Ekspresija mikroRNA u T limfocitima oboljelih od
Hashimotove bolesti

Strbat, Iris

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine Osijek / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:152:509012

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:509012
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:1038
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:1038
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:1038

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

DIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ MEDICINSKO
LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Iris Strbat

EKSPRESIJA microRNA U
T-LIMFOCITIMA OBOLJELIH OD

HASHIMOTOVE BOLESTI

Diplomski rad

Osijek, 2019.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

DIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ MEDICINSKO
LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Iris Strbat

EKSPRESIJA microRNA U
T-LIMFOCITIMA OBOLJELIH OD

HASHIMOTOVE BOLESTI

Diplomski rad

Osijek, 2019.



Rad je ostvaren u Laboratoriju za analizu DNA pri Katedri za medicinsku kemiju, biokemiju i

klini¢ku kemiju Medicinskog fakulteta, Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.
Mentor rada: doc.dr.sc. Stana Toki¢

Rad ima 53 lista, 4 tablice i 11 slika.



Svoje iskrene zahvale upucujem mentorici doc. dr. sc. Stani Toki¢ na iznimnoj susretljivosti,
pristupacnosti, trudu i ulozenom vremenu pri izradi ovog diplomskog rada.
Zahvaljujem ujedno svojoj obitelji i ostalim bliskim osobama na bezuvjetnoj podrsci i vjerovanju

u mene.



SADRZAJ

LG Y @ ] B TP PTOPR PP 1
1.1. STITNA ZLIJEZDA I HASHIMOTOVA BOLEST .....coeviieveiieeeieeeeseseeeesesiens oo 1
1.2. EPIDEMIOLOGIIA ..ottt 3
1.3. GENSKI I OKOLISNI CIMBENICI U ETIOLOGIIT HASHIMOTOVE BOLESTI......... 3

1.3.1. Genski riZICN1 CIMDENICT ..veiuvvieiiiieiiiiesiee ettt e e ssb e e sbbe e s nnr e e s seeeans 3
1.3.2. CIMDBENICT OKOLIEA ...ttt ee et en s en s 5
1.4. IMUNOPATOGENEZA HASHIMOTOVE BOLESTI .....ooiiiiiiiiiieieeeee e 6
1.4.1. Inicijacija autoiMUNOG OAQOVOIE .......ccuerveiueriirieeieeiiere ettt ens 6
1.4.2. Uloga pomo¢nickih T-limfocita u razvoju Hashimotova tireoiditisa.............cc.ccevvennene 7
1.4.3. Uloga citotoksi¢nih T-limfocita u razvoju Hashimotova tireoiditisa............c.ccccccvnuennes 9
1.5. ULOGA microRNA U RAZVOJU AUTOIMUNOG ODGOVORA U HT-U....ccervrurnee. 11
1.5.1. Sinteza MICTORNA ..ottt 11
1.5.2. Uloga microRNA U imUNOSNOM SUSEAVU.........ccueiiiiieeieiieieeieseesreesieseesreesee e sreenneas 13
1.5.2.1. Obitelj molekula MIRNA TET-7........cciiiiiiiiieeee s 15
1.5.2.2. IMIIR=-30LA ....ccuieiiieieeie sttt sttt e et r et ne e nreeneeneenne e e 15
1.5.2.3. MIIR=208 ...ttt bbbt be e 16
1.5.2.4, IMIIR-10BA .....cueeiieeiieie sttt sttt see e sreesaesneesbeeseeaneesraeneeeneenseeneeas 16

2. HIPOTEZA ettt h etk ettt e e bt e e st e e e be e e nbeesbeeenbeesbeeannaens 18

O | I Y PR OT TP UPRTRRPTRRPP 19

4. MATERIJALI T IMETODE ...ttt ettt st 20
4.1, USLLO] ISTTAZIVAINJA .eeviivriiiiiiiieiiiiee sttt sttt b e e e n e 20
o 110 = T [ [PPSR 20
4.3. Upotrijebljene KEMIKAIE .......cc.ooveiieiicc ettt 21
A4, IMETODE ..ottt bbbttt 22

4.4.1. SINTEZA CDINA ...ttt ettt bbb 22
4.4.2. Kvantitativna analiza ekspresije miRNA na PCR uredaju ..........cccccoovviiiiiicniininnne 23
4.4.3. Priprema standardne KrivUIJe ..........cooooiiiiie e 23
4.4.4. Analiza ekspresije miRNA s pomocu proba TagMan ............cceeeeriiniicnieniienieniene 25
4.4.5. Relativna kvantifikacija metodom AACt..........ccoeviiiiiiiiii e 27
4.4.6. Statisticka obrada podataka ............cccueiiiiiiiiiii 28
D REZULT AT Lttt bbbtk b ekt b ettt b et et 29



5.1. OPCA DESKRIPTIVNA ANALIZA ISPITANIKA .......ccccooevrimieieeeeeiereeseseseesee s, 29

5.2. Pokazatelji uCinkovitosti i preciznosti RT-QPCR reakCija..........coovrvveiiieienenininineans 31
5.3. Ekspresijski profili hsa-let7a-5p, hsa-mir-20a-5p, hsa-mir-106a-5p te hsa-mir-301a-3p.. 33
5.4. Korelacijska analiza klinic¢kih obiljezja i ekspresijskog profila microRNA ...........c.ccc... 35
6. RASPRANVA ettt b ettt bbbttt n ettt ns 36
7. ZAKLIUCAK ..ottt 40
8. SAZETAK ..ottt 41
0. SUMMARY .ttt ettt ekt e st e e ket e bt e ebe e e Rt e e e ke e enne e naeeenbeenbeeenne e 42
10. LITERATURA Lttt ettt ettt e b e bttt e s be et e et e e et e e nneeenes 43
11 ZIVOTOPIS .ottt 52



POPIS KRATICA

HT — Hashimotov tireoiditis

AITD — autoimune bolesti Stitnjace (engl. autoimmune thyroid disease)

T3 — trijodtironin

T4 — tiroksin

TRH — tireotropin oslobadajuci hormon (engl. thyrotropin-releasing hormone)
TSH — tiroid stimuliraju¢i hormon (engl. thyroid-stimulating hormone)

TSHR — receptor tiroid stimuliraju¢eg hormona (engl. thyroid-stimulating hormone receptor)
TPO - tiroidna peroksidaza (engl. thyroid peroxidase)

Tg — tireoglobulin

Anti-TPO — protutijelo na tiroidnu peroksidazu

Anti-TgAb — protutijelo na tireoglobulin

Anti-TSHAb — protutijelo na receptor za tireostimulin

MHC — glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)
HLA — humani leukocitni antigeni (engl. human leukocyte antigen)

CTLA-4 —engl. cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4

PTPN22 — engl. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22

LYP — engl. lymphoid tyrosine phosphatase

FOXP3 — engl. forkhead box P3

Th — pomo¢nicki T-limfociti (engl. T-helper cell)



Tc — citotoksi¢ni T-limfociti (engl. cytotoxic T-cells)

Treg — regulatorni T-limfociti

CTL — citotoksi¢ni T-limfociti (engl. cytotoxic T lymphocyte)

TCR — T-stani¢ni receptor (engl. T-cell receptor)

BCR — B-stani¢ni receptor (engl. B-cell receptor)

IFN — interferon

TNF — faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

TGF — transformirajuci faktor rasta (engl. transforming growth factor)
IL — interleukin

GATA3 — GATA vezujuéi protein 3 (engl. GATA binding protein 3)
RORC2 — engl. retinoic-acid-receptor-related orphan receptor C2
STAT3 —engl. signal transducer and activators of transcription-3
RORyt — engl. retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma t
RORa — engl. retinoic-acid-receptor-related orphan receptor alpha
RUNXS3 — engl. runt-related transcription factor 3

IRF4 —engl. interferon regulatory factor 4

Eomes — Eomesodermin

T-bet — engl. T-box transcription factor

FOXO — engl. forkhead box protein O

PLZF — engl. promyelocytic leukemia zinc finger

SLEC — kratkozivuce efektorske stanice (engl. short lived effector cells)



MPEC — prekursor memorijsko efektprskih stanica (engl. memory precursor effector cells)
NKT — prirodno ubilacke T-stanice (engl. natural killer T cells)

NK - prirodno ubilacke stanice (engl. natural killer cells)

INKT — invarijantne prirodno ubilacke T-stanice (engl. invariant natural killer T cells)
MiRNA, miR — microRNA

RISC — RNA inducirani utiSavaju¢i kompleks (engl. RNA induced silencing complex)
UTR — netranslatirana regija (engl. untranslated region)

gRT-PCR — kvantitativna metoda lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl.

quantitative real time polymerase chain reaction)

MGB probe — probe s vezivacem za manji urez (engl. minor groove binder)
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Uvod

1. UVOD

1.1. STITNA ZLIJEZDA I HASHIMOTOVA BOLEST

Hashimotova bolest, takoder poznata kao Hashimotov tireoiditis (HT) i1 kronic¢ni
limfocitni tireoiditis, autoimuno je oboljenje u kojem dolazi do pojave autoimunih stanica i
protutijela koji dovode do postupnog unistavanja tkiva Stitne zlijezde (1).

Stitna Zlijezda ili Stitnjaca (lat. glandula thyroidea) endokrini je organ. Smjestena je u
prednjem donjem dijelu vrata, gdje obavija dusnik. Gradom nalikuje leptiru. Stitnjadu &ine dva
reznja (desni i lijevi) koji su povezani sredisnjim dijelom (istmusom; lat. isthmus). Svaki je
rezanj, kod zdrave §titnjace, Sirok izmedu 2 i 2,5 cm te dug oko 4 cm, a volumena izmedu 15 i
30 cm®. Masa zdrave §titnjace iznosi izmedu 16 i 25 grama (2).

