664). Za identifikaciju glavnih parametara koris¢eni su standardizovani kanonski
koeficijenti, a najveca apsolutna vrednost dobijena je za Cd/Se (F1=-0.67), U (F1=-0.54) i Se
(F1= +0.50). Od ukupno 70 kontrolnih uzoraka, 54 uzorka je bilo normalno klasifikovano, dok je
od 70 uzoraka PTT, 54 uzorka bilo normalno klasifikovano. Preostali broj uzoraka iz obe grupe
pokazao je preklapanja u sadrzaju metala. Dobijeni model pokazao je dobru snagu u razdvajanju
PTT od kontrole (Slika 36c).
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Slika 34. Box-plotovi za sadrzaj metala i dva odnosa u PTT i kontroli (ng/g).
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Najznacajniji metal koji je razdvojio PTT od kontrole bio je kadmijum. Kadmijum je
dobro poznati humani karcinogen. Medunarodna agencija za istraZivanje kancera uvrstila je Cd u
grupu | humanih kancerogena, zbog negativnih efekata na renalni, skeletni i respiratorni trakt
[164]. Kadmijum se u organizam unosi inhalatorno (preko zagadenog vazduha i/ili duvana) i
ingestijom (preko kontaminirane pijac¢e vode i hrane) [165-168]. Utvrdeno je da jedna cigareta
sadrzi 1-2 pg kadmijuma [143] i povecane koncentracije kadmijuma zabeleZene su u krvi pusaca
u odnosu na nepusace [169-174]. Poluzivot kadmijuma u odredenim organima moze da dostigne
period do 30 godina, zbog nedostatka aktivnog biohemijskog mehanizma za uklanjanje metala iz
organizma [175]. Kancerogeni efekti kadmijuma na pluca, prostatu i testise su dobro prepoznati
[176], dok su nedavno zabelezeni njegovi negativni efekti u etiologiji kancera dojke, pankreasa i
bubrega [166]. Uloga kadmijuma u kanceru tiroidne Zlezde nije dovoljno ispitana. Autopsijske
studije su utvrdile da je kadmijum prisutan u tiroidnom tkivu nakon svega dvadeset godina Zivota
kao i da je njegova koncentracija u tiroidnoj zlezdi najveca izmedu Cetvrte i Seste decenije Zivota.
Studije su takode ukazale da je sadrzaj Cd u $titastoj zlezdi tri puta veci kod ljudi koji zive u
podru¢jima koja su zagadena ovim metalom u odnosu na neindustrijska podruéja [176]. Nedavno
je zabelezena povecana koncentracija kadmijuma u punoj Krvi pacijenata sa tiroidnim kancerom
[177].

Smanjena koncentracija selena u serumu pacijenata sa tiroidnim kancerom zabeleZena je
u meta-analizi Shen-a [178] i pilot studiji Jonklaas-a i sar. [179]. Hemoprotektivni uticaj selena
na kancer vezuje se za njegovu sposobnost da indukuje apoptozu, inhibira rast tumora i dalje
Sirenje tumora [180,181]. Utvrdeno je da selen $titi folikularne ¢elije od ostecenja uzrokovanim
teSkim metalima, kao i da smanjuje oksidativni stres [182,183]. Akcija selena nije samostalna i
odvija se preko selenoproteina. Smanjena koncentracija dovodi do pada aktivnosti selenoproteina
I povecanog rizika za razvoj tiroidnog kancera [117]. Santos i sar. [108] istakli su da smanjeni
nivoi selena u kancerogenom tkivu dovode do promene u ekspresiji i aktivnosti GPy i jodotironin
dejodinaze (DIO1 i DIO2). Schmutzler i sar. [184] su pronasli da je selenium binding protein 1
znacajno eksprimiran u ZTT, ali ne i u PTT. Metere i sar. [183] pronasli da je kod pacijenata sa
papilarnim tiroidnim karcinomom smanjena ekspresija GP«1 i tioredoksin reduktaze u poredenju
sa kontrolom.

