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Uvod

1. UvOD

1.1. Hashimotova bolest

Hashimotov tieoiditis (HT) pripada skupini autoimuim bolesti AW LW QM Den¢f. $, 7"
Autoimmune Tyroid Disordexskoe RELOMHADYD SRMDYD LPXQRVQLK VWL
WNLYQLK DQWLJHEDMEE IO PMDA R E MO MGG M X pRAM M ikE/Ra@ H V W L
infiltracija autoreaktivrin limfocita usmjerenh SURWLY DQWLJHQD aWLWQMDY|
FLUN X O laut@elsik®vinih Korotutijelg 3.) ]DMH G QIPPNNYR (pBddolyeD u  razvoju
sekundarnitautoimurih oboljenjg 4.) obiteljska pojavnost, uglavnokod a H @D

+DVKLPRWRY WLUHRée GEWQ R OREM X p & R WHDROH IRBIAVD] A W L W Q |
EROHVWL SUDWL JXELWDN IXQNFLMH aAWLWQH AOLMH]GH
LQILOWULUDMXULK DXW RAIPXOR VI AMHOQWDRDLFBDQKEBN ORI W
DXWRUHDNWLYQH OLPIRFLWH SRMDYOMXMX VH L SURWXWLN
tiroidnu peroksidazu (TPO) i tireoglobulin (TgRazorno djelovanje autoreaktivnih limfocita i
protutijela ngosljetku dovodi do razvojarimarne hipotireoze- VPDQMHQH IXQNFLMH
AOLMH]GH X) BRIVOWHGXBSURL]YRGQMX KRUPRQD aWLWQMDbD

7 IXpHQMH KRUPRQD 7 L 7 UHJXOLUD WLUHZYMWH,PXOLUD
engl. Tyroid Stimulating Hormone pLMH MH L]J]OXpLYDQMH SRKaoQDG]RUR
WLUHRWURSLQ RVORED Yy D MXyrétrdpik RéJeasn@ BornTdhé2). UHHD,J O

hipotireozu prati porast serumskih vrijednosti TSHybzirom na tala pad razine hormona

AW L WSRWBLEPISHR IL]X QD SR M D pabr@RniomomtbQridthe 3ietRiika 1)

Slika 1. Shematski prikaz meham@imapovratne prege koji kontroliraju nastanak hormona
AWLWRWHXYHWR L @dina Gherm&skehQRkamireferences.)
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Uvod

HT je otkrio Hakaru Hashimoto, koji je 1918odine objavioVYRMH LVWUDALYD
QMHPDpPpNRP pDVRSLVX ]D NOLQLPNX NLUXUJLMX ASUFKLY I
awLWQM 2 piiltrXdiup IimRoidnih i plazma stanica, formiranje limifnih folikula s
germindivnim centrima, fibrozu i degeneraciju tiroidnih epitelnih stanica. Struma limfomatoza,
kako ju je Hashimoto tada nazvao, zaboravljenmtomsve do 1931g.,kada su Men Graham
L VXU RSLVDOL ER O HA\astinotoWW K REIPHMFRGIDAaDDR DMHJIRY X
limfomatozi kao samostalnoj bolesti. Tada je bolest dobila naziwkojirebljavamo danas
Hashimotov tiroiditig4).

9HULQD REROMMDYR&MIGWWY OLMHPQLNX JERJ EH]JEROQRJ
RGQRV&GSHLIRFMHUDMD SULWLVND X YUDWX 3ULOLNRP SUHJ(
JODWND LOL pYRUDVWD euiireSZDd KM B R W L URHER][XQ RVHPXaM XM H W N
hipertireozu +DVKLPRWRYD EROHVW PRAH VH SUHJHQWLUDWL X |
formi. 5D] O L N D tatfiPHW R W X V D defuinskofadifl siebédXog €ngl.free) tiroksina
(FT4) itrijodtironina (FT3)i TSH-a U eutiroidng formi bolesti,serumska koncentracija FT3,

FT4, i TSH nepromijenjeni i ostaje unutar referentnih granic@X E N QulhipdtipeNzu HT
RELOMHADYD SRYL&HQ-A ulN &R QidddstF EMID F18,+X WHAaRM
hipotiroidnoj ili N O LapfbriniN serunska koncentracija TSl je povi & H,GD4a smanjena,

aFT3 PR&#rrai RG QLVNLK GR |L]LRKaRa&Dblest n¥prddijdevGa e/ W L
simptomi poputumora, malaksalost pospanost oticanja vratazatvora dobitka natjelesroj
WHX]JQVPDQMHQMH DSHWLWD VPDQMHQR JQRMHQMH L QDJO
KODGQD VD ]QDWQLP JXELWNRP GODNDYRVWL WH SURULMI

menstrualne nepravilnosti, a sterilitetiER J Kaid oba spold5).

1.2. Incidencija i epidemiologija

U populacijama s dovoljnim dijetalnim unosom joHashimotov tireoiditis jeQ D Mg H & U
bolestu pozadini razvoja hipotireoze. Zajedno s Gravesovom bolesti (GD), HT pripada skupini
WNLYQR VOKMRLPQOH K E RNORHNW MV b LAANH. W QWNDLpKH D X V)R D IJU H V LY

+7 |DKYDUD 5% ukomié gopuraciiey HauH V KoddHYQOMQHJR PX&NDU |
(6 do 15 putay ALYRWREL L]PHYX L JRGLQD ibodstbaRrgMaX GMHF
LVWUDALYDQMX YHOLNH DPHULpPpNH HSLBathhdR deRlthMmt VW X G L
Nutrition Examination Survey XpHV W BBNRE@ MWNLDINOHigotieoze X DPHULPNRM

8ORJD WUDQVNULSFLMMWND R LLPHE KEQLMDHEQFLMDFLMH X UB]JYRMX +D



Uvod

SRSXODFLML L]J]QRVL 6 W Xda IMMHD SNU IR SWUDENEREREBhtr&d§dN D] D O D
TSH-ai prevalencijaantiW LURLGQLK SURWXWLMHOD Y H (P 6O #MHEBMH 0\v H
NHANES studija (1999 RWNULYD SRYHuUDQL UL]LN ]D UD]YF
reproduktivne dobi (1249 godina), W H S XiWjédojathobét hipotireoze u osoba starijih od
80 godina 8. 'YDGHVHW RiLRi@ Whickhabh provedenana britanskoj populaciji
REROMHOLK RG NURQLPQRJ DXWRLPXQRJ WLUHRLGLWLVD E
LVSLWLY DQ L Ksdrx &l iBpidebiEelbol&st je @ignosticirana u dolmhanjoj od
45godina,D QDMYHUL UL]JLN ]|DELOMHAHQ MH @&HQVNRM SRSXODF|
PHWLUL SXWD YHUOL UL]JLN X ®WSRUHGEL V PODYyLP aHQDPD
%XGXuL GD MH XpHVWDORVW +7 SRGMHGQDND X JHPOWM
SRSXODFLMDPD VPDWUD VH GD JHQHWL fgébblesti. RJIEESKHa@W FL LPD
s time, obiteljske studije pokazuju visoku vjerojatnost pojave btlestimey X VURGQLFLPD
REROMHOLK X RGQRVX QD XNXSQX SRSXODFLMRKILFHWRQWRP
kvantitativhage mjera genskog doprinosa razvoju bolesRGUHYXMH NROLNkodMH UL]JLN
pojedinca koji je u srodstvu s oboljelom osobddko MH YULMHGQRVW V YHUD R
]JIDNOMXpLWL GD QDVOMHGQH JHQHWiapwdjti boteBtiU LI D QWH \

,VWUDALYDQMHP NRMH VX JR G 7Q HHSARRAVIHO | DED O M H
u 33% srodnika oboljelih od GD ili HT bolesti, @ojava tiroidnih autoprotutijela (TAD)
RSDAaHQD MH X VURG QLN D dadat\eda 6d\rhdiddlja \Bboljeld/ &sdbR y H U

posjeduje GSE &AWR XSXUXMH QD VQDAaQX XORJX QDVOMHGQLK |
protutijela (L1). Villanueva R. i VXU WDNRYyHU VX ]JDELOMHALOL YLVRN;
VURGQLFLPD REROMHOLK $,7" SDFLMHQDWD L]JPMHULYaA&
$,7° V LAY, L +7 V (10. IHQRWLS

Studije parova monozigotnih i dizigotnih bliz&hFD SRWYUyXMX XORJX JHQV
razvoju AITD oboljenja. Pojavnost HE X RED EOL]DQFD ]JDELOMHAHQD MH >
(MZ), odnosno 0% dizigotnih (DZ) parova u danskoj populat&R).(U britanskoj populaciji,
tiroeglobulinska autoprotutijela (TJAb SULVXWQD X RED EOL]DQFD RSDAaHQTI
DZ parova 13), a protutijela usmjerena protiv tireoidne peroksidaze{HA®Ab) u 47% MZ
L '= EOL]DQDFD 1DYHGHQL UH]I]XOWDWL XND]XMX QD ]Q
PLPEHQLND X UD]J]YRMX +7

8ORJD WUDQVNULSFLMMWND R LLPHE KQ LMDH&EQFLMDFLMH X UB]JYRMX +D
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1.3.8pLQFL RNROLAQLK IDNWR vdxirépiditithD]YRM +DVKLPRWR

6DPD pLQMHQLFD GD MH XpHVWDORVW $,7" IHQRWLSD
100%, X S X GiiXQVLH Y D RQIR\BA B QR_E H atviNjDbolest{1). 1DM]QDpDMQLML RN
PLPEHQLFL NRML VH SEBRYH]XXMRGUDGXRHWHWH SRMHGLQL O

-HGDQ RG QDM]DQLPOMLYLMLK RNROLAQLK pLPEHQLNEL
autoimunih bolesti gt infekcija. Postoje dokazi da infekcijarusom tepatitia C doprinosi
razvoju Hashimotoveolesti (14), a 36% oboljelirod GD oboljenjgpokazuje tragove nedavne
bakterijske ili virusne infekcij€l5).

