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1. uvoD

1.1. Bakar

Bakar je kemijski element koji je u niskim koncentracijama potreban za pravilno
funkcioniranje ljudskog organizma te se stoga i naziva esencijalnim. Zdrava odrasla osoba mora
dnevno unijeti 1-2 mg bakra u organizam (Bost i sur., 2016). Iz probavnog trakta bakar se
apsorbira u Zelucu i tankome crijevu pomocu razlicitih transportera. Bakar vezan na albumin i
transkuprein pohranjuje se u jetri. Osim u jetrenom parenhimu, bakar nalazimo u raznim
tkivima poput sive tvari mozga, miokardu, bubrezima, kostima i noktima (Cvoriséec i Cepelak,
2009). U krvi bakar se prenosi pomocu proteina ceruloplazmina, a ostatak pomoc¢u albumina i
histidina. U organizmu ga ukupno imamo oko 100 mg. Raspodjela bakra u organizmu prikazana
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Slika 1. Raspodjela bakra u organizmu (preuzeto iz: Bost i sur., 2016).



1.1.1. Funkcije bakra u organizmu

Bakar u organizmu sluzi kao kataliti¢ki kofaktor i kao strukturna komponenta proteina te
ima brojne uloge poput enzimske aktivnosti, prijenosa kisika i stani¢nog signaliziranja. Bakar
je redoks-aktivan element. On u stanici lako mijenja oksidacijsko stanje iz bakra (1) u bakar (I1)
te tako daje i prihvaca elektrone. Nakon ulaska u stanicu, ioni bakra se vezu na razli¢ita mjesta
metalotiena, citokrom oksidaze i superoksid dismutaze (SOD) upravo stoga $to postoji opasnost
da slobodni ioni bakra izazovu osteé¢enja proteina, DNA i stani¢nih membrana (Wang i sur.,
2010). Bakar je kofaktor prolil kao i lizil hidroksilaze, enzima ukljucenih u nastanak poprecnih
vezova odgovornih za ¢vrsto¢u kolagenske uzvojnice. Na taj je nacin bakar ukljucen u tvorbu
povezuje ] povecanjem rizika nastanka koronarnih poremecaja
(https://nutricionizam.com/bakar/ pristupljeno 24.4.2017). Takoder, bakar je odgovoran za
konverziju Zeljeza u feri (Fe®*) oblik u kojem se moze transportirati organizmom. Kofaktor je
tirozinaze, enzima ukljuc¢enog u sintezu koznog pigmenta melanina. Neophodan je za normalan
razvo] mozga 1 Zziv€anog sustava. Ukljuen je u nastanak mijelina kao 1 u sintezu
neurotransmitera (Guyton i Hall, 2012). Pored toga bakar je i antioksidans, odnosno prisutan je
kao kofaktor u mnogim redoks enzimima (Bost i sur., 2016). Primjerice, bakar se nalazi u
sastavu SOD, lizil oksidaze, ceruloplazmina i drugih enzima koji sudjeluju u oksidacijsko-
redukcijskim procesima (Terres-Martos i sur., 1997). Iz tog razloga nedostatak bakra
posljedi¢no smanjuje aktivnost antioksidacijskih enzima u kojima sudjeluje bakar, ali i drugih
enzima koji ne sadrze bakar, primjerice katalaze i selen-ovisne glutationperoksidaze (Uriu-

Adams i Keen, 2005).

Za pravilno funkcioniranje organizma potrebna je regulacija koncentracije bakra u
organizmu. | nedostatak bakra i njegov visak (tzv. hiperkupremija) dovode do niza poremecaja.

Do neravnoteze u koncentraciji bakra u organizmu dovodi ili njegov nepravilni unos (vise ili



manje kolicine) ili neki genetski poremecaj. Wilsonova bolest je genetski poremecaj (nasljeduje
se autosomno recesivno), a rezultira nemoguénoscu vezanja bakra za ATPazu. Povecana razina
bakra u jetri dovodi do oStecenja jetre. Sljedeci genetski poremecaj je Menkesovo oboljenje (X-
vezano recesivno nasljedivanje) koje dovodi do mutacije transportne ATPaze. Nedostatak bakra
dovodi do nezeljenih patoloskih stanja koja se mogu korigirati odgovaraju¢im unosom putem
prehrane ili raznih suplemenata Sto mora biti strogo kontrolirano da bi se izbjegla njegova
toksi¢nost kada je prisutan u koncentracijama koje prelaze one potrebne za postizanje njegove

bioloske uloge (Fraga, 2005).

1.1.2. Pracenje razine bakra u organizmu

U procjeni statusa bakra u organizmu mogu se Kkoristiti direktni biokemijski pokazatelji
poput mjerenja same koncentracije bakra u plazmi ili indirektni biokemijski pokazatelji,
primjerice mjerenje aktivnosti SOD (Milne, 1994). Kao preporu¢ena metoda za odredivanje
bakra u serumu predlozena je atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS), no osim AAS
dostupne su i spektrofotometrijske metode (Cvoriséec i Cepelak, 2009). Princip
spektrofotometrijskih metoda bazira se na specificnom vezanju bakra za kelator/kromogen pri
¢emu dolazi do nastanka kompleksa i razvijanja boje ¢iji intenzitet odgovara koncentraciji bakra
te se moze pratiti spektrofotometrijski. Takve metode jednostavnije su i dostupnije, ali im je
nedostatak manjak specificnosti. Naime, vrlo ¢esto drugi dvovalentni metali reagiraju s

kelatorom.

1.2. Oksidacijski stres

Oksidacijski je stres definiran poremeéenom ravnotezom izmedu stvaranja slobodnih
radikala i aktivnosti antioksidativnih mehanizama da ih uklone te popravka Stete na stani¢énim
elementima uzrokovane Stetnim djelovanjem slobodnih radikala. Slobodni su radikali oni
spojevi s jednim ili viSe nesparenih elektrona u valentnoj ljusci §to rezultira njihovom visokom
reaktivno$¢u. S ciljem popunjavanja valentne ljuske radikali brzo stupaju u interakcije s
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mnogim stani¢nim makromolekulama, primjerice lipidima, proteinima i/ili molekulama DNA,
nastojeci im oduzeti elektron/e (Kujundzic i sur., 2003). Neki od slobodnih radikala koji nastaju
u ljudskom organizmu su superoksidni radikal (O27), hidroperoksidni radikal (HO2) i
hidroksilni radikal (OH"). Stoga Sto sadrze kisik, nazivamo ih reaktivnim kisikovim vrstama
(ROS-ovima) (Cepelak i Dodig, 2003). Pojatano nastajanje ROS-ova povezano je s
patogenezom nekih klini¢kih stanja. Takoder, mnoga se stanja i bolesti dovode u izravnu vezu
s oksidacijskim stresom: glomerulonefritisi 1 vaskulitisi razli¢itih etiologija, mnoge
autoimunosne bolesti, ateroskleroza, intoksikacija alkoholom, radijacijska oStecenja i
karcinomi. Stetno se djelovanje oksidacijskoga stresa ogituje poremecajima staniénog
metabolizma ukljucujuéi prijelom strukture DNA, gubitak fluidnosti stanicne membrane,
povecanje unutarstani¢nog slobodnog kalcija, poremecaje unutarstani¢nih signalnih putova,
ostecenje membranskih ionskih transportera i proteina, peroksidaciju lipida, ubrzanu proteolizu
te prerano starenje stanice i smrt. Sumarno, dolazi do o$tecenja stanica i tkiva na mnogim

razinama (Halliwell i sur., 1992).

