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5 Metalomika benignih oboljenja nadbubrezne Zezde
SAZETAK

Ova disertacija je imala za cilj da pruzi uvid u koncentracije klju¢nih mikro-
(Mn, Co, Cu, Zn, As, Se, Cd, Pb, U) i makroelemenata (Na, K, Mg, Ca) u uzorcima
zdravog tkiva nadbubrega 1 uzoraka patoloski izmenjenih tkiva o0soba Sa
dijagnostikovanim  adrenalnim adenomima i feohromocitomima. Rezultati analize
adrenalnih tkiva upotpunjeni su analizom uzoraka pune krvi, u cilju detaljnijeg uvida u
status ispitivanih elemenata.

Uzorci zdravog adrenalnog tkiva (ZAT) imali su manje Cu, Mn, Se, Zn, K, Mg i viSe
Pb u odnosu na adenomatozno adrenalno tkivo (AAT), dok su suprotni rezultati dobijeni
analizom pune krvi U odnosu na uzorke tkiva feohromocitoma  (eng.
pheochromocytoma, PCC), u ZAT su uo¢ene manje koncentracije Zn, Se, Na, K i Mg i
vece Mn, Co, Pb i As. Kontrolna krv imala je ve¢e koncentracije Mn, Cu, Zn, Se i Mg i
manje Na, K i Ca u odnosu na krv PCC pacijenata.

U uzorcima ZAT uocene su vece koncentracije Ni, Na i K i manje Zn, Se, Cd,
Th i Mg u odnosu na uzorke tkiva obolelih od Kusingovog sindroma (eng. Cushing’s
syndrome tissue — CST). Krv kontrolne grupe imala je manje koncentracije Mn, Ni, As i
K, kao i visi Co, Cu, Se, Pb, Na i Ca u odnosu na uzorke pacijenata obolelih od
Kusingovog sindroma.

Uporednom analizom uzoraka zdravih i patoloski izmenjenih tkiva uocava se veca
zastupljenost Se, Zn, K i manja Ni i Mg u svim patoloski izmenjenim adrenalnim
tkivima: AAT, PCC i CST. Takode, Cu, Se, Ni, As, K, Ca i Na istakli su se u
razdvajanju kontrolnih uzoraka krvi od pacijenata svih ispitivanih patoloskih stanja.

Prikazani rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu ispitivanih elemenata u
patofizioloskim procesima nadbubrega. Utvrdene promene u koncentracijama elemenata
mogle bi da pomognu u rasvetljavanju patogeneze ispitivanin nadbubreznih oboljenja i
daju znacaj budu¢im istrazivanjima metalomike nadbubreznih Zezda.

Kljuéne reci: Nadbubrerna Zlezda; Mikro- i makroelementi; ICP; Adrenalna tkiva;
Puna krv; Metalomika.

Naué¢na oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Analiticka hemija



Metallomics of benign adrenal gland diseases

ABSTRACT

This dissertation aimed to provide insight into the concentrations of key micro-
(Mn, Co, Cu, Zn, As, Se, Cd, Pb, U) and macro-elements (Na, K, Mg, Ca) in healthy
adrenal tissue samples and samples of pathologically changed tissues of persons
diagnosed with adrenal adenomas and pheochromocytomas. The results of the analysis
of adrenal tissues were completed with the analysis of whole blood samples, in order to
gain a more detailed insight into the status of the examined elements.

Healthy adrenal tissue (HAT) samples had less Cu, Mn, Se, Zn, K, Mg and more Pb

compared to adenomatous adrenal tissue (AAT), while the opposite results were
obtained by whole blood analysis. In relation to pheochromocytoma tissue samples
(eng. pheochromocytoma, PCC), lower concentrations of Zn, Se, Na, K and Mg and
higher concentrations of Mn, Co, Pb and As were observed in ZAT. Control blood had
higher concentrations of Mn, Cu, Zn, Se, and Mg and less Na, K, and Ca compared to
the blood of PCC patients.
Higher concentrations of Ni, Na, and K and lower concentrations of Zn, Se, Cd, Th, and
Mg were observed in ZAT samples compared to Cushing's syndrome tissue (CST)
samples. Control blood had lower concentrations of Mn, Ni, As and K, as well as higher
Co, Cu, Se, Pb, Na and Ca compared to patient samples.

A comparative analysis of samples of healthy and pathologically altered tissues
shows a higher prevalence of Se, Zn, K and lower Ni and Mg in all pathologically
altered adrenal tissues: AAT, PCC and CST. Also, Cu, Se, Ni, As, K, Ca and Na stood
out in the separation of control blood samples from patients with all investigated
pathologies.

The presented results indicate the potential role of the examined elements in the
pathophysiological processes of the adrenal gland. Determined changes in the
concentrations of elements could help in elucidating the pathogenesis of the examined
adrenal diseases and give importance to future studies of metallomics of the adrenal
glands.

Keywords: Adrenal gland; Microelements; Macroelements; ICP; Tissue samples;
Blood samples

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Analytical chemistry
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1. UvVOD

Nadbubrezne (adrenalne) Zlezde su mali, parni organi mase 3 - 7 g, prosetne
velicne 50 x 20 mm (Val i Martinez 2016; Hall i Guyton 2011). Predstavljaju deo
endokrinog sistema i pozicionirane su iznad bubrega (Val i Martinez 2016; Megha i sar.
2022). Desna nadbubrezna Zlezda je piramidalnog oblika i nalazi se veoma blizu donje
Suplic vene (Slika 1). Leva nadbubrezna Zlezda ima polumesecast oblik i nalazi se u
blizini slezinske arterije (Megha i sar. 2022, Jarolim i sar. 2003).

Fizioloske uloge nadbubreznih Zlezda su raznovrsne i ukljuCuju regulaciju
energetskog metabolizma, reakcije na stres, regulaciju imunskog sistema, homeostazu
telesnih teCnosti i elektrolita (Hall i Guyton 2011). Nadbubrezne Zlezde se sastoje iz dve
morfoloski i funkcionalno razlicite celine - kore (korteksa) i srzi (medule) - koje igraju
kjubnu ulogu u lu€enju razli¢ith hormona (Auchus 2014). Korteks luci
glukokortikoide, mineralokortikoide 1 androgene, dok medula Tu¢i Kkateholamine.
Nadbubrezi su bogato vaskularizovani organi, jer se snabdevaju krvlju od strane
nadbubrezne i bubrezne arterije, kao i putem nekoliko pomoc¢nih arterija koje se odvode
od aorte (Yiallouris i sar. 2019; Betts i sar. 2013).

Slika 1. Topografska anatomija nadbubrega
Izvor: https://www.upstate.edu/whatsup/2016/0322-restoring-peace-why-salvaging-the-adrenal-
gland-makes-sense.php

Dobra prokrvljenost i sposobnost da akumuliraju toksi¢ne supstance cCini
nadbubrege podloznim organima za ispoljavanje efekata endokrinog prekida (Lotfi i sar.
2018), koji podrazumeva negativan uticaj razliitih supstanci na metabolizam, sintezu i
transport hormona (Guarnotta i sar. 2022). S obzirom na to da endokrini sistem obavija
brojne uloge u regulaciji metabolickih procesa, izlaganje toksicnim supstancama usko je
funkcionisanje nadbubreznih Zezda (Liu isar. 2023; Lauretta i sar. 2019).

Najnoviji literaturni podaci ukazuju na znacaj mikroelemenata u odrzavanju
homeostaze endokrinog sistema, jer njihova previsoka ili preniska koncentracija moze
dovesti do izmenjenog funkcionisanja nadbubrega i nastanka poremecaja/oboljenja.
Uzimaju¢i u obzr Stetne efekte toksiCnih supstanci, medu kojima su posebno znacajni
toksiéni mikroelementi, od velke je vaznosti da se identifikuju upravo oni
mikroelementi koji dovode do nadbubrezne disfunkcije. Osim Stetnin efekata toksi¢nih
mikroelemenata, bitno je ista¢i 1 uticaj esencijalnih mikroelemenata kao i
makroelemenata u odrzavanju adekvatne funkcije nadbubreznih Zlezda (Lauretta i sar.
2019, Stojsavljevi¢ i sar. 2019).
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Slika 2. Adrenalni adenom
Izvor: https://newsnetwork.mayoclinic.org/discussion/mayo-clinic-g-and-a-understanding-
adrenal-adenoma/

Tumori nadbubrega u najve¢em broju shliCajeva imaju benignu prirodu.
Medutim, benigni tumori nadbubrega vec¢ih pre¢nika mogu imati maligni potencijal
(Chatzellis i sar.i Kaltsas 2019). Epidemioloske i klinicke studije su pokazale da se
benigne nadbubrezne mase ucestalije dijagnostikuju kod Zena nego kod muskaraca
(Mahmood i Anastasopoulou 2020). Obdukcioni izvestaji ukazuju da se benigne
nadbubrezne mase javljaju kod priblizno 5% ljudi preko 50 godina i da njihova
uCestalost raste sa godinama (Michalidou i Guerrero 2017; Wang i sar. 2018).

Adenomi nadbubrezne Zlezde (adrenalni adenomi - AA) su benigne neoplazme
korteksa Zlezde (Slika 2). Njihova ucestalost je u zna¢ajnom porastu Sirom sveta (Salem
i sar. 2019). Obdukcione studije su pokazale da je ucestalost AA oko 3% (Salem i sar.
2019; Singh 1 Buch 2008). Adrenalni adenomi su u najveéem broju slucajeva
afunkcionalni tumori, jer ne Iue hormone, ali mogu imati funkcionalni (sekretorni)
potencijal. Stoga, AA su pretezno asimptomatski tumori i obitno se dijagnostikuju
slu¢ajno (incidentalomi) (Salem i sar. 2019).

Napredak u razvoju analitickih tehnika iznedrio je pouzdaniju, taéniju i
precizniju kvantifikaciju makro- i mikroelemenata u razlicitim uzorcima, ukljucujuéi i
klinicke uzorke (Sajnog i sar. 2019; Guede i sar. 2017). Od posebnog znacaja su tehnike
zasnovane na induktivno  spregnutoj plazmi  (ICP) sa optikom emisionom
spektroskopijom (OES) ili masenom spektrometrijom (MS) (Havia i sar. 2016; Han i
sar. 2013; Dessie i sar. 2020). Tehnike, poput ICP-MS i ICP-OES, su veoma pouzdane
u elementalnoj analizi, jer pruzaju tacne i precizne informacije 0 koncentraciji
ispitivanog elementa ili elemenata u klinickom uzorku (Guede i sar. 2017, Havia i sar.
2016; Han i sar. 2013). Neke od prednosti ICP tehnika, u odnosu na atomsku
apsorpcionu spektrofotometriju, obuhvataju veoma nisku granicu detekcije (ICP-MS),
veliki linearni dinamicki opseg (ICP-OES i ICP-MS) i moguénost kvantifikacije veceg
broja elemenata (ICP-OES i ICP-MS) (Dessie i sar. 2020; Harrington i sar. 2014;
Topdag i sar. 2020; Toker i sar. 2019; Chen i sar. 2020).

Nezavisno od znacajnog razvoja analitickih tehnika za odredivanje makro- i
mikroelemenata, od klju¢nog znacaja u elementalnoj analizi je pravilan izbor klinickog
uzorka. Tako te¢ni KkliniCki uzorci najéeS¢e pruzaju informacije o kratkotrajnoj
iZlozenosti elementima ili 0 njihovom nedavnom unosu putem vazduha, hrane ili pijace
vode (Burtis i sar. 2012). Nasuprot te¢nim klinickim uzorcima, analiziranjem elemenata
u punoj krvi dobijaju se informacie o duzoj izloZenosti organizma elementima, usled
njegove akumulacije u eritrocitima, ¢iji je zivotni vek oko 120 dana (Burtis i sar. 2012).
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Najdugoro¢niji uvid u elementalni status dobija se analiziranjem solidnih tkiva
(adrenalnih, tiroidnih, mozdanih i dr.), zbog ¢ega su ovi klinicki materijali od primarnog
znacaja U metalomici (Burtis i sar. 2012). Medutim, analiza uzoraka pune Krvi i solidnih
tkiva, za razlku od teCnih klinickih uzoraka, predstavlja vec¢i analiticki izazov zbog
slozenijeg matriksa. Metoda izbora za pripremu uzoraka pune Kkrvi i solidnih tkiva je
kiselo-potpomognuta mikrotalasna digestija (Theiner i sar. 2018; Grassin-Delyle i sar.
2019). Tehnika izbora za kvantifikaciju makroelemenata i odredenih mikroelemenata je
ICP-OES, dok je ICP-MS tehnika izbora za kvantifikaciju mikroelemenata, posebno
onih u ulira-tragovima (Balcaen i sar. 2014).

Elementalni profil nadbubrezne Zlezde za sada nije razjasnjen, s obzirom na to
da su wuzorci adrenalnih tkiva dostupni isklju¢ivo neposredno nakon hirurSke ili
obdukcione procedure. Stoga, ova studija imala je za cilj da:

1) pruzi prvi i sveobuhvatni uvid u profil esencijalnih i toksicnih
mikroelemenata i makroelemenata zdravih/kontrolnih tkiva nadbubrezne Zlezde;

2) sagleda i uporedi koncentracije mikro- i makroelemenata u nadbubreznmim
tkivima  pacijenata sa  patohistoloski  dijagnostikovanim  benignim  oboljenjima
(adenomima, feohromocitomima ili KusSingovim sindromom) sa zdravim/kontrolnim
tkivom;

3) sagleda status i izviS§i uporednu analizu toksiénih i esencijalnih
mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima pune krvi zdravin volontera i pacijenata
koji boluju od benignih oboljenja nadbubrega (adenoma, Kusingovog sindroma ili
feohromocitoma).

Zadati ciljevi upotpunjeni su pracenjem Uuticaja relevantnin demografskin i
klinicko-patoloskih parametara na koncentracije ispitivanin elemenata, prvenstveno
pola, godina zivota, konzumiranja duvana i veli¢ine tumorske promene (mase). Kako se
patogeneza humanog oboljenja jedino moze rastumaciti na nivou ciljnog tkiva koje se
analizira, krajnji cilj ove studije bio je da istakne esencijalne ¥ili toksicne elemente Koyji
bi mogli aimati uticaj na patogenezu ispitivanih oboljenja nadbubrezne Zlezde.
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2. OPSTI DEO
2.1. Anatomija i fiziologija nadbubreZne Zlezde

Nadbubrezne (adrenalne/suprarenalne) Zezde su parni organi malih dimenzija i
mase. Zahvaljuju¢i brojnim, malim arterijama koje se granaju od lumbalnog dela aorte
ili od bubreznih arterija, nadbubrezi su bogato prokrvijeni organi (Goodman 2009).
Sastoje se iz dve odvojene celine koje su razlicite po funkciji i poreklu, korteksa (kore) i
medule (srzi), gde medula ¢ini svega 10% ukupne mase nadbubrega. Medula vodi
poreklo od celija nervnog grebena koje poticu od dorzalne aorte, dok korteks potice od
mezoderma (Xing i sar. 2015). Nadbubrezne Zlezde Se razvijaju prenatalno, oko 28.
dana od zaceca (Duit i sar. 2023).

Korteks nadbubrezne Zezde se sastoji iz tri morfoloski razliita sloja: zone
glomeruloze, zone fascikulate i zone retikularis (Slika 3), gde svaka zona Iuci razlicite
hormone, usled postojanja specificnih enzima/proteina  u svakoj zoni (Nussey i
Whitehead, 2001; Betts i sar. 2013). ZabeleZeno je postojanje i Cetvrtog sloja, fetalne
zone, koja je prisutna tokom razvoja embriona/ fetusa kao i tokom prve godine Zivota
deteta. Fetalna zona, zajedno sa placentom, ucestvuje u proizvodnji estrogena tokom
perioda trudnoc¢e (Dutt i sar. 2023; Petroff i Greco, 2020). Sve ¢elije od kojih je sa¢injen
korteks nadbubrega imaju jedinstvenu strukturu sekretuju¢ih celija, visok sadrzaj lipida,
glatki endoplazmaticni retikulum i prisustvo mitohondrija (Petroff i Greco, 2020). Zona
glomeruloza lu¢i mineralokortikoide, zona fascikulata Iu¢i glukokortikoide, dok zona
retikularis proizvodi prekursore androgena (Dutt i sar. 2023; Nussey i Whitehead,
2001). Interesantno je napomenuti da zona glomeruloza i zona fascikulata tokom Zivota
ostaju iste velicine i1 pri istom kapacitetu proizvodnje steroidnih hormona, Sto nije slucaj
sa zonom retikularis. Nasuprot, zona retikularis se razvija i raste do 30. godine Zivota,
nakon Cega se postepeno smanjuje (involuira) (Auchus 2014).

Slika 3. Morfo-funkcionalne zone kore nadbubreme Zlezde
Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK278929/

Celije koje ¢ne zonu glomerulozu grupisane su u Klastere (glomerule) i imaju
ulogu u lucenju hormona aldosterona. Aldosteron utice na distalne tubule i sabirne
kanalice u nefronu bubrega, $to za posledicu ima aktivnu reapsorpciju jona natrijuma i
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK278929/

izluCivanje jona Kalijuma. Odrzavanjem gradijenta ovih jona, aldosteron reguliSe krvni
pritisak i odrzava adekvatnu zapreminu krvi. Gubitak zone glomeruloze ili nemoguénost
luenja aldosterona moze dovesti do smrtnog ishoda, usled zadrzavanja velikin
koncentracija jona Kalijuma i velikih gubitaka jona natrijuma, hlorida i vode (Hall i
Guyton 2011; Goodman 2009; Yiallouris et al, 2019;).

zona glomerulosa = mineralokortikoidi
(aldosteron)

zona fasciculata — glUkOkOftlk()ldl
(kortizol)

zonareticularis  — androgeni
(DHEA)

medula — kateholamini

(adrenalin, noradrenalin,
dopamin}

Slika 4. Korteks i medula nadbubrega
Izvor https://www.mdpi.com/1999-4915/13/7/1245

Zone fascikulata i retikularis su funkcionalno odvojene od zone glomeruloze. U
zoni fascikulati, koja ¢ini najve¢i udeo Korteksa Zlezde (70%), redovi celija su
orijentisani u paralelne trake (fasce) (Slika 4). Zona fascikulata lu¢i glikokortikoide,
medu kojima je kortizol najzastupljeniji. Unutrasnji deo korteksa sastoji se od guste
mreze cCelija, koja se naziva zona retikularis (Slika 4). Ona ima ulogu u lucenju
androgena, dehidroepiandosterona (DHEA) i DHEA-sulfata (DHEA-S), koji su
prekursori testosterona (Goodman 2009; Jason i Oltmann, 2019).

Za Dbiosintezu kortikosteroida neophodan je holesterol, koji se skladisti kao
holesteril-acetat. ~ Transport holesterola u ¢eliji od spoljaSnje ka  unutrasnjoj
mitohondrijalnoj membrani regulisan je od strane steroidogenog akutnog regulatornog
proteina (engl. steroidogenic acute regulatory protein - StAR). Prevodenje holesterola u
pregnenolon se odigrava preko CIP11A1 (holesterol-desmolaza). CIP11Al je
eksprimiran u sva tri sloja korteksa nadbubrezne Zlezde i ima ulogu u katalizovanju
koraka koji ogranicava brzinu proizvodnje steroidnin hormona. Dalji proces prevodenja
pregnenolona iskljuivo zavisi od specificnih enzima unutar zona korteksa nadbubrega
(Rosol isar. 2001; Duitt i sar. 2023).

Medula nadbubrezne Zlezde, pored feohromoblasta, Sadrzi i presinapticne
simpaticke  ganglijske celije (hromafinske (hromafine) celije), S§to ¢ini  medulu
nadbubrega delom simpatickog nervnog sistema. Medula nadbubrega ima ulogu u
proizvodnji  razli¢ith ~ supstanci, ukljuCuju¢i kateholamine, metanefrine  (metaboliti
kateholamina), met-enkefalin, supstancu P, neurotenzin i hromogranin A. Od
kateholamina, medularne c¢elije poizvode dopamin, noradrenalin  (norepinefrin) i
adrenalin (epinefrin) (Jason i Oltmann, 2019).
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Nadbubrezni hormoni izlu¢uju se u sistemsku cirkulaciju nadbubreznim venama.
Sekrecija hormona odigrava se neposredno po njihovoj sintezi, kako zbog lipidne
rastvorljivosti, tako 1 zbog nedostatka aktivnih skladista u Kortikalnim ¢elijama.
Hormoni kore nadbubrezne Zlezde se vezuju za proteine plazme, prvenstveno za
transkortin ili globulin koji vezuje kortikosteroide (engl. corticosteroid-binding globulin
- CBG), a u nesto manjoj meri za albumine. Glikoprotein jetre CBG ima oko 20 puta
ve¢i afinitet ka kortizolu u odnosu na aldosteron. Oko 95% kortizola i oko 60%
aldosterona je u krvotoku vezano za proteine plazme. Koncentracija slobodnog
(nevezanog) kortizola je u plazmi oko 100 puta veéa od koncentracije aldosterona.
Hormoni nadbubrezne Zezde imaju relativno dug poluZzivot u krvotoku - oko dva sata
za Kortizol i oko 15 minuta za aldosteron, Sto se moze objashiti vezivanjem za proteine
plazme, koji im, pored produzavanja poluzivota, povecavaju i rastvorljivost u krvotoku.
Nevezani hormoni su funkcionalno aktivni, te mogu da intereaguju sa cilinim ¢elijama
ili da se prevedu u neaktivne oblike (Goodman i sar. 2009; Rosol i sar. 2001).

2.2. Hormoni nadbubrezne Zezde

Aldosteron

Biosinteza aldosterona se odigrava u zoni glomerulozi korteksa nadbubrezne
Zlezde. Na biosintezu aldosterona u fizioloskim uslovima utiCu razli¢iti faktori, poput
aktivacije  renin-angiotenzin  sistema, poviseni nivoi jona Kaljuma i IuCenje
adrenokortikotropina  (ACTH) (Ferreira 1 sar. 2021). Aldosteron-sintaza, 21-
hidroksilaza, 11-B-hidroksilaza su tri enzima koja su odgovorna za lucenje aldosterona,
dok pad aktivnosti ovih enzima dovodi do neadekvatne sinteze ovog hormona.
Nedostatak aldosterona (Slika 5) u organizmu dovodi do hiperkalemije i hiponatremije,
usled nemoguénosti razmene jona Kalijuma i natrijuma u nefronima bubrega. Takode se
moze javiti hipovolemija, kao posledica niskog nivoa natrijuma (Scott i sar. 2023,
Ferreira i sar. 2021).

Slika 5. Aldosteron
Izvor PUBCHEM

Pad aktivnosti aldosteron-sintaze dovodi do smanjene sinteze kortikosterona, za
koji je utvrdeno da ima slican efekat kao aldosteron. Takode se moze javiti
preusmeravanje metabolickih puteva holesterola ka proizvodnji androgena pomocu 17-
a-hidroksilaze, $to za posledicu moze imati pojavu maskulinizacije kod Zzena. Ukoliko
se javi nedostatak 17-a-hidroksilaze, holesterol se usmerava ka proizvodnji
mineralokortikoida, $§to za posledicu ima anomaliju genitalja kod muskaraca i
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nedostatak sekundarnin polnih karakteristika kod Zena, usled neadekvatne biosinteze
glukokortikoida i androgena (Scott i sar. 2023).

S druge strane, poviSen sadrzaj aldosterona moze biti znacajan faktor rizika za
nastanak hipertenzije, koronarne bolesti mozdanog udara i kongestivne sréane
insuficijencije. PoviSen nivo neiskoris¢enog aldosterona dovodi do oksidacionog stresa i
razli¢itih inflamatornih stanja (Ferreira i sar. 2021).

Kortizol

Kortizol (Slika 6) je glukokortikoid koji se lu¢i iz kore nadbubrezne Zlezde
(zona fascikulata) pri odgovoru organizma na stres. Osim spoljasnjih stresora, na
lucenje kortizola utice 1 cirkadijalni ritam, jer su nivoi Kortizola najvisi ujutru (nekih 30
minuta nakon budenja) i spontano opadaju tokom dana (Stachowicz i Lebiedzinska,
2016; De Nys i sar. 2022). Biosinteza kortizola se odigrava u mitohondrijama celija
posredstvom enzima hidroksisteroid-dehidrogenaza i citohroma P450 (Li i sar. 2012).

Nakon biosinteze, kortizol migrira u vancelijski prostor i oslobada se u krvotok.
Kortizol je male mase i dobre lipidne rastvorljivosti, zbog ¢ega do ciljnih ¢elija dospeva
pasivnom difuzijom (Lee i sar. 2015).

Slika 6. Kortizol
Izvor: PUBCHEM

Kortizol ima uticaj na termoregulaciju i na regulaciju krvnog pritiska. Kortizol
takode ima uticaj na suprimiranje imunskog sistema. Pripada grupi ketogenih hormona,
koji oponiraju delovanju insulina, sto dovodi do porasta nivoa glukoze u serumu.
Zabelezeno je da kortizol stimuliSe rast adipocita i aktivira lipolizu, Sto utice na pojavu
gojaznosti (Dutt i sar. 2023). Takode, kortizol stimuliSe sintezu kolagena. Nedowvoljno
lucenja Kortizola dovodi do nadbubrezne insuficijencije, poznatije kao Adisonova bolest
(Stachowicz i Lebiedzinska, 2016).

Nadbubrezni androgeni (DHEA (dehidroepiandrosteron) i DHEA-S)

Dehidroepiandrosteron  (3b-hidroksi-5-androsten-17-on, DHEA) se proizvodi u
zoni reticularis kore nadbubrezne Zlezde iz pregnenolona i dalie se prevodi u
androstenedion, testosteron i estrogene (Aoki i Terauchi, 2018). Dehidroepiandrosteron
se takode proizvodi u Celijama jajnika, Lejdigovim ¢éelijama testisa i mozgu. DHEA i
njegov metabolit DHEA-S (Slika 7) nalaze se u visokim koncentracijama u cirkulaciji i
¢ine prekursore za oko 75% estrogena kod Zena u premenopauzi i oko 50% androgena
kod muskaraca. Njihova koncentracija u krvotoku opada sa godinama Zvota (Clark i
sar., 2018).
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Nadbubrezni androgeni nisu dominantni kod odraslh muSkaraca, jer su testisi
glavni izvor testosterona. Medutim, androgeni nadbubrezne Zlezde su kljucni u
pubertetu, kako za muskarce, tako i za zene i glavni su izvor cirkulatornog testosterona
kod zena. Nakon menopauze, ekstragonadalni estrogeni i androgeni se proizvode iz
nadbubreznh DHEA, DHEA-S i androstendiona (Clark i sar., 2018). Klinicka
istrazivanja su pokazala da DHEA moze imati neuroprotektivnhu ulogu u pojedinim
bolestima, ukljuCuju¢i maligne tumore (Webb i sar. 2006).

Slika 7. DHEA i DHEA-S
Izvor: PUBCHEM

Met-enkefalin

Met-enkefalin (ili opioidni faktor rasta) (Slika 8) je endogeni peptid od 5 amino-
kiselina koji deluje kao antagonist zeta- i delta-opioidnim receptorima. To je jedan od
prvih endogenih opioidnih peptida koji je otkriven (Murrin 2007).

-~
o]
N O
H
Dj/NH 0

Hy

Slika 8. Met-enkefalin
Izvor: PUBCHEM

Ima uticaj na rast i regeneraciju tkiva, a Smatra se da moze imati i analgeticku,
antinflamatornu, neuro- i imunomodulatornu ulogu. Trenutno se u Svetu ispituje
potencijalna uloga met-enkefalina u leCenju odredenih tipova kancera (McLaughlin i
Zagon, 2012).

Supstanca P
Supstanca P (Slika 9) ima ulogu u stimulisanju lu¢enja aldosterona i kortizola
(Wils i sar. 2020, Iftikhar i sar. 2020). Takode ima ulogu neuromodulatora u mozgu, jer
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se nalazi u koordinaciji sa dopaminom, acetilholinom, noradrenalinom i drugim
neurotransmiterima (Iftikhar i sar. 2020).
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Slika 9. Supstanca P
Izvor: PUBCHEM
Neurotenzin
Neurotenzin (Slika 10) je izuzetno dobro proucena supstanca, sa preko 30
poznatih in vitro i in vivo efekata. Neke od poznatih uloga neurotenzina obuhvataju
vazodilataciju, pojacano oslobadanje histamina, efekte na aktivnost i1 pokretljivost
glatkih miSica  gastrointestinalnog  trakta, stimulaciju endokrinog i egzokrinog
pankreasa, stimulaciju rasta nadbubrega, stimulaciju crevne sekrecije i inhibiciju
protoka krvi u masno tkivo. Takode, neurotenzin utiée na biosintezu luteinizirajuceg
hormona i na oslobadanje prolaktina (Shulkes 2004, Nikolaou i sar. 2020).

H\T
j* oy

Slika 10. Neurotenzin
Izvor: PUBCHEM

Hromogranin 4

Hromogranin A (Slika 11) je dobio naziv po mestu gde je otkriven u organizmu
— U hromafinskim (hromafinim) celjama medule nadbubrezne Zlezde. Nadbubreg je
ujedno i glavni izvor ovog proteina (Deftos 1991). Hromogranin A moZe biti poviSen u
cirkulaciji usled prisustva CST, PCC i neuroendokrinih tumora uopste, zbog cega Se
koristi kao pouzdani serumski tumorski biomarker (Gkolfinopoulos et al, 2017, Yang et
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al, 2015). Takode, ovaj protein uti¢e na odrzavanje homeostaze jona Kalcijuma
(D'amico i sar. 2014).

Slika 11. Hromogranin A
Izvor: PUBCHEM

Adrenalin (epinefrin) i noradrenalin (norepinefrin)

Adrenalin (Slika 12) je kateholamin koji se proizvodi u meduli nadbubrezne
Zlezde, polaze¢i od prekursora tirozina i zavrSavajuéi se sa metilujuéim noradrenalinom
(Bylund 2015). Predstavlja glavnog posrednika u “bori se ili bez” (engl “fight-or-
flight”) odgovora organizma usled stresa (Verberne i sar. 2016). Kljuéni enzim za
prevodenje noradrenalina u adrenalin je feniletanolamin N-metiltransferaza (S-adenozil-
L-metionin), ¢iji su glavni izvori upravo hromafinske (hromafine) celije medule
nadbubrezne Zlezde (Stanford 2013). Adrenalin ima Siroku primenu u medicini kao
vazokonstriktor i sistemski antialergik  (O'Shaughnessy 2012). Sistemski efekti
adrenalina  ukljuéuyju povecavanje brzine Kkontraktilnosti sréanog miSica, Sirenje
bronhija, kao i pove¢anje dotoka krvi u mozak, srce i bubrege (Stanford 2013).

Slika 12. Adrenalin
Izvor: PUBCHEM

Noradrenalin (Slika 13), kao i adrenalin, ima uticaj na “bori se ili bezi” odgovor
organizma. Poput adrenalina, noradrenalin uti¢e na povecanje nivoa glukoze u
krvotoku, na cirkadijalni ritam i suzavanje krvnih sudova (vazokonstrikcija). Ima
primenu u leCenju hipotenzije iSoknih stanja razlicite geneze (Smith i Maani 2023).
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Slika 13. Noradrenalin
Izvor: PUBCHEM

Nivoi kateholamina, nizi ii viSi od fizioloskih, ¢ine osnovu patogeneze
kardiovaskularnih, metabolickih i brojnih drugih oboljenja (Lepeschkin et al, 1960;
Foulon i De Backer 2018).

Dopamin

Dopamin (Slika 14) je kateholamin koji igra ulogu prekursora noradrenalina i
adrenalina (Juarez Olguin i sar. 2016). Receptori za dopamin prisutni su u korteksu
nadbubrezne Zlezde i odredenim mozdanim strukturama. Dopamin ima brojne uloge u
organizmu, od regulisanja ponasanja i pokreta do uticaja na kardiovaskularne,
endokrine, gastrointestinalne, imunske i bubrezne funkcije (Sarkar i sar. 2010). Svoju
primenu ima u leCenju niskog krvnog pritiska, izostanka mokrenja, kao i pri zastoju
srca. Deregulacija nivoa dopamina ili poremecaj u funkcionisanju njegovih signalnin
puteva moze dovesti do nastanka PCC i drugih oboljenja endokrinog sistema (Sonne i
sar. 2023).