OQRJH GRVDGDaQMHULWDX&SWU NW MH-RNDQD XHQ RW BMRBBPHK U D
mMR&H XWMHFDWL QD UD]JYRM L SRJRUaDNaAiMeH apsv@i@MD NRG
oksidacija jodidnih iona(l X VWDQLFDPD aWLWQMDpH WLUHRFLWLPD
aAaWLWQMDpH) osrsduje engimMridna peroksidaza, a nafifalsudijeluje u sintezi
hormonal 3 i T4 vezanjem za tirozilne ostatke tireoglobulmaikoga glikoziliranog proteina
NRML RVLIXUDYD XJUDGQMX MRGLGD X RUJDQVNX VWUXN
sintetizira u bazalnom dijelu folikularnih staa aWLW @MV DIDbWLP VH L]J]OXpXMH X
a H O D WWG@RIPQM. QKruglastihvibiikulakoje R E Oj&dadslojni epitetireocita. Unutar
koloida, tireoglobulinV O X AL 1D SR KU D Q X Nakod PIRGtnuTacije, fireoglobulin
iz koloida endocibzom dospijeva ulizosome folikularnih stanicagdje se odvija hidroliza
WLUHRJOREXOLQD GR VDVWDMW@in&niD P LQ@RNRMCHREDYD MXUL] paH
dijela stanice u krvoto (16). Pr&komjeran XQRV MRGD GRYRGL GR SRYLAaH
tireoglobulina, WH SRWHQFLMDQR GRSULQRVL UD]J]YRMX QRYLK WL
antigenskog potencijala tireoglobulina. S druge strane, djelovanjem enzima tiroidne
peroksidaze dolazi do oksidacije dud QLK MR G LY Qraikvodnie@doko reaktivne
KLSRMRGLGQH NLVHOLQH L NLVLNRYLK UDGLNDOD NRML X]L
tireocita pLPH SRWHQFLMDOQR RODN&ADYDMX SUH]JHQWDFLMX
odgovora.Jod takRyHU VWLPXOLUD DNWLYQRVW PDNURIDJD SRY
stanicai EURM F L U Nixfdite D Mtxtinhfira proizvodnju imunoglobulina, koj
]IDMHGQLpPpNLP GMHORYDQMHP PRJX intiiuieH Voaktije @GR SRNUFE

3XaHQMH VWHJSIR N Q LPOI B MxVdR GrRvesdve bolesti, au HXpLQFL VX
nejasni (17,18). /LMHpPpHQMH L QWA UnatticeBoReFSMM H O X M HE SRRRANLWIHh QR ] Y R |
autoimunog odgovora u HT. RU L & W H Qaldrrtuzdima(BinNCD52) primjericeuzrokuje
depleciju limfocita, te stvaram autoreaktivnih limfocitnih klonova. Zbog nastankdh

komplikacijg uporabaovog lijeka povezujses patogenezom AITDLY).

8ORJD WUDQVNULSFLMWND R LpLPHE KEQ LMDHE'QFLMDFLMH X UB]J]YRMX +D



Uvod

1.4. Patogeneza Hashimotove bolesti

1.4.1. Prezentacija antigena

8 UDJ]YRMX +7 ]1QDpDMQ@X XORJX LPDMX VWDQLpPQL L K
HWLRORJLMD ERQHVW|IMDR MMOQ@HBMHUXMH VH GD DXWRUH
awLWQMDpL |DSRpLQMH XSDOQRP UHDNFLMRP id®iMD VH U]
LID]YDQR RNROL&AQLP pLPEHQLFLPD 6WDQ Lgn@oEito2diRP SR QH
GRVSLMHYDMX X XQXWUDaQM RANSY emyAMigenHRQesBrting €&l QLK VW
NRMH LK |IDWLP SUHIHQWLUDMX QD VY RgybRidg SuRtavd &kilviigL X NRF
V QR & OMHGE, RMWMajor HistocompatibilityComplex SUHIHQWDFLMD aWLWQ|
NRPSOHNVX V 0+& PROHNXODPD UDJUHGRPRSRVBNMHKIERMPI B
T koji su izbjegli kontrolnim mehanizmima centralngeriferne tolerancije. Njihovu aktivaciju
osigurava vezanjantigenMHC Il kompleksa zaaVWDQLpQL UHFHSWRU 2VLP SU
za aktivaciju limfocita T potrebna je dodatna stimulacija u vidu upalnih citokina i
kostimulaijskih UHFHSWRUD QD SRYU&4LQL DQWLJHQ SUH]J]HQWLUDN
B7 PRA&H Y poliliww L(CD28) ili negativni (CTLA-4, engl. Cytotoxic Flymphocyte
associated protejnregulator aktivacije limfocita T iIWDNR XVPMHULWL UD]YRM
odgvora. AkiYLUDQH DQWLJHQ SUHGRpPQH VWDQLFH SDN SRW
L]0 X p L upadiMdidRina, IL(interleukin)-1, IL-6, INF- H Qt&ferongamma, TNF
. (engl Tumor Necrosis Factor Alpha) te stimuliraju susjedne tireocite na ekspresiju
kemokinskih liganada i MHC molekul@ X G XuL GD 0+& ,, PROHNXOH QLVX L]l
normalnih tireocita, nego samo katboljelih od HT-a, tkivha ekspresijaMHC 1l molekula
povezuje se zvopmi napedovanjenbolesti ().

8ORJD WUDQVNULSFLMWNDR R LpLPHE KEQ LMDH&E'QFLMDFLMH X UB]JYRMX +D



Uvod

1.4.2. Odgovor limfocita T

2YLVQR R QDpLQX SUHGRpDYDQMD DQWLJHQD NRVWL
limfociti T diferenciraju u Thl(engl. T helper cell), Th2, Th17 ili regulatorne rég (engl.
Regulatory Tcell SRPRUQLPpNBIRAR.DQLFH

Slika 2. Diferencijacija CD4 limfocitaT 3UHX]J]HWR L SULODJRYHQR SUHPD V
iz reference 5.)

CD4"Thl OLPIRFLW2, IRKpiHTNF-. WH QD WDM QDpLQ VWLPXO
PDNURIDJD SULUR GQdRNafutaDKillprN LK F LW RW RN V L [O@tatexic& 7/ HQ.
T-Lymphocytgstanica NRMH SRWRP |DKYDUDMX WNLYR aWLWQMDpH
stanice. Razvoj Thl L P X Q R® &dgdvoa potaknut je ]G U X & Hi@levanjem B7.1
kostimulacijskog signalaupalnog citokindL-12.U WNLY X aWLWQMD phdleStDFLMHQ
]JDELOMHAHQ MFhidimfycHa 2R XGLR

7K LPXQRORANL RGJRYRU VWL RostinulacipskggréeQidiaite” L %
djelovanjecitokinalL-4 i IL-10. CD4" Th2 limfociti stimuliraju razvoj limfocita B plazma

VWDQLFD NRMH SURL]JYRGH SURWXWLMHOD XVIPRWMSWHIAX MXJ |
razvojautoimunodireoiditisa ©).
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1HGDYQD LVWUDALYDQMD SRND]DOD VX ]QDRD.MQX XORJ
VHUXPX JGUDYLK RVRED 7K V W D QlinfdditapT. QB R K IRO M H\ADLYKD
HNVSUHVLMD WUDQVN U LSénghMRAREldtet) brpHan @deptdd gardrbjit
O X b HigaMild citokina poputL-17A, IL-17F, IL-12, IL-19, IL-21 i IL-22. Razvoj Thl7
LPXQROR&ANRJ RGJRYRUD VWLPXOLUD ]6 U XxgaRfoeingl ORYDQ
Growth Factor betgai citokina IL-6, IL-21 i IL-23 22). TGF L P D jakwuRgu samostalnim
djelovanjem inhibira diferencijaciju Th17 stanc®SRWLpH UD]YRM UHJXODWRUQL
(21,23).

U odnosu na zdrave osobe, u serwboljelih odHT-a ]DELOMHAaH @Dadhel SRYLA
IL-6ilL- WH SRYHUDQ EURM 7K OLPIRFLWD 21)SHDNRHUHUQRM I
RSLVDQ MH VPDQMHQL XGLR 7UHJ SRSXODFLMD X +7 LVSL
SRYHUDQRJ RPMHUD 7K 7UHJ QAPRPERFE6WIDp Q HN R Q¥ XIEQ W H DU
%RVVRZVNL L VXU NRML VX SUR&f 2 ¥DudjihoBdvh deFbtnu/otkyiH O L M H p
SRYLAHQX-IIDNMERXSRYHUDQ EURM 2B. TaOVPVRBAWYDQMD SRW®
]ODpDMQX X O RJikfotika T u&dzvoju HTbolesti(6,26).

RegulatorneTreg VWD QLFH pLQH PDQMX SRSXODEBEEMX SRP

NRMH RELOMHADYD YLVRND HNVSUHVLMD SRYU&3LQVN
PbLPEHQLND )RpEheatllgH BB te supresivna aktivnostsvrhu regulacije aktivhog
LPXQROR&ANRJ RGIJRYRUD 7UHJ VWDQLFH PRJX SULJXaLWL L
LOL LQGLUHNWQR OXpHQMKP FLINRRYLHID ZPIDMX PRIXUQRYV
proliferaciju CD8 limfocita in vitro, NK stanicalL. G H Q G U L W LIEN U enfambj &rii F D
REROMHOLKH MXEQAMHBHRNH L |XCDHEDIME NAXPBTRRE bddial M H
(24, 28).

1.4.3. Odgovorlimfocita B

Prisutnostimfocita B u & W L VAP dbpljelih YDAQD MH NDULND X SDWRJ
Limfociti % QH VDPR GD VX NOMXpQL ]D VWYDUDQMH DXWRSU
RGUADYDQMH DXWRLPXQRJ RGJRYimRfddlti BlsBAdjgvqu D Nla¥hary DFLMH
stanice i sintetiziraju TAb, TPQAb i TSHRAD protutijela @9). Studijakoju su proveli Ben
6NRZRUQHN L VXU RWNULYD SRYLAHQH NRQFHQWUDFLMH S
WLUHRLGLWLVRP *RWRYR SRORYLFX PRQRQ AfdQlarbi&d QRJI WL
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stanice, a na mjasta akumulacije plazma stanica W N LY X vl W B M Qi iiditiH Q
folikuli i tireociti (30).

1.4.4. Protutijela na tireoidnu peroksidazu (TPOAL)

U serumuoboljelih od HFa Q D M ppic@diijpla su usmjerena protiv teoidne
peroksidaze TPOAD). Nalazimo ih u>90% svihoboljeihh D PMHUHQMH QMLKRYH Ul
V O Xtékze/R J U D Qprpdi€quXizika za razvoj hipotireoZ81). ProtutijelaTPOAb imaju
svojstvo vezanja i aktivacije sustava komplementa koji uzrokuje VWDQLFD aWLWQ
stvamanjem kompleksa koji napada membranu (MAC, edgimbraneAttack Compley. Osim
aktivacije komplementalPOAb SRVUHGXMX VWDQLpQX FLWRWRNVLpPQRYV
FLOMDQR Xi@dc@iaWw BWR@MIH YLWOLRRWHWDRUVH3X$SRYHUDQRP U
OLPIRFLW D updheritdkinepXdutHINFy i TNF- . 31).