1.2.1. Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) jedan je od vaznijih enzima koji sudjeluje u
antioksidacijskoj obrani (Slika 2). SOD je enzim koji katalizira prijelaz superoksidnog aniona
u molekulski kisik 1 vodikov peroksid i time prijeci, po stanice organizma, Stetno oksidacijsko

djelovanje superoksidnog aniona (Berg i sur., 2013). Reakcija je prikazana:

_ superoksid dismutaza
2 2

superoksid dismutaza

0, +2H* H,0,

Ovisno o metalu u aktivnom sredi$tu enzima i 0 samoj lokalizaciji enzima u stanici
razlikujemo nekoliko tipova SOD. Bakar-cink SOD (CuZn-SOD) u aktivnom mjestu sadrzi
bakar i cink, a prisutna je u citosolu, jezgri i unutarmembranskom prostoru mitohondrija.
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Mangan SOD (Mn-SOD) u aktivnom mjestu sadrzi mangan i lokalizirana je u matriksu
mitohondrija. lzvanstani¢na je SOD, koja isto sadrzi bakar i cink, prisutna u izvanstani¢nim
teku¢inama 1 tkivima: u plazmi, limfi, cerebrospinalnoj tekuéini itd. Nedostatak bakra, kako je
ve¢ 1 spomenuto, utjeCe na smanjenje aktivnosti CuZn-SOD i posljedi¢no nakupljanje
superoksidnog aniona koji oksidativno ostecuje lipide, DNA i proteine u cijelom organizmu (

McCord i Fridrovich, 1969; McCord i Fridrovich, 1988; Uriu-Adams i Keen, 2005).

Slika 2. Kristalna struktura SOD (tetramer - svaka podjedinica je oznac¢ena drugom bojom).

1.3.  Stitna Zlijezda

Stitnjaéa je endokrina Zlijezda smjestena na prednjoj strani vrata, ispod grkljana, a sa strane
1ispred samog dusnika. Gradena je od lijevog i desnog reznja medusobno povezanih poprecnim
trackom. Izrazito je dobro prokrvljena (Jalsovec, 2013). U odraslih tezi od 15 do 20 g $to je ¢ini
jednom od najvec¢ih endokrinih Zlijezda u organizmu. Glavni hormoni vezani uz §titnjacu su

tiroksin (T4) i trijodtironin (T3) ¢ija je kemijska struktura prikazana na slici 3.
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Slika 3. Kemijska struktura hormona $titnjace T4 1 T3.

1.3.1. Sinteza hormona S$titne Zlijezde

Za sintezu hormona $titnjace (prikazanu na slici 4) i to prvenstveno T4 neophodan je jod.
Nakon $to se apsorbiraju iz probavnoga sustava u krv, jodidi se sSimportom s natrijem prebacuju
u stanice Stitnjace gdje se koriste za sintezu hormona Stitnjace. Jodid se oksidira u elementarni
jod uz pomoc¢ peroksidaze i vodikova peroksida kao reducensa. Ta ista peroksidaza katalizira 1
spajanje oksidiranog joda s tireoglobulinom, to¢nije tirozinom, aminokiselinom u njegovu
sastavu. Tireoglobulin je velik glikoprotein kojega luce epitelne stanice Stitnjace. Tirozin se
jodira u monojodtirozin 1 ponovno u dijodtirozin nakon ¢ega dolazi do medusobnog
povezivanja viSe jodtirozinskih ostataka. Glavni je proizvod toga niza reakcija hormon T,
nastao spajanjem dviju molekula dijodtirozina. Tz pak nastaje spajanjem monojodtirozina s
jednom molekulom dijodtirozina. Stitnjada je posebna po tome $to ima sposobnost pohraniti
sintetizirane hormone u svojim folikulima. Tek kada se ukaze potreba za njima, sintetizirani se
hormoni proteazama otcjepljuju od molekula tireoglobulina te se tako slobodni otpustaju u krv.
Po zavrsetku sinteze hormona Stitnjace, svaka molekula tireoglobulina sadrzi i do 30 molekula

T4 1 nekoliko molekula Ts. Zanimljivo je da otprilike Cetvrtina jodiranog tirozina u



tireoglubulinskoj molekuli nikada ne postane hormonom S§titnjace, ve¢ ostaje u obliku molekula
mono- i dijodtirozina. Enzim dejodaza je taj koji otcjepljuje tako ,,pohranjen‘ jod i predaje ga

Stitnjaci na raspolaganje za stvaranje dodatnih koli¢ina hormona (Guyton i Hall, 2012).

Tirozin Tirozin Tirozin
l jodiranje jodiranje ’
2 A RPN, .
MOoNC{oateozin MoNoJOcNrozin MoNQOAirozin

l jodiranje l jodiranje /
dijoctirozin dijodtirozin

\\.4// ‘\\u/

Slika 4. Shematski prikaz sinteze T4 i T3 (preuzeto iz: http://www.perpetuum-

lab.com.hr/uploads/monthly_12_ 2012/ccs-1-0-08933400-1356397581_thumb.png).

1.3.2. Regulacija lu¢enja hormona §titne Zlijezde

Lucenje hormona Stitnjace nadzire se povratnom spregom preko hipotalamusa i
adenohipofize. Tireotropin (TSH) iz adenohipofize povecava lucenje hormona Stitnjace
aktivacijom drugog glasnika, cikli€kog adenozin-monofosfata (cAMP), na viSe nalina:
povecava proteolizu tireoglobulina kako bi slobodni T4 i Tz mogli biti izlu¢eni u krv, poveéava
rad jodidne pumpe i jodiranje tirozina te povecava broj samih stanica $titnjace. Lucenje se pak
TSH iz adenohipofize nadzire iz hipotalamusa hormonom koji oslobada tireotropin (TRH).
TRH izravno potice Zljezdane stanice adenohipofize na povecano lu¢enje TSH. Pri povecanju
koncentracije hormona $titnjace u tjelesnim tekué¢inama negativnom se povratnom spregom
fizioloSki smanjuje lucenje TSH 1 adenohipofize i1 time prekida daljnja stimulacija lucenja
hormona stitnjace (Guyton i Hall, 2012). Regulacija lu¢enja hormona stitnjace prikazana je na

slici 5.
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Slika 5. Regulacija lu¢enja hormona $titnjace (preuzeto s
http://www.cybermed.hr/var/cybermed/storage/images/media/images/kontrola2/1434-1-cro-

HR/kontrola2_large.jpg).

1.3.3. Fizioloske funkcije hormona Stitne Zlijezde

Receptori za hormone $titinjace nalaze se u jezgri stanica neposredno uz lance DNA. Oni
imaju vrlo visok afinitet za T4. 1z tog se razloga po ulasku T4 i T3 u ciljne stanice djelovanjem
jodaza uklanja molekula joda sa gotovo svake molekule T te nastaje Ts. Vezanjem s
receptorima u jezgri receptori se aktiviraju i zapo¢inju proces transkripcije. Posljedi¢no nastaje
srediSnjeg ziv€anog sustava, povecavaju se sr¢ani minutni volumen i kontraktilnost srca,
ubrzava se disanje i sl. U metabolickom smislu, povecava se iskoriStavanje hranjivih tvari za
dobivanje energije, pojacana je aktivnost Na*/K*- ATPaza, povecava se intenzitet bazalnog

metabolizma, ubrzane su glukoneogeneza, glikogenoliza i lipoliza (Guyton i Hall, 2012).



