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1. UVOD 
 

1.1. ŠTITNA ŽLIJEZDA I HASHIMOTOVA BOLEST 

 

Hashimotova bolest, također poznata kao Hashimotov tireoiditis (HT) i kronični 

limfocitni tireoiditis, autoimuno je oboljenje u kojem dolazi do pojave autoimunih stanica i 

protutijela koji dovode do postupnog uništavanja tkiva štitne žlijezde (1). 

Štitna žlijezda ili štitnjača (lat. glandula thyroidea) endokrini je organ. Smještena je u 

prednjem donjem dijelu vrata, gdje obavija dušnik. Građom nalikuje leptiru. Štitnjaču čine dva 

režnja (desni i lijevi) koji su povezani središnjim dijelom (istmusom; lat. isthmus). Svaki je 

režanj, kod zdrave štitnjače, širok između 2 i 2,5 cm te dug oko 4 cm, a volumena između 15 i 

30 cm
3
. Masa zdrave štitnjače iznosi između 16 i 25 grama (2). 

Osnovne su građevne jedinice štitnjače folikuli građeni od stanica tireocita i amorfne 

koloidne mase u kojoj je koncentriran tireoglobulin (Tg), protein na koji su vezani hormoni 

štitnjače tiroksin (T4) i trijodtironin (T3). Hormoni štitnjače primarno utječu na bazalni 

metabolizam (BMR; engl. basal metabolic rate) povećanjem sinteze proteina, razgradnje 

ugljikohidrata i masti te stimulacijom oksidativne fosforilacije i staničnog disanja, ali imaju i 

mnoge druge učinke, uključujući rast i sazrijevanje tkiva, potrošnju energije i proizvodnju 

topline (2). 

Sinteza hormona T3 i T4 regulirana je mehanizmom negativne povratne sprege na relaciji 

hipotalamus – hipofiza – štitna žlijezda. Tireotropin-oslobađajući hormon (TRH, engl. 

thyrotropin-releasing hormone) koji izlučuje hipotalamus najprije se veže na receptor TRH u 

stanicama prednjeg režnja hipofize te ona započinje sintezu i lučenje tiroid-stimulirajućeg 

hormona (TSH, engl. thyroid-stimulating hormone). TSH se krvlju prenosi do štitnjače gdje se 

veže na receptor TSHR (engl. thyroid-stimulating hormone receptor) na membrani tireocita, 

čime dolazi do aktivacije G-proteina te posljedično do aktivacije enzima adenil-ciklaze i sinteze 

cAMP sekundarnog glasnika. Aktivacijom folikularnih stanica štitnjače dolazi do aktivacije 

tiroidne peroksidaze (TPO, engl. thyroid peroxidase), sinteze tireoglobulina i apsorpcije jodida iz 

cirkulacije. Tireoglobulin, koji se nalazi u lumenu folikularnih stanica štitnjače, sadrži 

aminokiselinske ostatke tirozina potrebne za sintezu hormona T3 i T4. Enzim TPO katalizira 
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oksidaciju jodidnih iona i njihovo vezanje na aminokiselinske ostatke tirozina. Na taj način 

dolazi do sinteze monojodtirozina (MIT) i dijodtirozina (DIT). Uz to, TPO katalizira udruživanje 

MIT i DIT te nastaju T3 i T4. Nakon stimulacije s pomoću TSH-a, Tg endocitozom ulazi u 

folikularne stanice gdje enzimi poput peptidaza i kiselih proteaza kataliziraju njegovu hidrolizu 

do sastavnih aminokiselina te dolazi do otpuštanja hormona T3 i T4 u cirkulaciju (3,4). 

Povećanje koncentracije hormona T3 i T4 u krvi povratno inhibira lučenje TRH-a i TSH-a, čime 

se zaustavlja sinteza hormona štitnjače. 

Razvoj bolesti štitnjače usko je povezan s gubitkom kontrole nad regulatornim mehanizmima 

povezanim s proizvodnjom hormona štitnjače. Pojava povećanog stvaranja i sinteze hormona 

štitnjače povezana je s razvojem hipertireoze, dok hipotireozu obilježava smanjena funkcija 

štitnjače i stanje nedovoljnog lučenja hormona, koje, između ostaloga, može biti uzrokovano 

deficijencijom joda ili pojavom autoimunog odgovora usmjerenog protiv štitnjače (5). 

Najčešći je uzrok hipotireoidizma Hashimotov tireoiditis – autoimuna bolest koju 

obilježava razvoj imunosnih stanica i protutijela usmjerenih protiv tkivnih antigena štitnjače, 

tiroidne peroksidaze (anti-TPO), tireoglobulina (anti-TgAb) i receptora za tireostimulin (anti-

TSHAb) (6,7), koji zajedničkim djelovanjem dovode do tkivnog oštećenja i razvoja hipotireoze. 

Na početku bolesti oboljeli ne moraju imati nikakve simptome. S vremenom, međutim, može 

doći do povećanja štitnjače uzrokovanog infiltracijom limfocita i oštećenjem tireocita. 

Progresijom bolesti dolazi do razvoja hipotireoze i pojave sekundarnih simptoma poput 

povećanja tjelesne mase, osjećaja umora i hladnoće, blijedog ili nabuhlog lica, konstipacije, 

depresije i bolova u tijelu. Kod žena su moguće menstrualne nepravilnosti, a sterilitet je 

primijećen u oba spola. Nakon više godina veličina štitnjače se smanjuje (8). 

Dijagnoza Hashimotove bolesti potvrđuje se testiranjem razine hormona TSH, FT3, FT4 i 

antitiroidnih protutijela u serumu, a uobičajeno se liječi nadomjesnom hormonskom terapijom, 

L-tiroksinom (L-T4) (8). U eutiroidnih HT bolesnika serumske vrijednosti hormona TSH, FT4 

i FT3 nalaze se unutar referentnog raspona (TSH; 0,46 – 4,7 mIU/L, FT4 10 – 22 pmol/L) uz 

pozitivan nalaz protutijela anti-TPO. U bolesnika koji izražavaju kliničku, hipotiroidnu formu 

Hashimotove bolesti, osim povišenog TSH-a (> 4,7 mIU/L) i prisutnih protutijela anti-TPO, 

serumska je razina hormona FT4 snižena (< 10 pmol/L), a FT3 može varirati od niskih do 

fizioloških vrijednosti. Sljedeću skupinu čine bolesnici kod kojih simptomi bolesti još uvijek 
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nisu prisutni, zbog čega su uglavnom slučajno dijagnosticirani. To su tzv. supklinički ili latentni 

bolesnici, koji zbog urednih vrijednosti hormona FT4 i FT3 ne zahtijevaju primjenu nadomjesne 

terapije, ali je razvoj bolesti primjetan u pojavi protutijela anti-TPO i povišenoj koncentraciju 

serumskog TSH-a (> 4,7 mIU/L) (6,7). 

 

1.2. EPIDEMIOLOGIJA 

 

Autoimune bolesti štitnjače smatraju se organ-specifičnim bolestima, a čine oko 30 % 

svih autoimunih bolesti. Hashimotov tireoiditis najčešća je autoimuna bolest štitnjače i jedan od 

najčešćih uzroka hipotireoze u populacijama s dovoljnim unosom joda prehranom (7,9). 

Prevalencija simptomatskog oblika bolesti u općoj populaciji iznosi od 2 do 5 % te je 5 do 10 

puta češća u žena nego u muškaraca (9,10). Asimptomatski, supklinički oblik bolesti, uz 

pozitivan nalaz antitiroidnih protutijela ima približno 8 % žena i 3 % muškaraca (10). Incidencija 

HT-a iznosi 0,3 do 1,5 slučajeva na 1000 osoba godišnje (7), raste s dobi i najčešće se javlja 

između 45 i 65 godine života, a rjeđe u djece i starijih osoba (9,11). HT se također, često javlja u 

komorbiditetu s drugim autoimunim bolestima poput reumatoidnog artritisa i šećerne bolesti tipa 

I (9). 

 

1.3. GENSKI I OKOLIŠNI ČIMBENICI U ETIOLOGIJI HASHIMOTOVE BOLESTI  

 

1.3.1. Genski rizični čimbenici 

 

Uloga nasljednih, genskih čimbenika u razvoju HT-a uočena je u obiteljskim studijama 

koje pokazuju povećanu vjerojatnost pojave HT-a među članovima obitelji oboljelih u odnosu na 

opću populaciju. U istraživanju koje su proveli Hall i Stanbury incidencija AITD-a među 

srodnicima oboljelih od Hashimotove ili Gravesove bolesti iznosila je 33 %, a antitiroidna 

protutijela pronađena su u 56 % srodnika. U općoj populaciji incidencija antitiroidnih protutijela 

u žena ne prelazi 25 %, a u muškaraca 13 % (12). U studiji koju su proveli Villanueva R. i sur. 
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kao kvantitativna mjera utjecaja genskih čimbenika na razvoj bolesti i procjene rizika 

obolijevanja pojedinaca koji su u srodstvu s oboljelom osobom primijenjen je koeficijent λs, 

dobiven metodom sibling risk ratio. Vrijednost koeficijenta λs veća od 5 ukazuje na znatan 

utjecaj genskih čimbenika u razvoju bolesti. Studija je proučavala incidenciju HT-a i GD-a među 

članovima obitelji 155 pacijenata oboljelih od AITD-a. Zabilježene su visoke vrijednosti 

koeficijenta λs; za AITD (λs = 16,9), GD (λs = 11,6) i HT (λs = 28,0) (13). Studije parova 

monozigotnih (MZ) i dizigotnih (DZ) blizanaca također potvrđuju ulogu genske osnove u 

razvoju oboljenja AITD. Istraživanja na danskoj populaciji ukazuju na incidenciju HT-a u 55 % 

monozigotnih (MZ) i 0 % dizigotnih (DZ) parova (14). 

Geni koji sudjeluju u razvoju HT-a mogu se podijeliti u dvije skupine: gene specifične za 

štitnjaču i imunomodulatorne gene. Prvoj skupini pripadaju gen za receptor tireostimulirajućeg 

hormona (TSHR) i gen za tireoglobulin (Tg). Tg čini oko 80 % ukupnih proteina štitnjače, 

normalno se nalazi u cirkulaciji te je izložen imunosnom sustavu. Zbog toga se smatra jednim od 

glavnih pokretača autoreaktivnog imunosnog odgovora u štitnjači (1). 

