
 
 

МЕДИЦИНСКИ ФАКУЛТЕТ 

УНИВЕРЗИТЕТА У КРАГУЈЕВЦУ 

ЈУНИОР ПРОЈЕКАТ 
ЈП 06-12 

 

Општи подаци и протокол истраживања 
 

 

Назив Пројекта : АПОПТОЗА ЛИМФОЦИТА ПЕРИФЕРНЕ КРВИ И ФРЕКВЕНЦИЈА 

МИКРОНУКЛЕУСА КОД ПАЦИЈЕНАТА СА ДИФЕРЕНТОВАНИМ КАРЦИНОМОМ 

ШТИТАСТЕ ЖЛЕЗДЕ КОЈИ СУ ЛЕЧЕНИ РАДИОАКТИВНИМ ЈОДОМ 131  

 

 

  

Кључне речи : диферентовани карциноми штитасте жлезде, јод 131, лимфоцити, апоптоза, 

микронуклеуси, оксидативни стрес, цитокини 

  

 

 

Предмет, садржај и циљ истраживања 

 
 

Сажетак  

  

Карциноми штитасте жлезде су најчешћи малигни тумори ендокриног система. У терапији 

диферентованих карцинома штитасте жлезде (DTC) примењују се велике дозе радиоактивног 

јода 131 (131I), с циљем да се елиминишу преостале (малигне и нормалне) тиреоидне ћелије. 

Радиактивни 131I се крвљу транспортује до штитасте жлезде и у њој концентрише. При том 

долази до емитовања бета и гама зрачења, тако да системска радионуклидна терапија 

предстваља добар модел за испитивање ефеката продуженог дејства великих доза јонизујућег 

зрачења у in vivo условима.  

Oчекиван ефекат примене великих доза радиоактивног јода је јонизација праћена 

оксидативним стресом и ослобађањем неких цитокина, као и оштећење ћелијских 

макромолекула уз повећање фреквенције микронуклеуса, а можда и индукција апоптозе 

лимфоцита периферне крви. Учесталост апоптозе лимфоцита периферне крви код пацијената 

са диферентованим карциномом штитасте жлезде није испитивана ни пре, нити после 

терапијске апликације   131I.        

 

Циљ истраживања: 

Основни циљ истраживања је да се код пацијената са диферентованим карциномом штитасте 

жлезде испита апоптозa лимфоцита периферне крви паралелно са фреквенцијијом 

микронуклеуса пре и седам дана након апликације великих доза (3.7 или 5.5 GBq) 

радиоактивног 131I, као и да се проценат апоптотичних лимфоцита и фреквенција 

микронуклеуса анализира у односу на интензитет оксидативног стреса, цитокински профил (у 

серуму испитаника), концентрацију тиреоглобулина и тиреоидни статус.  

У складу са основним циљем поставили смо и посебне циљеве: 

Циљ 1. Испитати да ли постоји разлика у проценту апоптотичних лимфоцита и фреквенци 

микронуклеуса између групе пацијената са DTC пре апликације 
131

I и контролне групе 

здравих испитаника.  



 
 

МЕДИЦИНСКИ ФАКУЛТЕТ 

УНИВЕРЗИТЕТА У КРАГУЈЕВЦУ 

ЈУНИОР ПРОЈЕКАТ 
ЈП 06-12 

 

Циљ 2. Испитати да ли постоји разлика у проценту апоптотичних лимфоцита и фреквенци 

микронуклеуса у групи пацијената са DTC пре и седам дана након апликације 
131

I. 

Циљ 3. Испитати да ли постоји корелација између процента апоптотичних лимфоцита седам 

дана после терапије 131I и дозе апликованог 131I, интензитета оксидативног стреса, 

концентрације мерених цитокина, концентрације тиреоглобулина и тироидног статуса 

испитаника. 

 

Циљ 4. Испитати да ли постоји корелација између фреквенце микронуклеуса седам дана 

после терапије 131I и дозе апликованог 131I, интензитета оксидативног стреса, концентрације 

мерених цитокина, концентрације тиреоглобулина и тироидног статуса испитаника. 

 

Циљ 5. Испитати да ли постоји корелација између процента апоптотичних лимфоцита и 

фреквенције микронуклеуса код пацијената са DTC пре и након апликације 131I. 