1.3.4. Oboljenja Stitne Zlijezde

Bolesti stitne zlijezde karakterizirane su kvalitativnim i kvantitativnim promjenama
lu¢enja hormona i/ili povecanjem S§titnjace (vidljivo kao gusa). Nedostatno lucenje hormona
Stitnjace vodi hipotireozi i usporenosti cjelokupnog organizma dok pojacano lucenje rezultira
hipertireozom 1 ubrzano$¢u metabolizma. Tumori najces¢e uzrokuju lokalizirano poveéanje
Stitne zlijezde. Funkcija Stitne Zlijezde odreduje se mjerenjem vrijednosti T3, T4 1 TSH u krvnoj
plazmi. Niske koncentracije T3 1 T4 u cirkulaciji u kombinaciji s porastom lucenja TSH
karakteristi¢na su slika nedostatne funkcije Stitnjace. S druge pak strane, prekomjerna funkcija
StitnjaCe rezultira poviSenim koncentracijama T3 i T4 u cirkulaciji kao i posljedi¢no smanjenim

izlu¢ivanjem TSH (Kujundzi¢ i sur., 2003).

Papilarni karcinom Stitnjace (lat. Ca papillare glandullae thyreoideae) najces¢i je
karcinom S$titne Zlijezde 1 ¢ini 70% svih malignih neoplazija Stitnjace. Histoloski sli¢i tkivu
Stitnjace od kojega nastaje. lonizirajuce je zracenje Cest uzrocni faktor nastanka ovoga tipa
karcinoma. (http://tumori.me/zlocudni-tumori-stitnjace/ pristupljeno 20. 4. 2017.) Zene od
njega obolijevaju dva do tri puta ¢eS¢e od muskaraca te je u€estaliji u osoba mlade Zivotne dobi.
Siri se organizmom putem limfe. Kirursko lije¢enje gotovo uvijek dovodi do izlijedenja te se
hormoni $titnjace primjenjuju u dozama koje suprimiraju lucenje TSH kako bi se smanjila
moguénost recidiva bolesti
(http://www.cybermed.hr/centri_a_z/rak_stitne_zlijezde/papilarni_rak_stitne_zlijezde

pristupljeno 20.4.2017.).

Folikularni adenom (benigna neoplazija) Stitnjace (lat. adenoma folliculare) dobro¢udna
je 1 u¢ahurena novotvorina gradena od folikularnih stanica folikula $titnjace. Svojim nastankom
i rastom vr$i pritisak na okolne strukture. Bolest se ocituje kao povecéanje cijele Stitnjace ili u

obliku ¢vorica. Lijeci se kirurski (http://perpetuum-



lab.com.hr/wiki/plab_wiki/patologija/folikularni-adenom-stitnjaee-r213/ pristupljeno 20. 4.

2017.).

Struma (gusa, lat. struma colloides nodularis) povec¢anje je stitnjace koje u pravilu nije
udruzeno s funkcionalnim, upalnim niti neoplasti¢nim promjenama. Posljedica je hipertrofije i
hiperplazije folikularnog epitela Stitnjace. Izazvana je nekim od poremecaja koji koce
proizvodnju hormona Stitnjace: nedostatnim unosom joda u pojedinim dijelovima svijeta
(endemska guSavost), kemikalijama ili je pak nepoznate etiologije (idiopatski tip). Osam je puta
ceS¢a u Zena, nego u muskaraca. Karakteristi¢an izgled guse nastaje zbog lokalnog pritiska
povecane §titnjace na okolne strukture, posebice na gornju Suplju venu $to dovodi do zastoja
krvi u glavi i licu. Gusa, takoder, sama moze proizvoditi visak hormona (toksi¢na gusa) te se
javljaju simptomi hipertireoze, dok se kod netoksi¢ne guse javljaju simptomi hipotireoze

(Gamulin, Marusi¢, Kovac i sur., 2005).

Hashimotov tiroiditis autoimuna je upalna bolest §titnjate kroni¢noga tijeka. Ce$éa je u
Zena srednje Zivotne dobi. Bolest je karakterizirana infiltracijom Stitnjace limfocitima i nalazom
povecane vrijednosti protutijela na nekoliko komponenti tkiva Stitnjace. NajvaZzniju ulogu
igraju protutijela na tireoglobulin i protutijela na tireoidnu peroksidazu. Napredovanjem bolesti
moze se razviti hipotireoza jer zbog kroni¢noga tijeka bolesti dolazi do progresivne zamjene

tkiva Stitnjace limfocitima i fibroznim tkivom (Kujundzi¢ i sur., 2003).

Zabrinjavajuci je podatak da se u posljednjih desetak godina pojavnost oboljenja Stitne
zlijezde povecala u Republici Hrvatskoj za oko 60%. Prema dostupnim podacima Registra za
rak, Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo, od 2001. do 2012. godine broj novooboljelih od
raka Stitnjate (ICD-10 oznaka C73) ukupno je porastao za 60,74%. NajceS¢e se radi o
papilarnim karcinomima, benignim neoplazijama, strumama ili o autoimunosnom poremecaju
— Hashimotovu tiroiditisu. Registar za rak, Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo od 1962.

godine prikuplja podatke o novooboljelima i umrlima od raka, od 1994. godine punopravni je
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http://perpetuum-lab.com.hr/wiki/plab_wiki/patologija/gusa-struma-r201/

¢lan Medunarodne udruge registara za rak te su podaci Registra ukljuceni u najvecéu svjetsku
bazu o incidenciji, prevalenciji i mortalitetu GLOBOCAN. Podaci unutar Registra klasificirani
su prema desetom izdanju Medunarodne klasifikacije bolesti (International Classification of

Diseases, ICD-10), Svjetske zdravstvene organizacije (WHO).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Stitna Zlijezda endokrini je organ koji sintetizira hormone T4 i T3 koji su vazni u kontroli
metabolizma organizma. U posljednjih se desetak godina u Republici Hrvatskoj pojavnost
oboljenja Stitne zlijezde povecala za oko 60%. Unato€ brojnim istrazivanjima, etioloSki
¢imbenici nastanka oboljenja Stitne Zlijezde nisu jos razjasnjeni. Bakar je esencijalni element u
tragovima. U organizmu je sastavni dio brojnih proteina pa tako i enzima te ima ulogu
odrzavanja homeostaze organizma i zastite od oksidacijskoga stresa. Uloga bakra u nastanku

oboljenja Stitne Zlijezde do sada je slabo istrazivana.
Cilj ovoga istrazivanja je ispitati ulogu bakra u nastanku oboljenja §titne zlijezde.
Specifi¢ni ciljevi ovoga istrazivanja su:

1) Sakupiti uzorke plazme pacijenata oboljelih od bolesti $titne zlijezde i zdravih
pojedinaca (kontrolna skupina) te u njima odrediti razina bakra, a kako bi se utvrdilo da
li postoji razlika u razini bakra izmedu skupine oboljelih od bolesti Stitne zlijezde 1
kontrolne skupine;

2) S obzirom da je SOD enzim koji sudjeluje u obrani od oksidacijskog stresa te je u
njegovom aktivnom mjestu bakar, u ovome istrazivanju odrediti ¢e se u plazmi oboljelih
od bolesti stitne zlijezde kao i u kontrolnoj skupini kataliti¢ka aktivnost enzima SOD s
ciljem da se utvrdi da li je aktivnost SOD razlicita u dvije ispitivane skupine;

3) Takoder usporediti ¢e se izmjerena razina bakra i kataliticka aktivnost SOD kako bi se
mogla utvrditi moguca povezanost ova dva parametra kako kod zdravih pojedinaca tako

1 kod oboljelih od bolesti Stitnjace.

