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1. UvoD

1. UVOD

1.1. STITNJACA

1.1.1. ANATOMIJA STITNJACE

Stitnjaca je neparna endokrina Zlijezda smjestena u prednjem dijelu vrata. U
normalnim okolnostima $titnja¢a na &ovjeku nije vidljiva niti opipljiva. Zlijezda ima oblik
slova H — sastoji se od dva postrani¢na reznja, lobus dexter i lobus sinister, povezanih
suzenjem, isthmus. Lobus pyramidalis, uski izdanak koji izlazi iz istmusa ili jednog od
reznjeva, pricvrséen je vezivnim tkivom na podjezi¢nu kost. Vezivna ovojnica koja obavija
Stitnjacu, capsula fibrosa, stvara vezivne pregrade kojima dijeli tkivo Stitnjae na reZnjeve
(lobuli glandulae thyroideae) te je pricvrSéuje za grkljan i dusnik, a dodatno je ucvr$cuju
vezivni snopovi koji prolaze od istmusa do prstenaste hrskavice, perivaskularno vezivno tkivo
zila koje ulaze u Stitnjacu te pomi¢no, rahlo vezivno tkivo koje je povezuje s okolnim
strukturama. Dvije parne arterije koje opskrbljuju $titnja¢u, arteria thyroidea inferior i arteria
thyroidea superior, koje se granaju u mrezu izmedu vanjske i unutarnje ovojnice te njihovi
ogranci ulaze u tkivo Zlijezde. U 10 % slucajeva do istmusa dolazi neparna arteria thyroidea
ima. Vensku mrezu ¢ine venae thyroideae superiores, venae thyroideae mediae i venae
thyroideae inferiores (1, 2). Stitnjaca je jedan od najbolje vaskulariziranih organa, a endotelne
stanice kapilara su fenestrirane, Sto olakSava prelazenje hormona u cirkulaciju (3). Tanka
vezivna stroma sadrzi 1 opseznu mrezu zivaca i limfnih Zzila koje omogucéuju migraciju i
recirkulaciju imunosnih stanica izmedu Stitnja¢e 1 regionalnih limfnih ¢vorova. Inervacija
StitnjaCe dolazi preko srcanih 1 laringealnih ogranaka vagusnog zivca, a postganglijska vlakna
djeluju na krvne zile i preko njih posredno na Stitnjacu. Zajedno s folikularnim epitelom
Stitnjace, navedene komponente tvore sloZeni stani¢ni ekosustav ¢iji proizvod, hormoni
Stitnjace, djeluju gotovo na sve stanice u tijelu, upravljajuci brojnim aspektima rasta, razvoja,

stani¢ne energetike i dugovjecnosti (1, 4, 5).

1.1.2. HISTOLOGIJA STITNJACE

Stitnjaca je izgradena od folikula, mjehuriéa razli¢ite veli¢ine (50-300 um) oblozenih
specijaliziranim jednoslojnim epitelom. Lumen folikula ispunjen je koloidom, homogenom
Zelatinoznom tvari koja se sastoji od glikoproteina velike molekularne mase, tireoglobulina

(Tg), koji sadrzava hormone Stitnjace (3, 6).
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Folikularne stanice mogu biti plocaste, kubicne ili cilindri¢ne. Oblik stanica folikularnog
epitela odreduje njihova funkcionalna aktivnost. Plocasti i kubicni folikularni epitel
predstavljaju fazu relativnog mirovanja, dok cilindri¢ni epitel predstavlja visoku sintetsku
aktivnost. Glavni regulator aktivnosti Stitnjace je tireostimulin ili tireotropin (TSH) koji se
izlucuje u hipofizi i poti¢e sintezu hormona, a time i porast visine folikularnog epitela,
smanjenje folikula i koli¢ine koloida u njima (2, 3). U razvojnom smislu, folikularni epitel je
produkt regionalne specijalizacije i migracije endoderma primitivne probavne cijevi (6).
Malobrojne parafolikularne stanice ili C stanice nesto su veée od folikularnih stanica. Nalaze
se unutar folikularnog epitela ili su u odvojenim nakupinama izvan njega. Brojna zrnca unutar
stanica sadrze hormon kalcitonin koji sniZzava kalcij u krvi zbog suprimiranja razgradnje kosti,

a izluCuje se porastom koncentracije kalcija u krvi (3).