U skupini gena koji kodiraju proteine imunomodulatornih učinaka važnu ulogu u razvoju 

autoimunih bolesti štitnjače imaju geni glavnog sustava tkivne podudarnosti (MHC, engl. major 

histocompatibility complex), koji se u ljudi nazivaju geni sustava HLA (engl. human leukocyte 

antigen). Molekule HLA razreda I i II sudjeluju u prezentaciji endogenih i egzogenih antigena 

stanicama imunosnog sustava. Molekule HLA klase I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) prezentacijom 

endogenih antigena stanicama imunosnog sustava mogu potaknuti aktivaciju citotoksičnih CD8+ 

T-limfocita i stanično-posredovano uništavanje tireocita s pomoću citotoksičnih CD8+ T-

limfocita. S druge strane, molekule HLA razreda II (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DM, 

HLA-DO), izražene na površini antigen-prezentirajućih stanica, sudjeluju u prezentaciji 

egzogenih antigena i aktivaciji pomoćničkih CD4+ T-limfocita. Aktivirane loze pomoćničkih T-

limfocita stimuliraju B-limfocite na proizvodnju protutijela za specifične antigene (9). Pojedine 

varijante gena HLA, posebice alelne varijante HLA-DRB1*03 genskog lokusa povezane su s 

povećanim rizikom razvoja Hashimotova tireoiditisa (15). U uvjetima upalnog mikrookoliša 

folikularne stanice štitnjače na svojoj površini izražavaju molekule HLA razreda II te 

prezentacijom antigena štitnjače potencijalno pospješuju razvoj autoimunog odgovora u štitnoj 

žlijezdi (9). 
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S razvojem HT-a povezani su i geni koji kodiraju inhibitorne površinske receptore kao 

što su CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4) te PTPN22 (engl. protein 

tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) (1). CTLA-4 djeluje kao negativni regulator 

aktiviranih T-limfocita, a trajna ekspresija CTLA-4 na površini regulatornih T-limfocita (Treg) 

osigurava njihovo supresivno djelovanje. Polimorfizmi u egzonu I (49A/G) i u blizini 3' 

netranslatirane regije (CT60) gena CTLA-4 potencijalno pospješuju smanjenu funkciju receptora 

CTLA-4, a povezuju se s pojavom i razvojem AITD fenotipa. Gen PTPN22 kodira LYP (engl. 

lymphoid tyrosine phosphatase) protein koji također djeluje kao negativni regulator funkcije T-

limfocita. Polimorfizam C1858T u genu PTPN22, koji dovodi do zamjene arginina za triptofan, 

povezan je s razvojem HT-a (1). 

Promjene u ekspresiji transkripcijskih čimbenika koji sudjeluju u kontroli diferencijacije 

subpopulacija limfocita, kao što su T-bet, FOXP3 (engl. forkhead box P3) (16), Eomesodermin, 

Bcl6 (17), TIGIT i FCRL3 (18), također se povezuju s razvojem i progresijom HT-a. 

 

1.3.2. Čimbenici okoliša 

 

Važnu ulogu u razvoju HT-a imaju i okolišni čimbenici, kao što su količina joda i selena 

u organizmu, unos alkohola, pušenje, infektivna stanja, izloženost radioaktivnom zračenju, 

fizički i emotivni stres. Fiziološka stanja poput puberteta, rasta, trudnoće i menopauze također 

pridonose riziku razvoja HT-a (19). Istraživanja su pokazala da povećani unos joda prehranom 

nosi povećani rizik od pojave tiroidnih autoprotutijela i razvoja autoimunog hipotiroidizma (15). 

Prekomjeran unos joda direktno blokira sintezu hormona ili djeluje toksično na tireocite. 

Također, povećana iodinizacija tireoglobulina može potaknuti razvoj autoimunog odgovora na 

jodidom promijenjene tireoglobulinske epitope te pospješiti povećanu sintezu opasnih kisikovih 

radikala, nusprodukata oksidacije suvišnih jodidnih iona u reakciji koju katalizira tiroidna 

peroksidaza (1,7). Također, smatra se da nedostatak selena može potaknuti razvoj i progresiju 

autoimunih bolesti štitnjače. Njegova se uloga očituje kroz funkciju enzima glutation-

peroksidaze i tioredoksin-reduktaze, selenoproteina potrebnih za zaštitu stanice od oksidativnog 
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oštećenja. U stanjima nedostatka selena funkcija je ovih enzima smanjena, dolazi do oslobađanja 

slobodnih radikala, slabljenja imunosne funkcije te oštećenja tkiva štitnjače (15). 

Među ostalim okolišnim čimbenicima, znatne učinke u razvoju HT-a ima terapija interferonom 

α, direktnim toksičnim djelovanjem na tireocite ili kao posljedica imunomodulatornih učinaka u 

imunosnim stanicama. Ženski spol znatno pridonosi riziku razvoja HT-a, najvjerojatnije zbog 

utjecaja spolnih hormona, inaktivacije X-kromosoma, kao i posljedica trudnoće ili pojave 

fetalnog mikrokimerizma (9,19). Starija dob, kao i pozitivna obiteljska anamneza ili pojava 

drugih autoimunih bolesti također pridonose riziku razvoja Hashimotova tireoiditisa (20). 

 

1.4. IMUNOPATOGENEZA HASHIMOTOVE BOLESTI 

 

1.4.1. Inicijacija autoimunog odgovora 

 

 Etiologija Hashimotove bolesti do danas ostaje nedovoljno razjašnjena, ali vjeruje se da 

su potencijalni uzročni događaji povezani s oštećenjem tireocita izazvani okolišnim 

čimbenicima. Antigen-prezentirajuće stanice fagocitiraju stanične komponente oštećenih 

tireocita te ih prezentiraju na svojoj površini u kompleksu s molekulama HLA razreda II. 

Prezentacija antigena štitnjače u kompleksu s molekulama HLA razreda II potiče aktivaciju 

pomoćničkih CD4+ T-limfocita vezanjem na TCR (engl. T-cell receptor). Uz to, aktivirane 

antigen-prezentirajuće stanice počinju lučiti upalne citokine i potiču razvoj upalnog mikrookoliša 

(24). Pod utjecajem upalnih citokina poput interferona-γ (INF-γ) i TNF-α (engl. tumor necrosis 

factor-α) stanice štitne žlijezde počinju eksprimirati molekule HLA razreda II te prezentacijom 

tkivnih autoantigena štitnjače potiču ekspanziju autoreaktivnih T-limfocita i upalni odgovor. 

Uvjeti upalnog mikrookoliša u štitnjači dovode do sinteze i ekspresije upalnih citokina i 

kemokina, što pospješuje kemotaksiju i tkivnu infiltraciju citotoksičnih CD8+ T-limfocita i 

pomoćničkih CD4+ T-limfocita, B-limfocita i makrofaga (6). Pod utjecajem T-staničnih 

citokina, stanični i humoralni čimbenici autoimunog odgovora pospješuju apoptozu tireocita te 

pridonose smanjenoj sintezi hormona T3 i T4 (6,9). Napredak bolesti prati povećana infiltracija 

limfocita, fibroza i atrofija žljezdanog parenhima te posljedični razvoj hipotireoze (9). 
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1.4.2. Uloga pomoćničkih T-limfocita u razvoju Hashimotova tireoiditisa 

 

 U razvoju HT-a sudjeluje više različitih subpopulacija pomoćničkih T-limfocita, 

uključujući limfocite Th1, Th2, Th17, Th22 i Treg (slika 1.) (22,23). 

 

Slika 1. Razvoj T-limfocita CD4+ i lučenje citokina (shema pripremljena u računalnom 

programu PowerPoint). 

 

Pomoćnički limfociti Th1 luče IFN-γ, IL-2 i druge citokine koji sudjeluju u staničnom 

imunosnom odgovoru. Oni potiču aktivaciju citotoksičnih T-limfocita (CTL) i makrofaga koji 

direktno uništavaju folikularne stanice štitnjače. Važan transkripcijski čimbenik limfocita Th1 

jest T-bet. On upravlja njihovom diferencijacijom i razvojem te ekspresijom IFN-γ (24). 

Limfociti Th2 luče IL-4, IL-5 i IL-10, stimuliraju aktivaciju B-limfocita i razvoj plazma-stanica 

koje potom stvaraju protutijela protiv tkivnih antigena štitnjače te tako potiču humoralni 

imunosni odgovor. Diferencijacijom limfocita Th2 i ekspresijom upalnih citokina upravlja 

transkripcijski čimbenik GATA3 (engl. GATA binding protein 3) (25). 
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Limfociti Th17 sudjeluju u imunosnom odgovoru protiv ekstracelularnih antigena te u 

patogenezi upalnih i autoimunih bolesti. Djeluju suprotno regulatornim (Treg) stanicama, a luče 

IL-17 i IL-22. Oni potiču sintezu kemokina i proinflamatornih citokina inducirajući na taj način 

razvoj autoimunih bolesti (22,23). Limfociti Th17 eksprimiraju transkripcijske čimbenike RORγt 

(engl. retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor gamma t) i STAT3 (engl. signal 

transducer and activators of transcription-3), koji imaju ključnu ulogu u njihovu razvoju (22). 

Stanice Treg CD4+ imaju važnu ulogu u održavanju periferne tolerancije te u prevenciji razvoja 

autoimunosti. Luče citokine IL-10 i TGF-β potrebne za indukciju tolerancije. Niske razine 

autoantigena potrebne su za održavanje stanica Treg u osnovnom stanju i za sprječavanje razvoja 

autoimunog procesa (22). Stanice Treg eksprimiraju transkripcijski čimbenik FOXP3, važan za 

njihov razvoj i funkciju. Nedostatak gena FOXP3 smanjuje supresorsku funkciju stanica Treg 

(22,26). 

Oboljeli od HT-a pokazuju sniženu razinu i funkciju limfocita Treg u perifernoj krvi i 

tkivu štitne žlijezde (22). U perifernoj krvi oboljelih utvrđena je i snižena razina mRNA FOXP3 

(23). Isto tako, u perifernoj krvi i tkivu štitnjače oboljelih od HT-a pronađene su povišene razine 

limfocita Th17 i njihovih citokina. Utvrđena je i povećana diferencijacija limfocita Th17, što 

ukazuje na njihovu moguću ulogu u razvoju HT-a (22). Također, u perifernoj krvi i tkivu 

štitnjače oboljelih od HT-a pronađena je i povišena razina mRNA IL-17 te RORC (engl. 

retinoic-acid-receptor-related orphan receptor C) (23). U osoba oboljelih od HT-a dokazan je 

povećan omjer stanica Th17/Treg. S obzirom na to da limfociti Th17 i Treg imaju suprotno 

djelovanje u razvoju autoimunih bolesti, a njihov je omjer u pozitivnoj korelaciji s 

koncentracijom TgAb, njihov promijenjeni omjer može ukazivati na težinu bolesti (23). U 

perifernoj krvi i tkivu štitne žlijezde bolesnika oboljelih od HT-a prisutna je povećana ekspresija 

mRNA IFN-γ, što ukazuje na utjecaj limfocita Th1 na razvoj bolesti (27). Broj stanica Th22 i IL-

22 također je povećan u perifernoj krvi i tkivu štitnjače oboljelih. Pronađena je pozitivna 

korelacija između razine limfocita Th17 i Th22, što upućuje na njihovu moguću sinergističku 

ulogu u razvoju HT-a (28). 
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1.4.3. Uloga citotoksičnih T-limfocita u razvoju Hashimotova tireoiditisa 

 

 U razvoj HT-a uključeni su CD8+ T-limfociti usmjereni protiv TPO i Tg antigena u 

štitnjači (21). Nakon prezentacije štitnih antigena u kompleksu s molekulama HLA razreda I na 

površini stanica štitnjače dolazi do aktivacije i diferencijacije CD8+ efektorskih linija. One 

uništavaju tireocite citokinskom ozljedom i apoptozom (29). 