Osnovne su gradevne jedinice Stitnjace folikuli gradeni od stanica tireocita i amorfne
koloidne mase u kojoj je koncentriran tireoglobulin (Tg), protein na koji su vezani hormoni
Stitnjace tiroksin (T4) 1 trijodtironin (T3). Hormoni S§titnjate primarno utjeCu na bazalni
metabolizam (BMR; engl. basal metabolic rate) povecanjem sinteze proteina, razgradnje
ugljikohidrata i masti te stimulacijom oksidativne fosforilacije i stani¢nog disanja, ali imaju i
mnoge druge ucinke, ukljucujuéi rast i sazrijevanje tkiva, potro$nju energije i proizvodnju

topline (2).

Sinteza hormona T3 i T4 regulirana je mehanizmom negativne povratne sprege na relaciji
hipotalamus — hipofiza — Stitna Zlijezda. Tireotropin-oslobadaju¢i hormon (TRH, engl.
thyrotropin-releasing hormone) koji izlucuje hipotalamus najprije se veze na receptor TRH u
stanicama prednjeg reZznja hipofize te ona zapocCinje sintezu i lucenje tiroid-stimulirajuceg
hormona (TSH, engl. thyroid-stimulating hormone). TSH se krvlju prenosi do Stitnjac¢e gdje se
veze na receptor TSHR (engl. thyroid-stimulating hormone receptor) na membrani tireocita,
¢ime dolazi do aktivacije G-proteina te posljedi¢no do aktivacije enzima adenil-ciklaze i sinteze
cAMP sekundarnog glasnika. Aktivacijom folikularnih stanica Stitnjace dolazi do aktivacije
tiroidne peroksidaze (TPO, engl. thyroid peroxidase), sinteze tireoglobulina i apsorpcije jodida iz
cirkulacije. Tireoglobulin, koji se nalazi u lumenu folikularnih stanica Stitnjace, sadrzi

aminokiselinske ostatke tirozina potrebne za sintezu hormona T3 i T4. Enzim TPO katalizira

1
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oksidaciju jodidnih iona i njihovo vezanje na aminokiselinske ostatke tirozina. Na taj nacin
dolazi do sinteze monojodtirozina (MIT) i dijodtirozina (DIT). Uz to, TPO Katalizira udruzivanje
MIT i DIT te nastaju T3 i T4. Nakon stimulacije s pomo¢u TSH-a, Tg endocitozom ulazi u
folikularne stanice gdje enzimi poput peptidaza i kiselih proteaza kataliziraju njegovu hidrolizu
do sastavnih aminokiselina te dolazi do otpusStanja hormona T3 i T4 u cirkulaciju (3,4).
Povecanje koncentracije hormona T3 i T4 u krvi povratno inhibira lu¢enje TRH-a i TSH-a, ¢ime

se zaustavlja sinteza hormona Stitnjace.

Razvoj bolesti Stitnjace usko je povezan s gubitkom kontrole nad regulatornim mehanizmima
povezanim s proizvodnjom hormona Stitnjace. Pojava povecanog stvaranja i sinteze hormona
StitnjaCe povezana je s razvojem hipertireoze, dok hipotireozu obiljeZava smanjena funkcija
Stitnjace i stanje nedovoljnog lu¢enja hormona, koje, izmedu ostaloga, moze biti uzrokovano

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

Najces¢i je uzrok hipotireoidizma Hashimotov tireoiditis — autoimuna bolest koju
obiljezava razvoj imunosnih stanica i protutijela usmjerenih protiv tkivnih antigena Stitnjace,
tiroidne peroksidaze (anti-TPO), tireoglobulina (anti-TgAb) i receptora za tireostimulin (anti-
TSHAD) (6,7), koji zajedni¢kim djelovanjem dovode do tkivnog oStecenja i razvoja hipotireoze.
Na pocetku bolesti oboljeli ne moraju imati nikakve simptome. S vremenom, medutim, moze
do¢i do povecanja StitnjaCe uzrokovanog infiltracijom limfocita i oStecenjem tireocita.
Progresijom bolesti dolazi do razvoja hipotireoze i pojave sekundarnih simptoma poput
povecanja tjelesne mase, osje¢aja umora i1 hladnoce, blijedog ili nabuhlog lica, konstipacije,
depresije i bolova u tijelu. Kod Zena su mogu¢e menstrualne nepravilnosti, a sterilitet je

primijecen u oba spola. Nakon viSe godina veli¢ina Stitnjace se smanjuje (8).

Dijagnoza Hashimotove bolesti potvrduje se testiranjem razine hormona TSH, FT3, FT4 i
antitiroidnih protutijela u serumu, a uobicajeno se lije¢i 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 izrazavaju klinicku, hipotiroidnu formu
Hashimotove bolesti, osim povisenog TSH-a (> 4,7 mIU/L) i prisutnih protutijela anti-TPO,
serumska je razina hormona FT4 snizena (< 10 pmol/L), a FT3 moze varirati od niskih do

fizioloskih vrijednosti. Sljedecu skupinu cine bolesnici kod kojih simptomi bolesti jo§ uvijek

2
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nisu prisutni, zbog ¢ega su uglavnom slucajno dijagnosticirani. To su tzv. supkliniéki 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 povisenoj koncentraciju
serumskog TSH-a (> 4,7 mIU/L) (6,7).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

Autoimune bolesti Stitnjate smatraju se organ-specificnim bolestima, a ¢ine oko 30 %
svih autoimunih bolesti. Hashimotov tireoiditis najcesc¢a je autoimuna bolest $titnjace i jedan od
naj¢es¢ih uzroka hipotireoze u populacijama s dovoljnim unosom joda prehranom (7,9).
Prevalencija simptomatskog oblika bolesti u opéoj populaciji iznosi od 2 do 5% te je 5 do 10
puta CeS¢a u zena nego u muskaraca (9,10). Asimptomatski, supklinicki oblik bolesti, uz
pozitivan nalaz antitiroidnih protutijela ima priblizno 8 % Zena i 3 % muskaraca (10). Incidencija
HT-a iznosi 0,3 do 1,5 slucajeva na 1000 osoba godisnje (7), raste s dobi i najéesce se javlja
izmedu 45 1 65 godine Zivota, a rjede u djece i starijih osoba (9,11). HT se takoder, ¢esto javlja u

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

1 (9).

1.3. GENSKI | OKOLISNI CIMBENICI U ETIOLOGIJI HASHIMOTOVE BOLESTI

1.3.1. Genski rizi¢ni ¢imbenici

Uloga nasljednih, genskih ¢imbenika u razvoju HT-a uocena je u obiteljskim studijama
koje pokazuju povecanu vjerojatnost pojave HT-a medu ¢lanovima obitelji oboljelih u odnosu na
op¢u populaciju. U istrazivanju koje su proveli Hall i Stanbury incidencija AITD-a medu
srodnicima oboljelih od Hashimotove ili Gravesove bolesti iznosila je 33 %, a antitiroidna
protutijela pronadena su u 56 % srodnika. U opc¢oj populaciji incidencija antitiroidnih protutijela

u Zena ne prelazi 25 %, a u muskaraca 13 % (12). U studiji koju su proveli Villanueva R. i sur.
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kao kvantitativna mjera utjecaja genskih ¢imbenika na razvoj bolesti 1 procjene rizika
obolijevanja pojedinaca koji su u srodstvu s oboljelom osobom primijenjen je koeficijent As,
dobiven metodom sibling risk ratio. Vrijednost koeficijenta As veca od 5 ukazuje na znatan
utjecaj genskih ¢imbenika u razvoju bolesti. Studija je proucavala incidenciju HT-a i GD-a medu
Clanovima obitelji 155 pacijenata oboljelih od AITD-a. Zabiljezene su visoke vrijednosti
koeficijenta As; za AITD (As =16,9), GD (As=11,6) i HT (As=28,0) (13). Studije parova
monozigotnih (MZ) i dizigotnih (DZ) blizanaca takoder potvrduju ulogu genske osnove u
razvoju oboljenja AITD. Istrazivanja 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 specifi¢ne za
Stitnjacu 1 imunomodulatorne gene. Prvoj skupini pripadaju gen za receptor tireostimulirajuceg
hormona (TSHR) i1 gen za tireoglobulin (Tg). Tg ¢ini oko 80 % ukupnih proteina Stitnjace,
normalno se nalazi u cirkulaciji te je izloZzen imunosnom sustavu. Zbog toga se smatra jednim od

glavnih pokretaca autoreaktivnog imunosnog odgovora u Stitnjaci (1).

