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KONCENTRACIJA NITRITA U KRVI KOD OBOLELIH OD HIPOTIREOZE
KAO PARAMETAR ZA UVODENJE SUPSTITUCIONE TERAPIJE
Zoran Gluvié¢

REZIME

Uvod: Primarni hipotireoidizam je klinicki sindrom uzrokovan nedostatkom ili neadekvatnim
efektima tireoidnih hormona. Povecan rizik od nastanka ubrzane ateroskleroze kao i njene
ispoljenosti kod obolelih od primarnog hipotireoidizma moze se objasniti prisustvom
dislipidemije, dijastolne hipertenzije, povecane arterijske krutosti, endotelne disfunkcije, kao 1
stanjem hiperkoagulabilnosti i inflamacije niskog stepena. Kardiovaskularno ispoljavanje
ubrzane ateroskleroze kod obolelih od primarne hipotireoze se ogleda kroz povecan rizik od
koronarne bolesti 1 src¢ane insuficijencije, koje su opisane kod razli¢itog stepena ispoljenosti
hipotireoidizma i starosne dobi, prevashodno kada je nivo TSH >10mlU/ml. Smanjena
produkcija azot oksida (NO) se smatra potencijalno reverzibilnim uzrokom endotelne disfunkcije
u supklinickom i klinickom hipotireoidizmu. Sve promene u kardiovaskularnom sistemu u
stanjima hipotireoidizma se registruju u neleenom primarnom hipotireoidizmu, a vracaju se
delimi¢no ili potpuno na prethodno stanje nakon adekvatne supstitucije levotiroksinom. Nakon
dijagnostikovanja klinickog primarnog hipotireoidizma, odmah se pristupa tretmanu
levotiroksinom, dok je u sluc¢ajevima supklinickog hipotireoidizma tretman nedvosmislen kod
onih kod kojih se ocekuje korist (mlade osobe, planiranje trudnoce, trudnoca), kao i1 kod onih sa
nivoom TSH >10mIU/ml. Kod obolelih sa nivoom TSH izmedu 4 i 10mIU/ml, individualnim
pristupom se odreduje da li osobu treba tretirati ili ne, privremeno ili trajno. Prisustvo

dislipidemije moze biti jedan od razloga za uvodenje terapije levotiroksinom.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita da li koncentracija nitrita (NO2), stabilnog i
jednostavno merljivog metabolita NO, moze biti potencijalni dodatni parametar za uvodenje
terapije levotiroksinom kod hipotireoidnih, prevashodno supklinic¢kih ispitanika. Radna hipoteza
ove doktorske disertacije je bila: da li promena u koncentraciji NO2, kao pokazatelja
ateroskleroze, moze biti pouzdan dodatni kriterijum za uvodenje supstitucione terapije
levotiroksinom kod hipotireoidnih ispitanika. Stoga je u okviru ove doktorske disertacije merena

koncentracija NO2 u krvi obolelih od supklinicke 1 klinicke hipotireoze, kao 1 kod eutireoidnih



kontrola, a takode je analizirano da li postoji korelacija izmedu koncentracija NO2 i nivoa TSH i
fT4, nakon Cega je odredivan i uticaj supstitucione terapije kod tretiranih ispitanika sa

primarnom hipotireozom na koncentraciju NO2 u Kkrvi.

Materijal i metode: Studija preseka je sprovedena u KBC Zemun, Klinici za endokrinologiju,
dijabetes i poremecaje metabolizma, kao i na Institutu za nuklearne nauke ,,Vinc¢a” tokom 2013.-
2014. godine. Postujuci inkluzione i ekskluzione kriterijume, u studiju su ukljucene 82 ispitanice,
podeljene u dve grupe: hipotireoidna (44 ispitanice) i eutireodna (38 ispitanica). Grupa
hipotireoidnih ispitanica je podeljena na supklini¢ku i klini¢ku hipotireoidnu grupu, u svakoj
grupi su ukljuCene 22 ispitanice. Regrutovane ispitanice su podvrgnute antropometrijskim
(telesna tezina, telesna visina, indeks telesne mase), klinickim (sistolna 1 dijastolna arterijska
tenzija), a nakon jednodnevne pripreme, i laboratorijskim (TSH, fT4, lipidogram, glikemija,
HbAlc, C-reaktivni protein, NO2) merenjima. U grupi hipotireoidnih koje su podrvgnute
tretmanu levotiroksinom, po uspostavljanju laboratorijski eutireoidnog ranga TSH, ponovo je
odredivana koncentracija NO2 u krvi. Za potrebe procene kardiometabolickog rizika i korelacije
sa koncentracijama NO2, definisan je indeks metaboli¢kog opterecenja (IMO), predstavljen
slede¢im varijablama: BMI >25kg/m?, sistolni krvni pritisak >130mmHg ili dijastolni krvni
pritisak >90mmHg, HbalC >5,7% 1 trigliceridi >1,7mmol/L. Prisustvo makar dve od ukupno
cetiri moguce varijable, smatrano je postojanjem povecanog kardiometabolickog rizika u

ispitivanoj populaciji.

U obradi podataka koriS¢ene su adekvatne metode deskriptivne i analiticke statistike (za procenu
znacajnosti razlike i povezanosti). Ispitivanje prediktivnosti antropometrijskih, biohemijskih i
hormonskih varijabli za koncentraciju NO2 odredivano je multivarijjantnom linearnom

regresionom analizom. Nivo statisticke znac¢ajnosti je p<0,05.

Rezultati: U analizi pracenih antropometrijskih i klini¢kih parametara u ispitivanoj populaciji,
uocena je statisticki znacajna razlika u prosenim godinama Zivota medu ispitivanim grupama
(p=0,007), kao i indeksu telesne mase (p=0,006), dok statisticka znacajnost nije detektovana u
vrednostima za sistolni/dijastolni krvni pritisak. Medu prac¢enim biohemijskim parametrima,
statistiCka znacajnost je uocCena za nivoe glikemije (p<0,001), ukupnog holesterola (p=0,005),
HDL- holesterola (p<0,001) i LDL-holesterola (p<0,001), dok se nivoi HbAlc i triglicerida nisu

razlikovali izmedu ispitivanih grupa. Nivoi glikemije, HDL- i LDL-holesterola su statisticki



znacajno visi u grupama supklinicke i klinicke hipotireoze u odnosu na kontrole. Nivoi TSH i
fT4 se ocekivano razlikuju izmedu ispitivanih grupa (p<0,001), pri ¢emu su nivoi TSH statisticki
znacajno Vvisi, a nivoi fT4 znacajno nizi kod ispitanica sa supklinickom 1 klini¢kom hipotireozom
u poredenju sa ispitanicama kontrolne grupe. Takode, nivo TSH je statisticki zna¢ajno visi, a
nivo fT4 znacajno nizi kod ispitanica u grupi sa klinickom hipotireozom u poredenju sa
supklinickom hipotireoidnom grupom. Nije detektovana statisticki znacajna razlika u
koncentracijama NO2 i CRP izmedu ispitivanih grupa. Registruje se statisticki znacajna
korelacija koncentracija NO2 sa indeksom telesne mase (p=0,011), nivoom HbAlc (p=0,036),
kao i nivoom triglicerida (p<0,001). Multivarijantnom linearnom regresionom analizom
antropometrijskih, biohemijskih i hormonskih prediktora koncentracije NO2 u ispitivanoj

populaciji, nivo triglicerida je izdvojen kao jedini nezavisni prediktor (p<0,001).

Povecéan kardiometabolicki rizik u ispitivanoj populaciji, definisan kao IMO, je prisutan kod 21
ispitanice (20%), i to kod 9, 8 i 4 ispitanice u klinicki hipotireoidnoj, supklinicki hipotireoidnoj i
kontrolnoj grupi i statistiCki se razlikovao medu grupama (p<0,001). Kod ispitanica sa
povecanim metabickim rizikom koncentracije NO2 su znacajno viSe nego kod onih bez
naglasenog metaboli¢kog rizika (p=0,01). Prilagodavanjem koncentracije NO2 za IMO i godine
zivota, pokazana je statisticki znacajna razlika u koncentracijama NO2 izmedu populacije
obolelih od hipotireoze (supklini¢ka i klinicka hipotireoidna grupa) i populacije zdravih

(kontrolna grupa) (p=0,021).

Prose¢na duZina vremena primene levotiroksina do uspostavljanja laboratorijskog eutireoidizma
je bila 3 meseca u obe grupe i nije se statisti¢ki znacajno razlikovala. Prose¢na nedeljna doza
levotiroksina se razlikuje medu grupama tretiranith (p<0,001) i iznosila je 175ug u grupi
supklinicke hipotireoze, odnosno 525ug u klinickoj hipotireoidnoj grupi. Prose¢ne koncentracije
NO2 po uspostavljanju eutireoidnog nivoa TSH primenom levotiroksina se nisu statisticki
razlikovale u supklinickoj 1 klini¢koj hipotireoidnoj grupi u odnosu na inicijalne preterapijske

vrednosti.

Zakljucak: Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju na uticaj hipotireoidnih
stanja na biohemijske i inflamatorne aterosklerotske markere, kao i rane efekte supstitucije
levotiroksinom na koncentracije NO2, kao parametra endotelne funkcije u hipotireoidnim

stanjima.
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THE NITRITE CONCENTRATION IN THE BLOOD IN PATIENTS WITH
HYPOTHYROIDISM AS A PARAMETER FOR THE INTRODUCTION OF
SUBSTITUTION THERAPY
Zoran Gluvié

SUMMARY

Introduction: Primary hypothyroidism is a clinical syndrome caused by insufficiency or
inefficacy of thyroid hormones. Higher risk of atherosclerosis acceleration and extension could
be explained through the presence of dyslipidemia, diastolic hypertension, increased arterial
stiffness, endothelial dysfunction, as well with procoagulant and low-grade inflammation state.
Cardiovascular presentation of accelerated atherosclerosis in patients suffered of primary
hypothyroidism is coronary artery disease and heart failure independently of thyroid disease
severity and patients age, described especially in those with level of TSH >10mIU/ml. Decreased
nitric oxide (NO) production could be potentially reversible cause of endothelial dysfunction in
subclinical and clinical hypothyroidism.

Cardiovascular changes in treatment-naive hypothyroid patients are partially or completely
restored to previous condition after achievement of thyroxin-induced euthyroid TSH level. When
the overt hypothyroidism is diagnosed, thyroxin replacement therapy is immediately started. In
the cases of latent hypothyroidism, there is no doubt regarding the treatment of ones with
expected benefit (youngers, pregnancy) and with levels of TSH >10mlIU/ml. When the TSH is
4-10mlIU/ml, individual patient approach is advised whether to treat or not, either temporary or

permanent. Co-existance of dyslipidemia can alleviate initiation of thyroxin treatment decision.

The aim of this doctoral dissertation is to examine reliability of blood nitrite (NO2)
concentration, a stable and simply measurable of NO metabolite and marker of atherosclerosis,
as an additional parameter for thyroxin substitution initiation in hypothyroid patients, especially
latent ones. Thus, it is necessary to determine whether blood NO2 concentrations change can be
reliable additional parameter for thyroxin replacement initiation in hypothyroid patients. Hence,
blood NO2 concentration is measured in patients suffered from latent and overt hypothyroidism,
and euthyroid controls, then correlation between NO2 concentration and TSH and fT4 levels is
evaluated. Furthermore, an influence of thyroxin replacement on blood NO2 concentration in

primary hypothyroid patients is determined, too.



Material and methods: Cross-sectional study was performed in Clinical Hospital Centre
Zemun, Clinic of endocrinology, diabetes and metabolism disorders, and Institute “Vinca”
during 2013.-2014. According to inclusion and exclusion criteria, 82 female participants were
recruited and divided into two groups: hypothyroid, and euthyroid, consisted of 44, and 38
participants, respectively. Furthermore, hypothyroid group is subdivided into two subgroups-
latent (TSH 4-10mIU/ml, fT4 in reference range) and overt (TSH >10mIU/ml, fT4 <7,8pmol/L),
with 22 participants in both subgroups. Recruited participants were then undergone to some
anthropometric (body height, body weight, body mass index-BMI), clinical (systolic and
diastolic blood pressure) and laboratory measurements (blood TSH, fT4, lipids, glycaemia,
HbAlc, CRP, NO2). After thyroxin-induced euthyroid TSH level, blood NO2 levels were
repeatedly measured. For the cardiometabolic risk assessment and correlations with blood NO2
levels, index of metabolic burden (IMB) is defined. The IMB is consisted of: BMI >25kg/m2,
systolic blood pressure >130mmHg or diastolic blood pressure >90mmHg, HbAlc >5,7% and
triglyceride level >1,7mmol/L, where the presence of >2 indicated increased cardiometabolic
risk in observed population.

Obtained data were analyzed with appropriate methods of descriptive and analytical statistics.
The prediction value of anthropometric, biochemical and hormonal variables for blood NO2
concentrations was determined by using multivariate linear regression analysis model. Level of

statistical significance was set at p<0,05.

Results: The analyses of anthropometric and clinical parameters, show a statistically significant
difference in the mean age (p=0,007) as well as in BMI (p=0,006), but not in the values for
systolic and diastolic blood pressure between observed groups. Regarding to biochemical
parameters, statistically significant difference between groups was observed for glycaemia
(p<0,001), total cholesterol (p=0,005), HDL-cholesterol (p<0,001) and LDL-cholesterol levels
(p<0,001), but not in the cases of HbAlc and triglyceride levels.

The levels of glycaemia, HDL- and LDL-cholesterol were significantly higher in the hypothyroid
groups compared with controls. TSH and fT4 levels differed between groups (p<0,001), with
higher TSH and lower fT4 levels in hypothyroid groups compared with controls. Also, TSH
levels were significantly higher and fT4 levels significantly lower in overt hypothyroid group in
the comparison with latent hypothyroid group. There were no significant differences in the NO2

concentrations and CRP levels between groups. Statistically significant correlations were



detected between NO2 concentrations and BMI (p=0,011), HbAlc (p=0,036), and triglycerides
(p<0,001). The levels of triglycerides were designated as an independent predictor for NO2
concentrations by multivariate regression analysis model (p<0,001).

Increased metabolic risk, expressed through IMB, was registered in 21 (20%) participant: 9, 8
and 4 in overt hypothyroid, latent hypothyroid and control group respectively, and differed
between groups (p<0,001). NO2 concentrations were higher in the population with increased
cardiometabolic risk than in ones with no metabolic risk (p=0,01). After adjustment of NO2
concentrations for IMB and age, significant difference in NO2 concentrations between
hypothyroid patients and euthyroid controls was shown (p=0,021).

An average length of time for achievement of thyroxin induced euthyroid TSH range was 3
months, with no difference between treated groups. An average weekly dose of thyroxin was
175pg in latent hypothyroid and 525ug in overt hypothyroid group and differed between groups
(p<0,001). Mean NO2 concentrations measured after thyroxin induced achievement of euthyroid
TSH levels did not differ from initial, treatment-naive NO2 concentrations in latent and overt

hypothyroid group.

Conclusion: Results from this doctoral dissertation point out to the influence of hypothyroid
conditions on biochemical and inflammatory atherosclerotic parameters, and also determine
early effects of thyroxin replacement on NO2 concentration, as an endothelial function parameter

in hypothyroid conditions.

KEY WORDS: hypothyroidism, thyroxin, nitric oxide, triglyceride
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1. UVOD

1.1.1. Definicija, podela i epidemiologija hipotireoze

Hipotireoidizam je klini¢ki sindrom uzrokovan nedostatkom ili neadekvatnim dejstvom
tireoidnih hormona. Osnovna patofizioloska karakteristika je usporavanje prevashodno
oksidativnih metabolickih procesa. Hipotireoidizam se moze klasifikovati na osnovu vremena
nastanka (uroden i stecen), nivoa lezije (primarni, sekundarni, tercijarni i rezistencija na dejstvo
tireoidnih  hormona), kao i klinickog ispoljavanja (supklinicka i klinicka). Takode,
hipotireoidizam moze biti reverzibilan i permanentan, $to je od znacaja sa aspekta leCenja, jer
samo permanentni podleze supstituciji (1-5).

Supklini¢ki hipotireoidizam (skH) se definiSe kao prisustvo poviSenog nivoa
tireostimuliSu¢eg hormona (TSH) sa normalnim nivoom perifernih tireoidnih hormona (6, 7).
Prevalencija skH u opstoj populaciji je od 1 do 20% prema razli¢itim studijama (8-11). On je
prevashodno bolest zena, a u odnosu na godine Zivota, bolest sredovec¢nijih 1 starijih Zena. U
Vikamskoj studiji prevalencija skH je bila 10% u grupi Zena starosti od 55 do 64 godine uz nivo
TSH >6mIU/ml (12), u Framingamskoj studiji 13,6% kod Zena preko 60 godina Zivota uz TSH
>5mIU/ml (8), dok je u Kolorado studiji prevalencija iznosila oko 9% (9). Prevalencija skH u
reproduktivnom dobu je 0,5-5% (13). UopsSteno uzevsi, kod zena starosti >60 godina
prevalencija iznosi oko 15% (14). U odnosu na godine zivota, prevalencija skH je oko 4% u
populaciji dvadesetogodisnjakinja, odnosno oko 17% kod Zena u 65. godini Zivota. Kod

muskaraca u istim starosnim grupama, prevalencija je znacajno niza i iznosi 2%, odnosno 7%



(12, 15). Prevalencija skH u SAD je 4,3% prema NHANES III studiji (10), veca je kod crnaca
nego kod belaca, Sto ukazuje na ulogu nasleda i rase u pogledu sekrecije TSH. Razlog za ovako
sirok raspon prevalencija treba traziti u razlikama u godinama zivota, polu, indeksu telesne mase,
rasi, unosu joda hranom, ali takode i u razli¢itim grani¢nim vrednostima nivoa TSH (10).
Klinic¢ki hipotireoidizam (kH) se karakteriSe poviSenim nivoom TSH i snizenim nivoima
perifernih tireoidnih hormona. Prevalencija kH u neendemskim podrué¢jima je <1%, dok je u
endemskim >5% u odnosu na ukupan broj stanovnika. Zastupljenost kH u adultnoj populaciji

iznosi oko 2% kod Zena, odnosno 0,1-0,2% kod muskaraca (9, 16).
1.1.2. Etiologija i dijagnostika skH i kH

Uzroci nastanka skH i1 kH su identi¢ni. Oko 60-80% obolelih kako od skH, tako i kH, ima
pozitivna antitireoidna antitela, koja predstavljaju marker Hashimoto tireoiditisa. Relativno Cest
uzrok perzistentnog skH/kH je nedovoljno supstituisan kH, bilo zbog neadekvatne doze
levotiroksina (LT4), slabe komplijanse, interakcije sa lekovima ili usled neadekvatnog pracenja
lecenih (10). Ostali ¢es¢i uzroci primarnog skH/kH su: radioablativna terapija autoimune difuzne
strume, subtotalna tireoidektomija u lecenju difuzne ili nodozne strume, prekomerno unosenje
jodida, perzistentno povisen nivo TSH nakon subakutnog/bezbolnog/postpartalnog tireoiditisa,
stanja po zraCenju vrata (malignomi ORL regije i hematoloske bolesti). Redi uzroci su:
nedostatak jodida, genski poremecaji sinteze tireoidnih hormona, kao i infiltrativne bolesti
Stitaste zlezde (14).