1.4.5. Protutijela na tireoglobulin (TgAt)

Tireoglobulin je glikoprotein molekularne mase 660 kDa, te kao glavni sastojak folikula
AWLWQR@DpHRWSHILQVNRJ VDGUADMD aWLWQMDpH ,DNR 7J SU
X GLMDJQRVWLFL +7 7J MH ]QDpDMDQ X XOR]JL SRWHQFLMD
(32, WH MH SUHSR]QDW NDR MHGDQ RG NOMXpQL&ipRDVOMHOC
Patogenauloga TgA u razvoju HFa QLMH X SRWSXQRYMW NV XUDDB DA QM &IQDD
YHULQL EROHVQLND V NURQLpPQLP DXWRLPXQDRWLLYUHRALIKL
bolesti nije dokazan&38).

14 ,]YUAQL P HRGDAQH.J R RVPMH 3WLW QM

8 +7 RAWHUHQMH WLUHRFLWD X]JURNXMX KXPRUDOQR
PHKDQL]PL 3R]QDWR MH YLAH PHKDQL]DPD VWDQLPQRJ Raw
protutijelima (ADCC, engl. Antibody Dependent Cethediated Cytotoxicily Fas/FasL
posredovana apoptofieeocitai direktni CD8, CD4 FLWRWRNVLpPpQL XpMRON NRML
,, RIJUDQLpHQ WH SRVUHGRYDQ JUDQXODUQRP HJ]J]RFLWR]
granzima(Slika 3) (1).
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Slika3. 3ULND] PHKDQL]DPD FLWRWR NIV BMHX] HBWRH © YL QM DRG HI

shematskom prikazia reference34.)

Protutijela usmjerena protiv glam tiroidnih antigenapoput tireoglobulina i tiroide
peroksidazeigraju nejasnwlogu urazaranX WLUHRFLWD 7LUHRLGQOHUSURW XV
komponente sustava komplementa koje uzrokuju sintezCMMPRPSOHNVD L RAWHUHQM
PHPEUDQH 2aWHUHQH VWDQLFH RVOREDYDMX XSD®QH PRO}
koje mogu aktivirati RNROQH LPXQRVQH VWDQLFH L WDNR XWMHF
imunosnog odgovora.

6WDQER®PRWRNVLp QR WrdiutiBIRne pPak dRréddj@stanice prirodne
ubojice (NK, end. Natural Killer). TH VWD QLFH LR Radpterexdji ¥repdznaju Fc
UHJLMX SURWXWLMHOD YH]DQLK QD SRYUaLQL WLUHRFL\
egzocitozom perforina i granzim85 /LX L VXU siDBERMOAMIBDEAL BWRM 1. VWD
obolielihodHFa aWR XSXUXMH QD QMe&KRIYa(26ORJX X SDWRJHQ

.OMX b Q X rd20dpud progresijiautoimunog tireoiditisamajuipak GLUHNW QL XpL G
FLWRW RiMMdith QLETL). T-VWDQLpQD FLWRWRNVLPpQRVW XVPMH
SRVUHGRYDQD MH GMHORYDQMHP UMNWAHSIM R UL VE@XWD ¥ BRK
SHUIRULQLPD L JUDQ]JLPLPD S3HUIRULQL \ihjiviBtamrdiX SRUH
SRVSMHa&XMX OL]X VWDQLFH RVPR]JRP D JUDQ]JLPL DNWLYLL
apoptozu. Tijekom autoimunog odgovoXd A WDWMRUHRFLW L HCJUIDMICYIDM X 0
molekule, te su stoga ciliane mete CO4CD8" FL W R W Rilfycitdp Q. L&7/ WDNRYyHU
LIUDADYDYDMX OLJDQGH NRML QDNRQ YH]DQMD UHFHSWRUD
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apoptozu aktivacijom kaspa¢b).

Receptori smrti (englDeath Receptojspripadaju skupini receptora tumor nekroza
faktora (TNFR,engl TumourNecrosisFactor Receptor koji nakon vezanja liganda na
SRYUALQL FLOMQLK VWDQLFD SRVUHGXMX®R5)SURJUDPLUDQX V

[JYUAQL PHKI@IQDFPQ R b R®WRSIN QdMiDrazvojaAlTD oboljenja
jestapoptoza inducirana vezanjem Fas (CD95)/Fas ligand (CD178) receptora. Aktivirane CTL
VWDQLFH QD VYRMRM 8gand (Fas)Q vezahjerD Za0F¥sBiRN S\WRU QD SRYU
FLOMQLK VWDQLFD SRNUHUOX NZakijbSXV N DHSEEEREKUSRIRW H L
ILILRORANLP XYMHWLPD WLUHRFLWL SRND]XMX NRQWLQXI
upalnih procesaS RV S M HespMdiju Eas receptora.tddobna pojava Fas receptora i
QMHJRYRJ OLJDQGD QD SRYUaALQL WLUHRFLWD XJURNXMH S
(36).

Druga vrsta liganada receptora smrti, popudtlekulaTNF-. H QTu@or Necrosis
Factor) i TRAIL (engl. TNFrelated Apoptosinducing Ligand, WDNRYHU VXGMHO X
XQLAWDYDQMX-WEURRMRNGH IRBXQRFLWL L WLUHRFLWL WLM
(35). TNF~. L )DV/ I DMHGQR SRVUHGXMX GHVWUXNFLMX WLUHRF

15. UlogaCD8" T limfocita u razvoju Hashimotove bolesti

Zadnjh QHNROLNR JRGLQD S BRKIpW R IV RAMCKIIR 1djid o\
subpopulacija u razvoju Hashimotove bole3ie VWDQLFH pLQH ]QDpDMDQ XG
LQILOWUDWD X +7 RERO M HIOtdécitimg SUdiRa@QDIkida) k& ondtarP Hy
novonastalog tercijarnog limfoidnog tkiva, strukturom i funkcijom nalik tkivu primarnih (timus
L NRAWDQD VU& L VHNXQGDUQLK OLPIQL pYRURYL OLPIRL(
GHQGULWLpNLKWOWDIHFPLIDWLYQLK FHQWDUD WHUFLMDU
SRVSMH&aXMH DNWLYDFLMX DXWRUHDNWLYQLKMHCLIPIRFLWQ
NRPSOHNVD QD SRYUALQL FLOMQLK "ViwaziQ T,FEiferexefyf LY LUDQL
L]Y & dafektorske) loze koje posreduju destrukciju tireocita citokinskom ozljedom i
apoptozom 38). Nakon aktivacije i klonalne proliferacijelaynina N U D W N Refektyr¥kihL K
stanica(SLEC, engl. Short Lived Effector Cells) umire apoptozom, a i UHALYMH-OLK DQW
VSHFLILPpQLW DBQLFD IR UP mé¢moriEkk ddefdkYMPEL, od englmemory
precursor effector cellskoji nakon ponovnog susreta sa antigen@ R GOLMHAaH EU]JRM UHI

8ORJD WUDQVNULSFLMMWND R LLPHE KQLMDHEQFLMDFLMH X WO]YRMX +D



Uvod

i reekspanzij(Slika 4) (39). Proces diferencijad H HIHNWRUVNLK OLQLMD SUDWIL
SRYUALQVNLK PDUNHUD &' KilekCell Lettrtlike ReQeptor G)i CD25

receptora, dok je ekspresijaselektina (CD62L), receptorazaW(IL- 5. LOL &' L &'
receptora smanjenau oBVX QD HNVSUHVLMX LVWLK QD SRYUALQL QTC
CD8 VWDQLFH NRMH PRAHPR XRpLWL YHO X UDQRM ID]L LP
efektorskih zbog visoke ekspresije CD44, niske razine CD®@stinuirane kspresijeCD127

i CD27receptora. Memorijske CD8O R]H L] UdnampeviDrdkNMKLRG1 receptoa, P HY X

kojima efektorske memorijskeé OLQLMH RELOMHADYD VPDQMdWQD D FH
VWDQLFH SRYHUDQD HNVSUHVLMDy REYUQIROQERRD YBHL OMBB D
WNLYLPD L ]DGUADYDMX YLVRNEw B WyRWoRmNOdarpliavaju NiD S D F L\
VHNXQGDUQLP OLPIRLGQLP RUJDQLPD L SRVUHGXMX VQDAaX

susretu s antigenom (39).

Slika 4. Shematski prikazCD8" 7 VWDQLpPpQRJIIREXRNWBDL SULODJRYHC

shematskom prikazu iz refererg@)

Do danas jeR S LV D QhetehogenitsubpopulaciiaCD8" FLWRWRNVLPpQLK OLPI
(Tablica1l) IRYLMH VWXGLMH XND]XMX QD ]QDpnbieaexHTXED RIX HIF
posebiceTcl (31) Tcl7 @6 L SULURGQRXELODpPpNOQOKNRMH7L]OWPRPXNM K DX S
citokine tipa | (INF , engl.Interferon Gammni/ili tipa 17 (IL-17A, IL-17F WH SRVSMHaXI
VWYDUDQMH QRYLK DXWRUHDNWLYQLK VWDQLFD L aLUHQ!
CD8CD28 PHPRULMVNLK HIHNWRUD NRMH RELOMHADYD GXJRY
YLVRNL FLWRWRNVLPpQL 4)SUROLIHUDWLYQL NDSDFLWHW
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Tablica 1. Prikaz subpopulacija efektorskih @DT- stanica, njihovih poznatih funkcija i

transkripcijskih faktora koji kontroliraju njihov razvoj

15.1. Subpopulacije CD8 limfocita T

7F FLWRWRN VT jpapadajuLsBhgopuladijiLefektorskin CD8mfocita T i
LPDMX NOMXpQX XRRIXQXWDU YW D Pd fahicK ingajd \&pRsbHQ4D
RWSXawDQMD FLWRWRNVLPQLK PROMNNHNFD IL VHMGHFLMH 3
posreduuLPXQRORANL RGJRYRU SURWL4?).XQXWDUVWDQLpQLK SI

Diferencijacija naivnih CD8 limfocita T u efektorske Tcl stanice potaknuta je
GMHORYDQMHP XSDOQL-Ki ELY Bz¢itoRine, dfebeRci@adfiRe 1\iKkfogcita
nadziru transkripcijski regulatori,-bet (engl. T-box Transcription Factor), Blimp-1 (engl. B
lymphocyteinducedMaturation Protein-1) i IRF4 (engl.Interferon Regulatory FactQrkoji
doprinose razvoju efektorskih, a Bl (engl. B-cell Lymphoma @&rotein), Eomesodermin
(Eomes), 13 (engl. DNA-binding Protein Inhibitor ID-3), TCK7 (engl. Transcription Factor
7) i FOXOL1 (engl. ForkheadBox Protein O razvoju memorijskillcl limfocitnih loza(42).

7F FLW R \M#obitV T pripadaju subpopulaciji CD8stanica a njihov nastanak
PRAaH VH SRWdNiMaQnmMyd, stimulacijom u prisutnosti-4. Te stanice proizvoe IL-
5ilL- AWR LK pLQL YUOR VOLpPQLPD 7K VWDQLFDPD 2YLVC
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VWDQLFH PRJX VWHUOL QLVNX LOL YLVRNX FLWRWRNVLPpQRV
alergijskih rekacija, gripe i reumatoidnog artiat{g2).