U skupini gena koji kodiraju proteine imunomodulatornih u¢inaka vaznu ulogu u razvoju
autoimunih bolesti §titnjace 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 1 i 11 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 citotoksi¢nih CD8*

T-limfocita i stani¢no-posredovano unistavanje tireocita S pomoéu citotoksi¢cnih CD8* T-
limfocita. S druge strane, molekule HLA razreda Il (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, HLA-DM,
HLA-DO), izrazene na povrSini antigen-prezentiraju¢ih stanica, sudjeluju u prezentaciji
egzogenih antigena i aktivaciji pomoéni¢kih CD4* T-limfocita. Aktivirane loze pomoénickih T-
limfocita stimuliraju B-limfocite na proizvodnju protutijela za specificne antigene (9). Pojedine
varijante gena HLA, posebice alelne varijante HLA-DRB1*03 genskog lokusa povezane su s
povecanim rizikom razvoja Hashimotova tireoiditisa (15). U uvjetima upalnog mikrookolisa
folikularne stanice S§titnjaCe na svojoj povrSini izrazavaju molekule HLA razreda II te
prezentacijom antigena Stitnjace potencijalno pospjeSuju razvoj autoimunog odgovora u S$titnoj

slijezdi (9).
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S razvojem HT-a povezani su i geni koji kodiraju inhibitorne povrSinske receptore kao
Sto 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 povrsini regulatornih T-limfocita (Treg)
osigurava njihovo supresivno djelovanje. Polimorfizmi u egzonu | (49A/G) i u blizini 3'
netranslatirane regije (CT60) gena CTLA-4 potencijalno pospjeSuju smanjenu funkciju receptora
CTLA-4, a povezuju se s pojavom i razvojem AITD fenotipa. Gen PTPN22 kodira LYP (engl.
lymphoid tyrosine phosphatase) protein koji takoder 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 ¢imbenika koji sudjeluju u kontroli diferencijacije
subpopulacija limfocita, kao sto su T-bet, FOXP3 (engl. forkhead box P3) (16), Eomesodermin,
Bcl6 (17), TIGIT i FCRL3 (18), takoder se povezuju s razvojem i progresijom HT-a.

1.3.2. Cimbenici okolisa

Vaznu ulogu u razvoju HT-a imaju i okoli$ni ¢imbenici, kao §to su koli¢ina joda i selena
u organizmu, unos alkohola, puSenje, infektivna stanja, izloZenost radioaktivnom zraCenju,
fizicki 1 emotivni stres. Fizioloska stanja poput puberteta, rasta, trudno¢e 1 menopauze takoder
pridonose riziku razvoja HT-a (19). Istrazivanja su pokazala da povecani unos joda prehranom
nosi povecani rizik od pojave tiroidnih autoprotutijela i razvoja autoimunog hipotiroidizma (15).
Prekomjeran unos joda direktno blokira sintezu hormona ili djeluje toksi¢no na tireocite.
Takoder, povecana iodinizacija tireoglobulina moze potaknuti razvoj autoimunog odgovora na
jodidom promijenjene tireoglobulinske epitope te pospjesiti povecanu sintezu opasnih kisikovih
radikala, nusprodukata oksidacije suviSnih jodidnih iona u reakciji koju katalizira tiroidna
peroksidaza (1,7). Takoder, smatra se da nedostatak selena moze potaknuti razvoj i progresiju
autoimunih bolesti Stitnjace. Njegova se uloga ocituje kroz funkciju enzima glutation-

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

slobodnih radikala, slabljenja imunosne funkcije te ostecenja tkiva Stitnjace (15).

Medu ostalim okoli$nim ¢imbenicima, znatne ucinke u razvoju HT-a ima terapija interferonom
a, direktnim toksi¢nim djelovanjem na tireocite ili kao posljedica imunomodulatornih u¢inaka u
imunosnim stanicama. Zenski spol znatno pridonosi riziku razvoja HT-a, najvjerojatnije zbog
utjecaja spolnih hormona, inaktivacije X-kromosoma, kao i posljedica trudnoce ili pojave
fetalnog mikrokimerizma (9,19). Starija dob, kao i pozitivna obiteljska anamneza ili pojava

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

1.4. IMUNOPATOGENEZA HASHIMOTOVE BOLESTI

1.4.1. Inicijacija autoimunog odgovora

Etiologija Hashimotove bolesti do danas ostaje nedovoljno razjasnjena, ali vjeruje se da
su potencijalni uzro¢ni dogadaji povezani S oSteéenjem tireocita izazvani okoliSnim
¢imbenicima. Antigen-prezentirajue stanice fagocitiraju stanine komponente oStecenih
tireocita te ih prezentiraju na svojoj povr§ini u kompleksu s molekulama HLA razreda II.

Prezentacija antigena Stitnjace u kompleksu s molekulama HLA razreda II potice aktivaciju

pomoéni¢kih CD4* T-limfocita vezanjem na TCR (engl. T-cell receptor). Uz to, aktivirane
antigen-prezentirajuce stanice pocinju luciti upalne citokine i poti¢u razvoj upalnog mikrookolisa
(24). Pod utjecajem upalnih citokina poput interferona-y (INF-y) i TNF-a (engl. tumor necrosis
factor-a) stanice $titne zlijezde pocinju eksprimirati molekule HLA razreda II te prezentacijom
tkivnih autoantigena S$titnjaCe poticu ekspanziju autoreaktivnih T-limfocita i upalni odgovor.
Uvjeti upalnog mikrookolisa u S$titnja¢i dovode do sinteze i ekspresije upalnih citokina i
kemokina, $to pospjesuje kemotaksiju i tkivnu infiltraciju citotoksiénih CD8* T-limfocita i
pomoéni¢kih CD4*+ T-limfocita, B-limfocita i makrofaga (6). Pod utjecajem T-stani¢nih
citokina, stani¢ni i humoralni ¢imbenici autoimunog odgovora pospjesuju apoptozu tireocita te

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

limfocita, fibroza i atrofija zljezdanog parenhima te posljedi¢ni razvoj hipotireoze (9).
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1.4.2. Uloga pomo¢ni¢kih T-limfocita u razvoju Hashimotova tireoiditisa

U razvoju HT-a sudjeluje vise razli¢itih subpopulacija pomoc¢ni¢kih T-limfocita,
ukljucujuéi limfocite Th1, Th2, Th17, Th22 i Treg (slika 1.) (22,23).
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T-bet GATA3 RORyt FOXP3

IFN-y IL-4 STAT3 1L-10

IL-2 IL-5 1L-17 TGF-p
IL-10 1L-22

Slika 1. Razvoj T-limfocita CD4™ i luéenje citokina (shema pripremljena u raunalnom

programu PowerPoint).

Pomo¢nicki limfociti Thl luce IFN-y, IL-2 i druge citokine koji sudjeluju u stanicnom
imunosnom odgovoru. Oni poti¢u aktivaciju citotoksi¢nih T-limfocita (CTL) i makrofaga koji
direktno unistavaju folikularne stanice Stitnjace. Vazan transkripcijski ¢imbenik limfocita Thl

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

Limfociti Th2 luce IL-4, IL-5 i IL-10, stimuliraju aktivaciju B-limfocita i razvoj plazma-stanica
koje potom stvaraju protutijela protiv tkivnih antigena Stitnjae te tako poticu humoralni
imunosni odgovor. Diferencijacijom limfocita Th2 i ekspresijom upalnih citokina upravlja
transkripcijski ¢cimbenik GATA3 (engl. GATA binding protein 3) (25).
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Limfociti Th17 sudjeluju u imunosnom odgovoru protiv ekstracelularnih antigena te u
patogenezi upalnih 1 autoimunih bolesti. Djeluju suprotno regulatornim (Treg) stanicama, a luce
IL-17 i IL-22. Oni poticu sintezu kemokina i proinflamatornih citokina induciraju¢i na taj nacin
razvoj autoimunih bolesti (22,23). Limfociti Th17 eksprimiraju transkripcijske ¢imbenike RORyt
(engl. retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor gamma t) i STAT3 (engl. signal

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

Stanice Treg CD4* imaju vaznu ulogu u odrzavanju periferne tolerancije te u prevenciji razvoja
autoimunosti. Luce citokine IL-10 i TGF-B potrebne za indukciju tolerancije. Niske razine
autoantigena potrebne su za odrzavanje stanica Treg u osnovnom stanju i za sprje¢avanje razvoja
autoimunog procesa (22). Stanice Treg eksprimiraju transkripcijski ¢imbenik FOXP3, vazan za
njihov razvoj i funkciju. Nedostatak gena FOXP3 smanjuje supresorsku funkciju stanica Treg
(22,26).

Oboljeli od HT-a pokazuju snizenu razinu i funkciju limfocita Treg u perifernoj krvi i
tkivu Stitne Zlijezde (22). U perifernoj krvi oboljelih utvrdena je i sniZzena razina mRNA FOXP3
(23). Isto tako, u perifernoj krvi i tkivu $titnjace oboljelih od HT-a pronadene su povisene razine
limfocita Th17 i njihovih citokina. Utvrdena je i povecana diferencijacija limfocita Th17, $to
ukazuje na njihovu mogucu ulogu u razvoju HT-a (22). Takoder, u perifernoj krvi i tkivu
Stitnjace oboljelih od HT-a pronadena je i poviSena razina mRNA IL-17 te RORC (engl.
retinoic-acid-receptor-related orphan receptor C) (23). U osoba oboljelih od HT-a dokazan je
povecan omjer stanica Th17/Treg. S obzirom na to da limfociti Th17 1 Treg imaju suprotno
djelovanje u razvoju autoimunih bolesti, a njihov je omjer u pozitivnoj korelaciji s
koncentracijom TgAb, njihov promijenjeni omjer moze ukazivati na tezinu bolesti (23). U
perifernoj krvi i tkivu Stitne zlijezde bolesnika oboljelih od HT-a prisutna je povecana ekspresija
MRNA IFN-y, $to ukazuje na utjecaj limfocita Thl na razvoj bolesti (27). Broj stanica Th22 i IL-
22 takoder je povecan u perifernoj krvi 1 tkivu Stitnjace oboljelih. Pronadena je pozitivna
korelacija izmedu razine limfocita Th17 1 Th22, §to upucuje na njihovu mogucu sinergisticku

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

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

Stitnjac¢i (21). Nakon prezentacije $titnih antigena u kompleksu s molekulama HLA razreda I na

povriini stanica 3titnjate dolazi do aktivacije i diferencijacije CD8% efektorskih linija. One

uni$tavaju tireocite citokinskom ozljedom i apoptozom (29).