Rezultati naSeg istrazivanja jasno ukazuju da je sadrzaj kadmijuma znacajno povecan u

PTT (58 ng/g) u odnosu na kontrolu (33 ng/g), kao i da je sadrzaj selena znacajno smanjen u
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PTT (66 ng/g) u odnosu na kontrolu (122 ng/g). Kobayashi i sar. [185] ispitali su uticaj 12 teskih
metala na humanu liniju tiroidnih ¢elija in vitro i pronasli da je najveci uticaj na celijsku smrt
imao kadmijum. Oni su takode pronasli da se toksi¢nost kadmijuma smanjuje dodavanjem velike
koncentracije natrijum-selenita. Ovi rezultati mogli bi da podrze negativnu korelaciju dobijenu
za kadmijum i selen u PTT (rs = -0,69). Kako ovaj tip korelacije nije utvrden u kontrolnoj grupi
(rs = 0,19), nasi rezultati bi mogli da objasne antagonisticki efekat istiskivanja selena iz PTT-a
pod uticajem povecane koncentracije kadmijuma. Chung i sar. [186] utvrdili su da je hroni¢no
nakupljanje kadmijuma u tiroidnom tkivu jedan od kljuénih faktora za progresiju tiroidnog
kancera. Nasi rezultati ukazuju da kadmijum nema ulogu u progresiji bolesti, ali ukazuju da bi
Cd mogao da igra klju¢nu ulogu u iniciranju kancerogeneze, jer je najveci sadrzaj Cd pronaden u
T1 stadijumu bolesti (Slika 32). Rezultati Chung-a i sar. [186] takode ukazuju da je koncentracija
selena najveca kod pacijenata u TNM stadijumu 3 u poredenju sa pacijentima u TNM stadijumu
1. Ovi rezultati su u saglasnosti sa naSim, ali bez statisticki znacajne razlike za sadrzaj selena u
T3 stadijumu bolesti (75 ng/g) i T1 stadijumu bolesti (69 ng/g). Medutim, nasi rezultati ukazuju
da je sadrzaj mangana imao znacajnu ulogu u razdvajanju T1 grupe od T2 (148 naspram 101
ng/g) i T2 grupe od T3 (101 naspram 145 ng/g). Takode, sadrzaj mangana i cinka bio je znacajno
smanjen u tiroidnim tkivima sa prisutnom invazijom kapsule (Tabela 14b).

Cu/Zn odnos je duzi niz godina predlagan za dijagnosticki ili prognostic¢ki marker velikog
broja patoloskih stanja, uklju¢ujuéi karcinome [187-190]. Nasi rezultati jasno ukazuju da odnos
Cu/Zn nema znacaj u razdvajanju papilarnog karcinoma od kontrole. Suprotno, Cd/Se pokazao
se pogodnim kandidatom za papilarni karcinom tiroidne zlezde, kao i za razdvajanje pacijenata
sa retrosternalnom tiroidnom zlezdom (Tabela 14b).

Sadrzaj radioaktivnih metala u tiroidnom tkivu nije poznat. Nasi rezultati ukazuju da je
sadrzaj U i Th znacajno povecan u PTT. Detektabilni tragovi oba metala pronadena su u ZTT.
Interesantan podatak je da je uranijum razdvojio folikularnu varijantu papilarnog karcinoma od
solidne (Slika 33). Stojsavljevic i sar. [145] odredili su koncentraciju U i Th u punoj krvi odrasle
srpske populacije (n = 305) i utvrdili znacajno povecane koncentracije oba radioaktivna i teSka
metala (i do 100 puta vece) u poredenju sa drugim populacionim grupama Sirom sveta. Povecan
sadrzaj U i Th u ispitivanim uzorcima tiroidnog tkiva mogao bi da se poveze sa Cinjenicom da je
nasa zemlja pretrpela vazdusne napade za vreme bombardovanja. Hon i sar. [191] istakli su da je

na Saveznu Republiku Jugoslaviju u periodu od 24. marta do 10. juna 1999. godine baceno oko
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8,5 tona depletiranog (osiromasenog) uranijuma. Autori su takode istakli da je kod osoba koje su
ucestvovale u vojnim operacijama i kod civilnog drustva zabelezana povecana ucestalost velikog
broja malignih bolesti. Prema procenama Vojske Jugoslavije ispaljeno je oko 50 000 metaka sa
oko 15-20 tona osiromasenog uranijuma [192]. Razjasnjenje o tome da li se radi o prirodnom ili
osiromasenom uranijumu U ispitivanim uzorcima tiroidnog tkiva koris¢eni ICP-MS instrument
ne moze da pruzi zbog nemoguénosti taénog i preciznog odredivanja odnosa 285Y/738Y,