Ključnu ulogu u tim destruktivnim procesima u štitnjači imaju efektorski limfociti Tc1 CD8+. 

Oni potiču imunosni odgovor protiv ciljnih antigena lučenjem citotoksičnih molekula i upalnih 

citokina poput INF-γ, TNF-α, granzima i perforina (30). Djelovanjem citokina poput IL-12 i IL-2 

dolazi do diferencijacije limfocita Tc1. Razvoj efektorskih limfocita Tc1 nalazi se pod kontrolom 

transkripcijskih čimbenika T-bet (engl. T-box transcription factor), Eomesodermina i RUNX3 

(engl. runt-related transcription factor 3) (30,31). Štoviše, RUNX3 djeluje kao primarni 

regulator ekspresije proteolitičkih enzima poput granzima B i perforina, a zajedno s 

transkripcijskim čimbenicima T-bet i EOMES potiče ekspresiju IFN-γ i time stabilizira 

efektorski fenotip i razvoj stanica Tc1. U slučaju nedostatka ekspresije RUNX3, CD8+ T-

limfociti gube sposobnost citolitičkog djelovanja i diferencijacije u stanice CTL (32). 

Transkripcijski čimbenici FOXO1 (engl. forkhead box protein O1) i TCF-7 (engl. 

transcription factor 7) pridonose pak razvoju memorijskih limfocita (30,31). FOXO1 regulira 

ključne stanične procese uključujući diobu, stanično preživljenje i metaboličke procese u službi 

proizvodnje energije, čime znatno utječe na homeostazu limfocita, njihovu diferencijaciju i 

proliferaciju (33,34). Ekstracelularni podražaji, antigeni i proinflamatorni citokini poput IL-12 

pojačavaju i održavaju fosforilaciju FOXO1 te inhibiraju njegovu aktivnost (35). Gubitak 

aktivnosti FOXO1 pospješuje diferencijaciju efektorskih limfocitnih linija i onemogućuje razvoj 

memorijskih CD8+ T-limfocita (34). 

Osim Tc1, limfociti Tc17 vežu se uz imunopatogenezu HT-a. Njihovim razvojem 

upravljaju upalni citokini IL-1β, IL-6, IL-21 i TGF-β te transkripcijski čimbenici RORγt i RORα 

(engl. RAR-related orphan receptor alpha). Transkripcijski čimbenik RORγt ima ključnu ulogu 

u regulaciji ekspresije gena IL-17, IL-17F, IL-22, CCR20 i CCR6 i razvoju tip 17 fenotipa koji 

obilježava ekspresija citokinskih i kemokinskih receptora IL-23R, CCR20 (36) i CCR6, CCR4 i 
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CCR5 (37), površinskih biljega CD161 i lučenje upalnih citokina IL-17, IL-17F, IL-21 i IL-22 

(38). Povećani broj IL-17+ limfocita T čest je upalni biljeg različitih autoimunih bolesti, što 

naglašava važnu ulogu IL-17 transkripcijskih regulatora poput RORγt u kontroli imunosnog 

odgovora i razvoju autoimunosti (39). Za razliku od Tc1, stanice Tc17 pokazuju smanjenu 

ekspresiju transkripcijskih čimbenika T-bet i EOMES te imaju manji citotoksični učinak. 

Istraživanjima je utvrđena povećana razina limfocita Tc17 kod osoba oboljelih od HT-a u odnosu 

na zdrave ispitanike, što ukazuje na njihovu moguću povezanost s razvojem bolesti (40). Osim 

navedenih stečenih CD8+ limfocitnih linija, u razvoju Hashimotova tireoiditisa sudjeluju i 

prirođene CD8+ populacije stanica, poput stanica NKT (engl. natural killer T) koje u okviru 

redovne uloge u organizmu sudjeluju u ranoj obrani organizma od mikrobnih organizama, ali 

imaju ulogu i u razvoju imunosnog odgovora protiv tumora te razvoju autoimunih bolesti. 

Stanice NKT obilježava ekspresija invarijantnog receptora αβTCR (posebice subpopulaciju 

invarijantnih NKT, iNKT stanica), koji prepoznaje antigene prezentirane u kompleksu s 

prezentirajućim molekulama CD1d. Na svojoj površini stanice NKT eksprimiraju CD3 T 

limfocitni biljeg u kombinaciji sa staničnim obilježjima prirođenih NK stanica, poput CD16, 

CD56, KIR, NKG2A i NKG2C površinskih receptora te lučenjem citokina poput INF-γ, IL-4, 

IL-10 i IL-13 pospješuju razvoj limfocitnih linija stečenog imunosnog odgovora (41). 

Diferencijacijom iNKT stanica dominantno upravlja transkripcijski čimbenik PLZF (engl. 

promyelocytic leukemia zinc finger, kodiran genom ZBTB16). U nedostatku ekspresije PLZF-a, 

iNKT stanice gube memorijski fenotip i mogućnost proizvodnje upalnih citokina tijekom 

primarne stimulacije. Visoka razina ekspresije PLZF-a opisana je također u CD8+ stanicama 

koje izražavaju površinski biljeg CD161, odnosno stanicama MAIT (engl. mucosal-associated 

invariant T cells) te dvostruko negativnim CD161hi γδT limfocitima. Te stanice pripadaju 

stanicama prirođene imunosti i eksprimiraju karakterističan, ograničen TCR repertoar. U 

nedostatku ekspresije PLZF-a iNKT, MAIT i γδT stanice gube sposobnost izvršnog djelovanja, 

što potvrđuje važnu ulogu transkripcijskog čimbenika PLZF u razvoju stanica prirođene imunosti 

(42). U kontekstu uloge NKT-a u razvoju HT bolesti opisana je potencijalna uloga hidrofobnih 

regija tireoglobulina kao potencijalnih NKT liganada koji u kompleksu s CD1d molekulama 

mogu stimulirati aktivaciju stanica NKT i razvoj tireoiditisa (41). 
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1.5. ULOGA microRNA U RAZVOJU AUTOIMUNOG ODGOVORA U HT-u 

 

1.5.1. Sinteza microRNA 

 

Autoimune bolesti nastaju uslijed poremećaja regulacije imunosnog sustava, čija je 

pravilna funkcija dijelom posredovana djelovanjem molekula microRNA (miRNA, miR). 

MicroRNA su male nekodirajuće molekule RNA uključene u regulaciju ekspresije gena 

razgradnjom ili inhibicijom translacije mRNA (slika 2.). 

 

Slika 2. Struktura humane microRNA (shema pripremljena u računalnom programu 

PowerPoint). 

 

Molekule miRNA građene su od 22 nukleotida, a u ljudskom genomu nalazimo više od 

1000 različitih varijanti koje sudjeluju u regulaciji oko 30 % humanih gena. Većina miRNA 

prepisuje se iz introna kodirajućih gena ili neovisnih miRNA gena (43). Transkripciju miRNA i 

sintezu primarnog transkripta miRNA (pri-miRNA) katalizira RNA polimeraza II. Primarni 

transkript pri-miRNA do oblika pre-miRNA u jezgri dorađuju enzimi Drosha i DGCR8. 

Transkript pre-miRNA zatim se prenosi iz jezgre u citoplazmu, gdje nakon dorade enzimom 

Dicer nastaje dvolančani kompleks miRNA. Jedan lanac nastaloga dvolančanog oligonukleotida 

uklapa se u RNA-inducirani utišavajući kompleks (RISC, engl. RNA induced silencing complex) 

te posreduje u vezanju kompleksa RISC za 3' netranslatiranu regiju (UTR, engl. untranslated 

region) ciljne molekule mRNA. Vezanje mRNA za kompleks RISC osigurava utišavanje 

ekspresije gena i sinteze proteina razgradnjom ili inhibicijom translacije mRNA (43,44). Na taj 
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način miRNA sudjeluje u regulaciji staničnih procesa poput diferencijacije, proliferacije i 

apoptoze te imaju važnu ulogu u razvoju autoimunih procesa i bolesti (slika 3.) (44). 

 

 

Slika 3. Uloga microRNA u regulaciji ekspresije gena (shema pripremljena u računalnom 

programu Paint). 

 

Nomenklatura molekula microRNA temelji se na nekoliko kriterija. Prva tri ili četiri 

slova u nazivu specifična su za vrstu od koje microRNA potječe; npr. hsa određuje vrstu Homo 

sapiens te prethodi nazivima svih ljudskih microRNA. Zrele microRNA određene su kraticom 

„miR”, a genski lokus i prekursor zrele microRNA kraticom „mir” (45). Identifikacijski broj koji 

određuje microRNA, npr. hsa-miR-301, dodjeljuje se prema redoslijedu otkrivanja i publikacije 

molekule microRNA; svaka sljedeća molekula microRNA određena je identifikacijskim brojem 

za jedan većim u odnosu na prethodnu. Identične microRNA u različitim vrstama određene su 

istim identifikacijskim brojem (46). Ortologne sekvence microRNA porijeklom od različitih 

vrsta razlikuju se samo prema kratici specifičnoj za vrstu; npr. hsa-miR-101 kod ljudi i mmu-

miR-101 kod miševa predstavljaju ortologne microRNA. Nadalje, ako se microRNA razlikuju 
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samo u položaju jednog ili dva nukleotida u svojim sekvencama, oni predstavljaju paraloge, a 

označavaju se sufiksom; npr. hsa-miR-301a i miR-301b (45). U slučaju kada dva različita lokusa 

produciraju istu zrelu microRNA, na kraj imena dodaje se broj te se oni označavaju kao hsa-mir-

121-1 i hsa-mir-121-2, a njihov se produkt označava kao hsa-miR-121 (47,48). Također, ako 

različite microRNA potječu od suprotnih lanaca istoga dvostrukog kompleksa microRNA, na 

kraj imena dodaje se sufiks 3p ili 5p, ovisno o lancu prekursoru; npr. hsa-miR-301a-3p ili hsa-

miR-301-5p. U konačnici, postoji i nekoliko iznimaka poput miR-let7 i miR-lin4. One su 

otkrivene i imenovane prije standardizacije sustava za nomenklaturu microRNA te su njihovi 

nazivi iznimno zadržani (47). 