SkH se mora razlikovati od ostalih uzroka poviSenog TSH: fizioloSkih, tranzitornih, ali 1
laboratorijskih (greska u merenju). Upravo zbog toga se savetuje ponovno odredivanje nivoa
TSH u krvi 3-6 meseci nakon inicijalnog merenja (14, 17, 18). Termin supklini¢ki oznacava
prisustvo bolesti bez klinickih simptoma, §to bi moglo odgovarati inicijalnoj fazi bolesti (14). U
takvim sluCajevima, dijagnoza je prevashodno biohemijska i bazira se na izuzetnoj osetljivosti
hipotalamo-hipofizno-tireoidne osovine. Promene serumskog TSH su logaritamske, dok su
promene slobodnog tiroksina (fT4 od engl. free thyroxine) semiaritmeticke. Svaka individua ima
specifican “setpoint” za hipotalamo-hipofizno-tireoidnu osovinu, koji je najve¢im delom
genetski predodreden (19). U odnosu na nivo TSH, formirane su dve podgrupe u okviru skH:

skH sa blago povisenim TSH (TSH <10mlU/ml, tj. 4,1-9,9mIU/ml), kao i skH sa znacajno



poviSenim TSH (TSH >10mIU/ml), pri ¢emu 75% obolelih od skH pripada podgrupi sa blago
povisSenim TSH (20).

Po svom toku skH mozZe biti progresivan i reverzibilan. Oboleli od ne-autoimunskog
tireoiditisa mogu ponekad imati povisen TSH, pri ¢emu se normalizacija njegovog nivoa,
ukoliko se desi, najéesc¢a javlja kod obolelih sa nivoom TSH od 4 do 8mIU/ml (21). Godisnja
stopa progresije u kH je oko 4%, prevashodno kod osoba Zenskog pola koje imaju pozitivna
antitireoidna antitela (22). Kod obolelih kod kojih je poviSen samo nivo TSH, ona iznosi 2 do
4%, odnosno 1 do 3% kod obolelih kod kojih je poviSen samo nivo antitireoidnih antitela (23).
Sli¢na stopa progresije skH u kH, od 3 do 6% godisnje se registruje kod obolelih od skH
uzrokovanog hirur§kom ili radioablacijom Stitaste Zlezde (22), dok je najve¢i rizik od progresije

prisutan kod trudnica sa autoimunskim hroni¢nim tireoiditisom (13).

Dijagnoza hipotireoidizma se postavlja laboratorijski, odredivanjem nivoa TSH i
perifernih tireoidnih hormona, a nakon toga se detektuje njegova etiologija. Inicijalni
dijagnosticki test za detekciju tireoidne disfunkcije je odredivanje nivoa TSH. Ukoliko je nivo
TSH povisen, pristupa se odredivanju nivoa perifernih tireoidnih hormona (najcesée fT4), koji
moze biti niskog, normalnog ili povisenog nivoa. Ukoliko je nivo fT4 nizak, onda govorimo u
primarnom kH, dok ukoliko je nivo fT4 u referentnom opsegu, onda se govori o primarnom skH.
Povisen nivo fT4 ide u prilog sekundarnom/tercijernom hipotireoidizmuili rezistenciji prema
tireoidnim hormonima. Nakon $to je definisan nivo lezije, sprovode se dodatne metode u cilju

utvrdivanja uzroka nastanka hipotireoidizma (24, 25).
1.1.3. Fizioloski efekti tireoidnih hormona na kardiovaskularni sistem (KVS)

Jedna od glavnih ,,meta“ aktivnosti tireoidnih hormona je KVS (26). Tireoidni hormoni
ostvaruju efekte na srce 1 krvne sudove klasicnim (genomskim) i negenomskim mehanizmima.
Nakon vezivanja trijodtironina (T3) za tireoidni nukleusni receptor indukuje se transkripcija
gena, koji enkodiraju strukturne i regulatorne proteine u brojnim celijama, ukljucujuci
kardiomiocite i glatke miSi¢ne celije krvnih sudova (27). Tabelom 1 prikazani su genomski efekti
tireoidnih hormona (28, 29).

Tireoidni hormoni direktno uti¢u na kontraktilnost miokarda preko transporta jona

kalcijuma (Ca?*) kroz Ca?*-ATP-aza sarkoplazmatski retikulum/fosfolamban sistem. T3
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stimulige produkciju Ca®*-ATP-aze sarkoplazmatskog retikuluma, dok istovremeno inhibira

ekspresiju fosfolambana. Sistolna kontraktilnost i dijastolna relaksacija zavise od koli¢ine

oslobodenog Ca*" i njegovog preuzimanja u sarkoplazmatskom retikulumu (28, 30).

Tabela 1. Genomski efekti tireoidnih hormona

POZITIVNA REGULACIA

NEGATIVNA REGULACIJA

Laki lanac a miozina

Tezak lanac  miozina

Ca”*-ATP-aza sarkoplazmatskog retikuluma

Fosfolamban

B1 adrenergicki receptor

Adenilil-ciklaza V i VI

Guanin-nukleotid-regulatorni proteini

al T3 receptor

Na'/K" ATP-aza

Na'/Ca’" izmenjivad

Voltazno-zavisni K* kanali

Negenomski efekti tireoidnih hormona ne zahtevaju vezivanje T3 za nukleusne receptore,
a obuhvataju transport jona (Na', K*, Ca?"), aminokiselina i glukoze preko éelijske membrane,
kao 1 uticaj na funkciju mitohondrija i razlicite signalne puteve u celiji (26, 29, 31). Ovi
negenomski efekti su odgovorni za akutnu promenu kardiovaskularnih (KV) parametara (27, 32).
Takode, T3 direktno deluje na glatke miSi¢ne ¢elije krvnih sudova u cilju promocije relaksacije
(33).

Rezultanta genomskih i negenomskih efekata tireoidnih hormona na KVS takode je i

povecanje udarnog volumena i sréane frekvencije, kao i relaksacija vaskularnog korita (26).

1.1.4. Klini¢ko ispoljavanje ateroskleroze (A) u skH i kH (dislipidemija,

kardio/cerebrovaskularne bolesti)

Normalni nivoi tireoidnih hormona su neophodni za odrzavanje normalne funkcije KVS
(34, 35). Znacajne promene u funkeiji 1 strukturi srca su detektovane kako u kH, tako i u skH

(20) 1 ispoljenost tih promena zavisi od tezine i trajanja tireoidne disfunkcije (26, 36-38).




Najvaznije KV promene kod hipotireoidnih bolesnika su:

a) povecana sistemska vaskularna rezistencija,

b) dijastolna disfunkcija,

c) smanjena sistolna funkcija i

d) smanjenje predopterecenja- dijastolnog opterecenja (engl. “preload”) (27).

Sistolna i dijastolna funkcija su smanjene u naporu i miru, §to znacajno smanjuje kvalitet
zivota obolelih (26, 36, 39). Jedan od najranijih odgovora KVS na primenu tireoidnih hormona je
smanjenje periferne vaskularne rezistencije, §to se registruje kod eutireoidnih eksperimentalnih
zivotinja nakon akutne primene LT4, a kod obolelih od hipotireoidizma nakon hroni¢ne

supstitucije (27).

Pove¢an KV rizik je opisan kod obolelih sa razli¢itim stepenima ispoljenosti
hipotireoidizma (14). On moze biti povezan sa povecanim rizikom od koronarne bolesti (KB) i
sr¢ane insuficijencije (SI) (40, 41). Poveéan rizik i mortalitet od KB opisani su i kod mladih
ljudi, prevashodno kod kojih je nivo TSH >10mIU/ml (41, 42). Sto se ti¢e SI, poveéan rizik je
registrovan kod obolelih od kH, kao i kod starijih bolesnika sa skH, kod kojih je TSH
>10mIU/ml (34-36).

Povecan rizik od ubrzanja i izraZenosti A kod obolelih od skH i kH moZe se objasniti
dislipidemijom, dijastolnom hipertenzijom, poveéanom arterijskom kruto$¢u, endotelnom
disfunkcijom (ED), kao i izmenjenom koagulabilno$¢u krvi i poviSenim nivoom C-reaktivnog
proteina (CRP) (20, 43). Smanjena produkcija azot oksida (NO) se smatra uzrokom ED u skH i
kH, koja je reverzibilna (44).

Sve promene koje se javljaju u KVS u sklopu nele¢enog hipotireoidizma, vracaju se

delimicno ili potpuno na predasnje stanje nakon supstitucije sa LT4 (28).
1.1.4.1. Supklinicka hipotireoza i kardiovaskularne bolesti (KVB)

Povezanost skH i KVB je jedna od najaktuelnijih tireoidoloskih tema. Uprkos
interesovanju, kontroverze i dalje postoje, kako u pogledu uticaja skH na KVB, tako i u pogledu

zapocinjanja supstitucije LT4 (45). Od posebnog znacaja je ¢injenica da je povecan rizik od KV



morbiditeta 1 mortaliteta zabelezen kod mladih osoba sa skH, tj. onih kod koji je nivo TSH

>10mIU/ml (41).

Studije koje su ispitivale vezu izmedu hipotireoidizma i razli¢itih pokazatelja A su
najveéim delom vezane za skH, obzirom na njegovu vecéu prevalenciju u odnosu na kH, $to je
ujedno i najvedi limitirajuci faktor ovih studija. Veliki broj ovih studija ukazuje na povecéan rizik
od A i KB kod obolelih od skH (46-48). S druge strane, postoje i one koje na to ne ukazuju (12,
49). Aktuelno, postoje tri gledista u pogledu povezanosti skH i KB: da povezanosti nema (50,
51), da povezanost postoji i da je posredovana dislipidemijom (52-55), odnosno, po tre¢em
gledistu, faktorima koji su nezavisni od dislipidemije (47, 56).

Vikamska studija (engl. Whickham) je kohortna studija iz 1977. godine, koja je
obuhvatila 2779 muskaraca i Zena u Engleskoj 1 predstavlja prvu studiju koja je ispitivala vezu
izmedu tireoidnog statusa i KVB. Od ukupnog broja ispitanika, 132 su imala skH i upravo su oni
i analizirani. Na inicijalnoj evaluaciji nije detektovana povezanost izmedu skH i ishemijske
bolesti srca ili ,,velikih elektrokardiografskih promena” kod ispitanika oba pola, ali je uocena
slaba povezanost sa ,minor elektrokardiografskim promenama” kod zena (57). Nakon
dvadesetogodiSnjeg pracenja, nije nadena povezanost izmedu inicijalne autoimunske
hipotireoidne bolesti (pozitivna antitireoperoksidazna (ATPO) antitela i TSH >6mIU/ml) i
ishemijske bolesti srca kao i mortaliteta medu ispitanicima oba pola (51). Medutim, reanalizom
ove studije, ukazano je na znaCajno viSe inicijalne vrednosti arterijskog pritiska, ukupnog
holesterola, LDL-holesterola (LDL-H) i homocisteina kod Zena sa skH, sa nivoima TSH 6-
15mIU/ml u odnosu na eutireoidne kontrole, kao i da skH, ipak, predstavlja znacajan rizik za

nastanak ishemijske bolesti srca (58).

Roterdamska studija (47) je sprovedena je 2000. godine, a obuhvatila 1149 Zena starosne
dobi >55 godina zivota. Ova studija preseka pokazala je da su ispitanice, nakon prilagodavanja
po godinama zivota, indeksu telesne mase, nivou HDL holesterola (HDL-H), arterijskom pritisku
i pusackom statusu, imale vecu prevalenciju radioloski potvrdene A aorte (OR=1,9; 95%CI=1,2-
3,1) i infarkta miokarda (OR=2,3; 95%CI=1,3-4,2) u odnosu na eutireoidne kontrole. Prisustvo
ATPO antitela dodatno je povecavalo odnos Sansi kako u pogledu aortne A (OR=2,2;
95%Cl=1,1-4,3), tako i infarkta miokarda (OR=3,5; 95%CI=1,7-7,4). Pored toga su ispitanice sa

pozitivnim ATPO antitelima, ali bez izmena u tireoidnoj funkciji, imale slicnu prevalenciju za
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aortnu A i infarkta miokarda u odnosu na eutireoidne kontrole sa negativnim ATPO antitelima.
Ova studija ukazuje da je izrazenost A prevashodno pod uticajem manjka tiroksina, a ne imunske
disfunkcije (59). Takode je i Roterdamska studija ukazala na odrzavanje povezanosti skH i
miokardnog infarkta po uspostavljanju kontrole nad rizicnim faktorima za KB (47), §to druge

studije nisu potvrdile (49, 51).

U studiji Imaizumija i sar. (6), koja je sprovedena na kohorti 2856 prezivelih od napada
atomskom bombom na Nagasaki, dokazana je povezanost skH i ishemijske bolesti srca,
nezavisno od rizi¢nih faktora za KB. Isto tako, nadena je povezanost skH sa blago povisenim
TSH (TSH <10mIU/ml), kao i porast ukupnog mortaliteta u Sestogodi$njem prac¢enju. To govori
u prilog direktnom ili indirektnom uticaju nelecenog, ¢ak i veoma blago povisenog TSH, na
nastanak fatalnog ishoda. Ova studija nije ukazala na postojanje veze izmedu skH 1
cerebrovaskularne bolesti. Poput longitudinalne analize Roterdamske studije, tako i analizom
studije Imaizumija i sar., ipak nije pokazana povezanost skH i KVB, ali je ukazano na povecan

rizik od KB u populaciji, prevashodno muskaraca, srednje zivotne dobi (6, 47, 60).

HUNT studija (engl. Nord-Trondelag Health Study) (61) je Norveska kohortna studija,
koja je obuhvatila 25000 ispitanika, je pokazala da je nivo TSH linearno i pozitivno korelisao sa

mortalitetom od KVB kod Zena, ali ne i kod muskaraca.

Baselton studija (engl. Busselton) (62), koja se sprovodi i dalje u Australiji, pokazala je
da sredovecni ispitanici sa skH, prosecne starosti 50 godina, imaju povecan rizik od KB tokom

dvadesetogodisSnjeg pracenja, nezavisno od prisustva ili odsustva autoantitela.

S’ druge strane, Studija KV zdravlja (63), sprovedena 1994. godine, a koja je obuhvatila
3678 ispitanika oba pola, nije pokazala razlike u prevalenci angine pektoris, miokardnog
infarkta, tranzitornih ishemijskih ataka, cerebrovaskularnog insulta ili periferne arterijske bolesti

izmedu grupe obolelih od skH i eutireoidnih kontrola.

EPIC studija (engl. European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) (64),

koja je sprovedena u Velikoj Britaniji, nije pokazala povecan rizik od KB kod obolelih od skH.

Mehanizmi koji objasnjavaju poveéan rizik od KVB kod obolelih od skH su tireoidna
autoimunost, dislipidemija i ED. Smatra se da kod obolelih od skH tireoidna autoimunost



uzrokuje inflamaciju, koja je uzrok koronarne stenoze (46, 65, 66). Medu najranijim
neinvazivnim pokazateljima zahvacenosti vaskularnog korita kod obolelih od skH, izdvaja se

povecanje brzine pulsnog talasa (67).

Pojedini autori smatraju da postoji relativno jasna povezanost izmedu skH i
aterosklerotske KVB, nezavisno od prisustva tradicionalnih faktora rizika (41). Takode, postoje
studije koje nisu nasle vezu izmedu dislipidemije i ishemijske bolesti srca kod obolelih od skH
(68, 69). Ipak, iako najveci broj studija povezuje dislipidemiju sa skH, nedoumice postoje da li je

ta povezanost rezultat dislipidemije uzrokovane skH ili nekim drugim faktorima (7).

Uprkos nepostojanju konsenzusa u pogledu povezanosti skH i dislipidemije, najveéi broj
istrazivaca smatra da ona postoji (70-72). U prilog tome govore i rezultati metaanaliza, kojima je
pokazano znacajno smanjenje ukupnog i LDL-H kod obolelih od skH koji su tretirani LT4 (68,
70).

Iako neki autori smatraju Lp(a) najvaznijim faktorom akceleracije A u skH (73, 74), ¢ini
se da su poviSeni nivoi Lp(a), kao posebno aterogene varijente LDL-H, viSe pod uticajem
nasleda nego samog skH, i ove povisene vredosti zajedno sa ostalim proaterogenim faktorima,
znacajno povecavaju rizik od KVB. Studijom Monzanija i sar. (77), koja je istrazivala vezu
izmedu skH i nivoa Lp(a), detektovani su poviSeni nivoi Lp(a) kod 33% obolelih od skH u
odnosu na 7% eutireoidnih kontrola. Ove poviSene vredosti nisu bile korigovane po
uspostavljanju eutireoidnog ranga TSH pod uticajem LT4 supstitucije. Sli¢ne zakljucke su dale i
druge studije (75, 76, 78), dok je studijom Yildirimkaya i sar. (74) dokazan pozitivan uticaj LT4

na nivo Lp(a).

Nestabilnost A plaka u skH, kao markera ubrzane A, moze uzrokovati prekomerna
aktivnost elemenata urodene imunosti. U prilog toj hipotezi su znacajno prisustvo makrofaga u A
plakovima obolelih od skH, povecana ekspresija NFkB, kao i poviSeni nivoi TNFa i matriksne
metaloproteinaze (MMP) 9, uz smanjenu zastupljenost intersticijalnog kolagena, §to sve zajedno
stvara uslove za inflamacijom uzrokovanu rupturu plaka. Supstitucija LT4 moZe doprineti

stabilizaciji plaka, najverovatnije putem inhibicije elemenata urodene imunosti (79).

Neinvazivni pokazatelj ispoljenosti A je debljina intima-medija kompleksa (DIMK) na

karotidnim aterijama (80, 81), ali i drugim arterijama, npr. femoralnim (82). Najces¢i pristup
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evaluaciji DIMK su karotidne arterije, zbog njihove lakSe dostupnosti i interpretacije nalaza.
Pokazano je da je DIMK znacajno veca kod obolelih od skH u odnosu na eutireoidne kontrole.
Nivo TSH dobro korelise sa DIMK i predstavlja znacajan prediktor varijacije prosecne DIMK. U
ve¢ ranije pomenutoj studiji Monzanija i sar. (77), Sest meseci nakon uspostavljanja stabilnog
laboratorijskog eutireoidnog stanja, DIMK je redukovana za oko 10%, a zavisila je od
apsolutnog smanjenja nivoa TSH i nivoa ukupnog holesterola. Prose¢na DIMK je dobro
korelisala sa lipidnim parametrima (ukupni i LDL-H, trigliceridi i Apo B), kao i godinama
zivota. Mizuma i sar. (83) su detektovali prisustvo jodotironin dejodinaze u humanim glatkim
misi¢nim celijama zida krvnih sudova (KS). Ovo ukazuje da glatke miSi¢ne celije, koje su u
kontaktu sa endotelnim ¢elijama, mogu biti target za delovanje tireoidnih hormona $to podrzava

hipotezu o direktnom uticaju nedostatka tireoidnih hormona na DIMK.
1.1.4.2. Klini¢ka hipotireoza i kardiovaskularne bolesti

U ranim autopsijskim studijama, prvo Vanhaelsta i sar. (84), a potom i Steinberga i sar.
(85), ukazano je na vecu izraZzenost A promena na koronarnim arterijama kod obolelih od

miksedema, posebno onih koji su uz to bili i hipertenzivni.