Upalni citokini poputIL-6, IL-21 i TGF LJUDMX 1QDpDMQ@X XORJX X GLII
CD8' limfocita T. Tcl7 stanice proizvode L7 i IL- WH L]JUDADYDMX2UIHFHSWR
transkripcijskep L P E H 2.5 (¢ngl. RARrelatedOrphanReceptorgammat) i ROR. HQJO
RARrelatedOrphanReceptor alphf(42). Tcl17 OLPIRFLWL aWLWH GRPDULQD RG
L SRVUHGXMX UHJUH YV L Md¥prinoxeP raavdjuautbdi@unihVboleR)§ Hdaput
multiple skleroz, dijabetesa, kolitisa i psorij@#43). U nedaviom LV W U Dkble¥Up@WIX
Liu i sur, ]DEL O )d FB&RQudd Pcl7 limfocita u HT oboljelih u odnosuna zdrave
kontrole p L ReHS R W Y poyéz@nDsTcl7 limfocita s nastankm Hashimotovebolesti(26).

1.5.2. Transkripcijski faktori FL W R W ROD®" LifnfQcitd

PLZF (engl Promyelocytic Leukemia Zinc Fingeje transkripcijskiregulator koji
SsULSDGD RELWHOML SURWHLQD VD AaLURNLP VSHNWURP ELI
UD]JYRM L IXQNFLMX LPXQR Q¢ athdajh naxazwjakuibe pBdinijedditRe | E
leukemije PLZF je i prvi identificiran u skupini BFBF proteina (englBric-a-brac or
Poxvirus andzZinc Finger-zincFinger). Nedavno je dokazamtaje PLZF rani transkripcijski
regulator diferencijacije NKT stanicai efektorskememorijskih CD8 stanica, koje dijele
SULURVHQH L D GD SWbvauskyN Bud. btkrilisti GDV WHNH =) MDNR L]JUD
OMXGVNLP L PLAMLP 1.7 VWD QlhvaiaRtDNaWralKider T Cdll3T44)H Q J O
Te stanice pJ HSR]QDMX OLSLGQH DQWLJHQH X NRPSOHNVX V &'
VXGMHOXMX X UHJXODFLML IXQNFLMH UD]J]OLPpLWLK LPXQRYV
koja su proveli Eidson i sur. pokazala su nedvojbenu ulogu PLZF u razvoju NKT stanica i
njihovih efektorskih svojstava. Naime, otkriveno je da u odsustvu PLZF transkripcijskog
faktora,il.7 VWDQLFH JXEH NDUDNWHULVWLpPpQL PHPRUALMVNL IH
JXEH VSRVREQRVW SURL]J]YRGQMH FLWRNLRQaikupdavdimNRP SUI
limfocitima 7 7 D N,Btirivéha je PLZF ekspresijab L W R W R N WIAIF Q isRnicama,
SULSDGQLFLPD XURYHQH LP XQ R W\lRbcBiH etddtoDsaftavizM X 7 &5
od gammaidelta RG QR V Ql&ca PLZF" / Ztanice gube sposobnost sekrecije-INF
ilL- SULOLNRP SULPDUQH VWLPXODFLMH &4aWR SRWYyYyXMH ]
VWDQLFD XUR y43)QNhdalje XdQkia2aneg je da induciraakspresija gen®LZF u
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CD8 OLPIRFLWLPD 7 WUDQVJHQGRQ RIG ID @ IRREsRrEgsjc DEIRIG H O D
odnosno smanjene ekspresieD62L SRYUALQVNLKNEBUOMMAHE EV /M &M D
memorijske loze CD8limfocita T 2VLP RYLK SRY UaLGD¥ RUZK TPskabi¢éH U D
URPHQD MH L SRYL&AHQD-HRN®c8dtareV W B &'H WDNRYHU-NDUDNW
ALY XULK PHPRddicaFunkdijski WDNYL OLPIRFLWL GLMHOH RELOMH:
imunosti, poput ekspresije KIR i NKG2A molekula, brze sekrecije-IFNX RGJRYRUX QD
stimulaciju s I-:12/IL- WH HNVSUHVLMH WUDRBEOMEB.ISSRRQWVNR L FlLL PIE]
RYLK UH]XOWDWD |]DNOMXpXMHPR NDNR 3/=) HNVSUHVLMD
povezanih sa razvojem i funkcijom memorijskih limfocitadlik NK stanicam@iNKT stanica

(46).

RUNXS (engl.RuntrelatedTranscriptionFactor 3 je transkripcijskip LPEHQLN NOMXD
zadiferencijaciju efektorskih CD8CTL. ZajednosTER[ WUDQVNLSFLMVHdtP pLPEH
i EomesoderminRUNX3 SRV S MakdoX iVFHL W R W R N V L pféktorskib EDFATW. H W
1DLPH 581; LJUDYQR XSUDYOMD HNVSUHVLMRP WUL JODYQI
INF- JUDQIJLP % *=0% L SHUIRUDLQa Ra@HKspredljitHgaNCEORES té¢ Q
]JGUXAaHQLP GMHOPR GG ISHYPLYMWMH 33Ul ORNXVD YHaXuL VH ]I
s T-bet, RUNXS3 stimulira ekspresiju INF WLPH VWDELOL]LU DpréiiddiaW RUV N L
razvoj Tcl efektorske l0oze2GVXVWYR 581; WUDQVNULSFLMVNRJ pLPE
animainihPLAMLK PRGHOD X]JURNXMH RVODEO®EM taM@GSHBVREQR YV
smanjenu sintezu granzima B i INK47,48,49).

RORt je WUDQV NUL S F LikdjiupravljgulifereBdijagipl SRPRUIQLPNLK 7K
WH FLWRMAR NTLDlfocita. * HQ 525& NRGLUD WUDQVNULSFLMVN
regulira ekspresiju upalnog citokina-Il7 i receptoraza interleukin 23 IL-23R). ROR t
zajedno sWUDQVNULSFLMV RLA rgduird idiferemtia€iju  visokopatogenih,
FLWRWRNVLPpQLK 7F OLPIRFLWD WH SRVUKke@okinskkg UD]YRM
receptoa CCR6(50). Odsstvo 525 W UH]XOWLUD UDQREDBSIRERWR]RP &'
dovodi do prergenog, nekontroliranoglaskaT staniceu SID]X VWDQLpQIRJ FLNOXVD

FOXO1 (engl.Forkhead Box Q dolazi iz FOXO obitelji transkripcijskib LPEHQLND
NRML LPDMX XORJX X UHJXODFLML VWDQLpPpQLK SURFHVD N
metabolizam )2;2 LJUD YRAIXXXXAGUADYDQMX KRPHRVWD]H L L
WROHUDQFLMH OLPIRFLWD 7 ,QDNWLYDFLMD )2;2 SRWLpH
D GHILFLMHQFLMD )2;2 SRYH]XMH VH V UD]YRG®MAPSRYHUDQ
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limfocita (G2) i pojavom autoimunostilHGDYQD LVWUDALYDQMD RSLVDOD
diferencijaciji efektorskih u memorijske & VWDQLFH VD]JULMHYDQMX L
memorijskih CD4 i CD8" limfocita WH X Rp XY D Qo fendipbP RibkcipOD8I T

stanica(53). NDLPH )2;2 RPRJXUXMH GLIHUHi@fedtitsl D WWDHMXRP&#HW®R U |
suprimira sazrijevanje tip 1 efektorskih stanidahibicijom ekspresije transkripcijskog

b L P E H Qdetll &imulacijomtranskripcipy genaEOMES (54).

8QDWRpP QHGDYQRP ]QDpDMQRP QDSUHWNX X UD]XPLMFE
koji reguliraju aktivaciju i diferencijacijlCD8+ &7/ VWDQLFD ahhleVweziva @ Law
njihovoj eventualnoj ulozi u pojavi, progresiji i ishodu Hashimotove bolesti. Jedia&ko
JRWRYR QLAWD QLMH SR]QDWR R*STLRIMHEEHIQdoRd) bokeshD Q VN U L S
HYHQWXDOQRM SRYH]DQRVWL WLK SURPMHQD V RAWHUHQME
XORJD 3/=) 581; 525& L )2;2 WUDQVNUuUKNWDNNH KQ plIL F BMHIDI
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2. HIPOTEZA

1. Ekspresijski profili gena koji sudjeluju u procediterencijacije CD8 limfocita T razlikuju
VH X LJPHYX |JGUDYLK LVSLWDQLND L SDFLMHQDWD REROMH

2. Promjene u genskoj ekspresiji ispitivanih gena povezane su s progresijom Hashimotove
bolesti prema hipotireozi, i nadomjesnom ho@® NRP OLMHPpHQMX
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&LOM LVWUDALYDQMD

&,/- ,675%$4,9%$1-9%

,VSLWDWL HNVSUHVLMX WUDQVNULSFLMVNLK pLPEHQLND
biobazi RNA uzoraka prethodno izoliranih iz perifernih limfocita T pacijenata oboljelih od

Hashimotwe bolesti i zdravih ispitanika.

2. Ustanoviti transkripcijske profile ispitivanih gena u kontrolnoj i HT skupini, te odrediti
QMLKRYX SRYH]DQRVW V YROXPHQRP aWLWQMDpH VHUXPYV
ant-TPO antitijela, te dozom nadomjesnerhonske terapije.

8WYUGLWL Kerdlgicie ekepkesljée utjecaj dobi na ekspresiju ispitivanih gena.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.Materijali

4.1.1. Ispitanici

ZaLVWUDALYDQMH MH S UL NMSQHOTRLYIB5 8dradlih| kesrQ@IBhN U Y
bolesnikaiz i VW RPQHUDWVNH NRMLPD MH GLMDJQRVWLFLUDQ +DV
JIDYRGX ]D QXNOHDUQX PHGLFLQX L |DaAWLWX RGOpddrpHQMD
ispitanika kontrolne i HT skupQH WH SULNXSOMDQMH L LIRODFLMD ELR
SURYHGHQL X RNYLUX VWXGLMH NRMD MH RGREUHQD RG VW
centra Osijek. (Potvrda b29-1:989011/2007).