 

1.5.2. Uloga microRNA u imunosnom sustavu 

 

Regulacija molekulama miRNA rezultira malim promjenama u ekspresiji gena, no budući 

da istodobno utječe na stotine gena, može imati značajne učinke na fenotip i funkciju stanica 

(49). Molekule microRNA uključene su u regulaciju mnogih aspekata imunosnog sustava, 

uključujući diferencijaciju stanica, sintezu i izlučivanje citokina i staničnu migraciju (50). 

Ravnoteža između ekspresije miRNA i citokinskog profila potrebna je za održavanje T-stanične 

homeostaze i razvoja imunosne tolerancije. Poremećaj te ravnoteže može dovesti do razvoja 

upalnih stanja i autoimunih bolesti (51). Također, regulacijom mnogih pozitivnih ili negativnih 

regulatora staničnih procesa molekule miRNA posredno djeluju na različite signalne putove koji 

imaju ulogu u razvoju autoimunosti (44). 

Ključna uloga miRNA u razvoju i diferencijaciji T-limfocita CD4+ i CD8+ prvi je put 

uočena u animalnim modelima u kojih je genetičkim inženjerstvom uklonjena ekspresija enzima 

Dicer i Drosha. U takvih je životinja primijećen znatan gubitak broja i funkcije perifernih T-

limfocita (52,53). Štoviše, u animalnim modelima s nedostatkom enzima Dicer zabilježen je 

gubitak supresivne funkcije limfocita Treg i transdiferencijacija perifernih stanica Treg u 

pomoćničke efektorske linije (54). 

Dakle, molekule miRNA imaju važnu ulogu u kontroli razvoja periferne, ali i centralne 

tolerancije. MiRNA koje sudjeluju u regulaciji preživljavanja stanica, transdukciji aktivacijskog 
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signala i dostupnosti autoantigena tijekom razvoja limfocita imaju važnu ulogu u sazrijevanju i 

selekciji limfocita T i B (49). U ranoj fazi razvoja T-limfocita u timusu interakcija receptora 

TCR i autoantigena određuje sudbinu i preživljenje nezrelih limfocita. Stanice koje izražavaju 

receptore koji prepoznaju autoantigene bit će eliminirane apoptozom. MiRNA koje utječu na 

jačinu signala TCR mogu pospješiti preživljenje takvih autoreaktivnih limfocita i time pospješiti 

pojavu autoimunosti. Zreli autoreaktivni limfociti koji su izbjegli mehanizmima centralne 

tolerancije ne mogu razlikovati strane i vlastite antigene. Stoga u susretu s ciljnim tkivom mogu 

potaknuti razvoj autoimune bolesti. Mehanizmi periferne tolerancije ograničavaju limfocite T i B 

u stvaranju autoprotutijela, upalu i uništavanje tkiva. Ti su mehanizmi također pod utjecajem 

regulacije miRNA, a njihovom promjenom može doći do razvoja autoimunosti (49). MicroRNA 

imaju ulogu u razvoju i selekciji limfocita B i T s odgovarajućim receptorima BCR i TCR. Tako 

reguliraju preživljavanje stanica, signalizaciju antigenim receptorima i dostupnost autoantigena 

tijekom razvoja limfocita te upravljaju mehanizmima centralne tolerancije. Utvrđeno je da 

nedostatak enzima Dicer dovodi do promjena u repertoaru receptora BCR regulirajući 

preživljavanje potencijalno autoreaktivnih B-limfocita. Primjerice, obitelj miR-17-92 potiče 

preživljavanje nezrelih B-limfocita regulirajući signalni put PI3K (55,56). Nadalje, miR-17-92 

utječe na aktivnost tumor supresora PTEN, koji djeluje kao negativni regulator signalnog puta 

PI3K. U slučaju nedostatka miR-17-92 u B-limfocitima dolazi do povećane ekspresije PTEN-a te 

stanice podliježu apoptozi rezultirajući deficijencijom B-limfocita. Suprotno, povećana 

ekspresija miR-17-92 tijekom razvoja limfocita B i T potiče preživljavanje stanica i time 

potencijalno dovodi do limfoproliferativnih i autoimunih bolesti (57). 

U ranoj fazi razvoja T-limfocita u timusu jačina signalizacije vezanjem autoantigena i 

TCR receptora određuje preživljenje specifičnih limfocitnih vrsta. Stoga miRNA koje utječu na 

jačinu TCR signala u timusu, poput miR-181, mogu pogodovati preživljavanju stanica koje bi 

normalno bile eliminirane. Ti podaci upućuju na mogući utjecaj miR-181 u razvoju 

autoimunosti. Nadalje, miRNA djeluju na centralnu toleranciju djelujući na aktivnost antigen-

prezentirajućih stanica u timusu. Stanice mTEC (engl. medullary thymic epithelial cells) 

eksprimiraju tkivno specifične autoantigene, prezentiraju ih timocitima u razvoju te eliminiraju 

stanice s receptorima TCR koji prepoznaju tkivno specifične autoantigene (58,59). Delecija gena 

Dicer dovodi do promjene ekspresije gena u stanicama mTEC (59). Uobičajeno, u stanicama 

mTEC prisutna je visoka ekspresija miR-29a. Delecija miR-29a uzrokuje povećanje ekspresije 
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IFNAR1 (engl. interferon alpha/beta receptor 1), koji kodira IFN-α, i fosforilaciju STAT1 te 

ima sličan učinak kao delecija gena Dicer (58). Zreli autoreaktivni limfociti koji su izbjegli 

mehanizme centralne tolerancije mogu postati efektorske stanice te mogu pokrenuti autoimuni 

odgovor. 

 

1.5.2.1. Obitelj molekula miRNA let-7 

 

MiRNA let-7 najveća je i najzastupljenija obitelj miRNA u limfocitima. Obitelj miRNA 

let-7 otkrivena je istraživanjima na vrsti Caenorhabditis elegans 2000. godine (60). Varijante 

miRNA let-7 sudjeluju u regulaciji staničnog ciklusa, metabolizma, diferencijaciji i funkciji 

stanica NKT (61), CD4+ (62) i CD8+ T-limfocita. Povećana ekspresija miRNA let-7 u stanicama 

iNKT suprimira ekspresiju transkripcijskog čimbenika PLZF i pospješuje diferencijaciju 

efektorskih iNKT linija koje izlučuju INF-γ. Suprotno, u limfocitima CD8+ animalnih modela 

visoke razine miRNA let-7 potrebne su za održavanje naivnog fenotipa. Tijekom aktivacije i 

slijedom signalne kaskade, koju inducira vezanje antigena za TCR, dolazi do inhibicije 

ekspresije miRNA let-7, čime se pospješuje klonalna proliferacija i razvoj citotoksičnog 

kapaciteta aktiviranih T-limfocita CD8+. Naime, miRNA let-7 negativno regulira funkciju 

stanica CTL, prevenirajući ekspresiju citotoksičnih molekula poput granzima A, granzima B i 

perforina. Štoviše, let-7 u CTL direktno veže dio kodirajuće regije mRNA EOMES reducirajući 

njegovu ekspresiju i time kompromitirajući diferencijaciju i citotoksičnu funkciju CTL (63). 

 

1.5.2.2. MiR-301a 

 

Transfekcijom antagonista miR-301a u aktivirane T-stanice dolazi do smanjenja sekrecije 

IL-17. Isto tako, antagonisti miR-301a dovode do smanjenja ekspresije transkripcijskih 

čimbenika RORα, RORγ i upalnih citokina IL-17A i IL-17F, karakterističnih za diferencijaciju 

stanica Th17 i Tc17. Ti podaci upućuju na važnu ulogu miR-301a u razvoju, diferencijaciji i 

citokinskom profilu tipa 17 T-limfocita (64). Pronađeno je da miR-301a potiče diferencijaciju 
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stanica Th17 djelujući direktno na PIAS3 (engl. protein inhibitor of activated STAT3), snažan 

inhibitor signalnog puta STAT3, i time posredno potiče povećanu sintezu upalnih citokina koji 

obilježavaju upalni imunosni odgovor tipa 17 (51). 

 

1.5.2.3. MiR-20a 

 

MiR-20a pripada obitelji microRNA miR-17-92. Uz nju, istoj obitelji pripadaju i miR-17-

5p, miR-17-3p, miR-18a, miR-19a, miR-19b i miR-92. Ove microRNA molekule kodiraju regije 

na kromosomu 13q31. MiR-17-92 miRNA obitelj obilježava identična seed regija potrebna za 

vezanje na ciljne mRNA molekule. Tijekom razvoja limfocita članovi obitelji miR-17-92 imaju 

ključnu ulogu u regulaciji staničnog ciklusa, proliferaciji i apoptozi stanica (57). Većina 

molekula miR iz te skupine sudjeluje u regulaciji razvoja i proliferacije T-limfocita CD8+, a 

njihova se ekspresija smanjuje tijekom diferencijacije stanica (65). MiR-20a ima ulogu u 

regulaciji gena važnih za aktivaciju T-limfocita te sudjeluje u kontroli funkcije imunosnog 

sustava (66). Povišena ekspresija miR-20a povezuje se s povećanim proliferativnim kapacitetom 

i razvojem CD8+ centralnih memorijskih T-limfocita. Zanimljivo, prekomjerna ekspresija miR-

20a-5p uočena je u tumorskim stanicama dojke uz istodobno smanjenu ekspresiju (i na razini 

mRNA i na razini proteina) transkripcijskog čimbenika RUNX3 (67). 

 

1.5.2.4. MiR-106a 

 

Tijekom klonalne ekspanzije CD8+ T-limfociti eksprimiraju visoke razine miR-106a i 

miR-20a, ali se njihova ekspresija smanjuje tijekom diferencijacije stanica. MiR-106a, jednako 

kao i miR-20a, ima važnu ulogu u regulaciji klonalnog i funkcijskog kapaciteta linija efektorskih 

CTL, potencijalno putem regulacije transkripcijskih čimbenika RORγt (68) i RUNX3 (69). 
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Dosadašnje spoznaje o ulozi miRNA u regulaciji fenotipa, funkcije i razvoja CTL-a 

naglašavaju važnost istraživanja njihove uloge u razvoju autoimunih bolesti. Unatoč tome, 

gotovo ništa nije poznato o eventualnoj ulozi miR-let-7, miR-20a, miR-106a i miR-301a u 

pojavi, progresiji i ishodu HT-a. Jednako tako, ništa nije poznato o promjenama njihova 

transkriptoma u CTL CD8+ u Hashimotovoj bolesti i eventualnoj povezanosti tih promjena s 

oštećenjem štitne žlijezde i obilježjima bolesti. U tom smislu uloga hsa-miR-let7a, hsa-miR-20a, 

hsa-miR-106a i hsa-miR-301a u HT-u ostaje neistražena. 

 



Hipoteza 
  

18 
   

2. HIPOTEZA 
 

1. Profili ekspresije microRNA koji reguliraju proliferativni i funkcijski kapacitet citotoksičnih 

T-limfocita razlikuju se između zdravih ispitanika i bolesnika oboljelih od Hashimotove bolesti. 