Klini¢ki hipotireoidizam je opSteprihvacen kao faktor rizika za aterosklerotsku KVB i SI
i on je sa KVB povezan prevashodno preko dislipidemije, hipertenzije i povecanja arterijske
krutosti (43, 86-88). Medutim, nedvosmislen dokaz o povezanosti kH i KVB, kao i u slu¢ajevima
skH, nedostaje (27). Ipak, PET studije, kojima je ispitivana potroSnja kiseonika od strane
miokarda kod obolelih od kH, su pokazale smanjenu miokardnu efikasnost u odnosu na

eutireoidne kontrole (89).

KH i tradicionalni KV faktori rizika. Postoje brojni dokazi koji potvrduju povezanost kH

sa tradicionalnim faktorima za nastanak i razvoj KVB, prevashodno u smislu akceleracije A.
Medu njima se izdvajaju izmene lipidnog profila (povisen nivo LDL-H), dijastolna hipertenzija,
izmena koagulabilnosti krvi i direktan efekat na glatke misi¢e krvnih sudova. Rizik se dodatno
povecava navikom puSenja i1 insulinskom rezistencijom, koji se sinergizuju sa postoje¢im

rizi€nim faktorima (43).

A. Lipidi. Povisen nivo ukupnog holesterola, LDL-H i apo B su dokazani u kH (59). Produzen

poluzivot LDL-H je rezulat smanjenog i usporenog metabolizma i ovaj mehanizam je
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reverzibilan delovanjem LT4 (90). Uz to, porast razgradnje LDL-H dejstvom LT4 posredovan je
povecanjem broja LDL receptora. Genetskim studijama na hipotireoidnim pacovima pokazano je
smanjenje nivoa mMRNK za LDL receptor za oko 50%, dok su molekularnim mapiranjem locirani
funkcionalnih TRE (od engl. Thyroid Horone Response Elements) u promoterskom regionu LDL
receptora (91, 92).

Verovatan mehanizam kako kH dovodi do povecanja aterogenosti cirkuliSuéih
lipoproteina je uslovljavanje njihovih kvalitativnin promena. Pokazano je da je LDL-H
prijemciviji za oksidaciju kod obolelih od kH, pri ¢emu se po uspostavljanju eutireoidnog stanja
pod uticajem LT4, to stanje normalizuje (93, 94). U odnosu na eutireoidne kontrole, kod obolelih
od kH su prisutni poviSeni nivoi Lp(a). Pojedine studije su pokazale pozitivan uticaj LT4

supstitucije na smanjenje nivoa Lp(a) (95, 96), ali ima i onih koje to nisu (78).

Povezanost kH 1 snizenith nivoa HDL-H i sledstveno povecanog rizika od A je
kontroverzna. Korekcija nivoa HDL-H pod uticajem LT4- po nekim autorima nije zna¢ajna (76),

dok po drugima jeste (97).

Proaterogeni uticaj kH dodatno ostvaruje preko redukcije Kklirensa hilomikronskih
ostataka (98), potom redukcije reverznog transporta holestrola smanjenjem aktivnosti holesteril-

ester transportnog proteina (99), kao i smanjenjem aktivnosti hepati¢ne- i lipoproteinske lipaze
(100).

B. Hipertenzija. Uzrokujué¢i dijastonu hipertenziju, kH povecava rizik od KVB, ¢ija je
prevalenca u kH oko tri puta veca nego kod eutireoidnih kontrola (14,5/5,5%) (101). Verovatan
mehanizam nastanka arterijske hipertenzije, kako dijastolne tako i sistolne, je porast periferne

vaskularne rezistencije, kao i arterijske krutosti (41, 101).

C. Pusenje. Poznat je sinergisticki efekat duvana i1 kH. PuSaci koji boluju od kH imaju poviSene
nivoe ukupnog i LDL-H, veée skorove na upitnicima za ispitivanje ispoljenosti klinickih

simptoma H, kao i poviSene nivoe kreatin-kinaze u odnosu na nepusace sa kH (102).

D. Ostali faktori rizika za KVB. Poviseni nivoi homocisteina i CRP se ¢esto povezuju sa kH
(103, 104). PoviSene vrednosti homocisteina se normalizuju po uspostavljanju eutireoidnog

ranga TSH (105), dok se povisen nivo CRP normalizuje u obolelih od kH (104), ali ne 1 kod

10



obolelih od skH (66). Hiperhomocistinemija doprinosi A stimulacijom oksidacije LDL-H,
favorizovanjem ED i vaskularnim o$teenjem endotelnih cCelija (106). U pogledu
prokoagulacionih uticaja kH, rezultati su kontradiktorni. Cini se da u skH postoji sklonost ka
trombofiliji 1 sledstvenom povecanju rizika od tromboze koronarnih arterija i AIM, dok u kH

postoji povecana tendencija nastanka hemoragijskog sindroma (107, 108).
1.2.1. Sintetaze azot oksida (NOS od engl. Nitric Oxide Synthase)

NO produkuju familije enzima koje se zovu NOS, prvobitno otkrivene 1989. godine.
Izmedu 1991. i 1994. godine klonirane su tri izoforme NOS-a: neuronalna, endotelna i
inducibilna, koje predstavljaju produkte najmanje tri razli¢ita gena (109-112). Postoji 51-57%
homologije izmedu NOS sisara i ljudi. NOS moze produkovati NO, superoksid anjon ili
peroksinitrit (113). Sve tri izoforme NOS su ekspirimirane u KV tkivu, a medusobno se razlikuju

po svojoj ekspresiji i aktivnosti, kao i u zavisnosti od kalcijuma (114-117).
NOS se mogu podeliti na dve funkcionalne klase:

a) konstitutivne NOS (neuronalna NOS — nNOS i endotelna NOS — eNOS)
b) inducibilna NOS (iNOS)

Aktivnost konstitutivnih NOS je zavisna od intracelijske koncentracije kalcijuma, za
razliku od iNOS koji je ¢vrsto vezan za kalmodulin (K) i tako stalno aktivan, nezavisno od

koncentracije kalcijuma u ¢eliji (118-120).

NNOS (neuronalna ili tip 1 NOS) je NOS vezana za neurone centralnog i enteralnog

nervnog sistema.

INOS (inducibilna ili tip 2 NOS) je eksprimirana u endotelu, epitelu, hepatocitima,
hondrocitima i zapaljenskim ¢elijama. iNOS je jedan od od glavnih medijatora inflamacije. U
fizioloSkim uslovima iNOS nije eksprimiran u srcu (114). Prisutan je u brojnim patofizioloskim
stanjima, gde razliciti faktori indukuju njegovu ekspresiju, poput citokina, gojaznosti (121),
slobodnih masnih kiselina (122), hiperglikemije, endotoksina i oksidativnog stresa (114, 123).
iNOS je predominantno lokalizovana u citosolu. Njen afinitet za Ca** je veoma visok, te je

aktivna 1 pri bazalnim nivoima intracelijskog kalcijuma (114, 124). Kada je iNOS eksprimirana u
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KVS, moze biti lokalizovana u kardiomiocitima (125), makrofagima (125), kao i endotelnim i

glatkim misi¢nim ¢elijama krvnih sudova (126).

Za razliku od eNOS, iNOS je prevashodno transkripciono regulisana, te se normalno ne
produkuje u veéini ¢elija (127). Aktivnost iNOS, kao i ostalih NOS, zavisi od raspolozivosti
arginina, njegovog transporta i potrosnje (128, 129). Povecana ekspresija iNOS je povezana sa
A, kao 1 smanjenom ekspresijom eNOS u endotelnim ¢elijama koje prekrivaju ateromatozne
plakove (130, 131). Povecana aktivnost iINOS je prisutna u svim bolestima u kojima ima
inflamacije (123, 132).

eNOS (endotelna ili tip 3) je konstitutivni enzim, primarno lokalizovan unutar kaveole
plazma membrane endotelnih ¢elija KS (133, 134). eNOS je neophodna za bazalne fizioloske
procese u KVS, a njena aktivnost moze biti 1 pod uticajem razli¢itih stimulansa (135). Kada je
neaktivna, eNOS je vezana za kaveolin 1, koji ometa njeno vezivanje za K. Povecanjem
koncentracije intraéelijskog Ca®", sledi uklanjanje kaveolina 1 iz kompleksa sa eNOS. Potom se
eNOS vezuje za K i tako aktivira (114, 136, 137). eNOS zahteva viSu koncentraciju
intracelijskog Ca** za razliku od iNOS (138).

Pozitivni efekti eNOS su: promocija vazodilatacije uzrokovane relaksacijom glatkih
miSiénih Celija zida KS, sprecavanje proliferacije glatkih miSiénih ¢elija, kao 1 smanjenje
adhezivnosti trombocita. Pored toga, eNOS deluje antiinflamatorno (smanjuje adhezivnost
leukocita za zid KS), antioksidativno (lokalno uklanja slobodne kiseoni¢ne radikale (ROS; od
engl.Reactive Oxygen Species), kao i antifibroticno (pri normalnom nivou NO sniZzen je nivo

matriksne metaloproteinaze). UopSteno govore¢i, eNOS ima antiaterosklerotsko dejstvo (139,
140).

1.2.1.2. Produkcija i mehanizam delovanja NO

NOS funkcioniSe kao dimer, sastavljen iz dva razli¢ita monomera, koji se strukturno 1
funkcionalno mogu podeliti na C terminalni- reduktazni i N terminalni- oksigenazni monomer.

N-terminalni oksigenazni domen ima vezna mesta za hem, tetrahidrobiopterin (BH4) i L-arginin,
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Slikal.  Shematski prikaz mehanizma nastanka NO pomoéu enzima NOS i njenih

kofaktora

NO-azot-monoksid; NOS- NO-sintaza; e- elektroni;NADP- nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat; FMN/FAD- flavin mononukleotid/flavin adenin dinukleotid:;
BH,- tetrahidrobiopterin; Fe- hem gvozde; Ca’*- joni kalcijuma; O,- kiseonik
[preuzeto iz Sudar i sar. (143)].

dok C-terminalni reduktazni domen ima vezna mesta za flavin adenin dinukleotid (FAD), flavin
mononukleotid (FMN), kao 1 nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH). Izmedu domena
se nalazi vezno mesto za kalmodulin (115, 141, 142, 143) (Slika 1.).

Dimerizacija NOS pocinje vezivanjem hema. Za takav Hem-NOS dimer se vezuje BH4,

koji ga ¢ini stabilnim (141, 142). Pretpostavka je da kofaktor BH4 vrsi alosteriénu promenu

kojom se stabilizuje aktivna dimerna forma NOS, redukuje NOS pri stimulaciji i tako aktivira
(144-145). U nedostatku ili oksidaciji BH4, NOS produkuje pre superoksid nego NO. To stanje

se naziva funkcionalna razgradnja NOS (engl. ,,NOS uncoupling®) (146).
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NADPH donira elektron reduktaznom domenu NOS, a potom se transfer elektrona dalje
nastavlja preko FAD i FMN redoks nosaca ka oksigenaznom domenu, a zatim interreaguju sa
hemom i BH4 na aktivnom mestu, gde se katalizuje reakcija kiseonika sa L-argininom. Da bi
uopste postojao transfer elektrona kroz reduktazni domen NOS, neophodno je prethodno
vezivanje Ca®* za K. Produkti reakcije kiseonik i L-arginin su ekvimolarne koncentracije L-
citrulina i NO (147).

Mehanizmi delovanja NO (Slika 2). Produkovan NO moze delovati u ¢eliji, ali isto tako

moze lako difundovati do ciljnog molekula ili ¢elije, u blizini ili udaljeno (parakrini i endokrini
efekat). NO ima kratak poluzivot, oko 10 sec., Sto znacajno limitira njegove udaljene endokrine
efekte (124, 134, 147). NO produkovan u digestivnom traktu ne moze delovati u centralnom
nervnom sistemu (148). Ovaj veoma reaktivni slobodni radikal sa nesparenim elektronom,
zahvaljujuéi osobinama hidro- i liposolubilnosti, slobodno difunduje u ¢éelije i stupa u interakciju
sa brojnim ciljnim molekulima, poput kiseonika, ostalih radikala, proteina sa tiol-grupom, kao i
metalima, npr. gvozdem (149). Interakcija sa kiseonikom omogucuje nastanak nitrita (NO2) i
nitrata (NO3), $to inaktivira molekul NO. Nadalje, NO se moZe jediniti sa ostalim reaktivnim
molekulima, kao npr. sa superoksid anjonom (O2-) i formirati druge reaktivne molekule, poput
peroksinitrita, azot IV oksida i sl., koji oSteCuju tkiva, ali i interreagovati sa metalima,
formiraju¢i komplekse koji aktiviraju ili inaktiviraju enzime. Kada je produkcija NO veoma
visoka, brojni enzimi mogu biti inhibirani u reakciji sa NO (npr. RNK reduktaza, dehidrogenaza,
citohrom P450. Inhibicija pomenutih, ali i brojnih drugih enzima, smatra se mehanizmom kako
NO produkovan posredstvom utiucaja citokina moZze inhibirati rast ¢elija meta, bilo da se radi o

mikroorganizmima, tumorskim ¢elijama ili limfocitima (149, 150).

U osnovi, NO svoje efekte ostvaruje preko najmanje dva razli¢ita puta. Prvi put je je
vezan za produkciju ciklicnog guanozin monofosfata (¢cGMP). U glatkim miSi¢nim ¢elijama KS
NO aktivira guanilatnu ciklazu, koja povecava nivo cGMP, koji aktivira protein kinazu G (PKQG)
i fosfodiesteraze regulisane cGMP-om. Aktivacija NO/cGMP/PKG puta dovodi do relaksacije
glatkih miSi¢nih ¢elija 1 dilatacije KS na rac¢un smanjenja koncentracije intracelijskog Ca®* (151-
153). Pored toga, povisen nivo cGMP dovodi i1 do sprecavanja agregacije trombocita i adhezije

leukocita za endotel (154).
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Slika2.  Shematski prikaz mehanizma delovanja NO naglatke miSi¢ne ¢elije krvnih
sudova
NO-azot-monoksid;eNOS-  endotelna  NO-sintaza;sGC-  solubilna  guanilat
ciklaza;GTP- guanozin trifosfat; cGMP- cikli¢ni adenozin monofosfat;PKG- protein
kinaza G; Ca’*- joni kalcijuma; L-arg- L-arginin [preuzeto iz Sudar i sar. (143)]

P.pns SouAly p17,

Drugi put delovanja NO, koji je cGMP nezavisan, predstavljen je aktivacijom adenilatne
ciklaze i sledstvenog povecanja nivoa cikli¢nog adenozin monofosfata (cAMP), koji potencira

kontraktilnost miokarda (155).

U slucaju povecane produkcije NO, ne treba zanemariti 1 neke druge njegove cGMP
nezavisne efekte — mogucnost reagovanja kao slobodnog radikala (156), mogucénost aktivacije

nekih drugih enzima, npr. ciklooksigenaze, koja omogucuje sintezu eikosanoida (157).

1.2.1.3. Fiziolo§ka uloga NO

NO je otkriven kao relaksator krvnih sudova poreklom iz endotela (EDRF; od engl.
Endothelium-Derived Relaxing Factor)(151, 158-160). NO je uklju¢en u razli¢ite fizioloske i
patofizioloSke procese. lako se ¢esto predstavlja kao visoko reaktivan i toksican, NO je uopSteno
uzeto manje reaktivan od molekularnog kiseonika (148). U fizioloskim uslovima se primarno
sintetiSe u endotelnim celijama KS, gde ima ulogu u odrzavanju KV homeostaze (158-160).
NaruSena ravnoteza izmedu vazodilalatornih (predominantno NO) 1 vazokonstriktivnih
endotelnih faktora predstavlja ED, koja je u osnovi brojnih KV, ali i drugih sistemskih bolesti. Sa

aspekta NO, karakteriSe se njegovom smanjenom sintezom, oslobadanjem ili aktivno$¢u (156).
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Glavni izvor NO u srcu u fizioloSkim uslovima je endotel koronarnih KS. Odatle NO difunduje u
kardiomiocite i tako ostvaruje parakrine efekte (161). Inace, u kardiomiocitima pretkomora i
komora su eksprimirane sve tri izoforme NOS (162). Od ostalih tkiva, znacajna produkcija NO
se zapaza u jetri, posebno u patofizioloskim uslovima, poput endotoksi¢nog i hemoragijskog
Soka, hepatitisa, fenomena ishemija-reperfuzija ili sepse, kada je zna¢ajno naglasena ekspresija
INOS. Obzirom na visok nivo produkcije NO posredovan iNOS-om (i do 1000 puta veca
produkcija od eNOS), pored regulatorne i efektorske uloge u inflamaciji i infekciji, tako visok
nivo NO moze dovesti i do oste¢enja brojnih tkiva, posebno jetre (163-165). Aktivacijom iNOS
povecava se koncentracija NO sve do razgradnje samog enzima (166). Razlog zaSto visoke
koncentracije NO imaju $tetne efekte lezi u ¢injenici da NO moze reagovati sa superoksidnim
anjonima i dovesti do nastanka visoko ROS (167), a na nivou KVS delovati negativno inotropno
(168). Sa druge strane, u slucaju kada nedostaje L-arginin kao supstrat, naruSava se normalna
aktivnost iNOS, koji po¢inje da stvara ROS, predominantno superoksidni anjon (169). Nadalje,
ve¢ stvoreni visoko reaktivni NO lako stupa u reakcije sa ROS. U takvoj interakciji sa
superoksidnim anjonom nastaju intermedijerni produkti, ¢esto mnogo reaktivniji od samog NO,

kao $to je npr. pomenuti peroksinitrit (170).

NO kao produkt eNOS je niskih kocentracija, a odrzava krvni pritisak, inhibira agregaciju
trombocita i adheziju leukocita. Pored uloge u regulaciji vaskularnog tonusa i remodelovanja
vaskulature, eNOS NO ima i ulogu u angiogenezi (171), kao i endogenog beta blokatora —
sprecava hipertrofiju, a uti¢e na vazodilataciju i neoangiogenezu (172). U sréanim bolestima je
detektovano znacajno smanjenje ekspresije 1 aktivnosti eNOS u miokardu (173). Endotelni NO
ima dvostruku ulogu u procesu A (174). Visok nivo NO, produkovan od strane iNOS endotelnih
¢elija 1 makrofaga, moZe biti uzrok oStecenja endotela. Pored toga, visok nivo NO moZe stupiti u
interakciju sa superoksidom i formirati peroksinitrit. Nadalje, peroksinitrit moZe oksidovati BH4,
smanjiti njegov nivo neophodan za funkciju eNOS i tako dovesti do promene u funkciji eNOS iz
enzima koji produkuje NO u enzim koji produkuje superoksid. Tako NO moze imati anti- i

proaterogene karakteristike (170, 173, 175).

NO kao produkt nNOS stimulise motilitet digestivnog trakta, deluje kao neurotransmiter i

inhibira sekreciju insulina (176).
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NO kao produkt iNOS, ¢ija je produkcija znacajno vecéa od produkcije indukovane
konstitutivnim NOS, uti¢e na imunost domacina, inflamaciju i nastanak bola, dovodi do

ostecenja pojedinih tkiva, inhibira sekreciju insulina i indukuje apoptozu (176).