Hashimotova bolest dijagnosticirana je na éf§m pozitimog nalaza serumskih
vrijednostiantr 732 ND U D MGOVHRIQAD MDLEQWUD]YXND aWLWQMDpH WH
R E L Owraténdkimdkivnih aspiratadobivenihcilianom S X Q N F L M R Bod Wohtkel6rM D p H
ultrazvuka Ovisno o stupnjdunkcijskog RaWw B MD aw L W Qoléspikhnadalexj& L Q D

podijeljena uri podskupine ispitanika:
1) spontaneutiroidn (euHT,n=13);
2) KLSRW L UR LIGtigoksinGnh (M) H Q L

3) hipotiroidnL  Q H O (hilgloH P, H-QQ);

Skupina hipotiroidnih O LM H p H Q L Ktretirdr&L gV ma@ompeEhom terapijora-
tiroksinom (L-T4) u dozi koja normalizira serumski TSHsukladno tjelesnoj masidobi
[primjenjenaS U R V Wbl D= 1,16 (nterkvartilni raspor{0.961.3) — J [N J

Kontrolna skupina sastavija je od 11 odraslih, zdravih nesrodnih eutiroidnih
LVSLWDQLND V XUHGQLP QDO DRRER WEOGWNDNHUXD Q DPVQIHYVHKD M B
autoimunih ili endokrinih bolesti X NRMLK MH DQDOL]RP NUYIPGRWYUYVL
protutijela.

3ULPDUQD KLSRWLUHR]D L LVNOMXpQL NULBSHB)LML GHII
aPMHUHQMH )7 76+ YROXPHQD aWLWQMDpPpH L 7B&83$E XpLQ
Probir ispitanika kontrolne i HT skupine, te prikupljamkjei i izolagja RNA iz perifernih
limfocita T prethodno su provedeni u okviru studifgs) NRMD MH RGREUHQD RGOXI
SRYMHUHQVWYD .OLQLPNRJ EROQLUANSOIEFRDQAWUD 2VLMHN 31
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4.1.2. Upotrijebljene kemikalije:

% PrimeScript First Strand dDA Synthesis Kit (TakaraNojihigashi Japai

% 7TDTODQE& 8QLYHUYVDO (BgpbedEiogystéins, Bdsfer City, Kalifornija,
SAD) (Tablica2)

% Single Tube TagMan Gene Expression AssApplied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

Tablica2.Pops 7/DTODQ SURED L YHOLpLQD DPSOLNRQD LVWUDALY

ID testa 6NUDUHQL Naziv gena Pristupni broj u S9HOLPBCRL
banci gena RGVMHDpI
Promyelocytic
Hs00232313_m1 PLZF (ZBTB16) leukemia zinc NM_001018011.1 67
finger
Runtrelated
Hs01091094_m1 RUNX3 transcription NM_001031680.2 108
factor 3
Runtrelated
Hs00231709_m1 RUNX3 transcription NM_001031680.2 77
factor 3
RAR-related
Hs01076112 mil RORC Orphan Receptor NM_001001523.1 62
C
Forkhead box
Hs00231106_m1 FOXO1 protein O1 NM_002015.3 103
TATA box
Hs99999910 ml TPB binding protein NM_003194.4 127
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4.2 Metode

4.2.1. Sinteza cDNA

6LQWH]D F'1$ L] XN XS Q Metoddn repdr2pétridrkbipbijephotrebnom
N R P HUF L M DRIQdSdriptNFiranIraAd cDNBynthesis Kif

Postupaku XNXSQX UHDNFLMVNX VPMHRMBVH YOHIK BRSG@QR Mt
TBULPH6FULSW@E&AE@UIRUG7 SRpBWMPIHGFULSWES7snj@sgPH OL[
— OR p HAWAA.® D V X P hikigdtifa (random hexamers) —uupre RNA radne

koncentracije 2g/ul. Nakon pripremeeakcijske smjeseizorci suinkubiran 15 minuta na

37 f& QDNRQ pHJivérzHe tiaddkmpEije IdaDstavljeragrijavanjenbsna 85 f &

Reverzna transkripcija ukupne RNAucDNAURYHGHQD MH XSRWIHHERP 3&5 X
x 32-well PCR system (Applied BiosystemiSpster City, Kalifornija, SAD) Svi dobiveni

cDNA uzorci U D] U L suBi guth@dkrajnjekoncentracgod1,25QJ — O QD NWRdxipHJD VX
cDNA alikvotirani i pohranjaina-20 f& GR SRQRYQH XSRWUHEH

4.2.2. Kvantitativna analiza na real time PCRXUH Yy D M X

Razina mRNA ekspresije 4 ciljna gena (PLZF, RUNX3, RORC, FOXRBUHYHQD MH
metodom kvantitativne RT PCR reakcije PCR) QD XUHyYyDMX 4 X@@pwd 6 WXGLK
Biosystems Foster City, Californip

4.2.2.1. Priprema standardne krivulje

RT-gPCR precizna je i pouzdana metoda za kvantifikaciju cDNA koja se temelji na
mjerenju fluorescencijskog signala, koji tjekom PCR reakcije raste proporcionalno broj
NRSLMD SRpHWQRJ F'1$ PDWHULMDOD 5D]JLQD IOXRUHVFHQ
stogge SURFHY DPSOLILNDFLMH PRJXUH SUDWLWL X VWYDUQR
ELOMHAL VH WLMHNRP HNVSRQHQFL M DFODQMHID M DB& 5X G MR WW|
svakom ciklusu. U linearnoj faBICR reakcijeamplifikacija usporava radi nedostatka jedne ili
YLAH LVNRULAWHQLK NRPSRQHQWL VPMHVH WH X NRQDpQ
stagnira(Slika 5).
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Slika 5. Faze PCR reakcije

S8pLOQNRYLWRVW 3&5 UHDNFLMH PRaH VH XWYUGLWL SUL
amplifikacijom najmanje 5X]RUDND SULSUHPOMHQLK ukbkkd podnatéLP UD ]
koncentraciie. 3R |DYUSBWNXXHDNFLMH SULPMHQRP UDpPpXQDOQRJ
]JDELOMHAHQLK IOXRUHVFHQFRLIMWQILKD Vid@izdadg Ri@gwlad y X M H
NRMD |]QDpDMQR QDGPDaXMH QHVSHFLILPpQX SRIDGLQVNX IO
WH VH avhUD koje@ je ciklusu (threshold cycle, Ct) vrijednost fluorescencije u
svakaserijskog UDJULMHYHQMD GRVHJQDzmkeme) Cll GrierinbbstivV FHQ F L M
ORJDULWDPVNH YULMHGQRVWL NRQFHQWUDFLMH F'1$ VHU
standarde krivulie. JednadED SUDYFD \ D[ E RSLVXMH NDUDNWHU OL
koncentracije i Ct vrijednosti u standardnim uzorcima. U reakcii XpLQNRYLWRVW
R p H N XlimedrrRorastluorescencije u odnosu na koncentracipNA u uzorcima serijskih
UDJULMKYHOM NMWRJID XpLQNRYLWRVW 3&5 UHDNFLMH PRAH L
VWDQGDUGQH NULYXOMH SUHPD MHGQDGAEL

1DJLE SUDYFD VWDQGDUGQH NULY XOM Hyvrife@htsdl y XMH VH
NRQFHQWUDFLMH F'1$ LIPMHUHQLK X SUYRM L NUDMQMRM V
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Postupak:u svrhu pripreme standarne krivulje, odabrano je 6 uzoraka RNA radne
NRQFHQWUDFLMH QJ —O0 WH MH XpQBFH@ED XYPINAX]RG W
Dobivena cDNA iz 6 reakcijskih tubica potoMd H JGUXaHQ&@MUD]JULMHYHQD S)
QD XNXSQL YROXPOIDNR® pHIPOMH QDSUDYOMHQR VHULMYV
VYDNL X]RUDN UDJULMHVHQ daiX RfipremdjeriR GtahBawK padgriate S U H W k
koncentracije su alikvotiranigohranjenina f& GR SRQRYQH XSRWUHEH

$QDOL]D JHQVNH HNVSUHVLMH SRPRUX 7DT P

TagMan probe swligonukleotidneprobe dizajnirane zlvantitativhu analizu genske
eksprsije tijekom PCR reakcijeTagMan probe sastojse od flourofora koji je kovalentno
YH]DQ ]D NUDM ROLJRQXNO HR WeEer@gI@HhaSkRjEbji dbsarkik LALY D p
IOXRUHVFHQWQR JUDPHQMH IOXRURIRUD ‘kiiwidstNeRzimaB &5 UHL
7DT SROLPHUD]H RVLJXUDYD FLMHSDQMH 7DTODQ SUREH L

mjeri na kraju svakog PCR ciklusa.

Postupaku UDpXQDOQRP SURJUDPX 4XDQW6WXGLR 'HVLJQ
definirani su temperaturni uvjetiR reakcije i raspored pipetiranja ispitivanih uzoraka DNA
QD 3&5 SORpPpL VXNODGOR XROPADPMBOLFHFLILPQLK JHQVNL
MH NRPHUFLMDOQL NRPSOHW 7DTODQ SROLPHUD]H QXNOH|
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SADAmplifikacija ciljanih
WUDQVNULSFLMVNLK pLPEad@QILNPH IERB YXHGEHIMMEWN K GQ R X
ukupneraNFLMVNH VPMHVH NRMD MH V DstjdseDayNa® Dniversal— O F'1 ¢
Master Mix i — O 7 DBExprBsQionkompleta VSHFLISRQHMKQLFEDIPCR SUREH
reakcijska smjesa jednolile UDVSRGLMHOMHQD X PLNURWLWDUVNH MD
]DWLP ]DOLMHSOMHQD SURJLUQD SODVWLPpQD IROLMD L S
Amplifikacija DNA materijala provedena jereat WLPH 3 &5 QuUamiStiM X, tijekom
SRQDYOMDMXUuULK FLNOXVD |]DJULMDYDQMD L KODYHQMD
temperaturnom protokolu (Tabli&. Svi uzorci testirani su u triplikatu.
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Tablica 3. Program za RgPCR

Temperatura Vrijeme
Hold f& 10 min
PCR Stage Denature fé& 15s
(40 cycles)  Anneal/extenc f& 1 min
Hold f & ’
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NC | 81 82 38 42 44 |26 |26 26 817 | 817 | 817
NC | 81 82 38 42 44 | 57 |57 57 34 34 34
29 |29 29 61 61 61 |74 |74 74 63 63 63
56 | 56 56 64 64 64 |67 |67 67 808 | 808 | 808
28 |28 28 25 25 25 |76 |76 76 68 68 68
782 | 782 | 782 3 3 3 82 | 82 82 83 83 83
98 | 98 98 97 97 97 1 1 1 2 2 2
31 |31 31 77 77 77 |93 |93 93 803 | 803 | 803