2. Promjene u ekspresiji ispitivanih microRNA povezane su s fenotipskim obilježjima 

Hashimotove bolesti poput hipotireoze, volumena štitnjače i potrebe za L-tiroksinom (dnevna 

doza) tijekom nadomjesnoga hormonskog liječenja. 
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3. CILJEVI 
 

1. Ispitati, opisati i usporediti ekspresiju hsa-miR-let7a, hsa-miR-20a, hsa-miR-106a i hsa-miR-

301a u perifernim krvnim T-limfocitima bolesnika oboljelih od Hashimotove bolesti i zdravih 

ispitanika. 

2. Ustanoviti transkripcijske profile ispitivanih microRNA u kontrolnoj i HT skupini te odrediti 

njihovu povezanost s dobi ispitanika, volumenom štitnjače, serumskom razinom tireostimulina 

(TSH), slobodnog (F)T3 i FT4, anti-TPO antitijela te nadomjesnom hormonskom terapijom 

(stabilna dnevna doza L-tiroksina u μg/kg tjelesne mase kod liječenih ispitanika). 
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4. MATERIJALI I METODE 
  

4.1. Ustroj istraživanja 

 

Provedeno je opažajno, presječno i case-control, istraživanje. 

 

4.2. Ispitanici 

 

Istraživanjem su obuhvaćeni arhivski uzorci RNA izolirane iz T-limfocita periferne krvi 

13 zdravih ispitanika i 33 po dobi i spolu podudarnih, punoljetnih, nesrodnih osoba oboljelih od 

Hashimotove bolesti. Probir ispitanika kontrolne i skupine HT te prikupljanje i izolacija 

biološkog materijala prethodno su provedeni u okviru studije koja je odobrena odlukom Etičkog 

povjerenstva Kliničkog bolničkog centra Osijek (Potvrda br. 29-1:9890-11/2007). 

Hashimotova bolest definirana je, kako je ranije opisano, pozitivnim nalazom protutijela anti-

TPO u serumu i/ili citološkim nalazom kroničnog limfocitnog tireoiditisa u ciljanoj citološkoj 

punkciji pod kontrolom ultrazvuka i karakterističnim nalazom ultrazvuka štitnjače (70). Ovisno o 

stupnju rezidualne funkcije žlijezde i dozi primijenjene hormonalne terapije, oboljeli od 

Hashimotove bolesti klasificirani su u tri podskupine ispitanika: 

1) spontanog eutiroidnog statusa (EU HT), 

2) hipotiroidni, liječeni nadomjesnom terapijom L-T4, s terapijski postignutom stabilnom 

biokemijskom eutireozom (SUBST HT) 

3) hipotiroidni, novodijagnosticirani, neliječeni (HYPO HT). 

Skupina liječenih hipotiroidnih bolesnika liječena je L-tiroksinom (L-T4) u dozi kojom se 

postiže stabilna biokemijska eutireoza. Prosječna primijenjena dnevna doza iznosila je 

1,16 µg/kg (interkvartilni raspon 0,96 – 1,3 µg/kg). 
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Kontrolna skupina (CTRL) sastavljena je od odraslih nesrodnih zdravih eutiroidnih ispitanika s 

urednim nalazom ultrazvuka štitnjače, bez obiteljske anamneze bolesti štitnjače, autoimunih ili 

endokrinih bolesti, u kojih je analizom krvi potvrđena odsutnost protutijela anti-TPO (17,71). 

Primarna hipotireoza i isključni kriteriji definirani su kako je ranije navedeno (17,71,72). 

 

4.3. Upotrijebljene kemikalije 

 

 TaqMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

Kalifornija, SAD) 

 TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD) 

 TaqMan Advanced miRNA Assay (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD) 

Tablica 1. Popis proba TaqMan 

 

ID probe 

 

miRNA 

 

Sekvenca zrele miRNA 

miRBase 

pristupni broj 

 

Ciljna 

mRNA 
477815_mir hsa-miR-301a-3p CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC MIMAT0000688 RUNX3 

478575_mir hsa-let7a-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU 

 

 

MIMAT0000062 FOXO1, 

PLZF 

478586_mir hsa-miR-20a-5p UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 

 

MIMAT0000075 HIF1A, 

BCL2, 

STAT3, 

RUNX3, 

RORC 

478225_mir hsa-miR-106a-5p AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG MIMAT0000103 HIF1A, 

BCL2, 

STAT3, 

RUNX3, 

RORC 

478262_mir hsa-miR-192-5p CUGACCUAUGAAUUGACAGCC MIMAT0000222 Control 

miRNA 

478366_mir hsa-miR-345-5p GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC MIMAT0000772 Control 

miRNA 
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4.4. METODE 

 

4.4.1. Sinteza cDNA 

 

Za sintezu cDNA korišteni su arhivski uzorci RNA izolirani iz perifernih T-limfocita 

odabranih ispitanika. Izolacija T-limfocita iz periferne krvi učinjena je tijekom ranijih studija 

negativnom imunomagnetskom selekcijom s pomoću komercijalnog kompleta Dynabeads 

Untouched Human T cells Isolation Kit, Invitrogen, Paisley, UK. Biokemijske metode za analizu 

serumske razine hormona štitnjače, metode izolacije mononukleara periferne krvi i T-limfocita te 

ekstrakcije i kontrole kvalitete RNA detaljno su opisane drugdje (16,17). 

Sinteza microRNA cDNA učinjena je iz ukupne RNA i provedena je metodom reverzne 

transkripcije s pomoću komercijalnog kompleta TaqMan Advanced miRNA cDNA Synthesis 

Kit, prema uputama proizvođača. U prvom koraku zrele miRNA, koje se nalaze u uzorku ukupne 

RNA, podvrgnute su modifikaciji dodavanjem lanca poly(A) na njihov 3' kraj te ligacijom 

oligonukleotidnih adaptora na 5' kraj. Dodatkom enzima reverzne transkriptaze (RT) provedena 

je sinteza cDNA te preamplifikacija cDNA molekula u posljednjem koraku. 

Postupak: 

Poliadenilacija microRNA molekula provedena je dodatkom 2 µL uzorka ukupne RNA 

(koncentracije 20 ng/µL) i 3µL reakcijske smjese Poly(A) u tubice volumena 1,5 mL. Smjesa je 

potom vorteksirana, centrifugirana te inkubirana 45 min na 37 °C i potom 10 min na 65 °C. U 

sljedećem koraku 10 µL ligacijske smjese dodano je u tubice s produktima poliadenilacije. 

Nakon vorteksiranja i centrifugiranja, smjesa je inkubirana 60 min na 16 °C. U tubice s 

produktima reakcije ligacije adaptora dodano je 15 µL reakcijske smjese za RT sastavljene od 

6 µL 5X RT pufera, 1,2 µL dNTP miksa, 1,5 µL 20x univerzalnih RT početnica, 3 µL 10x RT 

enzimskog miksa i 3,3 µL RNaza-free vode. Smjesa produkata reakcije ligacije adaptora i RT 

miksa vorteksirana je, centrifugirana i inkubirana 15 min na 42 °C te 5 min na 85 °C. 5 µL 

produkta reverzne transkripcije dodano je u nove tubice s 45 µL reakcijske smjese miR-Amp te 

su vorteksirane i centrifugirane. Preamplifikacija pripremljenih cDNA produkata provedena je u 
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uređaju QuantStudio 5 Real-Time PCR u sljedećim uvjetima: 1 ciklus (95 °C, 5 min), 14 ciklusa 

(95 °C, 3 s te 60 °C, 30 s), jedan ciklus (99 °C, 10 min) te završetak reakcije (4 °C). 

 

4.4.2. Kvantitativna analiza ekspresije miRNA na PCR uređaju 

 

Kvantitativna analiza ekspresije ciljnih miRNA (hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-20a-5p, hsa-

miR-106a-5p i hsa-let7a-5p) i referentne hsa-miR-192-5p provedena je lančanom reakcijom 

polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR) na uređaju QuantStudio 5 (slika 4.) 

upotrebom TaqMan Advanced miRNA proba i početnica. 

 

Slika 4. Uređaj QuantStudio 5 Real-Time PCR 

 

4.4.3. Priprema standardne krivulje 

 

Za kvantifikaciju cDNA primijenjena je kvantitativna metoda qRT-PCR. Ona se temelji 

na mjerenju fluorescencijskog signala koji tijekom PCR reakcije raste proporcionalno s brojem 

kopija ciljnih cDNA molekula. Na temelju zabilježenih vrijednosti fluorescentnog signala 



Materijali i metode 
  

24 
   

izračunava se Ct vrijednost (engl. threshold cycle). Ct vrijednost predstavlja broj PCR ciklusa u 

kojima fluorescencijski signal nadmašuje prag fluorescencije, odnosno najnižu vrijednost 

fluorescencije koja se znatno razlikuje od nespecifične, pozadinske fluorescencije. 

Najbrži porast fluorescencije događa se tijekom eksponencijalne faze qPCR reakcije kada se 

cDNA udvostručuje u svakom ciklusu. U linearnoj fazi dolazi do usporavanja amplifikacije zbog 

iskorištenja komponenti smjese te reakcija konačno staje u plato fazi, a fluorescencijski signal 

stagnira (slika 5.). 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Lančana reakcija polimerazom – linearna ovisnost količine PCR produkta o broju 

ciklusa 

U svrhu kvantifikacije izmjerenih vrijednosti fluorescencije potrebno je pripremiti standardnu 

krivulju. Priprema standardne krivulje također omogućuje određivanje učinkovitosti PCR 

reakcije. Standardna krivulja predstavlja dijagram dobivenih Ct vrijednosti u odnosu na 

pridružene, poznate logaritamske vrijednosti koncentracije standarda, a nastaje amplifikacijom 

najmanje pet serijskih razrjeđenja uzorka poznate koncentracije. Standardnu krivulju potrebno je 

pripremiti za ciljne i referentne gene. Na temelju zabilježenih vrijednosti fluorescencije (Ct) i 

poznate koncentracije cDNA u standardnim uzorcima određuje se koncentracija ispitivanih 

cDNA molekula u nepoznatim uzorcima. 

Linearan odnos koncentracije i Ct vrijednosti u standardnim uzorcima opisuje jednadžba pravca 

y = ax + b. Pravilan porast fluorescencije u odnosu na koncentraciju očekuje se u 100 % 

Eksponencijalna faza 

Linearna faza 

Plato faza Količi

na 

PCR 

prod

ukta 

Broj PCR ciklusa 
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učinkovitoj reakciji. Stoga se učinkovitost PCR reakcije može izračunati iz vrijednosti nagiba 

pravca prema formuli: 

 

Usporedbom omjera Ct vrijednosti i koncentracije izmjerenih u prvoj i krajnjoj točki standardne 

krivulje određuje se nagib pravca standardne krivulje prema jednadžbi: 

 

Postupak: 

Za pripremu standardne krivulje pet uzoraka ukupne RNA koncentracije 60 ng/µL 

prevedeno je reverznom transkripcijom u cDNA. Dobivene cDNA zatim su združene u jednu 

reakcijsku tubicu dodavanjem 5 µL od svake do volumena od 25 µL. Taj je uzorak razrijeđen 10 

puta do 250 µL i koncentracije cDNA od 1,25 ng/µL. Potom je pripremljeno pet serijskih 

razrjeđenja, pri čemu je svaki uzorak standarda razrijeđen četiri puta u odnosu na prethodni. 