Slika 14. Dopamin
Izvor: PUBCHEM

2.3. Renin-angiotenzin-aldosteron sprega (RAAS)

Regulacija oslobadanja aldosterona iz nadbubrega strogo je regulisana RAAS-om
(Slika 15). Ovaj sistem reguliSe zapreminu krvi i arterijskog tonusa reapsorpcijom
natrijuma, vode 1 Sirenjem vaskularnog tonusa. Aktivacija ovog sloZenog sistema
pocinje snizavanjem srednjeg arterijskog pritiska, koji utiCe na pojacano lucenje
prorenina u juksaglomerularnim (JG) celijama bubrega (Scott et al, 2023; Fountain i sar.
2023).

Oko 80% proizvedenog prorenina se, u fizioloskim uslovima, izluCuje van celija
u neizmenjenom obliku. Prorenin ima malu enzimsku aktivnost (Martyniak i Tomasik,
2022). Aktivacijom JG celija, prorenin se prevodi u enzim renin. Biosinteza renina je
kontrolisana od strane vise faktora, jedan od njih je angiotenzin 1l koji deluje
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inhibitorno. Takode, poviSeni nivoi jona Kalcijuma u citoplazmi JG Ccelija deluju
inhibitorno na biosintezu renina (Fountain i sar. 2023; Martyniak 1 Tomasik, 2022).

Renin se nakon biosinteze oslobada u krvotok (Slika 15), gde deluje na protein
angiotenzinogen, koji lu¢e hepatociti. lako su hepatociti glavni izvor angiotenzinogena,
on se takode lu¢i od strane nadbubrega, mozga, bubrega, srca i adipocita (Martyniak i
Tomasik, 2022). Angiotenzin 1 je fizioloSki neaktivan i sluzi kao prekursor angiotenzina
Il (Slika 15). Prevodenje angiotenzina I u II wrSi angiotenzin konvertujueg enzima
(engl. angiotensin converting enzyme - ACE). Angiotenzin konvertujui enzim Se
prvenstveno nalazi u vaskularnom endotelu pluéa i bubrezima (Scott i sar. 2023;
Fountain i sar. 2023).

Angiotenzin 1l u plazmi ima kratko poluvreme eliminacije - svega dva minuta,
nakon Cega dolazi do njegove razgradnje delovanjem specificnih peptidaza. Angiotenzin
Il deluje na povecanje reapsorpcije jona natrijuma u bubrezima, $to za posledicu ima
porast arterijskog pritiska. Takode utice na lucenje aldosterona, delyué¢i time na zonu
glomerulozu (Scott i sar. 2023). Aldosteron se vezuje za nuklearne receptore ciljnih
Celija i utiCe na reapsorpciju jona natrijuma i povecanje krvnog pritiska. Zbog mesta
vezivanja aldosterona, efekti koje on ostvaruje su dugotrajniji u odnosu na angiotenzin
I1, ¢iji su efekti brz i kratkotrajniji (Fountain i sar. 2023).

Nedovoljno IuCenje renina izaziva povisen arterijski krvni pritisak, povecan
volumen krvi i oSteCenje pojedinh organa (Martyniak 1 Tomasik, 2022), dok
nedovolino luenje angiotenzina II moZe izazvati hiperkalemiju, hiponatremiju i pad
krvnog pritiska.

Porast
krvnog
pritiska \
-
~~ Zadrzavanje ™
“~—natrijuma_—~

) \
N\ S I
@ | ®
Angiotenzin Il ~x’— Aldosteron | //
% €) Angiotenzin \—’/
kanvertujuci \/\
enzim &
i Angiotenzin |
73
@)
7 Renin
FAngiotenzinogen ] /
| /I
Pad krvnog
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Slika 15. Renin-angiotenzin-aldosteron sprega
Izvor: https://www.msdmanuals.convhome/multimedia/figure/regulating-blood-pressure-the-
renin-angiotensin-aldosterone-system
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2.4. Osovina hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda

Osovina  hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna ~ Zlezda ~ (engl.  hypothalamic-
pituitary-adrenal axis — HPA) (Slika 16) igra kljucnu ulogu u regulaciji fizioloskih
procesa na spoljasnje stresore, utiCu¢i time na autonomni nervni sistem, kogniciju,
ponasanje, varenje hrane, metabolizam i imunski odgovor. Ovaj slozeni sistem Cine tri
kljuéne komponente: hipotalamus, prednji rezanj hipofize i nadbubrezne Zlezde (Sheng i
sar. 2021, Gabry i sar. 2022) (Slka 16). Osovina hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna
Zlezda osa predstavlja neuroendokrinu vezu izmedu spoljasnjeg stresora i fiziolosSkog
odgovora na stres (Dunlavey 2018).
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Slika 16. HPA osa
Izvor: https://www.verywellhealth.convhypothalamic-pituitary-adrenal-hpa-axis-5222557

Dakle, HPA osovina se aktivira usled odgovora organizma na fizicki/fizioloski
stres (povreda, bol, operacija, hipoglikemija, intenzivna fizicka akivnost) ili psiholoski
stres (npr. anksioznost, depresija). Prvi korak u pokretanju HPA osovine ukljucuje
aktiviranje  hipotalamusa i luenje  kortikotropin-oslobadajuéeg  hormona  (engl.
corticotropin-releasing hormone - CRH) direktno u krvotok i Iucenje vazopresina.
Vazopresin i CRH dalje deluju na prednji rezanj hipofize, tac¢nije na kortikotropne
¢elije, koje imaju ulogu u biosintezi, skladistenju i lucenju adrenokortikotropnog
hormona (engl. adrenocorticotropic hormone - ACTH). Kada se oslobodi u krvotok,
ACTH se preusmerava ka ciljnim celjama u Kkorteksu nadbubrezne Zlezde. ACTH
podstice biosintezu kortizola, Koji igra ulogu u metabolizmu glukoze, tj. snabdevanju
organizma energijom. Kortizol takode utiCe na Smanjenje osecaja bola (Burtis i sar.
2012). Kortizol deluje sistemom negativne povratne sprege na CRH i vazopresin u
hipotalamusu, kao i na ACTH u hipofizi. Kod zdravih osoba, kortizol se Iu¢i u
cirkadijalnom ritmu; nivoi padaju tokom dana i najnizi su oko pono¢i, da bi ponovo
poceli da rastu oko 2 sata posle ponoci (Juszczak i sar. 2021). Kortizol deluje na dve
vrste receptora, mineralokortikoidne i glukokortikoidne receptore. lako su koncentracije
kortizola u cirkulaciji znacajno vecée, prevodenjem kortizola u kortizon na nivou tubula
bubrega, aldosteron se vezuje u vec¢oj meri za mineralokortikoide receptore i tako
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ostvaruje svoje efekte. Ovaj Kkortizol-kortizonski Sant biva nadvladan u uslovima
znacajno povisenih koncentracija kortizola, kao npr. u CST. Takode, kortizol igra ulogu
u regulaciji aktiviranja HPA osovine u odnosu na doba dana (Herman i sar. 2016).

2.5. Benigni tumori nadbubrezne Zlezde

2.5.1. Adrenalni adenomi

Adrenalni adenomi (AA) su benigni tumori obi¢no lokalizovani u kori
nadbubrezne Zlezde (Mahmood i Anastasopoulou, 2020). Najcesce se otkrivaju slucajno
(tzv. incidentalomi), prilikom kompjuterizovane tomografije (CT) abdomena ili
grudnog kosa. Najveci procenat incidentaloma (oko 75%) nije maligne prirode (Elbanan
i sar. 2020). Novije studije ukazuju na porast oboljevanja od AA, a sam uzrok jo$ uvek
nije potpuno razjasnjen. Pretpostavlja se da je jedan od uzroka ucestalija primena
magnetne rezonancije, scintigrafije i CT-atokom dijagnostikovanja oboljenja koja nisu
nadbubrezne prirode.

Rezultati obdukcijskih studija pokazali su da se AA ¢es¢e javljaju kod Zena
(55%) nego kod muskaraca (45%), kao i kod ljudi starijin od 55 godina (Mahmood i
Anastasopoulou, 2020; Singh i Buch 2008). Prevalenca AA je izuzetno niska kod dece i
adolescenata i ¢ini 0.3-0.4% svih tumora Kkoji se javljagju u tom Zvotnom dobu.
Medutim, precizni podaci 0 pravoj incidenci ovih oboljenja jo$ uvek nedostaju. Klinicke
studije su pokazale da se u 10-15% dijagnostikovanih slucajeva AA mogu detektovati
na oba nadbubrega (Chatzellis i Caltsas, 2019).

Adrenalni adenomi su uglavnom asimptomatski i afunkcionalni, jer ne sekretuju
hormone, premda u retkim slui¢ajevima mogu biti i sekretuju¢i (funkcionalni) adenomi.
Sekretuju¢i AA izazivaju znacajne klinicke sindrome, poput Kusingovog ili Konovog
sindroma  (primarni aldosteronizam), a moze se javiti i sindrom uzrokovan ekscesom
nadbubreznih androgena, pra¢en fenomenom maskulinizacije (nizi nivo androgena) do
ekstremne virilizacije (razvoj sekundarnih muskih polnin karakteristika kod Zena)
(Lonser etal, 2017; Kobayashi i sar. 2019).

Prema preporukama Evropske mreze za prouCavanje adrenalnin tumora (eng.
European Network for the Study of Adrenal Tumors, ENSAT) iz 2016. godine, aktuelna
dijagnosticka obrada adrenalnih oboljenja podrazumeva ispitivanje prirode adrenalne
mase (maligna ili benigna), kao i njenu sekretornost. Najcesca dijagnosticka tehnika
koja se koristi za procenu adrenalne mase je CT abdomena, dok se biohemijskim
analizama hormona iz uzorka krvi potvrduje ili odbacuje da li je formirana adrenalna
masa sekretujuca ili ne. Ukoliko je tehni¢ki izvodljiv, najsvrsishodniji terapijski pristup
u resavanju tumora nadbubrezne Zlezde je hirurSki (adrenalektomija). Medutim, ukoliko
oboleli nisu pogodni za hirursko leCenje, primenjuje se medikamentna terapiji, na
prvom mestu antagonistima steroidogeneze i aldosterona, ali i drugim lekovima
(Mahmood i Anastasopoulou,2020).

2.5.2. KuSingov sindrom

Kusingov sindrom se Kkarakterise Iucenjem visokih koncentracija Kortizola, tj.
hiperkortizolemijom. Uzrok Kusingovog sindroma moze biti poremecaj u radu kore
nadbubrezne Zlezde ili ucestala primena sintetskin glukokortikoida, koji se Kkoriste u
imunosupresivne ili antiinflamatorne swvrhe, npr. kod tretmana oboljenja poput hronicne
opstruktivne bolesti plu¢a, Kronove bolesti, sistemskog lupusa, osteoartritisa i brojnih
drugih. Endogeni Kusingov sindrom se rede javlja kod pacijenata u odnosu na egzogeni
Kusingov sindrom, koji se javlja usled primene glukokortikoidne terapije (Raff i sar.
2014). Ucestalost endogenog Kusingovog sindroma je 2-4 dijagnostikovana slucaja na
milion stanovnika godiSnje (Lahera Vargas i da Costa, 2009).
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Poznata su dva opsta uzroka endogenog hiperkortizolizma — Kusingov sindrom
zavisan od ACTH i KuSingov sindrom nezavisan od ACTH. Prekomerno lucenje
kortizola koji je zavisan od ACTH najées¢e je uzrokovan KusSingovom boles¢u —
tumorom  Kortikotropnih  ¢éelija  hipofize , S§to =za posledicu ima hiperfunkciju
nadbubrezne Zlezde. Kusingov sindrom koji je ACTH nezavisan obi¢no je posledica
adrenalnin adenoma kore nadbubrezne Zlezde. lako se izuzetno retko javlja, karcinom
nadbubrezne Zlezde moze biti 1 uzrok KuSingovog sindroma. Najces¢i simptomi koji se
javljaju kod pacijenata sa ovim sindromom ne moraju se pripisati isklju¢ivo ovom
oboljenju (Slika 17). Naime, povisen Krvni pritisak, dijabetes, gojaznost, hronican umor
i poremecaji menstrualnog ciklusa mogu biti simptomi mnogih drugih oboljenja. Osim
navedenih nespecificnih simptoma, kod obolelh od KusSingovog sindroma se ucestalije
pojavijuju modrice i ljubicaste strije, kao i sklonost infekcijama koze. Ukoliko se javi
kod dece, moze uzrokovati zastoj u rastu (Raff i sar. 2014, Lahera Vargas i da Costa,
2009).

SIMPTOMI KUSINGOVOG SINDROMA
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Slika 17. Simptomi Ku$ingovog sindroma
Izvor: https://www.ohsu.edu/brain-institute/cushing-disease-cushing-syndrome

Osim pomenutih simptoma, viSak kortizola moZe izazvati atrofiju skeletnih
miSica, dislipidemiju, atrofiju koze i progresivnu osteoporozu (Raff i sar. 2014, Lahera
Vargas i da Costa, 2009).

Uobi¢ajeno se Kusingov sindrom le¢i hirurSkim putem, iako se moZe primeniti
radio- ¥ili medikamentna terapija (Lahera Vargas i da Costa, 2009).

2.5.3. Konov sindrom

Konov sindrom KkarakteriSe se pojacanim Iucenjem aldosterona, zbog cega se
najces¢e naziva primarnim hiperaldosteronizmom. Pacijenti oboleli od Konovog
sindroma imaju poviSen krvni pritisak, hroni¢an umor, poliuriju, slabost u miSi¢ima, a
usled povecane reapsorpcije jona natrijuma i smanjene koncentraije jona Kkaljuma moze
se javiti hronicna bolest bubrega, mozdani udar, ishemijska bolest srca i kongestivna
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sréana insuficijencija. Pacijenti mogu da razviju i hipokalemiju, metabolicku alkalozu i
poremecaj lu¢enja insulina (Parmar i Singh, 2022) (Slika 18).

KONOV SINDROM
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Slika 18. Simptomi Konovog sindroma
Izvor: https://stock.adobe.com/images/conn-s-syndrome-causes-and-symptoms-vector-
illustration-primary-aldosteronism-scientific -medical-illustration/453685965

Primarni uzroci nastanka Konovog sindroma su adenomi nadbubreznih Zlezdi,
koji se mogu javiti na jednom ili oba nadbubrega (Schirpenbach i Reincke, 2007).
Lecenje ovog oboljenja podrazumeva primenu lekova iz grupe antagonista
mineralokortikoidnih receptora. Ukoliko pacijenti ispunjavaju uslove za operaciju, ¢esce
se podvrgavaju laparoskopskoj nego otvorenoj adrenalektomiji, jer je uzrocni solitarni
AA najcesce promera <1 cm (Rossi i sar. 2008).

2.5.4. Adisonova bolest (adrenalna insuficijencija)

Adisonovu bolest karakteriSe nedovoljno lu¢enje aldosterona i kortizola i moze
se javiti usled trajnog osteCenja kore nadbubrezne Zlezde, nakon ozbiljne infekcije ili
biti autoimunskog uzroka. Drugaciji naziv za ovo oboljenje je primarna adrenalna
insuficijencija ili hipoadrenalizam. Prema epidemioloskim podacima, 4-11 o0soba na
100.000 ljudi godisnje oboli od ove bolesti, a najéesce se javlja izmedu 30. i 50. godine
zivota. Takode, Adisonova bolest se c¢eS¢e javlja kod zena nego kod muskaraca, a
primeéeno je da postoji i porodi¢na opterecenost (Burton isar. 2015; Munir i sar. 2023).
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Slika 19. Simptomi Adisonove bolesti
Izvor: https://www.news-medical.net/health/What-is-Addisons-Disease.aspx

Kao 1 wveé¢inu drugih oboljenja nadbubrega, Adisonovu bolest odlikuju
nespecificni simptomi u pocetnim fazama bolesti, poput vrtoglavice, glavobolje, gubitka
apetita i telesne tezine (Slika 19). Nakon uspostavljanja dijagnoze, pacijenti sa trajnim
osteCenjem  kore nadbubrega se dozivotno  supstituiSu  glukokortikoidima i
mineralokortikoidima (Burton i sar. 2015; Munir i sar. 2023).

2.6. Benigno oboljenje sa izrazenim malignim potencijalom

2.6.1. Feohromocitom

Feohromocitom (Slika 20) je redak benigni tumor hromafinih celija medule
nadbubrezne Zlezde, za Koji je Karakteristicno da sekretuje kateholamine (Eisenhofer i
Peitzsch, 2014; Déarr i sar. 2012). Feohromocitom je znacajan uzrok morbiditeta i
smrtnosti, pogotovo ukoliko ostane nedijagnostikovan (Tsirlin i sar. 2014; Zuber i sar.
2011, Lloyd 2011) Utvrdeno je da se PCC javlja do 0,1% u opstoj populaciji i kod
priblizno 0,2% pacijenata koji boluju od povisSenog krvnog pritiska. Najéesce se javija
tokom Cetvrte i pete decenije zvota Sa gotovo podjednakom ucestalos¢u kod muskaraca
i zena. S’obzirom na to da ne pokazuje Karakteristicnu klinicku slku (glavobolja,
tahikardija, pojacano znojenje, anksioznost, itd.), dijagnoza PCC se najcesée postavi
kasno. Oko 13% dijagnostikovanih PCC moze biti maligne prirode (Meijs i sar. 2021,
Zdrojowy-Welna i Bednarek-Tupikowska 2014; Grassi i sar. 2019).
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Slika 20. Feohromocitom
Izvor: https://my.clevelandclinic.org/health/diseases/23373-pheochromocytoma

Dobra klinicka praksa u dijagnostikovanju PCC podrazumeva odredivanje nivoa
kateholamina ili njihovih metabolita, normetanefrina 1 metanefrina u urinu ¥ili u plazmi.
Veliki broj klini¢ckih studija ukazao je da merenje ovih metabolita pruza izuzetno visoku
dijagnosticku osetljivost od ¢ak 96% (Dérr i sar., 2012; Zdrojowy-Wela i Bednarek-
Tupikowska 2014). Nakon biohemijskih testova koji potencijalno ukazuju na postojanje
PCC, pristupa se CT pregledu abdomena i karlice, kako bi se lokalizovao tumor/i ili
iskljuCio lazno poztivan laboratorijski nalaz. Osim CT-a, moze se pristupiti i magnetnoj
rezonanciji ili pozitron-emisionoj tomografiji (PET). Ukoliko se postavi dijagnoza PCC,
pristupa se hirurSkom leCenju - laparoskopskoj ili otvorenoj adrenalektomiji, nakon
posebne preoperativne pripreme. Vazno je napomenuti da postoji znacajan rizik od
ponovne pojave PCC nakon nehirurSkog lecenja, dok se hirurSkim le¢enjem Sanse
smanjuju na 3%. Pacijentima se najmanje jednom godiSnje i dozivotno prati hormonski
status, kako bi se na vreme uocio potencijalni recidiv (Gupta i Marwaha, 2023).

2.7. Maligni tumori nadbubrezne Zlezde

Nadbubrezno tkivo retko predstavija primarno mesto za razvoj malignih tumora,
pa se najve¢i malignin bolesti nadbubrega razvija usled metastatskog Sirenja maligno
izmenjenih ¢éelija iz drugih organa, poput pluca, dojke, jednjaka, tankog creva, rektuma
ili bubrega. Sekundarni depoziti koji se javljaju na nadbubrezima primarno su posledica
njihove dobre prokrvijenosti. Nadbubrezne Zlezde zauzimaju cetvrto mesto  po
metastatskom Sirenju  malignoma. GodiSnja ucestalost nemetastatskih malignih tumora
nadbubrezne Zlezde iznosi 4-12 slucajeva na milion stanovnika. lako retki, maligni
tumori nadbubrezne Zlezde su najceS¢e izuzetno agresivni oblici karcinoma sa loSom
prognozom. Trenutni modeliteti leGenja malignin tumora nadbubrega podrazumevaju na
prvom mestu hirurSko leenje, sa ili bez hemioterapije/radioterapije (Almeida i sar.
2019; Lioyd 2011).
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2.7.1. Adrenokortikalni karcinom

Adrenokortikalni karcinom je redak 1 veoma agresivan tumor nadbubrezne
Zlezde sa loSom prognozom. Patogeneza ovog primarnog karcinoma kore nadbubrega
nije razjasnjena. GodiSnje se javlja kod 1-2 pacijenta na milion stanovnika i ¢es¢i je kod
zena (55-60% slucajeva). Najcesce se javlja u prvoj deceniji zivota ili izmedu 40. i 50.
godine zvota. IstraZzivanja sprovedena u poslednjin nekoliko decenija ukazala su da je
nastanak ovog malignog tumora povezan sa inaktivacijom odredenih tumor-supresornih
gena i aktivacijom wvelikog broja onkogena (Fassnacht isar. 2012; Thampi i sar. 2020).

Trenutno je najuspesiji nacin leCenja ovog karcinoma hirurSko uklanjanje
tumorske mase, iako je verovatnoc¢a recidiva nakon operacije izmedu 19% i 34% (Libe
2015). Nakon operativnog leCenja, sprovodi se primena hemioterapije Sa skromnim
rezultatima, dok se radioterapija primenjuje veomo retko, zbog naglasene
readiorezistencije tumora.

2.8. Esencijalni mikroelementi

Esencijalni  mikroelementi (Mn, Cu, Co, Zn, Se) imaju brojne uloge u
organizmu, od regulisanja hormona, proteina, imunskog sistema, pravilnog rada
celokupnog metabolizma do wuceséa u oksido-redukcionim procesima. Nedovoljne
kolicine esencijalnin mikroelemenata (deficijencija) dovode do ozbiljnih zdravstvenih
posledica, poput poremecaja metabolickih funkcija i pojave razli¢ith oboljenja, a
slucajevi izuzetno smanjenog unosa esencijalnin mikroelemenata mogu dovesti do
smrti. Takode, bitno je na pomenuti da prekomeran unos moze imati Stetan efekat, tako
da je optimalan unos esencijalnih mikroelemenata od klju¢ne vaznosti za pravilno
funkcionisanje organizma (Guan i sar. 2024; Frydrych i sar. 2023).

Mangan (Mn), esencijaini mikroelement kao kofaktor katalaze i1 mangan-
superoksid-dismutaze  (MnSOD), ima ulogu u uklanjanju slobodnih radikala u
organizmu. Takode, ima ulogu u pravinom funkcionisanju nervnog, imunskog i
reproduktivnog sistema, pravilnog razvoja kostiju i vezivnih tkiva, kao i u koagulaciji
krvi. Kada dospe u organizam putem ishrane, Mn se apsorbuje u tankom crevu aktivnim
transportom. Ukoliko su koli¢ine unetog Mn izuzetno visoke, pretpostavlja se da ovaj
mikroelement moze da se apsorbuje i pasivnom difuzijom. Nakon apsorpcije, deo Mn
ostaje slobodan, dok se wveliki procenat vezuje za transferin, albumin i a2-makroglobulin
u plazmi (Buchman i sar. 2014).

Nedovoljne koncentracije Mn povezane su sa oboljenjima poput osteoporoze, a
mogu izazvati i smanjenu proizvodnju glukoze, dok prekomerne koli¢ine ovog elementa
mogu prouzrokovati neurotoksicnost. Srednja vrednost koncentracije Mn u uzorcima
pune krvi srpske odrasle populacije iznosi 14.5 £ 7.0 ng/g (Stojsavljevi¢ i sar. 2020).
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DEFICIJENCIJA MANGANA
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Slika 21. Simptomi deficijencije mangana

lzvor: https://www.beingtheparent.com/manganese-for-babies-sources-and-benefits/

Deficijencija Mn kod zdravih osoba nikada nije zabaleZena, s’obzirom na to da
se dovoline kolicine ovog mikroelementa mogu uneti u organizam putem ishrane.
Deficijencija Mn zabelezena je kod o0soba na parenteralnoj ishrani uz propratne
simtome, poput dermatitisa, Smanjenog nhivoa holesterola u serumu, usporenog rasta
kose 1 noktiju, povecane koncentracije Kkalcijuma i fosfora u serumu, povecane
aktivnosti alkalne fosfataze, smanjene plodnosti i poremecaja u metabolizmu ugljenih
hidrata, lipida i proteina (Slika 21) (Jagodi¢ i sar. 2022; Avila i sar. 2019). Prekomerna
koncentracija Mn u organizmu obi¢no je posledica profesionalnog izlaganja ili se javija
kod osoba koje zive u blizini rudnika ili fabrika (Avila isar. 2019).
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Slika 22. Transport bakra kroz organizam
Preuzeto:
https://www.researchgate.net/publication/237145336_Dietary Copper_and_the_Brain/figures

Bakar (Cu), osim uloge kofaktora u mnogim enzimima (poput bakar,cink-
superoksid-dismutaze  CuzZnSOD,  ceruloplazmina,  citohrom-c-oksidaze) i u
antioksidativnoj zastiti, neophodan je za i pravilno funkcionisanje metabolizma gvozda i
glukoze, za optimalne neuroendokrine funkcije, formiranje kolagena i eritrocita.
Takode, Cu uCestvuje u sintezi noradrenalina i dopamina doprinoseéi aktivnosti enzima
dopamin-B-hidroksilaze. Bakar se nakon ingestije pretezno apsorbuje u duodenumu, pa
se u proseku 80-90% ukupnog Cu izlu¢i putem fecesa (Slika 22). Deficijencija Cu je
retka kod zdravih osoba, premda je zabelezeno da do deficijencije mogu dovesti
urodene  genetske mutacije. Simptomi  koji najceS¢e prate deficijenciju ovog
esencijalnog mikroelementa obuhvataju smanjenu funkciju centralnog nervnog sistema
(CNS), anemiju, lomljive kosti, dijareju, mentalnu retardaciju, negativan uticaj na
imunski sistem i pojavu neutropenije. Sa prekomernim koncentracijama Cu povezana su
oboljenja poput Vilsonove bolesti, anemije, leukemije, limfoma i mnoga druga (Orians i
sar. 2000; Collins 2017). Srednja vrednost koncentracije bakra u uzorcima pune krvi
odrasle srpske populacije iznosi 1019 + 205 pg/kg (Stojsavljevi¢ i sar. 2022).

Kobalt (Co) se u ljudskom organizmu moze naci u obliku kobalamina (vitamina
B12) (Slika 23). Kobalamin je kofaktor metilmalonil-CoA-mutaze i metionin-sintaze,
koji su znacajni za metabolizan proteina, lipida i nukleotida (Yamada 2013). Kobalamin
igra  kljuénu ulogu u eritropoezi, sintezi neurotransmitera 1 mijelina. Nedovoljne
koli¢ine Co najceSce su posledica disregulacije u apsorpciji vitamina B12, §to moze
izazvati pojavu perniciozne anemije i Smanjenje tiroidne funkcije. S druge strane,
prekomeran unos Co utice na hipercelularnost kostane srzi i pojacanje rada Stitaste
Zezde, $to moze dovesti do prekomerne proizvodnje eritrocita, kao i do pojave fibroze
plu¢a i astme kod profesionalno izlozenih ljudi (Leyssens i sar. 2017).
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Slika 23. Kobalamin

Izvor sajta: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cobalamin-_1#section=2D-Structure

Neke od mnogobrojnin uloga cinka (Zn) u organizmu su uticaj na pravilno
funkcionisanje  imunskog, endokrinog i reproduktivnog sistema, odbrana od
oksidativnog stresa, stabilizacija ribozoma, sinteza DNK, zaceljivanje rana i rast celija
(Slika 24). Cink se u organizam unosi pretezno putem hrane. Utvrdeno je da fitati,
fosfati i kalcijum imaju negativan uticaj na apsorpciju Zn u organizmu. Takode,
nedovoljne koncentracije Zn zalebezene su kod osoba na parenteralnoj i vegetarijanskoj
ishrani (Costa i sar. 2023; Lonnerdal 2000).

Deficit Zn moze biti usko povezan sa prisustvom nekog hronicnog oboljenja,
poput srpaste anemije, oboljenja jetre, bubrega i gastro-intestinalnog trakta (GIT),
insuficijencije pankreasa, dijabetesa i HIV-infekcije (Maxfield i sar. 2024). Prekomerne
koncentracije Zn su najéesCe posledica profesionalnog izlaganja ili prekomerne
suplementacije, a mogu izazvati promene u statusu Cu, gvozda (Fe), Sto za posledicu
dovodi do anemije. Srednja vrednost koncentracije Zn u uzorcima pune krvi za nasu
odraslu populaciju iznosi 5172 + 1118 pg/kg (Stojsavljevic i sar. 2022).
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Slika 24. Zastupljenost Zn u organizmu
Preuzeto: https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physrev.00035.2014
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Selen (Se), kao deo selenoproteina, igra vaznu ulogu u odrzavanju ispravne
strukture DNK, u sintezi tiroidnih hormona i pravinom funkcionisanju Stitaste Zlezde,
reproduktivnog, imunskog i1 Kkardiovaskularnog sistema (Sheeranth et al 2023) (Slika
25). Selenoproteini Stite Celije od oksidativnog stresa uklanjaju¢i slobodne radikale
Kiseonika i azota, ¢ime spreCavaju oSteCenje Celija. Selen sluz kao klju¢na komponenta
enzima ukljucenih u prevodenje tiroksina (T4) u trijodotironin (T3). Ovi tiroidni
hormoni igraju znacajnu ulogu u requlisanju metabolizma, rasta i razvoja i proizvodnji
energije (Shreenath et al 2023; MacFarquhar i sar. 2010).
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Slika 25. Zastupljenost i uloge Se u organizmu
Preuzeto: https://link.springer.com/article/10.1007/s12011-021-02716-z

Procenjuje se da od 500 miliona do jedne milijarde ljudi Sirom Sveta ima
deficijenciju ovog esencijalnog elementa. Nedovoljan unos Se primarno je posledica
njegovog manjka u zemljistu, Sto direktno utiCe na koncentracije Se u hrani i vodi.
Snizene koncentracije Se u krvotoku mogu izazvati brojne zdravstvene probleme, poput
Kesanove bolesti, Kasin-Bekove bolesti, smanjene plodnosti kod muskaraca, ucestaliju
pojavu infekcija, poremecaje u radu tiroidne Zlezde. Prekomeran unos Se moze dovesti
do opadanja kose, krtih noktiju, GIT simptoma i dr. (Shreenath et al 2023; MacFarquhar
i sar. 2010).

2.9. Toksi¢ni mikroelementi

Najzastupljeniji nac¢in izlaganja ljudi toksinim mikroelementima potiCe iz
antropogenin izvora, poput sagorevanja uglja, naftne i farmaceutske industrije. Efekat
toksicnih mikroelemenata na organizam umnogome zavisi od njihove biodostupnosti i
oksidacionog potencijala. Toksiéni mikroelementi dovode do oksidativnog stresa,
nepravilnog funkcionisanja imunskog sistema, epigenetskih promena i dr. Od sustinske
je vamosti da se prati izlaganje ovim elementima u razli¢itim bioloskim materijalim
(puna krv, serumvplazma, urin, kosa i dr.) kako bi se sprovele odgovarajuce mere opreza
I time umanjili negativni uticaji na ljudsko zdravlje (Vorkamp i sar. 2021).

IzloZzenost niklu (Ni) najcesée potice iz razicitih antropogenih izvora, poput
metalurgije, hemijske i prehrambene industrije (Genchi i sar. 2020). Usled prekomernog
izlaganja Ni moze do¢i do pojave kontaktnog dermatitisa, kardiovaskularnih problema,
fibroze pluéa i malignih tumora. Nikl moZe oStetiti mitohondrije tako S$to menja
potencijal na mitohondrijskoj membrani. Takode, primeceno je da moze da Shizi Sadrzaj
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mitohondrijskog ATP-a i da utice na degradaciju mitohondrijske DNK (Genchi i sar.
2020). Studije novijeg datuma ukazale su da primena supstanci poput L-karnitina,
melatonina 1 taurina, koje stimuliSu i pojacavaju aktivnost antioksidativnin enzima,
moze spreCiti neurotoksi¢nost i Kkancerogenost izazvanu Ni (Song i sar. 2017).
Medunarodna agencija za ispitivanje malignih bolesti (engl. International Agency for
Research on Cancer, 1ARC) Klasifikovala je Ni u u grupu 2B potencijalnin humanih
kancerogena, dok su jedinjenja Ni klasifikovana u prvu grupu humanih kancerogena.
Bitno je naglasiti da se kancerogeni efekat Ni i njegovih jedinjenja odnosi pretezno na
inhalatornu izlozenost profesionalnog tipa (IARC 1990).