1.1.3. FUNKCIJA STITNJACE

Glavna je funkcija stitnjace izlu€ivanje hormona tiroksina (T4), trijodtironina (T3) i
kalcitonina. Iako tiroksin (T4) ¢ini 90 % koli¢ine hormona S§titnjace, on se gotovo cijeli u
tkivima pretvara u trijodtironin (T3) koji djeluje brze i snaznije od T4. Hormoni Stitnjace
povecavaju staniénu metabolicku aktivnost, imaju utjecaj na krvozilni sustav, na rast

organizma irazvoj ziv€anog sustava tijekom fetalnog razvoja (3).

Proces stvaranja hormona Stitnjace zapocCinje sintezom tireoglobulina u endoplazmatskom
retikulumu i Golgijevom aparatu te njegovim izlu¢ivanjem u lumen folikula. Folikularne
stanice pomocu natrij-jodnog sunosaca unose jodid iz krvi koji se zatim aktivira oksidacijom.
Oksidacija jodida se dogada pomocu enzima peroksidaze te se prenosi u lumen folikula
ionskim nosa¢em pendrinom. U lumenu slijedi proces koji katalizira enzim peroksidaza —
organifikacija tireoglobulina, odnosno vezanje joda s molekulom tireoglobulina, pri ¢emu
nastali T3 i T4 postaju dio molekule tireoglobulina. Na poticaj TSH izlu¢enog iz hipofize, u
lizosomima se djelovanjem proteaza kidaju peptidne veze izmedu molekula tireoglobulina i
jodiranih ostataka, nakon cega se T3, T4, dijodtirozin (DIT) i monojodtirozin (MIT)
oslobadaju u citoplazmu (3, 7). T3 i T4 se otpustaju u kapilare ¢iji endotel pokriva 25-50 %
povrsine folikula, a MIT 1 DIT uklanjaju jod djelovanjem jodotirozin dehalogenaze te se tako
nastali jod 1 tirozin ponovno iskoriStavaju u folikularnim stanicama za sintezu hormona. U
perifernim tkivima, T4 i T3 ulaze u stanice putem specificnih transportera, nakon cega
ostvaruju glavninu u¢inaka vezanjem na nuklearne TRoa i TR receptore. U najopcenitijem

smislu, sinteza, pohrana i otpustanje T4 i1 T3 u cirkulaciju koordinirani je pothvat koji
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zahtijeva suradnju brojnih specijaliziranih vrsta stanica s razli¢itim ulogama u odrzavanju

tkivne funkcije i integriteta (3, 8, 9).

Posljedicno, cjelovit i detaljan opis stani¢nog krajobraza Stitnjace i dalje je nepotpun, a
StitnjaCa ostaje jedno od rijetkih tkiva za koje jo$ uvijek nedostaje sveobuhvatan atlas
jednostani¢ne rezolucije u zdravlju i bolesti. U drugim tkivima, ovakvi katalozi temeljito su
izmijenili razumijevanje biologije i embriologije tkiva, ali za Stitnjau, precizno mapiranje

kojim bi se nadoknadile manjkavosti postojecih stani¢nih atlasa tek predstoji (10, 11).

1.1.4. STANICNI ATLASI

Referentni stanicni atlasi (Human Cell Atlas, Tabula Sapiens, Tabula Muris) danas
predstavljaju poredbeni standard u seciranju ekosustava oboljelih, upalno promijenjenih i
maligno preobrazenih tkiva. NajceSCe, identitet stanica je definiran genskim izrazajem
karakteristi¢nih biljega, u ¢emu prednjaci sekvenciranje jednostani¢ne RNK (engl. Single-cell
RNA Sequencing — SCRNA-Seq), a slijedi ju jednostani¢na analiza otvorenog kromatina (engl.
Single-cell sequencing Assay for Transposase-Accessible Chromatin — sCATAC-Seq) (12, 13,
14). Naime, unato¢ ¢injenici da vecina stanica ima identi¢an genom, tkiva i tipovi stanica ipak
se medusobno razlikuju po izrazaju specificnih gena §to omoguéava prisutnost velikog opsega
stani¢nih fenotipova u organizmu. Razvoj scRNA-Seq i SCATAC-Seq omoguéio je
odredivanje profila genskog izrazaja 1 genske regulacije svake stanice Sto otkriva heterogenost
stani¢nih populacija te daje znacajniji uvid u ponaSanje stanice (15, 16). Obje tehnike
omogucuju simultanu analizu tisu¢a pojedinacnih stanica na cjelogenomskoj razini
omogucujuci sistematsko otkrivanje i karakterizaciju nepoznatih stanica u slozenim tkivima