Dobiveni rezultati trebali bi dati uvid u ulogu bakra i antioksidacijskog enzima SOD u nastanku

oboljenja Stitne Zlijezde.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

U ovome istrazivanju koriStene su kemikalije:

standard bakra (Sigma-Aldrich Co, St.Louis, SAD)

- 5-brom-2-piridilazo-N-propil-N-sulfopropil-amilo-anilin, 5-Br-PSAA (Sigma-Aldrich
Co, St.Louis, SAD)

- gvanidin hidroklorid, gvanidin HCI (Sigma-Aldrich Co, St.Louis, SAD)

- natrij acetat (Kemika, Zagreb)

- octena kiselina (Kemika, Zagreb)

- komercijalni kit za odredivanje kataliticke aktivnosti enzima SOD (Cayman Chemical

(Missouri, SAD)

Sve koristene kemikalije bile su p.a. ¢isto¢e. Za pripremu otopina koristena je MilliQ voda.

3.2.  Oprema

Koristena oprema ukljucuje:

centrifuga (Eppendorf, Njemacka)
- mjesalica/vortex, Ika vortex (Ika, Njemacka)
- spektrofotometar A Agilent 8453 UV-Vis (Agilent Technologies, CA, SAD)

- Citac ploc¢ica Wallac 1420 Viktor 2 (PerkingElmer, USA)
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3.2.1. Cita& plocica

Citac plogica je uredaj koji detektira biologka, kemijska ili fizikalna svojstva u otopinama
koje se nalaze u bunari¢ima na mikrotitarskoj plocici. Od spomenutih svojstava moze mjeriti
apsorbanciju, intenzitet fluorescencije i luminescenciju ovisno 0 modelu uredaja. lzvor
svjetlosti odredene valne duljine se usmjerava kroz bunari¢e na mikrotitarskoj plocici te se s
druge strane mjeri intenzitet svjetlosti koji se usporeduje s pocetnim intenzitetom i dobiva se
brojcana vrijednost, tj. apsorbancija. Za dobivanje svjetlosti to¢no odredene duljine koriste se

filteri ili monokromator.

3.3.  Prikupljanje uzoraka plazme

Uzorci plazme oboljelih od stitne Zlijezde sakupljeni su u suradnji s lije¢nicima bolnice
KBC Sestre milosrdnice. Pored tih uzoraka sakupljeni su i uzorci plazme osoba koje su
predstavljale kontrolnu skupinu. Kontrolnu skupinu ¢inili su zdravi ispitanici koji su po spolu,
dobi i konzumiranju duhanskih proizvoda odgovarali oboljelim ispitanicima. U populaciju
oboljelih osoba uklju¢ene su osobe kojima je dijagnosticiran papilarni karcinom, folikularni

adenom te ostala oboljenja stitne zlijezde poput strume i Hashimotova tireoiditisa.

Prije samog istrazivanja pribavljena je potvrda Etickog povjerenstva KBC Sestre
milosrdnice (broj: EP-717/13-14 iz 24.1.2013. godine) kao i potvrda Povjerenstva za eti¢nost
eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. Citavo je istraZivanje provedeno
u skladu sa svim vaze¢im i primjenljivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje
postupaka 1 sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju. Svaki ispitanik
prije sudjelovanja u ovom istrazivanju obavjesSten je o detaljima istrazivanja te je potpisao
suglasnost o sudjelovanju u istraZivanju uz prava na: anonimnost ispitanika u istrazivanju, uvid

u sve svoje rezultate istrazivanja, odustajanje iz istrazivanja u bilo kojem trenutku bez obaveze

objasnjavanja razloga odustajanja.
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3.4, Metode
3.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje bakra

3.4.1.1. Princip metode

Za odredivanje koncentracije bakra u plazmi koristena je spektrofotometrijska metoda.
Princip metode je reakcija u kojoj se bakar veze s kelatorom 5-Br-PSAA (5-brom-2-piridilazo-
N-propil-N-sulfopropil-amilo-anilinom, slika 6.) pri ¢emu nastaje crveni kompleks ¢iju je
koncentraciju moguce odrediti spektrofotometrijski mjereci apsorbanciju pri valnoj duljini od
580 nm (Makino, 1989). Naime pri pH 4,2 dvovalentni bakar uz dodatak guanidin hidroklorida
odvaja se od proteina i veze s kromogenom S5-Br-PSAA. Intenzitet nastalog obojenja
proporcionalan je koncentraciji bakra u uzorku. Koncentracija bakra odredena je iz bazdarnog

pravca i izrazena u pg/mL.

Br—<\jN>—N\\ (CH,);CH

N N

\

G (CH,);S04Na

Slika 6. Kelator koristen za spektrofotometrijsko odredivanje bakra, 5-Br-PSAA.

3.4.1.2. Priprema otopina
Radni reagens za odredivanje bakra sastojao se od gvanidin HCI i kromogena 5-Br-

PSAA.

Priprema acetatnog pufera

Odvagano je 7,08 g Na-acetata te kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu od 1 litre.
Zatim je dodano 18,025 mL octene kiseline te je odmjerna tikvica nadopunjena s destiliranom

vodom do oznake. Pripremljena otopina imala je koncentraciju 0,4 mol/L i pH 4,2.
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Priprema gvanidin HCI

Odvaga gvanidin HCI od 477,65 g se kvantitativno prenijela u odmjernu tikvicu od 1
litre te je nadopunjena do oznake s prethodno pripremljenim acetatnim puferom koncentracije

0,4 mol/L, pH 4,2. Ta je otopina imala koncentraciju 5 mol/L gvanidin HCI.

Priprema otopine 5-Br-PSAA

Otopina 5-Br-PSAA pripremljena je vaganjem 47,834 g 5-Br-PSAA, odvaga se
kvantitativno prenijela u odmjernu tikvicu od 1 litre te nadopunila destiliranom vodom kako bi

se dobila otopina koncentracije 0,1 mol/L.

Radni reagens pripremio se tako $to su se otopina gvanidin HCI u acetatnom puferu i

otopina 5-Br-PSAA pomijesale u omjeru 1:1.