I o Mmoo O W >

Slika 6. Raspored pipetiranjapitivanin '1$ X]RUDND QD 3&5 SORDpL

.YDQWLILNDFLMD JHQVNH HNVSUHVLMH G0G&W

Za analizu genske ekspresije odabrana je metoda relativne kvantifikacije kojom se
RGUHYyXMH RPMHU L]PHYyX NROLbpL Qdthogf lliQeve@mnbglgéra L NRO
ispitivanom uzorkicDNA *HQL ]D RGUADYDQMH NOMXpPpQLK VWDQLpQ
JHQL RELPQR VH RGDELUX NDR UHIHUHQWQL JHQL 8 VYDNF
i referentnog gena. Dobivene Ct vrijednostjncig gena normaliziraju se u odnosu na Ct
vrijednosti referentnog gena izmjerene u istom uzeoidA, te se mogu koristiti za usporedbu
GLIHUHQFLMDOQH HNVSUHVLMH P51% X UDJOLPLWLP WNLYLF

kontrolnih ioboljelih ispitanika).
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Postupak:Kvantitativne Ct vrijednosti ekspresije referentnog (TBP) i ciljnih gena
)2;2 3/=) 581; 525& ]JDELOMHAHQH WLMHNRP T3&5 UHDN
Microsoft Excel, gdje su upotrijebljene za analiaalike mRNA ekspresijaspitivanihgenau
HT ispitanika i zdravih kontrolggrimjenommetoceG 0 & W NRMX VX RSILB7DOL /LYDN

U prvom koraku, Ct vrijednosti ciljh genaizmjerene u populaciji HT i kontrolnih ispitanika,
normalizirane su u odnosu na @tjednosti referentnogfBP JHQD SULPMHQRP VON

formula:
0&7 X]RUDN & 7 - ET eferéhtni §ehQ
0&7 NRQWUROD -&7T réferéniviiQen JH Q

8 VOLMHGHUHPLMRGDRXWY00&7 ]D VYDNL X]JRUDN RGUHYHQL
vileGQRVWL LVSLWLYDQLK X]J]RUDND L 0&7 YULMHGQRVWL NRC

00&7 0&7 X]RIBDN NRQWUROD
1RUPDOL]JLUDQD UD]LQD HNVSUHVLMH FLOMQLK JHQD RGUH}
Normalizirana razina ekspresije gena u uzorku =200 & 7

8 NRQDpQLlPL UDDIQLNP51$% HNVSUHVLMH L]PHYX +7%du NRQWU
usporedbom normalizirémvrijednostt JHQVNH HNVSUHVLMH PHYX LVSLWLYD:

6 W D VahaNi24 e puitdda

. D W H J Rrariiaplsprkazane su apsolutnim frekvencijan@oporcijamaa omjerne
varijable medijanom s interkvartilnim rasponom (IQRrmalnost distribucije procijenjena je
ShapireWilk testom. 6WDWLVWLPpND JQDpDMQRVW UD]JOLMNM HYX QH
neparametrijskimMannWhitney ili van der Waerden teston, s posthoc Bonferroni
proceduromR paketikSamples PMCMR Povezanost kontinuiranih varijabli prgenjenaje
Spearmanovim koeficijentom korelacije!. 8NROLNR QLMH GUXMgirammH QD] Q
P SUHGVWDYOMD ZagWD | L@ & p DAVUQ R @pubr Palddt 22/ RHb1Qgsink
v3.4.1 fttp://www.R-project.org).
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5. REZULTATI

51..OLQLpNH L ELRNHPLMVNH NDUDNWHULVWLNH LVSLW

6 REJLURP QD YHOLpPLQX VNXSLQD L RGVWXSDQMD RG
neparametrijski pristup u analizi omjernih varijabliablica 4. prikazuje rezultate analize
biokemijskih NOL QL p3WHKRJUDIVNLK RELOMH&Mdanem SJIQMP Q MMQIH
UD]JOLNH X GREL L]JPHYX LVSLWLYDQLK JUXSD 6HUXPVNH )7
]QDPpDMQR SRYLAHQH NRG KLSRWLURLG §phrifar@ Hufirbithiel p H Q L K
zdrave ispitanikeZQDpDMQH UD]JOLNH 78¥%XY A bdaliiéutirvidhih L] P
OLMHPpHQLK KLSRWLURLGQLK LVSLWDQLND QLVX ]DELOMHAH

Tablica 4. Deskriptivnaanadl]D NOLQLpPpNLK L ELR N HIP padijendata Kzd¥avit DN W H U
kontrola

Skupine N Volumen (mL) FT4 (pmol/L) TSH (mIU/L) Dob (god) TPOALt (kIU/L)

HT, hipotiroidni, 10 15.5(11.620.4) 11.2 (1612.1¢ 10.35 (6.915.2P¢ 50 (4661) 349 (1361542)
QHOLMHpPpH

HT, hipotiroidni, 12  10.4 (7.213.6) 13.9 (12.116.3} 2.61 (1.883.52) 62 (5364) 276 (921253)
OLMHpHQL

HT, spontano 13 14 (13.119.3) 11.5(11.312.5) 2.77 (1.234.23) 51 (4058) 677 (1562389)
eutiroidni

Kontrolni 11 12.6 (103:13.3) 12.4 (10.613.6) 1.5 (1.112.56) 49 (4662) neg
Ispitanici
P, van der 0.041 0.002 0.000022 0.142
Waerdertest
a3 YV +7 KLSRWLURLGQL OLI\/IHbHQL

b P<10% vs HT, spontano eutiroidni
¢ P<108, vs kontrole

4P<0.05, vs HT, spontano eutiroidni
#d nost hogBonferronitest
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3RND]DWHOML XpLQNRT¥HRCR keskdijaL SUHFL]QRVWL

U svrhu procjeneX pLQNRYLWRV WL D P S QisditivisrjpbpulbcijFdDIM Q LK JH
uzoraka, tjekom svih gPCR reakcg usporedno su provedena mjerenja Wijednosti
ispitivanih uzoraka u triplikatu, VWD QGDU G QLK V H U duphkatl. KvilspifivhhiM HYy H Q N
TagMlan kompletiS R p HW Q L FoBim . FGXOR Hika 7.A), pokazalisuY LVRNX XpLQNRYL\
amplifikacije cDNA kalupa, u rasponad 91.9% 98.7%(Slika 3. B-E).

PreciznosiPCR mijerenjaR G U H y lsh€airvKdrelacijskim koeficijentortR?), koji
opisujekoliko dobro z& L O M H & H qpsti flubrésbeHdieV HU LMV N L K dddoyarajiM HYy H Q M
zadanim podacimatandarda krivuje. AWR MH YU IBVOHGE® RWMO BJDQMH L]PHY
YULMHGQRVWL L]JUDpXQDWLK PRGHIpRERKX]GPMRMW QSLUKH G YL
koncentracije cDNA u odnosu NFULMHG QRVW | O XURsVikh\gPERYrEdkdiatay H G D
]JDELOMHAHQH VX Yiuwm&spoHu ¥dOLISBOEQ RV WL 5

7TDNRYHU XpLQMHQD MH DQDOL]D YDULMDEUQNR Y MQMDN
LIPMHUHQLK X GXSOLNDWXDXQIXWD U OM H SIFHRD \ 3R 1L @BXE4ED
eksperimenataSukladnotomy, YD U LM D E L ODQ/R/\DWE SIRNW VD E1L@I% dH PDQM
sve igitivane transkripte, tmanjaod 1.54 L]PHyYy X UD]OL psp&imendi8 &5 HN

(A) (B)
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©) (D)

(B)
Slika 7. Standardne krivuljd=OXO1, PLZF, RORC, RUNX3 i TBP TagMan kompleta.
SPLQNRYLWRVW (11 ?) (B) SQXDE,I(BYXPRAFWC) BORC (D) RUNX3 i (E)
TBP gPCRHNVSHULPHQDWD XWYUYyHQD MH T3&5 DQDOL]RP V'
QL]RP VHULMVNLK UD]JULMH Yy HI) MM ] X ORMWHL XSu&ir-s@DO@D. |
progranom QuantStudio Design & Analysis Software v 1.3.1
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5.3.Ekspresijski profili gena FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC

ZD RYX DQDOL]X KLSRWLURLGQL LVSLWDQLFL OLMHpH
hipotiroidn) EXGXUL GD QLVX SURQDYHQH VWDWLVWLPNL ]QDpDM!
ineliepHQLK KLSRW L U RézG@tLnsulpykazayi 2RENOMHAHQH VX ]QDpD M
X HNVSUHVLML 3/=) 581; L 525& WUDQVNULSWD PHyX VNXS|

Analizom normaliziranih vrijednostimRNA ekspresije FOXO1 transkripcijskog
PLPEHQLND X SHULIHUGQDRMD pDIMQRIF UL | Gibi AT hipBthigjdkihV N X
[median Me=1.09 (IQR (0.891.41)]i kontrolnihispitanika|Me=0.89 (0.791.07); P=0.0%nisu
]DELOMH &K QW adrosu na hipotiroidnu HT skupinu, eutiroidni ispitanici pokazuju
]QDPDMQR VPDQMHQX H N \INEO8Y(D.56X.913;;2=0.041(SBka 8.A). Na
JOREDOQRM UD]LQL UD]OLND JUDQLpPpQR L]PLpH ]QDpDMQRYV

=D UD]JOLNX RG )2:2 3/=) P51%$ HNVSUHVLMD MH ]QDpD
hipotiroidnih [Me=1.92 (1.382.29)] u odnosu n&ontrolneispitanike[Me=1.05 (0.811.16);
P=0.004] D ]QDpDMQH UD]JOLNH PHYyX VNXSLQDPD +7 LVSLWDQ
XRpHP=H.449) 7DNRYHU QLMH ]DELOMHAHQD ]QDpDMQD UD]C
usporedbonspontano eutiroidnilT ispitanikai zdravih kontroldeuHT vs CTR,; 1.17 (0.8
1.74)vs 1.05 (0.811.16); P=0.47]L(Slika 8.B).