Kljuénu ulogu u tim destruktivnim procesima u Stitnjaci imaju efektorski limfociti Tc1 CD8*.
Oni poti¢u imunosni odgovor protiv ciljnih antigena lu¢enjem citotoksi¢nih molekula i upalnih
citokina poput INF-y, TNF-a, granzima i perforina (30). Djelovanjem citokina poput IL-12 i IL-2
dolazi do diferencijacije limfocita Tcl. Razvoj efektorskih limfocita Tc1 nalazi se pod kontrolom
transkripcijskih ¢imbenika T-bet (engl. T-box transcription factor), Eomesodermina i RUNX3
(engl. runt-related transcription factor 3) (30,31). Stovide, RUNX3 djeluje kao primarni
regulator ekspresije proteolitickih enzima poput granzima B i perforina, a zajedno s
transkripcijskim c¢imbenicima T-bet i EOMES potice ekspresiju IFN-y 1 time stabilizira
efektorski fenotip i razvoj stanica Tcl. U sludaju nedostatka ekspresije RUNX3, CD8* T-

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

Transkripcijski ¢imbenici FOXO1 (engl. forkhead box protein O1) i TCF-7 (engl.
transcription factor 7) pridonose pak razvoju memorijskih limfocita (30,31). FOXOL1 regulira
kljucne stani¢ne procese ukljucujuci diobu, stani¢no prezivljenje 1 metabolicke procese u sluzbi
proizvodnje energije, ¢ime znatno utjeCe na homeostazu limfocita, njihovu diferencijaciju i
proliferaciju (33,34). Ekstracelularni podrazaji, antigeni i proinflamatorni citokini poput IL-12
pojacavaju i odrzavaju fosforilaciju FOXO1 te inhibiraju njegovu aktivnost (35). Gubitak

aktivnosti FOXO1 pospjeSuje diferencijaciju efektorskih limfocitnih linija 1 onemogucuje razvoj

memorijskih CD8* T-limfocita (34).

Osim Tcl, limfociti Tcl7 vezu se uz imunopatogenezu HT-a. Njihovim razvojem
upravljaju upalni citokini IL-1p, IL-6, IL-21 i TGF- te transkripcijski ¢imbenici RORyt i RORa
(engl. RAR-related orphan receptor alpha). Transkripcijski ¢imbenik RORyt ima klju¢nu ulogu
u regulaciji ekspresije gena IL-17, IL-17F, IL-22, CCR20 i CCR6 i razvoju tip 17 fenotipa koji
obiljezava ekspresija citokinskih i kemokinskih receptora IL-23R, CCR20 (36) i CCR6, CCR4 i
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CCR5 (37), povrsinskih biljega CD161 i lu¢enje upalnih citokina 1L-17, IL-17F, IL-21 i I1L-22
(38). Povecani broj IL-17% limfocita T &est je upalni biljeg razli¢itih autoimunih bolesti, $to
naglaSava vaznu ulogu IL-17 transkripcijskih regulatora poput RORyt u kontroli imunosnog
odgovora i razvoju autoimunosti (39). Za razliku od Tcl, stanice Tcl7 pokazuju smanjenu
ekspresiju transkripcijskih ¢imbenika T-bet i EOMES te imaju manji citotoksi¢ni ucinak.
Istrazivanjima je utvrdena povecana razina limfocita Tc17 kod osoba oboljelih od HT-a u odnosu

na zdrave ispitanike, $to ukazuje na njihovu moguéu povezanost s razvojem bolesti (40). Osim
navedenih steGenih CD8* limfocitnih linija, u razvoju Hashimotova tireoiditisa sudjeluju i

prirodene 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 obiljezava ekspresija invarijantnog receptora apTCR (posebice subpopulaciju
invarijantnih  NKT, INKT stanica), koji prepoznaje antigene prezentirane u kompleksu s
prezentiraju¢im molekulama CD1d. Na svojoj povrsini stanice NKT eksprimiraju CD3 T
limfocitni biljeg u kombinaciji sa stani¢nim obiljezjima prirodenih NK stanica, poput CDI16,
CD56, KIR, NKG2A 1 NKG2C povrsinskih receptora te lu€enjem citokina poput INF-y, 1L-4,
IL-10 i IL-13 pospjeSuju razvoj limfocitnih linija steCenog imunosnog odgovora (41).
Diferencijacijom iNKT stanica dominantno upravlja transkripcijski ¢imbenik PLZF (engl.
promyelocytic leukemia zinc finger, kodiran genom ZBTB16). U nedostatku ekspresije PLZF-a,

iINKT stanice gube memorijski fenotip i moguénost proizvodnje upalnih citokina tijekom

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

koje izrazavaju povrsinski biljeg CD161, odnosno stanicama MAIT (engl. mucosal-associated

invariant T cells) te dvostruko negativnim cD161hi voT limfocitima. Te stanice pripadaju
stanicama prirodene imunosti i eksprimiraju karakteristi¢an, ogranicen TCR repertoar. U
nedostatku ekspresije PLZF-a iNKT, MAIT i yoT stanice gube sposobnost izvrsnog djelovanja,
Sto potvrduje vaznu ulogu transkripcijskog ¢imbenika PLZF u razvoju stanica prirodene imunosti
(42). U kontekstu uloge NKT-a u razvoju HT bolesti opisana je potencijalna uloga hidrofobnih
regija tireoglobulina kao potencijalnin NKT liganada koji u kompleksu s CD1d molekulama

mogu stimulirati aktivaciju stanica NKT i razvoj tireoiditisa (41).

10
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1.5. ULOGA microRNA U RAZVOJU AUTOIMUNOG ODGOVORA U HT-u
1.5.1. Sinteza microRNA

Autoimune bolesti nastaju uslijed poremecaja regulacije imunosnog sustava, Cija je
pravilna funkcija dijelom posredovana djelovanjem molekula microRNA (miRNA, miR).
MicroRNA su male nekodirajuée molekule RNA ukljucene u regulaciju ekspresije gena

razgradnjom ili inhibicijom translacije mMRNA (slika 2.).
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Slika 2. Struktura humane microRNA (shema pripremljena u ra¢unalnom programu

PowerPoint).

Molekule miRNA gradene su od ™~ 22 nukleotida, a u ljudskom genomu nalazimo vise od
1000 razli¢itih varijanti koje sudjeluju u regulaciji oko 30 % humanih gena. Vecina miRNA
prepisuje se iz introna kodirajucih gena ili neovisnih miRNA gena (43). Transkripciju miRNA i
sintezu primarnog transkripta miRNA (pri-miRNA) katalizira RNA polimeraza Il. Primarni
transkript pri-miRNA do oblika pre-miRNA u jezgri doraduju enzimi Drosha i DGCRS.
Transkript pre-miRNA zatim se prenosi iz jezgre u citoplazmu, gdje nakon dorade enzimom
Dicer nastaje dvolancani kompleks miRNA. Jedan lanac nastaloga dvolanc¢anog oligonukleotida
uklapa se u RNA-inducirani utiSavajuci 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 utiSavanje

ekspresije gena i sinteze proteina razgradnjom ili inhibicijom translacije mMRNA (43,44). Na taj

11
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nacin miRNA sudjeluje u regulaciji stani¢nih procesa poput diferencijacije, proliferacije i

apoptoze te imaju vaznu ulogu u razvoju autoimunih procesa i bolesti (slika 3.) (44).
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Slika 3. Uloga microRNA u regulaciji ekspresije gena (shema pripremljena u raéunalnom

programu Paint).

Nomenklatura molekula microRNA temelji se na nekoliko kriterija. Prva tri ili Cetiri
slova u nazivu specifi¢na su za vrstu od koje microRNA potjece; npr. hsa odreduje vrstu Homo
sapiens te prethodi nazivima svih ljudskih microRNA. Zrele microRNA odredene su kraticom
,,miR”, a genski lokus i prekursor zrele microRNA kraticom ,,mir” (45). ldentifikacijski broj koji
odreduje microRNA, npr. hsa-miR-301, dodjeljuje se prema redoslijedu otkrivanja i publikacije
molekule microRNA; svaka sljede¢a molekula microRNA odredena je identifikacijskim brojem
za jedan ve¢im u odnosu na prethodnu. Identicne microRNA u razli¢itim vrstama odredene su
istim identifikacijskim brojem (46). Ortologne sekvence microRNA porijeklom od razli¢itih
vrsta razlikuju se samo prema Kratici specificnoj za vrstu; npr. hsa-miR-101 kod ljudi i mmu-

miR-101 kod miseva predstavljaju ortologne microRNA. Nadalje, ako se microRNA razlikuju

12
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samo u poloZaju jednog ili dva nukleotida u svojim sekvencama, oni predstavljaju paraloge, a
oznacavaju se sufiksom; npr. hsa-miR-301a i miR-301b (45). U slu¢aju kada dva razli¢ita lokusa
produciraju istu zrelu microRNA, na kraj imena dodaje se broj te se oni oznacavaju kao hsa-mir-
121-1 i hsa-mir-121-2, a njihov se produkt oznacava kao hsa-miR-121 (47,48). Takoder, ako
razli¢ite microRNA potje¢u 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 konacnici, 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 zadrZani (47).