 

4.4.4. Analiza ekspresije miRNA s pomoću proba TaqMan 

 

Probe TaqMan MGB (engl. minor groove binder) upotrebljavaju se za analizu ekspresije 

miRNA tijekom PCR reakcije. TaqMan probe na 5' kraju imaju vezanu fluorescentnu boju, a na 

3' kraju nefluorescentni utišavač (engl. quencher) koji apsorbira fluorescentno zračenje s 5' kraja 

probe te MGB koji povećava temperaturu taljenja i omogućuje primjenu kraćih proba. Upotreba 

takvih proba omogućuje smanjenje pozadinskog signala, povećanje osjetljivosti i precizniju 

kvantifikaciju. Tijekom reakcije PCR dolazi do vezanja početnica na komplementarne sekvencije 

vodećeg i tromog lanca cDNA kalupa. Probe TaqMan MGB specifično se vežu na sekvencu 

između početnica. Tijekom polimerizacije DNA polimeraza cijepa samo one MGB probe koje su 

se vezale na ciljanu sekvencu te dolazi do odvajanja fluorescentno obilježenih krajeva probe 

TaqMan, pri čemu dolazi do povećanja fluorescentnog signala koji se mjeri na kraju svakog PCR 

ciklusa. 
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Postupak: 

Za amplifikaciju specifičnih cDNA primijenjen je komercijalni komplet TaqMan 

Advanced miRNA Assay i TaqMan Fast Advanced Master Mix. Reakcija je provedena u 

ukupnom volumenu od 20 µL po jažici mikrotitarske ploče; 15 µL reakcijske smjese PCR i 5 µL 

cDNA razrijeđene u omjeru 1 : 10. Mikrotitarska ploča (slika 6.) potom je centrifugirana 1 min 

na 3000 okretaja u minuti. U računalnom programu definirani su uvjeti reakcije PCR. 

Amplifikacija cDNA provedena je na uređaju QuantStudio 5 prema unaprijed zadanim uvjetima 

(tablica 2.). Analiza ekspresije hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106a-5p i hsa-let7a-

5p učinjena je u odnosu na ekspresiju referentne hsa-miR-192-5p. Svi uzorci analizirani su u 

triplikatu. 

 

Tablica 2. Uvjeti za qRT-PCR 

 Temperatura (°C) Vrijeme (s) Broj ciklusa 

Aktivacija enzima 95 20 1 

Denaturacija 95 1  

40 
Spajanje lanaca / 

produžavanje 

60 20 

  

 

Slika 6. Mikrotitarska ploča 
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4.4.5. Relativna kvantifikacija metodom ΔΔCt 

 

Za relativnu kvantifikaciju miRNA ekspresije primijenjena je metoda ΔΔCt (73). 

Komparativna ili metoda ΔΔCt oslanja se na izravnu usporedbu Ct vrijednosti izmjerenih 

amplifikacijom ciljne i referentne miRNA u istom uzorku. Odabir referentne miRNA kontrole 

učinjen je na temelju analize stabilnosti ekspresije dviju microRNA primjenom algoritma 

NormFinder. U odnosu na hsa-miR-345-5p (M = 0,012; SD ±1,03), hsa-miR-195-5p pokazala je 

niže vrijednosti koeficijenta stabilnosti (M = 0,011) i manju intergrupnu varijabilnost (SD ±0,78) 

te je stoga izabrana za endogenu kontrolu. U svakom uzorku zatim je provedena qPCR 

amplifikacija cDNA sekvencija ciljne i referentne miRNA te su dobivene Ct vrijednosti ciljne 

miRNA normalizirane u odnosu na Ct vrijednosti hsa-miR-192-5p. 

Postupak: 

Ct vrijednosti referentne hsa-miR-192-5p i ciljanih hsa-miR-20a-5p, hsa-let7a-5p, hsa-

miR-106a-5p i hsa-miR-301a-3p, dobivene tijekom reakcije qPCR upotrijebljene su za analizu 

razlike u ekspresiji ispitivanih miRNA kontrolnih i HT uzoraka metodom ΔΔCt. 

Ct vrijednosti ispitivanih miRNA normalizirane su u odnosu na Ct vrijednosti referentne hsa-

miR-192 za svaki HT i kontrolni uzorak, prema sljedećim formulama: 

ΔCT (uzorak) = ΔCT (ciljna miRNA) – ΔCT (referentna miRNA) 

ΔCT (kontrola) = ΔCT (ciljna miRNA) – ΔCT (referentna miRNA) 

Potom je za svaki uzorak određena vrijednost ΔΔCT. Ona se izračunava oduzimanjem ΔCT 

vrijednosti kontrolnog uzorka od ΔCT vrijednosti ispitivanog uzorka prema formuli: 

ΔΔCT = ΔCT (uzorak) – ΔCT (kontrola) 

U sljedećem se koraku izračunava normalizirana ekspresija ciljnih miRNA s pomoću formule: 

Normalizirana razina ekspresije gena u uzorku =  

Usporedbom normaliziranih vrijednosti određene su razlike u razini ekspresije miRNA između 

HYPO HT, SUBST HT, EU HT i kontrolne skupine ispitanika. 



Materijali i metode 
  

28 
   

4.4.6. Statistička obrada podataka 

 

Za statističku analizu rezultata primijenjen je računalni program NCSS2007 (v07.1.20, NCSS 

LLC, Kaysville, Utah, USA). Nominalne varijable prikazane su apsolutnim frekvencijama i 

proporcijama. Omjerne varijable opisane su medijanom s interkvartilnim rasponom. Normalnost 

distribucije i homogenost varijanci procijenjene su testovima Anderson-Darling i Levene. Za 

testiranje razlika neovisnih skupina primijenjeni su testovi Fisher exact, Freeman-Halton, Mann-

Whitney i Kruskal-Wallis s post-hoc poredbom Bonferroni-Dunn, prema mjernoj skali. 

Povezanost kontinuiranih varijabli procijenjena je neparametrijskim Spearmanovim testom 

korelacije rangova. Ako nije drugačije navedeno, dvostrani P < 0,05 predstavlja prag značajnosti. 
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5. REZULTATI 

 

5.1. OPĆA DESKRIPTIVNA ANALIZA ISPITANIKA 

 

 U svrhu analize uloge hsa-let7a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106a-5p te hsa-miR-301a-

3p u razvoju Hashimotove bolesti, ispitivani su njihovi ekspresijski profili u tri skupine 

ispitanika koji su klasificiranih kao eutiroidni HT (EU HT, n = 11), subklinički, neliječeni 

(HYPO HT, n = 10) i hipotiroidni, liječeni (SUBST HT, n = 12) bolesnici te kontrolna skupina 

zdravih ispitanika (CTRL, n = 13). 

Demografska i klinička obilježja opisana su medijanom s interkvartilnim rasponom (tablica 3.). 

Za statističku analizu podataka primijenjene su neparametrijske metode. Znatne razlike u dobi 

između ispitivanih skupina nisu zabilježene, ali su u hipotiroidnih liječenih ispitanika 

primijećene znatno manje vrijednosti volumena štitnjače [median (IQR) 11 (7,7 – 13,4), 

P < 0,05] u odnosu na zdrave ispitanike [12,2 (10,5 – 13)]. 

Tablica 3. Demografska i klinička obilježja ispitanika 

Skupina N Dob (god) Volumen (mL) 

HYPO HT 10 51 (42 – 64)* 15,6 (12,1 – 19,4) 

SUBST HT** 12 61 (56 – 64) 11 (7,7 – 13,4)
a
 

EU HT 11 54 (39 – 60) 15 (13,5 – 20,6) 

CTRL 13 47 (40 – 60) 12,2 (10,5 – 13) 

KRUSKAL-

WALLIS, P 

 0,106 0,0042 

 

a
 P < 0,05 vs EU HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test 

* medijan (interkvartilni raspon) 

** LT4 doza = 1,16 (0,96 – 1,3) μg/kg 
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U tablici 4. opisana su biokemijska obilježja ispitanika, koja uključuju razine FT4, FT3, 

TSH i TPOAb. Razina FT3 hormona ne razlikuje se među skupinama, a protutijela TPOAb 

prisutna su u svih oboljelih ispitanika. Ispitanici hipotiroidnog statusa na hormonskoj terapiji 

pokazuju značajno više serumske razine FT4 u odnosu na eutiroidne i hipotiroidne, neliječene 

ispitanike, u kojih su pak zabilježene najviše vrijednosti serumskog TSH-a. 

Tablica 4. Biokemijska obilježja ispitanika 

Skupina FT4 (pmol/l) FT3 (pmol/l) TSH (mIU/l) TPOAb (kIU/l) 

HYPO HT 11,3 (10,5 – 12) * 2,9 (2,3 – 3,2) 9,6 (5,6 – 13,1)
a,d

 324 (77 – 1434) 

SUBST HT** 14,2 (12,1 – 17,6)
b,c

 3,1 (2,6 – 3,6) 2,6 (1,5 – 3,5)
c
 480 (131 – 1267) 

EU HT 11,5 (11,3 – 12) 2,6 (2,2 – 3,2) 3,3 (1,5 – 4,3) 695 (176 – 3000) 

CTRL 12,4 (10,7 – 12,7) 3,2 (2,7 – 3,6) 1,6 (1, – 2,52) neg 

KRUSKAL-

WALLIS, P 

3,5 x 10
-4

 0,224 7 x 10
-6

 - 

 

a
 P < 0,05 vs EU HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test 

b
 P < 0,01 vs EU HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test 

c
 P < 10

-3
 vs HYPO HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test 

d
 P < 10

-5
 vs CTRL, Bonferroni-Dunn post-hoc test 

* medijan (interkvartilni raspon) 

** LT4 doza = 1,16 (0,96 – 1,3) μg/kg 

  



Rezultati 
  

31 
   

5.2. Pokazatelji učinkovitosti i preciznosti RT-qPCR reakcija 

 

 Učinkovitost amplifikacije ispitivanih microRNA procijenjena je mjerenjem Ct 

vrijednosti pet točaka serijskog razrjeđenja u duplikatu. Svi ispitivani kompleti početnica i proba 

TaqMan pokazali su visoku stopu učinkovitosti amplifikacije cDNA kalupa u rasponu od 98 do 

115 %. Za procjenu preciznosti qPCR mjerenja određene su vrijednosti linearnog korelacijskog 

koeficijenta (R
2
), koji opisuje veličinu podudarnosti očekivanih i izmjerenih vrijednosti 

fluorescencije u svih pet točaka standardne krivulje. Što je vrijednost R
2
 bliže 1, to je slaganje 

između izmjerenih i modelom predviđenih Ct vrijednosti jače, a pouzdanost predviđanja 

koncentracije cDNA na temelju izmjerenih vrijednosti fluorescencije veća. U svim qPCR 

reakcijama zabilježene su visoke vrijednosti R
2
 u rasponu od 0,988 do 0,999 (slika 7.). 