Ekspresija RUNX3 mRNA u periferniffilimfocitima HT i zdravih ispitanika, nalikuje
]JDELOMHAHQRP HNVSUHYV L MiNRIRJEdsIRa z0rXvelkd irale §M-1P
(0.71-1.22)], HT hipotiroidni ispitanci SRND]XMX ]QDpDMQR SRYLAHQH UD]LC
gena RUNX3[Me=1.51 (1.3%12.12) P=0.01]1, a usporedbom hipotiroidnih i spontano
eutiroidnih HT skupina[hipoHT vs euHT; 1.51 (1.32.12) vs 1.19 (0.94.49); P=0.366]
odnosno eutiroidnih HT i kontrolnih ispitanika [euHT vs CTRL; 1.19 (AL9®) vs 1.12 (0.7

3 @ QLVX |DELOMHASIRAB.CRDpDMQH UD]JOLNH

Analizom izmjerenih vrijednosti ekspresije gena RORRpHQD MH J]QDpDMQR S
razina RORC mRNAu skupini HT hipotiroidnifMe=1.72 (1.132.51)], u odnosu na zdrave
[Me=1.05 (0.761.39); P=0.028)] i spontano eutiroidne ispitanikpve=0.96 (0.671.29);
P=0.011)](Slika 8.D).
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Slika 8. Relativna ekspresija gena FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC u perifernim limfocitima

T zdravih kontrola i HT ispitanik&kspresija gena (A) FOXO1, (B) PLZF, (C) RUNX3 i (D)

RORC izmjerena RGPCR metodom u populacijib3T i 11 kontrolnih ispitanika Unutar
pravdkutnog ili box-plot dijagrana,, gornje i donje vertikalne linijgredstavljajul.5xIQR

Prema TukeyX HNVWUHPQH YULMHGQRBDWILRH PH X MWXSWEROHN B F
VX XVSRUHGERP QRUPDOL]JLUDQLK Y UL Midi@@uRoNWehonT 3&5 P M
PHWR G H vad g&&vwWakrdetesbm s Bonferroni poshoc procedurona SUDJ ]QDpDMQRYV
je definiran kao P<0.05.
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Rezultati

54 0HYyXJHQVNH NRUHODFLMH

Da ELVPR XWYUGLOL SRVWRML OL SRYH]DQRVW L]JPH}J
WUDQVNULSFLMWOXNQIK PRI RUNXB N RORC u perifernim limfocitima T,
XpLQMHQD MH 6SHDUPDQRYD DQDOL]D SRYH]DQREWL JHQVN
uzoraka (n=46).Za ovu analizu, primijenjen je Bonferre RULJLUDQL SUDJ QD]
P<0.0083 (0.05/6).

3RJLWLYQL JHQVNL RGQRVL QD UDJLQL P51$ HNVSU
WUDQVNULSFLMVNLK pLPEBQLNB, Sigl9.A)LFOX0O1)i RUNX3
(P=00045,Slika 9.B), te RUNX3 i RORC (P=00091,Slika 9.C).

1DGDOMH XRpPHQD MH LLIPRILDWPBQS HNRWHODALND JHQ
FOXO1 (P=6 1 7, Slika 9.D), PLZF i RORC (P=21 -5, Slika 9.E), te FOXO1 i PLZF
(P=0001, Slika 9.F).
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Rezultati

(A) (B) (©)

(D (E) (F)

Slika 9. *UDIL p N LSEbrinAhDsjanaliz povezanosti ekspresiidRNA genskih parova
FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC
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Rezultati

SRYH]DQRVW NOLQLpNLK NDUDNWHULVWLND L JHQV

ISWUD3eWYIRQRUID SRYH]DQRVW H MRNALYEN IERIXONRPLZE,URILOD
RUNX3iRORCV N O L Q L jtNrisfikas@spitanika, poput dobi, serumske razine F&u
trenutku uzorkovanja krvi za ekspresijsku analizarimjenjene doze nadomjesne hormonske

terapije.

U ukupnoj populaciji ispitanika (n=46) Rp H@ D Q D p DogM@zanost L] P HYy X
ekspresiiemRNA WUDQVNULSFLMVNRJ pLPEHQLND .#8R=0019) GREL L)\
(Slika 10. A).

Nadalje u skupiniterapijski naivnih Y SRQWDQR HXW L U RipGi@idikihL QHOL
HT ispitanika,n=23), serumska razina TSH pozitivno korelira s razinom ekspgesigg RORC
u perifernim limfocitima T ! .5; P=0.015) (Slika 10. B). Zanimljivo, doza nadomjesne
terapije L-tiroksinompotrebna za normalizaciju TSFK OLMHPpHQLK KLSRWLURLGAQL
(n=12), pozitivho korelira s razinorRLZF mRNA (! 3 (Slika 10. C).

Povezanost ekspresijskih profila gena FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC s volumenom
aw L \s@riviSKokh razinomT3 i FT4 X Q H O L M H p H Qliltittore 8h® HPD Qrbthitila
QLMH ]DELOMHAHQD
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Rezultati

(A) (B)

(©)
Slika 10. Analiza povezanostkspresijskog profila limfocita . NOLQLpPNLK NDUDNWHU
kontrolnih ispitanika Razina ekspresije gena RUNX3 (A) pozitivno koreliraobi dspitanika
(n=46) D SRYHUDQX HNVSUHVLMX JHQD 525& % X QHOLMHpHC(
HXWLURLGQL QHOLMHpPpHQL KLSRWLURLGQL SUDWL SRUD
terapije L:tiroksihnom X OLMHpPpHQLK KLSRWLURL GE4itknot+kordlidd SL W D Q L N
SRYHUDQRP HNVSUHW)LMRSPuU {B) @ bgds/+) Spearmanov kelacijski
koeficijent; SUDJ |QDpDMQRVWL 3
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Rasprava

6. RASPRAVA

U svrhu analize promjena transkripcijslog profila perifernin T limfocita u
Hashimotovoj bolestt X RYRP LV Widdtigdn® D& vhXina mMRNA ekspresi
WUDQVNULSFL WMMNLIRUNXBFRORQILFORO1L IREROMH O /IQ HO IL I Hi [jp H Q L KK
hipotiroidnih, eutiroidnih) i zdravih ispitanika 7DNRYyHU S U RogJezaMd3geoskéd H L
ekspresijenavedenih gens dobiispitanika tdazabranimNOLQLpPNLP RELOMHAMLPD SF
razineTSH YROXPHQD awLWQMDpH X QHOLMHpPpHQLK EWGR]H /7
OLMHpHQLK normalizisad za Nj€lesnu masiNadalje, zbog VORAHQLK REUD]C
PHYXVREQH UHJXODFLM I, daaizitdube] su@PH WXIHQWNUWHLBHRIUNH OD FL M

kontrolnim ispitanicima.

“DELOMHRNI@®LEVND L N &Tikbrfrblih iRpEdniRaddgdvsiraju do
danas dobro poznatim obrascima regula€jed U H O D F L-Mipofez&V(2, 83)Q WdBypii
NneOLMHPpHQLK KLSRWLURLG QW& LI3W&dvetDrQ WWHD § BVEj@dAGMBIA HQ H V
serumskogTSH-a. Suprotno, razinsslobodnog WLURNVLQD X V Niga8rbi@nih OLMHp
LVSLWDQLNDEAWR YRYRERAYBULSLVDWL QdpiiBvBtvbKSIW@QMR M KR UP |
QHULMHWNRM SRWUHEL ]D QHé@WrRu ioradliracheREQUASIQWID FL M D P
ovih bolesnika(58). Prisutnost TP@b protutijela, kao glavne biokemijske karakteristike
Hashimotovog tiroiditis§2) ]DELOM R & H Q DYMdEXRskupine HT oboljelih.

Rezultatianalize genske ekspresigR N D] D O L ¥riziGemRNA ¢k§presg gena
PLZF, (van der Waerden tes®=0,004 Slika 8.B), RUNX3 (P=0,011 Slika 8.C) i RORC
(P=0,028 Slika 8.D) u skupini KLSRWLURLGQLK O L bbleprik@ulokdndsu@a OL M H p
zdrave ispitanikeV X J H U LtildednNhavil Llogu u razvojuhipotiroidnih oblika Hashimotove
bolestt 60LpDQ REUD]DF H N $-thido¢itilvbHH TAsi&hlkd SR D] XM X NOMXp
regulavri efektorsko/memorijskog programa; EHW L (20(6 pLMD MH SRYHUDQ
]JDELOMHAHQD X KLSRWLURLGQLK DO,JB5QH2EDX YOV h URE IBQIL
povezana su s akumulacijom CD8imfocita nalik NK-stanicama u drugimSDWRORA&NLP
VWDQMLPD 2SLVDQD MH L SURSRUFLRQDOQD UHODFLMD L]JF
ekspresije EOMESD X S UL UR Yy H &dnRagg60).
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Robustna azlika u ekspresiji gen&OXO1 nijje XWYUYHQD Xbhoeshilddl GER P
kontrolnih ispitanika, ali je uskupini spontaneutiroidnLK +7 SDFL M H Q DQVHXA WRE RQ BIM ¢
ekspresija FOXOINRNA u odnosu nd -limfocite hipotiroidnh donora(van der Waerden
testP=0,041 Slika 8A). 7UDQVNULSFLMROXQ1 pile PeséhQjaldh u razvoju
efektorskihCD8' linija, ali je neophodan za stabilizaciju i funkcionalnem&morijskihstanica
PLMX GLIHUHQFLM D F LékspreSiR §¥nap-bet X Birhdldpijom ekspréstiegena
EOMES (54). Nadalje, FOXO1 izravno regulira ekspresiju CT4A FOXP3, dvieNOMXpQH

molekule u diferencijaciji i funkciji regulacijskih-limfocita (61).

=D UD]JOLNX Rl )2;2 OLPIRFLWL 7 KLSRWLURLGQLK +7 L
PLZF mRNA u odnosu na zdrave kontro@D WHPHOMX QHGDYQRJ LVWUDAL
PRYLAHQ XGLR 1.7 VWD @b)FkojexotericijRliroij€ldvhib@ibrioseS R Y bja H Q
ekspresij gena PLZF]DELOMHHWE@RM X RS XODFLMédardd pelV®st?v DQLND
LQILOWULUDQLK PRQRQXNOHDUD X +DVKLPRWR dWQM QMDY
CD3'CD4CD8 (DN) stanice(62). Ukupno, ,)1 ;17 DNT-VWDQLFH pLQH JRWRYR
LQILOWULUDQLK VWDQLFD X XSDOQR SURPLMHQMHQLP awlL
@63) L / VWDEMHADRYH OLQLMH X VYRP UDIJSrtimM ¥ed @aNMifinQR RYLYV
je QDOD] SRIJLWLYQH SRYH]DQRVWL L]JPHYX YHOLpPLQH GR]
normalizirane za tjelesnu masu, potrebne za normalizacijui T&the ekspresije gena PLZF
X SHULIHUQLP OLPIRFLWLPD 7 TKdpBaRike(SpeRrmanQu_kérel&riskd L M Hp H
koeficijent ! 3 Slika 100).