(14).
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1.2. SEKVENCIRANJE JEDNOSTANICNE RNK (scRNA-Seq)

Prvotno objavljena 2009. godine, analiza jednostani¢nog transkriptoma (bazirana na
metodi sekvenciranja sljedeée generacije) opisala je karakter stanica od ranih stupnjeva
razvoja, nakon cCega je poceo rasti interes za heterogenost stanica. Metodom scRNA-Seq
mogu se otkriti kompleksne i rijetke populacije stanica, regulatorni medustani¢ni odnosi,
moze se pratiti razvoj razli¢itih stani¢nih linija. Unato¢ ograni¢enjima, tehnologija za analizu
se stalno poboljSava te omogucuje izradu detaljnog atlasa genskog izrazaja svake stanice u
ljudskom organizmu. Ukratko, svaki protokol metode scCRNA-Seq ukljucuje tri glavna koraka:
izolaciju pojedina¢nih stanica (disocijacija uzorka i razvrstavanje u mikrojazice), pripremu
knjiznice (reverzna transkripcija i amplifikacija cijele glasnicke RNK (engl. messenger,
mRNK) ili jednog kraja mRNK i sekvenciranje (25 000 — 5 000 000 sekvenci po stanici) (16 —
18).

1.2.1. TEHNIKE IZOLACIJE STANICA

U upotrebi su mnoge metode izolacije koje omogucavaju analizu velikog broja stanica.
Limitirana dilucija je tehnika koja izolira pojedina¢ne stanice pipetom, no nije efikasna.
Mikromanipulacija je tehnika izolacije kapilarnom pipetom uz pomo¢ mikroskopa za uzorke s
malim brojem stanica (embrionalne stanice, nekultivirani mikroorganizmi), ali je
niskoproto¢na i dugo traje. Sortiranje proto¢nom citometrijom, FACS (engl. Flow-Activated
Cell Sorting), se primjenjuje za izolaciju stanica koje izrazavaju male koli¢ine markera
oznaCavaju¢i ih fluorescentnim monoklonalnim protutijelom koje prepoznaje specificne
markere na povrSini, ali zahtijeva veliki poc¢etni volumen uzorka. Laserska mikrodisekcija,
LCM (engl. Laser Capture Microdissection), je tehnika koja Kkoristi laser voden
kompjutorskim sustavom kako bi se izolirale stanice iz solidnih uzoraka. Mikrofluidika je
tehnika koja koristi malu koli¢inu uzorka, jeftinija je te koristi nanolitarske volumene §to
smanjuje rizik od vanjske kontaminacije. Trenutno najkoriStenija metoda je tehnika
mikrokapljica (engl. microdroplet-based microfluids) koja se temelji na monodisperziji
vodenih kapljica u kontinuiranoj uljnoj fazi (17, 19). Ova metoda je visokoproto¢na te Koristi
manju koli¢inu uzorka. Na ovoj metodi se temelji rad komercijalnih platformi kao $to su
inDrop, Drop-seq, Chromium (10xGenomics), Nadia. Usporedujuéi, primjerice, Chromium
platformu s Drop-seq i inDrop platformama, prednosti Chromium platforme su nesto bolja
kvaliteta jer moZe detektirati viSe gena po stanici, veca osjetljivost, manja tehni¢ka buka, veca

efikasnost, lakSe koriStenje, ali nedostatak ove platforme je veca cijena u odnosu na druge.
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Nakon liziranja stanica kako bi se izdvojila RNK, slijedi reverzna transkripcija RNK u
komplementranu, cDNK koja se zatim amplificira kako bi se pripremila knjiznica sekvenci

(16, 20, 21).

1.2.2. PREPROCESIRANJE PODATAKA

Proizvod scRNA-Seq sadrzi sve sekvencirane komplementarne DNK. Takvi sirovi,
odnosno izvorni podatci moraju pro¢i odredene korake predanalize koji pretvaraju sirove

podatke u lakSe upotrebljivi oblik (15).

Izrada tablice genskog izrazaja

Izrada tablice genskog izrazaja (engl. gene expression matrix) prvi je korak SCRNA-
Seq analize i polaziste za ostale korake u analizi. Tablica genskog izrazaja se sastoji od
stupaca (stanice) i redova (geni), a uneseni brojevi prikazuju broj molekula svakog
detektiranog gena u svakoj stanici (15).