Fizioloske ,mete” za delovanje NO su mitohondrije (177). NO uti¢e na funkciju
mitohondrija tako Sto se veze za citohrom ¢ oksidazu, koja je terminalni akceptor elektrona u
mitohondrijalnom transportnom lancu u kompeticiji sa kiseonikom. Vezivanjem NO za citohrom
¢ oksidazu, pokrecu se brojni intracelijski dogadaji, ukljucujucéi i1 stvaranje ROS, koji su

generatori potencijalnih Stetnih efekata, prevashodno u uslovima hipoksije (178-181).

NO, kao glavni medijator endotel-zavisne vazodilatacije, ima znacajne antiinflamatorne i
antitromboti¢ne karakteristike, koje ukljucuju inhibiciju adhezije leukocita, adhezije i agregacije
trombocita, kao i ekspresiju inhibitora aktivatora plazminogena 1 (PAI 1; engl. Plasminogen

activator inhibitor 1), koji ima protromboti¢ne karakteristike (182).
1.2.1.4. Hipotireoidizam i NO

Eksperimentalni dokazi. Prisustvo hipotireoidizma kod pacova smanjuje presorne efekte

nastale nakon akutne inhibicije NO i kratkotrajno sprec¢ava hipertenziju uzrokovanu hroni¢nom
primenom inhibitora NO, N-nitro-L-arginin metilestar (L- NAME), ali ne dovodi do dugoro¢nog
sprecavanja hipertenzije (183). NO puferuje prohipertenzivne efekte tireoidnih 1 drugih
vazokonstriktornih hormona. Bolesti koje su povezane sa smanjenjem produkcije NO, mogu biti
znacajno pogorsane u uslovima viska tireoidnih hormona. Stoga se smatra da je deficit NO veza

sa metabolickim 1 KVB, prevashodno hipertenzijom (184).

Kod pacova, hipotireoidizam je povezan sa znaCajnim padom senzitivnosti na
vazokonstriktore, prevashodno na simpati¢ke agoniste. Pored toga, smanjena je kako endotel-
zavisna, tako i vazodilatacija uzrokovana donatorima NO (185). Poznato je da endotelne ¢elije u
kulturi izloZene prilivom krvi, kao 1 KS koji su hroni¢no izloZeni pove¢anom protoku, pokazuju
povecanu endotel-zavisnu vazodilataciju, kao 1 povecanu aktivnost i/ili ekspresiju NOS (186-
188). Stres uzrokovan prilivom krvi reguliSe ekspresiju NOS (187). Stoga u stanjima koja su
pracena hiperdinamskom cirkulacijom (sideropenijska anemija, ciroza jetre), dolazi do povecanja
ekspresije/aktivnosti konstitutivne NOS (189). U hipotireoidizmu je detektovana smanjena NOS

aktivnost u aorti i bubreznim KS, a takode i smanjena endotel-zavisna vazodilatacija (190-193).
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Takode, nije nadena povisena aktivnost NO u preparatima KS hipotireoidnih pacova (185, 194).
Propiltiouracilom indukovana hipotireoza kod pacova je povezana sa znaCajnim smanjenjem

genske ekspresije NOS, ali i njenom normalizacijom nakon primene LT4 u hrani (195).

Aktivnost NOS je veoma heterogena u tkivima hipotireoidnih pacova, bilo zbog promene
u ekspresije razli¢itih izoformi NOS, bilo zbog promene u aktivnosti NOS na subéelijskom
nivou. U sréanim komorama je NOS aktivnost poviSena, a u aorti snizena, Sto bi moglo biti
objasnjenje za povecanu perifernu rezistenciju i sledstvenu sklonost hipertenziji (196). Pokazano
je da je kod hipotireoidnih pacova ekspresija/aktivnost mitohondrijalne NOS jetre i skeletnih
misi¢a povisena i da inverzno koreliSe sa nivoom serumskog T3. Takode, kod istih pacova je
pokazana smanjena genska transkripcija NOS u supraoptickim i paraventrikularnim jedrima

hipotalamusa (197).

Blag hipotireoidizam kod pacova indukuje progresiju ED uzrokovane smanjenjem NO,
koja je nastala kao posledica povecanog oksidativnog stresa. Pored toga, detektovano je kako

povecanje ekspresije, tako i aktivnosti iNOS, koja uslovljava povecanje produkcije superoksida
(198).

Klinicki dokazi. Ekspresija eNOS u tireoidnim folikularnim ¢elijama 1 varijacije u njenoj

imunoreaktivnosti ukazuju na moguc¢u ulogu NO u rastu 1/ili funkeiji tireocita. Kod obolelih od
hipertireoidizma, ekspresija mRNK eNOS u endotelnim i u folikularnim tireoidnim ¢elijama
znacajno je veca nego kod eu- ili hipotireoidnih (199, 200). U uslovima hroni¢ne deficijencije

NO, nema promene u nivoima tireoidnih hormona (200).
1.2.2. NO3 i NO2/NO

Pored produkcije NO zavisnog od NOS, otkrivena je produkcija NO iz anjona NO2, koja
je NOS nezavisna. Smatralo se da su NO2 relativno stabilni zavr$ni produkti metabolizma NO i
da nemaju znacajnu bioloSku ulogu. Medutim, NO2 se u organizmu mogu reciklirati u NO
enzimskim i ne-enzimskim putevima, zbog ¢ega se zovu endokrinim rezervoarom NO (201-204).
Ne-enzimski mehanizmi redukovanja NO2 u NO su promena pH i kiseoni¢nog gradijenta, dok su
enzimi koji katalizuju konverziju NO2 u NO: ksantin oksidoreduktaza, aldehidoksidaza,

mioglobin, hemoglobim i citohrom ¢ oksidaza (205). Cirkulisu¢i NO2 se mogu, pored eNOS/NO
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puta, produkovati iz NO3 unetih hranom 1 oni se najve¢im delom konvertuju u NO2 preko

entero-salivarnog puta (201, 202, 206, 207).

I NO3 i NO2 mogu nastati iz endogenih i egzogenih (dijetarnih) izvora. Primarni
endogeni izvor produkcije NO3 i NO2 je L-arginin/NOS/NO put. Na taj nacin nastali NO se brzo
oksiduje u krvi i tkivima u NO3 i NO2. NO reaguje sa oksihnemoglobinom u eritrocitima i nastaje
NO3 i methemoglobin, a u plazmi sa ceruloplazminom i kiseonikom uz bakarne oksidaze
formira NO2 (207-209). Egzogeni (dijetarni) izvori znac¢ajno doprinose nivou cirkulisu¢ih NO3 i
NO2. Glavni dijetarni izvori NO3 su zelenolisno (zelena salata i spanac) i korenasto povrée
(202). Ove namirnice sadrze vise NO3 nego $§to se moze endogeno produkovati tokom celog
dana. lako su nivoi NO3 u pijacoj vodi u nekim zemljama zakonom regulisani, oni mogu biti
znacajno prisutni u vodi 1 biti izvor NO3 (210, 211). NO2 se u hrani nalaze kao aditivi 1
prezervativi (prevashodno u mesu i1 preradevinama) zbog sanitarnih razloga i poboljSanja
organolepti¢kih svojstava. Priblizno polovina plazmatskog nivoa NO2 je porekla dijetarnih NO3,
a druga polovina je nastala oksidacijom endogenog NO (205, 210, 212). Normalni nivoi NO3 u
plazmi su 20-40umol, a NO2 znatno nizi — 50-300nmol (206, 209, 213, 214). U uslovima
povecane aktivnosti eNOS (npr. u fizickoj aktivnosti), kao i povecane aktivnosti iNOS (npr.
ozbiljni gastroenteritis, sepsa), znatno se povecavaju nivoi NO3 i NO2 (207, 215). Medutim, u

uslovima ED i sledstveno sniZzene aktivnosti eNOS, nivoi NO3 i NO2 su snizeni (216).

Enterosalivarna cirkulacija. Bioaktivacija NO3 iz dijetarnih i endogenih izvora zahteva
njihovu inicijalnu redukciju u NO2. Konverzija dijetarnih NO3 u NO2 i NO je proces u
digestivnom sistemu, koji je prvi put opisan 1994. godine (204, 217). NO3 se iz cirkulacije, bilo
da su nastali endogeno ili se uneti hranom, apsorbuju iz digestivnog trakta u krv, koncentriSu u
pljuvacci do visokih koncentracija (niske mmol koncentracije) pomocu pljuvaénih Zlezda. Ovo je
tzv. enterosalivarna cirkulacija NO3. Do sada nije poznato zbog Cega se NO3 ekskretuju i
koncentrisu u pljuvacci (218, 219). U usnoj duplji, komensalne bakterije, koje poseduju NO3
reduktazne enzime, konvertuju NO3 u NO2, koji potom bivaju progutani i dospevaju u Zeludac.
Redukcija NO3 u NO2 se, pored Zeluca 1 u usnoj duplji, odvija 1 na povrSini koze, debelom
crevu, kao i urinu (218, 220-222). Deo tih NO2 se neenzimski (protonovanjem ili redukcijom),
pomocu hemoglobina (223), askorbata (224), polifenola (225), ksantinoksidoreduktaza (226),
protona (204), kao i mioglobina (227) konvertuje u NO. Ova reakcija zavisi od niskog pH
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zeluda¢nog soka i moZe biti znacajno limitirana upotrebom lekova, poput inhibitora protonske
pumpe (204). Ovako produkovan NO u Zelucu ima antimikrobne karakteristike, odrzava
mukozalni krvotok i povec¢ava lokalnu produkciju sluzi (219, 228, 229). Pored korisnih, postoje 1
neki Stetni efekti, kao npr. produkcija nitrozamina, Koji se povezuju sa kancerogenezom (228,
230). Drugi deo NO2 se apsorbuje u proksimalnim partijama digestivnog sistema, a potom se
dalje moze redukovati u NO u sistemskoj cirkulaciji pomoc¢u neenzimske ili enzimske redukcije,
posebno u hipoksi¢nim uslovima. Stoga se NO3/NO2/NO put smatra komplementarnim L-
arginin/NOS/NO putu u uslovima hipoksije, ali i kompenzatorno adaptivnim u prisustvu
oksidativnog stresa i1 ishemije, kada je aktivnost NOS snizena (181, 205, 231, 232). Jos uvek se
ne zna koji je to parcijalni pritisak kiseonika, pri kom se prelazi iz jednog puta produkcije NO u

drugi (201), $to navodi na pretpostavku da je produkcija prakti¢no zavisna od koncentracije NO2
(209, 233, 234).

1.2.3. Endotelna disfunkcija, ateroskleroza i hipotireoidizam

Parcijalni ili kompletni gubitak balansa izmedu vazodilatatora 1 vazokonstriktora,
inhibitora ili promotora rasta, pro- i antiaterogenih, kao i pro- i antikoagulantnih faktoramoze se
definisati kao ED. Produkcija NO u ED je smanjena i sveukupno doprinosi povecanom KV
riziku, 1ako je ED rani dogadaj u procesu A (239-241). ED je povezana sa godinama Zivota,
menopauzom, kao i puSenjem (242). Isto tako, ED predstavlja rani nalaz kod obolelih od
dijabetesa, hipertenzije, SI, gde nastaje kao posledica lokalnog efekta formiranih reaktivnih
azotnih jedinjenja, kao i ROS (243-247). Znacaj ED je u sklonosti obolelih ka nastanku i razvoju
KV komplikacija i formiranja mikrotromboza (236, 248-250). Smanjena bioloska raspolozivost
NO je prva faza u razvoju vaskularnih bolesti, ali se ne zna da li je ona uzrok ili posledica ED ili
nastaje kao sadejstvo oba faktora (117, 249, 251).

Endotel ima jednu od glavnih uloga u odrZavanju vaskularnog tonusa, vaskularne
homeostaze, proliferacije glatkih miSi¢nih Celija, kao i1 odrzavanju balansa izmedu tromboze i
trombolize, tako Sto produkuje veliki broj vazoaktivnih materija (235). Upravo endotelne celije u
odgovoru na razli¢ite fizicke 1 hemijske stimulanse (npr. promena pritiska, uticaj struje krvi,
protoka), cirkuliSu¢e hormone, lekove, citokine, kao i autonomne medijatore produkuju
vazoaktivne relaksiraju¢e (NO, prostaciklin, C-natriuretski peptid), kao i kontraktilne supstance

(angiotenzin 11, endotelin-1, tromboksan A2) (148, 236). Vaskularni tonus predstavlja balans
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izmedu vazkonstrikcije i1 vazodilatacije (237). Vaskularni endotel je regulator funkcije
vaskularnih glatkih miSi¢nih ¢elija 1 pomaZze u odrzavanju vaskularnog tonusa i fluidnosti krvi.
NO iz endotela difunduje u glatke misice ¢elije KS i indukuje relaksaciju. U hipotireoidizmu je
dokazana ED (20, 44). Protokom regulisana endotel zavisna vazodilatacija brahijalne arterije,
koja se detektuje visokoosetljivim ultrazvu¢nim snimanjem, je znacajno smanjena kod obolelih
od skH i kH. Ta ED se pripisuje smanjenjem raspolozivosti NO. Verovatno je za to odgovorna
blaga hroni¢na inflamacija preko ciklooksigenaznog 2 (COX-2; od engl. Cyclooxygenase 2)
puta, koji povecava oksidativni stres, prevashodno kod skH uzrokovanim Hashimoto

tireoiditisom (44, 238).

Tueremen i sar. (45) su ukazali na prisustvo endotel-zavisne ED uz endotel-nezavisni
vaskularni odgovor na nitroglicerin u grupi obolelih od skH uzrokovane autoimunskim
tireoiditisom u odnosu na eutireoidnu kontrolu. Objasnjenje za postojanje ED u ovoj populaciji je
bila blaga inflamacija (dokazana na osnovu lako poviSenih medijatora inflamacije), kao i

hiperlipidemija.

Akutna 1 hroni¢na inflamacija znacajno doprinose nastanku ED. Kod obolelih od skH i
kH su detektovani poviSeni nivoi interleukina 6 (IL-6), TNF-o i CRP. IL-6 ima centralnu ulogu u
vaskularnoj inflamaciji (252). TNF-o je glavni medijator apoptoze i inflamacije (253). CRP,
pored toga Sto ukazuje na sisitemsku inflamaciju, predstavlja koristan biomarker u proceni KV
rizika, kako kod zdravih, tako i kod obolelih od razli¢itih bolesti (103). Svi pomenuti poviSeni
markeri koreliSu sa etiologijom skH i kH (autoimunski hroni¢ni tireoiditis), kao 1 sa brzinom
pulsnog talasa, kao markerom endotel-zavisne disfunkcije (254). To ukazuje da oboleli od skH i

kH, koji su uzrokovani hroni¢nim autoimunskim tireoiditisom, imaju povecan KV rizik (66).

Hiperlipidemija uzrokuje ED per se, smanjenjem ekspresije eNOS i povecanjem nivoa
endogenog inhibitora eNOS, asimetricnog dimetilarginina (ADMA) (255). Doprinos
dislipidemije ED je parcijalan, Sto pokazuje cCinjenica da korekcijom hipotireoidizma i

dislipidemije dolazi do delimi¢nog oporavka endotel-zavisne vazodilatacije (44).

SkH per se dovodi do poremecaja endotel-zavisne vazodilatacije. Naime, vazodilatatorni
efekat acetilholina je znacajno smanjen kod obolelih od skH kod kojih je TSH >10mIU/ml. Pod

uticajem LT4, ova vazodilatacija se poboljSava. Ona je povezana sa vracanjem inhibitorne
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aktivnosti L-NMMA, koji je blokator NOS. Drugim re¢ima, supstitucijom LT4 poboljSava se
endotel-zavisna vazodilatacija vracanjem produkcije NO. Stoga se ranom primenom LT4 u skH

postize prevencija progresije u kH, ali i usporavanje akceleracije A (44).

Sve A bolesti se karakteriSu snizenom eNOS aktivno$éu i posledicnim smanjenjem
raspolozivosti NO, uz povecanje ekspresije Celijskih adhezivnih molekula, poput adhezivnog
proteina vaskularne ¢elije 1 (VCAM 1; engl. Vascular cell adhesion molecule 1), interéelijskog
adhezivnog molekula 1 (ICAM 1; engl. Intercellular adhesion molecule 1), kao i inhibicije
oslobadanja hemokina, poput monocitnog hemoatraktantnog proteina 1 (MCP 1; engl. Monocyte
chemoattractant protein 1) (256, 257).

Inhibicija eNOS ubrzava A, $to znaci da NO ima znacajnu ulogu u procesu aterogeneze
(140, 258). Takode, primena L-arginina (259, 260), kao i BH4 (261), usporava progresiju A, dok
primena inhibitora NOS poniStava taj protektivni efekat (262).

1.3.1. Farmakologija LT4

Lek LT4 je fabrikovan u obliku tableta za oralnu primenu, koja je najcesc¢a, kao 1 rastvora
za intravensku primenu, koja se primenjuje u posebnim situacijama. Nakon oralne primene,
poluzivot LT4 u cirkulaciji iznosi 6-7 dana. Enteralna apsorpcija iznosi 70-80% unete doze leka.
Primarno mesto apsorpcije LT4 je tanko crevo, prevashodno proksimalni deo, dok nivo
apsorpcije opada prema ileumu. Tacan mehanizam apsorpcije LT4 iz lumena creva u cirkulaciju
za sada nije razjaSnjen. Na apsorpciju LT4 uticu brojni faktori, a najviSe lekoviti preparati i
razliite vrste namirnica. Stoga je neophodno lek uzimati izjutra, sa vodom, najmanje 30-45 min.
pre bilo kakve druge te€nosti, hrane ili nekog drugog leka, posebno anjonskih smola, preparata
gvozda 1 sukralfata. Nakon primene leka, serumska koncentracija tiroksina dostiZze maksimum

nakon 2-4 sata, a nakon 6 sati poc¢inje postepeno da opada (263, 264).
Postoje brojne formule za izracunavanje optimalne doze LT4. Jedna od njih je (265):
Dnevna doza LT4 (ug) = -1,4+(4,1 x TSH), kod osoba sa nivoom TSH <36 mIU/ml, odnosno

107+(0,69 x TSH), kod soba sa nivoom TSH >36mIU/ml (265).
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Uobicajena prosec¢na doza za odrasle obolele od hipotireoidizma iznosi oko 1,6mcg/kg
idealne telesne tezine. Doze su vece kada nedostaje Stitasta Zlezda u odnosu na osobe sa
prisutnom, patoloski izmenjenom zlezdom. Kontrola kvaliteta supstitucije LT4 moze se
odredivati merenjem nivoa TSH, kao i slobodnih frakcija perifernih tireoidnih hormona. Ako se
kvalitet supstitucije meri odredivanjem nivoa TSH 1 T3, bolesnik moze nesmetano popiti svoju
jutarnju dozu leka na dan kada vadi krv, jer su njihove koncentracije stabilne. Ukoliko se kvalitet
supstitucije odreduje merenjem nivoa fT4, zbog fluktuacije u nivou tiroksina nakon uzimanja

leka, potrebno je izostviti jutarnju dozu na dan vadenja krvi 1 popiti je nakon (264, 266).