Toksiéni efekat arsena (As) na zdravlje umnogome zavisi od njegove wrste;
organski oblici As nemaju jednaku toksicnost kao neorganski As(lIl) i As(V), Kkoji su,
prema IARC-u, klasifikovani u humane kancerogene prve grupe. Hemijska industrija,
kozarska industrija i nekontrolisana upotreba poljoprivrednih dubriva su primarni
antropogeni izvori As putem kojih dospeva u zemljiste i podzemne vode (Fatoki i
Badmus, 2022). Previsoke koncentracije ovog elementa u pijacoj vodi predstavijaju
Prekomerni unos As iz pijae vode dovodi do smanjene funkcije imunskog sistema,
problema u funkcionisanju kardiovaskularnog sistema, malignoma koze, jetre, beSike i
pluca (Slika 26). Takode, sa prekomernim izlaganjem As povezani su i dijabetes tipa 2,
kognitivne smetnje i neurotoksi¢nost (Fatoki i Badmus, 2022).

Rak pluca
‘ ‘ Rak koze
“Rak jetre || &P
¢ u Y
Rak prostate
Rak besike

Slika 26. Uticaj As na zdravlje
Preuzeto: https://brieflands.com/articles/healthscope-135108

Kadmijum (Cd) ima S$iroku primenu u industriji, od izrade baterija, pigmenata,
metalnin premaza do izrade plastike. Najceséi uzroci dospevanja Cd u zvotnu sredinu
prirodnim putem su Sumski pozari, vulkanske erupcije i padavine, dok na ljudsku
izlozenost, o0sim profesionalne izlozenosti, najpre utice kKonzumiranje duvana i
kontaminirane hrane ili vode. Kadmijum se u krvotoku vezuje za proteine plazme,
prvestveno za albumin, $to za posledicu ima njegovu akumulaciju u jetri. Ukoliko se
jave kompleksi sa molekulima manje mase, poput metalotioneina, reapsorbovace se u
bubreznim tubulama. Pored bubrega i jetre, Cd ima tendenciju da se akumulira u
plu¢ima, pankreasu, adipoznom tkivu i koz (Slika 27). Takode, Cd se u krvotoku
vezuje za sulfhidrine grupe odredenih enzima, ¢ime ih inaktivira, $to za posledicu ima
smanjenu sintezu hema (Charkiewicz i sar. 2023).

32


https://brieflands.com/articles/healthscope-135108

Mozak

Srce
Pluca
Jetra

1 Bubrezi
——— Reproduktivni
organi

Kosti

Imunski
sistem

Slika 27. Uticaj Cd na zdravlje
Preuzeto: https://www.mdpi.com/1420-3049/28/18/6620

Po IARC-u, Cd je Klasifikovan u prvu grupu humanih kancerogena. IzloZenost
Cd, bilo profesionalno ili iz Zvotne sredine, dovedena je u vezu Sa pojavom razli¢itih
oboljenja, poput renalne i hepatobilijarne disfunkcije, pojave osteomalacije (“itai-itai”
oboljenje), malignoma pankreasa, mokraéne besike, pluca, dojke, prostate i
nazofarinksa (Genchi i sar. 2020) (Slika 27). Srednja vrednost koncentracije Cd u
uzorcima pune Krvi za nasu odraslu populaciju iznosi 0,46 + 0,41 pg/kg (Stojsavijevic i
sar. 2019).

Olovo (Pb) ima Siroko rasprostranjenu upotrebu u razlicitim tipovima industrija,
od proizvodnje i reciklaze baterija, rudarstva, metalurgije do automobilske industrije
(Wani i sar. 2015). Olovo se koristilo u proizvodnji benzina, dok nije zamenjeno metil-
ciklopentadienilmangantrikarbonilom. IZloZenost Pb doprinosi mnogobrojnim
zdravstvenim posledicama, poput oSteCenja bubrega i CNS, smetnji u razvoju i
kognitivnim  deficitima dece, pojavi anemije, smanjenju funkcije reproduktivnog i
imunskog sistema. Uprkos brojnim naporima medunarodnin organizacija koje se bave
javnim zdravljem, nije utvrdena najniza dozvoljena koncentracija Pb u krvi koja bi se
mogla smatrati bezbednom (Wani i sar. 2015).
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Slika 28. Uticaj Pb na zdravlje
Preuzeto: https://www.sciencedirect.convscience/article/pii/S277241662200050X

Prema IARC-u, neorganska jedinjenja Pb swrstana su u grupu 2A humanih
kancerogena, dok su organska jedinjenja Pb swrstana u grupu 3. Olovo ima tendenciju
da se prvo akumulira u kostima i zubima (Slika 28), ali je radioizotopskim studijama
utvrdeno da se akumulira i u mozgu, jetri, slezini, bubrezima i plu¢ima. Novije studije
su ukazale da Pb negativno utiCe na funkciju enzima Kkoji imaju ulogu u sintezi vitamina
D. Takode, uoceno je da Pb ometa transkripciju DNK (Wani i sar. 2015, Larsen i
Sanchez-Triana, 2023). Srednja vrednost koncentracije Pb u punoj Kkrvi nase odrasle
populacije iznosi 23,89 + 11,54 o/kg (Stojsavljevic i sar. 2019).

Torijum (Th) se Kkoristio u radiologiji kao kontrasni agens u vidu jedinjenja
torotrasta (Slika 29). Isklju¢en je iz upotrebe nakon §to je uoceno da se akumulira u
slezini, jetri i limfhim ¢vorovima. Takode, klasifikovan je od strane IARC-a u humane
kancerogene prve grupe (van Kaick i sar. 1999).

ZabeleZzena je povecana ucestalost oboljevanja od kancera pluca, pankreasa,
jetre i kostiju kod osoba koje su bile izloZzene Th, pretezno u profesionalnom okruzenju.
Takode, uoCene su hromozomske aberacije kod osoba izlozenih Th, $to ukazuje na
njegovu genotoksicnost. Danas se Th primenjuje u izradi goriva za nuklearne reaktore
(van Kaick 1 sar. 1999). Srednja vrednost koncentracije Th u punoj Krvi nase odrasle
populacije iznosi 0,44 + 0,38 pg/kg (Stojsavljevic i sar. 2019).

Slika 29. Konvencionalna radiografija gornjeg abdomena pokazuje rezidualni kontrast Thorotrast
u jetri (crvena strelica), po celoj slezini (bela strelica) i posebno gusto je rasporeden u limfnim ¢vorovima
(crne strelice).

Preuzeto: https://learningradiology.comvarchives/COW%20015-Thorotrast/thoratrastcorrect.htm
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Uranijum (U) se najceS¢e akumulira u kostima, jetri, mozgu i bubrezima. 1ARC
je swrstao ovaj element u grupu 1 humanih kancerogena (IARC 2000). Dokazi o
kancerogenosti U i njegovih izotopa i jedinjenja su ograniceni i Cesto kontradiktorni,
lako je uoCena povezanost izmedu izlaganja ovom elementu i oSteCenja bubrega i jetre,
kao i pojave malignoma pluca i mozga. Takode, uoéene su vise koncentracije U u Krvi i
odredenim solidnim tkivima kod osoba koje su zvele ili boravile na teritoriji gde je
Zloupotrebljen osiromaseni U u vidu municije (ATSDR 2013). U nasoj odrasloj
populaciji, koncentracije U u punoj krvi su 0,06 + 0,04 pg/kg, sto je iznad proseka koji
je zabelezen u svetu (Stojsavljevic i sar. 2019). Naime, podaci dobijeni analizom pune
krvi za zdrawu odraslu populaciju Francuske zabelezli su medijanu koncentracije U u
vrednosti od 0.004 ng/g (Goulle i sar. 2006), dok su za populaciju Nemacke zabeleZene
srednje vrednosti koncentracije nize od 0,003 ng/g (Heitland i Koster, 2006).

2.10. Makroelementi

Kalcijum (Ca) je makroelement koji ima mnogobrojne uloge u organizmu, od
formiranja oocita, koagulacije krvi, regulisanja krvnog pritiska i nervnih impulsa,
kontrakcije miSica, diferencijacije ¢elija do formiranja kostiju i zuba (Slika 30). Najveci
procenat Ca u telu nalazi se u obliku hidroksiapatita u kostima (Pu i sar. 2016).

Koncentracija Ca u intracelularnoj i ekstracelularnoj tecnosti je strogo
kontrolisana putem paratiroidnog hormona (PTH), vitamina D i Kalcitonina, pri ¢emu se
aktivnost PTH i vitamina D povecava usled snizene koncentracije Ca, dok se Kalcitonin
lu¢i kada su koncentracije Ca povisene (Van Saun 2007). Paratiroidni hormon povecava
koncentraciju Ca u krvi direktnim aktiviranjem reapsorpcije Ca u bubrezima i njegovog
oslobadanja iz kostiju, dok vitamin D povecava reapsorpciju Ca iz creva i bubrega (Pu i
sar. 2016). Kalcitonin snizava koncentraciju Ca u Krvi, uticu¢i na aktivnost osteoklasta i
povecavaju¢i izlu¢ivanje ovog elementa putem urina (Felsenfeld 2015).

Formiranje skeleta Kontrakcija misica

KALCIJUM

Diferencijacija celija
Transmisija nervnih
impulsa

Zarastanje rana

Slika 30. Uloge kalcijuma u organizmu
Izvor: https://collegedunia.com/exams/biological-importance-of-calcium-and-magnesium-
chemistry-articleid-5256

Odredena oboljenja mogu narusiti homeostazu Ca i dovesti do hiper- il
hipokalcemije. Hipokalcemija izaziva tremor i Spazam miSica, a u tezim sluCajevima
moze izazvati stridor, osteopeniju i osteoporozu. S druge strane, hiperkalcemija moze
izazvati muéninu, umor, slabost miSica, poremecaj sr¢anog ritma do smrtonosnog, kao i
krte kosti (Pu i sar. 2016).

Koncentracija natrijuma (Na) u intracelulanoj i ekstracelularnoj tecnosti je
strogo kontrolisana pomocu natrijum-kalijum ATPazne pumpe (Slika 31), koja ima
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ulogu u transportu jona Na i Kalijuma (K) koriste¢i ATP. Apsorpcija Na se odigrava u
distalnom delu tankog creva i u kolonu (debelom crewu), a njegova koncentracija u
organzmu se regulife u bubrezima. Glomeruli u bubrezima filtriraju Na, koji se
reapsorbuje u proksimalnim tubulama u procentu koji zavisi od potreba organizma (od
0,5% do 10%). Angiotenzin Il, aldosteron, noradrenalin i insulin imaju uticaj na
reapsorpciju Na, dok dopamin i prostaglandini uticu na njegovo izluivanje. Mali
procenat Na se izluGuje putem znoja i fecesa (Strazzullo 2014).

Klinicki relevantna deficijencija Na je izuzetno retka, s obzirom na to da se
dovoljne kolicine Na unose putem hrane i pijace vode. Deficijencija Na se mozZe javiti
kod osoba koje imaju oSteCenje bubrega, insuficijenciju nadbubreznih Zlezda, dijareju,
povracanje Vili dijabetesnu ketoacidozu (Strazzullo 2014).
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Slika 31. Natrijum-kalijum pumpa
Izvor:https://www.researchgate.net/publication/273751706_Malignant_hyperthermia_A_runawa
y_thermogenic_futile_cycle_at_the_sodium_channel_level/figures?lo=1

Prekomeran unos Na putem ishrane (0,5-1g solikg telesne tezine) izaziva
akutnu toksicnost sa potencijalnim smrtnim ishodom. U odredenim patoloskim stanjima
(npr. sr¢ana insuficijencija, ciroza jetre i bubrezna insuficijencija), unos Na do nivoa
koji je standardno prisutan u nasoj ishrani (>10 g/dan) moze dovesti do 0zbiljnog
povecanja zapremine ekstracelularne tecnosti (Strazzullo 2014).
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Kalijum je ukljuten u odrzavanju acido-bazne ravnoteze organizma, pravilno
funkcionisanje membranskog potencijala, miSica i nerava (Slika 32). Najveci procenat
K koji se filtrira kroz bubrezne glomerule reapsorbuje se kroz bubrezne tubule. Ukoliko
je ekstracelularna koncentacija K povisena, podstice se oslobadanje aldosterona koji
ima uticaj na izlucivanje K urinom. Deficijencija K je retka, jer se dovoljno K unosi
putem ishrane i pijace vode. Ukoliko se deficijencija K javi kod osoba sa bubreznom ili
adrenalnom insuficijencijom, moze prouzrokovati hipomagnezemiju, probleme sa GIT-
om i slabost miSica (Lanham-New i Lambert, 2012).
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Slika 32. Uloge K u organizmu
Izvor: https://fromgreens.conVgalleryphoto/potassium-health-benefits/
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Magnezijum (Mg) ima ulogu u sintezi proteina, DNK i RNK, glikolizi,
oksidativnoj  fosforilaciji 1 kontrakciji miSica (Slika 33). Deficijencija Mg usled
nedovoljnog unosa se retko javlja, s obzirom da bubrezi reguliSu izlucivanje Mg u
zavisnosti od njegove koncentracije u organizmu. Osobe koje imaju oboljenja GIT-a,
poput Kronove bolesti ili osobe koje imaju dijabetes tipa 2 mogu imati deficijenciju Mg
usled njegovog prekomernog izluCivanja (Rude 2012).

Simptomi  koji opisuju nedovoljne koncentracije Mg u organizmu su gréevi u
miSi¢ima, srcane aritmije, a kao posledica deficijencije mogu da se jave hipokalemija
Vili hipokalcemija. Hipermagnezemija se moze javiti kod osoba koje imaju bubreznu
insuficijenciju i moze izazvati sréani udar, ukoliko su koncentracije Mg u krvotoku
previsoke (Rude 2010; Rude 2012).
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Slika 33. Uloge Mg u organizmu
Izvor:https://slowmag.co.za/physical-performance
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2.11. Metalomika

Metalomika je relativno nova naucna disciplina, koja obuhvata medicinu,
toksikologiju, analiticku hemiju i biohemiju. Cilj metalomike jeste rasvetljavanje uloge
metala/metaloida u metabolizmu, regulaciji  biohemijskin procesa, etiologiji razli¢itih
oboljenja i dr. (Maret 2018). Takde, cilj metalomike je da prosiri i upotpuni nalaze
drugih ,,omiks nauka*“ poput protecomike i genomike.

Termin ,metalomika™ prvi put je primenjen ranih 2000-tih da opiSe razliCite
na¢ine 1 puteve distribucije eclemenata u tragu koji imaju ulogu u funkcionisanju
organizma. Od tada do danas, ova disciplina je napredovala i nasla primenu u mnogim
oblastima. Prednost metalomike je njen multidisciplinarni pristup, ¢ime se prevazilazi
jednodimenzionalnost pristupa postavljenoj hipotezi (Maret 2018).

Metalomika je naSla primenu u proceni uticaja zagaduju¢ih supstanci na Zivotnu
sredinu. Naime, analizom distribucije i koncentracije metala/metaloida u vodi,
zemljistu, kao i biljkama i Zvotinjama, moguce je proceniti stepen zagadenja |
negativnog uticaja na zvotnu sredinu i biodiverzitet. Analize metala/metaloida mogu
doprineti razvoju odgovaraju¢ih strategija za uklanjanje kontaminacije iz Zivotne
sredine putem bioremedijacije. Razumevanje nacina na koji mikrobi i biljke stupaju u
interakciju sa metalima moZe dovesti do efikasnijih metoda za uklanjanje ili
stabilizaciju zagaduju¢ih supstanci u zvotnoj sredini (Maret 2018).

Takode, c¢eS¢a primena metalomike podrazumeva kvantifikaciju metala/metaloida u
cilju boljeg razumevanja zdravlja. Metalomika se koristi za identifikaciju elemenata koji
mogu imati uticaj na nastanak odredenih oboljenja, poput Kardiovaskularnih,
neurodegeneativnih,  reprodujtivnin  oboljenja  kao i raziCith tipova Kkancera i
karcinoma. Bitno je ista¢i da metalomske analize mogu imati ulogu i u razvoju terapija,
tako Sto se ravetljavaju uloge detektovanih elelenata u nastanku oboljenja. Takode,
metalomika moze pruzti uvid u to kako lekovi na bazi metala reaguju sa bioloskim
sistemima i mogu pomoc¢i u dizajniranju efikasnijin i sigurnijih tretmana. Metalomika
moze da razjasni ulogu esencijalnih metala u tragovima u ishrani i metabolizmu.
Pomaze u razumevanju kako nedostaci ili viSak metala uticu na zdravlje i moze uticati u
osmiSljavanju dijetetskih intervencija za ispravljanje deficijencija ili suficijencija (Maret
2018).

Analiza elemenata u Kklinickim uzorcima je vazna zbog pracenja izlaganja i
spre¢avanja potencijalnih  zdravstvenin posledica. Klnicki uzorci koji se najcescée
koriste za ove svrhe su keratinska tkiva (kosa i nokti), serumvplazma, puna krv i urin.
Keratinska tkiva su najlakSe dostupna za metalomsku analizu zbog c¢injenice da nije
neophodno pristupiti invazivnim metodama prikupljanja. lako keratinska tkiva mogu
ukazati na dugorocno izlaganje elementima, ona su podlozna eksternoj kontaminaciji i
rezultate dobijene analizom ovih uzoraka treba uzeti sa rezervom tokom razmatranja.
Pouzdanije je pristupiti analizi urina, seruma/plazme ili pune krvi. S’druge strane, puna
krv pruza dublji uvid u dugotrajnu izloZenost zahvaljuju¢i Zivotnom ciklusu eritrocita U
cirkulaciji, koji traje do tri meseca. Najbolji izbor uzorka za procenu statusa elemenata u
organizmu su solidna tkiva poput tiroidnog, placentalnog, mozdanog i drugih tkiva,
zbog tendencije elemenata da se akumuliraju u organima tokom godina. Analiziranje
¢vrstih tkiva nosi sa sobom izazove zbog invazivnog pristupa uzimanja uzoraka, Koji
zahteva operacije, biopsije ili obdukcije (Stojsavjevic i sar. 2021; Heitland i Koster,
2021).

U cilju dobijanja $to preciznijih i tacnjih rezultata, metalomska istrazivanja moraju
da poseduje nove analittke tehnike za detekciju i kvantifikaciju elemenata od interesa.
Trenutni  eksperimentalni  pristupi  u  metalomici uklju¢uyju kombinovanje tehnika
razdvajanja visoke rezolucije (kao S$to su HPLC 1 gel elektroforeza) sa osetljivim
metodama detekcije (kao Sto je masena spektrometrija). Masena spektrometrija
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induktivno spregnute plazme (ICP-MS) se Siroko koristi, Cesto uparena sa tehnikama
odvajanja. Pored toga, nuklearne analiticke tehnike, kao Sto su analiza neutronske
aktivacije 1 rendgenska fluorescencija sinhrotronskog zracenja (KSRF), se cCesto
primenjuju  u identifikaciji metaloproteina. Racunarska bioinformatika takode moze
predvideti proteine koji se vezuju za metal na osnovu poznatih obrazaca i domena,
dopunjujuci eksperimentalne metode. Ovi integrisani pristupi poboljSavaju razumevanje
metaloma i njihove uloge u zdravlju (Hu isar. 2012).

2.12. Analiticke tehnike zasnovane na induktivno spregnutoj plazmi

Analiticke tehnike zasnovane na induktivno spregnutoj plazmi (engl. inductively
coupled plasma, ICP) imaju Siroku primenu u odredivanju koncentracije elemenata u
razli¢itim tipovima Uzoraka, ukljucuju¢i i klinicke. Odlikuju se visokom ta¢noscu,
precizno$éu, Sirokim linearnim dinamickim opsegom, multielementalnoséu 1 niskim
granicama detekcije, Sto ih ¢ini pogodnim tehnikama za odredivanje elemenata u tragu i
ultra-tragu. Induktivno spregnuta plazma ima dovoljnu temperaturu za disocijaciju,
atomizaciju, jonizaciju 1 ekscitaciju velikog broja elemenata. Granica detekcije ovih
tehnika u wvelikom procentu zavisi od standardne devijacije pozadinskog signala i
pozadinske ekvivalentne koncentracije (engl. background equivalent concentration,
BEC). Tehnike koje imaju najvecu primenu u analizi razli¢itih klinickih uzoraka su
indukovano spregnuta plazma sa masenom spektrometrijom (engl. inductively coupled
plasma mass spectrometry, ICP-MS) i indukovano spregnuta plazma sa optickom
emisionom  spektroskopijom (engl. inductively coupled plasma optical emission
spectroscopy, ICP-OES). Nacin pripreme uzorka za analizu, princip uvodenje uzorka u
plazmu i princip generisanja plazme identican je kod obe ICP tehnike (Harrington i sar.
2014; Topdag i sar 2020; Toket i sar. 2019; Chen i sar. 2020) .

2.12.1. Priprema uzoraka za analizu

Priprema uzoraka je kljucni deo u elementalnoj analizi i zahteva posebnu paznju.
Ukoliko su uzorci lakSeg matriksa, poput te¢nih klinickih uzoraka (seruma, plazme,
seminalne plazme, urina, likvora, sinovijalne, folikularne i drugih te¢nosti), uzorak je
dovoljno razblaziti odgovarajuéom smeSom rastvaraca uz adekvatan dodatak internog
standarda pre odredivanja elementalnog sastava (Harrington i sar. 2014; Toket i sar.
2019; Chen i sar. 2020).

Uzorke solidnih tkiva i pune krvi je neophodno razoriti, Sto se najéeSCe postize
kombinacijom koncentrovane azotne Kiseline (65% HNO3) i vodonik-peroksida (30%
H,07). Kombinacija ova dva reagensa pokazala se najboljim izborom, jer se elementi
prevode u rastvoran oblik i organska supstanca se potpuno razara. Azotna Kiselina, za
razliku od kiselina poput sumporne ili hlorne, ne daje tesko rastvorne soli elemenata,
dok vodonik-peroksid shuizi da ubrza proces razaranja organskog matriksa (Topdag 1 sar
2020; Toket i sar. 2019; Chen i sar. 2020).

Princip razaranja klinickih uzoraka obuhvata spaljivanje, mokru digestiju u
otvorenim ili zatvorenim sistemima. Od pomenutih mogucnosti, spaljivanje je najmanje
pouzdana opcija, zbog potencijalne kontaminacije klinickog uzorka i gubitaka
isparljivin elemenata. Mokra digestija u otvorenim sistemima podrazumeva razaranje
uzorka na atmosferskom pritisku uz zagrevanje na grejnom telu. Razaranje uzoraka je
ogranieno na temperaturu kljuGanja Kiseline koja se Kkoristi $§to usporava vreme
razaranja i produzava pripremu uzoraka za analizu. Takode, javlja se mogucénost gubitka
analita usled isparavanja reagensa i kontaminacije uzorka (Harrington i sar. 2014; Chen
i sar. 2020).

Najbolja metoda za razaranje klinickih uzoraka je mikrotalasna digestija (Slika
34). Digestija u zatvorenom sistemu povecava Kinetiku reakcije i temperaturu razaranja,

40



Sto drasticno smanjuje vreme pripreme uzorka. Povecavanje temperature tokom
digestije je rezultat mikrotalasne interakcije sa dipolarnim molekulima i jonima u
uzorku. Mikrotalasi povecavaju energiju jona, Sto izaziva njihovo c¢eS¢e sudaranje sa
okolnim molekulima i uti¢e na porast molekulske rotacije dipola. Princip primene
mikrotalasa rezultira ravnomernim zagrevanjem ¢itavog suda u kojem se reakcija
odigrava. Temperatura 1 pritisak su dva parametra koja se konstantno prate tokom
procesa digestije, u cilju adekvatnog regulisanja snage aparata (Welna i sar. 2011;
Matusiewicz i sar. 2003). Cilj mikrotalasne digestije jeste potpuno razaranje uzoraka uz
spre¢avanje gubitka analita i kontaminacije prilikom rada u zatvorenom sistemu, pri
¢emu se pored vodonik-peroksida koriste koncentrovane Kkiseline, poput azotne,
sumporne, fluorovodoniéne i hlorovodoniéne (Welna 1 sar. 2011; Matusiewicz i sar.
2003).

Konduktivno zagrevanje || Mikrotalasno zagrevanje
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Slika 34. Princip mikrotalasne digestije
Preuzeto: https://cem.com/microwave-heating-mechanism-and-theory

Zbog koris¢enja agresivnih reagenasa, kao i zbog povecanja pritiska i
temperature tokom digestije, neophodno je da kivete u kojima se odigravaju reakcije
budu hemijski inertne i propusne za mikrotalase. To se postize upotrebom kiveta od
politetrafluoroetilena (PTFE) koje su stabilne na temperaturama do 260 °C i pritisku do
200 bara i imaju izuzetnu mehani¢ku stabilnost i otpornost na isparenja koja nastaju
usled reakcije razaranja. Gasovi Koji nastaju razaranjem organske supstance se
pogodnim sistemom ventilacije odvode iz kiveta (Welna i sar. 2011; Matusiewicz i sar.
2003).

2.12.2. Nacin uvodenja uzorka i princip formiranja induktivno kuplovane plazme

Pripremljen (teCan) uzorak se uvodi u rasprSiva¢ i komoru za rasprsivanje
cevCicom koja je zategnuta preko kanala minirolera na peristaltickoj pumpi (Slika 35).
Ujedno se moze uvoditi rastvor internog standarda preko nezavisnog kanala na istoj
pumpi. Komora za rasprSivanje ima ulogu u selektovanju kapljica odredenih dimenzija
(ispod 10 pm) ka plazmi, dok se kapljice vece od 10 pum odvode u otpad. Veliki deo
uzorka (95-98%) se ne uvede u plazmu, ve¢ zavrSava u otpadu (Wilschefski i Baxter.
2019; Thomas 2008).
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Temperatura komore za rasprsivanje kod ICP-MS tehnike se mora regulisati
(hladitl), kako bi se odrzavale performase instrumenta i adekvatna selekcija kapljica.
Takode, na taj nacin se spre¢ava prekomerno unoSenje rastvaraca u plazmu i stvaranje
vrsta koje mogu znacajno da Smanje odziv instrumenta (Wilschefski i Baxter. 2019;

Thomas 2008).
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Slika 35. Prikaz sistema za uvodenje uzorka u plazmu
Izvor: http://people.whitman.edu/~dunnivfm/FAASICPMS_Ebook/CH3/3_3 2.html

Plazma je visokojonizovani gas. Sastoji se od elektrona, jona, atoma i u celini je
elektroneutralna. Za generisanje plazme najceSce se koristi argon. Ovaj plemeniti gas
ima jednostavan emisioni spektar, moze da jonizuje, pobudi ili atomizuje veliki broj
elemenata periodnog sistema i ne formira stabilna jedinjenja sa drugim elementima.
Takode, kao plemeniti gas, on je monoizotopski, hemijski je inertan i ima visoku
energiju jonizacije (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).

Plazma nastaje u delu instrumenta, toréu(plameniku), koji se sastoji od tri
koncentricne kvarcne cevi kroz koje proti¢e argon (Slika 36). Spoljasnja kvarcna cev
ima ulogu u hladenju torCa, srediSnja u formiranju plazme, a unutraSnja nosi aerosol
uzorka. Kraj tor¢a ima oko sebe obmotan indukcioni kalem sacinjem od Cu Kkoji je
povezan sa radiofrekventnim (RF) generatorom. Radiofrekventni generator ima ulogu u
napajanju Cu kalema, $to rezultira naizmenicnom visokofrekventnom strujom koja
generiSe  elektromagnetno  polie u tor¢u. Primenom visokonaponskog praznjenja
,»1esline varnice” dolazi do jonizacije argona u tor¢u, ¢ime se generiSu joni i elektroni.
Nastali proizvodi visokonaponskog praznjenja krecu se pod uticajem elektromagnetnog
polja i sudaraju se sa atomima argona pri ¢emu nastaju novi joni i elektroni (Wilschefski
i Baxter. 2019; Thomas 2008). Krajnji rezultat ovog kaskadnog procesa jeste
generisanje  plazme visoke temperature koja iznosi 10.000 Kelina (9727 °C)
(Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).
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Slika 36. Prikaz tor¢a (plamenika)
Izvor: https://www.thermofisher.com/rs/en/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-
analysis/spectroscopy-elemental-isotope-analysis-learning-center/trace-elemental-analysis-tea-
information/icp-oes-information/icp-oes-system-technologies.html

Nakon uvodenja uzorka u plazmu ICP-MS instrumenta, uzorak se jonizuje, pri
cemu velki broj elemenata kao proizvod daje jednostruko naelekisane jone. Stepen
same jonizacije umnogome zavisi od temperature plazme i jonizacionog potencijala
elemenata od interesa. Vecina elemenata periodnog sistema ima jonizacioni potencijal
koji je manji od argonovog, Sto omogucava kvantifikaciju velikog broja elemenata
primenom ICP-MS tehnike. Osetljivost instrumenta osim jonizacione energije zavisi i
od zastuljenosti izotopa koji se odreduje (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).

Jonizovani uzorak putuje dalje ka interfejs regionu, odeljku pod vakuumom, koji
¢ine dva kona koja mogu biti sa¢injena od Ni ili platine. Prvi kon, sampler kon, ima
ve¢i otvor od skimmer kona (Slika 37). Uloga interfejs regiona jeste da razdvoji nastale
jone, fotone i atome od plazme i da ih usmeri dalje ka jonskoj optici (Wilschefski i
Baxter. 2019; Thomas 2008).
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Slika 37. Interfejs region
Izvor: https://www.semanticscholar.org/paper/Computational-study-of-inductively-coupled-
plasma-Aghaei/3bc7c1660798852f689d 797a9701ecee297053cc

Jonsku optiku ¢ine elektrostaticka sociva. Uloga jonske optike je da usmerava
snop jona ka masenom analizatoru i da spreci vrste, poput fotona, da dodu do detektora.
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U ICP-MS tehnici, fotoni su nezeljena wrsta, jer izazivaju nestabilnost signala
(Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).

Postoji nekoliko wvrsta masenih analizatora, kvadrupol, TOF (engl. ,time of
flight™), magnetni sektor i drugi, od kojih se u ICP-MS instrumentima najées¢e koristi
kvadrupol. Kvadrupol ima ulogu u filtriranju jona u odnosu na njihov odnos m/z (masa /
naelektrisanje) (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).

Elektrode ___® ﬁﬁ

Slika 38: Prikaz kvadrupola
lzvor: https://www.spectroscopyonline.com/view/impact-of-measurement-protocol-on-icp-ms-
data-guality-objectives-part-i

Kvadrupol c¢ine cetiri naelektrisane elektrode (Slika 38), od kojih su dve
naelektrisane pozitivno, a druge dve negativno. Princip rada kvadrupola podrazumeva
propustanja jednosmerne i naizmeni¢ne struje kroz elektrode, Sto stvara elekricno polje
izmedu njih (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).

Uspostaviljanjem specifitcne kombinacije potencijala ove dve struje rezultira
stabilnim putanjama jona Sa tacno odredenim m/z odnosom. Joni sa nestabilnim
putanjama se sudaraju sa elektrodama 1 ne prenose se kroz kvadrupol. Naponi
jednosmere i neizmenicne struje mogu se menjati velikom brzinom, omogucavajuci
skeniranje cCitavog opsega mase u vremenskom opsegu od par milisekundi. Velika
brzina skeniranja modernih instrumenata omogucava prikupljanje podataka za vise
elemenata prakti¢no istovremeno, Sto daje ICP-MS tehnici veliku prednost u odnosu na
druge elementalne analiticke tehnike (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).