Kontrola kvalitete i isklju¢enje dubleta

S obzirom na to da je tijekom izdvajanja stanica i sekvenciranja mogucéa pojava
stanicne smrti 1 stvaranja grupa (klastera) mrtvih stanica, potrebno je napraviti kontrolu
kvalitete ¢ime se iskljucuju sekvence koje ne pripadaju zivim stanicama ili nemaju znacaj.
Jedan nacin je izraCunati prag minimalnog broja jedinstvenih molekularnih identifikatora,
UMI-a (engl. Unique Molecular Identifiers). Drugi je nain razlikovanje zivih stanica od
oSte¢enih ili mrtvih stanica. Stanice sa prisutnos¢u mitohondrijskih sekvenci (indikator
stanicne smrti) ili niskim ¢cDNK ocitanjem ili brojem UMI-a se filtriraju. Uz to se moze
postaviti prag za minimalni broj stanica u kojima je detektiran odredeni gen, ali se pritom ne

postavlja previsoki prag kako se ne bi iskljucile rijetke vrste stanica.

Pojava dubleta mozZe rezultirati stvaranjem umjetnih klastera. Dubleti se stvaraju kada su dvije
ili viSe stanica uhvacene u jednu kapljicu ili komoru te se moraju pazljivo identificirati kako
se ne bi zamijenile za nove stani¢ne tipove. S obzirom na veliki broj tipova stanica, njihovo
ru¢no uklanjanje predstavlja izazov, stoga se koriste simulirani dubleti (kombinirane stanice
iz razlicitih grupa) te se pronalaze stanice koje imaju njima sli¢ne profile genskog izrazaja. U

tu svrhu se Cesto koriste programi scrublet i DoubletFinder (15, 18, 22).
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Normalizacija podataka

Koli¢ina RNK po stanici moze znac¢ajno varirati ovisno o stadiju stani¢nog ciklusa i
drugim bioloskim faktorima, ¢ak i kod stanica istog tipa. Ako nisu normalizirane, razlike u
ukupnoj koli¢ini UMI-a koje mogu nastati zbog tehnickih faktora (efikasnost reverzne
transkripcije, efikasnost vezanja pocetnice, greske povezane s raspadanjem UMI-a) mogu
utjecati na ostale korake analize. Primjerice, moguce je povezivanje stanica sa slicCnom
koli¢inom UMI-a u klastere umjesto povezivanje stanica sa slicnim genskim izrazajem. Ovaj
korak je bitan 1 za mogu¢nost usporedivanja genskog izrazaja unutar uzorka i1 izmedu uzoraka.
KoriStenje sustava kao $to su SCnorm ili sctransform omogucava normalizaciju podataka bez
prevelike korekcije manje izraZzenih gena, ¢ime se ne utjeCe na vidljivost heterogenosti stanica

(15, 21, 22).

Stabilizacija varijance

Stabilizacija varijance je iskljuCivanje utjecaja jaCine genskog izrazaja na gensku
varijancu. Ovaj korak omogucava fokusiranje na odredene gene na osnovi njihove
relevantnosti, a ne samo na osnovi jacine izrazaja. Jedan nacin stabilizacije je logaritamska
transformacija normaliziranih ocCitanja kojom se smanjuje razlika izmedu gena s visokim i
niskim izrazajem. Takvim pristupom se koriste sustavi Seurat, Pagoda i SCANPY (engl.
Single-Cell Analysis in Python). Drugi pristup je negativna binominalna distribucija koju
koriste sustavi kao §to su ZINB-Wave (engl. Zero-Inflated Negative Binomial-based Wanted
Variation Extraction), scVI (engl. Single-cell Variational Inference), DCA (engl. Deep Count
Autoencoder) (15).