Učinjena je i analiza varijabilnosti Ct mjerenja standardnih serijskih razrjeđenja 

izmjerenih unutar jednog (engl. intra-assay) ili više (engl. inter-assay) qPCR eksperimenata za 

svaki komplet proba i početnica TaqMan. Varijabilnost Ct mjerenja unutar pojedinačnog qPCR 

testiranja bila je manja od 1,03 %, a između dva qPCR mjerenja manja od 1,21 % za sve osim za 

hsa-let7-5p transkripte (1,44 % intra i 2,33 % inter-test varijabilnost). 
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Slika 7. Standardne krivulje hsa-let7a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-

301a-3p i hsa-miR-192-5p kompleta TaqMan Advanced miRNA. Učinkovitost (Eff%) i 

preciznost (R
2
) a) hsa-let7a-5p, b) hsa-miR-20a-5p, c) hsa-miR-106a-5p, d) hsa-miR-301a-3p i e) 

hsa-miR-192-5p qPCR eksperimenata utvrđena je qPCR analizom pet standardnih uzoraka 

pripravljenih nizom serijskih razrjeđenja u omjeru 1 : 4. Analiza rezultata provedena je 

računalnim programom QuantStudio Design & Analysis v1.4.3. 
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5.3. Ekspresijski profili hsa-let7a-5p, hsa-mir-20a-5p, hsa-mir-106a-5p te hsa-mir-301a-

3p 

 

Rezultati analize ekspresijskih profila microRNA hsa-let7a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-

miR-106a-5p te hsa-miR-301a-3p izmjereni u kontrolnih (CTRL), eutiroidnih (euHT) i 

hipotiroidnih (hipoHT; liječeni + neliječeni) ispitanika prikazani su na slici 8. 

U odnosu na euHT skupinu ispitanika [median (IQR); Me = 0,97 (0,88 – 1,36)], T-limfociti 

hipotiroidnih ispitanika pokazuju statistički značajno nižu vrijednost ekspresije hsa-miR-106a-5p 

[Me = 0,64 (0,34 – 1,89); P = 0,0058]. Također, zabilježena je statistički značajna razlika u 

ekspresiji hsa-miR-106a-5p između hipotiroidnih i kontrolnih ispitanika [CTRL vs hipoHT; Me = 

1,08 (0,68 – 1,78) vs Me = 0,64 (0,34 – 1,89); P = 0,049]. S druge strane, razlika između euHT i 

kontrolne grupe nije uočena (slika 8.a). 

Sličan trend hsa-miR-20a-5p ekspresije zabilježen je usporedbom kontrolnih, eutiroidnih i 

hipotiroidnih ispitanika, ali statistički značajne razlike (P=0,069) među skupinama hipoHT 

[median (IQR); 0,73 (0,51 – 0,93)], euHT [0,72 (0,54 – 0,93)] i CTRL [0,98 (0,68 – 1,51)] nisu 

zabilježene (P = 0,069) (slika 8.b). 

Također, nisu uočene statistički značajne razlike (P=0,55) u ekspresiji hsa-miR-301a-3p između 

kontrolne [median (IQR); 1,44 (0,51 – 2,69)], euHT [0,88 (0,61 – 1,73)] i hipoHT [0,92 (0,37 – 

1,48)] skupine ispitanika (slika 8.c). 

U konačnici, analizom ekspresije hsa-let7a-5p uočeno je da ne postoji statistički značajna razlika 

(P = 0,94) između kontrolnih [median (IQR); 1,06 (0,55 – 1,85)], euHT [0,96 (0,64 – 1,31)] i 

hipoHT [0,79 (0,57 – 1,51)] ispitanika (slika 8.d). 
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Slika 8. Relativna ekspresija hsa-let7a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106a-5p te hsa-miR-

301a-3p u T-limfocitima periferne krvi zdravih eutiroidnih i hipotiroidnih ispitanika. 

Ekspresija a) hsa-miR-106a-5p, b) hsa-miR-20a-5p, c) hsa-miR-301a-3p i d) hsa-let7a-5p u 13 

zdravih, 22 hipoHT i u 11 euHT ispitanika izmjerena je metodom qRT-PCR. Unutar 

pravokutnog ili box-plot dijagrama, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju 1.5xIQR. 

Razlike između skupina utvrđene su usporedbom normaliziranih vrijednosti ekspresije 

ispitivanih microRNA metodom ΔΔCt i primjenom Kruskal-Wallis i Bonferroni-Dunn post-hoc 

testa uz prag značajnosti P<0,05. 

a) b) 

c) d) 
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5.4. Korelacijska analiza kliničkih obilježja i ekspresijskog profila microRNA 

 

Povezanost ekspresijskih profila ispitivanih microRNA molekula hsa-let7a-5p, hsa-miR-

20a-5p i hsa-miR-301a-3p s dobi, volumenom štitnjače, serumskom razinom FT3, FT4, TSH i 

dozom nadomjesne terapije L-tiroksinom nije zabilježena. 

Međutim, utvrđena je inverzna korelacija između RORγt mRNA i razine hsa-miR-106a-5p 

ekspresije u perifernim T-limfocitima liječenih i neliječenih hipotiroidnih HT ispitanika 

(slika 9.). 

 

 

 

Slika 9. Razina ekspresije gena RORC negativno korelira s razinom hsa-miR-106-5p 

ekspresije u T-limfocitima HT ispitanika (n=32; liječeni + neliječeni hipotiroidni HT 

ispitanici, log-log prikaz). ρ – Spearmanov korelacijski koeficijent; prag značajnosti P<0,05   
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6. RASPRAVA 
 

 U okviru ovog istraživanja ispitivana je ekspresija hsa-let7a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-

miR-301a-3p i hsa-miR-106a-5p u perifernim T-limfocitima oboljelih od Hashimotove bolesti i 

zdravih ispitanika, a u svrhu utvrđivanja njihovih transkripcijskih profila te povezanosti 

promjena u ekspresiji microRNA s dobi ispitanika, volumenom štitnjače, serumskom razinom 

hormona TSH, FT3, FT4 i anti-TPO te nadomjesnom hormonskom terapijom liječenih 

ispitanika. 

Biokemijska i klinička obilježja HT i kontrolnih ispitanika odgovaraju očekivanim razlikama 

serumskih vrijednosti hormona štitnjače i hipofize koje se razvijaju uslijed pojave Hashimotove 

bolesti (8,74). U skladu s navedenim, u skupini eutirodinih HT ispitanika zabilježene su 

normalne razine hormona TSH i FT4 u serumu. S druge strane, u skupini hipotiroidnih 

neliječenih ispitanika utvrđene su znatno povišene vrijednosti TSH-a u odnosu na kontrolnu 

skupinu i skupinu eutiroidnih HT ispitanika. Razina FT4 u serumu liječenih hipotiroidnih 

ispitanika viša je u odnosu na razine u serumu eutiroidnih i hipotiroidnih neliječenih ispitanika, 

moguće zbog primjene nadomjesne terapije L-T4 potrebne za normalizaciju TSH-a u serumu. 

Protutijela TPOAb pronađena su u sve tri skupine oboljelih ispitanika. 

Rezultati analize ekspresije ispitivanih microRNA pokazali su znatno nižu ekspresiju hsa-miR-

106a-5p u skupini hipotiroidnih bolesnika u odnosu na eutiroidne i zdrave ispitanike (slika 8.a). 

Također, zabilježena je inverzna korelacija između razine ekspresije mRNA RORγt i hsa-miR-

106a-5p u T-limfocitima periferne krvi liječenih i neliječenih hipotiroidnih HT ispitanika (slika 

9.). Zabilježeni inverzni obrasci ekspresije RORC i hsa-miR-106a-5p potvrđuju ranije opisanu 

supresivnu ulogu hsa-miR-106a-5p u diferencijaciji pomoćničkih i citotoksičnih limfoidnih linija 

tipa 17 (68). Suprotno, transkripcijski čimbenik RORγt dobro je definirani pozitivni regulator 

fenotipa i funkcije limfocita Th17 (39), čija je povećana brojnost ranije opisana u perifernoj krvi 

i tkivu štitnjače oboljelih od HT-a. Budući da limfociti Th17 sudjeluju u patogenezi različitih 

upalnih i autoimunih bolesti (22,23), povećana ekspresija RORγt često se povezuje s 

nekontroliranom diferencijacijom CD4+IL-17+ i CD8+IL-17+ stanica te pojavom autoimunosti 

(40). Rezultati našeg istraživanja ukazuju pak na mogućnost da u pozadini razvoja 
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nekontroliranog imunosnog odgovora tipa 17 u HT-u stoji poremećena ekspresija regulatornih 

microRNA molekula, posebice hsa-miR-106a-5p, ali i drugih članova obitelji miR-17, poput 

miR-20a paraloga koji zajedno s miR-106a ciljano veže slične 3'UTR vezujuće sekvence (75). U 

tom kontekstu, zabilježeni trend miR-20a-5p ekspresije, nalik ekspresiji miR-106a-5p, 

potencijalno ukazuje na patogenu ulogu obitelji microRNA miR-17 u razvoju HT-a. 

Zanimljivo, snižena razina miR-106a i povišena ekspresija RORγt u stanicama CD4+ zabilježena 

je u aktivnoj fazi multiple skleroze u odnosu na kontrolnu, zdravu skupinu i na skupinu 

ispitanika kod kojih je bolest bila u fazi mirovanja (68). Suprotno, povišena ekspresija miR-

106a-5p pronađena je u krvi bolesnika oboljelih od Crohnove bolesti (76) te u kožnim lezijama 

oboljelih od psorijaze (77). 

Osim RORγt, miR-106a sudjeluje i u regulaciji RUNX3 transkripcijskog čimbenika, koji u 

sinergiji s T-bet stimulira ekspresiju INF-γ i time stabilizira efektorski fenotip i promovira razvoj 

Tc1 efektorske loze. U tom kontekstu snižena ekspresija miR-106a u T-limfocitima HT 

ispitanika ima potencijalno pozitivan učinak na ekspresiju RUNX3 i ekspanziju izvršnih 

citotoksičnih Tc1 limfocita koji sudjeluju u razaranju stanica štitnjače citokinskom ozljedom i 

apoptozom. Slični regulacijski obrasci T-limfocita na razini microRNA ranije su opisani na 

primjeru hsa-miR-29a-3p, snažnoga negativnog regulatora ekspresije gena T-bet i EOMES. 