'UXJIX 1QDpDMQX FLWRWRNVLPpQX SRSXODFLMX X +DVKL
klonalno ekspandiranPfrlI'CD8'T stanice §2, 64) V YHULP XGMHORP X KLSRW
eutireozi. Ova populacija 09LWR MH XPQRAHQD X6%LBRWH PROG QR P R
komponentua na periferiiRSLVDQH VX PLRQIRDAMBIDA 74 CB8'CD28Tem
stanice OHy X QMDP&Y stanice NDUDNWHUL]JLUDQH VX Ldgfioln]LWR FL!
visokom ekspresijom-bet, EOMESa i membranskih NK biljega

NKT stanice kao i efektorski CB*CT/ X pLMRM GLIHUHQRNMIO4), ML VXGI
RWSXaWDQMHP SHUIRULQD VWYDUDMX SRUH X VWDQLpPpQRM
VWDQLFH D RWSXaWDQMHP JUDQ]LPD DNWLYLUD®)X NDVSD
Danas je poznato kako RUNX3 inducekspresijul-box W U D Q V N UilnlseRikdya\z&atimK  p
JGUXAHQLP GN Ri®RIYHDOIESH R W eksptesiju INF L SHUIRULQD 'LUHN
GMHORYDQMHP 581; VDPRVWDOQR LQGXFLUD HNVSUHVLM
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granzima B(GZMB) pLMD MH r&R& MmBRNXQdkspresijmedavnozabL O M HIAH QD
perifernim limfocitima oboljelih od HT (55). aWRY&ERMHUDQD HNVSUHVLMD JF
SRYH]DQD MH V UHGXNFLMRP 3aOMH]GDQRJ YROXPHQD L S
terapije u hipotiroidnih HT ispitanikRUNX3 dakle SRVUHG XMH N QifedehdadijiN R UD N H
L UD]JYRMX FLWRWRN VINFQRTc1NRISDFAMWHONBMHE'SRYHUDQD UL
SUHWKRGQR HI bholekhiHpbtegaDas Yorastom TPAL protutijela (31). Rezultati

tRJ LVWUDALYDQMD VXJHULU D dk3prdspeDdeDaVRUXNXKX BRJXi SRYHUL
progresiji Hashimotove bolestibarem dijeRPLp QR R Gudib A€l Yimfdtine lozeu

hipotiroidnih HT ispitanika.. DR L V O X pIBOWIES &-5tanica,starenje §7) ]QDpDMQR
XWMHpH QD WUDQVN&dnB& X MUMX [BXUMALO SURPMHQH QD 581;

Nedavno je otkrivenpotencijalmulogastanical c17urazvojuHashimotwatiroiditisa
(26), apR Y H U D Q Bképi23ile@rBNAenaRORC u perifernoj krvi HT obokglih prethodno
je opisanau nekoliko studija(23, 28). aWRYLERMHUDQD IUHNYHQFLMD 7K VV
povezana SUD]YRMHP X SDOQLKi @1),pogtésipmxbaedlilavV QMPHYHUDQLP
VWXSQMHP RAWHUIHQMD & @8 WoXMBX[iiH % D+ G ILNHSULNAQDFQ MND F L M F
Th17/Tcl7 |/ 0$,SWDQLFD XSUDYOMD WUDQBNUEBFLENQD PLREH
HNVSUHVLMD JHQD 525& |DELOMHAHQD X RYRM VWXGLML W
odgovora u HT patogeneZiX KLSRWH]X GRWDYUSRMMLYQH NRHHODQ@HLMH
ekspresije gena RORC porastaserumskih YULMHGQRVWL 76+ X QHOLMHpH(
(Spearmanov korelacijski koeficijert 3 Slika 10.B).

Nadalje, X R p Hubtojni pozitivni P H gehski odnosi na razini mRNA ekspresije
UHIOHNWQHUDM®UL PBGHO GLIHUHQFLMDFLMH VWDQLFD L |
WUDQVNULSFLMVNLK UHJXODWRUD OHYyX QMLPD ]DQLPOML
525& NRMD XSXuXMH QD SRYH]DQRVW 3/=) L 525 W SURJU
multiini MVNRP VXUDGQMRP 8 FLUNXOLUDMXUHP RGMHOMNX L
QHNODVLpGEL2S 'BWBG)LPIRFLWLPD SULURYH@ilo kaWoD@dula® H L P X
XSXU0XMH QD SRWHQFLMDOQL ]QDpDM SULURYHQLK OLPIRLGH

Dobiveni rezultatiPHYy X JHQV NH N R U HOsRI&dusv &/ riedhvbirQ Si@ijahh
NRMH XS Xasiopnie QORAHQLK UHJXO D WaRarilirndRrip&jeN@imgD P D
HNVSUHVLMX JHQD 581; X SULURYHQLP OLPIRLGQLP VWDQL
PLPEHQLN®).3XA) WDNRYBHNWQR LQGXFLUD HNVRORKLMX 52!
promotor u CCR* stanicama,AWR MH SIRWWWHHQP QMHP NRMH50.X SURYH
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Nadalje, X R p ¢ @aRu ThlBtanicama koje sintetiziraju INF RUNX3 odr & D Yiddke razine

ekspresije gena TBX21 5625& HNV SUHYV XM GRsSvarenjaWR QIL-17A (70).
1DGDOMH QD UD]JLQL SiULRM BEQ DW]DEQ ONMMHASFHQAIMVNRI pLPEF
YHIDQMHP ]D '1$ YH]XMXuUX GRPHQX pjedgotaHt@bsKrpcijska5\W L Q
aktivnost i tako suprimira razvoj Th17 fenotigdll, 7UHED QDJODVLWL PHYyXWLP
UH]XOWDW RGQRVL QD SURWHLQVNH LQWHUDNFLMH SUL
PHKDQL]PL ]QDpDMQR PRG{idteiL UDMX RGQRV P51%

5H]XOWDWL RYRJ LVWU D a Lpoegaiiek3phesijskiivprofi@ Berfa@Q D p D M (
RUNX3, PLZF i RORC perifernih limfocita B HT u hipotiroidnoj fazi OHy XWLPa GDOMQ
LVWUDALYDQMD QD UD]JLQL SURWHLQD GOBX@TD, Potvethia Y QLK L
VX |D LGHQWLILNDFLMX OLQLMVNL VSHFLILPpQLK IXQNFLR
progresiji HT bolesti.
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=$./-8y9%.

Na temelu SURYHGHQRJ LVWUDALYDQMD L GRELYHQLK UH]
]DNOMXpFL

1) U odnosu na kontrolne ispitanikperiferni limfociti T hipotiroidnih, ali ne i
spontano eutiroidnih HT ispitanikE RND]XMX ]QDpDMQR SRYL&HQH
ekspresije gena RIF, RUNX3 iRORC

2) Promjene umRNA ekspresijigenaRORC iPLZF povezane su finkcijskom
UHJHUYRP a8WLWQMDpPH X QHOLMHpPpHQadémessOHV QLN
hormonsle terapije

3) Na razini mRNA ekspresijepostoje ko-korelacije LIPHYX LVSLWLYDQLK
transkripciskih pLPEHQLND
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8.6%34(7%.

Uvod: HTje NURQLpPpQD DXWRLPXQD EROHVW AWLWQMDpH NRMD
PLPEHQLND L UL]JLpQLK RNROLaAQLK IDNWRUD %ROHVW RE
stanica i antitijela koja prepoznaju tkivne antigeteecitokinskom ozljedom i apoptom

dovode doR & W H @MQ WD ZhWRWRNVLPQL OLPIRFLWL pLQH ]QDY
L Q IL O W U D WDoldoWeliha @jikoRipdifenéncijaciju i razvoj regulira nizanskripcijskih
bLPEH@pit BLZF, RUNX3, RORC i FOXO1.

&LOM L Vjw Wsptatl tvaDsRripcijske profile gen®LZF, RUNX3, RORC i FOXOu
oboljelih teuVWDQRYLWL QMLKRYX SRYH]DQRVW V YROXPHQRP ¢

FT4, antiTPO protutijelai dozom nadomjesne hormonske terapije

Materijali i metode: Prikupljenaje periferna krv 1Xkontrolnihi 35ispitanikaoboljelih od HF

a. Sinteza cDNAprovedena jgpomoiX NRPHUFLMDOQRJ NLWD A3ULPHG6FUL
6\QWKHYV LaVv KYIDM)*WLWDWLYQD DQDOL]D P51%$ HNVSUHVLMH U]
stvastnoP YUHPHQX QD XUHYDMX 4 X x@natéjahhGbrRpletaPa@RavV UHE R P
SURED L SRpHWQLFD

Rezultat: 8 RGQRVX QD NRQWUROQH LVSLWDQLNH RER®MHOL R
MRNA ekspresije gena PLZF, RUNX3 i ROR(Chipotiroidnoj fazi aWRYSRYLAHQD UD]L
ekspresije gena PLZF pozitivno korelira s porastom doze nadomjesne hormonske terapije u

O L M Hippéo@didhih HT pacijenata (n=12)a razina RORC mRNAUDVWH V SRYHUDQ
VHUXPVNLK YULMHGQRVWL 76+ X QH QtedjaidgeHaQRUKIXS YasteV S LW D ¢
s dobi ispitanika (n=46).

=D N O M XgkEphesijski profili gena PLZF, RORC i RUNX@ perifernih limfocita T,
UD]JOLNXMX VH L]PHYyX +7 REROMHOLK L J]GUDY Lpkvegd&® WUROD
su s progresijom HT boléstrema hipotirecoZiRELOMHAMLPD QDGRPMHVQRJ KRU

.OM X p Q HFOXOA4 Hipdhimotova bolesELZF, RORC,RUNX3
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Summary

9. SUMMARY

Introduction: Hashimoto's thyroiditis (M) is a chronic autoimmuen thyroid disease
developing under the influenod susceptible genetiand environmentdiactors. The disease
is characterisedby the presence adutoreactive immune cells and antibodig®cted against
the thyroidtissue antigensvhich mediate thyroid cell destructidmrouglcytokine injury and
apoptosis CD8" cytotoxic lymphocytezomprisea significant proportion of the lymphocytic
thyroid infiltrate in HT patientsTheir differentiation and developmeate regulated by a
number ottranscription factors such as PLZRJRX3, RORC and FOXO1.

Study aim: To examine transcriptional profiles of PLZF, RUNX3, RORC and FOXOL1 genes,
anddeterminetheir association wittthe thyroid volume, TSH and FT4 hormone levels, anti

TPO antibodies, antthe dosage of hormone replacemierapy.

Material and methods: Peaipheral bloodwas collected fromi1 healthycontrok and 35HT
subjects. cDNAvassyntheszed with the use otommercial PrimeScrigdirst Strand cDNA
Synthesis Kit whereaguantitative analysis of mRNAxpression real time PCR instrument

QuantStudio 5was performed with a set of predisigrieatjManexpression assays

Results Compared to the control subjects, patients with HT showed significantly increased
levels of PLZF, RUNX3 and RORMRNA expressionMoreover the increased level of PLZF
gene expressigoositivelycorrelatewith the increnentof hormone replacemedbsen treated
hypothyroid HT patients (n = 12), and the RORC mRNA lewskre associatedith the
increaseofthe serum TSH in untreated HT exae®s (n = 23). RUNX®&anscript abundance

increasd with age (n = 46).

Conclusion: Expression profiles of PLZF, RORC and RUNXgnesin peripheal T
lymphocytesof HT patients differ fromthe ones irhealthy controlubjects,and changesn
their expressiorare associatedvith the progression of HT diseaséypothyoidism and the
dosage ohormonereplacementherapy.

Key words: FOXO1, Hashimoto's disegdeLZF, RORC, RUNX3
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