Poredenje GM vrednosti za sadrzaj metala u malignom i zdravom tkivu sakupljenom od
istog pacijenta sa medularnim tiroidnim karcinomom prikazano je na Slici 37, dok je poredenje
GM vrednosti za sadrzaj metala u malignom 1 zdravom tkivu sakupljenom od istog pacijenta sa
Hirtlovim tiroidnim karcinomom prikazano na Slici 38. Od esencijalnih elemenata zabeleZena je
smanjena koncentracija Se i Mn, posebno u medularnom karcinomu. U odnosu na PTT, koja su
imala najveci sadrzaj Cd, tkiva pacijenata sa ovim retkim tipovima tiroidnih karcinoma imala su

povecani sadrzaj U (Slika 39).
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Slika 37. Poredenje sadrZaja metala u tkivu pacijenata sa medularnim karcinomom.
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Slika 38. Poredenje sadrzaja metala u tkivu pacijenata sa Hirtlovim karcinomom.
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Slika 39. Poredenje sadrZzaja metala u tkivima malignih tumora.
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4.6. Komparivna analiza svih patoloskih stanja (entiteta)

Sumirani rezultati za sva ispitivana patoloSka tkiva i komparativna analiza sa ZTT data je

u Tabeli 17. Statisticki znacajna razlika izmedu grupa na nivou pouzdanosti 0,05 potvrdena je sa

Kruskal-Wallis-ovim testom. Razdvajanje izmedu grupa postignuto je pomocu Fisher-ovog LSD

faktora. Graficki prikaz sadrzaja metala u kontroli i po patoloskim stanjima prikazan je na Slici

40.

Tabela 17. Komparativna analiza sadrzaja metala izmedu kontrolne grupe i patoloskih stanja.

ZTT (1) BT (2) HT (3) KS (4) Maligni p- LSD (Fisher)
tumori (5) vrednost

Mn GM 113 102 185 88 132 <0.0001 1(3,4)3(4.,5) 2(3,5
P5 48 40 78 27 46 4(5)
P95 230 247 471 262 317

Ni  GM 69 51 96 77 59 >0,05 -
P5 21 15 25 9 21
P95 166 182 294 350 263

Cu GM 333 328 410 278 333 0.0003 1(3,4) 3(4) 2(3) 4(5)
P5 153 177 187 128 131
P95 715 732 684 696 704

Zn GM 5576 6684 5293 5290 5577 >0,05 -
P5 2616 2183 2065 1632 1959
P95 10050 23368 11842 14656 13855

As GM 0.90 1.28 3.13 1.20 1.09 <0.0001  1(2,3,4) 2(3)
P5 0.19 0.19 0.48 0.42 0.34 3(4,5)
P95 3.95 3.06 14.18 3.78 4.04

Se GM 133 85 91 85 65 <0.0001  1(2,3,4,5)
P5 40 28 40 32 19 3(5) 4(5)
P95 350 307 172 303 146

Cd GM 348 44.4 38.1 53.3 72.9 <0.0001 1(5) 2(5)
P5 6.4 12.8 11.9 13 32.9 3(5) 4(5)
P95 107 112 125 206 245

Pb GM 289 49.4 69.9 75.2 22.2 <0.0001 1(2,3/4,5) 2(4,5)4(5)
P5 105 215 16.6 30.1 9.8 3(4,5)
P95 814 86.5 168.6 191.2 75.5

Th GM 0,13 0,14 0,03 0,27 0,10 >0,05 -
P5 0,04 0,07 0,01 0,13 0,01
P95 0,67 0,70 0,15 1,15 3,19

Uu GM 0.09 0.13 0.09 0.15 0.18 <0.0001 1(2,3,4) 2(3,5)
P5 0.02 0.06 0.04 0.09 0.08 3(4,5) 4(5)
P95 0.34 0.32 0.23 0.39 0.41
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Slika 40. Komparativna analiza sadrzaja metala izmedu kontrole i pojedina¢ne tiroidne patologije.
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6. ZAKLJUCAK