Uvodenje supstitucione terapije LT4 je individualizovano, a zavisi od godina zivota i
postojec¢ih bolesti. Kod muskaraca >40 godina i Zena >50 godina, daje se puna doza leka po
formuli 1,6ug/kg idealne telesne tezine. Prva kontrola nivoa TSH je posle 6-8 nedelja. Sto je
nivo TSH veci na poCetku tretmana, to je vreme potrebno za normalizaciju nivoa TSH duze
(267). U pomenutoj populaciji obolelih, kao i kod bolesnika sa poznatom boles¢u srca, uvodenje
LT4 je postepeno, obzirom da predstavljaju rizi¢nu populaciju. Pocetna doza kod tih bolesnika se
preporucuje da bude 25pug ili Y4 izracunate dnevne doze, sa postepenim povecavanjem doze
nakon dvonedeljnih intervala, do uspostavljanja referentnih vrednosti TSH. Sli¢no tome, kod
bolesnika sa ishemijskom boleS¢u srca, takode se preporucuje zapocinjanje leCenja malim
dozama LT4 (12,5-25pug/dnevno), a potom se doza postepeno povecava svakih 6-8 nedelja do
uspostavljanja eutireoidnog ranga TSH (50). Ukoliko se bolesnik Zali na anginozne smetnje, ili
na pogorsanje postojece sréane bolesti, potrebno ga je vratiti na prethodnu dozu pod kojom nije
imao smetnje jo$ dve nedelje, pa potom postepeno povecavati dozu. U sluc¢aju da se anginozne
smetnje ponovo jave, potrebno je sprovesti kontrolu kardiologa u cilju eventualne dalje
kardioloske evaluacije ili ostaviti bolesnika na dozi koju najbolje toleriSe, najces¢e uz pomoc
beta blokatora. Ukoliko se konstatuje znacajna KB, oboleli od hipotireoidizma mogu da se
tretiraju invazivnim kardioloskim 1i/ili kardiohirurskim procedurama. Kod tih bolesnika,
sprovodenje invazivnih kardioloskih ili kardiohirurskih procedura i intervencija nema veéi rizik
od KV mortaliteta u odnosu na eutireoidne osobe (268, 269). Bernstajn i sar. (270) su pokazali
da postoji poremecaj koronarne vazodilatacije kod obolelih od H, sa dokazanim scintigrafskim
defektima u regionalnoj miokardnoj perfuziji tokom napora kod Cetvoro od Sestoro obolelih od
kH bez koronarne bolesti. lako se miokardna perfuzija normalizuje uspostavljanjem

eutireoidniog stanja, autori smatraju potencijalno rizicnom kratkotrajnu kombinaciju povecane
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miokardne potroSnje kiseonika i izmenjene kompenzatorne koronarne vazodilatacije na prilikom
inicijacije tretmana LT4. Uz to, tranzicija koagulacionog statusa od hemoragijske dijateze kod
kH, do hiperkoagulabilnosti kod skH, moze dovesti do nastanka akutne tromboze i razvoja
infarkta miokarda (108).

Puna dnevna doza LT4 moze biti bezbedno primenjena mladim osobama obolelim od

skH/kH, koji su bez poznate sr¢ane bolesti (271, 272).

Za kontrolu kvaliteta supstitucije LT4 najces¢e se odreduje nivo TSH. Cilj supstitucione
terapije LT4 je odrzavanje nivoa TSH u referentnom-eutireoidnom rangu, a taj nivo je stvar
rasprave. Prema pojedinim autorima, optimalan nivo TSH treba da iznosi 0,5-2,5mIU/ml, ¢ime
se izbegava i sub- i prekomerno doziranje (273, 274), dok po drugim gornja granica nivoa TSH

za standardnu populaciju treba da iznosi 4,5-5,5miU/ml (19).

Po uspostavljanju stabilnih vrednosti TSH, potrebne su kontrole na godiSnjem nivou
(267). Vanredne kontrole se sprovode u sluc¢ajevima sumnji na loSu komplijansu, kao i stanja ili
bolesti koje uti¢u na metabolizam ili transport tiroksina u krvi (uvodenje novih lekova, nastanka
trudnoce, pojave drugih bolesti). Pri svakoj kontroli, klini¢ar treba da ima na umu da je terapijska

Sirina L T4 uska, kao 1 da se njegova doza isklju¢ivo individualno prilagodava (275, 276).
1.3.2. SkH i stavovi o zapocinjanju supstitucije L.T4

Dileme oko zapo€injanja leCenja LT4 kod kH nema. On se zapocinje odmah po

dijagnostikovanju kH stanja (71).

Dva najces¢a razloga za uvodenje LT4 obolelom od skH su: 1) terapija moze spreciti
progresiju u kH (godi$nja stopa progresije oko 5% obolelih); 2) terapija moZe smanjiti simptome

hipotireoidizma, koji su reverzibilni kod oko 25% obolelih od skH (50, 59).

Konsenzus—konferencija o zapocinjanju leCenja skH preporudila je inicijaciju tretmana
kod nivoa TSH >10mIU/ml, prevashodno sa ciljem da se spreci prelazak u kH 1 smanji povisen
rizik od KV morbiditeta i mortaliteta (42, 277, 278). Trebalo bi da se le¢i samo perzistentni skH
(20). Odluka o zapo€injanju LT4 supstitucije kod obolelih od skH treba da bude
individualizovana i1 da obuhvata celokupno stanje bolesnika. U odluci o zapocinjanju terapije kod

starijih bolesnika, moraju se uzeti u obzir negativni efekti skH na funkciju leve komore, kao i
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povecan rizik od ubrzane A i infarkta miokarda (47). Potencijalne koristi LT4 supstitucije mogu
prevazici rizike od iste, ukoliko se ispoStuju procedure postepenog uvodenja LT4 i monitoring

bolesnika u cilju odrzavanja TSH u referentnom opsegu (28).

Kod osoba kod kojih je nivo TSH 3-4,5mIU/ml postoji povecan rizik od transfera u kH.
Stoga se oni periodicno moraju kontrolisati odredivanjem nivoa TSH, posebno ukoliko oboleli

imaju pozitivna ATPO antitela (28).

Kod obolelih sa nivoom TSH 5-9mIU/ml, nema konsenzusa u smislu zapodinjanja
terapije LT4. Takode, 1 ovde odluka treba da bude individulizovana, uzimajuc¢i u obzir brojne
aspekte obolelog. Cilj leCenja je normalizacija nivoa TSH u opsegu 1-2,5mlIU/ml, posebno kod
mladih i sredovecnih osoba (14, 20). Kod starijih bolesnika se procenjuje potreba za LT4
tretmanom. Postoje studije koje ne preporucuju supstituciju LT4 kod obolelih >60 godina zivota,
jer jo§ uvek nema dokaza da su ti bolesnici sa simptomatskom boles¢u, kao i dokaza da primena

LT4 poboljsava njihov kvalitet zivota (279, 280).

Tokom trudnoce, nivoi TSH >2,5mIU/ml u prvom trimestru odnosno 3,1-3,5mlU/ml
tokom drugog trimestra, su verovatno posledica skH. Stoga bi trudnice trebalo tretirati ukoliko su
nivoi TSH pri gornjim granicama normalnih vrednosti za zene koje nisu trudne. Korist
supstitucije LT4 prevazilazi rizik od primene. Razlozi za tretman su potencijalne neZeljene
posledice po plod, nestabilan tok trudnoce, kao i tezak porodaj. Lecenje treba zapoceti §to ranije,
u cilju normalizacije nivoa TSH (13). Zene koje su eutireoidne, a imaju pozitivna ATPO antitela,

trebalo bi kontrolisati tokom trudnoce odredivanjem nivoa TSH (28, 108, 281).
1.3.3. Uspostavljanje eutireoidnog stanja LT4 i uticaj na A

Primena LT4 kod obolelih od skH je dovela do smanjenja nivoa holesterola u 11 od 13
studija, odnosno snizenje nivoa LDL-H u 7 od 9 studija. Promene u nivou HDL-H i triglicerida
nisu dostigle statisticku znacajnost. Oboleli od skH sa nivoom ukupnog holesterola >6,2mmol/L,
pokazuju njegovo vece smanjenje delovanjem LT4 (70). Pokazano je da redovna upotreba
supstitucije LT4 smanjuje potrebu za primenom statina. Benefit od smanjenja ukupnog
holesterola na KV morbiditet i mortalitet nije definitivnho dokazan, posebno u podgrupama sa

najve¢om prevalencom skH (osobe >65 godina, narocito Zene) (282).
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Oboleli od skH, koji su tretirani LT4, imaju znac¢ajno manju progresiju nestabilnosti
plaka u odnosu na one bez tretmana. Primena LT4 kod obolelih od skH negativno modulise
najveci broj KV faktora rizika i uti¢e povoljno na funkciju endotela (283). Dokaz antiaterogenom
I antioksidativnom uticaju LT4 je smanjenje broja makrofaga, T limfocita, kao i proinflamatornih

HLA-DR ¢elija u plaku, $to sveukupno smanjuje inflamatorni potencijal hipotireoidizma (284).

Merenje brzine pulsnog talasa je znacajan surogat marker endotelne funkcije koronarnih
krvnih sudova u smislu predikcije buducih sr¢anih dogadaja (285). ObjaSnjenje korisnog efekta
LT4 na brzinu pulsnog talasa je u boljoj bioloskoj raspolozivosti NO, prevashodno u klinicki
vaznim regijama, poput koronarnih i karotidnih arterija (286). PoboljSanje endotelne funkcije
moze se izraziti smanjenje KV morbiditeta i mortaliteta (287). Oboleli od skH, bez klinicki
manifeste vaskularne bolesti, primenom LT4 mogu poboljsati svoje rizi¢ne faktore, prevashodno

u smislu gubitka u telesnoj tezini, promena u lipidogramu, kao i poboljsanju endotelne funkcije
(283).

U studiji Danesea i sar. (70) tretman LT4 kod obolelih od skH je doveo do umerenog, ali
statisticki znacajnog, poboljSanja brojnih KV rizi¢nih faktora. Dokazano je znacajno smanjenje
nivoa ukupnog holesterola, LDL-H i ApoB, dok znaajnih promena nije bilo u nivoima
triglicerida, ApoAl i HDL-H. Snizenje ukupnog holesterola je bilo vece kod nedovoljno
supstituisanih bolesnika sa kH (prose¢no sniZzenje ukupnog holeserola od 0,44mmol/L), nego kod
de novo tretiranih sa skH (prose¢no snizenje ukupnog holsterola 0,14mmol/L), kao 1 onih sa
nivoom ukupnog holesterola >6,2mmol/L. Nivo ukupnog holesterola je prosecno smanjen za oko
0,2mmol/L, a LDL-H za oko 0,3mmol/l. Najvece snizenje je postiugnuto kod obolelih sa veé¢im

inicijalnim nivoom TSH 1 ve¢im nivoom lipida pre tretmana.

U studiji Razvija i sar. (283) je pokazano da je porast fT4, iako u referentnom opsegu,
bolji marker za procenu KV rizika nego sam nivo TSH, §to ukazuje da nivo fT4 najbolje korelise

sa KV rizikom.

U studiji Monzanija i sar. (77) smanjenje LDL-H uzrokovano LT4 supstitucijom kod
obolelih od skH (TSH <10mIU/ml) je znacajno u pogledu smanjenja KV rizika. Smanjenje
ukupnog holesterola je iznosilo oko 10% u odnosu na bazalne vrednosti pre supstitucije LT4,

dok je u slucaju LDL-H iznosilo oko 13%. Imajuéi u vidu da DIMK predstavlja marker rane A,
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kao i da predstavlja sliku ispoljenosti generalizovane A, jasno je da redukcija u njenoj debljini
uspostavljanjem eutireoidnog stanja znacajno redukuje KV rizik. Nakon 6 meseci od
uspostavljanja stabilnog eutireoidnog stanja, smanjenje DIMK je iznosilo oko 10% u odnosu na
preterapijske vrednosti. Pored toga, postojala je znacajna statisticka veza izmedu redukcije
DIMK i smanjenja nivoa ukupnog i LDL-H. Redukcija DIMK Karotidnih arterija je bila prisutna
kako kod starijih ispitanika (>35 godina), tako i kod mladih (<35 godina) sa skH. Medutim,
prosecna DIMK lec¢enih od skH je postala ekvivalentna eutireoidnim kontrolama samo kod
obolelih iz grupe <35 godina zivota, §to potvrduje znacajan uticaj godina zivota na razvoj A (77,

288).
Nekoliko studija je pokazalo smanjenje nivoa Lp(a) pod terapijom LT4 (95, 96).

Nisu nadene korekcije nivoa homocisteina nakon supstitucijom uspostavljenog

eutireoidizma kod obolelih od skH i1 kH, bas kao ni povisenih nivoa CRP (103).

Terapija LT4 kod obolelih odhipotireoidizma dovodi do normalizacije lipidnog profila,
ali i delimi¢nog vrac¢anja poremecene endotel-zavisne vazodilatacije (44). LT4 u potpunosti
redukuje KV abnormalnosti: poboljsava kontraktilnost miokarda, sistolnu i dijastolnu funkciju,
uzrokuje smanjenje sistemske vaskularne rezistencije i tako smanjuje naknadno opterecenje.
Oboleli od skH, a koji su pod supstitucionom terapijom, imaju znacajno manji rizik od SI po
Studiji kardiovaskularnog zdravlja (289), kao 1 znacajno nizi ukupni mortalitet u odnosu na
netretirane bolesnike po Vikamskoj studiji (290). Snizavanje nivoa lipida se registruje pri

primeni LT4 kod obolelih od skH (27, 291).

LT4 supstitucija popravlja funkciju miokarda i smanjuje anginozne smetnje kod obolelih
od hipotireoidizma (89). Takode, moze se javiti delimi¢no ili potpuno povlacenje ventrikularnih
poremecaja ritma po uspostavljanju eutireoidnog stanja pod efektom LT4 supstitucije (14, 27).

Negativni efekti skH i kH na KV aparat mogu biti popravljeni delimi¢no ili potpuno (292).
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2. CILJEVI I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi

Ciljevi ove doktorske disertacije su sledeci:

e Izmeriti koncentracije NO2 u krvi pacijenata sa hipotireoidizmom i eutireoidnih
kontrolnih pacijenata

e Utvrditi korelaciju izmedu koncentracija TSH, fT4 i NO2 u krvi

e Pokazati uticaj supstitucione terapije LT4 na koncentraciju NO2 u krvi

2.2. Hipoteza

Radna hipoteza predlozenih istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je da je
povisena/snizena koncentracija NO2 u krvi obolelih od primarnoghipotireoidizma pouzdan

dodatni kriterijum za uvodenje supstitucione terapije LT4.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Protokol

Studija preseka je sprovedena u KBC Zemun, Klinici za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma i na Institutu za nuklearne nauke ,,Vin¢a®“ - Laboratorija za molekularnu
genetiku i radiobiologiju, tokom 2013.-2014. godine. U studiju su uklju¢ene 82 ispitanice, koje
su ispunile osnovne biohemijske kriterijume (TSH i1 fT4), kao i da su bez tretmana LT4.
Formirane se dve grupe, grupa sa primarnom hipotireozom sa ukupno 44 ispitanice
[supklinickom (3,40< TSH <10,00mIU/ml, fT4 7,8-14,3pmol/L)- 22 ispitanice i klinickom (TSH
>10,00mIU/ml, fT4 <7,8pmol/L)- 22 ispitanice], kao i kontrolna grupa sa 38 eutireoidnih
ispitanica (TSH i fT4 u referentnom opsegu). Ekskluzioni kriterijumi su bili: jatrogena H,
amiodaronom indukovana H, prisustvo hipertenzije [>140/90mm Zzivinog (HQ) stuba], dijabetesa
(glikemija >6,1mmol/L, HbAlc >6,5%) i gojaznosti (BMI >30kg/m?), odredena Zivotna dob
(<18 i >70 godina), inflamatorne i maligne bolesti, postojanje hroni¢ne bubrezne i/ili sréane
slabosti, hroni¢ne dijareje, upotreba lekova (LT4 ili tireostatika, statina 1/ili antitrombocitne
terapije, kontraceptiva, digitalisa, betablokatora, steroida, ACE inhibitora, nitrata), kao i

postojanje Stetnih navika (pusenje i konzumacija alkohola).

S’obzirom da je pokazano da je nivo NO2 posebno visok u pojedinim namirnicama, kao
Sto su spanaé, zelena salata i cvekla, tj. viSi nego dnevna endogena produkcija NO3 koju
generisSu sve tri NOS izoforme, ispitanicama koje su pristale na ucestvovanje u studiji 1 potpisale

informisani pristanak, je urucena pisana dijeta (202).
3.2. Odredivanje biohemijskih parametara

U dijeti su naznacene namirnice koje je trebalo izbegavati najmanje 16 sati do momenta
vadenja krvi. Na slede¢oj ugovorenoj viziti, ujutru naSte, ispitanicama je uzimana krv za

odredivanje nivoa TSH i fT4, glikemije, osnovnih lipida (ukupni holesterol, LDL-H, HDL-H i
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TG), kao i koncentracije NO2. Nivo TSH (mIU/ml) i fT4 (pmol/L) se odredivao komercijalnim
testovima na automatskim analizatorima Access-2 “Beckman Coulter”. Referentne vrednosti za
TSH su 0,4-3,4mIU/ml, dok su za fT4 7,8-14,3pmol/L. Glikemija (mmol/L), kao i ukupni
holesterol, HDL-H i nivo TG (sve u mmol/L) su odredivani pomocu biohemijskog analajzera
DxC —800 ”Beckman Coulter”, dok su vrednosti LDL-H izraunate primenom Fridevaldove
formule (LDL-H = ukupni holesterol - HDL-H - 0,45 = TG [mmol/L](293). Referentne vrednosti
za glikemiju, ukupni holesterol, TG, HDL-H i LDL-H su 3,6-6,1, 3,6-5,1, <1,7, >1,1 i
<3,2mmol/L. Nivo HbAlc, kao i nivo CRP su odedivani turbidimetrijskom metodom na DxC
800 "Beckman Coulter” aparatu. Referentna vrednost za HbAlc (za nedijabeticare) je <6,5%,
dok je za CRP <7,0mg/L.

3.3. Odredivanje antropometrijskih parametara

Ispitanicama je merena telesna tezina (TT), telesna visina (TV), sistolni i1 dijastolni
pritisak (s/dTA), a potom je racunat indeks telesne mase (BMI; od engl. BodyMass Index). BMI
je odnos TT u kg i kvadrata TV u m; TT i TV je merena vagom Metalija Subotica. S/dTA je
meren istim manometrom (HS 201C1 Palm Type Sphygmomanometer Wenzhou Hongshun

Industries and Trade Co.), a izrazavan je u mm Hg stuba.
3.4. Izracunavanje indeksa metabolickog optere¢enja (IMO)

U IMO, koji je formulisan autorski, ulaze sledece Cetiri ispitivane varijable: BMI
>25kg/m?, sTA >130mmHg ili dTA >90mmHg, HbAlc >5.7% i TG >1.7mmol/L. Prisustvo
makar dve od ukupno cetiri moguce varijable, smatrano je prisustvom povecanog

kardiometabolickog rizika u ispitivanoj populaciji.
3.5. Odredivanje koncentracije NO2

Odredivanje koncentracije NO2 u krvi svih ispitanika radeno je inicijalno, kao i u grupi
ispitanika sa hipotireozom po uspostavljanju eutireoidnog ranga TSH (prvo merenje TSH bilo je
3 meseca nakon uvodenja LT4, a potom na svaka 3 meseca do uspostavljanja laboratorijskog
eutireoidizma). Uzeta krv u epruveti od 5ml se centrifugirala 15 minuta/3000 rpm, a potom se
serum adekvatno transportovao do referentne laboratorije. Odredivanje koncentracije NO2 i

NO3, kao stabilnih metabolita NO (NOx), koristilo se za indirektno merenje produkcije NO u
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bioloSkim sistemima i podrazumeva dvostepenu reakciju. Prva reakcija je ukljucivala aktivnost
nitratne reduktaze, a nakon nje je sledila Grisova reakcija (202, 294, 295). Odnos NO2 i NO3 je
varijabilan i teSko predvidljiv, te je njihova suma najbolji pokazatelj totalne produkcije NO. Da
bi se detektovali kolorimetrijski, NO3 je preveden u NO2 pomocu koenzima NADP ili NADPH
zavisne nitrat-reduktaze. Konvertovani NO2 je kvantifikovan uz pomo¢ Grisovog reagensa, koji
konvertuje NO2 u purpurno (ljubi¢asto) azo jedinjenje sa maksimumom apsorpcije na 570nm.
NADPH je neophodan kofaktor za nitrat-reduktazu, ali u visku interferira sa Grisovim
reagensom i uti¢e na senzitivnost metode. Da bi se odstranio viSak NADPH, neophodan je
dodatni korak nakon redukcije NO3, koji podrazumeva reakciju NADPH sa L-glutamat
dehidrogenazom i a-ketoglutaratom radi oksidacije NADPH u NADP.