Naime, u oboljelih od HT-a uočena je povezanost snižene ekspresije miR-29a-3p s povišenim 

vrijednostima serumskog TSH-a, sniženim vrijednostima hormona FT4 i smanjenim volumenom 

štitnjače u neliječenih hipotiroidnih HT ispitanika (78). Naši rezultati potvrđuju ulogu gubitka 

kontrolnih mehanizama na relaciji miRNA – mRNA te zajedno s ranije zabilježenim obrascima 

povišene ekspresije gena RORC i RUNX3 (79) ukazuju na potencijalno važnu supresivnu 

funkciju hsa-miR-106a-5p u razvoju patogenoga autoimunog odgovora u HT-u. 

S druge strane, ekspresija hsa-let7a-5p i hsa-miR-301a-3p nije se znatno razlikovala u 

hipotiroidnih, eutiroidnih i zdravih ispitanika. 

Hsa-miR-301a-3p djeluje kao pozitivan regulator razvoja i funkcije limfocita Th17. 

Naime, hsa-miR-301a-3p direktno suprimira ekspresiju PIAS3, snažanog inhibitora STAT3 

signalnog puta, te time indirektno potiče diferencijaciju Th17/Tc17 limfocita i povećanu sintezu 

upalnih citokina koji obilježavaju upalni imunosni odgovor tipa 17 (51). 
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 Istodobno, hsa-miR-301a-3p djeluje kao negativan regulator ekspresije transkripcijskog 

čimbenika RUNX3 i potencijalno inhibira razvoj efektorskih limfocita Tc1. Preciznije, hsa-miR-

301a-3p direktno veže 3'UTR sekvence RUNX3 mRNA te smanjuje ekspresiju transkripcijskog 

čimbenika RUNX3 (80), čime posredno suprimira razvoj i citolitički kapacitet CTL stanica (32). 

Zanimljivo je da obje microRNA, hsa-miR-106a-5p (81) i hsa-miR-301a-3p (80), posreduju 

supresivne učinke u regulaciji razvoja Tc1 stanica inhibicijom ekspresije gena RUNX3, ali imaju 

suprotnu ulogu u razvoju limfocita Th17. Naime, za razliku od hsa-miR-106a-5p koja direktno 

suprimira ekspresiju transkripcijskog čimbenika RORγt i time inhibira razvoj limfocita 

Th17/Tc17, hsa-miR-301a-3p djeluje kao indirektni pozitivni regulator signalnog puta STAT3 

koji potiče razvoj tipa 17 imunosnog odgovora. Moguće je da izostanak znatne razlike u 

ekspresiji hsa-miR-301a-3p stoga ukazuje na manju ulogu indirektne regulacije STAT3 

ekspresije u razvoju autoimunog odgovora u HT-u u odnosu na posljedice koje potencijalno 

izaziva gubitak direktnih inhibitornih učinaka miR-106a-5p. 

 Nadalje, usporedbom hipotiroidnih, eutiroidnih i zdravih ispitanika također nije 

zabilježena statistički značajna razlika u ekspresiji hsa-let-7a-5p u perifernim T-limfocitima. 

Osim hsa-let-7a, poznata je uloga i drugih članova obitelji let-7 u regulaciji staničnog ciklusa, 

metabolizmu, diferencijaciji i funkciji NKT (51), CD4+ (52) i CD8+ T-limfocita. Primjerice, let-

7e spominje se kao negativan regulator ekspresije protuupalnog citokina IL-10 (82), a let-7f kao 

inhibitor ekspresije IL-23R, važnoga površinskog biljega Th17/Tc17 limfocita (83). Povećana 

ekspresija članova miRNA obitelji let-7 također se povezuje s inhibicijom ekspresije 

transkripcijskog čimbenika PLZF, ključnog regulatora razvoja stanica prirođene imunosti (42). 

PLZF upravlja diferencijacijom stanica iNKT, čija je uloga u razvoju HT bolesti nedavno 

opisana (42). Visoka razina ekspresije PLZF karakterizira i MAIT stanice te CD161hi γδ T-

limfocite, koji također pripadaju stanicama prirođene imunosti. U nedostatku ekspresije PLZF 

iNKT, MAIT i γδ T stanice gube sposobnost izvršnog djelovanja, što potvrđuje važnost uloge 

transkripcijskog čimbenika PLZF u razvoju stanica prirođene imunosti (42). 

Osim transkripcijskog čimbenika PLZF, miRNA let-7 suprimira i ekspresiju gena EOMES i time 

negativno regulira diferencijaciju, razvoj citotoksičnog kapaciteta i memorijskog fenotipa CTL 

limfocita. Međutim, tijekom aktivacije, vezanjem antigena za T-stanični receptor dolazi do 
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redukcije ekspresije miRNA let-7, čime se pospješuje klonalna proliferacija i diferencijacija 

aktiviranih CD8+ limfocitnih linija (53). 

U oboljelih od HT-a do danas je zabilježena povećana ekspresija gena ZBTB16 (79) i EOMES 

(17) koji se nalaze pod direktnom kontrolom obitelji let-7 microRNA. Također, opisana je 

povećana razina varijante let-7e, koja se povezuje sa smanjenom ekspresijom protuupalnog 

citokina IL-10, odnosno let-7f, koja inhibira ekspresiju IL-23R. Navedeni rezultati ukazuju na 

važnu ulogu prirođenih i efektorsko/memorijskih T-staničnih linija u razvoju Hashimotova 

tireoiditisa, čije djelovanje potencijalno selektivno reguliraju specifične varijante obitelji let-7 

microRNA. Izostanak znatne razlike u ekspresiji let-7a stoga ukazuje na manju ulogu ove 

varijante let-7 microRNA u regulaciji gena EOMES i ZBTB16 te naglašava potrebu za analizom 

drugih članova obitelji let-7a u kontekstu Hashimotova tireoiditisa. 
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7. ZAKLJUČAK 
 

 U odnosu na eutiroidne i zdrave ispitanike, periferni T-limfociti  hipotiroidnih ispitanika 

pokazuju znatno snižene razine hsa-miR-106a microRNA. 

 Snižena ekspresija hsa-miR-106a-5p povezana je s povećanom razinom RORC mRNA u 

T-limfocitima hipotiroidnih ispitanika. 

 Moguće je da poremećeni ekspresijski obrasci na relaciji hsa-miR-106a-5p/RORC imaju 

ulogu u razvoju nekontroliranoga imunosnog odgovora tipa 17 u Hashimotovoj bolesti. 
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8. SAŽETAK 

 

Uvod: Hashimotova je bolest kronična autoimuna bolest koju obilježava pojava autoreaktivnih 

limfocita i antitireoidnih protutijela koji združenim djelovanjem uzrokuju postupno oštećenje 

štitnjače. Znatan udio limfocitnog infiltrata u štitnjači čine CD4+ i CD8+ T-limfociti, čiji se 

razvoj, diferencijacija i funkcija nalaze pod kontrolom malih nekodirajućih microRNA molekula, 

hsa-let7a, hsa-miR-20a, hsa-miR-106a i hsa-miR-301a. 

 

Cilj istraživanja: Ispitati transkripcijske profile hsa-let7a, hsa-miR-20a, hsa-miR-106a i hsa-

miR-301a u T-limfocitima periferne krvi oboljelih od Hashimotove bolesti te ustanoviti njihovu 

povezanost s dobi, volumenom štitnjače, serumskom razinom hormona TSH, FT3 i FT4, anti-

TPO i nadomjesnom terapijom L-T4. 

 

Materijali i metode: Istraživanjem su obuhvaćeni uzorci RNA izolirani iz perifernih T-limfocita 

13 kontrolnih ispitanika i 33 ispitanika oboljela od HT-a. Sinteza cDNA provedena je pomoću 

komercijalnog kompleta „TaqMan Advanced microRNA cDNA Synthesis Kit“. Kvantitativna 

analiza ekspresije microRNA provedena je na uređaju QuantStudio5 lančanom reakcijom 

polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR) upotrebom TaqMan Advanced miRNA proba i 

početnica. 

 

Rezultati: U odnosu na eutiroidne i zdrave ispitanike, T-limfociti hipotiroidnih ispitanika 

pokazuju znatno sniženu ekspresiju microRNA hsa-miR-106a-5p. Štoviše, snižena ekspresija 

hsa-miR-106a-5p korelira s povećanom ekspresijom gena RORC u liječenih i neliječenih 

hipotiroidnih ispitanika. 

 

Zaključak: Moguće je da poremećeni ekspresijski obrasci na relaciji hsa-miR-106a-5p/RORC 

imaju ulogu u razvoju nekontroliranoga imunosnog odgovora tipa 17 u Hashimotovoj bolesti. 

 

Ključne riječi: Hashimotov tireoiditis, miR-106a, miR-let7, miR-20a, miR-301a 
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9. SUMMARY 

 

Introduction: Hashimoto's disease is a chronic, autoimmune disease characterized by the 

appearance of autoreactive lymphocytes and anti-thyroid antibodies, which mediate progressive 

thyroid destruction. A significant proportion of the lymphocytic thyroid infiltrate consists of 

CD4+ and CD8+ T lymphocytes, whose development, differentiation and function are controlled 

by small non-coding microRNA molecules, hsa-let7a, hsa-miR-20a, hsa-miR-106a and hsa-miR-

301a. 

 

Study aim: To examine transcriptional profiles of hsa-let7a, hsa-miR-20a, hsa-miR-106a and 

hsa-miR-301a in peripheral blood T lymphocytes of HT patients and to determine their 

association with age, thyroid volume, levels of TSH, FT3, FT4 and anti-TPO in serum samples 

and replacement L-T4 therapy. 

 

Material and methods: The study included a collection of archive RNA samples isolated from 

peripheral blood T lymphocytes of 13 healthy controls and 33 HT patients. The cDNA synthesis 

was performed with use of TaqMan Advanced microRNA cDNA Synthesis Kit, whereas miRNA 

expression levels were assessed by quantitative real-time PCR reaction (qRT-PCR) in a Quant 

Studio 5 instrument usin  TaqMan Advanced miRNA expression assays. 

 

Results: Compared to euthyroid patients and healthy controls, peripheral blood T lymphocytes 

of hypothyroid subjects exhibit a significantly lower hsa-miR-106a-5p expression. Moreover, 

decreased has-miR-106a-5p expression correlates with the increased RORC gene expression in 

treated and untreated hypothyroid patients. 

 

Conclusion: Dysregulated hsa-miR-106a-5p/RORC circuit potentially play a role in the 

development of an uncontrolled type 17 immune response in Hashimoto's disease.  

 

Key words: Hashimoto's thyroiditis, miR-106a, miR-let7, miR-20a, miR-301a 
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