 

Актуелност истраживања  

Карциноми штитасте жлезде чине око 1–2% свих малигних тумора (1). То су најчешћи тумори 

ендокриног система (око 95%), a њихова инциденца се у току протеклих тридесетак година 

повећала у многим земљама (2). Од свих малигних тумора штитасте жлезде, око 90% су 

добродиферентовани тумори (папиларни и фоликуларни карциноми). С обзиром на то да су 

ћелије добродиферентованоих тиреоидних карцинома задржале способност акумулације јода, 

после оперативног лечења пацијентима се у циљу аблације остатка тиреоидног ткива апликује 

радиоактивни 131I (90% терапијског ефекта остварује се β-, а 10% γ зрачењем) чије је полувреме 

распада 8 дана (3). Системска радионуклидна терапија предстaвља добар модел за испитивање 

пролонгираног дејства јонизујућег зрачења у in vivo условима. Oчекивани ефекат примене 

великих доза радиоактивног 131I је јонизација материје праћена стварањем слободних радикала 

и настанком оксидативног стреса (4). Иако у литератури постоји велики број радова који се 

односе на оксидативни стрес проузрокован јонизујућим зрачењем уопште (4, 5, 6, 7), 

оксидативни стрес проузрокован пролонгираним дејством јонизујућег зрачења приликом 

применe радионуклидне терапије (131I) недовољно је испитан. Најновији радови указују на то 

да оксидативни стрес може да подстакне ослобађање IL-1γ и IL-18 (8), односно TNF и IL-6 (9), 

као и да неки цитокини могу бити маркери радијационог оштећења ћелија/ткива (10). Према 

нашим сазнањима, до сада је публикован само један рад који се односи на продукцију 

цитокина након терапијске примене радиоактивног јода 131 (11) код пацијената са Graves-овом 

болешћу који су лечени знатно мањим дозама радиоактивног јода 131. У том раду је показано 

повећање концентрације IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α и IFN-γали се мора имати у виду чињеница 

да се ради о аутоимунској болести, са могуће другачијим цитокинским профилом него код 

тиреоидног карцинома.  

У оксидативном стресу који је проузрокован јонизујућим зрачењем настаје оштећење 

ћелијских макромолекула: протеина, липида и ДНК. Микронуклеуси представљају крајњи 

ефекат оштећења ДНК и маркер су генотоксичног дејства јонизујућег зрачења (12), а 

одређивање фреквенције микронуклеуса (engl. сytokinesis-blocked micronucleus assay, CBMN 

assay) је стандардни тест за детекцију хромозомских оштећења и нестабилности генома у 

молекуларним и цитогенетским студијама (13). Микронуклеуси представљају фрагменте 

хромозома или целе хромозоме који су издвојени у току митозе и у цитоплазми ћерки ћелија 

уочавају се као мало, додатно једро.  Могу се детектовати и у лимфоцитима периферне крви 

здравих особа, а њихов број је повећан код особа са различитим туморима (14). Осим повећања 
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фреквенције микронуклеуса, код особа са неким туморима (главе и врата, малигног меланома) 

показано је и повећање апоптозе лимфоцита периферне крви непосредно након њиховог 

издвајања (15, 16, 17, 18). С обзиром на то да се апоптозом уклањају неке ћелије са 

непоправљивим генетским оштећењем (19, 20, 21), као и да агенси који индукују хромозомске 

аберације изазивају повећано стварање микронуклеуса и стимулишу апоптозу (22, 23) 

уклањање оштећених ћелија процесом апоптозе може да утиче на фреквенцију детектованих 

микронуклеуса.  

Фреквенција микронуклеуса у лимфоцитима периферне крви особа са диферентованим 

карциномима штитасте жлезде испитивана је у базалним условима, као и након апликације 

радиоактивног јода 131 (12, 24), док апоптоза лимфоцита непосредно након издвајања из 

периферне крви особа са карциномом штитасте жлезде није испитивана ни у базалним 

условима, нити након примене радиојодне терапије.    

 

Предмет и опис истраживања: задаци, методологија, очекивани резултати  

  

Испитивана популација:  

Пацијенти: У студију ће бити укључено 24 пацијента оба пола, који су оперисани од тумора 

штитасте жлезде и код којих је патохистолошки потрврђена дијагноза добродиферентованог 

карцинома штитасте жлезде (папиларни или фоликуларни карцином), а упућени су у Центар за 

нуклеарну медицину КЦ Крагујевац ради апликације радиоактивног 131I. У студији ће бити 

коришћен „згодни” узорак (испитаници које задовољавају критеријуме за укључивање биће 

укључивани узастопно). 

Критеријуми за укључивање: (1) постављена дијагноза папиларног или фоликуларног 

карцинома штитасте жлезде, (2) да је пацијент оперисан и да је конзилијарно донета одлука о 

апликацији радиоактивног 131I, (3) хипотиреоидно стање пацијента, односно концентрација 

TSH већа од 30 mIU/L и (4) потписан формулар информисаног пристанка после детаљног 

информисања пацијента о студији. 