Priprema standardnih otopina bakra

Iz mati¢ne otopine bakra koncentracije 10 pg/mL (pripremljene u 10 % HNO3)
napravljena su serijska razrjedenja standarda bakra u rasponu koncentracija 0,5 — 5,0 ug/mL u
destiliranoj vodi. Ti standardi koriSteni su za izradu bazdarnog pravca. Postupak pripreme

standarda i njihove koncentracije prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Koncentracije i priprema standardnih otopina bakra.

koncentracija
standardne otopine

bakra (ug/mL)

postupak pripreme

standarda

ukupno razrjedenje u
odnosu na mati¢nu

otopinu

0,5

0,5 mL mati¢ne
otopine nadopunjeno
destiliranom vodom

do 10 mL

20 X

1,0

1,0 mL mati¢ne
otopine nadopunjeno
destiliranom vodom

do 10 mL

10 x

2,0

2,0 mL mati¢ne
otopine nadopunjeno
destiliranom vodom

do 10 mL

5x

50

5,0 mL mati¢ne
otopine nadopunjeno
destiliranom vodom

do 10 mL

2 X




3.4.1.3. Izvodenje pokusa

Uzorci plazme prethodno su centrifugirani 5 minuta na 2000 g. Nakon centrifugiranja,
0,10 mL bistrog nadsloja prebaceno je u novu Eppendorf epruvetu te se na njega dodao 1,0 mL
radnog reagensa (radni reagens ¢ine guanidin HCI i kromogen 5-Br-PSAA, 1:1). Uz uzorke
pripremljene su slijepa proba i standardi. Slijepa proba reagensa pripremljena je dodavanjem
0,10 mL destilirane vode u 1,0 mL radnog reagensa. Standardi su pripremljeni dodavanjem 0,10
mL standarda bakra (raspon koncentracija 0,5 — 5,0 ug/mL) u 1,0 mL radnog reagensa.
Apsorbancije su mjerene odmah (bez inkubacije) na spektrofotometru pri 580 nm.

Koncentracija bakra odredena je iz bazdarnog pravca i izrazena u pg/mL.

3.4.2. Odredivanje kataliticke aktivnosti enzima SOD
3.4.2.1. Princip metode

Za odredivanje aktivnosti SOD koristen je komercijalno dostupan test komplet
proizvodaca Cayman Chemical (Missouri, SAD). Test komplet koristi tetrazolijevu sol za
detekciju superoksidnih radikala. U reakciji se tetrazolijeva sol reducira u formazansku boju
koja apsorbira svjetlost valne duljine 450 nm, a superoksidni radikali se oksidiraju u
molekularni kisik. Nastali molekularni kisik se ksantin oksidazom pretvara u superoksidni
radikal, a nastali nusprodukti su vodikov peroksid i mokra¢na kiselina (slika 7). Nastali
superoksidni radikal moze ponovno reducirati tetrazolijevu sol u boju. Kako SOD prevodi
superoksidni radikal u H20: i Oq, tako se obojenje sve manje i manje povecava i u beskonacnosti
dostize stalnu vrijednost, tj. ne mijenja se. Drugim rije¢ima, kod manje koncentracije SOD u
uzorku, viSe ¢e boje nastati jer nema ,,dovoljno SOD* za prevoditi nastali superoksidni radikal

u kisik i peroksid pa on reducira tetrazolijevu sol.
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ksantin

+0, \ / 20, formazanska boja
ksantin oksidaza
H,0, / K_ )
rad 20, tetrazolijeva sol
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SOD

¥

0, + H,0,

Slika 7. Princip odredivanja kataliticke koncentracije SOD u plazmi.

3.4.2.2. Priprema otopina
Komercijalni kit sadrzavao je sljedece otopine: pufer za probe (assay buffer, 5 mL),
pufer za uzorke (sample buffer, 5 mL), detektor (radical detector, 250 uL), standard SOD (100

uL) i ksantin oksidazu (150 pL).

Priprema pufera za probe assay buffer

Dobiveni koncentrat pufera za probe razrijeden je 10 puta s MilliQ vodom. Zbog
koli¢ine pufera potrebne za izvodenje pokusa razrijedilo se 3 mL pufera za probe iz kita s 27
mL MilliQ vode da bi kona¢no razrjedenje bilo 10 puta. Konacna otopina imala je pH 8,0 i
sadrzavala je 50 mM Tris-HCI, 0,1 mM dietilentriaminpentaoctenu kiselinu i 0,1 mM
hipoksantina. Ovako pripremljen pufer za probe (10x) koriSten je za pripremu i razrjedivanje

otopine detektora.

Priprema pufera za uzorke sample buffer

Dobiveni koncentrat pufera za uzorke razrijeden 10 puta s MilliQ vodom, tj. u 2 mL

koncentrata dodano je 18 mL MilliQ vode. Konacna otopina sadrzavala je 50 mM Tris-HCI
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puferiranog na pH 8,0. Ovako pripremljena otopina pufera za uzorke (10x) koriStena je za

pripremu standarda SOD i za razrjedivanje ksantin oksidaze i uzoraka.

Priprema otopine detektora (tetrazolijeve soli)

Dobiveni koncentrat tetrazolijeve soli razrijeden je 400 puta s prethodno pripremljenim
puferom za probu (10x), tj. 50 uL. koncentrata je dodano u 19,95 mL pufera za probu. Tako

pripremljena otopina detektora stabilna je 2 sata.

Priprema ksantin oksidaze

Dobiveni koncentrat ksantin oksidaze razrijeden je 40 puta s prethodno pripremljenim
puferom za uzorke (10x), tj. 50 uL koncentrata je dodano u 1,95 mL pufera za uzorke. Ovako

pripremljena otopina stabilna je jedan sat.

Priprema standarda SOD

Dobiveni koncentrat standarda SOD razrijeden je 100 puta s prethodno pripremljenim
puferom za uzorke (10x), tj. 20 uL koncentrata dodano je u 1,98 mL pufera za uzorke. 1z tako
pripremljene mati¢ne otopine SOD aktivnosti 0,25 U/mL pripremljeni su standardi konacne

aktivnosti 0,00; 0,01; 0,031 0,05 U/mL.

Postupak razrjedivanja mati¢ne otopine SOD:

Iz otopine SOD standarda iz test kompleta, kataliticke aktivnosti 0,25 U/mL priredeni
su standardi kataliti¢kih aktivnosti u rasponu 0,00-0,05 U/mL u puferu za uzorke kao §to je

prikazano u tablici 2.
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Tablica 2. Kataliticke koncentracije i priprema standardnih otopina SOD.

kataliticka
ukupno razrjedenje u
koncentracija postupak pripreme
odnosu na mati¢nu
standardne otopine standarda
otopinu
SOD (U/mL)
pufer za uzorak
0,00 -

volumena 1000 pL

40 puL mati¢ne
otopine nadopunjeno
0,01 25 X
puferom za uzorak do

1000 pL

120 pL matic¢ne
otopine nadopunjeno
0,03 8,33 x
puferom za uzorak do

1000 pL

200 pL mati¢ne
otopine nadopunjeno
0,05 5x
puferom za uzorak do

1000 pL




3.4.2.3. Izvodenje pokusa

U bunarice na mikrotitarskoj plocici dodano je 200 uL pripremljenog detektora, tj.
tetrazolijeve soli. Nakon detektora u bunari¢ je dodano 10 pL uzorka ili standarda. Nakon §to
su se u bunaricu nalazili detektor i uzorak (ili standard), reakcija se pokrenula dodatkom 20 pL
ksantin oksidaze, a plo€ica se lagano promijesala i pokrila poklopcem za plocicu. Reakcija se
odvijala 30 minuta (vrijeme inkubacije), a za to vrijeme se nalazila na mijesalici na sobnoj
temperaturi. Nakon isteklih 30 minuta inkubacije, apsorbancija je izmjerena na valnoj duljini

450 nm.