Najc¢es¢i detektor koji se koristi za ICP-MS je multiplikator elektrona (Slika 39),
¢iji se rad zasniva na pojacavanju signala pristiglog iz kvadrupola. Joni analita udaraju u
dinode detektora, sa Cije se povrSine oslobadaju elektroni. Oslobodeni elektroni udaraju
u narednu dinodu, sa koje ¢e se osloboditi veéi broj elektrona. Reakcija je kaskadna,
izazivaju¢i kao Krajnji rezultat merljivi signal (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas
2008)..

Granice detekcije za ICP-MS su izuzetno niske, ppb ¢ak i ppt, a osetljivost
zavisi od prirode ispitivanog elementa, matriksa uzorka, faktora razblazenja i prirode
rastvaraca (Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).
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Slika 39. Princip elektronmultiplikatora
Izvor: https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-
biology/electron-multiplier
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2.12.3. Kalibracija

Eksterna Kkalibracija je najces¢e primenjivan oblik kalibracije u ICP tehnikama.
Podrazumeva pripremanje standardne serije rastvora Kkoji sadrze ta¢no poznate
koncentracije elemenata od interesa, koji sluze za konstruisanje Kalibracione krive
elementa. Formirana Kkalibraciona kriva ima ulogu u ta¢nom odredivanju koncentracije
elemenata od interesa u ispitivanom uzorku (Wilschefski i Baxter. 2019).

2.12.4. Interna standardizacija

Interna standardizacija se najéeS¢e primenjuje u cilju pobolj$anja signala
instrumenta koji moze da opadne usled efekata matiksa. Interni standard se uvek dodaje
U taéno poznatoj zapremini u svaki standard, uzorak i slepu probu. Idealan interni
standard treba da ima slicna hemijska i fizicka svojsva kao odredivani elementi, da bude
nezavisan od prirode ispitivanog uzorka i da na njega ne uticu fluktuacije instrumenta.
Takode, bitno je da interni standard ima sliénu masu i jonizacioni potencijal kao
elementi od interesa. Interni standardi koji se obicno koriste u ICP-MS ukljucuju litjum
CLi), skandijum (*°Sc), germanijum ("°Ge), itrijum (°I), rodijum (*°*Rh), indijum
(**°In), terbijum  (**°Tb), renijum (**Re) i iridijum (*'Ir). Cesto se primenjuje
kombinacija nekoliko internih standarda koji pokrivaju Sirok opseg analiticke mase.
Neophodno je ista¢i da interni standardi koji se koriste ne budu prirodno zastupljeni u
znacajnim koncentracijama u klinickim uzorcima. Medutim, upotreba internih standarda
moze dovesti do nedovoljno preciznin merenja ukoliko se matriks uzorka i standarda ne
podudaraju. Jedan od na¢ina da se to spreci jeste da se standardi pripremaju tako da im
matriks bude Sto sli¢niji uzorku (Wilschefski i Baxter. 2019).

2.12.5. Metoda standardnog dodatka i razblazZivanje izotopa

Metoda standardnog dodatka se takode Cesto koristi u cilju dobijanja Sto ta¢nijih
i preciznijin rezultata. Ova metoda podrazumeva dodavanje tacno poznatih zapremina
analta u nekoliko alikvota uzorka i pokazala se odlicnom u eliminisanju efekata
matriksa (Wilschefski i Baxter. 2019; Andersen 2017).

Razblazivanje izotopa je metoda koja se pokazala najboljom u eliminisanju
efekata matriksa i promena u radu instrumenta. Podrazumeva dodavanje poznate
zapremine nekog izotopa zelienog analita u uzorke, a izmerena promena u izotopskom
odnosu se Kkoristi za izraGunavanje originalnog sastava uzorka. Obogaceni izotop ima
ulogu istovremeno kao Kalibracioni i kao interni standard. Neophodno je istaci da analit
od interesa mora imati najmanje dva izotopa Kkoji ne predstaviljaju spektroskopske
smetnje jedan drugom. Takode, ova metoda nije primenljiva na monoizotopske analite.
Pored svoje izuzetne preciznosti i robustnosti, ova tehnika se ne koristi ¢esto, jer je
vremenski i finansijski zahtevna (Wilschefski i Baxter. 2019).

2.12.6. Interferencije

Prilikom odredivanja elemenata od interesa primenom ICP tehnika, mogu se
javiti odredene smetnje (interferencije) koje znacajno uticu na tacnost i preciznost
dobijenih rezultata. Smetnje se klasifikuju kao spektroskopske i nespektroskopske.
Spektroskopska interferencija nastaje kada joni koji nisu analiti od interesa imaju isti
m/z odnos kao analit, dok se nespektroskopska interferenca odnosi na efekte koji se
mogu pripisati matrisku uzorka ili promenama u uslovima rada instrumenta
(Wilschefski i Baxter. 2019).

U spektroskopske smetnje swrstavaju se izobaritne smetnje, dvostruko
naelektrisani joni, poliatomske smetnje i preklapanje susednih masa (Wilschefski i
Baxter. 2019; Pupyshew i Semenova 2001).
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Izobaricne smetnje podrazumevaju da dva elementa imaju istu masu, kao §to su
1551, 8"RbA7Sr, *°Cal*®Ar, *%Fe/®Ni i drugi. Kolko ée data smetnja uticati na
tacnost i preciznost rezultata zavisi od prirode uzorka. Ukoliko je analit od interesa
zastuplien u visokim koncentacijama u uzorku, a smetnja iste mase zastupljena
zamenarljivo  malo, izobaricna smetnja nece predstavijati  znacajan  problem
(Wilschefski i Baxter. 2019; Pupyshew i Semenova 2001).

Elementi koji mogu da imaju dvostruko naelektrisane jone, poput Ca,
lantanoida, aktinoida, mogu predstavijati smetnje, jer maseni spektrometar ne razlikuje
naelektrisanja, ve¢ samo m/z odnose. Bitno je napomenuti da ovakve interferencije retko
predstavljaju znac¢ajnu smetnju kod ICP tehnika (Wilschefski i Baxter. 2019).

Najzastupljenija i svakako najproblematiénija smetnja kod ICP tehnika je
poliatomna smetnja. Poliatomne smetnje se formiraju u plazmi, usled nepotpune
atomizacije ili usled rekombinantnih reakcija tokom prolaska jona ka masenom
spektrometru. One mogu voditi poreklo od argona kao gasa nosaca, od matriksa uzorka
I reagenasa Kkoji su se Kkoristili za pripremu uzoraka. Poznata poliatomna smetnja koja se
javija kod uzoraka koji sadrze visoki sadrzaj jona hlora je *°Ar°CI'. Ova smetnja ima
isti m/z odnos kao arsen ("°As"), §to utie na tadnost i preciznost rezultata za ovaj
element u tragu. Poliatomne smetnje mogu nastati i od reagenasa koji se koriste za
pripremu uzoraka za analizu. Smetnje nastale ovim putem mogu se izbeéi jednostavnim
odabirom alternativnog reagensa za pripremu uzorka (Wilschefski i Baxter. 2019).

Cesto zanemaren izvor spektroskopskin smetnji u ICP-MS je onaj koji proizilazi
iz spektralnog preklapanja susednih masa. Kolkko ¢e data smetnja uticati na rezultate
zavisi od osetljivosti masenog analizatora na te izotope. Poznata smetnja je za mangan
(°®*Mn) i gvozde (>*Fe i °®Fe). Ukolko je gvozde zastuplienije u uzorku koji se analizira,
rezultati mogu ukazati na snizen sadrzaj Mn u odnosu na stvarnu vrednost (Wilschefski
| Baxter. 2019; Vanhoe et al. 1994).

nNespektroskopske smetnje podrazumevaju efekte matriksa i promene u radu i
uslovima instrumenta. Efekti matriksa podrazumevaju pojac¢anje ili smanjivanje signala
elemenata od interesa usled sastava ili prirode ispitivanih uzoraka. Efekti matriksa mogu
da igraju ulogu ve¢ od sistema za uvodenje uzorka ka plazmi, gde viskozitet uzorka,
povrsinski napon, kiselost 1 veli¢ina kapljica aerosola igraju vaznu ulogu. Kod analize
teCnih klinickih uzoraka najce$¢i problem je viskoznost, koja se veoma lako moze
izbe¢i adekvatnim razblaZzenjem analiziranin uzoraka (Wilschefski i Baxter. 2019; Loula
et al. 2019).

Brojni faktori mogu uticati na jonizaciju analita u plazmi. Relativno visoki nivoi
lako jonizuju¢ih elemenata u uzorku kao S$to su natrijum i kalijum imaju tendenciju da
pomere ravnotezu termicke jonizacije analita prema neutralnom atomu, dok prisustvo
uglienika u uzorku ima suprotan efekat, povecavajuci jonizaciju analita za elemente sa
visokim jonizacionim potencijalom (Wilschefski i Baxter. 2019).

Najznacajniji izvor efekta matriksa u ICP-MS je efekat prostornog naboja koji se
javlja u interfejs regionu i jonskoj optici, usled odbijanja pozitivno naelektrisanih jona,
Sto kao Krajnji rezultat ima smanjenje prenosa signala do detektora. Ovaj efekat
umnogome zavisi od mase analita, jer analiti manje mase imaju nizu kinetiCku energiju,
pa samim tim i manju inerciju i stoga na njin ovaj efekat ja¢e deluje u odnosu na
elemente vece mase (Wilschefski i Baxter. 2019).

2.12.7. Uklanjanje smetniji
Izuzetno jednostavan i lak nacin za izbegavanje spektroskopskih smetnji jeste odabir
izotopa elemenata od interesa koji imaju najmanje interferenci. Naravno, bitno je
obratiti paznju i na zastupljenost izotopa koji se bira, jer izotopi koji su nisko zastupljeni
ne¢e pruziti dovolino preciznu informaciju 0 Sadrzaju elelementa od interesa. Smetnje
se takode mogu umanjiti propustanjem heljuma kroz kolizionu celiju (engl. Kinetic
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energy discrimination, KED mod) (Slika 40). Helijum se, kao gas male mase i visoke
kineticke energije, sudara sa poliatomnim smetnjama, pri ¢emu one gube na SVOjoj
kinetickoj energiji i ne stizu do detektora. Joni analita se takode sudaraju sa helijumom,
ali U manjoj meri. To se moze Objasniti ve¢im popre¢nim presekom poliatomne smetnje
(Yamada 2015; Wilschefski i Baxter. 2019).

\ Kvadrupg | Reakciona celija ]

. @y
G | 5 ‘ Iz plazme
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Slika 40. Princip koliziono-reakcione celije
Izvor: https://www.thermofisher.comv/blog/analyteguru/how-to-improve-your-icp-ms-analysis-
part-2-interferences/

Pored helijuma, koji se najéesc¢e primenjuje, umesto kolizione celije se moze
koristiti reakcioni mod/rezim rada reakcione celije, kroz koju se propusta reaktivni gas
poput amonijaka, metana, vodonika, Kiseonika, azot-suboksida i drugih. Nedostatak
reaktivnih gasova je njihova nespecificnost i nemoguénost da eliminisu sve poliatomne
smetnje (Yamada 2015; Wilschefski i Baxter. 2019).

Za uklanjanje nespektroskopskih interferenci mogu da poshize neke od veé
pomenutin metoda, poput metode standardnog dodatka, razblazivanje izotopa i interna
standardizacija. Pored njih, Kkoristi se i razblazivanje uzorka, kojim se smanjuje
moguénost nastanka taloga u rasprSivacu i interfejs regionu. Osim nabrojanih metoda,
primenjuju se i precipitacija, ekstrakcija sa Cvrste faze, teCno-teCna ekstrakcija,
generisanje hidrida. Poslednja od navedenih metoda zasniva se ha generisanju
isparljivih  hidrida elemenata poput arsena, Zzve, selena, Kkalaja, antimona pomocu
borhidridnog reagensa. Pored toga $to se primenom ove metode odvaja analit od
interesa od matriksa uzorka (Cime se smanjuju i spektroskopske i nespektroskopske
interferencije), ova metoda takode obezbeduje pojacanu osetljivost (Wilschefski i
Baxter, 2019).

2.12.8. ICP-OES

ICP-OES je analiticka tehnika koju KkarakteriSu multielementalnost, visoka
tacnost 1 preciznost, niske granice detekcije i robustnost (Hou i sar. 2016; Man .i sar.
2017).
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Slika 41. Sema ICP-OES uredaja
Izvor: https://www.researchgate.net/publication/320140448 On-
Line_Inductively_Coupled_Plasma_Spectrometry_in_Electrochemistry_Basic_Principles_and_Applicati
ons/figures?lo=1&utm_source=google&utm medium=organic

ICP-OES (Slika 41), za razliku od ICP-MS tehnike koja kvantifikuje M* jone,
meri atomske i jonske linije elemenata od interesa. Kod ICP-OES tehnike joni i atomi
bivaju pobudeni u plazmi i pri vracanju u svoje 0snovno energetsko Stanje emituju
fotone, koji se mere pomocu optickog spektrometra. Da li ¢e se za odredivane elemente
selektovati jonske ili atomske linje iskljucivo zavisi od toga koje su linije osetljivije i
kod kojih nisu prisutne (ili su minimalno prisutne) interferencije. Odlika ICP-OES
tehnike su izuzetno bogati spektri koji se dobijaju za selektovane elemente, na sta
ukazuje Cinjenica da bi se za 70 elemenata dobilo najmanje 70 000 emisionih linija, u
opsegu talasne duzine od 200 nm do 600 nm (Hou i sar. 2016; Man .i sar. 2017).

Kako bi se izbegla preklapanja linija i obezbedile najbolie moguée performanse
instrumenta, neophodno je da instrument poseduje detektor visoke rezolucije, koji ¢e
uspesno razdvojiti sve Zzeljene atomske ¥ili jonske linijle (Hou i sar. 2016; Man .i sar.
2017).

lako svaki pojedinacni element apsorbuje i emituje svetlost na Kkarakteristi¢noj
talasnoj duzini, signali elemenata se Cesto preklapaju, sto moze da dovede do znacajnih
izazova U tumacenju dobijenih rezultata. Da bi se reSio ovaj problem, talasne duzine
koje odgovaraju svakom elementu se odvajaju, tako da se svaki element moZe
pojedinacno detektovati. Postavljanje plazme u aksijalnu konfiguraciju (gde se plazma
posmatra direktno) ili radijalnu konfiguraciju (gde se plazma posmatra sa strane) ima
dodatne pogodnosti na moguénost posmatranja ciljnin signala (Hou i sar. 2016; Man .i
sar. 2017).

Jedna od osnovnih razlika izmedu ICP-OES i ICP-MS je u na¢inu detekcije
izabranih analita. Kod ICP-MS tehnike se detektuje M jon, dok se kod ICP-OES
tehnike detektuju atomske i jonske linije koje su proizvod emisije fotona. ICP-MS
tehnika ima bolju osetljivost, gde su moguce kvantifikacije u koncentracijama u ppt
opsegu. ICP-OES, s druge strane, ima ve¢u robustnost od ICP-MS (Hou i sar. 2016;
Man .i sar. 2017; Wilschefski i Baxter. 2019; Thomas 2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sakupljanje uzoraka adrenalnog tkivnog materijala i pune Krvi

Uzorci tkiva nadbubrezne Zlezde i pune krvi sakupljani su u Centru za endokrinu
hirurgiju Univerzitetskog klinickog centra Srbije u Beogradu. Ukupno 70 pacijenata i 50
zdravih volontera je pismenim putem dobrovoljno dalo svoj pristanak za uce$ée u 0voj
studiji. Sakupljanje klinickih uzoraka za potrebe ove doktorske disertacije je odobrio
Eticki odbor Klnickog centra Srbije u Beogradu (brojevi dozvola 971/7 i 87/14). Za
realizaciju ove studije potpuno su implementirani eticki standardi definisani Helsinskom
deklaracijom i njenim daljim amandmanima.

Puna Kkrv pacijenata sakupljana je u prepodnevnim c¢asovima nakon noc¢nog
gladovanja pre operacije, punktiranjem srednje kubitalne vene sa unutrasnje strane
lakta. Od svakog pacijenta je sakuplieno po 5 mL pune Kkrvi u vakutajnere bez aditiva.
Puna krv kontrolne grupe (zdravih volontera) uzorkovana je na isti na¢in. Uzorci su bili
Cuvani u frizideru na 4 °C do transporta na Hemijski fakultet u Beogradu.

Preoperativna  dijagnoza  postavljena je  primenom radioloskih  tehnika,
ukljucujuéi ultrazvuk, CT 1 MR. Detaljna biohemijska (endokrinoloska) procena svih
pacijenata obavljena je pre operacije. Svi kandidati za hirurSko lecenje bili su
podvrgnuti  laparoskopskoj adrenalektomiji u opstoj inhalacionoj anesteziji. Tkiva
nadbubrezne Zlezde uzorkovana su nakon adrenalektomije. Pored obolelog tkiva, zdravo
(kontolno) tkivo nadbubrezne Zlezde uzorkovano je od istih pacijenata (eng. self-control
group). Zdravo/kontrolno tkivo nadbubrega bilo je uzorkovano sa najvee moguce
udaljenosti od jasno obeleZzenog obolelog tkiva, koje se evidentno makroskopski
razlikovalo od zdravog tkiva. Osim preoperativne dijagnoze, finalna dijagnoza je
potvrdena patohistoloskom analizom uzoraka od strane dva nezavisna patologa. Takode,
patolozi su potvrdili da zdravo tkivo nadbubrega nema patoloske promene, te se stoga
moze smatrati validnom kontrolnom grupom. Relevantni podaci poput pola, mesta
prebivalista, starosti, puSackog statusa, statusa adrenalnih hormona i veli¢ine nodusa
(tumora) bili su prikupljeni od svakog pacijenta (od strane lekara) pomocu adekvatnog
epidemioloskog i klinickog upitnika. Svi pacijenti koji su se izjasnili kao pusaci, naveli
su da su u proteklih 10 godina konzumirali najmanje 10 cigareta dnevno.

Pacijenti sa razicitim oblicima maligniteta, hroniénim oboljenjima jetre i
bubrega, dijabetesom, akutnim ili hroniénim infekcijama i drugim stanjima koja bi
mogla uticati na sadrzaj odredivanih elemenata iskljuceni su iz ovog istrazivanja radi
eliminisanja  uticaja endogenih varijabli na sadrzaj ispitivanin elemenata. Takode,
ucesnici koji su zaposleni u hemijskoj industriji ¥ili na drugim radnim mestima koja
mogu da utiCu na unos toksicnih ¥ili esencijalnih elemenata su iskljuceni iz studijje.

3.2. Hemikalije i instrumenti

Hemikalije visokog stepena cistoce koris¢ene u cilju pripreme kliniCkih uzoraka
za analizu, slepe probe i standardnih rastvora dostavio je ,Merck™ (Darmstadt,
Nemacka). ,Berghof‘-ov aparat za destilaciju koncentrovanih kiselina (BSB-939-IR)
(Slika 42) koris¢en je za naknadno pre¢is¢avanje koncentrovane azotne Kiseline.
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Slika 42. Uredaj za redestilovanje azotne kiseline
Izvor: https://www.berghof-instruments.conven/products/distillacid-bsb939-ir/

SMilli Q Plus™ sistem (Merk, Darmstadt, Nemacka) (Slika 43) koris¢en je za
dobijanje ultra¢iste vode (otpornost > 18,2 MQ) kojom su pripremani klinicki uzorci za
analizu, slepa proba i standardni rastvori. Plastiéno i stakneno laboratorijsko posude
koris¢eno za realizaciju eksperimentalnog dela bilo je potoplieno u 10% azotnoj kiselini
najmanje 24 h i detaljno isprano ultracistom vodom pre dalje upotrebe.

|
" {*
=

Slika 43. “Milli Q Plus” sistem
Izvor: https://www.merckmillipore.com

Komercijalni multielementalni stok rastvori od 10 mg/L VHG Labs (Mancester,
SAD) i 1000 mg/L Alfa Aesar (Karlsruhe, Nemacka) koris¢eni za pripremu standardnih
rastvora u cilju kvantifikacije elemenata od interesa.

HCAP Q tuning B rastvor, koji sadrzi 1 ug/L Ba, Bi, Ce, Co, In, Lii U u 2%-
tnoj azotnoj kiselini, koriS¢en je za optimizaciju instrumentalnin parametara ICP-MS
instrumenta. ~ Sertifikovani  referentni materijali  (SRM) pune krvi  (Seronorm®,
SERO210105 Level-1 i SERO210205 Level-2, Norveska) i govede jetre (bovine liver
NIST 1577c, SAD) koris¢eni su za proveru tacnosti i preciznosti primenjenih analitiCkih
tehnika. Takode, primenjena je i metoda standardnog dodatka za dodatnu proveru
dobijenih rezultata, koris¢enjem komercijalnin singleta standardnih rastvora svakog
analiziranog elementa (10 mg/L za mikroelemente i 1000 mg/L za makroelemente)
(VHG Labs, Mancester, SAD). Interni standard (IS) koji je koris¢en (100 pg/mL Li, Sc;
20 ugmL Bi, Ga, In, Tb, Y) nabavljen je od firme VHG (Mancester, SAD).
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Tabela 1. Optimalni uslovi za ICP-OES i1 ICP-MS sa odabranim talasnim duzinama,
izotopima i internim standardima (1S).

Parametar ICP—OES ICP—MS
RF snaga (W 1150 1550
)
Protok argona
(L/min)
Spoljasnji 0,50 0,80
(za hladenje)
Srednji 0,50 1,13
(pomo¢ni)
Unutrasnji 12,0 16,0
(transportni)
Nebulajzer Koncenti¢no PFA—ST
(rasprsivac) staklo MicroFlow
Komora za Ciklonsko Ciklonsko
rasprsivanje staklo staklo
Ponavljanje 3 3
snimanja
Analiti Talasna Izotop IS
duzina (nm)
Ca 317,933 >>Mn 3¢
Mg 279,079 >?Co 8y
Na 818,326 ®°Cu on
K 766,490 ®5Zn 1on
75AS 89Y
BZSe 89Y
111Cd 115|n
ZOBPb ZUQBI
238U ZOQBI

Koncentracije esencijalnih i toksi¢nih mikroelemenata u klinickim uzorcima
odredivane suprimenom ICP-MS (iICAP Qc, Thermo Scientific) tehnike. Kako bi se
smanjile varijacije jonskog signala koje su posledica matriksa, razblazeni rastvor
internog standarda (50 g/L "Li i 10 g/L "*Ga, *In, 2°Bi) je ravnomerno uvoden u sve
rastvore (Slepa proba, standardni rastvori i klinicki uzorci) pomo¢u sekundarnog kanala
peristalticke pumpe.

Relativna standardna devijacija (RSD) za tri koncentracije standardnih rastvora
(10, 25 i 100 pg/L) za tri ponavijanja bila je 2,2% (ICP-MS preciznost unutar dana,
engl. intra-day). RSD wvrednost za rastvore istih koncentracija koji su snimani u tri
ponavljanja tokom Sest uzastopnih dana bila je 3,80% (medudnevna ICP-MS preciznost,
engl. inter-day). Takode, u cilju dodatne potvrde tacnosti obe implementirane analiticke
tehnike, u pet uzoraka pune Krvi i u pet uzoraka nadbubreznog tkiva dodato je singlet
standardni rastvor svakog elementa od interesa (10 pg/L 1 25 pg/L za toksiéne i
esencijalne mikroelemente, odnosno 10 pg/L i 25 mg/L za makroelemente).
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Tabela 2. lzlazne wvrednosti (R) za ispitivane elemente dobijene analizom razlicith SRM

materijala
Element LOD Whole blood L—1 R(% Whole blood L—2 R(%  Elemen  NIST 1577c bovine liver  R(%
(Hg/L) ) (Hg/L) ) t )
Pronaden  Certifikovan Pronaden  Certifikovan Pronaden  Certifikovan
0 0 0 0 0 0

Zn (mg/L) 0,14 4,06 4,20 96,7 6,80 7,10 95,8 Zn 179 1811 98,8
(Hg/9)

Cu (ug/L) 0,61 0,57 0,63 90,5 1,20 1,34 89,5 Cu 2778 275,2 101
(Hg/9)

Pb (ug/L) 0,07 8,92 9,90 90,1 355 337 105 Pb 60,3 62,8 96,0
(ng/9)

Se (ug/L) 0,20 54,7 60,1 91,0 144 161 89,4 Se 2,103 2,031 104
(Hg/9)

Mn (ug/L) 0,04 17,2 18,4 93,5 33,1 31,4 105 Mn 11,01 10,46 105
(ng/9)

Co (ug/L) 0,005 0,24 0,20 120 4,79 5,18 92,5 Co 0,279 0,300 93,0
(Hg/9)

Cd (ug/L) 0,011 0,27 0,28 96,4 4,68 5,01 93,4 Cd 99,1 97,0 102
(ng/9)

As (pg/L) 0,01 4,33 4,60 94,1 14,9 14,1 106 As 20,2 19,6 103
(ng/g)

U (ug/L) 0,002 0,17 0,18 94,4 0,17 0,18 94,4 U — N,DS* —
(ND,)

Ca (mg/L) 1,87 14,4 15,2 94,7 14,7 15,2 96,7 Ca 129 131 98,5
(Hg/9)

Mg 477 13,2 14,6 90,4 13,3 14,4 92,4 Mg 625 620 101
(mg/L) (Hg/9)

Na (mg/L) 22,9 1700 1591 107 1681 1593 106  Na (%) 0,2024 0,2033 99,6

K (mg/L) 1,75 1115 1091 102 1022 1088 93,9 K (%) 1,021 1,023 99,8

* LOD vrednosti odredene za slepu probu (mg/L).
N.D. —nije detektovan.
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Tabela 3. Metoda standardnog dodatka (R) za uzorke zdravog nadbubreznog tkiva (ZAT),
adenomatonog nadbubreznog tkiva (AAT), zdrave (kontrolne) krvi i adenomatozne Krvi

Element R(%)

ZAT AAT Kontrolna krv Adenomatozna krv
Mn 96,1" 96,3 ¢ 98,4" 98,3 °% 97,9" 97,45 98,1" 98,0 ¢
Co 103" 103 ¢ 101" 101 ¢ 102" 102 ¢ 102" 102 ¢
Cu 97,3 97,8°¢ 97,17 97,0% 99,5" 99,7 ¢ 98,4" 98,8 ¢
Zn 95,5 95,1°¢ 104” 103 ¢ 96,9" 97,45 102" 101 ¢
As 99,0 98,8°¢ 99,7 99,3°¢ 99,3 96,5 ¢ 101" 102 ¢
Se 103" 102 ¢ 104" 103 ¢ 104" 104 ¢ 104" 103 ¢
Cd 1017 101 ¢ 102" 102 ¢ 1017 102 ¢ 1017 101 ¢
Pb 97,7 97,6 ¢ 98,7 99,0 % 98,2" 98,4 % 99,1 98,4 ¢
U] 98,8" 98,5°¢ 98,6" 98,8 ¢ 98,4" 98,1°% 97,6 98,0 ¢
Na 103 103 % 1017 1025 1027 10355 105" 10455
K 98,2"" 99,1 % 1017 1015 974" 97,855 99,2 99,055
Mg 99,47 99,0 % 99,17 99,7 % 89,97 97,555 1017 100°%¢
Ca 98,2 98,0 = 99,6 99,55 89,47 99,15¢ 105 105°%°¢

*spajkovano sa 10 pg/L; ** spajkovano sa 10 mg/L; S spajkovano sa 25 pg/L; S spajkovano sa 25 mg/L
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Tabela 4. Metoda standardnog dodatka (R) za uzorke tkiva feohromocitoma (PCC), adrenalnog tkiva
obolelog od Kusingovog sindrom (CST), krvi pacijenata obolelih od feohromocitoma i krvi pacijenata
obolelih od Kusingovog sindroma.

Element R(%)
PCC CST Feohromocitomi-krv Kusingov sindrom-krv

Mn 96,4 96,1° 98,1 98,4 ¢ 97,2 96,8° 98,4 98,1°¢
Co 102" 101 ¢ 102" 103 ¢ 103" 101 ¢ 1017 103 ¢
Cu 98,0” 97,2°¢ 97,3 97,1°% 99,9 99,6 98,2 98,3 °¢
Zn 95,2 95,5°¢ 103" 102 ¢ 97,1" 97,3°% 1017 102 ¢
As 98,5 98,3°¢ 99,17 98,8 ¢ 98,3" 96,6 ° 103" 101 ¢
Se 101" 103 ¢ 1017 102 ¢ 102" 103 ¢ 102" 101 ¢
Cd 103" 102 ¢ 103" 101 ¢ 100" 101 ¢ 103" 102 ¢
Pb 97,4” 97,1°¢ 98,9" 99,1°% 98,9" 99,1°% 98,9 98,5 ¢
§] 98,2 98,3°¢ 99,0° 98,9 ¢ 98,3 98,4 ¢ 97,8 98,1°
Na 104™" 102 % 103" 104 % 1017 10055 103" 10155
K 99,57 99,3 % 102™" 103 97,2"" 97,55¢ 98,8"" 99,15°¢
Mg 99,2 98,7 = 99,4 99,15 96,37 96,95 99,87 99,65
Ca 98,0" 98,1 99,3™ 99,6 % 99,4™ 99,555 106~ 10455

*spajkovano sa 10 pg/L; ** spajkovano sa 10 mg/L; °spajkovano sa 25 pg/L; 5 spajkovano sa 25 mg/L

54



3.3. Priprema Klini¢kih uzoraka mikrotalasnom digestijom

Tacna masa svakog uzorka (oko 0,5 @) izmerena je u mikrotalasni kivetama na
analitickoj vagi. Uzorcima bi se nakon merenja dodavana smesa ultra-Ciste koncentrovane
azotne Kiseline (65%) i vodonik-peroksida (30%) u zapreminskom odnosu 4:1. Uzorci su
podvrgnuti mikrotalasnoj digestiji (Speedwave XPERT, Berghof, Nemacka) (slika 44)
koriS¢enjem sledeCeg postupka: zagrevanje 3 minuta do 85 °C, zagrevanje 7 minuta do 130
°C, zagrevanje 5 min do 180 °C i odrzavanje temperature na 180 °C jos§ 20 minuta.

Uzorci su, nakon zavrSene digestije i hladenja, bili prebaceni u normalne sudove,
koji su dopunjeni ultracistom vodom do 25 mL. Standardni referentni materijali su
rekonstruisani pazljivo u skladu sa uputstvima dobijenim od proizvodaca, nakon ¢ega su
povrgnuti analizi na isti nac¢in kao i klinicki uzorci.

@ speedwave
X
SA

Slika 44. Uredaj za mikotalasnu digestiju
Izvor: https://www.berghof-instruments.com/en/products/speedwave-xpert/

Makroelementi su kvantifikovani u opsegu od 1 mg/L do 30 mg/L, dok je opseg za
mikroelemente bio 1 - 300 py/L. Koris¢ene su standardne serije od po Sest tacaka za
kalibraciju obe tehnike, gde je koeficijent korelacije bio ve¢i od 0,996 za svaki element.
Dobijene izlazne R vrednosti za analizirane SRM uzorke bile su u opsegu od 89,4% do
106%.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

Deskriptivna  statistika, Sapiro-Vilkov test (Shapiro-Wilk test), Man-Vitnijev U test
(Mann-Whitney U test ) i Spirmanov test korelacije ranga (Spearman test) sprovedeni su
koris¢enjem statistickog softvera IBM SPSS Statistics Softvare v.20.

Analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis, PCA ) implementirana je
koris¢enjem PLS ToolBox—a, v.6.2.1 (MATLAB 7.12.0). Stepen statisticke znacajnosti
svih statistickih testova bio je definisan na p < 0,05

4.1. Adrenalni adenomi

4.1.1. Adrenalni tkivni materijal

U tabeli 5 prikazane su srednja vrednost, standardna devijacija (st. dev.), minimalne
(min), maksimalne (max) wvrednosti i medijana, zajedno sa vrednostima geometrijske
sredine (GM) 1 odabranim percentiima (P5—P95) za koncentracije odredivanih
esencijalnih i toksi¢énih mikroelemenata i makroelemenata u analiziranim uzorcima zdravog
adrenalnog tkivnog (ZAT) materijala i adenomatoznog adrenalnog tkivnog (AAT)
materijala.
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Tabela 5. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata
(ug/g) 1 u uzorcima ZAT i AAT. Razlike izmedu grupa ispitane su Mann—Whitney U testom (P < 0,05). Statisti¢ki
znacajne vrednosti su boldovane.