Критеријуми за искључивање: (1) пацијенти млађи од 18 година, (2) пацијенти са акутним 

инфекцијама (до месец дана пре апликације 131I), (3) раније дијагностификоване и/или лечене 

аутоимунске болести, (4) раније дијагностификоване и/или лечене хроничне инфламаторне 

болести и (5) раније дијагностификовани и/или лечени други малигни тумори, односно 

примењена зрачна или хемиотерапија. 

Контролна група: Здрави добровољци који немају раније дијагностификоване туморе, акутне 

или хроничне болести, и који месец дана пре узимање узорка крви нису имали акутну 

инфекцију са повишеном температуром, а најмање три месеца нису били изложени дејству 

јонизујућег зрачења у дијагностичке или терапијске сврхе.   

Узимање узорака крви 

Од свих испитаника ће венепункцијом бити узето по 10ml крви на следећи начин: у вакум 

епрувету која садржи антикоагуланс (0,5 ml хепарина) узеће се 4 ml крви, одакле ће бити 

изоловане ћелије које ће се користити за испитивање процеса апоптозе, 4 ml крви у епрувету 

без антикоагуланса, за издвајање серума и одређивање концентрације цитокина и параметара 

оксидативног стреса, и 2 ml крви бризгалицом која садржи антикоагуланс за одређивање 
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фреквенце микронуклеуса. Крв ће се узимати непосредно пре примене аблационе дозе 

радиоактивног јода 131 (0 дан) и седмог дана после примене 131I (7. дан).  

Апоптоза лимфоцита периферне крви 

Апоптоза лимфоцита периферне крви биће одређивана помоћу проточног цитометра применом 

Annexin V-FITC/7-AAD Kit комплета (Beckman Coulter, France) методом двоструког бојења 

флуоресцентним бојама Анексин V и 7-амино-актиномицин D (7-ADD) вијабилном бојом.  

Фреквенца микронуклеуса 

Учесталост микронуклеуса у лимфоцитима периферне крви биће анализирана применом 

Fenech-овог „Citokinezis blok mikronukleus testа“ (CBMN) након инкубације од 72h и третмана 

култура Citohalazin B 44h од почетка култивације. 

Тиреоидни статус и тиреоглобулин 

Концентрација слободног тироксина (fT4), слободног тријодторонина (fT3) и 

тиреостимулишућег хормона (TSH), тиреоглобулина (Tg) и анти-тиреоглобулинских антитела 

(TgAt)  одређиваће се стандардним дијагностичким тестовима фирме Cis Biointernational 

(Француска) према упутству произвођача, у лабораторији Центра за нуклеарну медицину  КЦ 

Крагујевац. 

Параметри оксидативног стреса 

У серуму пацијената непосредно пре и седмог дана после апликације радиоактивног јода, као и 

у серуму здравих испитаника, биће одређивана концентрација малонил диалдехида (TBA 

методом) и укупног антиоксидативног капацитета (RANDOX методом).  

Одређивање концентрације цитокина 

Концентрација цитокина (IFN-, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-

22, TNF-α,) биће одређивана у серуму пацијената непосредно пре и седам дана после 

апликације I131, као и у серуму здравих испитаника, методом проточне цитометрије, применом 

ВМS817FF e-Bioscience кита.   

Статистичка обрада података 

За статистичку обраду података користиће се SPSS пакет, верзија 13.0. Подаци ће бити 

анализирани применом батерије статистичких тестова- Студентов Т тест и упарени Т тест, 

односно Mann Whitney и Wilcoxon-ов тест за случај неправилне расподеле. Међусобна 

повезаност посматраних варијабли и јачина везе биће испитана тестовима линеарне регресије и 

корелације (одређивањем Pearson/Spearman коефицијената). Резултати ће се сматрати 

статистички значајним уколико је p<0.05. 

 

Очекивани резултати: 

Очекујемо да код пацијената са диферентованим карциномом штитасте жлезде пре апликације 
131I pостоји известан ниво апоптозе лимфоцита крви и већи број микронуклеуса у односу на 

контролну групу, а да ће се проценат апоптотичних ћелија и фреквенција микронуклеуса 
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повећати после радионуклидне терапије 131I, а после апликације 131I очекујемо настанак 

оксидативног стреса и повећање серумске концентрације неких проинфламаторних цитокина.   

Значај истраживања  

Значај ове студије је што ће се по први пут паралелно испитати проценат апоптотичних 

лимфоцита и фреквенција микронуклеуса у крви пацијената са DTC који су лечени 

радиоактивним 131I упоредо са другим анализираним параметрима, што ће допринети 

разумевању промена које се дешавају у лимфоцитима особа изложених познатим и великим 

дозама радиоактивног јода. 

Временски оквир  

Истраживање ће се спровести у периоду од 12 до 18 месеци. 
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