3.5.  Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Rezultati
koncentracije bakra i aktivnosti SOD-a izmedu dviju skupina (kontrolna skupina i skupina
oboljelih od bolesti Stitne zlijezde) zbog malog broja uzoraka usporedeni su pomocu
neparametrijskog testa Mann-Whitney U testa. Usporedba (korelacija) izmjerenih koncentracija
bakra 1 kataliti¢ke aktivnosti SOD napravljena je pomocu Spearmanovog testa korelacije
(Spearmanov koeficijent korelacije). Za statisticku obradu podataka koriSten je program
Statistica Version 6.0 (StatSoft Inc. 1984-2011, USA). Statisticka znac¢ajnost postavljena je na

P <0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Antropoloski podaci ispitanika istrazivanja

Za ovo istrazivanje prikupljena su, u suradnji s lijecnicima KBC Sestre milosrdnice, 24
uzorka plazme oboljelih od bolesti $titne Zlijezde. Od tog broja u 12 pacijenata (50%)
dijagnosticiran je papilarni karcinom, u 6 pacijenata (25%) folikularni adenom (benigna
neoplazija stitne Zlijezde) te u preostalih 6 pacijenata (25%) ostala oboljenja Stitnjace poput
strume i Hashimotova tiroiditisa. Pored toga sakupljeni su i uzorci plazme zdravih ispitanika
koji su po spolu, dobi i konzumiranju duhanskih proizvoda odgovarali oboljelim ispitanicima

te su sluzili kao kontrolna skupina. Antropoloski podaci sudionika istrazivanja prikazani su

tablicom 3.
Tablica 3. Antropoloski podaci ispitanika istrazivanja.
ZDRAVA
PARAMETAR (KONTROLNA) OBOLJELI
SKUPINA
Dob (godine) 549+ 144 523+ 12,1
Spol (Zzenski/muski) 16/8 16/8
BMI* 27,7 +4.8 26,2 + 4,1
Pusac¢/nepusac 8/16 8/16

*BMI, od engl. body mass index
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4.2. Koncentracija bakra

Za odredivanje koncentracije bakra u uzorcima plazme koristena je spektrofotometrijska
metoda. Kako je najveci dio bakra u plazmi vezan za proteine, bakar se morao osloboditi iz
kompleksa s proteinima (zakiseljavanjem i deproteinizacijom) za $to je koristen Kiseli pH i uz
prisustvo gvanidin HCI. Nakon toga usslijedila je reakcija bakra s kelatorom/kromogenom 5-
Br-PSAA pri ¢emu je nastalo crveno obojenje, a ¢iji je intenzitet izmjeren spektrofotometrijski
na 580 nm. Iako je preporuéena metoda za odredivanje bakra u plazmi AAS (Straus, 2009), u
ovom istrazivanju koristena je spektrofotometrijska metoda koju je razvio Makino (1989).
Kako bi se ispitala specificnost metode pripremljeni su standardi bakra koncentracije 0,5; 1,0 i
2,0 ug/mL te im je izmjeren spektar u rasponu valnih duljina 350 do 1000 nm (slika 8.).
Izmjereni spektri standardnih otopina bakra u rasponu koncentracija 0,5 - 2,0 pg/mL u reakciji

s 5-Br-PSAA pokazali se da je maksimum apsorbancije na 580 nm.

0.2
0.15
0.1

0.05

odaziv detektora
o

Valna duljina (nm)

==(0,5 ug/mL 1,0 pg/mL =20 ug/mL

Slika 8. Spektri standardnih otopina bakra u rasponu koncentracija 0,5-2,0 ug/mL u

kompleksu s 5-Br-PSAA.
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U literaturi se navodi da drugi kationi, poput Zeljeza, kobalta i nikla reagiraju s 5-Br-
PSAA. Medutim, kompleks zeljeza i 5-Br-PSAA nastaje puno sporije kod pH nizega od 5
(Petlevski i sur., 2012). Stoga je pH ove reakcije podesen s acetatnim puferom na 4,2, a takoder
je apsorbancija mjerena odmah nakon dodavanja reagensa (bez inkubacije) kako bi se izbjegle
interferencije zeljeza. lako se u literaturi preporuca upotreba EDTA kako bi se maskirali kationi
koji interferiraju reakciju bakra s 5-Br-PSAA u ovom istrazivanju nije koristen EDTA stoga $to
utjece na stabilnost kompleksa bakra i 5-Br-PSAA
(http://www.sorachim.com/chemicals/chromogens-and-coloring-agents/5-br-psaa.html /

pristupljeno 20. 4. 2017.).

Bazdarni pravac dobiven je visestrukim mjerenjem standardnih otopina bakra u rasponu
koncentracija bakra od 0,5 do 5,0 pg/ml. Bazdarni pravac bio je linearan (R?=0,999), a
jednadzba pravca bila je y= 0,0847x+0,0031 (slika 9.). Bazdarni pravac potvrdio je da je u

ispitivano koncentracijsko podrugje linearno.

0.45 py
0.4 y =0.0847x + 0.0031"
0.35 R2= 09999
0.3
0.25
0.2
0.15
01 I
0.05 o

0
0 1 2 3 4 5 6

koncentracija Cu (ug/ml)

odaziv detektora

Slika 9. Bazdarni pravac standarda bakra u koncentracijskom rasponu 0,5 - 5,0 pg/ml.
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Ovom metodom je izmjerena koncentracija bakra u kontrolnoj skupini kao i u pacijenata
oboljelih od bolesti stitne Zlijezde. Dobiveni rezultati prikazani su tablicom 4. i slikom 10.
Statisticka obrada rezultata pokazala je da je koncentracija bakra visa u pacijenata oboljelih od

bolesti $titne zlijezde nego u kontrolnoj (zdravoj) skupini (P < 0,05; Mann-Whitney-U test).

Tablica 4. Koncentracija bakra u kontrolnoj skupini i skupini oboljelih od bolesti §titne

zlijezde.
STATISTICKA
KONTROLNA SKUPINA OBOLJELI
ZNACAJNOST
P < 0.05 (Mann Whitney U
1,24+0,53 ng/ml 1,62+0,50 pg/ml
test)

2.5

=
P ol

o
ol

Koncentracija bakra (pug/mL)

m Kontrolna skupina  ®m Oboljeli

Slika 10. Graficki prikaz koncentracije bakra u serumu kontrolne skupine i oboljelih

pacijenata.
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4.3. Kataliticka aktivnost SOD

Kataliticka aktivnost enzima SOD odredena je pomocu komercijalnog Kkita.
Tetrazolijeva sol se u prisutnosti superoksidnog radikala pretvara u formazansku boju koja
apsorbira na 450 nm. SOD prevodi nastali superoksidni radikal u Oz i H2O> i §to ga vise ima,
nastaje manje boje. Uzorci plazme kao i standardi SOD aktivnosti u rasponu 0,00 - 0,05 U/ml

pripremljeni su prema uputstvu iz Kita.