Esej za odredivanje nivoa NO je raden u mikrotitarskim polistirenskim plo¢ama sa 96
bunari¢a. Uzorci seruma krvi ispitanica u zapremini od 100ul su inkubirani 3h na 37°C sa 15ul
(30mU) nitrat-reduktaze u prisustvu 1ul 2,5 mM B-NADPH. NO3 je redukovan do NO2, a visak
B-NADPH je zatim bio oksidovan dodavanjem 2ul (100mU) L-glutamin dehidrogenaze, 1ul 0,4
mM a-ketoglutarata i 12,5ul 2M amonijum sulfata, inkubiranjem 30 minuta na 37°C. Nakon
redukcije, koncentracija NO2 je odredena meSanjem istih zapremina uzorka i Grisovog reagensa
(meSavina 1:1, 0,1% rastvor naftil etilen diaminodihidrohlorida u H20 1 1% rastvor
sulfanilamida u 5% H3PO4 i 95% H20) i inkubirana na sobnoj temperaturi 15 minuta.
Absorbanca na 570nm je merena na automatskom ¢itacu za mikrotitarske ploce (Sunrise basic,
Tecan, Austrija). Koncentracija NO3 je odredivana na osnovu standardne krive konstruisane na
osnovu vrednosti absorbanci o€itanih za seriju rastvora KNO3 poznate koncentracije 1 izraZavana

u pmol/L.

Koncentracija NO2 je odredivana u Institutu ,,Vin¢a®, Univerziteta u Beogradu, u
Laboratoriji za molekularnu genetiku i1 radiobiologiju (laboratorija Prof. dr Esme R. Isenovi¢,

naucnog savetnika).
3.6. Statistika

Od metoda deskriptivne statistike koriS¢eni su relativni brojevi, mere centralne tendencije
1 mere varijabiliteta. Od mera centralne tendencije koriS¢ena je aritmeticka sredina 1 medijana, a

od mera varijabiliteta standardna devijacija, interval i koeficijent varijacije.
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Od metoda analiti¢ke statistike koriS¢eni su testovi za procenu znacajnosti povezanosti i
razlike. Od testova za procenu znacajnosti povezanosti koriSeni su Pearsonov test i Spearmanov
test korelacije ranga, dok je za procenu znacajnosti razlike kori§¢en x2 test u slucajevima
kategorijskih podataka, odnosno Mann-Whitney test u slu¢ajevima intervalnih podataka, koji ne
slede normalnu distribuciju. U slucajevima gde je ispitivana znacajnost razlike medu tri grupe
ispitanika, koristi¢e se jednofaktorska parametarska i neparametarska analiza varijanse (ANOVA
i Kruskal-Wallis). Ispitivanje prediktivnosti antropometrijskih, biohemijskih 1 hormonskih

varijabli za koncentraciju NO2 odredivano je multivarijantnom linearnom regresionom analizom.

Nivo statistiCke znacajnosti je 0,05. Dobijeni podaci i rezultati su prikazivani tabelarno i

graficki, shodno karakteristikama varijabli, a analizirani su upotrebom statistickog paketa SPSS

for Windows 18.0.
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4. REZULTATI

4.1. Antropometrijski i klini¢ki parametri u ispitivanoj populaciji

U Tabeli 1 su prikazani rezultati antropometrijskih i klini¢kih parametara prema

ispitivanim grupama. Uocena je statisticki znaCajna razlika u prosecnoj starosti izmedu

ispitivanih grupa (p=0,007); ispitanice u kontrolnoj grupi su mlade od ispitanica sa kH (36,3+8,0

vs 44,4+10,8) (Grafikon 1). Takode, uocena je statisticki znacajna razlika u prose¢noj vrednosti

BMI izmedu ispitivanih grupa (p=0,006); vrednosti BMI u skH i kH grupi su statisticki znacajno

vise u poredenju sa BMI vrednostima kontrolne grupe (Grafikon 1). Dobijeni rezultati pokazuju

da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa u vrednostima za sTA i dTA (Grafikon 1).

Tabela 1. Antropometrijske i klini¢ke karakteristike ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe

N skH kH Kontrola Medugrupne
Varijabla' p _
(n=22) (n=22) (n=38) razlike
Starost, god 43,0£14,0 44,4+10,8 36,31£8,0 0,007 kH-K
BMI, kg/m? 25,3+3,5 25,3+3,5 22,94£3,0 0,006 skH-K; kH-K
sTA, mmHg 116,8+15,2 116,4+11,1 117,149,6 0,967 /
dTA, mmHg 70,948,7 73,01£9,7 73,916,8 0,385 /

"Podaci su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija
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4.2. Biohemijski parametari u ispitivanoj populaciji
4.2.1. Parametri glukozne i lipidne homeostaze u ispitivanoj populaciji

Rezultati analize prikazane u Tabeli 2 su proizasli iz merenja biohemijskih parametara,
kako u grupi skH i kH, tako i u kontrolnih ispitanica. Statisticki zna¢ajna razlika je uo¢ena za
nivoe glikemije (p<0,001), holesterola (p=0,005), HDL-H (p<0,001) i LDL-H (p<0,001), dok se
nivoi HbAlc i TG statisticki znacajno ne razlikuju izmedu ispitivanih grupa (p>0,05 za oba).
Dobijeni rezultati pokazuju da je nivo glukoze statisti¢ki znacajno visi u grupi skH 1 kH u
poredenju sa kontrolnim ispitanicima (Grafikon 2). Takode, u kH su izmerene statisticki
znacajno vise vrednosti holesterola u odnosu na kontrolnu grupu; vrednosti LDL-H su bile
znacajno vise i u grupi skH i kH u odnosu na kontrolnu grupu, dok je nivo HDL-H bio znacajno

nizi kod ispitanica sa skH i kH u poredenju sa kontrolnim ispitanicama (Grafikon 3).

Tabela 2. Biohemijske karakteristike ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe

Varijabla’ skH kH Kontrola ) Medug-rupne
(n=22) (n=22) (n=38) razlike

Glikemija, mmol/L 5,3+0,6 5,0+0,5 4,7+0,4 <0,001 skH-K; kH-K
HbAlc, % 5,3+0,4 5,2+0,6 5,1+0,3 0,121 /
Holesterol, mmol/L 5713 6,3+1,9 5,0+0,8 0,005 kH-K
HDL-H, mmol/L 1,0+0,2 1,1+0,3 1,5+0,3 <0,001 skH-K; kH-K
LDL-H, mmol/L 4,3+1,2 4,4+15 3,1+0,8 <0,001 skH-K; kH-K
Ln TG, mmol/L 2,40+0,07 | 2,44%0,12 2,4010,04 0,291 /
antiLn TG, mmol/L 1,02 1,47 1,02

"Podaci su predstavljeni kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija
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4.2.2. Hormonski parametri u ispitivanoj populaciji

Izmerene vrednosti nivoa TSH i fT4 (Tabela 3) pokazuju da se nivoi oba hormona

statistiCki znacajno razlikuju izmedu ispitivanih grupa (p<0,001). Nivo TSH je statisticki

znacajno visi, dok je nivo fT4 statisticki znacajno nizi kod ispitanica u grupi skH 1 kH u

poredenju saispitanicama iz kontrolne grupe. Takode, nivo TSH je statisti¢ki zna¢ajno visi, dok

je nivo fT4 statisticki znacajno nizi kod ispitanica u grupi kH u poredenju sa grupom skH

(Grafikon 4).

Tabela 3. Nivo TSH i fT4 kod ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe

. skH kH Kontrola
Varijabla' p Medugrupne razlike
(n=22) (n=22) (n=38)
Ln TSH, mlU/ml 2,75+0,11 | 3,52+0,53 | 2,43+0,06 | <0,001 | skH-K; kH-K; skH-kH
antiLn TSH, miU/ml 5,6 23,8 1,4
fT4, pmol/L 9,3£1,5 6,1+1,7 10,9+1,2 <0,001 | skH-K; kH-K; skH-kH

"Podaci su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija
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Grafikon 4. TSH i fT4 kod ispitanica iz skH, kH i kontrolne grupe. Nivo TSH (A) i fT4 (B) su
izmereni kod ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe. Vrednosti TSH su prikazane u miU/ml,
dok su vrednosti za fT4 prikazane u pmol/L; p<0,01 za TSH i fT4 izmedu kH i skH, izmedu kH i

kontrola, kao i1 izmedu skH i kontrola.
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4.2.3. Markeri inflamacije, NO2 i CRP, u ispitivanoj populaciji

U daljem radu smo Zeleli da ispitamo da li stanje skH i kH dovodi do izmena posmatranih
biomarkera inflamacije, koncentracije NO2 i nivoa CRP. Dobijeni rezultati (Tabela 4) pokazuju
da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama NO2 i u nivoima izmerenog CRP

izmedu ispitivanih grupa (p>0,05) (Grafikon 5).
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Tabela 4. Markeri inflamacije (NO2 i CRP) kod ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe

. skH kH Kontrola Medugrupne
Varijabla’ p _
(n=22) (n=22) (n=38) razlike
Ln NO2, uM’ 2,99+0,34 | 3,17+0,44 | 3,22+059 | 0,128 /
antiLn NO2, pM’ 5,6 13,8 15,0
CRP, mg/L'* 0(1,33) 0,2(0,7) 0,1 (0,4) 0,902 /

"Podaci su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija; ' Podaci su predstavljeni

kao medijana (interkvartilni opseg)

Grafikon 5. NO2 i CRP kod ispitanica iz skH, kH i kontrolne grupe. Markeri inflamacije, NO2

(A) i CRP (B), su izmereni kod ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe. Vrednosti NO2 su

prikazane u uM, dok su vrednosti za CRP prikazane u mg/L.
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4.3. Korelacija koncentracije NO2 sa antropometrijskim, hormonskim i

lipidnim parametrima u ispitivanoj populaciji

Analizom korelacija koncentracija NO2 sa antropometrijskim, hormonskim i lipidnim

parametrima, prikazanom u Tabeli 5, zapaza se statisticki znac¢ajna korelacija koncentracija NO2

sa BMI (p=0,011), nivoom HbA1c (p=0,036), kao i nivoom TG (p<0,001) (Grafikon 6).

Tabela 5. Korelacija koncentracija NO2 (Ln) sa antropometrijskim, biohemijskim i hormonskim

karakteristikama u ispitivanoj populaciji

Varijabla r p
BMI, kg/m* 0,279 0,011
HbAlc, % 0,232 0,036
LnTG, mmol/L 0,409 <0,001

Grafikon 6. Korelacija koncentracija NO2 sa antropometrijskim, biohemijskim i hormonskim

karakteristikama u ispitivanoj populaciji
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Multivarijantna linearna regresija antropometrijskih, biohemijskih i hormonalnih
prediktora NO2 u ispitivanoj populaciji prikazana je u Tabeli 6. Jedini nezavisni prediktor

koncentracije NO2 u ispitivanoj populaciji je vrednost TG (p<0,001).

Tabela 6. Multivarijantna linearna regresija antropometrijskih, biohemijskih i hormonalnih

prediktora NO2 u ispitivanoj populaciji

Varijabla b SE p
BMI, kg/m* -0,010 0,016 0,545
HbAlc, % 0,042 0,114 0,714
LnTG, mmol/L 3,671 0,697 <0,001
LnTSH, mlU/ml -0,112 0,169 0,510
fT4, pmol/L 0,056 0,039 0,156
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4.4. IMO kod skH, kH i kontrolnih ispitanica

S’obzirom da je pronadena povezanost koncentracije NO2 sa tzv. markerima
metaboli¢kog rizika (BMI, HbAlc i TG), analizirana je zastupljenost metaboli¢kog rizika

definisanog kroz IMO u ispitivanoj populaciji i prikazana je Tabelom 7.

Tabela 7. Zastupljenost metaboli¢kog rizika definisanog kroz IMO u ispitivanoj populaciji

skH kH Kontrola
IMO* p Medugrupne razlike
(n=22) (n=22) (n=38)
Odsutan 14 (63,6%) | 13 (59,1%) | 34 (89,5%)
_ <0,001 skH-K; kH-K
Prisutan 8(36,4%) | 9(40,9%) | 4(10,5%)

IMO, indeks metabolikog opterecenja; "Podaci su predstavljeni kao n(%)

U Tabeli 8 su prikazane koncentracije NO2 kod ispitanica sa i bez metabolickog rizika.
Nadena je statistiCki znacajna razlika u koncentraciji NO2 kod ispitanica sa i bez metabolickog

rizika- ispitanice sa metaboli¢kim rizikom imale su znacajno vise koncentracije NO2 (p=0,01).

Tabela 8. Marker inflamacije NO2 kod ispitanica sa i bez metaboli¢kog rizika

N Bez MR MR
Varijabla' p
(n=61) (n=21)
Ln NO2, uM 3,07+0,51 3,39+0,39 0,01
antiLn NO2, uM 11,5 19,7

MR, metaboli¢ki rizik; T"Podaci su predstavljeni kao aritmeticka sredina+standardna devijacija

S’obzirom na to da je prethodnim analizama utvrdena veza koncentracije NO2 sa
prisustvom metaboli¢kog rizika definisanim kroz IMO, u cilju dalje analize koncentracije NO2 u
ispitivanoj populaciji vr§eno je prilagodavanje vrednosti NO2 za IMO 1 starost populacije (tj. za
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varijable po kojima se ispitivane grupe razlikuju). U Tabeli 9 prikazani su rezultati ove analize,
koji ukazuju na postojanje statisticki znacajne razlike u koncentracijama NO2 izmedu ispitanica

obolelih od hipotireoze (skH i kH) i zdravih ispitanica (p=0,021).

Tabela 9. Marker inflamacije NO2 kod ispitanica sa skH, kH i kontrolne grupe

skH/kH kontrola
Varijablat p
prosek | 95% IP za prosek prosek 95% IP za prosek
Ln NO2, uM 3,018 2,865-3,171 3,299 3,133-3,464 0,021
antiLn NO2, uM 10,4 7,5-13,8 17,1 12,9-21,9

T vrednosti su prilagodene za starost i IMO

4.5. Duzina primene i nedeljna doza LT4 kojom je uspostavljen laboratorijski

eutireoidizam

Medijana primene LT4 do uspostavljanja eutireoidnog ranga TSH je 3 meseca u obe
grupe 1 statisticki se nije razlikovala (p>0,05) (Tabela 10 i Grafikon 7). Medijana nedeljne doze

LT4 je 175pg u skH grupi, odnosno 525pg u grupi kH 1 statisti¢ki se razlikovala (p<0,001)
(Tabela 10).

Tabela 10. Duzina primene i nedeljna doza LT4 kojom je uspostavljen laboratorijski

eutireoidizam

N skH kH
Varijabla® _ _ _ _ p
medijana min-max medijana min-max
Duzina primene, mes 3 3-6 3 3-6 0,544
Nedeljna doza, pg 175 175-525 525 225-875 <0,001

" Podaci su predstavljeni kao medijana (interkvartilni opseg)
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Grafikon 7. Prikaz broja tretiranih ispitanica po grupama u odnosu na period do uspostavljanja
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4.6. Efekat LT4 na nivo TSH i NO2 u populaciji tretiranih

NskH
[EkH

4.6.1. Efekat LT4 na nivo TSH i NO2 u populaciji skH

Tabelom 11 prikazani su nivoi TSH i koncentracije NO2 pre, kao i nakon uspostavljenog

eutireoidizma primenom LT4 u grupi skH. Nivo TSH je statisticki znacajno nizi (p<0,001), dok

se koncentracija NO2 nije statisticki znacajno razlikovala (p>0,05).

Tabela 11. Nivoi TSH i koncentracije NO2 pre i nakon terapije LT4 u grupi skH

Varijabla® Pre terapije Nakon terapije p
Ln TSH, miU/ml 2,75+0,11 2,52+0,07 <0,001
antLn TSH, mlU/ml 5,6 2,4
Ln NO2, uM 2,99+0,34 2,95+0,41 0,725
antiLn NO2, uM 9,9 9,1

"Podaci su predstavljeni kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija
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4.6.2. Efekat LT4 na nivo TSH i koncentracije NO2 u populaciji kH

Tabelom 12 prikazani su nivoi TSH i NO2 pre, kao i nakon uspostavljenog eutireoidizma
primenom LT4 u grupi kH. Nivo TSH je statisticki znacajno nizi (p<0,001), dok se koncentracija

NO2 nije statisticki znac¢ajno razlikovala (p>0,05).

Tabela 12. Nivoi TSH i koncentracije NO2 pre i nakon terapije LT4 u grupi kH

Varijabla® Pre terapije Nakon terapije p
Ln TSH, mIiU/mi 3,52+0,53 2,50%0,09 <0,001
antLn TSH, miU/ml 23,8 2,2
Ln NO2, uM 3,17+0,44 3,28+0,43 0,242
antiLn NO2, uM 13,8 19,4

"Podaci su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija
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5. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija zasnovana je na hipotezi da je povisena/sniZzena koncentracija
NO2 u krvi obolelih od primarne H, kao NO metabolita (NOx), pouzdan dodatni kriterijum za
uvodenje supstitucione terapije LT4.

U ovoj doktorskoj disertaciji sprovedena je studija preseka, kojom su obuhvacene 82
ispitanice, podeljene u 3 grupe (skH, kH i eutireoidna kontrola), kod kojih je odredivan inicijalni
nivo NO2, a nakon primene LT4 i uspostavljanja eutireoidnog ranga TSH, i kontrolni nivo NO2.
Prose¢ne inicijalne koncentracije NO2 u ispitivanoj populaciju su iznosile 16,69+16,32 (0,95-
71,00) uM. Najnize koncentracije NO2 se registruju u skH grupi, a najvise u kontrolnoj
eutireoidnoj grupi. Izmerene koncentracije NO2, kao NOx, se nalaze u predloZenom referentnom
opsegu za adulte, odnosno adultne osobe Zenskog pola. U okviru studije nije zabeleZen uticaj
TSH 1 fT4 na koncentracije NO2, pri ¢emu je uoCena pozitivna korelacija inicijalnih
koncentracija NO2 sa nivoima TG medu grupama ispitanica. Kontrolne koncentracije NO2 po
uspostavljanju laboratorijskog eutireoidizma indukovanog primenom LT4 (medijana primene
LT4 je 3 meseca) su u normalnom rasponu vrednosti za pomenute referentne populacije —
14,99+11,93 (0,76-50,46) uM i nisu se razlikovale od prosecnih inicijalnih koncentracija NO2.