ICP metode su uspesno primenjene za tacno i precizno odredivanje koncentracija deset
metala (Mn, Ni, Cu, Zn, As, Se, Cd, Pb, Th i U) u uzorcima tkiva tiroidne zlezde. Metalomika
esencijalnih i toksi¢nih metala u benignim i malignim oboljenjima tiroidne Zlezde sagledana je
na reprezentativnom broju uzoraka u cCetiri razli¢ite patologije. Pronadeno je da je sadrzaj Se u
zdravom tiroidnom tkivu (ZTT) bio znacajno smanjen (do ¢ak 15 puta) u poredenju sa drugim
populacionim grupama Sirom sveta, ¢ime bi mogla da se istakne deficijencija selena u ispitivanoj
grupi srpske populacije. Utvrdeno je da patoloSka tiroidna tkiva imaju znacajno izmenjen sadrzaj
metala u poredenju sa kontrolnom grupom i da svaka tiroidna patologija ima svoj (jedinstveni)
tiroiditisom. Suprotno, najveca sli¢nost u sadrzaju metala sa kontrolnom grupom zabeleZena je u
tkivima sa BT. Deficit selena bio je karakteristiCan za svaku tiroidnu patologiju, sa najmanjem
vrednostima u malignim tumorima. Arsen se pokazao najznacajnijim elementom u razdvajanju
tkiva Hasimotovog tiroiditisa od kontrole, Pb u razdvajanju tkiva sa koloidnom strumom od
kontrole 1 Cd u razdvajanju papilarnog karcinoma od kontrole. Utvrdeno je da nodusi manjeg
pre¢nika sadrZe povecan sadrzaj nikla, $to bi mogao da bude znacajan podatak za razmatranje Ni
kao potencijalnog inicijatora patogeneze koloidne strume. Utvrdena negativna korelacija izmedu
Pb i Se u tkivima sa koloidnom strumom i izmedu Cd i Se u papilarnim tiroidnim tkivima mogla
bi da objasni istiskivanje selena iz tkiva sa koloidnom strumom pod uticajem povecanog sadrzaja
Pb (strumogeni efekat), odnosno antagonisticki efekat istiskivanja selena iz papilarnog tiroidnog
tkiva pod uticajem velikog sadrzaja Cd. Pb/Se pokazao se pogodnim markerom za razdvajanje
tkiva koloidne strume od kontrole, dok se Cd/Se pokazao pogodnim markerom za razdvajanje
papilarnog karcinoma od kontrole. Najvece vrednosti sadrzaja Cd zabeleZzene su u T1 stadijumu
bolesti papilarnog karcinoma tiroidne Zlezde, §to bi moglo da ukaze na njegov znacaj u inicijaciji
kancerogeneze. Jedino je povecan sadrzaj Cd i Cd/Se imao uticaj na retrosternalnost, dok je
smanjen sadrzaj dva esencijalna metala (Mn i Zn) imao uticaj na razdvajanje papilarnog tkiva sa
prisutnom invazijom od tkiva bez invazije tiroidne kapsule. Dobijeni rezultati u ovoj studiji
mogli bi da, po prvi put, pruze informacije o molekulskoj osnovi metalomskih patofizioloskih

promena ispitivane bolesti tiroidee na tkivnom nivou i rasvetle nedovoljno proucenu etiologiju
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tiroidnih bolesti. Takode, ova studija pruza pouzdane informacije o sadrzaju dva radioaktivna

metala (Th i U) u tkivu tiroidne Zlezde nakon bombardovanja Srbije 1999. godine.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

[NoTnucaHun-a AnekcaHgap b. CtojcaBrbeBuh
6poj nHaekca nx19/2014
UsjaBrbyjem

aa je OOKTOpPCKa nmcepTaqua noa HacrnoBOM

MeTanomuka 6eHUrHUX U ManNUrHUX o6orbLewa TMpouaHe xnesge

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepTtauuvja y UEnUHM HU Yy [denoBuma Huje Guna npeanoxeHa 3a
AobGujakse 6UNo Koje Aunnome npema CTyAWjCKUM nporpammnmMa ApYrnx BUCOKOLLIKONICKUX
yCcTaHoBa,

e [a Cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeAEeHN U
e [a HMCaM KpLUMo/Nna ayTopcka npasa M KOPUCTMO MHTENEKTyarHy CBOjUHY ApYrux nuua.