Iz vrijednosti dobivenih za standarde SOD pripremljen je bazdarni pravac koji je bio
linearan (R? = 0,999) s jednadzbom pravca y= 39,009x+1,0185. Ti rezultati pokazali su da je

metoda u ispitivanom podrucju linearna.

3.5
3 y =39.009x +1.0185
R?=0.999 ..
o, 25 e
g :
_é 2 E— o
= 1 e
0.5
0
0.000 0.010 0.020 0.030 0.040 0.050 0.060
SOD aktivnost (U/mL)

Slika 11. Bazdarni pravac za kataliticku aktivnost SOD u rasponu 0,00-0,05 U/mL.

Kataliticka aktivnost SOD u uzorcima plazme kontrolne skupine 1 pacijenata
dijagnosticiranih s bolestima §titne zlijezde prikazana je tablicom 5. i slikom 12. Kataliti¢cka
aktivnost SOD bila je znacajno niza (P < 0,05; Mann-Whitney-U test) u skupini oboljelih od

bolesti stitne Zlijezde u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Tablica 5. Kataliticka aktivnost SOD u kontrolnoj skupini i skupini oboljelih od bolesti $titne

zlijezde.
STATISTICKA
KONTROLNA SKUPINA OBOLJELLI
ZNACAJNOST
P< 0.05 (Mann Whitney U
1,2340,36 U/ml 0,76+0,48 U/ml
test)

1.8
1.6
1.4
1.2

-

0.8
0.6
0.4
0.2

Kataliticka aktivnost SOD
(U/mL)

m Kontrolna skupina  m Oboljeli

Slika 12. Graficki prikaz kataliticke aktivnosti SOD u serumu kontrolne skupine i oboljelih

pacijenata.

Dobiveni rezultati za koncentraciju bakra i kataliticku aktivnost SOD su medusobno
usporedeni pomocu Spearmanovog testa. Provedena statisticka analiza pokazala je da nema
korelacije izmedu koncentracija bakra i kataliticke aktivnosti SOD; Spearmanov koeficijent

korelacije bio je Rs=-0,3.
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o. DISKUSIJA

Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi ulogu esencijalnog elementa bakra u nastanku
bolesti Stitne zlijezde. U tu svrhu su se sakupili uzorci plazme oboljelih od Stitne Zlijezde 1
kontrolne skupine te se u tim uzorcima odredila razina bakra. U istim uzorcima odredena je i
kataliticka aktivnost antioksidacijskog enzima SOD kako bi se utvrdila razina oksidacijskog
stresa. Takoder, dobiveni rezultati trebali bi nam ukazati da li su razina bakra i1 katalitiCka

aktivnost SOD kod oboljenja Stitne Zlijezde povezani.

Uzorci plazme oboljelih od bolesti stitne Zlijezde sakupljani su u suradnji s lije¢nicima
iz KBC Sestre milosrdnice. Od sakupljenih 24 uzoraka u 50 % pacijenata je dijagnosticiran
papilarni karcinom, 25% pacijenata je dijagnosticiran folikularni adenom, a preostalih 25 %
ostala oboljenja Stitnjace, struma i Hashimotov tiroiditis. Iako je ispitivana skupina mala (svega
24 pacijenta) ipak se moze zakljuciti da je u Hrvatskoj najces¢e oboljenje Stitne zlijezde
papilarni karcinom, nakon ¢ega slijedi folikularni adenom te druga oboljenja. Prema Registru
za rak, Hrvatskog zavoda za javno zdrastvo, takva je raspodijela 1 za o€ekivati, te se moze
zakljuciti da ova skupina predstavlja oboljele od bolesti stitne Zlijezde u Hrvatskoj. Pored toga,
najvise oboljelih su bile Zene (n=16) §to potvrduje da su oboljenja Stitne Zlijezde ¢eS¢a u Zena.
Neki istrazivaci to objaSnjavaju razli¢itim imunosnim odgovorimo izmedu Zena i muskaraca
(Ferrari i sur., 2017). Dob oboljelih bila je 54,9 + 14,4 godina iz ¢ega proizlazi da od bolesti
Stitne Zlijezde uglavnom oboljevaju ljudi srednje dobi 1 to uglavnom nepusaci (16 nepusaca i 8

pusaca).

U ovom istrazivanju koncentracija bakra odredena je spektrofotometrijski, pomocu
kromogena 5-Br-PSAA metodom koju je razvio Makino (1989). Preporu¢ena metoda za
odredivanje bakra u plazmi je AAS (Cvorid¢ec i Cepelak, 2009). Ovo istraZivanje pokazalo je

da spektrofotometrijska metoda takoder moze posluziti za odredivanje razine bakra u plazmi.
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Naime, rezultati bakra dobiveni spektrofotometrijskom metodom bili su u referentnom
intervalu (0,78 — 1,60 pg/mL) $to je potvrdilo prihvatljivost spektrofotometrijske metode
(Cvoriséec i Cepelak, 2009). Spektrofotometrijska metoda za odredivanje bakra je jednostavna

te je stoga pogodna je za one laboratorije koji nemaju dostupan AAS.

Izmjerene vrijednosti bakra u pacijenata dijagnosticiranih s nekom od bolesti Stitne
zlijezde bile su znacajno vise od kontrolne skupine. I druga istrazivanja zabiljezila su pove¢anu
razinu bakra kod tumora. Tako su u svom istrazivanju Goyal i suradnici (2006) izmjerili
povecanu razinu bakra (ali snizenu cinka 1 selena) kod pacijenata dijagnosticiranih s
karcinomom jednjaka. Istrazivanje Goyala i suradnika (2006) u kojem je izmjerena i razina
bakra i razina cinka i selena ukazalo je da, iako je bakar esencijalni element kao i cink i selen,
ipak ima i neku drugu ulogu u organizmu, ne samo antioksidacijsku kao cink i selen. Istrazivaci
iz Poljske su pak zabiljezili povec¢anu razinu bakra u pacijenata dijagnosticiranih s karcinomom
dojke, karcinomom pluc¢a, gastrointestinalnim karcinomom te ginekoloSkim karcinomima
(Zowczak 1 sur., 2001). Pored toga primjetili su da je razina bakra bila viSa u pacijenata
dijagnosticiranih s ginekoloSkim karcinomima (rak ovarija 1 grlica maternice) nego u onih
dijagnosticiranih s gastrointestinalnim karcinomom. Osim navedenih istraZivanja i brojna su
druga istrazivanja pokazala ve¢u koncentraciju bakra u serumu pacijenata oboljelih od tumora
nego u zdravih pojedinaca. Takoder, visa je razina bakra izmjerena i u tumorskom tkivu (Wang,
2010). Istrazivanja pokazuju da tumorske stanice nakupljaju bakar, a pored toga pokazano je
da veéi stupanj bolesti ima viSu razinu bakra te da se ¢ak i stupanj bolesti moze procijeniti
mjerenjem razine bakra. To potvrduje 1 zapaZanje u ovoj studiji jer je razina bakra bila veca Sto
je bio vecdi stupanj papilarnog karcinoma. Pretpostavlja se da do nakupljanja bakra u tumorskom
tkivu dolazi stoga Sto je bakar vazan angiogenski faktor, odnosno poti¢e proliferaciju i
migraciju epitelnih stanica. Naime, tumorskom tkivu su potrebne krvne Zile kako bi se opskrbio