1.5.2. Uloga microRNA u imunosnom sustavu

Regulacija molekulama miRNA rezultira malim promjenama u ekspresiji gena, no buducéi
da istodobno utjeCe na stotine gena, moze imati znacajne u¢inke na fenotip i funkciju stanica
(49). Molekule microRNA ukljucene su u regulaciju mnogih aspekata imunosnog sustava,
ukljuéuju¢i diferencijaciju stanica, sintezu i izlucivanje citokina i stani¢nu migraciju (50).
Ravnoteza izmedu ekspresije miRNA i citokinskog profila potrebna je za odrzavanje T-stani¢ne
homeostaze i razvoja imunosne tolerancije. Poremecaj te ravnoteZze moze dovesti do razvoja
upalnih stanja i autoimunih bolesti (51). Takoder, regulacijom mnogih pozitivnih ili negativnih
regulatora stani¢nih procesa molekule miRNA posredno djeluju na razlicite signalne putove Kkoji

imaju ulogu u razvoju autoimunosti (44).

Kljuéna uloga miRNA u razvoju i diferencijaciji T-limfocita CD4% i CD8* prvi je put
uocena u animalnim modelima u kojih je geneti¢kim inzenjerstvom uklonjena ekspresija enzima
Dicer i Drosha. U takvih je zivotinja primijecen znatan gubitak broja i funkcije perifernin T-
limfocita (52,53). Stovise, u animalnim modelima s nedostatkom enzima Dicer zabiljezen je
gubitak supresivne funkcije limfocita Treg i transdiferencijacija perifernih stanica Treg u

pomoc¢nicke efektorske linije (54).

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

tolerancije. MiRNA koje sudjeluju u regulaciji preZivljavanja stanica, transdukciji aktivacijskog

13
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signala 1 dostupnosti autoantigena tijekom razvoja limfocita imaju vaznu ulogu u sazrijevanju i
selekciji limfocita T i B (49). U ranoj fazi razvoja T-limfocita u timusu interakcija receptora
TCR i autoantigena odreduje sudbinu i prezivljenje nezrelih limfocita. Stanice koje izrazavaju
receptore koji prepoznaju autoantigene bit ¢e eliminirane apoptozom. MiRNA koje utjecu na
jacinu signala TCR mogu pospjesiti prezivljenje takvih autoreaktivnih limfocita i time pospjesiti
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 ograni¢avaju limfocite T i B
u stvaranju autoprotutijela, upalu i uniStavanje tkiva. Ti su mehanizmi takoder pod utjecajem
regulacije miRNA, a njihovom promjenom moze do¢i do razvoja autoimunosti (49). MicroRNA
imaju ulogu u razvoju i selekciji limfocita B i T s odgovaraju¢im receptorima BCR i TCR. Tako
reguliraju prezivljavanje stanica, signalizaciju antigenim receptorima i dostupnost autoantigena
tijekom razvoja limfocita te upravljaju mehanizmima centralne tolerancije. Utvrdeno je da
nedostatak enzima Dicer dovodi do promjena u repertoaru receptora BCR regulirajuci
prezivljavanje potencijalno autoreaktivnih B-limfocita. Primjerice, obitelj miR-17-92 potice
prezivljavanje nezrelih B-limfocita regulirajuéi signalni put PI3K (55,56). Nadalje, miR-17-92
utjece na aktivnost tumor supresora PTEN, koji djeluje kao negativni regulator signalnog puta
PI3K. U slucaju nedostatka miR-17-92 u B-limfocitima dolazi do povecane ekspresije PTEN-a te
stanice podlijezu apoptozi rezultiraju¢i deficijencijom B-limfocita. Suprotno, povecana
ekspresija miR-17-92 tijekom razvoja limfocita B i T poti¢e prezivljavanje stanica i time

potencijalno dovodi do limfoproliferativnih i autoimunih bolesti (57).

U ranoj fazi razvoja T-limfocita u timusu jacina signalizacije vezanjem autoantigena i
TCR receptora odreduje prezivljenje specifi¢nih limfocitnih vrsta. Stoga miRNA koje utjecu na
jacinu TCR signala u timusu, poput miR-181, mogu pogodovati preZivljavanju stanica koje bi
normalno bile eliminirane. Ti podaci upucuju na moguéi utjecaj miR-181 u razvoju
autoimunosti. Nadalje, miRNA djeluju na centralnu toleranciju djeluju¢i na aktivnost antigen-
prezentiraju¢ih stanica u timusu. Stanice mTEC (engl. medullary thymic epithelial cells)
eksprimiraju tkivno specifi¢ne autoantigene, prezentiraju ih timocitima u razvoju te eliminiraju
stanice s receptorima TCR koji prepoznaju tkivno specifi¢ne autoantigene (58,59). Delecija gena
Dicer dovodi do promjene ekspresije gena u stanicama mTEC (59). Uobicajeno, u stanicama

MTEC prisutna je visoka ekspresija miR-29a. Delecija miR-29a uzrokuje povecanje ekspresije
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IFNARL1 (engl. interferon alpha/beta receptor 1), koji kodira IFN-a, i fosforilaciju STATI te
ima sli¢an uc¢inak 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

MiIiRNA let-7 najveca je i najzastupljenija obitelj miRNA u limfocitima. Obitelj miRNA
let-7 otkrivena je istrazivanjima na vrsti Caenorhabditis elegans 2000. godine (60). Varijante
mMIRNA let-7 sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa, metabolizma, diferencijaciji i funkciji
stanica NKT (61), CD4* (62) i CD8* T-limfocita. Poveéana ekspresija miRNA let-7 u stanicama
INKT suprimira ekspresiju transkripcijskog ¢imbenika PLZF i pospjeSuje diferencijaciju
efektorskih iNKT linija koje izlucuju INF-y. Suprotno, u limfocitima CD8* animalnih modela
visoke razine miRNA let-7 potrebne su za odrZzavanje naivnog fenotipa. Tijekom aktivacije i
slijedom signalne kaskade, koju inducira vezanje antigena za TCR, dolazi do inhibicije
ekspresije miRNA let-7, ¢ime se pospjeSuje klonalna proliferacija i razvoj citotoksi¢nog
kapaciteta aktiviranih T-limfocita CD8*. Naime, miRNA let-7 negativno regulira funkciju
stanica CTL, prevenirajuci ekspresiju citotoksi¢nih molekula poput granzima A, granzima B 1
perforina. Stovise, let-7 u CTL direktno veze dio kodirajuée regije mRNA EOMES reducirajuéi

njegovu ekspresiju i time kompromitirajuéi diferencijaciju i citotoksi¢nu 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-301la dovode do smanjenja ekspresije transkripcijskih
¢imbenika RORa, RORy i upalnih citokina IL-17A i IL-17F, karakteristi¢nih za diferencijaciju
stanica Th17 i Tcl7. Ti podaci upucuju na vaznu ulogu miR-301a u razvoju, diferencijaciji i

citokinskom profilu tipa 17 T-limfocita (64). Pronadeno je da miR-301a potic¢e diferencijaciju
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stanica Th17 djelujué¢i direktno na PIAS3 (engl. protein inhibitor of activated STAT3), snazan
inhibitor signalnog puta STATS3, i time posredno poti¢e povecanu sintezu upalnih citokina koji

obiljezavaju 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 13g31. MiR-17-92 miRNA obitelj obiljezava identi¢na seed regija potrebna za
vezanje na ciljne mRNA molekule. Tijekom razvoja limfocita ¢lanovi obitelji miR-17-92 imaju
kljuénu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa, proliferaciji | apoptozi stanica (57). Veéina
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 vaznih za aktivaciju T-limfocita te sudjeluje u kontroli funkcije imunosnog
sustava (66). PoviSena ekspresija miR-20a povezuje se s povecanim proliferativnim kapacitetom
i razvojem CD8 centralnih memorijskih T-limfocita. Zanimljivo, prekomjerna ekspresija miR-

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

mRNA i na razini proteina) transkripcijskog ¢imbenika 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 vaznu ulogu u regulaciji klonalnog i funkcijskog kapaciteta linija efektorskih
CTL, potencijalno putem regulacije transkripcijskih ¢imbenika RORyt (68) i RUNX3 (69).
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Dosada$nje spoznaje o ulozi miRNA u regulaciji fenotipa, funkcije i razvoja CTL-a
naglaSavaju vaznost istrazivanja njihove uloge u razvoju autoimunih bolesti. Unato¢ tome,
gotovo niSta nije poznato o eventualnoj ulozi miR-let-7, miR-20a, miR-106a i miR-301a u

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

transkriptoma u CTL CD8* u Hashimotovoj bolesti i eventualnoj povezanosti tih promjena s
oSte¢enjem Stitne Zlijezde i obiljezjima bolesti. U tom smislu uloga hsa-miR-let7a, hsa-miR-20a,

hsa-miR-106a i hsa-miR-301a u HT-u ostaje neistrazena.
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2. HIPOTEZA

1. Profili ekspresije microRNA koji reguliraju proliferativni i funkcijski kapacitet citotoksi¢nih

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

2. Promjene u ekspresiji ispitivanih microRNA povezane su s fenotipskim obiljezjima
Hashimotove bolesti poput hipotireoze, volumena Stitnja¢e i potrebe za L-tiroksinom (dnevna

doza) tijekom nadomjesnoga hormonskog lijecenja.
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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 Stitnjace, serumskom razinom tireostimulina
(TSH), slobodnog (F)T3 i FT4, anti-TPO antitijela te nadomjesnom hormonskom terapijom
(stabilna dnevna doza L-tiroksina u pg/kg tjelesne mase kod lijecenih ispitanika).

19



Materijali i metode

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj istrazivanja

Provedeno je opazajno, presjecno i case-control, istrazivanje.