ZAT

AAT

U
test

sr,vrednost
st,dev,

Min

max
medijana
GM

P5

P25

P75

P95
sr,vrednost
st,dev,
Min

M ax
medijana
GM

P5

P25

P75

P95
P—vrednost

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg
319 180 201 1209 6134 448 166 142 321 094 020 112 859 1233 64,0
146 7,01 91,4 417 2613 14,0 72,1 81,2 18,6 0,79 0,14 64,0 260 564 30,3
91 8,02 726 574 1666 16,7 562 903 951 013 011 433 348 298 13,8
603 329 441 1913 10718 87,9 333 282 948 3,09 0,77 414 1468 2336 115
317 175 187 1208 6138 45,0 168 140 30,7 0,63 0,16 104 860 1232 65,6
301 164 183 1089 5315 46,3 155 101 299 068 018 976 829 1053 54,1
115 8,02 89,2 567 1789 28,6 65,2 13,6 15,3 0,18 0,11 43,8 417 306 15,8
221 9,99 133 675 2496 359 969 934 200 036 013 71,8 626 779 38,7
450 243 236 1523 9530 56,8 220 231 420 134 034 115 1028 1686 86,4
591 31,7 403 1907 10657 83,8 309 284 83,7 2,82 0,67 287 1412 2233 114
612 18,6 166 1731 7839 448 253 153 49,6 1,05 0,22 117 924 2019 108
209 6,50 129 329 1393 33,0 52 94,1 36,7 0,71 0,17 80,6 324 379 19,8
283 9,90 41,0 1031 4011 12,7 175 282 7,70 0,22 0,05 434 544 916 52,1
1126 36,1 556 2277 10338 1704 378 444 159 2,65 0,85 414 1948 2629 140
611 18,3 134 1729 7840 44,3 251 153 45,6 0,81 0,19 95,5 921 2024 107
540 179 130 1702 7807 31,9 259 143 483 084 0,18 995 918 1787 109
284 10,2 42,4 1109 4392 13,7 185 30,3 18,8 0,29 0,07 49,8 568 490 28,3
384 13,0 75,1 1442 7113 19,8 200 84,7 34,4 0,54 0,11 71,2 665 1866 101
644 21,2 229 2147 9316 76,9 326 202 75,1 1,46 0,25 128 1134 2437 130
1113 355 503 2274 10461 1605 369 413 149 254 0,75 359 1938 2601 137
<0,01 >0,05 <0,05 <0,01 <005 =>005 <005 >0,05 <005 >005 =>005 =005 >005 <005 <0,05
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Uocava se da je Zn bio najzastupljeniji mikroelement u ZAT uzorcima, zatim Cu,
Mn, Ni, Se, Cd, As, Pb, Co, Th i na kraju U. Slican redosled mikroelemenata uoc¢ava se kod
AAT uzoraka: Zn > Cu > Mn > Se > Ni > Cd > Pb > As > Co > Th > U. Adrenalni tkivni
materijali pokazali su istu raspodelu makroelemenata; najzastupljeniji element bio je K,
zatim Na, Ca, pa Mg.

Sapiro-Vilkov test ukazao je na neparametrijsku raspodelu koncentracije elemenata
U uzorcima, zbog ¢ega Su razlike izmedu grupa ispitane ManVitni U testom. Utvrdeno je da
su koncentracije Mn, Cu, Zn, Se, K, Mg i Pb znacajno ve¢e u AAT uzorcima, dok je Ni je
bio ve¢i u ZAT uzorcima u poredenju sa AAT (tabela 5, slika 45).

g

. | w
10000 M za []
1000+

100+

-
<
L

-
A

e
-

Koncentracija (ng/g ili pg/g)

Slika 45. Koncentracije mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima ZAT i AAT. Statisti¢ki znaéajne
razlike u koncentracijama obelezene susa > (P <0,05) i ** (P < 0,01).

Dobijeni rezultati za ZAT uzorke dodatno su podeljeni na osnowu pola (Zzene i
muskarci), godina (ispod i iznad srednje vrednosti godina koja je iznosila 55 godina) i
pusackog statusa (nepusaci i pusaci) (tabela 6).

Mangan se u ZAT uzorcima istakao kao mikroelement znacajno vec¢e koncentracije kod
muskaraca U odnosu na zene, dok su Se i Pb bili zna¢ajno veci u grupi ispitanika mladih od
55 godina. Nisu uocCene statisticki znaCajne razlike u koncentracijama odredivanih
elemenata izmedu puSaca i nepuSaca. Moze se uociti da je Cd imao vece koncentracije U
ZAT uzorcima pusaca, iako nije bilo statisticki znacajne razlike.
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Tabela 6. Prikaz koncentracija mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u ZAT uzorcima, razdvojenih na
osnovu pola (zene i muskarci), godina (ispod 55 godina i iznad 55 godina) i konzumiranja duvana (pu$aciinepusaci). Razlike
izmedu grupa odredene su primenom Man—Vitni U testa (P < 0.05). Statisticki znacajne razlike su boldovane.

Mn Co NI Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg
Zene Sr, vrednost 308 17,4 215 1129 6290 49,1 167 163 34,7 0,93 021 169 1018 1305 72
st,dev, 146 8,18 102 399 3125 183 57,1 939 22,1 086 0,09 108 366 623 41
medijana 309 152 197 1135 6353 425 172 179 281 0,63 0,19 377 1667 2336 164
Muskarci ~ Sr, vrednost 429 20,1 165 1329 5953 479 187 89,2 333 096 016 106 994 1594 84
st,dev, 134 7,09 316 598 2919 9,31 110 47,0 152 0,56 0,05 40 289 757 36
medijana 434 22,2 170 1403 5887 51,4 167 107 304 0,76 0,14 179 1450 2546 124
U—test P—vrednot <0,06 >0,06 >0,06 =005 =>0,056 =005 =005 =005 =005 =005 =005 =005 =005 =005 =>0,05
Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg
<55¢god  Sr,vrednost 338 16,1 183 1273 6610 51,0 196 132 28,7 088 022 117 912 1274 68,1
st,dev, 162 7,14 751 491 3231 208 771 824 97 058 009 76,4 357 573 34,3
medijana 348 15,3 184 1286 7001 46,4 192 125 28,7 0,73 020 87 924 1202 76,0
>55god, Sr,vrednot 332 20,0 217 1056 5573 456 142 149 40,2 1,00 0,17 118 926 1225 63
st,dev, 148 8,37 105 417 2847 864 61,7 999 264 096 007 698 321 712 34
medijana 352 206 193 1066 6348 44,7 164 166 27,7 0,49 0,14 99 859 1332 73
U—test P—vrednog >0,06 >0,06 =>0,06 =>0,06 =>0,06 =005 <0,056 >005 <005 >005 =005 =005 =005 =005 =>0,05
Mn Co NI Cu n As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg
Pusaci Sr, vrednost 334 15,3 184 1067 5721 452 178 158 339 098 021 90 867 1094 57
st,dev, 150 6,13 61,7 414 2902 146 78,2 103 143 062 010 38,7 326 639 34,5
medijana 352 14,4 185 1101 6353 425 172 130 329 104 0,18 83 776 1162 71
Nepusaci  Sr, vrednost 349 22,4 227 1356 6920 54,0 165 121 351 089 0,18 144 906 1465 75
st,dev, 158 8,50 121 486 3188 176 683 618 275 101 0,05 957 306 628 38,4
medijana 357 245 189 1421 7001 52,2 182 122 238 046 0,18 106 924 1636 87
U—test P—vrednot >0,06 >0,05 >0,05 >0,05 >005 =>005 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >005 =>005 >005 >005 =>0,05
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Tabela 7. Koncentracije makroelemenata (ug/g) i mikroelemenata (ng/g) u AAT uzorcima podeljenim po polu i
godinama. Razlike izmedu grupa su ispitane Man-Vitni U testom (P < 0.05). Statisti¢ki znacajne razlike su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg
Zene Sr,vrednost 619 196 177 1771 8317 36,6 276 168 63,7 105 0,24 97,2 1013 2005 105
st,dev, 277 8,05 143 340 1295 17,8 84,4 118 40,5 0,78 0,22 54,1 571 616 30,4

medjana 549 18,6 134 1722 7933 359 243 167 589 0,78 0,17 232 2364 2695 138
Muskarci ~ Sr,vrednost 506 18,0 137 1667 7195 32,7 252 97,5 442 105 017 184 1004 1800 99,0

st,dev, 147 543 80,3 470 2440 858 821 395 260 049 004 157 346 768 43,4

medjana 550 18,4 109 1737 7612 32,2 228 885 351 086 016 414 1444 2453 140
U—test P—vredniot >0,06 >0,05 >0,05 >0,05 =005 =>0,05 >0,05 <005 <0,05 >005 =005 <0,06 >005 >0,05 >0,05

<55 god mean 555 20,9 136 1806 8398 359 299 115 52,0 1,09 0,19 115 836 2237 119
st,dev, 258 558 77,2 336 1336 154 96,2 582 221 0,70 0,08 114 196 349 17,6
median 520 20,5 130 1852 8363 353 289 111 43,1 087 0,17 82 768 2157 116

>55 god  mean 627 17,1 201 1671 7583 351 236 189 659 101 026 120 1124 1661 88
st,dev, 246 8,78 166 414 2022 16,8 49,9 136 499 0,73 0,26 614 657 730 36,8
median 589 135 157 1592 7767 33,9 233 176 580 069 0,17 86,3 1088 2002 103

U—test P—vrednot >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 =005 =>0,06 >0,05 <0,05 >0,05 =005 =005 =>005 =005 >0,05 >0,05
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Rezultati dobijeni za AAT uzorke takode su razdvojeni na osnovu pola, godina,
konzumiranja duvana i veli¢ine tumorske mase (ispod i iznad 4 c¢cm), kako bi se uocilo da li
postoje znacajne razlike u koncentracijama odredivanih elemenata (tabele 7 i 8).

U AAT uzorcima zena uoCene SU znacajno vece koncentracije Cd kao i Pb u odnosu
na muskarce, dok su muskarci imali ve¢e koncentacije Ca u AAT uzorcima. Koncentracija
Cd je takode bila veca u AAT uzorcima osoba starijin od 55 godina i kod pusaca, dok je Pb
bio znac¢ajno manjin koncentacija kod nepusac¢a. U odnosu na veli¢inu tumorske mase, Mn,
Ni, Pb i U bili su znac¢ajno vec¢i u tumorskim masama veceg precnika AAT uzoraka.
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Tabela 8. Koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) i u AAT uzorcima podeljenim
prema konzumiranju duvana i veli¢ini nodula. Razlke izmedu grupa su ispitane sa Man-Vitni U testom
(P <0.05). Statisticki znacajne razlike su boldovane.

Mn Co  Ni Cu Zn _ As % cd Pb Th U Ca  Na K Mg

Pusadi  Sr.vrednost 632 17,6 156 1726 7985 344 267 191 67,7 1,14 0,18 108 760 2127 111
st.dev. 269 644 900 274 1477 161 923 114 383 072 009 871 195 358 195

medjana 549 16,9 142 1722 7767 348 238 176 633 091 017 80 691 2131 108
Nepusadi  Sr.vrednost 524 216 183 1768 8067 37,2 274 862 446 091 029 127 1317 1693 93
st.dev. 218 830 175 500 2079 159 70,7 557 337 068 027 63 640 832 43

medjana 512 19,9 111 1841 8363 365 274 67,1 349 073 016 101 1123 1864 101

U—test  P—vrednost >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >005 >005 >005 <001 <001 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05 0,05 30,05
<dcm  Sr.vrednost Z78 164 94,2 1702 7952 31,0 298 153 41,3 092 0,16 140 918 2145 116
st.dev. 144 514 446 389 1870 164 987 835 192 071 009 124 459 352 18,7

medjana 497 157 81,6 1654 8222 26,2 289 160 37,3 0,73 0,14 83 776 2061 112

>4cm  Srvrednost 716 223 249 1790 8094 40,7 237 145 781 120 030 98,2 1104 1763 91
st.dev. 291 843 146 364 1574 139 452 132 445 069 024 401 578 813 39,8

medjana 609 19,9 230 1800 7776 424 242 107 655 091 021 83 901 2131 108

U—test  P—vrednost <0,06 >0,05 <001 >005 >005 >005 >005 >0,05 <005 >0,05 <0,05 >0,05 >0,05 0,05 0,05
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Rezultati Spirmanove korelacione analize za zdrave i patoloski izmenjene adrenalne
tkivne materijale prikazani su u tabelama 9 i 10. Slican obrazac dobien je izmedu
elemenata u ZAT i AAT uzorcima. Veéina esencijalnih mikroelemenata (Mn, Cu, Zn i Se)
pokazala je poztivne i sliéne vrednosti koeficijenata korelacije u ZAT i AAT uzorcima.
Medu toksicnim mikroelementima, samo Th i U pokazali su znacajnu negativnu korelaciju
sa esencijalnim mikroelementima. Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu Co,
As, i Pb sa drugim elementima u tragu u HAT ili AAT uzorcima. Najjaca pozitivna
korelacija u ZAT uzorcima uocena je izmedu K i Mg, a najjaca negativna izmedu Mn i U
(tabela 9). AAT uzorci su ukazali da je najjaca pozitivna Korelacija izmedu mikroelemenata
Mn i Cu, dok su Zn i U ukazali na najjacu negativhu Korelaciju (tabela 10).
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Tabela 9. Rezultati Spirmanove Korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u ZAT uzorcima.

Statisti¢ki znacajne p vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 -0392 0,774 0850 0819 -0130 0,737 0611 -0203 -0673 -0,816 0346 0296 0,026 0,088
Co 1 -0,374 -0,356 -0,316 0009 -0,347 -0201 025 035 0343 0356 0310 0,084 0,146
Ni 1 0,792 0,804 -0121 0635 0465 0009 -0658 -0800 0189 0146 0,213 0,147
Cu 1 0,862 -0127 0,786 0639 -0139 -0,709 -0,802 0370 0,191 -0,098 -0,031
Zn 1 -0,088 0,718 0,619 -0102 -0,723 -0,756 0,236 0,197 0,196 0,020
As 1 -0,167 -0,246 0052 0,073 0289 0510 0,440 0,538 0,592
Se 1 0,647 0008 -0591 -0,742 0,270 0,280 -0,022 0,030
Cd 1 -0,278 -0404 -0512 0157 0151 0,08 -0,630
Pb 1 0202 0116 0328 0345 0371 0,350
Th 1 0,782 04177 039 0,082 0,210
U 1 -0,024 0195 0,077 0,234
Ca 1 0,606 0,185 0,324
Na 1 0,508 0,541
K 1 0,910
Mg 1
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Tabela 10. Rezultati Spirmanove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u AAT
uzorcima. Statisticki znacajne p vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 -0186 0597 0,850 0,756 -0,248 0,727 0547 0116 -0,773 -0,806 0,042 0051 0,093 0,248
Co 1 -0027 -0178 -0169 0373 -0136 -008 0211 038 0238 -0330 -0231 0,012 -0,306
Ni 1 0,578 0584 0028 0526 0261 019 -0507 -0,517 0299 0,357 0040 0,248
Cu 1 0,805 -0214 0,766 0562 0179 -0,791 -0,798 0132 0039 -0070 -0,023
Zn 1 -0322 0878 0534 0069 -0754 -0,821 -018 -0,229 0,007 0,018
As 1 -0,310 -0177 0032 0403 0434 0184 0136 0012 0,177
Se 1 0506 0009 -0,741 -0,797 0,010 -0035 0024 -0,018
Cd 1 0153 -0533 -0573 -0213 -0362 0,143 0,318
Pb 1 -0024 -0,09 0184 0437 0012 0,179
Th 1 0,845 0259 0157 00226 0,403
u 1 0416  -0,049 -0,043 -0,146
Ca 1 0,739 -0,171 0,116
Na 1 -0,258  -0,033
K 1 0,710
Mg 1
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Nadbubrezne Zlezde su izuzetno podlozne endokrinoj disrupciji, budu¢i da su
visoko prokrvijene, imaju lipofilnu strukturu i sadrze citohrom P450 (CIP), koji doprinosi
stvaranju toksicnih metabolita i slobodnih radikala. Supstance koje narusavaju funkciju
endokrinog sistema (poznate kao endokrini disruptori, engl. endocrine disrupting
chemicals, EDC) mogu imati razlicite efckte na adrenalnu homeostazu. Medutim, precizni
mehanizmi njihovog delovanja jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni, S 0bzirom na uticaj
razlicith faktora, kao S§to su stepen i naéin izlozenosti Poznato je da EDC mogu imati
negativan efekat na sintezu i sekreciju hormona, kao i na njihov transport i vezivanje za
receptore, Sto za posledicu ima izmenjenu funkciju rada nadbubrezne Zlezde, Cime se
podsti¢e nastanak oboljenja. Neki od toksi¢nih mikroelemenata prepoznati su kao EDC i
najnovija istrazivanja ukazuju na to da mogu izazvati odredenc epigenetske promene.
Toksi¢ni mikroelementi, poput Pb, As i Cd, mogu imati negativan uticaj na funkciju
nadbubrega inhibiraju¢i ¥ili moduliraju¢i enzime koji ucestvuju u steroidogenezi, kao §to je
5-o-reduktaza, enzim za Cije je funkcionisanje neophodan Zn, Kkoji igra vaznu ulogu u
aktivaciji receptora za steroidne hormone (Diamanti-Kandarakis i sar. 2009, Hinson i
Raven 2006).

Rezultati elementalne analize pokazali su da se AAT uzorci jasno razdvajaju od
ZAT uzoraka po svom elementalnom profilu. U poredenju sa ZAT uzorcima, AAT uzorci
imali su nizu koncentraciju Ni i visu koncentraciju Pb. S obzirom da elementalni profil
ZAT uzoraka do sada nije razjasnjen, teSko je naciniti uporednu analizu dobijenih rezultata
sa vrednostima iz literature. Ovo ujedno ukazuje da je ova studija pionirska u metalomskom
istrazivanju.

Izmenjen elementalni profil AAT uzoraka ogleda se i u povisenoj koncentraciji
esencijalnih mikroelemenata (Mn, Cu, Zn, Se). Imaju¢i u vidu da su pomenuti esencijalni
mikroelementi  znacajni kao kofaktori ili aktivatori razlicith enzima/proteina, dobijeni
rezultati mogu pruziti znacajne podatke za dalja biohemijska istrazivanja u ovoj oblasti.

Nadbubrezne Zezde imaju slozenu regulaciju koja ukljuéuje niz enzimskih i
metabolickih procesa, ali tatna uloga esencijalnih mikroelemenata u ovim procesima nije
dovoljno istrazena. Imaju¢i u vidu da su nadbubrezne Zlezde sekretuju¢i i metabolicki
bogati organi, visoke koncentracije esencijalnih mikroelemenata mogu ukazivati na
prisustvo pojacanih enzimskih i antioksidativnih mehanizama.

Hao i saradnici su utvrdili da se Mn akumulira u mitohondrijama i da poviSene
koncentracije ovog mikroelementa mogu indukovati oksidativni stres utiCu¢i na aktivnost
SOD (Hao i sar. 2020). Studija sprovedena od strane Raza i saradnika sugerisala je da Mn
ima vaznu ulogu u regulaciji nadbubreZzne steroidogeneze, kao kofaktor mitohondrijalne
SOD (Raza i sar. 2005). Miller i Miller (2018) su zabelezli koncentracije Mn u tkivima
nadbubrezne Zlezde od 0,20 ng/g i 0,69 pg/g, Sto je u skladu sa nalazima ove disertacije
koji iznose 0,32 pg/g za zdrav adrenalni tkivni materijal (Miller i Miller 2018). Plum i
saradnici naglasili su negativan uticaj poviSenog Sadrzaja Zn na Steroidogenezu
nadbubrezne Zlezde (Plum i sar. 2010). Takode, uoceno je da visok sadrzaj Zn moze akutno
i priviemeno da inhibira lucenje kortizola iz nadbubreznog korteksa (Brandao-Neto i sar.
1990).

Chanoine i saradnici istakli su da nedostatak Se dovodi do smanjenja aktivnosti
glutation-peroksidaze (GPx) u nadbubreznoj Zlezdi pacova (Chanoine i sar. 2004). Povisene
koncentracije Se i drugih esencijalnih mikroelemenata prikazane u rezultatima ove studije
mogu ukazivati na izmenjenu regulaciju Celijskih proteina, poput antioksidativnih enzima.

Zbog veCe gustine celija 1 razvijenije vaskularizacije, visoke koncentracije
esencijalnih mikroelemenata u AAT uzorcima mogu biti posledica pove¢anog unosa iz
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cirkulacije. Deregulacija u funkcionisanju nadbubrega cesto je propracena formiranjem
slobodnih radikala, ¢ije uspesno uklanjanje zavisi od antioksidativnog kapaciteta. Aktivnost
odredenih antioksidativnin enzima zavisi od prisustva Se u odgovaraju¢oj koncentraciji.
Kohrle i saradnici isticu da nadbubrezne Zlezde imaju tendenciju da akumuliraju Se u
slucaju nedovoljnih koncentracija ovog mikroelementa u organizmu (Kohrle i sar. 2005),
¢ime bi mogao da se objasni protektivni uticaj Se na suzbijanje oksidativnog stresa.

Poznato je da su Cu i Zn komponente citoplazmatske SOD, koja ima ulogu u
uklanjanju slobodnih radikala (Gaetke i sar. 2014). Gaetke i saradnici su uvrdili da visoka
koncentracija Cu moze imati Stetan efekat na endokrini sistem organa i njegov odgovor na
oksidativni stres (Gaetke i sar. 2014), dok Brandao-Neto i saradnici navode da visoka
koncentracija Zn ima inhibitorni efekat na Ilucenje kortizola (Brandao-Neto i sar. 1990).
Povisene koncentracije esencijalnin mikroelemenata (Mn, Cu, Zn, i Se) u AAT uzorcima u
ovoj studiji mogu sugerisati njhov povecani unos u nadbubrezna tkiva, $to je u skladu sa
smanjenim koncentracijama istih mikroelemenata u uzorcima adenomatozne krvi. Takode,
rezultati prikazani u ovoj disertaciji mogu da sugeriSu izmenjenu homeostazu nadbubreznih
Zlezdi usled prisustva oboljenja i da istaknu znacaj izmenjenih koncentracija esencijalnin
elemenata u patogenezi adrenalnih adenoma.

Olovo je istaknuto kao jedini neesencijalni mikroelement koji se pokazao statisticki
znacajnim u razdvajanju AAT uzoraka od ZAT. Profesionalna izlozenost Pb i izloZenost
putem zivotne sredine predstavlja jedan od globalnih zdravstvenih problema (Yang i sar.
2013). Cak i u zemljama gde su uloZeni znatni napori da se smanji antropogeni uticaj
emisijie Pb u zvotnu sredinu, znacajne koliine ovog toksicnog mikroelementa su
akumulirane u zemljiStu i mogu uticati na opste zdravlje narednih generacija. Istrazivanja
ukazuju na to da akumulirano Pb u organizmu moze Stetno uticati na endokrinu
homeostazu, $to ukljucuje i homeostazu nadbubrezne Zlezde (Yang i sar. 2013, Tong i sar.
2000). Doumouchtsis i saradnici otkrili su histoloske/citoloske promene u parenhimu
nadbubrezne Zezde koje mogu izazvati promene u koncentraciji kortikosterona u krvnoj
plazmi  (Doumouchtsis i sar. 2009). Smanjeni nivoi kortikosteroida primeéeni su i kod
radnika izlozenih Pb. Takode, uofeno je i Smanjenje nivoa kortizola u serumu radnika sa
umerenom izloZzenos¢éu Pb. Hinson i Raven objavili su da Pb moZze pojacati lucenje
aldosterona uticu¢i na aktivnost aldosteron-sintaze (Hinson i Raven 2006). Rezultati ove
disertacije ukazali su da je koncentracija Pb bila oko 1.5 puta visa u AAT uzorcima u
odnosu na ZAT, $to bi moglo da ukaZze na njegov znacaj u etiologiji adrenalnin adenoma.

Kadmijum je odavno prepoznat kao endokrini disruptor (Qayyum i sar. 2019, Wang i
sar. 2014). Rezultati ovog istrazivanja ukazali su na poviSen Cd u AAT uzorcima pusaca,
bez statisticki znacajne razlike, sto bi moglo da se objasni nedovoljnim brojem ispitanika
ukljuCenih u ovo istrazivanje. Poznato je da su jedan od glavnih izvora Cd cigarete (Song i
Li 2014). Repi¢ i saradnici su naveli da se koncentracije Cd i Pb znacajno razlikuju izmedu
humanih bioloskih materijala pusaca i nepusaca (Repi¢ 1 sar. 2020). Veliki broj studija
ukazao je da oba mikroelementa imaju tendenciju da se akumuliraju u razli¢itim Ludskim
tkivima. Rezultati ove disertacije sugeriSsu da AAT uzorci imaju sposobnost da akumuliraju
Cd 1 Pb, koji mogu uticati na antioksidativni kapacitet tkiva promenom aktivnosti SOD i
drugih enzima. Takode, uofeno je da puSaci imaju viSu koncentraciju Cd u analiziranim
adrenalnim tkivnim materijalima.

Uzorci AAT sakupljeni od pacijenata sa tumorskim nodusima veéim od 4 cm imali
su znacajno vise koncentracije esencijalnog Mn i toksi¢nog Pb, kao i viSi Ni i U. Ovaj nalaz
se moze objasniti vremenski zavisnom akumulacijom ovih mikroelemenata u tumorima
veCeg precnika. MozZe se pretpostaviti da ovi mikroelementi mogu igrati potencijalnu ulogu
u progresiji benignog tumora i dovesti do dalie maliane alteracije. Medutim, ovu hipotezu

67



treba  razjasniti  u  narednim  studijama na uzorcima nadbubrezne  Zlezde sa
dijagnostikovanim malignim promenama.

Uzorci AAT imali su vece koncentracije makroelemenata K i Mg u odnosu na ZAT.
U literaturi je opisano da K utice na regulaciju Iucenja mineralokortikoida negativnom
povratnom spregom, kao i na proliferaciju i diferencijaciju celija (Chen i sar. 2015).
Bandulik i saradnici ukazali su da deregulisana funkcija K* kanala i njihova poveéana
ekspresija mogu izazvati prekomernu proliferaciju kortikalnog tkiva nadbubrene Zlezde
(Bandulik i sar. 2015). Neki literaturni nalazi ukazuju da na izluCivanje kortizola mogu
uticati povisene koncentracije Mg (Murck i sar. 2002).

4.1.2. Puna krv

U tabeli 11 prikazane su vrednosti koncentracija odredivanih elemenata u uzorcima
pune Kkrvi kontrolne grupe i pune krvi pacijenata sa adrenalnim adenomima. Analiza pune
Krvi pacijenata sa adrenalnim adenomima takode je istakla cink kao najdominantniji
mikroelement kao i kod uzoraka adrenalnog tkivnog materijala. Drugi najzastupljeniji
element bio je Cu, kojeg je sledio Se, zatim Mn, Pb, As, Co, Cd i U. Uzorci pune krvi
kontrola imali su neSto drugaciji raspored mikroelemenata: Zn, Cu, Se, Pb, Mn, Co, Cd, As
I U. Najzastupljeniji makroelement u kontrolnim uzorcima pune krvi i u punoj Kkrvi
pacijenata bio je Na, zatim K, Ca, pa Mg.
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Tabela 11. Parametri deskriptivne statistike i odabrani percentili koncentracija mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata
(Mg/g) u uzorcima kontrolne krvi i adenomatozne krvi. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P < 0,05).
Statisti¢ki znac¢ajne vrednosti su boldovane.

Mn Co NI Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Kontrolna krv sr.vrednost 146 1,88 3,36 1006 5147 0,/0 933 0,/8 238 0,76 0,05 94,2 3235 163 21,2

st.dev. 7,10 058 2,02 203 1130 0,49 280 057 121 031 0,02 632 716 199 3,20
Min 450 059 157 561 3268 0,02 46,0 0,10 6,10 041 0,01 84,8 3128 135 16,0
Max 36,1 295 12,3 1468 8194 2,38 157 2,14 472 156 011 103 3359 198 26,8
medjana 13,0 191 2,70 1021 5084 066 851 065 262 067 005 953 3234 159 21,2
GM 133 1,71 3,11 1039 5012 046 896 066 234 069 004 948 3248 160 20,9
P5 6,20 082 1,73 788 3642 0,04 582 015 842 038 001 851 3131 137 16,2
P25 104 153 2,23 957 4400 0,36 76,0 040 174 0,43 0,04 87,0 3212 144 17,8
P75 159 2,24 3,71 1212 5624 0,89 106 1,16 349 086 0,07 101 3305 175 23,9
P95 311 2,86 595 1376 6526 1,61 156 2,00 46,3 1,13 0,09 102 3329 195 26,0
Adenomatoznakrv  sr.vrednost 12,4 0,64 31,7 626 1926 631 61,1 056 106 068 0,02 406 1864 1125 18,5
st.dev. 460 0,23 8,70 102 241 190 9,40 024 380 032 001 197 185 113 1,83
Min 5,80 0,30 20,8 450 1373 2,59 404 026 360 038 0,01 362 1180 1035 159
Max 23,0 1,23 43,7 845 2507 9,04 76,0 128 169 1,31 0,03 57,7 2644 1396 28,9
medijana 12,0 060 33,0 621 1926 680 62,1 053 998 056 0,01 406 1961 1135 182
GM 11,6 0,61 30,7 618 1912 597 604 051 987 062 001 373 1980 1164 19,2
P5 6,60 0,36 214 467 1584 2,98 409 026 433 039 0,01 393 1686 1029 16,4
P25 950 0,48 23,3 574 1893 551 57,7 039 812 043 0,01 406 1827 1106 17,4
P75 143 0,74 375 638 1941 7,44 655 062 132 088 0,02 47,2 2108 1248 20,6
P95 202 101 42,8 795 2357 895 747 091 16,7 1,17 0,03 504 2450 1362 24,6
U—test P—vredchot >0,05 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 >0,05 <0,00 >005 <001 <001 <001 <0,01 >0,05
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Uzorci kontrolne krvi imali su veée koncentracije esencijalnih Co, Cu, Zn, Se i
toksiécnh Pb i U u odnosu na uzorke adenomatozne Kkrvi. Takode, primeCene su
vecekoncentracije makroelemenata Na i Ca u kontrolnim uzorcima krvi. U uzorcima krvi
pacijenata obolelih od adrenalnih adenoma, zapaZzene su znaajno povisene koncentracije
Ni, As i K u odnosu na kontrolne uzorke krvi (slika 46).

Kontrolna krv
Adenomatozna krv

e 8 T . LA
s ol T -

RS T [ ] ' : ? T “ 5

g s \l B [ , | |

g 0.1+ “ i i

x 0,014 -

Mn Co Ni Cu Zn As Se Ca Pb Th u Ca Na K Mg

Slika 46. Koncentracije mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima kontrolne krvi i adenomatozne krvi.
Statisticki znacajne razlike u koncentracijama obeleZene susa* (P < 0.05) i ** (P < 0.01).