NO je plejotropni celijski signalni molekul, sintetisan iz aminokiseline L-arginina od
strane enzima NOS klase, koje postoje u tri izoforme: eNOS, iNOS, nNOS. NO, sintetisan u
endotelnim celijama, odgovoran je za relaksaciju glatkih misi¢a KS, tako $to difundujuéi preko
sloja endotelnih celija ulazi u glatke miSi¢ne celije, gde stimulacijom guanilat ciklaznog puta,

dovodi do vazodilatacije (296).

Na eksperimentalnim zivotinjskim modelima je pokazano da tireoidni status utice na
ekspresiju i eNOS i nNOS izoformi, kao i na odgovor na NO (297). Na modelu glodara je
dokazan uticaj produkcije NO na aktivnost hipotalamo-hipofizno-tireoidne osovine (298).
Takode, postoje studije kojima je pokazana smanjena produkcija NO kod obolelih od
hipertireoze (299), ali i skH i kH (107, 299). Vicinanza i aut. su objavili da endotelna produkcija
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NO u stanjima hipotireoidizma moze biti redukovana zbog inhibicije proizvodnje NO
posredovane negenomskim efektima tireoidnih hormona (300). Isti autori dalje navode da bi
produkcija NO mogla biti inhibirana usled rezistencija na T3 (300).

Tireoidni hormoni imaju znacajan uticaj na sintezu, mobilizaciju i metabolizam lipida
(43). Klini¢ki hipotireoidizam je povezan sa abnormalnostima u metabolizmu masti i sa
povecanim rizikom od KVB, $to se pripisuje povisSenom ukupnom holesterolu i LDL-H (301).
Takode, veliki broj studija je ukazao na znac¢ajno povisene nivoe ukupnog holesterola, LDL-H i

TG kod obolelih od skH (302-304).

U in vitro istrazivanjima je pokazan inhibitorni uticaj tiroksina na oksidaciju LDL-H, §to
bi moglo ukazivati na vecu prijem¢ivost LDL-H za oksidaciju u uslovima manjka tiroksina
(305). Mala frakcija tiroksina (oko 3%) je vezana za lipoproteine plazme tokom njegovog
transporta. Tiroksin-LDL kompleks se prepoznaje od LDL receptora i upravo postojanje te veze
moze protektovati LDL od oksidacije (306).

Hipotireoidizam je klinicki sindrom uzrokovan deficijencijom tireoidnih hormona zbog
smanjene produkcije, poremecene distribucije ili izostanka njihovog efekata (307, 308).
Hipotireoidizam se potvrduje poviSenim nivoom TSH, a patofizioloski hipotireoidizam se
odlikuje usporavanjem metabolickih procesa (309). Najces¢i vid supstitucione terapije kod
hipotireoidizma je primena sintetickog tiroksina, poznatog kao LT4, kojim se postize supresija
poviSenog TSH. Postoji misljenje da LT4 supstituciona terapija ima svoje prednosti, ali takode

postoje i miSljenja koja ukazuju na nepovoljne efekte LT4 supstitucione terapije (19, 274, 310).

Prema tezini klini¢ke slike, hipotireoidizam se deli na jasan ili klinicki i blag ili
supklinicki. SkH se karakteriSe normalnim nivoima perifernih tireoidnih hormona, sa blago
povisenim nivoima TSH, sa ili bez klinickih simptoma (311-313). Nadalje, skH se moze podeliti
u dve kategorije, zavisno od nivoa TSH, pri ¢emu se skH sa nivoima TSH <10mlU/mL smatra
blazom, a skH sa nivoima TSH >10mIU/ml tezom formom skH (19, 276).

Vodeci uzrok morbiditeta i mortaliteta u savremenom svetu je A. Ona moze uzrokovati
IBS, mozdani udar ili distalnu angiopatiju manifestovanu kao intermitentna klaudikacija ili, u

najtezem slucaju, gangrena (314-316). Aterosklerotske lezije se najéese razvijaju na mestima
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grananja arterijskih KS, gde su promene protoka i prisustvo turbulencija najizraZzenije. U
najve¢em broju slucajeva, pre klinickog ispoljavanja ovih poremecaja, postoji dug period
klini¢ki neme, ali progresivne koronarne A. Faktori rizika za nastanak A ukljucuju insulinsku
rezistenciju, dislipidemiju, centralni i visceralni tip gojaznosti, hipertenziju, ED, pusenje i fizicku
neaktivnost. Hipotireoidizam je povezan sa faktorima metabolickog sindroma kao $to su:
dislipidemija, hipertenzija, gojaznost i Cesto insulinska rezistencija. Svi ovi faktori direktno
doprinose ubrzanju nastanka ateroskleroze (317). Neke studije pokazuju vezu izmedu
hipotireoidizma i IBS, bez obzira na uzrast, STA, BMI i ukupan holesterol (6), dok neke ne

ukazuju na postojanje povezanosti izmedu povisenog TSH i KVB (67).

Hipotireoidizam je jedan od najc¢eséih uzroka sekundarne dislipidemije (318). Pokazano
da je oko 95% novodijagnostikovanih  pacijenata sa hipotireoidizmom imalo
hiperholesterolemiju, dok je oko 5% imalo hipertrigliceridemiju (70, 319-321). Hipotireoidizam
dovodi do smanjenja ekspresije LDL receptora na fibroblastima i hepatocitima i sledstveno

smanjenog preuzimanja LDL-H, $to vodi ka porastu nivoa LDL-H (70, 320).

Odnos izmedu hipotireoidizma i A je nedvosmisleno potvrden (47, 322, 323).
Razumevanje efekata hipotireoidizma na morfoloske i hemodinamske parametre funkcionalnog
statusa KS, kao indikatora pojave rane A, je od velikog je znacaja u smislu pravovremenog

uvodenja supstitucione terapije LT4.

Promena antropometrijskih i klini¢kih parametara u stanjima skH i kH. Pandemija
dijabetesa je uslovila intenziviranje istrazivanja veze izmedu tireoidnih hormona i TT, obzirom
da je poznato da tireoidni hormoni imaju vaznu ulogu u energetskoj homoeostazi. Shodno tome,
poremecaj energetske ravnoteZze uzrokovan tireoidnim hormonima, moze biti jedno od
potencijalnih objasnjenja za razumevanje nastanka gojaznosti (324). Rezultati nasih merenja
antropometrijskih 1 klinickih parametara pokazuju postojanje satisticki znacajne razlike u
prosecnoj vrednosti BMI izmedu ispitivanih grupa; vrednosti BMI u skH 1 kH grupi su statisticki
znacajno vise u poredenju sa BMI vrednostima kontrolne grupe. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima iz literature, koji pokazuju da je prevalenca skH kod Zena sa centralnim tipom

gojaznosti 20,5% u odnosu na 5,2% Zena sa normalnim obimom struka (324). Takode, oba
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stanja, i skH i kH, su povezana sa promenama u TT i telesnom sastavu, telesnoj temperaturi,

ukupnoj i potro$nji energije nezavisno od fizi¢ke aktivnosti (325).

Nasi rezultati dobijeni za nivo TSH pokazuju da je on statisticki znacajno visi, dok je
nivo fT4 statisticki znacajno nizi kod ispitanica u grupi skH i kH u poredenju sa onima iz
kontrolne grupe. Takode, nivo TSH je statisticki znacajno visi, dok je nivo fT4 statisticki
znacajno nizi kod ispitanica u grupi kH u poredenju sa grupom skH. Dobijeni rezultati ukazuju
na korelaciju izmedu nivoa TSH i gojaznosti kod skH i KH ispitanica, $to moze biti rezultat
promena u aktivnosti tireoidnih hormona i/ili rezultat promena u funkcionisanju hipotalmo-
hipofizno-tireoidne osovine. Ova hipoteza postaje verodostojna, obzirom da je TSH receptor
eksprimiran u masnom tkivu (326). Pokazano je da cirkuli$u¢i citokini povezani sa metabolickim
sindromom, mogu suprimirati tireoidnu funkciju na bilo kom nivou: hipotalami¢nom ili
hipofiznom ili tireoidnom (327). Najprikladniji doprinose¢i faktor je poremeéena hipotalo-
hipofizno-tireoidna osovina u populaciji gojaznih, s’obzirom da se direktna veza izmedu TSH i
gojaznosti konzistentno spominje, ali i da ima suprotnih podataka u literaturi (328).

Neke studije su ukazale na niske nivoe T3 i T4 kod osoba sa ve¢om TT, dok su drugi
autori nasli postojanje direktne veze izmedu slobodnog T3 i gojaznosti, $to ukazuje na postojanje
niza faktora koji uti¢u na slobodne nivoe T3 kod gojaznih osoba. Ovi faktori mogu varirati kod
razli¢itih osoba iste TT i telesnog sastava, iste etiologije tireoidopatije, unosa joda i sl. Druga
pretpostavka za objaSnjenje Kkorelacije izmedu nivoa TSH i gojaznosti je naruSavanje
neuroendokrine homoeostaze, koja kod gojaznih osoba moze dovesti do poviSenih koncentracija
TSH. Naime, dejodinaza 2, kao najvaznija dejodinaza u hipofizi, ima ulogu u kontroli sekrecije
TSH pod efektom T3. Kod gojaznih osoba, ova uloga dejodinaze 2 je naruSena, a jedno od
objaSnjenja je niZi nivo ekspresije ovog enzima u hipofizi kod pomenutih pacijenata. Pored toga,
Ala92 varijanta dejodinaze 2 kod ljudi se povezuje sa indukcijom stanja gojaznosti i insulinske
rezistencije u poredenju sa drugim genotipovima, poput 92Thr dejodinaza 2 (329). Ne treba
zanemariti takode 1 mogucu ulogu leptina, s’obzirom da leptin direktno stimuliSe izlu€ivanje
TRH, a potom TSH i tireoidnih hormona (330). Pored toga, pokazano je da leptin ima direktan
inhibitorni uticaj na neke komponente u tireocitima koje su ukljucene u produkciju tireoidnih

hormona (331), ali isto takomoze direktno uticati na samu senzitivnost tireotrofa i/ili tireocita
(332).
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Efekti skH i kH na biohemijske parametre i lipidni profil. Tireoidni hormoni zna¢ajno
uti¢u na metabolizam lipoproteina (333). Pored efekta tireoidnih hormona, i TSH nezavisno utice
na metabolizam lipida. Hormon TSH deluje dvojako na metabolizam lipida- samostalno
direktno, ali i indirektno, preko tireoidnih hormona (334). Pokazano je da je metabolizam lipida
izmenjen u skH (333). U nasoj studiji, statisticki znacajna razlika je uo¢ena za nivoe glikemije,
holesterola, HDL-H i LDL-H, dok se nivoi HbAlc i TG statisticki zna¢ajno ne razlikuju izmedu
ispitivanih grupa. Kod kH ispitanica su izmerene statisticki znacajno vise vrednosti holesterola u
odnosu na kontrolnu grupu; vrednosti LDL-H su bile znacajno vise i u grupi skH i kH u odnosu
na K, dok je nivo HDL-H bio znacajno niZi kod ispitanica sa skH i kH u poredenju sa

kontrolama.

Rezultati lipidnog profila u nasoj studiji su sli¢ni rezultatima dobijenim u drugim
studijama (302, 303, 335, 336). Nasi rezultati pokazuju statisticki znacajno viSe vrednosti
ukupnog holesterola i LDL-H kod pacijenata sa skH i kH. Suprotno od rezultata studija, koje su
ukazale na poviSene nivoe serumskih lipida, postoje i studije koje nisu pokazale znaCajne razlike
u nivoima lipida izmedu obolelih od skH i eutireoidnih kontrola (337-340). Takode, postoje i
studije koje pokazuju povezanost skH sa ostalim lipidnim varijablama izuzev sa vrednostima za
ukupni holesterol i LDL-H (66, 341, 342). U literaturi je pokazano je da su u poredenju sa
eutireoidnim kontrolama, poviSeni ukupni holesterol i/ili LDL-H posebno zastupljeni kod
pacijenata sa skH (302, 303, 335, 336). Sli¢no tome, rezultati iz Tromso studije takode su ukazali
na poviSene nivoe LDL-H kod skH pacijenata (304). Neke studije su pokazale da su poviSeni
nivoi LDL-H u skH reverzibilni — imaju tendenciju pada primenom LT4 supstitucije (68, 283).
Tireoidni hormoni dovode do povecane ekspresije LDL-receptora, S§to sugeriSe da je
hiperholesterolemija ¢esto posledica hipotireoidizma (343). Medutim, rezultati dobijeni u okviru
Whickham studije nisu pokazali poviSene nivoe ukupnog holesterola kod obolelih od skH (12).
Takode, u studijama poput NHANES III (10, 339) i Busselton (62), prvobitno su registrovane
povisene vrednosti ukupnog holesterola u skH, ali je kasnije, prilagodavanjem po uzrastu 1 polu,

razlika u vrednostima holesterola odnosu na kontrole gotovo u potpunosti izostala.

Pored toga, neke studije su pokazale da dislipidemija kod pacijenata sa skH mozZe biti
predstavljena povisenim nivoom TG (344, 345), ali i snizenim nivoima HDL-H (346). Znac¢ajno

nizi nivo HDL-H, bez znacajnih promena u TG kod skH pacijenata u poredenju sa kontrolama
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zabeleZen je u nasoj studiji, $to je u saglasnosti sa rezultatima iz literature (347). Tako su u
studiji Efstathiadou i aut. pacijenti sa skH imali zna¢ajno vi$i nivo ukupnog holesterola i LDL-H,
dok se nivoi TG i HDL-C nisu znacajno razlikovali u poredenju sa eutireoidnim kontrolama
(335). Nivoi serumskih TG u nasoj studiji se nisu menjali kod pacijenata sa skH, mada je takode

pokazano da nivo TG moze biti neznatno povisen (16).

U nasSoj studiji, pacijenti sahipotireoidizmom nisu imali lipidni profil statisticki znac¢ajno
razli¢it od eutireoidne kontrole (384), a moguée objasnjenje moglo bi biti u ¢injenici da su nivoi
lipida u kontrolnoj grupi bili relativno visoki. Takode, nije nadena korelacija izmedu nivoa TSH 1
fT4 sa lipidnim parametrima (TG, ukupni holesterol, HDL-H, LDL-H). Verovatan razlog zasto
nije uocena korelacija izmedu nivoa TSH i lipidnog profila je uticaj nekih drugih parametara,
npr. godina zivota i navika ishrane (348, 349). Druga moguc¢nost moze biti mala veli¢ina uzorka
ili, pak nedovoljan uticaj hormona na lipidne parametre. Dodatno, nije zabeleZena ni korelacija
BMI sa TSH 1 fT4. VaZno je napomenuti da u okviru nase studije nismo ispitivali uticaj
etiologije hipotireoidizma, obzirom da je poznato da je Hashimoto tireoiditis naj¢e$éi uzrok
povisenog nivoa TSH. Upravo jedan od razloga lecenja hipotireoidizma je korekcija lipidnog
profila (350).

Koncentracije NO2 i CRP u eutireoidnim i primarnim hipotireoidnim stanjima.

Promene u koncentracijama NO2, kao NOx, su prisutne u brojnim patofizioloSkim stanjima,

poput dijabetesa (351), metaboli¢kog sindroma (352), kao i KVB (353).

Eksperimentalne studije su pokazale da je u hipotireoidizmu smanjena endotel-zavisna
vazorelaksacija u aorti i bubreznim KS (190, 192, 193), uz smanjenje eNOS aktivnosti u aorti
pacova. Ovi nalazi su u diskrepanci sa nalazima u kojima u hipotireoidizmu nije detektovana ED,
verovatno zbog duzine trajanja, ali i tezine ispoljavanja hipotireoidizma, koji su ovom slucaju
veoma znacajni (196). Koncentracije NOx su inace znacajno nize kod hipotireoidnih Sprague-
Dawley pacova, S§to se objaSnjava smanjenom bioloSkom raspolozivoséu usled tireoidne

disfunkcije, pri ¢emu se mogu povecati primenom donora NO, poput Na*-nitroprusida (354).
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U naSoj studiji nismo naSli statisticki zna¢ajno smanjenje koncentracije NO2 kod
pacijenata skH u poredenju sa kontrolama, za razliku od rezultata drugih studija, poput one koju
su objavili Kumar i aut. (355), u kojoj je pokazano da je nivo NO bio nizi, ali bez statisticke
znacajnosti u grupi skH u odnosu na eutireodne kontrole, pri ¢emu je nivo NO negativno
korelisao sa porastom TSH. Smanjena produkcija NO je dokazana u hipertireoidnih (299),
obolelih od kH (299), kao i od skH (107).

U nasoj studiji registrovano je smanjenje u koncentracijama NO2 kod skH, ali ono nije
statistiCki znacajno. Pretpostavlja se da ova statistiCka znacajnost nije dostignuta zbog male
veli¢ine ispitivane populacije. Analizom korelacija koncentracija NO2 sa antropometrijskim,
hormonskim i lipidnim parametrima, zapaza se statisti¢ki znacajna korelacija koncentracija NO2
sa BMI, HbAlc, kao i nivoom TG. Multivarijantna linearna regresija antropometrijskih,
biohemijskih i hormonalnih prediktora NO2 u ispitivanoj populaciji pokazuje da je jedini

nezavisni prediktor koncentracije NO2 u ispitivanoj populaciji, upravo vrednost TG.

S’obzirom da je pronadena povezanost koncentracije NO2 sa tzv. markerima
metaboli¢kog rizika (BMI, HbAlc i TG), radi dalje analize koncentracija NO2 u ispitivanoj
populaciji, izracunali smo indeks metabolickog optereéenja. Dobijeni rezultati pokazuju
postojanje statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji NO2 kod ispitanica sa i bez metaboli¢kog
optere¢enja, tj. ispitanice sa povecanim metabolickim rizikom imale su znaajno viSe
koncentracije NO2. Nasi rezultati su u saglasnosti sa podacima drugih autora, koji isto tako
pokazuju da kod pacijenata sa dijagnostikovanim metabolickim sindromom dolazi do povecanja
koncentracija NOx (356-358). Tako su Caimi i sar. (359) pokazali da kod ispitanika sa
metaboli¢kim sindromom dolazi do znac¢ajnog povecanja koncentracije NO, mada ovo povecanje
nije povezano sa prisustvom dijabetesa. Moguce objasnjenje ovog povecanja u koncentracijama
NO pripisuje se stepenu zapaljenja koje prati stanje metabolickog sindroma, koje indukuje
ekspresiju INOS u makrofagima. Osim na taj nacin, poznato je da se iNOS moze aktivirati u
stanjima inflamacije pod uticajem aktiviranih citokina, poput TNF-a , IL-1b i interferona (360-
362, 389).