MoTnuc gokTopaHpa

Y beorpagy, _ 12.jyn 2019.____
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WUITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Anekcangap b. CtojcaBrbesuh
Bpoj nHagekca ax19/2014
Ctyavnjckn nporpam Xemuja

Hacnos paga _MeTanomuka 6€HUrHUX U ManurHMx oborbexwa TUpoUOHe Xxnesae

MeHTOp ap OparaH MaHojnosuh, ap Mapuja MaBpoBuh-JaHkynosuh

u3jaerbyjemM Ja je WTaMmnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHA erieKTPOHCKOj Bep3nju
KOjy cam npegao/nma 3a o6jaBrbuBakbe Ha noptany [OurutanHor penos3vTtopujyma
YHuBep3uTteta y beorpany.

[osBosbaBam ga ce objaBe MOjM NUYHWM MNodauun Be3aHW 3a gobujarbe akageMcKor 3Barba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nme, roguHa u mecto pohewa u gatym oabpaHe paga.

OBM nNuuHM nogaum mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe bubnuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTtnuc pokropaHpa

Y Bbeorpagy, 12. jyn 2019.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeTto3sap Mapkosuh® pa y [OurutanHu
penosutopujym YHusepauteta y beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTaunjy noa HacrnoBoM:

MeTanomuka 6eHUrHUX U ManNUrHUX o6orbewa TMpouaHe xnesge

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

IOucepTaumjy ca ceBum npuno3ummMa npegao/na cam Yy €efeKTPOHCKOM dopmaTy MOrogHoMm 3a
TpajHO apxMBUpaHE.

Mojy [OokTopcky gucepTauujy noxpaweHy y [OurutanHu penosutopujym YHusepsuteTa Yy
Beorpagy mory aa kopucTte cBuM Koju NowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHoM Tuny nuueHue
KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopCTBO - HEKOMepLUmjarnHo

| 3. AyTopcTBO — HEKOMepUuMjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — 4ennTn No4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBmma

(Monumo ga 3aokpyxute camo jefiHy of LecT NoHyhHeHnx nuueHumn, Kpatak onuc nuueHun gat
je Ha nonehuHu nucTa).

MoTnuc pokropaHpa

Y Bbeorpagay, 12. jyn 2019.
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1. AyTtopcTtBo - [lo3BOrbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTPMOYLUMjy M jaBHO caoniTaBawe Aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NNLEHUMN.

2. AytopctBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpUbyuMjy ¥ jaBHO
caonwTasawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He Jo3BOrbaea KoMmepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopCTBO - HEKOMepUMjarnHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBarwe, ANCTPUBYLINjY 1
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa unu ynotpebe gena y cBoM geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa
nvueHua He O03BOSfbaBa KoMepuuvjanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha CBe ocTarne nuvueHLue,
OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHMyaBa Hajsehn 06vm npasa kopuwherwa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjarnHo — AenuUTy Noa UCTUM ycrosumMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AMCTpubyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauvH
oapeheH of cTpaHe ayTopa Wnu AaBaola NULeHLe U ako ce npepaga auctpubyupa nog Uctom
UM crnvdHom nuueHuoMm. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena u
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobnnkoBara Unu ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce
HaBede MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH on cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. Osa
nuueHua go3BorbaBa KoMepLumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AENUTM NoA MUCTMM ycrnoBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBahe, AUCTpUBYLMjy u
jaBHO caonwiTaBake fena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH oppeheH of
CTpaHe ayTopa Wnu faBaoua fMUEHUE W ako ce npepaga AucTpubyupa nog WUCTOM wunu
cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua [o3BorbaBa komepuwjanHy ynotpeby aena v npepaja.
CnunyHa je codhTBEPCKMM NMLEHLLAMA, OAHOCHO N LEHLL@Ma OTBOPEHOT KoAa.
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