Uzorci pune krvi su, kao i kod adrenalnih tkiva, dalje razdvojeni na osnovu pola,

godina, pusackog statusa i veli¢ine adrenalne mase ispitanika kako bi se uocile potencijalne
razlike u koncentracijama elemenata.
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Tabela 12. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u uzorcima
kontrolne krvi, podeljene prema polu i godinama. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P < 0,05). Statistic¢ki
znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Zene sr.vrednost 156 1,92 16,8 1055 4702 0,73 93,8 098 278 0,73 0,05 944 3253 163 22,8
st.dev. 9,50 0,74 6,78 248 1260 0,44 285 0,61 12,1 0,33 0,03 7,01 773 20,6 3,21

medjana 138 2,15 16,2 1089 4405 0,73 83 095 271 067 005 963 3278 161 23,9

Muskarci  sr.vrednost 14,3 1,81 16,4 1063 5472 064 929 0,78 255 0,74 0,05 957 3246 160 19,8
st.dev. 581 0553 6,72 165 668 0,60 29,1 0,58 12,7 041 0,03 6,56 685 19,9 3,22

medijana 129 169 152 1001 5503 044 845 062 211 0,72 005 97,9 3243 158 19,0

U—test P—vredrot >0,05 >0,06 >0,06 >0,06 <0,05 >0,05 >0,05 >0,06 >0,06 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,05
Ispod55 sr.vrednost 158 1,88 16,9 1023 4697 066 87,1 082 266 065 0,05 955 3254 161 21,4
st.dev. 7,9 0,57 3,76 175 694 0,47 270 044 104 0,23 0,03 6,5 73,8 206 3,51

medjana 14,5 1,96 16,4 1001 4569 052 80,1 0,69 260 057 0,05 97,0 3280 157 22,2

Iznad55 sr.vrednost 12,9 1,73 158 1112 5800 0,68 1007 097 269 0,70 0,05 945 3239 160 20,7
st.dev. 7,2 0,72 254 233 1139 0,62 295 0,77 149 044 0,03 6,92 66,6 19,5 3,48

medijana 11,2 152 159 1111 5667 057 935 081 281 068 004 97,1 3245 156 20,6

U—test P—vredos >0,06 >0,05 >0,06 >0,056 <0,05 >0,05 >0,05 =005 =>0,05 >005 >0,06 >0,05 >005 >0,06 =>0,05
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U uzorcima kontrolne krvi uo¢ena je znacajna razlika u koncentracijama cinka na
osnovu pola i godina (tabela 12). Preciznije, zapazena je povisena koncentracija cinka kod
muskaraca i osoba starijin od 55 godina. Druge znacajnosti u elementalnim profilima nisu
ZabeleZene izmedu grupa. Posmatrajuci uzorke adenomatozne krvi, Cu i Cd bili su znacajno
poviseni kod Zzena u odnosu na muskarce, dok se koncentracije ostalih elemenata nisu
znacajno razlikovale izmedu starosnin grupa (iznad 55 godina naspram ispod 55 godina)
(tabela 13). Pusaci iz kontrolne grupe imali su znacajno vece koncentracije Pb i Cd u punoj
krvi (Tabela 14), dok se u uzorcima adenomatozne krvi cink istakao sa poviSenim
koncentracijama kod ispitanika sa adrenalnim masama ispod 4 cm (Tabela 15). Nisu
uoCene zacajne razlke izmedu puSaca i nepuSaca kod uzoraka pacijenata obolelih od
adrenalnih adenoma (tabela 15).
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Tabela 13. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u uzorcima
adenomatozne krvi, podeljene prema polu i godinama. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P < 0.05).
Statisti¢ki znac¢ajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Zene sr.vrednost 12,8 0,67 30,5 656 1949 658 622 061 108 068 0,02 405 1838 1126 18,3
st.dev. 4,5 0,24 689 982 274 1,96 9,6 0,26 367 034 001 232 216 40,3 2,13

Medjana 120 0,60 29,8 629 1926 695 62,7 05 102 061 0,01 40,7 1887 1126 17,9

Muskarci sr.vrednost 11,4 0,57 28,9 556 1872 568 585 0,42 10,1 0,64 0,02 40,9 1925 1123 19,0
st.dev. 491 0,22 897 758 139 1,74 923 014 436 022 001 210 611 8,75 1,23

Medijana 115 056 30,1 587 1920 6,16 61,5 0,39 9,9 0,59 0,01 408 1914 1125 19,2
U—test P—vrednog >0,06 >0,056 >0,05 <0,05 >005 =005 =005 <005 >005 =005 =005 =005 =005 =>005 >0,05
<55godina Srvrednost 14,3 0,63 28,7 621 1974 608 631 061 936 055 002 406 1894 1123 18,9
st.dev. 55 0,20 4,56 125 240 181 750 029 408 023 001 218 931 32,9 1,63

medjana 141 058 29,0 625 1928 6,26 615 057 901 060 002 405 1898 1127 18,7

>55godina  sr.vrednost 105 0,64 30,1 630 1879 653 59,2 050 11,84 059 0,01 40,7 1834 1129 18,1
st.dev. 2,4 0,27 543 79 245 2,06 110 0,18 319 0,34 0,005 192 249 36,0 2,12

medijana 112 060 294 615 1917 695 626 0,48 1167 057 0,01 41,0 1899 11253 18,0
U test P vrednost >0,06 >0,06 >0,05 =>0,05 =005 =005 =>0,05 0,05 =>0,05 >0,05 >0,05 =>0,05 >0,05 >0,05 >0,05
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Tabela 14. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u uzorcima
kontrolne krvi, podeljene prema konzumiranju duvana. Razlike izmedu pusaca i nepusaca ispitane su Man-Vitni U —testom
(P < 0,05). Statisticki znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Nepusadi  sr.vrednost 13,1 1.8 2,81 1033 5209 065 8,8 046 187 066 0,06 940 32511 164 21,7
st.dev. 3,7 0,6 1,56 195 923 0,62 161 029 971 0,23 0,02 7,1 73,0 18,3 3,5

Medjana 14,2 1,7 2,87 1043 5545 0,42 850 042 172 0,70 0,06 97,2 32803 1634 223

Pusaci sr.vrednost 16,51 1,83 3,09 1097 5076 0,68 102 1,27 350 0,75 0,04 956 3250 159 20,9
st.dev. 9,76 0,74 1,76 213 1166 0,42 34,7 052 943 034 0,03 6,33 71,5 21,2 3,66

Medijana 12,88 183 299 1021 5159 0,73 976 1,15 341 0,73 004 969 3265 151 21,6

U—test P—vrednot >0,05 >0,05 >0,056 >0,05 =>0,05 >0,05 =005 <001 <0,00 >005 =005 =005 >005 >0,05 =>0,05

Tabela 15. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u uzorcima
adenomatozne krvi, podeljene prema konzumiranju duvana i veli¢ine nodula. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U-

testom (P < 0,05). Statisti¢ki znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg
Nepusa¢i ~ Srvrednost 13,1 0,61 314 582 1964 6,97 60,2 047 1165 0,58 0,02 40,9 1863 1107 18,1
st.dev. 461 019 7,12 62,6 241 1,41 136 014 366 0,23 0,01 1,82 62,6 355 1,83

medjana 120 059 30,1 603 1921 694 630 053 11,00 0,60 0,02 41,7 1882 1122 17,6
Pusaci sr.vrednost 12,0 0,66 33,9 655 1901 587 618 061 99 061 001 405 1865 1138 18,8
st.dev. 471 026 10,3 115 248 2,10 581 029 38 020 0,01 213 239 27,0 191
medijana 11,7 060 31,1 626 1926 6,66 621 054 993 060 001 405 1971 1126 185
U test P vrednost >0,06 >0,05 =>0,056 >0,05 =>0,05 >0,05 =005 =>005 =>0,06 >005 >0,05 =005 =>005 >005 >0,05

Ispod4cm  sr.vrednost 13,2 0,68 29,7 620 2004 6,86 649 057 10091 0,63 0,02 40,7 1882 1126 19,0
st.dev. 5,6 025 5,62 121 252 1,73 7,2 0,19 4,22 037 0,01 1,5 105 42,8 2,45
medjana 11,7 061 276 625 1928 681 621 057 10,25 0,61 0,02 40,7 1909 1126 194
Iznad4em  sr.vrednost 11,3 0,57 31,2 621 1874 584 576 044 1098 0,60 0,01 40,1 1800 1118 17,9
st.dev. 2,9 0,21 523 715 1011 205 118 0,16 293 0,34 001 212 286 22,1 1,05
medijana 120 056 329 6120 19139 691 631 040 1087 059 0,01 403 1861 1125 17,7
U—test P—vredio¢t >0,056 >0,05 >0,06 >0,05 <0,05 >0,05 =005 =>005 =>0,056 =005 =>0,05 =005 =>005 >005 >0,05
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Rezultati elementalnog profilisanja pune krvi kontrolnih i adrenalnih ispitanika
dalle su podvrgnuti Spearman-ovom testu u cilju sagledavanja korelacija medu
odredivanim esencijalnim i toksiénim mikroelementima i makroelementima (tabele 16 i
17).

Rezultati Spearman-ove korelacije za uzorke adenomatozne krvi (tabela 16) ukazuju
na svega nekoliko znacajnosti. Nikl sa cinkom, kao i Cu sa Cd i Zn sa Cd pokazuju
pozitivnu korelaciju, dok Se sa Ca pokazuju jedinu negativnu korelaciju. Najja¢a pozitivna
korelacija uocCena je izmedu sadrzaja Cd i Zn, a najslabija izmedu Ni i cinka. Nisu
ZabeleZzene znacajne korelacije mikroelemenata sa makroelemenima. Takode, nisu uocene
znacajnosti medu makroelementima.

Elementalna analiza uzoraka kontrolne krvi sa Spearman-ovom korelacijom (tabela
17) pokazala je nekoliko znacajnih korelacija Cu, Co i Th sa drugim elementima. Najjaca
pozitivna korelacija zabelezena je izmedu esencijalnog Cu i toksicnog Pb, dok je za Co i
cink utvrdena negativna Korelacija. Od analiziranih elemenata Cu se izdvojio sa najvise
znacajnih korelacija.
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Tabela 16. Rezultati Spirmanove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u uzorcima adenomatozne Krvi. Statisti¢ki znac¢ajne p vrednosti

su boldovane.
Mn  Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 0,420 0,197 0,328 0,486 -0,245 -0,047 0,425 0,064 0,184 0,348 -0,279 -0,247 0,179 -0,098
Co 1 -0,036 0,022 0,260 0,298 0,038 0,168 -0,175 -0,114 0,113 -0,083 -0,010 0,436 0,005
Ni 1 -0,078 0,598  -0,036 0,194 -0,035 -0,057 0,602 -0,347 0,016 -0,295 -0,183 0,188
Cu 1 0,300 -0,272 0,117 0,606 0,224 -0,023 0,253 -0,171 -0,099 0,116 -0,093
Zn 1 0,094 0,435 0,629 0,078 0,244 0,265 -0,354 -0,296 0,002 0,281
As 1 0,262 -0,156 -0,012 -0,048 0,054 0,277 0,203 -0,138 0,024
Se 1 0,072 -0,094 0,032 0,158 -0,624 -0,329 -0,098 0,062
Cd 1 0,280 -0,126 0,290 -0,093 0,015 0,429 0,267
Pb 1 0,184 0,209 0,284 -0,186 0,177 0,116
Th 1 -0,028 0,213 -0,186 0,001 -0,056
u 1 -0,101 -0,186 0,001 -0,055
Ca 1 0,320 0,099 0,088
Na 1 0,021 0,127
K 1 0421
Mg 1
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Tabela 17. Rezultati Spirmanove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u uzorcima kontrolne krvi. Statisticki znac¢ajne p vrednosti su

boldovane.
Mn  Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 0,214 0,118 0,127 0,065 0,542 0,060 0,108 0,074 -0,024 -0,069 0,112 0,263 0,150 0,608
Co 1 0,247 -0,118 -0,586 0,507 -0,091 0,034 -0,017 -0,029 0,061 0,228 0,358 0,087 -0,130
Ni 1 -0,172 -0,096 -0,003 -0,358 -0,170 -0,106 0,534 -0,178 0,064 0,110 -0,029 0,181
Cu 1 0,196 -0,190 0,501 0,548 0,696 -0,539 0,058 0,004 0,031 0,142 -0,068
Zn 1 -0,174 0,232 -0,090 -0,054 -0,139 0,218 -0,182 -0,347 0,143 0,078
As 1 -0,080 0,053 -0,056 0,004 0,072 0,031 0,258 -0,036 0,034
Se 1 0,263 0,174 -0,342 0,048 0,024 -0,203 0,104 -0,083
Cd 1 -0,159 -0,166 -0,164 0,167 0,097 -0,008 -0,044
Pb 1 -0,036 -0,280 0,131 0,136 -0,075 -0,063
Th 1 -0,166 0,089 0,013 -0,038 0,147
u 1 -0,108 -0,316 0,202 0,139
Ca 1 0,028 0,031 -0,184
Na 1 0,041 0,021
K 1 0,040
Mg 1
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Rezultati dobijeni analizom uzoraka pune krvi kontrolne grupe u saglasnosti su sa
koncentracijama makro- i mikroelemenata zabelezenim u literaturi (Kim i sar. 2018; Nisse i
sar. 2017), osim za Se i Zn ¢ije su koncentracije bile snizene u nasoj populaciji u odnosu na
druge studije (Ermakov i sar. 2010). Snizene koncentracije Se i Zn u kontrolnim uzorcima
mogu se objasniti njihovim neadekvatnim unosom putem ishrane, usled prirodno niskih
koncentracija ova dva elementa u zemljistu (Jagodi¢ i sar. 2021). Naime, istrazivanja su
pokazala da su sadrzaji Zn i Se znacajno snizeni U Sirokom spektru prehrambenih proizvoda
dostupnih na lokalnim pijacama i prodavnicama, ukljucuju¢i i hleb, proizvode od piletine i
svinjskog mesa u odnosu na koncentracile Zn i Se prijavlienim u drugim zemljama
(Popovic i sar. 2017; Dinovic-Stojanovic i sar. 2017). Uzimaju¢i u obzr snizene
koncentracije Se 1 Zn, uzorci kontrolne krvi koji su analizirani u ovoj studiji mogu biti
posmatrani kao validna kontrolna grupa za naSu populaciju.

Opseznim pregledom literature utvrdeno je da elementalni profil uzoraka adenomatozne
krvi nije ispitan, S$to daje pionirski znacaj ovoj studiji. Utvrdeno je da su uzorci
adenomatozne krvi imali snizene koncentracije Co, Cu, Zn i Se u poredenju sa uzorcima
kontrolne krvi. Takode, uzorci krvi pacijenata obolelih od adrenalnih adenoma su imali
povisene koncentracije K isnizene Na i Cau poredenju sa kontrolnim uzorcima Krvi.

Snizena koncentracija Na u uzorcima adenomatozne krvi bila je u skladu sa
rezultatima studije Diederich i saradnika, koji su ukazali na to da su snizene koncentracije
Na karakteristicne za osobe sa insuficijencijom nadbubrezne Zlezde (Diederich i sar. 2003).
Posmatrajuci rezultate u disertaciji dobijene za toksi¢ne mikroelemente, prime¢eno je da su
uzorci adenomatozne krvi imali povisene koncentracije As 1 snizene koncentracije Pb.
Thang i sar. su istakli da As i Pb mogu imati negativan uticaj na luenje kortizola, $to
nepovoljno uti¢e na funkciju nadbubrezne Zlezde (Thang i sar. 2017).

Tabela 18. Hormonski status kod pacijenata obolelih od adrenalnih adenoma

Noradrenalin ~ Adrenalin  Dopamin ACTH Kortizol  Aldosteron
ng/L ng/L ng/L pmol/L nmol/L pmol/L
Srednja vrednost 128 15,2 504 13,2 660 245
Standardna devijacija 130 20,6 474 3,87 206 285
Minimum 154 1,72 163 9,26 396 378
Maksimum 277 45,9 1195 17,0 901 571
Medjana 111 6,64 328 13,2 672 126
Geometrijska sredina 66,6 743 373 12,7 634 140
P5 16,6 2,10 174 9,65 435 46,6
P25 21,4 3,64 217 11,2 592 82,2
P75 218 18,2 614 15,1 741 348
P95 265 40,3 1079 16,6 868 526
IQR 196 14,6 397 3,87 149 266
REFERENTNE VREDNOSTI HORMONA
Noradrenalin  Adrenalin  Dopamin ACTH Kortizol ~ Aldosteron
ng/L ng/L ng/L pmol/L nmol/L pmol/L
Referentni opseg 70—1700 0—140 0—30 16-139 140-690  190—830

U tabeli 18 prikazane su vrednosti deskriptivne statistike i odabranih percentila zajedno
sa interkvartalnim opsegom (eng.

interquartile  range,

IQR) za hormone noradrenalin,

adrenalin, dopamin, ACTH, kortizol i aldosteron pacijenata sa AA. Takode, u tabeli 18 su
prikazane referentne vrednosti navedenih hormona. Moze se uociti da je dopamin povisen U
odnosu na referentne vrednosti, dok su ostali hormoni u referentnim granicama.
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Na dobijene rezultate takode je primenjena multivarijantna analiza u cilju dodatne
interpretacije podataka. Analiza glavnih komponenti primenjena je u cilju smanjivanja
dimenzionalnosti podataka, otkrivanja potencijanih trendova izmedu njih i definisanja
karakteristicnih markera (elemenata) odgovornin za odredenu klasifikaciju. Analiza glavnih
komponenti je statisticka metoda Kkoja izraCunava novi koordinatni sistem sacinjen od
latentnin  varijabli (glavne komponente) koje su medusobno pod pravim uglom. Glavne
komponente imaju ulogu u opisivanju maksimalne varijacije unutar podataka.

Na razdvajanje duz ose uglavnom uticu promenljive koje su pozicionirane daleko
od nule (posmatraju¢i vertkalni i horizontalni pravac), dok se promenljive pozicionirane
blizu nule ne smatraju statisticki znacajnim.
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Slika 47. PCA za uzorke ZAT i AAT

Na slici 47 prikazana je PCA za Klasifikaciju ZAT i AAT uzoraka na osnowu
koncentracija elemenata, dok je na Slici 48 prikazana PCA za uzorke pune Krvi.

Dobijeni PCA model za uzorke adrenalnih tkiva (slika 47) sastoji se od Cetiri glavne
komponente koje sadrze 83,01% informacija 0 Vvarijabilitetu koncentracija elemenata. Prva
komponenta (PC1) obuhvata 47,86% ukupnog varijabiliteta podataka, dok druga
komponenta (PC2) ¢ini 20,71%. Grafik 47a ukazuje na dve grupe koje se delimi¢no
preklapaju (ZAT i AAT uzorci). 1z grafika prikazanog na slici 47b moze se zakljuciti da su
Mn, Cu, Zn, Se, K i Mg elementi koji razdvajaju AAT uzorke od ZAT. Interesantno je
ista¢i da je jedan uzorak koji pripada AAT grupi izvan nivoa pouzdanosti (0,95). Uocava se
da su koncentracije Co, As, Cd, U, Ca i Na bile slicne u ZAT i AAT uzorcima, Sto implicira
da pomenuti elementi nisu znacajni u razdvajanju ovih uzoraka adrenalnog tkivnog
materijala.
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Slika 48. PCA za uzorke kontrolne krvi i adenomatozne krvi

Analiza glavnih komponenti za uzorke adenomatozne krvi i kontrolne krvi (slika
48) obuhvata cetvorokomponentni model koji pokriva 84,95% ukupnog varijabiliteta
podataka. PC1 obuhvata 58,59% ukupnog varijabiliteta podataka, dok PC2 ¢ini 12,33%.
Grafik 48a ukazuje na postojanje dve grupe, koje se jasno razlikuju duz pravca PCl. Na
desnoj strani grupisani su uzorci kontrolne krvi, dok su uzorci adenomatozne krvi na levoj
strani. Sa grafika 48b moze se uociti da su Mn, Mg i Cd bili blizu nule, §to ukazuje na
njihov mali doprinos duz PC1 pravca. Takode, uocava se da su K i As imali najvece
negativne vrednosti duz PCI1, ¢ime se izvodi zakljuak da su zastupljeniji u uzorcima
adenomatozne krvi. Co, Cu, Zn, Se, Pb, U, Ca i Na su pokazali najve¢u poztivnu vrednost
duz PC1 i odredili grupisanje uzoraka kontrolne krvi. Rezultati dobijeni primenom PCA su
u skladu sa Man-Vitni U-testom.

4.2. Feohromocitomi

4.2.1. Adrenalni tkivni materijal

U tabeli 19. navedeni su parametri deskriptivne statistike i odabrani percentili za
sve analizirane elemente u PCC uzorcima zajedno sa znacajnim vrednostima dobijenim
Mann-Whitney U-testom.

Raspodela mikroelemenata i makroelemenata u analiziranim uzorcima prikazana je
na slici 49.
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Tabela 19. Parametri deskriptivne statistike i odabrani percentili za koli¢ine mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g)
u uzorcima PCC. Razlike izmedu PCC i ZAT ispitane su neparametrijskim Man-Vitni U testom (P < 0,05). Statistic¢ki

znacajne vrednosti su boldovane.

PCC mean
st.dev.
min
max
median
GM
P5
P25
P75
P95

U—test P—value

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Na Mg K Ca
251 4,65 44,5 3189 7626 11,2 204 235 36,3 2,51 0,20 1681 120 2126 225
159 1,54 12,1 1599 1130 6,10 134 14,9 26,7 1,92 0,19 614 53,2 899 119
84,1 221 283 1648 5932 512 113 727 865 0,12 0,02 867 51,3 872 818
542 789 676 6362 10244 24,1 589 490 906 58 058 2720 187 3180 409
250 4,45 44,3 2742 7625 10,9 159 18,2 35,6 2,43 0,10 1466 121 2156 232
207 4,31 43,1 2875 7754 9,98 181 194 27,6 1,65 0,10 1576 107 1906 193
90 2,84 29,4 1688 6106 5,13 126 8,04 9,33 0,30 0,02 867 51,3 872 82,1
104 3,60 38,07 2031 7230 6,64 142 11,9 14,2 1,12 0,05 1217 66,0 1200 106
308 537 46,98 3843 8011 131 188 35,0 48,6 3,32 0,20 2121 172 2933 318
523 6,81 6523 5985 9297 21,7 426 468 79,7 561 058 2720 187 3180 407
<0,05 <005 <005 >0,05 <005 <005 <005 <005 <005 >005 =005 <005 <005 <005 =>0,05
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Najzastupljeniji mikroelement u PCC uzorcima bio je Zn (tabela 19), zatim Cu, Mn,
Se, Pb, Cd, As, Co, Th i na kraju U. Kod ZAT uzoraka uocena je slicna raspodela, sa
izuzetkom Cd, As i Pb. Raspodela koncentracija makroelemenata bila je ista u PCC i ZAT
uzorcima.

Man-Vitni U test pokazao je da uzorci PCC imaju znacajno povisene koncentracije
Zn, Se, Na, K i Mg, ali snizene koncentracije Mn, Co, Pb i As od kontrolnih uzoraka tkiva.
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Slika 49. Koncentracije mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima ZAT i PCC. Statisti¢ki znacajne
razlike u koncentracijama obeleZene susa* (P <0.05) i ** (P < 0.01).

Rezultati dobijeni za PCC uzorke dodatno su razdvojeni na osnovu pola (zene
naspram muskaraca), Starosti (< 50 naspram > 50 godina, u sladu sa srednjom vrednosc¢u
godina pacijenata), konzumiranja duvana (puSac¢i naspram nepusaca) i veli¢ine tumorske
promene (< 5 cm naspram > 5 cm). Rezultati statistiCke analize prikazani su u tabelama 20 i
21.

Uzorci PCC tkiva zena imali su znacajno poviSene koncentracije esencijalnog Se
kao i toksicnih Pb i Cd u odnosu na PCC tkiva muSkaraca. Zanimljiivo je uociti da se ni
jedan element nije izdvojio kao statisticki zna¢ajan u razdvajanju prema starosnim grupama
(tabela 20).

Mangan i Cu bili su znacajno poviSeni u PCC uzorcima pusaca u odnosu na
nepusace. Ovi mikroelementi, pored Ni, bili su takode znacajno poviseni kod pacijenata sa
tumorskim promenama ispod 5 cm (tabela 21). S druge strane, makroelementi nisu pokazali
statisticke znacajnosti u koncentracijama izmedu ispitivanih grupa.
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Tabela 20. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u uzorcima
PCC, podeljenih prema polu i godinama. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P < 0,05). Statisti¢ki
znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th u Ca Na K Mg

Zene sr.vrednost 289 511 43,8 3493 7860 11,7 253 22,7 53,6 1,79 0,19 226 1679 2136 125
st.dev. 91,8 1,72 14,4 1728 1478 5,09 174 154 179 096 0,20 104 568 856 56,4

Medjana 273 514 41,7 3487 7525 111 168 20,9 553 1,72 0,12 238 1456 2174 126

Muskarci  sr.vrednost 285 4,10 451 3635 7432 10,7 162 159 2191 168 0,18 220 1684 2145 130
st.dev. 87,4 1,07 11,2 1378 606 6,66 49,1 7,88 1162 0,69 0,17 96,7 654 976 45,9

medijana 270 4,21 44,7 3417 7491 9,32 150 153 20,13 1,40 0,11 227 1503 2161 131

U—test P—vrednot >0,056 >0,06 >0,05 >0,056 >0,06 >0,05 <0,06 <0,05 <0,06 >0,06 >0,056 >0,05 >0,056 >0,05 >0,05
Ispod50  Srvrednost 234 4,65 454 2624 7781 9,87 158 165 29,7 1,78 0,18 248 1787 2230 134
st.dev. 148 1,01 12,5 934 1268 4,76 25,9 14,2 18,5 1,24 0,14 89,7 899 698 45,5

Medjana 250 4,68 44,7 2091 7354 8381 159 12,7 19,6 1,75 0,10 249 1873 2228 145

Iznad 50  sr.vrednost 291 4,42 43,9 2761 7511 11,9 150 17,2 26,2 1,54 0,19 255 1809 2245 140
st.dev. 152 1,93 12,9 914 665 7,28 18,3 12,3 19,8 1,02 0,16 103 896 765 55,2

medijana 254 4,12 42,6 2742 7628 10,9 146 12,9 16,9 1,67 0,12 258 1887 2241 143

U test P vrednost >0,06 >0,056 >0,05 >0,05 >0,056 >0,06 >0,06 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,056 >0,06 >0,05 >0,05
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Tabela 21. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (ug/g) u uzorcima
PCC, podeljenih prema konzumiranju duvana i veli¢ine tumorske promene. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U
testom (P < 0,05). Statisti¢ki znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Nepusadi  sr,vrednost 97,8 4,65 46,5 1855 7371 7,27 210 206 31,7 2,48 0,12 237 1542 2187 119
st,dev, 2,14 162 123 395 809 1,43 155 165 219 213 0,11 154 874 890 32,4
medjana 965 442 446 1852 7625 8,03 161 17,6 356 245 0,12 240 1413 2182 123
Pusaci sr,vrednost 285 456 42,7 3485 8776 694 196 189 369 2,79 0,14 231 1573 2176 112
st,dev, 156 1,08 74 1625 1607 1,45 144 152 266 218 0,12 97,6 798 789 23,4
medijana 254 451 40,7 3149 8769 690 175 184 36,3 263 0,14 233 1498 2169 120
U—test P—vrednot <0,05 >0,06 >0,05 <0,05 >0,05 =005 =005 =>005 =>005 =>0,05 =005 >005 =>005 005 >0,05

<5cm Srvrednost 282 474 510 3209 7869 11,6 194 230 394 218 0,06 233 1709 2153 127
st,dev, 209 0,83 11,2 1792 927 591 709 171 186 167 0,04 679 685 675 57,9
medjana 225 4,72 44,7 3179 7751 12,1 159 176 371 2,75 0,06 239 1734 2158 128

>5cm sr,vrednost 214 4,42 36,8 3141 8258 11,3 228 239 338 221 0,08 224 1732 2164 134
st,dev, 76 1,99 85 1541 1039 339 179 146 175 1,48 0,07 109 876 786 65,8
medijana 249 3,87 352 2147 8011 10,1 165 189 304 281 0,08 228 1725 2169 130

U test P vrednost <0,06 >0,05 <0,05 <0,05 >005 =>005 >005 =>005 >005 =005 >005 >005 >005 >005 >0,05
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Tabela 22. Rezultati Spirmanove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u uzorcima
PCC. Statisticki znacajne p vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 0032 0624 0,781 0281 -0032 0378 049 -0136 0273 0382 0055 -0064 0358 0,165
Co 1 -0178 -0,004 -0587 0475 0200 0269 0460 -0241 0282 0,655 0,664 0494 0,466
Ni 1 0310 0018 0178 0054 0176 -0,323 -0137 0159 -0347 -0476 0195 0,048
Cu 1 0364 -0023 0,656 0578 0102 0254 0536 -0069 -0,087 0372 0,060
Zn 1 -0,824 0268 0232 0181 0436 0172 -0307 -0389 -0417 -0,536
As 1 0176 0004 0433 -0,606 0346 0025 0103 0431 0471
Se 1 0,675 0,615 0064 0414 -0064 -0037 0450 0,221
Cd 1 0494 008 0214 0352 0324 0526 0462
Pb 1 -0427 0418 025 0303 0,229 0,183
Th 1 0027 0083 0046 -0146 -0,128
U 1 0183 0137 0294 0,064
Ca 1 0,972 0453 0,514
Na 1 0482 0,639
K 1 0,898
Mg 1
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Spearman-ova Korelacija (tabela 22) je primenjena u cilju utvrdivanja potencijalno
znacajnin Korelacija izmedu odredivanih elemenata u ispitivanim uzorcima.

Spearman-ova analiza ukazala je na svega nekoliko znacajnih korelacija medu
elementima. Najjaca pozitivna korelacija uocCena je izmedu Ca i Na, zatim izmedu K i Mg,
a najslabiju pozitivnu korelaciju pokazali su Cu i Cd. Spearman-ovom analizom dobijene
su samo tri znacajne negativne korelacije, od kojih je Zn sa As pokazao najja¢u negativnu
korelaciju, koju slede As sa Th i na kraju Zn sa Co.

Rezultati ove disertacije su prvi put prikazali elementalni status PCC uzoraka.
Uocene su vise koncentracije Zn i Se, kao i nizi Mn i Co u PCC uzorcima u poredenju Sa
kontrolnim uzorcima.

Mangan je prepoznat kao jedan od regulatora nadbubrezne steroidogeneze (Raza i
sar. 2005). Nakada i saradnici utvrdili su da PCC tkiva imaju snizenu aktivnost Mn-SOD
(Nakada i sar. 1987). Rezultati ove disertacije ukazali su na nizu kocentraciju Mn u PCC
uzorcima, Sto bi moglo da implicira pojacan oksidativni stres. Osim S$to moze imati
pozitivno dejstvo na rad nadbubrega, u literaturi je takode zabelezeno da Mn ostecuje
mitohodrije PC12 ¢elija (¢elijske linje dobijene iz PCC nadbubrega), tako sto redukuje
adenozin-trifosfat (ATP), Sto za posledicu ima nekrozu i smrt celije (Roth i sar. 2002).
Stavise, Vescovi i saradnici su uoéili da Mn moZe izazvati smanjenje nivoa dopamina i pri
niskim koncentracijama (\Vescovi i sar. 1991).

Literaturni podaci ukazuju da Co promovise apoptozu PC12 ¢elija (Yang i sar.
2020), ali se ne moze izostaviti njegov uticaj na stvaranje ROS (Kotake i sar. 2007). Uloga
Co u patogenezi oboljenja nadbubrega jo$ uvek nije dovoljno istrazena, stoga, dalja
istrazivanja su neophodna kako bi se bolje razumela njegova potencijalna uloga u
patogenezi adrenalnih oboljenja. U PCC tkivima uoCene su poviSene koncentracije Zn u
odnosu na uzorke ZAT, $to bi moglo da implicira pojacan oksidativni stres. Toksi¢an efekat
poviSenog Zn na PC12 ¢elije zabeleZen je u dve studije (Sanchez-Martin i sar. 2010; Ren i
sar. 2014). Sanchez-Martin i saradnici potvrdili su nekrozu izazvanu visim koncentracijama
Zn u PCI12 celijama. Ovaj proces bio je propracen prekomernom generacijom ROS-a.
Prema rezultatina Abe i saradnika, Zn takode podstice apoptozu PC12 (elija. Stavise,
voCili su da Zn moze uticati i na povecanje koncentracije Ca i doprineti mitohondrijalnoj
disfunkciji (Abe i sar. 2006). ZabeleZzeno je da Se smanjuje ucestalost apoptoze u PCI12
¢elijama (Nishina i sar. 2007). S druge strane, Nakada i saradnici su utvrdili da se aktivnost
enzima CuZn—SOD sustinski ne razlikuje izmedu PCC tkiva i kontrola (Nakada i
sar.1987). Rezultati prikazani u ovom istrazivanju nisu izdvojili Cu statisticki znacajnim
mikroelementom u razdvajanju uzoraka PCC od uzoraka ZAT.