s kisikom 1 hranom, a bakar pomaze u izgradnji krvnih Zzila.
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U ovome istrazivanju kataliticka aktivnost SOD bila je znacajno niza u oboljelih od
bolesti Stitne zlijezde nego u kontrolnoj skupini. To pokazuje da je u oboljelih doslo do
oksidacijskog stresa, odnosno da antioksidacijski enzim SOD pokuSava sniziti razinu
oksidacijskog stresa koja je prisutna u oboljelih od bolesti Stitne Zlijezde. Poznato je da je
oksidacijski stres mehanizam koji dovodi do nastanka raka (Halliwell i sur., 1992).
Pretpostavlja se da je mehanizam nastanka raka povezan s oksidacijskim oStecenjem
makromolekula, prvenstveno DNA. Oksidacijska oSte¢enja DNA, poput oksidacijskih
modifikacija nukleinskih baza ili lomova lanaca DNA dovode do oSteéenja genetickog

materijala $to posljedi¢no dovodi do nastanka raka.

U ovome istrazivanju nije nadena korelacija izmedu koncentracije bakra i kataliticke
aktivnosti SOD. lako Milne (1994) navodi da se razina bakra u organizmu moZe pratiti
indirektno mjerenjem koncentracije SOD, rezultati ovoga istrazivanja pokazuju da nije tako. U
svom preglednom radu Bost i suradnici (2016) navode da razina eritrocitne SOD ne ukazuje na

koncentraciju bakra §to je u sukladnost s opazanjima u ovome istrazivanju.
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1)

2)

3)

4)

ZAKLJUCCI

Povisena razina bakra u oboljelih od bolesti Stitne Zlijezde u odnosu na kontrolnu
skupinu ukazuje na njegovu vaznu ulogu u angiogenezi tumorskog tkiva.

Snizena kataliticka aktivnost SOD u oboljelih od bolesti Stitne Zlijezde u odnosu na
zdravu skupinu pokazuje da oksidacijski stres ima vaznu ulogu u nastanku (patogenezi)
oboljenja Stitne zlijezde.

Iako je u oboljelih od bolesti Stitne Zzlijezde zabiljezena znaCajna promjena u oba
parametra, izmjereni parametri, bakar i SOD nisu korelirali §to pokazuje da nisu ovisni.
S obzirom da je kod oboljelih od bolesti $titnja¢e doslo do znacajne promjene u oba
paranetra (razina bakra je bila znacajno visa u oboljelih dok je kataliticka aktivnost SOD
bila znacajno sniZzena u oboljelih u usporedbi s kontrolnom/zdravom skupinom), oba

parametra mogu posluziti prilikom dijagnoze bolesti stitne Zlijezde.
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0. SAZETAK

Antonio Lukenda i Mario Bazant
Uloga bakra u oboljenjima Stitne Zlijezde

Stitna Zlijezda vazan je endokrini organ. Hormoni §titne Zlijezde potrebni su za rast i razvoj
organizma te kontrolirolu metabolizma. U posljednjih desetak godina prema Registru za rak u
Hrvatskoj je porastao broj oboljelih od bolesti Stitne zlijezde za 60%. Usprkos brojnim
istrazivanjima, etiologija bolesti $titne Zlijezde nije poznata. Bakar je esencijalni element te je
sastavni dio brojnih enzima pa tako i antioksidacijskog enzima superoksid dismutaze (SOD).
Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi ulogu bakra u oboljenjima $titne Zlijezde. Sakupljeni su
uzorci plazme oboljelih od $titne zlijezde (n = 24) i1 zdravih ispitanika koji su predstavljali
kontrolnu skupinu. U sakupljenim uzorcima plazme izmjerena je razina bakra te kataliticka
aktivnost enzima SOD. Grupu oboljelin od bolesti Stitne Zlijezde cinili su: oboljeli od
papilarnog karcinoma (50%), folikularnog adenoma (25%) te ostala oboljenja Stitnjace (struma
1 Hashimotov tiroiditis; 25 %). Razina bakra u oboljelih od bolesti §titne Zlijezde (1,62+0,50
ug/mL) bila je znacajno visa od kontrolne skupine (1,24 £+ 0,53 pg/mL; P<0,05; Mann-Whitney
U test). Kataliticka aktivnost SOD bila je znacajno niza u oboljelih od bolesti Stitne zlijezde
(0,76+0,48 U/ml) nego u kontrolnoj skupini (1,234+0,36 U/ml; P< 0,05, Mann-Whitney U test).
Povecana razina bakra u oboljelih od bolesti Stitne Zlijezde ukazuje na ulogu bakra u
angiogenezi tumorskog tkiva. Niza kataliticka aktivnost SOD pokazuje da je u oboljelih od
bolesti $titne Zlijezde povecana razina oksidacijskog stresa, odnosno da je oksidacijski stres
vazan ¢imbenik u patogenezi oboljenja Stitne Zlijezde. Pored toga istraZivanje je pokazalo kako
su bakar i SOD neovisni parametri ¢ije odredivanje moze posluziti u dijagnostici bolesti $titne

zlijezde.

Kljucéne rijeci: Stitna zlijezda, bakar, superoksid dismutaza, oksidacijski stres, angiogeneza
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10. SUMMARY

Antonio Lukenda and Mario Bazant

The role of copper in thyroid gland diseases

Thyroid gland is an important endocrine organ. Thyroid hormones are needed for
organism growth and development and also for metabolism control. In last ten years,
approximately, according to the Croatian Cancer Register, number of pacients with thyroid
gland diseases has increased by 60%. Despite the numerous researches, etiology of thyroid
gland diseases is unknown. Copper is an essential element and it is the structural part of
numerous enzymes including antioxidation enzyme superoxide dismutase (SOD). Objective of
this research was to determine the role of copper in thyroid gland diseases. Samples of plasma
were obtained from patients with thyroid gland diseases (n = 24) and healthy participants which
formed control group. In the collected plasma samples, both copper level and catalitic activity
of SOD enzyme were measured. Group of patients with thyroid gland diseases was consisted
of patients with papilary carcinoma, folicular adonoma, goitre and Hashimoto's thyroiditis.
Copper levels in thyroid gland diseased (1,62+0,50 pg/mL) were significantly higher than
control group (1,24 + 0,53 ug/mL; P< 0,05, Mann-Whitney U test). Catalitic activity of SOD
was significantly lower in thyroid gland diseased (0,76+0,48 U/ml) than control group
(1,23+0,36 U/ml; P< 0,05, Mann-Whitney U test). Increased levels of copper in thyroid gland
diseased point to the role of copper in angiogenesis of neoplasm tissue, whilst lower catalitic
activity of SOD points to higher levels of oxidation stress in thyroid gland diseased, ie. that
oxidation stress is an important factor in pathogenesis of thyroid gland diseases. Nevertheless,
research has shown that copper and SOD are independent parameters whose quantification can

be useful in diagnosis of thyroid gland diseases.

Key words: thyroid gland, copper, superoxide dismutase (SOD), oxidation stress, angiogenesis
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