4.2. Ispitanici

Istrazivanjem su obuhvaceni 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
bioloskog materijala prethodno su provedeni u okviru studije koja je odobrena odlukom Etickog

povjerenstva Klini¢kog bolnickog 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 citoloskim nalazom kroni¢nog limfocitnog tireoiditisa u ciljanoj citoloskoj
punkciji pod kontrolom ultrazvuka i karakteristi¢nim nalazom ultrazvuka $titnjace (70). Ovisno o
stupnju rezidualne funkcije Zlijezde i dozi primijenjene hormonalne terapije, oboljeli od

Hashimotove bolesti klasificirani su u tri podskupine ispitanika:
1) spontanog eutiroidnog statusa (EU HT),

2) hipotiroidni, lijeCeni nadomjesnom terapijom L-T4, s terapijski postignutom stabilnom
biokemijskom eutireozom (SUBST HT)

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

Skupina lijeCenih hipotiroidnih bolesnika lijeena je L-tiroksinom (L-T4) u dozi kojom se
postize stabilna biokemijska eutireoza. Prosjecna primijenjena dnevna doza iznosila je

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

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

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

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

4.3. Upotrijebljene kemikalije

e TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

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

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

Tablica 1. Popis proba TagMan

ID probe

mMiRNA

Sekvenca zrele miRNA

miRBase
pristupni broj

Ciljna
MRNA

477815_mir

478575_mir

478586_mir

478225_mir

478262_mir

478366_mir

hsa-miR-301a-3p

hsa-let7a-5p

hsa-miR-20a-5p

hsa-miR-106a-5p

hsa-miR-192-5p

hsa-miR-345-5p

CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG

AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG

CUGACCUAUGAAUUGACAGCC

GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC

MIMAT0000688

MIMAT0000062

MIMATO0000075

MIMAT0000103

MIMAT0000222

MIMATO0000772

RUNX3

FOXO01,
PLZF

HIF1A,
BCL2,
STATS,
RUNXS,
RORC
HIF1A,
BCL2,
STATS3,
RUNXS3,
RORC
Control
miRNA

Control
miRNA
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4.4. METODE

4.4.1. Sinteza cDNA

Za sintezu ¢cDNA KkoriSteni su arhivski uzorci RNA izolirani iz perifernih T-limfocita
odabranih ispitanika. lzolacija T-limfocita iz periferne krvi ucinjena je tijekom ranijih studija
negativnom imunomagnetskom selekcijom s pomocu komercijalnog kompleta Dynabeads
Untouched Human T cells Isolation Kit, Invitrogen, Paisley, UK. Biokemijske metode za analizu
serumske razine hormona $titnjace, metode izolacije mononukleara periferne krvi i T-limfocita te

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

Sinteza microRNA c¢DNA uéinjena je iz ukupne RNA i provedena je metodom reverzne
transkripcije s pomoc¢u komercijalnog kompleta TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis
Kit, prema uputama proizvodaca. 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 uL uzorka ukupne RNA
(koncentracije 20 ng/uL) i 3uL 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
sljedecem koraku 10 pL 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 uL reakcijske smjese za RT sastavljene od
6 uL 5X RT pufera, 1,2 uL dNTP miksa, 1,5 pL 20x univerzalnih RT pocetnica, 3 pL 10x RT
enzimskog miksa i 3,3 uL 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 uL
produkta reverzne transkripcije dodano je u nove tubice s 45 pL reakcijske smjese miR-Amp te

su vorteksirane i centrifugirane. Preamplifikacija pripremljenih cDNA produkata provedena je u
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uredaju QuantStudio 5 Real-Time PCR u sljede¢im uvjetima: 1 ciklus (95 °C, 5 min), 14 ciklusa
(95 °C, 3 ste 60 °C, 30 s), jedan ciklus (99 °C, 10 min) te zavrSetak reakcije (4 °C).

4.4.2. Kvantitativna analiza ekspresije miRNA na PCR uredaju

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

upotrebom TagMan Advanced miRNA proba i pocetnica.

Slika 4. Uredaj QuantStudio 5 Real-Time PCR

4.4.3. Priprema standardne krivulje

Za kvantifikaciju cDNA primijenjena je kvantitativna metoda gRT-PCR. Ona se temelji
na mjerenju fluorescencijskog signala koji tijekom PCR reakcije raste proporcionalno s brojem

kopija ciljnih cDNA molekula. Na temelju zabiljeZzenih vrijednosti fluorescentnog signala
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izraCunava se Ct vrijednost (engl. threshold cycle). Ct vrijednost predstavlja broj PCR ciklusa u
kojima fluorescencijski signal nadmasSuje prag fluorescencije, odnosno najnizu vrijednost

fluorescencije koja se znatno razlikuje od nespecifi¢ne, pozadinske fluorescencije.

Najbrzi porast fluorescencije dogada se tijekom eksponencijalne faze qPCR reakcije kada se
cDNA udvostrucuje u svakom ciklusu. U linearnoj fazi dolazi do usporavanja amplifikacije zbog
iskoriStenja komponenti smjese te reakcija kona¢no staje u plato fazi, a fluorescencijski signal

stagnira (slika 5.).

Kolici Plato faza
na

PCR
prod

ukta

Linearna faza

Eksponencijalna faza

Broj PCR ciklusa

Slika 5. Lan¢ana reakcija polimerazom — linearna ovisnost koli¢ine PCR produkta o broju

ciklusa

U svrhu kvantifikacije izmjerenih vrijednosti fluorescencije potrebno je pripremiti standardnu
krivulju. Priprema standardne krivulje takoder omogucuje odredivanje ucinkovitosti PCR
reakcije. Standardna krivulja predstavlja dijagram dobivenih Ct vrijednosti u odnosu na
pridruzene, poznate logaritamske vrijednosti koncentracije standarda, a nastaje amplifikacijom
najmanje pet serijskih razrjedenja uzorka poznate koncentracije. Standardnu krivulju potrebno je
pripremiti za ciljne i referentne gene. Na temelju zabiljeZenih vrijednosti fluorescencije (Ct) i
poznate koncentracije cDNA u standardnim uzorcima odreduje se koncentracija ispitivanih

cDNA molekula u nepoznatim uzorcima.

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

y =ax +b. Pravilan porast fluorescencije u odnosu na koncentraciju ocekuje se u 100 %
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ucinkovitoj reakciji. Stoga se uc€inkovitost PCR reakcije moze izraCunati iz vrijednosti nagiba

pravca prema formuli:
1
E=1Jﬁ@J—1

Usporedbom omjera Ct vrijednosti i koncentracije izmjerenih u prvoj i krajnjoj to¢ki standardne

krivulje odreduje se nagib pravca standardne krivulje prema jednadzbi:

w2z —v1)
((x2 —x1))(x — x1)

y-yl=

Postupak:

Za pripremu standardne krivulje pet uzoraka ukupne RNA koncentracije 60 ng/puL
prevedeno je reverznom transkripcijom u cDNA. Dobivene ¢cDNA zatim su zdruZene u jednu
reakcijsku tubicu dodavanjem 5 uL od svake do volumena od 25 pL. Taj je uzorak razrijeden 10
puta do 250 uL i koncentracije cDNA od 1,25 ng/uL. Potom je pripremljeno pet serijskih

razrjedenja, pri ¢emu je svaki uzorak standarda razrijeden Cetiri puta u odnosu na prethodni.

4.4.4. Analiza ekspresije miRNA s pomocu proba TagMan

Probe TagMan MGB (engl. minor groove binder) upotrebljavaju se za analizu ekspresije
miRNA tijekom PCR reakcije. TagMan probe na 5' kraju imaju vezanu fluorescentnu boju, a na
3' kraju nefluorescentni utisavac (engl. quencher) koji apsorbira fluorescentno zracenje s 5' kraja
probe te MGB koji povecava temperaturu taljenja i omoguéuje primjenu krac¢ih proba. Upotreba
takvih proba omoguéuje smanjenje pozadinskog signala, povecanje osjetljivosti i precizniju
kvantifikaciju. Tijekom reakcije PCR dolazi do vezanja pocetnica na komplementarne sekvencije
vodeceg 1 tromog lanca cDNA kalupa. Probe TagMan MGB specificno se vezu na sekvencu
izmedu pocetnica. Tijekom polimerizacije DNA polimeraza cijepa samo one MGB probe koje su
se vezale na ciljanu sekvencu te dolazi do odvajanja fluorescentno obiljeZenih krajeva probe
TagMan, pri ¢emu dolazi do povecanja fluorescentnog signala koji se mjeri na kraju svakog PCR

ciklusa.
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Postupak:

Za amplifikaciju specificnih ¢cDNA primijenjen je komercijalni komplet TagMan
Advanced miRNA Assay i TagMan Fast Advanced Master Mix. Reakcija je provedena u
ukupnom volumenu od 20 uL po jazici mikrotitarske ploce; 15 uL reakcijske smjese PCR i 5 puL
cDNA razrijedene u omjeru 1 : 10. Mikrotitarska ploca (slika 6.) potom je centrifugirana 1 min
na 3000 okretaja u minuti. U raCunalnom programu definirani su uvjeti reakcije PCR.
Amplifikacija cDNA provedena je na uredaju 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 ucinjena 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
Spajanje lanaca / 60 20 40

produzavanje

Slika 6. Mikrotitarska plo¢a
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4.4.5. Relativna kvantifikacija metodom AACt

Za relativnu kvantifikaciju miRNA ekspresije primijenjena je metoda AACt (73).
Komparativna ili metoda AACt oslanja se na izravnu usporedbu Ct vrijednosti izmjerenih
amplifikacijom ciljne i referentne miRNA u istom uzorku. Odabir referentne miRNA kontrole
ucinjen 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
nize 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 AACt.