Zanimljivi nalazi u disertaciji dobijeni su za Pb i1 As, ¢ije su koncentracije bile
statisticki nize u PCC uzorcima u odnosu na ZAT. Sanders i saradnici primetili su da Pb
moze doprineti oksidativnom stresu i izazvati cCitotoksicnost i genotoksicnost PC12 ¢elija
(Sanders i sar. 2014). Stavide, izoZenost Pb moZe izazvati znadajne promene u
koncentracijama glutamata i dopamina (Sanders i sar. 2014). Prema Schaefer i saradnicima,
Pb ima uticaj na suzbijanje lu¢enja noradrenalina u celijama nadbubrega (Schaefer i sar.
1994). Istrazivanje Tokar i saradnika ukazalo je da As moZe doprineti nastanku oboljenja
nadbubrezne Zlezde (Tokar i sar. 2014). lzlaganje Cd takode mozZe prouzrokovati oSteenje
PC12 c¢elija (Sanders i sar. 2014; Gerspacher i sar. 2009). lako su rezultati prikazani u
ovom istrazivanju ukazali na nize koncentracije Cd u PCC uzorcima, zanimljivo je ista¢i da
razlika izmedu PCC i ZAT uzoraka nije bila statisticki znacajna, posebno pri razdvajanju
ucesnika prema konzumiranju duvana.
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Nize koncentracije Pb, As i Cd u PCC uzorcima mogle bi biti posledica dugoro¢nog
akumuliranja ovih elemenata u ZAT. S obzirom na to da PCC nije prisutan tokom celog
Zivota pacijenta, nego se javi u odredenom zivotnom dobu, verovatno da PCC u tom
vremenskom opsegu od nastanka nije mogao da dostigne koncentracije Pb, As i Cd koje su
prisutne u kontrolnom adrenalnom tkivnom materijalu.

Uzorci PCC imali su povisene koncentracije K, Mg i Na u poredenju sa ZAT
uzorcima. Sanders i saradnici uocili su uticaj Mg na oksidativni stres, citotoksi¢nost i
genotoksi¢nost PC12 celija (Sanders i sar. 2014). Uoceno je da Mg smanjuje oslobadanje
kateholamina 1 da takode deluje antagonisticno na rad Na/K-ATPazne pumpe. Ova svojstva
Mg, Kkoja izazivaju direktni vazodilatatorni efekat, korisna su za snizavanje najéesce
oscilatorno povisenog krvnog pritiska, koji Cesta klinicka prezentacija kod pacijenata sa
PCC (James i Cronj¢ 2004). Prema Abeu i saradnicima, joni Zn mogu izazvati
depolarizaciju c¢elijske membrane, Sto zauzvrat utice na inhibiciju K kanala (Abe i sar.
2006). Porast koncentracije K utice na lucenje aldosterona na dva nacina: preko osovine
RAAS ili direktnom sekrecijom aldosterona iz ¢elija kore nadbubrezne Zlezde (Fountain i
Lappin 2021). lako su PCC uzorci imali vise koncentracije Ca, nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu PCC i ZAT uzoraka. Dobijeni rezultati za koncentracije makroelemenata u
PCC uzorcima potencijalno mogu biti posledica povecane zapremine ¢elija u ovom tkivu u
odnosu na ZAT (Marino-Enriquez i Fletcher 2014).

4.2.2. Puna krv

U tabeli 23 prikazani su rezultati elementalne analize pune krvi pacijenata obolelih
od PCC. Zastupljenost esencijalnih i toksi¢nih mikroelemenata, sa izuzetkom As, Co i Cd u
uzorcima Krvi pacijenata i kontrolne grupe je slicna. Kontrolni uzorci imali su vise
koncentracije Co i Cd, dok je As bio povisen u uzorcima krvi pacijenata obolelih od PCC.

Uzorci krvi pacijenata obolelih od PCC pokazali su razlicite distribucije
makroelemenata u odnosu na kontrolnu grupu: Na je bio najzastupljeniji, zatim K, Ca i Mg.
U poredenju sa uzorcima kontrolne krvi, uzorci krvi pacijenata sa PCC imali su znacajno
vise koncentracije Na, K i Ca i znacajno nize koncentracije Mn, Cu, Zn, Se i Mg. Slika 50
prikazuje koncentracije odredivanih elemenata u uzorcima pune krvi kontrolne grupe i pune
Krvi pacijenata obolelih od PCC.
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Tabela 23. Parametri deskriptivne statistike i odabrani percentili za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata
(Mg/g) u uzorcima krvi pacijenata obolelih od PCC. Razlike izmedu uzoraka krvi pacijenata obolelih od PCC i kontrolne krvi
ispitane su Man-Vitni U -testom (P < 0,05). Statisticki zna¢ajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Na Mg K Ca

Srvrednost 8,69 054 154 544 1938 7,75 51,7 0,35 958 0,09 002 2219 196 1188 45,0
st.dev. 181 012 420 599 335 1,13 587 0,13 350 0,06 0,01 130 196 889 3,75
Min 704 048 104 497 1591 7,03 46,1 0,18 6,84 003 001 1938 174 1092 41,0

M ax 108 0,62 231 629 2938 9,34 59,7 045 146 016 0,02 2216 21,7 1278 50,1
M edijana 832 051 142 525 1898 7,22 504 0,20 823 0,08 002 2160 19,6 1192 444
GM 849 053 149 541 1917 7,65 514 024 9,07 0,08 002 2115 195 1186 44,9
P5 706 049 110 499 1601 7,10 471 0,18 6,98 004 001 1964 176 1098 414
P25 723 050 134 504 1732 7,12 483 0,19 769 005 001 2066 183 1124 432
P75 971 054 176 566 2104 7,83 53,7 0,27 101 011 0,02 2212 209 1255 46,5
P95 106 0,60 211 616 2316 9,04 585 041 137 015 0,02 2216 21,6 1273 492

U—test P—vrednost <0,05 >0,05 <005 <005 <005 <005 <005 =005 =005 >005 <005 <005 <005 <005 <0,05
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Slika 50. Koncentracije mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima kontrolne krvi i krvi
pacijenata obolelih od PCC. Statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama obelezene susa* (P < 0,05) i **
(P < 0,01).

Rezultati elementalnog  statusa uzoraka krvi pacijenata obolelih od PCC u
zavisnosti od pola, godina zvota, konzumiranja duvana i velicine tumorske promene
prikazani su u tabelama 24 i 25. Primenom Man-Vitni U testa nije se izdvojio ni jedan

element kao statisticki znacajan izmedu Zena i muSkaraca, kao ni izmedu starosnih grupa
(tabela 24).
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Tabela 24. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata
(vg/g) u uzorcima krvi pacijenata obolelih od PCC, podeljenih prema polu i godinama Zzvota. Razlike
izmedu grupa ispitane su neparametrijskim Man-Vitni U testom (P < 0,05).

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Na Mg K Ca

Zene sr.vrednost 20,0 0,94 16,9 781 2881 541 56,7 0,83 8,45 1,22 0,01 2159 18,6 1184 46,0
st.dev. 985 042 6,07 708 596 1,76 722 025 138 059 0,01 136 1,45 101 4,73

medjana 25,6 1,16 18,5 811 3070 6,14 605 0,71 7,66 1,47 0,02 2098 18,9 1135 43,0

Muskarci ~ sr.vrednost 13,5 066 139 687 2605 4,10 553 046 10,6 1,21 0,01 2206 20,1 1175 49,7
st.dev. 4,09 032 087 822 364 124 120 041 220 056 0,01 120 162 73,8 8,41

medijana 11,5 0,48 13,4 642 2770 3,44 60,5 0,25 11,1 0,90 0,02 2211 19,4 1186 48,9

U—test P—vrednot >0,06 >0,06 >0,06 >0,06 >0,056 =>0,06 >0,05 >0,056 >0,05 >0,06 >0,05 >0,056 >0,05 >0,05 >0,05
Ispod 55  Sr vrednost 16,0 0,72 15,6 704 2802 431 553 0,72 9,78 1,14 0,02 2101 19,1 1150 44,2
st.dev. 8,37 041 260 110 588 1,59 120 0,28 145 044 002 896 202 89,7 523

medjana 115 0,48 14,9 642 2858 3,44 605 0,85 10,0 0,90 0,02 2112 18,7 1145 44,0

Iznad 55  sr.vrednost 17,5 0,88 15,2 764 2685 521 56,7 091 9,28 1,29 0,02 2195 18,5 1165 47,6
st.dev. 859 0,38 6,10 57,9 435 167 7,22 023 283 0,67 0,01 101 1,83 935 7,62

medijana 18,2 1,03 13,4 782 2770 553 604 094 7,66 1,47 0,02 2207 19,8 1171 48,7

U test P vrednost >0,06 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,056 >0,05 >0,056 >0,05 >0,05 >0,05
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Tabela 25. Parametri deskriptivne statistike za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata
(vg/g) u uzorcima krvi pacijenata obolelih od PCC, podeljeni prema konzumiranju duvana i veli¢ine
tumorske promene. Razlike izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P < 0,05). Statisticki
znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Nepusa¢i sr.vrednost 184 0,83 172 731 2869 490 568 069 925 122 0,02 2151 176 1175 43,2
st.dev. 8,41 0,40 382 105 498 1,76 10,2 038 159 039 002 123 1,55 985 533

medjana 185 0,82 16,7 727 2964 479 608 059 913 1,19 0,02 2081 18,1 1164 46,2

Pusaci sr.vrednost 13,4 0,74 119 741 2492 447 551 080 105 1,21 0,02 2145 192 1175 434

st.dev. 6,76 0,41 233 584 394 151 862 019 347 092 001 124 1,82 836 951

medijana 132 0,78 11,7 738 2498 461 544 083 10,1 1,20 0,02 2201 19,9 1171 48,2

U—test P—vrediot >0,05 >0,056 >0,056 >0,06 >0,06 >0,06 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >005 >005 >005 >0,05

<5 cm Srvrednost 20,7 094 185 762 3096 542 618 069 864 133 0,02 2093 19,2 1143 451
st.dev. 8,61 041 352 104 252 1,74 174 044 124 040 001 179 3,12 794 6,12
medjana 256 1,16 184 811 3070 6,14 61,1 0,71 822 1,47 0,02 2032 19,1 1155 421
>5cm sr.vrednost 12,8 066 123 707 2391 4,09 502 060 104 1,10 0,02 2089 195 1153 46,7
st.dev. 491 0,32 189 724 329 1,25 957 037 252 068 002 983 141 432 219
medijana 115 048 134 700 2213 340 483 o067 11,1 0,90 0,02 2091 19,5 1151 47,0
U test P vrednost >0,06 >0,056 <0,00 >0,05 <0,00 >005 =>005 =>0,05 >005 =>0,05 =005 =005 =>005 >005 >0,05
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Nisu zabeleZene statisticki znacajne razlike izmedu pusaca i nepuSaa U uzocima
krvi pacijenata obolelih od PCC, dok su Ni i Zn bili znacajno nizih koncentracija kod
pacijenata sa tumorskim promenama veceg pre¢nika (tabela 25).

Spirmanova korelacija (tabela 26) ukazala je na mnogobrojne jake pozitivne, ali i
negativne Korelacije medu eclementima u uzorcima krvi pacijenata obolelih od PCC,
posebno izmedu makroelemenata i mikroelemenata, Sto je u suprotnosti sa rezultatima
dobijenim analizom adrenalnog tkivnog materijala sa PCC. Najjaca pozitivna korelacija
uocena je izmedu Mn i Ni, a najslabija izmedu Mn i1 Th. Negativna korelacija, koja se
istakla kao najjaca, bila je izmedu Zn i Ca, dok se najslabijom pokazala korelacija Ca sa
Mg.
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Tabela 26. Rezultati Spirmanove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u uzorcima

krvi pacijenata obolelih od PCC. Statisticki znacajne p vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 0401 0,988 039 0218 0413 0424 0418 0399 0426 0,761 -0398 0,790 -0,394 -0,385
Co 1 0421 -0443 038 0915 0,903 -0429 0,602 039% 0218 -0412 0207 0429 0418
Ni 1 0387 0212 0437 0399 0405 0416 0402 0,783 -0417 0,804 -0431 -0422
Cu 1 -0,809 -0,621 -0365 0,905 0381 -0683 0,021 0631 0024 -0953 -0,961
Zn 1 0,845 0,796 -0,783 0036 0828 0308 -0,849 0382 0,848 0,836
As 1 0393 -0,635 -0491 0,953 0,837 -0968 0,786 0,636 0,599
Se 1 -0401 0,639 0427 0249 -0416 0241 0362 0373
Cd 1 0405 -0,639 0022 0,625 0031 -0937 -0,925
Pb 1 0432 -0219 0436 -0241 -0403 -0,382
Th 1 0,795 -0,943 0,785 0,639 0,593
U 1 -0,848 0,952 0011 0,028
Ca 1 -0,834 -0,600 -0,583
Na 1 0,034 0,031
K 1 0,897
Mg 1
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Tabela 27. Hormonski status pacijenata obolelih od PCC

Noradrenalin Adrenalin Dopamin ACTH Kortizol Aldosteron
ng/L ng/L ng/L pmol/L nmol/L pmol/L
Mean 840,63 310,73 1546,67 8,95 452,35 249,95
Stdev 635,35 293,31 800,57 3,71 118,88 187,31
Min 61,40 20,10 731,60 5,10 317,80 117,50
Max 1849,00 837,50 2964,00 13,90 613,00 382,40
Median 746,30 214,80 1631,00 8,40 443,15 249,95
Geomean 562,24 190,07 1378,88 8,39 437,82 211,97
P5 131,93 4737 770,21 5,48 317,85 130,75
P25 311,50 129,35 879,05 6,98 348,50 183,73
P75 1311,55 422,00 1871,00 10,38 545,83 316,18
P95 1717,75 762,05 2689,20 13,20 604,50 369,16
IQR 1250,15 401,9 1139,4 5,275 228,025 198,675
REFERENTNE VREDNOSTI HORMONA
Noradrenalin Adrenalin Dopamin ACTH Kortizol Aldosteron
ng/L ng/L ng/L pmol/L nmol/L pmol/L
Referentni opseg 70—1700 0—140 0—30 16 — 139 140 — 690 190—830

U tabeli 27. predstavljene su vrednosti hormonskog statusa pacijenata obolelih od
PCC. Evidentno je da su svi pacijenti imali viSak kateholamina, dok su ostali hormoni
nadbubrezne Zlezde bili su u referentnim granicama.

Elementalni status Kkrvi pacijenata obolelih od PCC do sada nije publikovan u
literaturi. Rezultati ove studje ukazuju da su se mikroelementi Mn, Cu, Zn i Se i svi
analizirani  makroelementi pokazali znacajnim u razdvajanju uzoraka Krvi pacijenata
obolelih od PCC od kontrolnih uzoraka krvi. Koncentracije Mn, Cu, Zn, Se, i Mg bile su
nize U krvi pacijenata sa PCC, dok su koncentracije Na, K i Ca bile vise u poredenju sa
kontrolnim uzorcima Krvi.

Premda je izazovno dati zakljucke na osnowvu trenutnog uvida u elementalni status
krvi pacijenata obolelih od PCC, Mn bi se mogao razmatrati u suplementacionoj strategiji
kod pacijenata sa PCC, posto su zabelezene njegove snizene koncentracije u tkivima i
punoj Kkrvi. PoviSene koncentracije Se u PCC uzorcima i njegove snizene vrednosti u Krvi
pacijenata obolelih od PCC mogle bi da ukazu da PCC koristi Se iz krvotoka u procesu
maligne promene.

Multivarijantna analiza je takode primenjena na rezultate dobijene analizom
adrenalnog tkiva i pune krvi pacijenata obolelih od feohromocitoma, kako bi se omogucila
dodatna interpretacija podataka. PCA koja prikazuje Klasifikaciju ZAT i PCC uzoraka na
osnovu koncentracija elemenata nalazi se na slici 51, dok je PCA za uzorke pune krvi
prikazana na slici 52.
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Slika 51. PCA za uzorke PCC i ZAT
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Dobijeni PCA model za uzorke adrenalnog tkivog materijala (slika 51) sastoji se od
Cetiri glavne komponente koje sadrze 59,32% informacija 0 Varijabilitetu koncentracija

elemenata.

Komponenta

PC1 ¢mi 39,66%

ukupnog  varijabiliteta

podataka,

dok

komponenta PC2 obuhvata 19,66%. Grafik 51a ukazuje na to da se dve grupe razdvajaju po
komponenti PC1 (ZAT i PCC uzorci). Moze se uociti da su PCC uzorci grupisani sa desne
strane, dok se ZAT nalaze na levoj strani. Grafik prikazan na slici 51b ukazuje na to da su
se elementi Co, Cd, As, Zn, Se, Cu, Mg, Ca i Na istakli u razdvajanju PCC uzoraka od
ZAT. Uocava se da su koncentracije U i Pb bile slicne u ZAT i PCC uzorcima, $to implicira
da pomenuti elementi nisu znacajni u razdvajanju ovih uzoraka adrenalnog tkivnog

materijala.
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PCA prikazan na slici 52 za uzorke Kkrvi pacijenata sa feohromocitomima i
kontrolne krvi obuhvata model koji pokriva 62,86% ukupnog varijabiliteta podataka. PC1
komponenta obuhvata 51,66% ukupnog Vvarijabiliteta podataka, dok PC2 ¢ini 11,20%. Na
grafiku 52a jasno se razdvajaju dve grupe duz PCl1, gde su kontrolni uzorci grupisani sa
desne strane grafika, dok su uzorci pacijenata obolelih od feohromocitoma grupisani sa leve
strane. Takode, zamiljivo je ista¢i razdvajanje uzoraka Kkrvi osoba obolelih od
feohromocitoma duz PC2 ose. Na grupisanje kontrolnih uzoraka krvi uticali su Cu, Pb, Co,
Zn, Na, Ca, U i Se (52b), dok su na grupisanje uzoraka Krvi osoba sa feohromocitomima
uticali As i K.

4.3. KuSingov sindrom

4.3.1. Adrenalni tkivni materijal

Analizirano je 13 uzoraka adrenalnih tkiva pacijenata obolelh od Kusingovog
sindroma (CST) i njihnov elementalni status je uporeden sa zdravim (kontrolnim adrenalnim
tkivima). U tabeli 28 prikazani su parametri deskriptivne statistike i odabranih percentila
odredivanih elemenata, a na slici 53 su prikazana poredenja koncentracija elemenata
adrenalnih materijala sakupljeninh od kontrolnih ispitanika i pacijenata.
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Tabela 28. Parametri deskriptivne statistike i percentila za koncentracije mikroelemenata (ng/g) |
makroelemenata (pg/g) i u uzorcima CST. Razlke izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P <
0,05). Statisticki znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co NI Cu Zn As Se Cd Pb Th ] Na Mg K Ca

Srvrednost ;51 3393 692 2754 13669 10,10 497 470 11,77 1654 0,33 316 302 478 928

st.dev. 477 1406 222 907 5845 511 281 345 602 1733 034 155 536 614 483
min 206 102 417 1624 6298 519 195 808 654 292 001 179 269 410 371
max 1319 444 926 3667 22121 183 819 939 216 464 079 484 364 529 1215
medijana 54 4005 768 2780 12343 9,64 601 330 905 962 018 284 273 494 1199
GM 506 2954 661 2625 12613 9,18 421 350 1073 11,00 015 201 299 475 814
P5 209 1407 434 1717 7370 548 197 124 692 387 003 189 270 418 454
P25 312 2945 50,1 2086 11658 6,65 209 297 841 7,71 010 232 271 452 785
P75 1138 41,13 848 3610 15926 10,68 664 702 1322 1611 060 384 318 511 1207
P95

1283 43,75 91,1 3656 20882 16,81 788 892 19,93 40,31 0,75 464 355 526 1213
U-test P-vrednost >0,05 >0,05 <005 >005 <005 >005 <005 <005 >005 <005 =005 <001 <005 <001 >0,05
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Slika 53. Koncentracije mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima ZAT i CST. Statisticki znacajne
razlike u koncentracijama obelezene susa* (P <0,05) i ** (P < 0,01).

Rezultati analize ukazali su da su CST imala znacajno viSe koncentracije Zn, Se, Cd, Th
I Mg, dok su ZAT uzorci imali visi sadrzaj Ni, Na i K. Najzastupljeniji mikroelement u
CST uzorcima bio je Zn, zatim Cu, Mn, Se, Cd, Ni, Co, Th, Pb, As i U. Najzastupljeniji
makroelement u CST uzorcima bio je K, zatim Na, Ca i Mg.

Usled malog broja uzoraka adrenalnog tkivnog materijala nije bilo moguée podeliti
uzorke na osnovu pola, godina Zvota i konzumiranja cigareta.

Status elemenata u adrenalnom tkivnom materijalu kao i punoj krvi osoba obolelih
od Kusingovog sindroma do sada nije dovoljno istrazen u literaturi. Fokus prethodnih
studija bio je pretezno na utvrdivanju statusa hormona ili praenja terapijskog ucinka
lekova (Raff i sar. 2015; Pivonello i sar. 2015).

Rezultati ove disertacije pruzli su prvi uvid u koncentracije odabranih esencijalnih i
toksicnih mikroelemenata kako u adrenalnim tkivima, tako i u punoj krvi osoba obolelih od
Kusingovog sindroma.

Sinteza, luCenje i metabolizam brojnih hormona, posebno hormona nadbubrezne
Zezde, u velikoj meri zavise od Zn. Rezultati ove disertacije su ukazali da je koncentracija
Zn u tkivima osoba obolelih od Kusingovog sindroma dvostruko visa u odnosu na ZAT. To
bi se moglo objasniti uticajem Kortizola na sadrzaj Zn, koji povecava ekspresiju gena za
metalotioneine i ZIP-14. PoviSeni Kortizol, osim koncentracije Zn, utice i na koncentracije
drugih esencijalnin elemenata, poput Se i Mg (Patani i sar. 2023). Interesantno je pomenuiti
da su rezultati ove disertacije ukazali da je Mn bio povisen u obolelim tkivima, iako nije
uoCena Statisticka znacajnost. Huhges i saradnici primetili su da odrzavanje optimalnih
nivoa Mn u organizmu zavisi od Kortizola i da ostecenje nadbubrezne Zlezde izazvano
oboljenjima poput Kusingovog sindroma moze rezultirati akumuliranjem ovog elementa
(Hughes i sar. 1966).

Esencijalni elementi, osim poznatih benefita, mogu izazvati i toksiCne efekte u
organizmu u zavisnosti od unetih koncentracija. Prekomerne koncentracije Mn mogu
izazvati neurotoksiCnost, Uz Simptome tremora, ukocenosti i poteskoca sa kretanjem. Cink u
toksinim koncentacijama moze izazvati anemiju i poremecaj U funkciji imunskog sistema.
Selen u prekomernim dozama dovodi do gastrointestinalnin problema i ostecenje nervnog
sistema i jetre. Maksimalne dnevne unete koncentracije za koje se procenjuje da ne mogu
izazvati toksiéni efekat se u literaturi nazivaju gornji nivo unosa (engl upper level limit -
UL). Gornji nivo unosa za Zn za odraslu populaciju iznosi 40mg/danu, za Se iznosi
0.4mg/danu, dok je za Mn 8mg/danu (Institute of medicine, 2001).

Selen se, pored cinka, prema rezultatima ove disertacije, istakao ka0 znacajan
mikroelement u razdvajanju CST uzoraka od kontrola. Usled oboljenja nadbubrezne Zlezde,
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poput Kusingovog sindroma, dolazi do poremecaja u lu¢enju hormona, pojacane aktivacije
HPA osovine i samim tim do pojacanog oksidativnog stresa (Kairys i sar. 2023; Patani i sar.
2023). Pojacan oksidativni stres dovodi do pada enzimske aktivnosti, $to bi moglo da
objasni poviSene koncentracije Se u CST uzorcima prikazanim u ovoj disertaciji.

Kao §to je ve¢ navedeno, Cd je jak endokrini disruptor, koji ispoljava negativne
efekte na adrenalnu homeostazu. Takode, uoceno je da Cd moze da aktivira specificne
signalne puteve ili da blokira interakcije hormona i receptora (Bimonte i sar. 2021). Yang i
saradnici primetili su da izlozenost Cd putem ishrane izaziva disrupciju adrenokortikalnin
hormona (Yang i sar. 2024). Uprava za hranu i lekove (engl. Food and Drug
Administration-FDA) predlozla je opseg toksikoloske referentne vrednosti za Cd od 0,21-
0,36 po/kg telesne tezine po danu (Pokharel and Wu 2023).

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji ukazali su da je sadrzaj Cd ¢ak Cetiri puta Veci
u obolelom tkivu u odnosu na kontrolno, $to istice njegov znacaj u Kusingovom sindromu i
potencijalno ga izdvaja kao klju¢ni mikroelement za ispitivano oboljenje. Medutim, studije
na vec¢em broju uzoraka su potrebne kako bi se potvrdio ili odbacio uticaj Cd na etiologiju
Kusingovog sindroma, odnosno na steroidogenezu ovog oboljenja.

Nikl je dobro poznat endokrini disruptor. Uocen je njegov negativan uticaj na
steroidogenezu (Beshir i sar. 2016). Rezultati ove disertacije ukazuju na povisene
koncentracije Ni u zdravim adrenalnim tkivima. Nikl takode moze uticati na aktivnost
odredenih  metaloenzima/metaloproteina, menjaju¢i  koncentraciju esencijalih  elemenata
koji su njihov sastavni deo. lzmena u aktivnosti metaloenzima za posledicu moze imati
promene u lucenju angiotenzina Il i ACTH, Sto sa sobom povia¢i negativan efekat na
lucenje kortikosterona i potencijalno utiCe na uveéanje nadbubrezne Zlezde (Yang i Ma,
2021). Prema ATDSR-u, gornji nivo unosa za Ni iznosi 1mg/danu za odraslu populaciju
(ATSDR 2023).

Sadrzaj Th je u tkivima pacijenata sa Kusingovim sindromom bio i do 18 puta veci
u odnosu na ZAT. Podaci iz literature nagoveStavaju uticaj Th na nadbubrezne Zlezde
nakon primene torotrasta, kontrastnog agensa (van Kaick i1 sar. 1999). Takode, bitno je
ista¢i da je Th produkt raspada U, §to moZe objasniti njegove povisene koncentracije u CST
uzorcima.

Povisena koncentracija Na u tkivima i snizena koncentracija Na u uzorcima Krvi
osoba obolelh od KuSingovog sindroma moze se objasniti spreéavanjem klinicke
manifestacije samog oboljenja primenom adekvatne terapije. Naime, poviSeni Sadrzaj
kortizola ima direktan uticaj na retenciju Na i vode (Whithworth i sar. 2000), sto za rezultat
moze imati poviSen krvni pritisak kod pacijenata. S obzirom na to da su pacijenti hirurski
leCeni, nije iskljucena moguénost da su im simptomi povisenog krvnog pritiska kontrolisani
pre operacije. Gornji nivo unosa za Na iznosi 2.3 g/danu, za Mg 350 mg/danu, a za K nije
ustanovljen, zbog izuzetno retkih negativnih efekata po zdravlje (Costello i sar. 2023; Oria
et al. 2019; Kurajoh i sar. 2018).

Kod pacijenata sa Kusingovim sindromom moze da Se javi hipokalemicna alkaloza
(Nemergut 2010), usled poremecenog metabolizma K. Kod osoba obolelih od ovog
sindroma preporucuje se ishrana bogata K, kao i adekvatna suplementacija, kako bi se
regulisao izmenjen metabolizam K. Rezultati ove disertacije su ukazali da tkiva obolelih od
Kusingovog sindroma imaju znacajno nize koncentracije K od kontrolnih uzoraka.
Razmatra se upotreba Mg u lecenju posledica Kusingovog sindroma (Kurajoh i sar. 2018).
Rezultati prikazani u disertaciji ukazali su da je Mg bio snizen u uzorcima obolelog tkiva.
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4.3.2. Puna krv

Tabela 29. Parametri deskriptivne statistike i percentila za koncentracije mikroelemenata (ng/g) i makroelemenata (Ug/g) u
uzorcima pune Krvi pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma. Razlke izmedu grupa ispitane su Man-Vitni U testom (P <
0,05). Statisticki znacajne vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Na Mg K Ca
Kusingov sindromkrv ~ Sr.vrednost 26,3 1,09 195 892 3174 636 7473 105 14,2 1,76 002 182 181 1078 913
st.dev. 316 041 433 94,2 849 1,79 1747 032 495 046 0,01 108 2,22 404 191
min 230 048 165 824 1989 394 598 070 851 131 001 1752 150 1035 713
maxX 304 133 260 1031 4009 8,07 9757 145 197 216 002 1993 210 1126 104
medijana 259 128 179 857 3348 671 70,76 1,02 14,3 1,79 002 1842 184 1072 961
GM 26,2 1,01 19,2 888 3075 614 7327 1,01 135 1,72 002 1860 180 1077 952
P5 233 060 167 827 2188 428 6023 073 903 1,33 001 1752 153 1035 654
P25 244 106 173 839 2984 562 61,72 084 111 1,39 001 1775 166 1045 798
P75 27,8 131 20,1 909 338 745 8377 123 175 216 002 195 194 1112 986
P95 29,9 133 248 1006 3915 794 9481 140 192 216 002 1991 206 1125 991
U-test P-vrednost <0,01 <005 <005 <005 >005 <001 <005 >005 <001 =005 >005 <001 >005 <001 <0,01
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Parametri deskriptivne statistike i odabranih percentila za koncentracije analiziranih
elemenata u punoj Kkrvi pacijenata sa Kusingovim sindromom prikazani su u tabeli 29. U
poredenju sa uzorcima grupe pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma, moze se uociti
da su kontrolni uzorci krvi imali znac¢ajno manje koncentracije Mn, Ni, As i K, dok su im
koncentracije Co, Cu, Se, Pb, Na i Ca bile znac¢ajno povisene.

Iz dobijenih rezultata moze se uociti da je najzastupljeniji mikroelement u uzorcima
pune Krvi pacijenata sa KuSingovim sindromom bio Zn, zatim Cu, Se, Mn, Ni, Pb, As, Th,
Co i U, dok su makroelementi pokazali slede¢u ditribuciju: Na > K > Mg > Ca.

Zbog malog broja uzoraka krvi pacijenata sa KuSingovim sindromom nije bilo moguce
izvr$iti adekvatnu podelu na osnovu pola, godina zivota i konzumiranja duvana.

Kontrolna krv
[: KuSingovsindrom-krv

10000+ $ -
I i 1 = m
= 1000+ ﬂ . . . =
§ 1004 5 ] {

= 104 l_] : .

¥ .

g 14

! -

S 014

s

¥ 001- o -

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th u Ca Na K Mg

Slika 54. Koncentracije mikroelemenata i makroelemenata u uzorcima kontrolne krvi i krvi
pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma. Statisticki znacajne razlike u koncentracijama obeleZene su sa *
(P <0.05) i ** (P <0.01).

Kao §to je bio slucaj i sa prethodno prikazanim uzorcima, rezultati elementalne
analize pune krvi i adrenalnih tkiva obolelih od Kusingovog sindroma podvrgnuti su
Spearman-ovoj korelaciji.
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Tabela 30. Rezultati Spirmanove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u
uzorcima CST. Statisticki znaCajne p vrednosti su boldovane.

Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 0359 0461 0926 0,753 0,867 0552 0,705 -0325 0,673 0329 0279 0343 -0278 0,635
Co 1 0052 0359 0051 0205 0,821 0329 0102 0359 -037 -0215 0117 -0115 -0,065
Ni 1 0472 0,841 0,659 0137 0458 0429 0452 0,784 02140 0454 -0457 0,508
Cu 1 0,865 0878 0632 0,678 -0313 0,701 0405 0279 0342 -0,343 0,317
Zn 1 0897 028 0682 0231 0,653 0857 0280 0457 -0458 0,508
As 1 0438 0,864 0004 0469 0,652 0419 045 -0459 -0,190
Se 1 0,653 -0237 0294 -0101 0240 0228 -0,229 -0,127
Cd 1 019 0213 0420 -0114 0454 -0457 0,004
Pb 1 0,002 01106 -0,139 -0,140 -0,228 0,127
Th 1 0498 -0137 -0,139 0,138 0,644
u 1 0276 0279 0,344 0,517
Ca 1 0,953 -0,986 0429
Na 1 -0,967 0,386
K 1 -0,427
Mg 1
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Rezultati Spirmanove Korelacije u uzorcima CST (tabela 30) ukazuju na pozitivne
korelacije medu esencijalnim i toksicnim mikroelementima i makroelementima. Uocene su
svega dve jake negativne korelacije izmedu makroelemenata, izmedu Ca i K, kao i izmedu
Na i K. Najjaca pozitivna korelacija zabelezena je izmedu Na i Ca, koju sledi korelacija Mn
sa Cu, dok je najslabija korelacija dobijena izmedu Cu i Se.

Rezultati analize u uzorcima krvi pacijenata obolelh od KuSingovog sindroma
(tabela 30) su ukazale na pozitivne i znacajne korelacije izmedu ispitivanih elemenata.
Izmedu K i Mg je zabelezena najjaca pozitivna korelacija, dok su Zn i As imali najslabiju
pozitivnu korelaciju. Mangan i Th su se istakli kao elementi sa najvise korelacija u
uzorcima Krvi pacijenata obolelih od KuSingovog sindroma. Interesantno je ista¢i da nije
bilo znacajnih negativnih korelacija.
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Tabela 31. Rezultati Spearman-ove korelacije za odredivane mikroelemente i makroelemente u
uzorcima Krvi pacijenata obolelh od Kusingovog sindroma. Statisticki znacajne p wvrednosti su

boldovane.
Mn Co Ni Cu Zn As Se Cd Pb Th U Ca Na K Mg

Mn 1 0,816 0,668 0,756 0421 0433 -0051 -0,200 0212 0,789 0113 -0148 -0,159 -0,039 0,018
Co 1 0,622 0479 0,811 0,734 0412 -0101 0230 0,823 008 -0,349 -0322 -0258 -0,188
Ni 1 0,739 0434 0483 -0,095 -0512 0238 0,739 -0027 -0308 -0462 -0,300 -0,258
Cu 1 0503 0236 -0201 -0455 0,024 0532 0002 -0189 -0374 -0,045 -0,063
Zn 1 0598 0264 -0056 0140 0,770 -0,139 -0,203 -0,195 -0,238 -0,230
As 1 0609 -0177 -0052 0,758 -0,278 -0,209 -0,228 -0,280 -0,336
Se 1 0065 -0349 0176 -0140 -0,338 -0423 -0234 -0,307
Cd 1 0,3%0 -0,111 -0,028 -0,296 0,101 -0,217 -0,168
Pb 1 0231 0195 -0,034 -0006 -0,161 -0,021
Th 1 -0,066 -0276 -0,234 -0,255 -0,223
U 1 0083 0027 0641 0,752
Ca 1 0,790 0,727 0,678
Na 1 0,512 0,505
K 1 0,972
Mg 1
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Tabela 32. Hormonski status pacijenata sa KuSingovim sindromom

Noradrenalin  Adrenalin  Dopamin ACTH Kortizol Aldosteron
ng/L ng/L ng/L pmol/L nmol/L pmol/L
Sr.wrednost 128,40 15,23 503,72 13,15 665 245,10
st dev 129,95 20,67 473,57 3,87 206 285,62
min 15,37 1,72 163,28 9,26 396 37,80
max 276,80 45,90 1195,20 17,00 900 570,90
medijana 110,71 6,64 328,20 13,20 673 126,60
GM 66,65 743 372,95 12,76 634 139,80
P5 16,58 2,10 174,13 9,65 435 46,68
P25 21,41 3,64 217,51 11,23 592 82,20
P75 217,70 18,23 614,40 15,10 741 348,75
P95 264,98 40,37 1079,04 16,62 868 526,47
QR 1 21,41 3,64 217,51 11,23 592 82,20
QR 3 217,70 18,23 614,40 15,10 741 348,75
IQR 196,29 14,59 396,89 3,87 149 266,55
REFERENTNE VREDNOSTI HORMONA
Noradrenalin  Adrenalin  Dopamin ACTH Kortizol  Aldosteron
ng/L ng/L ng/L pmol/L nmol/L pmol/L
Referentni opseg | 701700 0—140 030 16 -139 140 690 190830

Tabela 32 sadrzi prikaz hormonskog statusa pacijenata sa KuSingovim sindromom.
Moze se uociti da je korizol poviSen, §to je i karakteristika ovog oboljenja, dok su ostali
hormoni u granicama referentnih opsega.

Rezultati ove disertacije istakli su Mn kao element ¢iji je sadrzaj u uzorcima Krvi
pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma bio oko dva puta viSi u odnosu na kontrolne
uzorke. Povisene koncentracije Mn u uzorcima pune Krvi osoba obolelih od Kusingovog
sindroma moze biti posledica pojacanog oksidativnog stresa izazvanog oboljenjem i
pojacane enzimske aktivnosti (Hughes i sar. 1966).

Selen, kao mikroelement koji igra znacajnu ulogu u antioksidativnoj zastiti
organizma, utice na funcionisanje enzima poput tioredoksin-reduktaze (Patani i sar. 2023).
Rezultati su istakli da su koncentrscije Se bile snizene u uzorcima pune Krvi pacijenata
obolelih od Kusingovog sindroma, $to bi moglo da ukaze da se ovaj mikroelement odvodi
direktno u obolelo tkivo iz cirkulacije. Interesantno je ista¢i da su rezultati ukazali na nize
koncentracije Ni u kontrolnim uzorcima krvi u odnosu na uzoke Kkrvi pacijenata sa
Kusingovim sindromom. Vise koncentracije Ni kod obolelih mogle bi da ukazu na znacaj
nikla u nastanku oboljenja, ali dodatna istrazivanja su neophodna kako bi se data hipoteza
potvrdila. Nize koncentracije Ca i Na u uzorcima krvi pacijenata obolelih od KuSingovog
sindroma u odnosu na kontrolne uzorke su u skladu sa klinickom manifestacijom ovog
oboljenja. Rezultati su takode ukazali da su koncentracije K bile vise u uzorcima Krvi
osoba obolelih od Kusingovog sindroma. Zanimljivo je ista¢i da su koncentracije Mg bile
snizene U uzorcima Krvi pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma, iako nije zabeleZena
statisticka znacajnost. Moguce je da usled KuSingovog sindroma dolazi do previsokog
izlucivanja ovog elementa iz organizma, ali dalje studije su neophodne na veéem broju
analiziranih uzoraka kako bi se prikazani nalazi potvrdili.

Arsen je poznati endokrini disruptor. Utvrdeno je da izaziva abnormalnu ekspresiju
kortikosteroidnih receptora. Prema rezultatima ove disertacije, As je bio povisen u krvi
osoba sa KuSingovim sindromom, $to moze ukazati na njegov uticaj na nastanak oboljenja.
Arsen moze imati uticaj na aktivnost receptora za glukokortikoide blokiraju¢i vezivanje
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steroida. Pretpostavlja se da isti efekat ispoljava i na receptorima za mineralokortikoide
(Sun i sar. 2016).

Niske koncentracije Co su retke kod ljudi, ali mogu da se jave usled odredenih
oboljenja, poput anemije (Yamada 2013). Kontrolni uzorci imali su vise koncentracije Co
od uzoraka Krvi pacijenata obolelih od KiSinogovog sindroma.

Bakar je bio snizen u punoj krvi osoba sa KuSingovim sindromom. Pored znacajnih
uloga koje Cu ima u organizmu, kljutno je odrzavati njegove optimalne koncentracije.
ATSDR (engl.Agency for Toxic Substances and Disease Registry) je istakao da na pojavu
Kusingovog sindroma moze uticati i izmenjena toksikokinetika bakra (ATSDR 2022).

Vredno pomena je da je Pb bilo snizeno kako u krvi pacijenata, tako i u adrenalnim
tkivima. Poznato je da Pb moze izazvati hiper- i hiporeaktivnost HPA osovine (Souza-
Talarico i sar. 2017).

Kod osoba koje bolyju od Kusingovog sindroma prekomerna proizvodnja
glukokortikoida narusava proces kostanog remodelovanja. Osim toga, utice na Smanjenje
apsorpcije Ca u crevima, dok istovremeno povecava izlu¢ivanje Ca putem urina. Ovaj
kompleksan proces rezultira kompenzatornom stimulacijom lu¢enja PTH. Snizen Ca u
uzorcima Kkrvi osoba sa KuSingovim sindromom prikazan u ovoj disertaciji uklapa se sa
klinickom manifestacijom ovog oboljenja (Tomita 1998).

4.4. Komparativna analiza ispitivanih patolo$kih stanja nadbubreZne Zezde

S’obzirom na slabo istrazen osnovni elementalni status zdrave nadbubrezne Zlezde,
teSko je porediti rezultate ove disertacije sa rezultatima drugih istrazivanja. Takode, bitno
je ista¢i da je nepoznat i elementalni status patoloskih stanja nadbubrega. Predmet
komparativne analize je poredenje koncentracija odredivanih esencijalnih i toksi¢nim
mikrolememenata i makroelemenata u ispitivanim  konrolnim uzorcima Sa uzoricma
pacijenata obolelih od adrenalnih adenoma, feohromocitoma i Kusingovog sindroma.

4.4.1. Esencijalni mikroelementi

Analiza esencijalnih mikroelemenata u uzorcima kontrolnog adrenalnog tkivnog
materijala, kao i nadbubrezne Zlezde obolele od adenoma, PCC i Kusingovog sindroma
pokazala je interesantne rezultate. Naime, primenom Mann-Whitney U testa uoceno je da
su se od esencijalnih mikroelemenata Se i Zn izdvojili kao znacajni u razdvajanju zdravog
tkiva od svin obolelih, gde su oba elementa bila znacajno niza u zdravim tkivima (Slika
53). Bakar je bio znacajno nizi u zdravom tkivu u odnosu na AAT, dok je Co bio znacajno
visi u odnosu na PCC. Mangan je bio visi u AAT, anizi u PCC u odnosu na ZAT.

Owve varijacije u koncentracijama elemenata medu uzorcima (Slika 55) ukazuju na
moguénost uspostavljanja jasnih razlika izmedu razlicitih patologija nadbubrezne Zlezde.
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Slika 55. Razlike u koncentracijama esencijalnih elemenata izmedu ZAT, AAT, PCC i CST
uzoraka. Statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama obeleZene su sa * (P < 0.05) i ** (P < 0.01).
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U literaturi je zabeleZeno da se Se prirodno distribuira u tkivu nadbubrega, tacnije,
da se moze na¢i u hromafinim celjama ove Zlezde. Hromafine ceije nadbubrega imaju
ulogu u luéenju kateholamina, koji odrzavaju homeostazu organizma i pomazu u odbrani
od spoljnih stresora (Uezono i sar. 2006).

Glutation-peroksidaza je u velikom procentu zastuplijena u citosolu celija korteksa
nadbubrezne Zezde. Nedostatak Se moze uticati na smanjenu aktivnost ovog enzima, Sto
su u svom istrazivanju potvrdili Chanoine i saradici (Chanoine i sar. 2004). Uoceno je da
je Se bio znafajan u razdvajanju kontrola od krvi pacijenata ispitivanih nabubreznih
patologija. U slucaju pune krvi, za razliku od adrenalnih tkiva, kontrole su imale vise nivoe
Se. Ovakvi rezultati ukazuju na potencijalni znacaj Se u patofiziologiji nadbubrega.

Cink je bio znacajno povisen u svim obolelim adrenalnim tkivnim materijalima u
poredenju sa kontrolnim. Cink je neophodan za glukokortikoidnu signalizaciju i oslobada
se iz glutamatergicnih neurona. Promene u glukokortikoidnoj signalizaciji usled stresa ili
oboljenja moze doprineti izmenjenoj koncentraciji ekstracelularnog Zn.  Smanjenje
koncentracije Zn nakon izlaganja stresu moze biti delimicno posledica znacajno povecanje
sinteze metalotioneina (Takeda i Tamano 2010). lako nije bio statisticki znacajan samo
izmedu kontrolne krvi i uzoraka pune Kkrvi pacijenata obolelih od Kusingovog sindroma,
rezultati ukazuju na njegovu smanjenu Kkoncentraciju u uzorcima krvi obolelih od
Kusingovog sindroma. ACTH, Koji utice na sintezu kortikosteroida, funkcionalno zavisi od
Zn. Medutim, uocCeno je da poviSeni nivoi ACTH i glukokortikoida izazivaju smanjenje
koncentracije Zn (Neve 1992).
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Slika 56. Razlike u koncentracijama esencijalnih mikroelemenata izmedu kontrolne krvi,
adenomatozne krvi, krvi pacijenata obolelih od PCC i uzoraka krvi pacijenata obolelih od KuSingovog
sindroma. Statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama obelezene su sa * (P <0.05) i ** (P < 0.01).

U uzorcima pune krvi se, osim Zn, istakao i Cu u razdvajanju grupa, gde je uoceno
da je bio povisen kod kontrola u odnosu na pacijente. Bakar je u krvotoku pretezno vezan
za ceruloplazmin i a2-makroglobulin, glikoprotein kojeg osim jetre sintetiSu i nadbubrezi
(El-Mofty 1977).

Uoceno je da nadbubrezni hormoni, primarno Kortikosteron, mogu imati uticaj na
mobilizaciju Cu iz jetre (El-Mofty 1977). Takode, Cu utie na Sintezu noradrenalina u
nadbubrezima (Lutsenko 2016). ACTH i glukokortikoidi mogu da izazovu povecanje
nivoa ceruloplazmina u serumu, koji sadrzi Cu (Neve 1992). lako nije bilo statisticke
Znacajnosti, uoceno je da tkiva pacijenata imaju vise koncentracije Cu od kontrola.
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4.4.2. Toksi¢ni mikroelementi

U litraturi je poznato da odredeni mikroelementi imaju toksican efekat na
organizam i da mogu uticati na pojavu razicitih oboljenja. Neke studije su ukazale da
izlaganje toksiénim elementima moze negativno uticati na HPA osovinu | izazvati
zdravstvene posledice (Bjarklund i sar. 2020).

Rezultati uporedne analize sadrzaja elemenata u uzorcima solidnih tkiva ukazali su
da se Ni izdvojio u razdvajanju kontrolnih tkiva od svih obolelih. Zanimljivo je istaci da je
Ni bio znacajno poviSen U zdravim tkivima.

Koncentracija As bila je znac¢ajno povisena u zdravom tkivu u odnosu na PCC, dok
je koncentracija Th bila znacajno povisena kod CST uzoraka. Interesantno je uociti da je
Cd bio znacajno visi u CST uzorcima, a znac¢ajno nizi kod PCC uzoraka u odnosu na
kontrole, dok su vrednosti izmedu ZAT i AAT bile veoma sli¢ne. ZAT uzorci su imali
znacajno nize koncentracije Pb u odnosu na AAT i PCC tkiva (slika 57).
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Slika 57. Razlike u koncentracijama toksi¢nih mikroelemenata izmedu ZAT, AAT, PCC i CST
uzoraka. Statisticki znacajne razlike u koncentracijama obelezene susa* (P < 0.05) i ** (P < 0.01).
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Prema ATSDR-u, procenjuje se da dnevni unos nikla kroz hranu i vodu iznosi u
proseku 0,001-0,0024 mg/kg/dan (ATSDR 2023). Osim ishrane, ako se izuzme
profesionalna izlozenost, izvor Ni je duvanski dim. Procenjuje se da svaka cigareta Sadrz
u proseku oko 1,1-3,1 mg Ni (Lukac i sar. 2020) . Uoceno je da su ljudi izloZeni e-otpadu,
koji sadrz visok procenat Ni, imali poviSen kortizol i ACTH, $to ukazuje na poremecaj u
radu HPA osovine (Li i sar. 2020). Bitno je napomenuti da je Ni jedini toksi¢ni element
koji se izdvojio kao znacajan u razdvajanju svih uzoraka solidnih tkiva, kao i uzoraka krvi
(slika 56). Prema dobijenim rezultatima, Ni je bio snizen u tkivima obolelih, a povisen u
punoj Krvi.
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Slika 58. Razlike u koncentracijama toksi¢nih mikroelemenata izmedu kontrolne krvi,
adenomatozne krvi, krvi pacijenata obolelih od PCC i uzoraka krvi pacijenata obolelih od Ku§ingovog
sindroma. Statisticki znacajne razlike u koncentracijama obeleZene susa * (P <0.05) i ** (P < 0.01).

Pored Ni, As je razdvojio sve grupe u uzorcima pune krvi (slika 58), gde je uoceno
da je ovaj toksicni mikroelement bio viSih koncentracija kod obolelih u odnosu na
kontrole. Kortikosteroidi izazivaju povecanje nivoa triglicerida u plazmi i slobodnih
masnih  Kiselina. Kortikosteroidi takode pokrecu Katabolizam u miSi¢ima i adipoznom
tkivu, tako da postoji prekomerna dostupnost supstrata za stvaranje glukoze. Rezultati
drugih studija ukazali su da As moze da modifikuje aktivnost glukokortikoida i efikasno
blokira vezu steroida sa glukokortikoidnim receptorima (‘Yoshinaga-Sakurai i sar. 2022;

Sabir i sar. 2019).

Rezultati disertacije su ukazali da je Pb bilo poviseno kod kontrolnih uzoraka u
odnosu na uzorke adenomatozne krvi i uzorke krvi pacijenata obolelh od Kusingovog
sindroma. Takode, kontrolni uzorci su imali viSe koncentracije U u odnosu na uzorke
adenomatozne Krvi i krvi pacijenata obolelih od PCC.

4.4.3. Makroelementi

Uporednom analizom sadrzaja makroelemenata u uzorcima tkiva uoceno je da su
se K i Mg istakli u razdvajanju zdravih tkiva od svih obolelih (slika 59). Natrijum je bio
nizi u ZAT u odnosu na PCC, a visi u odnosu na CST. Kalcijum se nije pokazao znacajnim
u razdvajanju ispitivanih uzoraka.
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Slika59. Razlike u koncentracijama makroelemenata izmedu ZAT, AAT, PCC i CST uzoraka.
Statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama obelezene susa * (P < 0.05) i ** (P < 0.01).

Analiza uzoraka krvi ukazala je na K, Ca i Na kao makroelemente koji su se
izdvojili u razdvajajnju kontrola od uzoraka Kkrvi pacijenata (slika 60). Takode, Mg je bio
visih koncentracija u kontrolnim uzorcima u odnosu na uzorke Kkrvi pacijenata obolelih od

Kusingovog sindroma.
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Slika 60. Razlike u koncentracijama makroelemenata izmedu kontrolne krvi, adenomatozne krvi,
krvi pacijenata obolelih od PCC i uzoraka krvi pacijenata obolelih od Ku$ingovg sindroma. Statistic¢ki
znacajne razlike u koncentracijama obeleZene susa* (P <0.05) i ** (P < 0.01).

Kalijum je bio makroelement koji se istakao u uzorcima solidnih tkiva i pune Krvi,
gde je razdvojio kontrole od pacijenata. Blanchard i saradnici uocili su da snizen K utice
na nadbubrege inhibiraju¢i sintezu aldosterona (Blanchard i sar. 2020). Povecani unos K
snizava Krvni pritisak kod pacijenata sa hipertenzijom, ali njegov prekomeran unos moze
imati suprotan efekat. Previsoke koncentracije K uticu na pojacano lucenje aldosterona
koji podize krvni pritisak u plazmi (Dreier i sar. 2021). Sustinska uloga aktivnosti K+
kanala lezi u podesavanju membranskog napona i samim tim utice na lucCenje aldosterona
(Bandulik i sar. 2015).
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5. ZAKLJUCAK

Ova disertacija je pruzila prvi uvid u sadrzaj esencijalnih i toksicnih
mikroelemenata i makroelemenata u zdravom tkivu nadbubrezne Zlezde. Takode, pruzen je
inicijalni uvid u koncentracije mikro- i makroelemenata u uzorcima adrenalnog tkivnog
materijala i pune krvi osoba obolelih od adrenalnih adenoma, feohromocitoma i
Kusingovog sindroma, §to owvu disertaciju istice kao pionirsku u metalomskom
istrazivanju. U cilju dobijanja ta¢nih i preciznih rezultata analize za potrebe doktorske
disertacije, sprovedena je optimizacija analitickih tehnika koriS¢enih za ispitivanje uzoraka
tkivnog materijala nadbubrega i uzoraka pune Kkrvi.

Povisene koncentracije esencijalnih elemenata (Cu, Mn, Se, Zn, K, Mg) u uzorcima
AAT ukazuju na poviSen oksidativni stres prisutan u nadbubrezima usled nastalog
oboljenja. Razlike u veli¢ini tumorskih masa istakle su se kao bitan faktor u koncentraciji
elemenata, pogotovo za Mn, Ni, Pb i U. Nezavisno od veli¢ine adrenalne mase, rezultati su
ukazali na to da Pb deluje kao glavni endokrini disruptor, $to bi moglo ista¢i njegovu ulogu
u patogenezi adrenalnin adenoma. Za iste elemente u uzorcima adenomatozne Krvi
dobijeni su suprotni rezultati, Sto ukazuje da bi benigne nadbubrezne mase mogle imati
sposobnost da apsorbuju ciline elemente iz krvotoka.

U poredenju sa ZAT uzorcima, PCC tkiva su imala znacajno visi sadrzaj Zn, Se,
Na, K i Mg i nizi Mn, Co, Pb i As. Krv pacijenata ukazala je na viSe koncentracije Na, K i
Ca i nize Mn, Cu, Zn, Se i Mg. Muskarci su imali nizi sadrzaj esencijalnog Se i toksi¢nih
Pb i Cd u PCC tkivu u poredenju sa Zzenama. Zanimljivo je ista¢i da su koncentracije Mn i
Cu bile znacajno vise u PCC tkivu pusaca i kod uzoraka sa veli¢inom adrenalne mase
manjom od 5 cm. S obzirom na to da je Mn bio znacajno nizih koncentracija u solidnim
tkivima 1 punoj Kkrvi pacijenata, treba razmotriti suplementaciju ovim elementom kod
osoba obolelih od PCC.

Rezultati analize ukazali su na to da su tkiva pacijenata sa KuSingovim sindromom
imala znacajno vise koncentracije Zn, Se, Cd, Th i Mg, dok su ZAT uzorci imali visi Ni,
Na i K. Od mikroelemenata se posebno istakao Th, koji je u kontrolama bio nizi ¢ak 18
puta u odnosu na CST uzorke. U poredenju sa uzorcima pune krvi osoba obolelih od
Kusingovog sindroma, kontrolni uzorci krvi imali su znacajno nizi Mn, Ni, As i K, dok su
im koncentracije Co, Cu, Se, Pb, Na i Ca bile znacajno vise. Ova studija rasvetlila je do
sada nepoznat elementalni status Kusingovog sindroma, $to moze da pomogne u boljem
razumevanju ovog oboljenja nadbubrezne Zlezde.

Naime, uoc¢eno je da su se od mikrolemenata, Se, Zn i Ni izdvojili kao znacajni u
razdvajanju zdravog tkiva od svih obolelih, gde su Se i Zn bili znacajno nizi u zdravom
tkivu, dok je Ni bio visi. Cu, Se, Ni i As su se istakli u razdvajajnju svih uzoraka pune Kkrvi.
Uoceno je da su toksiéni Nii As bili vi§i kod obolelih u odnosu na kontrole u punoj krvi.

Uporednom analizom sadrzaja makroelemenata u uzorcima tkiva uoceno je da su
se K i Mg istakli u razdvajanju zdravih tkiva od svih obolelih. Analiza uzoraka Krvi
ukazala je na K, Ca i Na kao elemente koji su se izdvojili u razdvajajnju kontrolnin
uzoraka od uzoraka krvi paijenata.

Rezultati ove studije mogu naglasiti ulogu toksicnih i esencijalnin mikroelemenata
u oboljenjima nadbubrezne Zlezde. Analiticke tehnike koriS¢ene u cilju izrade doktorske
disertacije su uspesno optimizovane i primenjene u analizi humanog bioloskog materijala.
Takode, prikazane analize mogle bi da pruze novi uvid u molekulsku osnowvu
patofizioloskih promena koje proizlaze iz Stetnih dejstava ovih elemenata na strukturu i
funkciju nadbubrezne Zlezde. Ova disertacija moze poboljsati razumevanje uticaja
elemenata na nadbubrege i na nastanak nadbubreznih oboljenja. Stavise, treba uzeti u obzir
elemente koji su se istakli kao potencijalne uzrocnike oboljenja, kao 1 sprovesti dalje
studije u cilju detaljnijeg uvida u razli¢ita oboljenja nadbubrega.
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obpa3zay usjase o aymopcmay

M3zjaBa o ayTopcTBY

HNme u npe3ume ayropa Josana /1. Jaroauh

bpoj nnaexca AX01/2019

UsjaBibyjem

Jla je TOKTOpCKa JucepTaiija moj HacJI0BOM

MeTanomuka 6e HHTHUX 000/beH>2 HAOYOpesKHe JKIe31e

PE3YITAT CONICTBCHOT UCTPAKUBAYKOT pajia;

Jla McepTaiyja y UeIHHN HU Yy JIeJIOBUMA HHje Ouila mpeuioskeHa 3a CTULIAbe JIpyre
JUIIJIOME ITpeMa CTYMJCKUM IporpaMuMa JPYruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

Jla Cy pe3yiATaTh KOPEKTHO HaBEJIEHU U

Jla HACaM KpIMo/Jla ayTopcka MpaBa M KOPUCTHO/JIa MHTEIEKTyallHy CBOJUHY JIPYIUX
AUIA.

IMoTnuc ayropa

VY beorpany,
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obpazay usjase o UCMOBEMHOCMU WMAMNAHE U eIeKMPOHCKe 8ep3uje OOKMOopcKoe paoda

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOI pajaa

HNmMe u npe3ume ayropa Josana JI. Jaroauh

Bpoj ungexca JX01/2019

Cryaujckn nporpam _ Xemmuja

HacsaoB paga MeTtajomuka OeHHTHHX _ 000/beHa
HAZ0YOpe:KHe JKIe3ne

MenTopu mpod ap Jparan JI. ManojioBuh u

ap Aaexcanaap b. CrojcaB/beBuh

M3jaBipyjeM na je mrrammaHa Bep3dja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEpP3UjU KOjy caM Tpenao/la paaud ToxpamuBama y JIMTHTATHOM pemno3uTopujymy
YuuBep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Aa ce o0jaBe MOjH JIMYHHU TMOJAIIA BE3aHU 3a M0OUjame aKaJeMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HaykKa, Kao IITO Cy UME M Mpe3uMe, TOAWHA U MeCcTO pohema u aatym oadpaHe
pana.

OBHM JIMYHY TTOJAITY MOTY C€ 00jaBUTH Ha MPEKXHHUM CTpaHUIlaMa TUTUTAIHE OUOIHOTeKe,
y €JeKTPOHCKOM KaTajlory Wy nyoiukainujama YHuBep3utera y beorpany.
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VY beorpany,
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obpasay usjase

0 Kopuutherby U3jaBa o xopumhemy

OsnamhyjeMm YHuBep3utercky Oubmamorexy ,CBero3ap MapkoBuh® ma y JurutamHu
peno3uTopujym YHUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy TOKTOPCKY TUCEPTaIlHjy IO
HaCJIOBOM:

MeTanomuka 0e HUTHUX 000/be b2 HAI0yOpe:KHe xKJie3/e

KOja je MOje ayTOpcKo JIeo.

Jucepranujy ca CBUM MPHUIIO3UMaA TIPEIao/Ia caM y eIeKTPOHCKOM (POpMaTry MOTOJHOM
3a TpajHO apXUBHUPAILE.

Mojy JOKTOpCKy JAMCepTanujy TMoxXpameHy y JIUTUTaaTHOM — peno3uTOpHjyMy
YHuBep3urtera y beorpaay u IOCTYIIHY y OTBOPEHOM MPUCTYIY MOTY Jia KOPUCTE CBU
KOjU TIOWITYJy oapende caapkane y omaOpaHom Tumy nuineHie KpeatuBHe 3ajennuiie
(Creative Commons) 3a Kojy caMm Ce OJUTy4Ho/a.

1. Ayropcro (CC BY)

2. AyropctBo — Hexkomepijaao (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekomepiujaHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyropcTBO — HEKoMepIHjatHo — aeauTH mox uctum yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 0e3 npepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — menutu o uctum yciaosuma (CC BY-SA)
(Monumo /12 3a0KpY)KUTE caMO jeIHY O[] LIeCT MOHYyheHnX
muneHnn. Kparak onuc JUIEHIIH je CACTaBHU JICO OBE M3jaBe).
ITormuc ayropa

VY beorpany,
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1. AyropcrBo. /[03BOJbaBaTe YMHOXaBame, AUCTPUOYIIM]Y U jaBHO CAOMIITABAKE JIeNa,
U TIpepajie, ako ce HaBe/e MMe ayTopa Ha HauyuH oJpel)eH o/ CTpaHe ayTopa WM JJaBaola
JUIICHIIE, YaK U Y KoMepIirjaaHe cBpxe. OBo je Hajci10001HU]a OJ1 CBUX JIMIICHITH.

2. AyTOpCcTBO — HeKOMepuHjajaHo. /[03Bo/baBaTe yMHOKABaWkE, JUCTPUOYIIH]Y W JaBHO
caollITaBame Jea, U mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH ofpel)eH oJ] cTpaHe
ayropa wid faBaona JmneHne. OBa JHIICHIIA HE JO3BOJbaBa KOMEPUHjaTHY YIMOTpeOy
nena.

3. AyTOpPCTBO — HeKoMepuHujaano — 0e3 mnpepaaa. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame,
JMCTPUOYIM]y U jaBHO CaOIILTaBa€ Jiena, 0e3 mpoMeHa, MpeoOInKOBamba UITH YIoTpeoe
JieTia y CBOM JIelTy, aKO c€ HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oJpel)eH o]l cTpaHe ayTopa HIIn
naBaona jguieHie. OBa JUIEHIIa He JJ03BOJbaBa KOMEPIUjalIHy yroTpeOy aena. Y ogHocy
Ha CB€ OcCTaje JHUIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM c€ orpaHudaBa Hajpehu oOuM mpaBa
kopuihema Jena.

4. AyTOPCTBO — HEeKOMEPUHjaJHO — JeJHUTH IMOoJ HUCTUM YycjoBuma. J[o3BosbaBaTe
YMHOXaBame, AUCTpUOYIN]Y U jJaBHO CaoIlITaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBeJle UMe
ayTopa Ha Ha4uH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMILIEHIIE U aKo ce Impepajaa
qucTpuOyupa MOJ HCTOM WM CIWYHOM JjuieHioMmM. OBa JuUIleHIIa HE J103BOJbaBa
KOMEpLHMjaIHy ynoTpely jaena u mpepaja.

5. AytopcTtBo — 06e3 mpepaaa. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYLM]Y U JaBHO
caolllTaBame jJena, 6e3 npoMeHa, NpeodIuKoBamba UM yIoTpede Jesia y CBOM Jely, ako
ce HaBeJe MME ayTopa Ha Ha4YMH ojJpeheH o cTpaHe ayropa win aaBaoua juieHie. OBa
JUIEHIIA T03BOJhaBa KOMEPIIUjAIHY YIIOTpeOy Jerna.

6. AyTOpcTBO — [JeJIMTH MOA HCTHUM YycaoBuMa. Jl03BOJbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTpUOyIMjy U JaBHO caollllTaBame Jiefla, U Ipepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha
HauuH oJpeheH o]l cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIIEHIIE U aKo ce Ipepaja AucTpudynpa
MOJI UCTOM WJIM CITUYHOM JIHIIeHI[oM. OBa JIMIIEHIIa 103BOJbaBa KOMEPIIHjAIHY yIOTpeOy
nena u npepajga. CiandHa je coprBepcKUM JIMIIEHIIaMa, OAHOCHO JIMLEHIIaMa OTBOPEHOT
KOJIa.
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