Za oba pola i razli¢ite starosne grupe u populaciji zdravih odraslih osoba, referentni opseg
za NOx je 10,3-66,8uM, a po polovima- za muski 11,5-76,4uM, a za zenski 10,1-65,6uM (363).
Sli¢ne rezultate prikazuje i Romitelli i sar. (364), koji je u grupi 50 zdravih ispitanica identi¢nim
(Grisovim metodom), definisao referentni opseg koncentracije NO: 8,2-75uM, dok je
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odredivanjem metodom gasne hromatografije, koji se smatra najtac¢nijim metodom kvantifikacije
koncentracija NO, referentni opseg iznosio 19,9-85,0uM. Watanabe i sar. (365) su ispitivanjem
263 odrasle zdrave osobe (145 muskog i 118 zenskog pola) definisali interkvartilni opseg za
NOx od 34,4-51,1 tj. 24,8-50,7uM za muski odnosno zenski pol. Posmatrano po godinama
zivota, u studiji Ghasemija i sar. (363), najniZze i najviSe grani¢ne referentne vrednosti su
registrovane u klasterima od 20-30 godina i >50 godina zivota. Vise gornje granice referentnih
vrednosti za NO su objasnjene uticajem menopauze (363, 365), obzirom na vecu ekspresiju
INOS u uslovima deficijencije estrogena (366). Takode, koncentracije NO su vece kod inace
zdravih Zena koje su gojazne, Sto se objaSnjava verovatno povecanom produkcijom NO u
masnom tkivu (367). Sa druge strane, nize koncentracije NO se registruju kod mladih osoba
(363, 368).

Poput studije Gaoa i sar. (369), i u drugim studijama su pokazane nize koncentracije NOXx
u grupi skH u odnosu na zdrave eutireoidne kontrole (44, 107, 355, 370). Pre primene LT4,
koncentracije NOx se razlikuju izmedu zdravih i skH grupe (niZe u skH grupi), a po primeni LT4
dolazi do statisticki znacajnog porasta NOx u skH grupi (369). Koncentracije NOx su bile
znacajno nize u skH grupi, $to se objasnjava dozno-zavisnim efektom porasta TSH, iako su nivoi
fT4 bili slicni medu grupama skH i eutireoidne kontrole. Nakon Sest meseci od uspostavljenog
stabilnog eutireoidnog ranga TSH, dolazi do porasta NOx (369). To pokazuje da TSH na
endotelne celije deluje nezavisnim mehanizmom od promena nivoa perifernih tireoidnih
hormona (369), sto potvrduje i ve¢ pomenuta ekspresija TSH receptora na endotelnim ¢elijama
(371, 372). Eksperimentalni dokaz tome je i smanjena ekspresija eNOS i prostaciklina 12 u
endotelnim celijama humanih umbilikalnih vena u uslovima poviSenog TSH (373), ¢ime se
ujedno objasnjava uticaj poviSenog TSH na nastanak ED. Multiplom linearnom regresijom je
potvrdena povezanost koncentracija NOx i povisenog nivoa TSH, ¢ak i nakon prilagodavanja za
ostale KV faktore rizika, $to vodi zakljucku da povisen nivo TSH doprinosi razvoju i ubrzanjuA
kod obolelih od skH (369).

Dodatno, povezanost izmedu kaveolina 1 tireoidne disfunkcije, moZe doprineti
razjasnjenju direktnog uticaja TSH na smanjenje raspolozivosti NO i nastanku 1 razvoju ED.
Naime, bazi¢ne studije su dokazale da kod hipotireoidnih pacova u hipokampusu i cerebelumu
dolazi do povecane ekspresije kaveolina (374). U drugoj studijina populaciji odraslih

hipotireoidnih pacova, pored induktivnog efekta hipotireoidizma na ekspresiju kaveolina,
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pokazana je i sniZzena aktivnost eNOS (375). Smanjena raspolozivost NO uzrokovana brojnim
faktorima u skH, naruSava vazodilatatorni odgovor na razli¢ite stimuluse, ubrzava regrutaciju
makrofaga i njihovu migraciju u zid KS, promoviSe adheziju trombocita i njihovu agregaciju, a

potom i razvoj tromboze (376).

Nasi rezultati pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u nivou izmerenog CRP
izmedu ispitivanih grupa. Literaturni podaci koji se odnose na promene nivoa CRP u stanjima
hipotireoidizma su kontradiktorni. U studijama Tuzcu i sar. i Hristos-Crain i sar. pokazana je
veza izmedu hipotireoidizma i poviSenog nivoa visoko senzitivnog CRP (103, 377). Suprotno,
Pearce i sar. su pokazali da su pacijenti sa Hashimoto tireoiditisom, kao i tranzitornim
hipotireoidizmom ukljucujuci i postpartalni, imali sli¢ne nivoe visokosenzitivnog CRP u odnosu
na njihove eutireoidnih kontrole. Isti autori sugeriSu da nivo visokosenzitivnog CRP moze imati
samo ograni¢enu ulogu u dijagnostici tireoidnih oboljenja (378). Studija Huestona i sar., takode
je pokazala da nema razlike u nivoima visokosenzitivnog CRP izmedu pacijenata sa skH i
eutireoidnih kontrola (379).

Efekti primene LT4 u stanjima skH i kH. Tretman kH primenom LT4 se sprovodi
odmah nakon postavljanja dijagnoze. Tretman skH je Cesto delikatan u smislu inicijacije LT4.
Najces¢i razlozi za uvodenje LT4 su spreCavanje transfera u kH, kao i1 poboljSanje kvaliteta

zivota, prevashodno kod onih pacijenata kod kojih se klinicki ispoljava (50, 59, 71).

Konsenzus—konferencija o zapo¢injanju leCenja skH preporucila je inicijaciju lecenja kod
perzistentno povisenog nivoa TSH >10mIU/ml, prevashodno sa ciljem da se spreci prelazak u
kH i smanji povisen rizik od KV morbiditeta i mortaliteta (20, 42, 277, 278). Pristup lecenju skH
treba biti strogo individualizovan, sa sagledavanjem celokupnog stanja bolesnika. Kod starijih
bolesnika se moraju anticipirati potencijalni negativni efekti skH na funkciju leve komore i
povecan rizik od IBS (47). U tim slucajevima, moraju se u potpunosti ispoStovati procedure
postepenog uvodenja LT4 1 monitoring bolesnika u cilju odrzavanja TSH u referentnom opsegu
(28). Kod osoba kod kojih je nivo TSH 3-4,5mlU/ml, posebno ukoliko imaju pozitivnha ATPO
antitela, postoji povecan rizik od transfera u kH, te se oni periodi¢no prate odredivanjem nivoa

TSH (28).
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Odluka u smislu zapocinjanja terapije LT4 kod obolelih sa nivoom TSH 5-9miU/ml
morala bi biti individulizovana, uzimajuci u obzir i brojne aspekte obolelog (14, 20). U ovoj
disertaciji, medijana duzine primene LT4 do uspostavljanja eutreoidnog ranga TSH
(<3,4mlIU/mL) je 3 meseca (3-6 meseci), bez razlika medu grupama tretiranih. Prose¢na nedeljna
doza LT4 se razlikovala medu grupama; u grupi skH je bila manja-175ug, dok je u kH grupi
iznosila 525ug. Posmatrano u ispitivanom uzorku tretiranih LT4, prose¢an nivo TSH po
uspostavljaju eutireoidizma je 2,33+£0,98mIU/ml, dok su koncentracije NO2 14,90+11,99uM.
Inicijalne prose¢ne koncentracije NO2 i koncentracije NO2 po uspostavljaju eutireoidizma se
nisu razlikovale, dok se prose¢ni nivo TSH inicijalno i nakon terapije, ocekivano statisticki

razlikovao.

Posmatrano unutar grupa, nivo TSH se u grupi skH statisti¢ki zna¢ajno snizio po primeni
LT4, bas kao i u grupi kH. Koncentracija NO2 po primeni LT4 je u grupi skH pokazala
tendenciju opadanja, dok je u grupi kH pokazala tendenciju rasta, ali te promene nisu dostigle

statisticku znacajnost.

Pozitivan efekat supstitucije LT4 na lipidni profil i smanjenje rizika od KB je pokazan u
studijama (74, 75, 301, 380, 381). Tireoidna funkcija je reverzibilna primenom LT4. Postmortem
studije, kao 1 epidemioloski podaci, ukazuju na povecan vaskularni rizik kod lecenih pacijenata
od hipotireoidizma (382). Promene u KVS su reverzibilne po uspostavljanju eutireodnog ranga
TSH primenom LT4. Rana primena LT4 u tretmanu skH moZe korigovati nivo holesterola, ali
isto tako moze dovesti do razvoja ili pogorSanja ve¢ postojee KB ili aritmija (67). Takode,
postoje i studije koje su pokazale izostanak korekcije lipidnih abnormanosti po primeni
supstitucije LT4 (380, 383).

Nasom studijom (384), pokazana je znacCajna korekcija aterosklerotskih rizi¢nih faktora
nakon 3 meseca primene LT4. Nakon uspostavljanja eutireoidnog ranga TSH, oboleli od
hipotireoidizma su znacajno korigovali vrednosti BMI, sTA, dTA, ukupnog holesterola, kao i
LDL-H u odnosu na preterapijske vrednosti. Sli¢ne rezultate u smislu korekcije nivoa ukupnog
holesterola, kao i LDL-H prikazani su i nakon 6 meseci primene LT4 (77). Kvalitet korekcije
lipidnog disbalansa po uspostavljanju biohemijskog eutireoidizma lekom zavisi od tezine i

trajanja tireoidopatije, ali 1 od teZine hiperholesterolemije (67, 321, 385). Takode, ishrana,
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inicijalni BMI i puSenje mogu primarno uticati na nivo LDL-H (102). Efekat korekcije

hiperholesteolemije i nivoa LDL-H je obi¢no izrazeniji kada je TSH >10mlIU/ml (70, 321).

Ipak, najviSe kontroverze ima oko uticaja LT4 na HDL-H kod hipotireoidnih pacijenata.
Pojedine studije su pokazale porast nivoa HDL-H primenom LT4 (335, 380), druge snizenje
(386, 387), dok trece nisu pokazale znacajan efekat supstitcije LT4 na nivo HDL-H (383, 388).
Nasi rezultati pokazuju da nivoi TG i HDL-H nisu bili zna¢ajno promenjeni po primeni LT4 kod
obolelih od hipotireoidizma (384). Meta analizom, koja je uklju¢ila 13 studija, nisu pokazani
efekti LT4 na nivoe HDL-H i TG (70). Kod obolelih od skH, primena LT4 je dovela do
smanjenja ukupng holesterola (u 11 od 13 studija), dok se u 7 od 9 studija registruje pad LDL-H
(9). Ovi rezultati podrzavaju hipotezu da lecenje skH koriguje lipidni profil i redukuje rizik od
KB (9, 67, 70). Jos uvek nije definisano koji nivo leCenja skH redukuje KV morbiditet
(9).LeCenje LT4 obi¢no koriguje dislipidemiju, ali, ukoliko to ne obezbedi, trebalo bi razmisljati
u pravcu postojanja primarne dislipidemije. Nasom studijom (384) smo pokazali znacajne

metabolicke efekte primenjene supstitucije LT4 u obolelih odhipotireoidizma.

Limitacije naSe studije su relativno mala populacija bolesnika i kontrola, kao i izraZzena
heterogenost podataka (razli¢ito Zivotno doba, pojedinacni slucajevi postmenopauzalnih zena),
Sto je onemogucilo da se u potpunosti analiziraju efekti supstitucione terapije. Buduce studije bi
trebalo sprovesti na ve¢em uzorku da bi se Sto bolje sagledali efekti supstitucije LT4 na
koncentracije NO2, kao NOx, kao i lipidne parametre kod obolelih od skH i kH u Srbiji. Takode,
ukljucivanjem vece populacije bolesnih i1 kontrola, omogucice se rasvetljenje odnosa NO2 i TSH,

ali i lipida i inflamatornih markera u stanjima skH i kH.

U zakljucku, uzimajuéi u obzir podatke iz literature, zajedno sa rezultatima prikazanim u
okviru ove doktorske disertacije, kao 1 nase objavljene 1 preliminarne rezultate koji se odnose na
efekte NO2 u stanjima hipotireoze, sugeriSe se da bi koncentracija NO2 mogla biti jedan od
korisnih parametara, a svakako ne jedini, za opredeljenje uvodenja supstitucije LT4. lako
izostanak statisticke zna€ajnosti u ranim promenama koncentracija NO2 ne ide u prilog hipotezi
da inicijalna koncentracija NO2 moze biti pouzdan dodatni parametar u zapocinjanju terapije
LT4 kod primarnog hipotireoidizma, a prevashodno skH, bilo bi korisno dizajnirati klinicku
studiju gde ¢e se pratiti kasniji efekti LT4 na koncentracije NO2 (npr. 6, 12 ili viSe meseci od

uspostavljanja stabilnog eutireoidizma), ali i evaluirati njihova asocijacija sa lipidnim i drugim
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inflamatornim parametrima i eventualna potreba za optimizacijom terapije LT4. Razumevanje
molekularnih mehanizama, koji su u osnovi efekata NO2, kako u fizioloSkim, tako i u

patofizioloskim stanjima, kao $to je stanje hipotireoidizma, stoga je od velike vaznosti.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih i prikazanih rezultata u okviru ove doktorske disertacije, mogu se

izvesti sledeci zakljucci:

1. Inicijalne koncentracije NO2 u ispitivanoj populaciji nalaze se kako u referentnom
opsegu za odrasle osobe, tako 1 u opsegu za odrasle osobe Zenskog pola; najnize
koncentracije NO2 su zapazene u skH grupi, a najvise u kontrolnoj grupi, bez dokazane

statistiCke razlike medu grupama.

2. Prilagodavanjem koncentracija NO2 za parametre metabolickog rizika i godine Zivota,
pokazana je statistiCki znaCajna razlika izmedu obolelih od hipotireoidizma i kontrole
grupe.

3. Nije zabelezen uticaj TSH i fT4 na inicijalne koncentracije NO2.

4. Analizom korelacija koncentracija NO2 sa antropometrijskim, hormonskim i lipidnim

parametrima, zapazena je statisticki znacajna korelacija koncentracija NO2 sa BMI,
HbA1c, kao i nivoom TG.

5. Nivo TSH je statisticki znacajno nizi, dok se koncentracije NO2 nisu statisti¢ki znac¢ajno

razlikovale pre, kao i nakon uspostavljenog eutireoidizma, primenom LT4 u grupi skH.

6. Nivo TSH je statisticki znacajno nizi, dok se koncentracije NO2 nisu statisti¢ki znacajno

razlikovale pre, kao i nakon uspostavljenog eutireoidizma, primenom LT4 u grupi kH.

7. Nakon prose¢no 3 meseca primene LT4, koncentracije NO2 nisu se razlikovale od
prosecnih inicijalnih koncentracija NO2, a nalaze se u normalnom opsegu za NO2 u

adultnoj populaciji Zenskog pola.

8. Prose¢ne koncentracije NO2 po uspostavljanju laboratorijskog eutireoidizma su pokazale
trend opadanja u skH, odnosno porasta u kH grupi, ali bez dostizanja statisticke

znacajnosti U 0dnosu na inicijalne vrednosti.

9. Ispitanice sa metaboli¢kim rizikom imale su znacajno viSe koncentracije NO2.
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Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju na rane efekte LT4 supstitucije
na koncentracije NO2, kao markere inflamacije i parametre ED u hipotireoidnim stanjima.
Takode, ukazano je da u stanjima hipotireoze postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracija
NO2 i TG, sto govori o tome da je jedini nezavisni prediktor koncentracije NO2 u ispitivanoj

populaciji, upravo vrednost TG.

Potencijalni nau¢ni doprinos rezultata dobijenih ovom doktorskom disertacijom je,
izmedu ostalog, upoznavanje delovanja NO2 u stanjima hipotireoidizma. Izu¢avanja usmerena u
tom pravcu su od izuzetne vaznosti za razumevanje uloge NO, kako u endokrinologiji, tako i u

KVB.
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LISTA SKRACENICA

A — ateroskleroza

ATPO — anti tireoperoksidazna

apoAl — apolipoprotein Al

apoB - apolipoprotein B

ADMA — asimetri¢ni dimetil arginin

BH4 — tetrahidrobiopterin

BMI — engl. Body Mass Index — indeks telesne mase

VCAM-1 -engl. Vascular Cell Adhesion Molecule 1- athezioni molekul

vaskularne Celije 1
DIMK - debljina intima-medija kompleksa
dTA — dijastolni arterijski pritisak

EDRF — engl. Endothelium-Derived Relaxing Factor — faktor relaksacije KS iz
endotela

ED - endotelna disfunkcija
eNOS — engl. Endothelial Nitric Oxide Synthase - endotelna NO sintetaza
INOS — engl. Inducible Nitric Oxide Synthase - inducibilna NO sintetaza

IL-6 — interleukin 6



ICAM-1 — engl. Intercelullar Adhesion Molecule 1- meducelijski athezioni

molekul 1

kH — klinicki hipotireoidizam

KVS — kardiovaskularni sistem

KV- kardiovaskularni

KB — koronarna bolest

KVB — kardiovaskularna bolest

KS — krvni sud/ovi

K — kalmodulin

L T4- levotiroksin

LDL-H — LDL-holesterol

Lp(a) — lipoprotein (a)

L-NAME — N-nitro-L-arginin-metilestar
L-NMMA — N-monometil-L-arginin

MCP-1 — engl. Monocyte Chemoattractant Protein 1- monocitni hemoatraktant

protein 1
MMP — matriksna metaloproteinaza

NHANES 11l — engl. National Health and Nutrition Examination Survey-

Istrazivanje Javnog zdravlja 1 ispitivanja ishrane

NO — azot oksid



NOS - engl. Nitric Oxide Synthetase — sintetaze NO

NNOS - engl. Neuronal Nitric Oxide Synthetase - neuronalna sintetaza NO
NO2 — nitriti

NO3 — nitrati

NOx — NO metaboliti

NFKB — engl. Nuclear Factor kapa B — nuklearni faktor kapa B

NADPH — nikotinamid dinukleotid

ORL - otorinolaringologija

PET — pozitron emisiona tomografija

PKG — protein kinaza G

PAI 1 — engl. Plasminogen Activator Inhibitor 1 — inhibitor plazminogenskog

aktivatora 1

RNK:- ribonukleinska

ROS — engl. Reactive Oxygen Species — slobodni kiseoni¢ni radikali
skH — supklinicki hipotireoidizam

STA — sistolni arterijski pritisak

SAD — Sjedinjene americke drzave

S| — sr¢ana insuficijencija

TSH — tireotropni hormon



TT — telesna teZina

TV — telesna visina

T3 — trijodtironin

TNF-a — engl. Tumor Necrosis Factor a — faktor nekroze tumora o,

TRE — engl. Thyroid Hormone Response Elements- vezna mesta za tireoidne

hormone

TG - trigliceridi

fT4 — enfl. Free Thyroxine — slobodni tiroksin
FAD - flavin adenin dinukleotid

FMN — flavinmononukleotid

HDL-H — HDL- holesterol

HbAlc — glikozilirani hemoglobin
Ca**-ATP-aza — kalcijum adenozintrifosfataza
CRP — C reaktivni protein

CAMP — cikli¢ni adenozinmonofosfat

CGMP — cikli¢ni guanozinmonofosfat

COX-2 —engl. Cyclooxigenase 2 — ciklooksigenaza 2
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