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

mMiR-192 za svaki HT i kontrolni uzorak, prema sljede¢im formulama:
ACT (uzorak) = ACT (ciljna miRNA) — ACT (referentna miRNA)
ACT (kontrola) = ACT (ciljna miRNA) — ACT (referentna miRNA)

Potom je za svaki uzorak odredena vrijednost AACT. Ona se izracunava oduzimanjem ACT

vrijednosti kontrolnog uzorka od ACT vrijednosti ispitivanog uzorka prema formuli:
AACT = ACT (uzorak) — ACT (kontrola)
U sljedec¢em se koraku izraCunava normalizirana ekspresija ciljnih miRNA s pomoc¢u formule:
Normalizirana razina ekspresije gena u uzorku = 2-AACT

Usporedbom normaliziranih vrijednosti odredene su razlike u razini ekspresije miRNA izmedu

HYPO HT, SUBST HT, EU HT i kontrolne skupine ispitanika.
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4.4.6. Statisticka obrada podataka

Za statistic¢ku analizu rezultata primijenjen je racunalni 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 drugacije navedeno, dvostrani P < 0,05 predstavlja prag znacajnosti.
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5. REZULTATI

5.1. OPCA 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), subklini¢ki, nelijeCeni
(HYPO HT, n=10) i hipotiroidni, lijeCeni (SUBST HT, n = 12) bolesnici te kontrolna skupina
zdravih ispitanika (CTRL, n = 13).

Demografska i klini¢ka obiljezja opisana su medijanom s interkvartilnim rasponom (tablica 3.).
Za statisticku analizu podataka primijenjene su neparametrijske metode. Znatne razlike u dobi
izmedu ispitivanih skupina nisu zabiljezene, ali su u hipotiroidnih lijeCenih ispitanika
primije¢ene znatno manje vrijednosti volumena S§titnjace [median (IQR) 11 (7,7 — 13,4),

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

Tablica 3. Demografska i klini¢ka obiljeZja 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)
EUHT 11 54 (39 - 60) 15 (13,5 — 20,6)
CTRL 13 47 (40 — 60) 12,2 (10,5 - 13)
KRUSKAL- 0,106 0,0042
WALLIS, P

8P < 0,05 vs EU HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test
* medijan (interkvartilni raspon)

** T4 doza = 1,16 (0,96 — 1,3) pg/ke
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U tablici 4. opisana su biokemijska obiljezja ispitanika, koja ukljucuju razine FT4, FT3,
TSH i TPOADb. Razina FT3 hormona ne razlikuje se medu skupinama, a protutijela TPOAb
prisutna su u svih oboljelih ispitanika. Ispitanici hipotiroidnog statusa na hormonskoj terapiji
pokazuju znacajno vise serumske razine FT4 u odnosu na eutiroidne i hipotiroidne, nelijeCene

ispitanike, u kojih su pak zabiljeZene najvise vrijednosti serumskog TSH-a.

Tablica 4. Biokemijska obiljezja ispitanika

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

HYPOHT  11,3(105-12)* 29(23-32) 96 (56— 13,17 324 (77— 1434)
SUBST HT** 14,2 (12,1 -17,6)>° 31(2,6-3,6) 2,6 (1,5-35)° 480 (131 - 1267)

EU HT 11,5 (11,3 -12) 2,6(2,2-372) 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- 3,5x 10" 0,224 7x10°® -
WALLIS, P

8P < 0,05 vs EU HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test
P < 0,01 vs EU HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test
P <10 vs HYPO HT, Bonferroni-Dunn post-hoc test
4p <10 vs CTRL, Bonferroni-Dunn post-hoc test

* medijan (interkvartilni raspon)

** | T4 doza = 1,16 (0,96 — 1,3) png/kg
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5.2. Pokazatelji u¢inkovitosti i preciznosti RT-qPCR reakcija

Ucinkovitost amplifikacije ispitivanih microRNA procijenjena je mjerenjem Ct
vrijednosti pet tocaka serijskog razrjedenja u duplikatu. Svi ispitivani kompleti pocetnica i proba
TagMan pokazali su visoku stopu ucinkovitosti amplifikacije cDNA kalupa u rasponu od 98 do
115 %. Za procjenu preciznosti qPCR mjerenja odredene su vrijednosti linearnog korelacijskog
koeficijenta (R?), koji opisuje veli¢inu podudarnosti odekivanih i izmjerenih vrijednosti
fluorescencije u svih pet todaka standardne krivulje. Sto je vrijednost R? blize 1, to je slaganje
izmedu izmjerenih i modelom predvidenih Ct vrijednosti jace, a pouzdanost predvidanja
koncentracije cDNA na temelju izmjerenih vrijednosti fluorescencije veéa. U svim gPCR

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

Ucinjena je 1 analiza varijabilnosti Ct mjerenja standardnih serijskih razrjedenja
izmjerenih unutar jednog (engl. intra-assay) ili vise (engl. inter-assay) qPCR eksperimenata za
svaki komplet proba i pocetnica TagMan. Varijabilnost Ct mjerenja unutar pojedinacnog qPCR
testiranja bila je manja od 1,03 %, a izmedu 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 TagMan Advanced miRNA. Ucinkovitost (Eff%) i
preciznost (R?) a) hsa-let7a-5p, b) hsa-miR-20a-5p, c) hsa-miR-106a-5p, d) hsa-miR-301a-3p i €)
hsa-miR-192-5p gPCR eksperimenata utvrdena je qPCR analizom pet standardnih uzoraka
pripravljenih nizom serijskih razrjedenja u omjeru 1:4. Analiza rezultata provedena je

ra¢unalnim 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; lijeeni + nelijeceni) ispitanika prikazani su na slici 8.

U odnosu na euHT skupinu ispitanika [median (IQR); M. = 0,97 (0,88 — 1,36)], T-limfociti
hipotiroidnih ispitanika pokazuju statisticki znacajno nizu vrijednost ekspresije hsa-miR-106a-5p
[Me = 0,64 (0,34—-1,89); P=0,0058]. Takoder, zabiljezena je statisticki znacajna razlika u
ekspresiji hsa-miR-106a-5p izmedu hipotiroidnih i kontrolnih ispitanika [CTRL vs hipoHT; M. =
1,08 (0,68 — 1,78) vs M. = 0,64 (0,34 — 1,89); P = 0,049]. S druge strane, razlika izmedu euHT i

kontrolne grupe nije uocena (slika 8.a).

Slican trend hsa-miR-20a-5p ekspresije zabiljezen je usporedbom kontrolnih, eutiroidnih i
hipotiroidnih ispitanika, ali statisticki znacajne razlike (P=0,069) medu 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
zabiljezene (P = 0,069) (slika 8.b).

Takoder, nisu uocene statisti¢ki znacajne razlike (P=0,55) u ekspresiji hsa-miR-301a-3p izmedu
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 konacnici, analizom ekspresije hsa-let7a-5p uoceno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika
(P =0,94) izmedu 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, ¢) 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 izmedu skupina utvrdene su usporedbom normaliziranih vrijednosti ekspresije

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

testa uz prag znacajnosti P<0,05.
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5.4. Korelacijska analiza klinic¢kih obiljezja i ekspresijskog profila microRNA

Povezanost ekspresijskih profila ispitivanin microRNA molekula hsa-let7a-5p, hsa-miR-
20a-5p 1 hsa-miR-301a-3p s dobi, volumenom $titnjace, serumskom razinom FT3, FT4, TSH i

dozom nadomjesne terapije L-tiroksinom nije zabiljeZena.

Medutim, utvrdena je inverzna korelacija izmedu RORyt mRNA i razine hsa-miR-106a-5p
ekspresije u perifernim T-limfocitima lijeCenih i nelijeGenih hipotiroidnih HT ispitanika
(slika 9.).
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Slika 9. Razina ekspresije gena RORC negativno korelira s razinom hsa-miR-106-5p
ekspresije u T-limfocitima HT ispitanika (n=32; lijeCeni + nelijeCeni hipotiroidni HT

ispitanici, log-log prikaz). p — Spearmanov korelacijski koeficijent; prag zna¢ajnosti P<0,05
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6. RASPRAVA

U okviru ovog istrazivanja 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 utvrdivanja njihovih transkripcijskih profila te povezanosti
promjena u ekspresiji microRNA s dobi ispitanika, volumenom Stitnjace, serumskom razinom
hormona TSH, FT3, FT4 i anti-TPO te nadomjesnom hormonskom terapijom lije¢enih
ispitanika.

Biokemijska i klini¢ka obiljezja HT i kontrolnih ispitanika odgovaraju ocekivanim razlikama
serumskih vrijednosti hormona S$titnjace i hipofize koje se razvijaju uslijed pojave Hashimotove
bolesti (8,74). U skladu s navedenim, u skupini eutirodinih HT ispitanika zabiljezene su
normalne razine hormona TSH i FT4 u serumu. S druge strane, u skupini hipotiroidnih
nelijeCenih ispitanika utvrdene su znatno povisene vrijednosti TSH-a u odnosu na kontrolnu
skupinu i skupinu eutiroidnih HT ispitanika. Razina FT4 u serumu lijeCenih hipotiroidnih
ispitanika vi$a je u odnosu na razine u serumu eutiroidnih i hipotiroidnih nelijeCenih ispitanika,
moguée zbog primjene nadomjesne terapije L-T4 potrebne za normalizaciju TSH-a u serumu.

Protutijela TPOAD pronadena su u sve tri skupine oboljelih ispitanika.

Rezultati analize ekspresije ispitivanih microRNA pokazali su znatno nizu ekspresiju hsa-miR-
106a-5p u skupini hipotiroidnih bolesnika u odnosu na eutiroidne i zdrave ispitanike (slika 8.a).
Takoder, zabiljezena je inverzna korelacija izmedu razine ekspresije mRNA RORyt i hsa-miR-
106a-5p u T-limfocitima periferne krvi lijecenih i nelijeCenih hipotiroidnih HT ispitanika (slika
9.). Zabiljezeni inverzni obrasci ekspresije RORC i hsa-miR-106a-5p potvrduju ranije opisanu
supresivnu ulogu hsa-miR-106a-5p u diferencijaciji pomo¢nickih i citotoksi¢nih limfoidnih linija
tipa 17 (68). Suprotno, transkripcijski ¢imbenik RORyt dobro je definirani pozitivni regulator
fenotipa i funkcije limfocita Th17 (39), ¢ija je povecana brojnost ranije opisana u perifernoj krvi
1 tkivu Stitnjace oboljelih od HT-a. Buduéi da limfociti Th17 sudjeluju u patogenezi razlicitih
upalnih i autoimunih bolesti (22,23), povecana ckspresija RORyt Cesto se povezuje s
nekontroliranom diferencijacijom CD4*IL-17% i CD8¥IL-17* stanica te pojavom autoimunosti

(40). Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju pak na moguénost da u pozadini razvoja
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nekontroliranog imunosnog odgovora tipa 17 u HT-u stoji poremecena ekspresija regulatornih
microRNA molekula, posebice hsa-miR-106a-5p, ali i drugih ¢lanova obitelji miR-17, poput
miR-20a paraloga koji zajedno s miR-106a ciljano veze sli¢ne 3'UTR vezujuée sekvence (75). U
tom kontekstu, zabiljeZzeni trend miR-20a-5p ekspresije, nalik ekspresiji miR-106a-5p,

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

Zanimljivo, sniZena razina miR-106a i povisena ekspresija RORyt u stanicama CD4% zabiljeZena
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, povisena ekspresija miR-
106a-5p pronadena je u krvi bolesnika oboljelih od Crohnove bolesti (76) te u koznim lezijama

oboljelih od psorijaze (77).

Osim RORyt, miR-106a sudjeluje i u regulaciji RUNX3 transkripcijskog ¢imbenika, koji u
sinergiji s T-bet stimulira ekspresiju INF-y i time stabilizira efektorski fenotip i promovira razvoj
Tcl efektorske loze. U tom kontekstu snizena ekspresija miR-106a u T-limfocitima HT
ispitanika ima potencijalno pozitivan ucinak na ekspresiju RUNX3 1 ekspanziju izvr$nih
citotoksi¢nih Tcl limfocita koji sudjeluju u razaranju stanica Stitnjace citokinskom ozljedom 1
apoptozom. Sli¢ni regulacijski obrasci T-limfocita na razini microRNA ranije su opisani na
primjeru hsa-miR-29a-3p, snaznoga negativnog regulatora ekspresije gena T-bet i EOMES.
Naime, u oboljelih od HT-a uocena je povezanost snizene ekspresije miR-29a-3p s povisenim
vrijednostima serumskog TSH-a, snizenim vrijednostima hormona FT4 i smanjenim volumenom
Stitnjace u nelijeenih hipotiroidnih HT ispitanika (78). Nasi rezultati potvrduju ulogu gubitka
kontrolnih mehanizama na relaciji mMiRNA — mRNA te zajedno s ranije zabiljezenim obrascima
poviSene ekspresije gena RORC i RUNX3 (79) ukazuju na potencijalno vaznu 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 Thl7.
Naime, hsa-miR-301a-3p direktno suprimira ekspresiju PIAS3, snazanog inhibitora STAT3
signalnog puta, te time indirektno potice diferencijaciju Th17/Tc17 limfocita 1 povecanu sintezu

upalnih citokina koji obiljezavaju upalni imunosni odgovor tipa 17 (51).
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Istodobno, hsa-miR-301a-3p djeluje kao negativan regulator ekspresije transkripcijskog
¢imbenika RUNX3 i potencijalno inhibira razvoj efektorskih limfocita Tcl. Preciznije, hsa-miR-
301a-3p direktno veze 3'UTR sekvence RUNX3 mRNA te smanjuje ekspresiju transkripcijskog
¢imbenika RUNX3 (80), ¢ime posredno suprimira razvoj i citoliticki kapacitet CTL stanica (32).
Zanimljivo je da obje microRNA, hsa-miR-106a-5p (81) i hsa-miR-301a-3p (80), posreduju
supresivne ucinke u regulaciji razvoja Tcl 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 ¢imbenika RORyt i time inhibira razvoj limfocita
Th17/Tcl7, hsa-miR-301a-3p djeluje kao indirektni pozitivni regulator signalnog puta STAT3
koji potice razvoj tipa 17 imunosnog odgovora. Mogucée 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 u¢inaka miR-106a-5p.

Nadalje, usporedbom hipotiroidnih, eutiroidnih i zdravih ispitanika takoder nije
zabiljeZena statistiCki znacajna razlika u ekspresiji hsa-let-7a-5p u perifernim T-limfocitima.
Osim hsa-let-7a, poznata je uloga i drugih ¢lanova obitelji let-7 u regulaciji stani¢nog 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, vaznoga povrsinskog biljega Th17/Tc17 limfocita (83). Povecana
ekspresija clanova miRNA obitelji let-7 takoder se povezuje s inhibicijom ekspresije
transkripcijskog ¢imbenika PLZF, kljuénog regulatora razvoja stanica prirodene imunosti (42).

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

opisana (42). Visoka razina ekspresije PLZF karakterizira i MAIT stanice te cbie1hi vo T-
limfocite, koji takoder pripadaju stanicama prirodene imunosti. U nedostatku ekspresije PLZF
INKT, MAIT 1 yo T stanice gube sposobnost izvrSnog djelovanja, §to potvrduje vaznost uloge

transkripcijskog ¢imbenika PLZF u razvoju stanica prirodene imunosti (42).

Osim transkripcijskog ¢imbenika PLZF, miRNA let-7 suprimira i ekspresiju gena EOMES i time
negativno regulira diferencijaciju, razvoj citotoksi¢nog kapaciteta i memorijskog fenotipa CTL

limfocita. Medutim, tijekom aktivacije, vezanjem antigena za T-stani¢ni receptor dolazi do
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redukcije ekspresije miRNA let-7, ¢ime se pospjeSuje klonalna proliferacija i diferencijacija

aktiviranih CD8 limfocitnih linija (53).

U oboljelih od HT-a do danas je zabiljezena povecana ekspresija gena ZBTB16 (79) i EOMES
(17) koji se nalaze pod direktnom kontrolom obitelji let-7 microRNA. Takoder, opisana je
povecana 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
vaznu ulogu prirodenih i efektorsko/memorijskih T-stani¢nih linija u razvoju Hashimotova
tireoiditisa, Cije djelovanje potencijalno selektivno reguliraju specifi¢ne varijante obitelji let-7
microRNA. lzostanak znatne razlike u ekspresiji let-7a stoga ukazuje na manju ulogu ove
varijante let-7 microRNA u regulaciji gena EOMES i ZBTB16 te naglasava potrebu za analizom
drugih ¢lanova obitelji let-7a u kontekstu Hashimotova tireoiditisa.
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7. ZAKLJUCAK

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

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

Snizena ekspresija hsa-miR-106a-5p povezana je s povecanom razinom RORC mRNA u

T-limfocitima hipotiroidnih ispitanika.

Moguce je da poremeceni 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. SAZETAK

Uvod: Hashimotova je bolest kroni¢na autoimuna bolest koju obiljezava pojava autoreaktivnih
limfocita i antitireoidnih protutijela koji zdruzenim djelovanjem uzrokuju postupno ostecenje
Stitnjace. Znatan udio limfocitnog infiltrata u §titnjaci ¢ine CD4* i CD8%1 T-limfociti, ¢iji se
razvoj, diferencijacija i funkcija nalaze pod kontrolom malih nekodiraju¢ih microRNA molekula,

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

Cilj istrazivanja: 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 S§titnjace, serumskom razinom hormona TSH, FT3 i FT4, anti-

TPO i nadomjesnom terapijom L-T4.

Materijali i metode: Istrazivanjem su obuhvaceni uzorci RNA izolirani iz perifernih T-limfocita
13 kontrolnih ispitanika i 33 ispitanika oboljela od HT-a. Sinteza cODNA provedena je pomocu
komercijalnog kompleta ,,TagMan Advanced microRNA c¢cDNA Synthesis Kit*“. Kvantitativna
analiza ekspresije microRNA provedena je na uredaju QuantStudio5 lancanom reakcijom
polimeraze u stvarnom vremenu (qRT-PCR) upotrebom TagMan Advanced miRNA proba i

pocetnica.

Rezultati: U odnosu na eutiroidne i zdrave ispitanike, T-limfociti hipotiroidnih ispitanika
pokazuju znatno snizenu ekspresiju microRNA hsa-miR-106a-5p. Stovise, snizena ekspresija
hsa-miR-106a-5p korelira s povecanom ekspresijom gena RORC u lijeCenih i nelijeCenih

hipotiroidnih ispitanika.

Zakljuc¢ak: Moguce je da poremeceni ekspresijski obrasci na relaciji hsa-miR-106a-5p/RORC

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

Kljuéne rijeci: Hashimotov tireoiditis, miR-106a, miR-let7, miR-20a, miR-301a
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Summary

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 TagMan 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 TagMan 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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