Skriveni slijedovi (batch efekti) i integracija podataka

Analiza vise skupova podataka dobivenih drugacijom tehnologijom, od viSe pacijenata
ili uzoraka, iz razli¢itih eksperimenata i slicno omogucava analizu veéeg broja stanica.
Medutim, to moZe rezultirati razlikama u genskom izraZaju unutar skupa (zbog razlike izmedu
tipova stanica i bioloski relevantnih faktora) ili izmedu skupova (zbog tehnickih razlika).
Razlike se mogu pojaviti zbog varijabilnosti pacijenata, uzoraka, protokola. Takoder, veliki su
izazov prilikom spajanja podataka iz razli¢itih eksperimenata. Alternativna metoda je njihovo
usporedivanje, $to je korisno posebno kada je jedan od skupova podataka jako velik,

primjerice stani¢ni atlas. Jedan od nacina uklanjanja skrivenih slijedova je pretpostavka da svi
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skupovi imaju jednak prosjeCan izrazaj gena svih stanica te uklanjanje svih razlika u
skupovima koriste¢i model regresije. Regresija moze procijeniti povezanost genskog izrazaja i
tehnickih ili bioloskih faktora. Nedostatak ove metode je moguca prevelika korekcija kada
skupovi nisu identi¢ni, primjerice kada su proporcije tipova stanica medu skupovima razlicite.
Metode specifitne za integraciju SCRNA-Seq podataka omogucéavaju ocuvanje razlike u
proporciji tipova stanica medu skupovima tijekom uklanjanja skrivenih slijedova. Koncept
metoda je pronalazenje parova stanica izmedu skupova koje odgovaraju istom tipu ili stanju
stanice. Parovi MNN (engl. Mutual Nearest Neighbours — najblizi susjedi) su stanice iz

.....

smatra da su posljedica skrivenih slijedova te se one ispravljaju (15, 22).

1.2.3. REDUKCIJA DIMENZIONALNOSTI

Metoda scCRNA-Seq pruza informacije o svim genima, $to je jako bitno za nova
saznanja u biologiji. Medutim, simultana analiza tisu¢a gena predstavlja izazove u statistickoj
obradi. Kada se usporeduju stanice u visoko dimenzionalnom prostoru genskog izrazaja,
udaljenosti izmedu stanica postaju homogenije, Sto otezava odvajanje razlika izmedu
populacija od varijabilnosti unutar populacije (18). Dva su glavna pristupa rjesavanju ovog
problema. Redukcija dimenzionalnosti je sumiranje velikog broja varijabli, ali zadrzavanje $to
viSe podataka. Dimenzionalnost skupa podataka je broj gena mjerenih za svaku stanicu. Broj
zadrzanih komponenti za daljnju analizu ¢e ovisiti o kompleksnosti skupa podataka.
Reducirane dimenzije se obi¢no nazivaju ugnjezdenja (engl. embedding). Ovaj korak nije
nuzan za tijek analize, ali je od pomoc¢i zbog ubrzanja analize. Neki od modela reduckije
dimenzionalnosti su linearna redukcija dimenzionalnosti (engl. Principal Component Analysis
— PCA), nelinearna redukcija dimenzionalnosti (engl. Locally Linear Embedding — LLE,
Diffusion maps — Dmaps, Factorial Single-cell Latent Variable Model — fcLVM, Single-cell
Variational Inference — scVI) i inflacija nule (engl. zero inflation; takvi modeli su MAGIC
(engl. Marker Genes Identification), KNN (engl. k-nearest neighbour), CIDR (engl.
Clustering through Imputation and Dimensionality Reduction), sclmpute) (15, 22). Izbor
obiljezja (engl. feature selection) identificira gene s najjac¢im bioloskim signalom u odnosu na
tehnicku buku. Analiza se ograniava na gene koji nose najvise relevantnih informacija ¢ime
se smanjuje efekt dimenzionalnosti, smanjuje se buka i pojednostavljuje se metoda. Najcesce
koriStena metoda je uzimanje visoko varijabilnih gena. Ograni¢enje mnogih metoda za
selekciju je to da promatraju opcu varijabilnost u cijelom skupu podataka, Sto moze dovesti do

toga da se ne detektiraju rijetki stani¢ni tipovi jer takve stanice imaju samo mali doprinos

7
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ukupnoj varijabilnosti. Metode za postupanje s visoko dimenzioniranim podatcima se

medusobno ne iskljucuju te se cesto provodi vise metoda (22).

1.2.4. GRUPIRANJE

Klasteriranje stanica (engl. clustering) podrazumijeva identifikaciju i grupiranje
stanica iz heterogenog skupa podataka prema sli¢nostima u obrascima genskog izrazaja.
Klasteri obi¢no odgovaraju razli¢itim tipovima stanica u skupu podataka. Pojedine od ovih
grupa mogu predstavljati tipove stanica, a ostale se mogu gledati kao prijelazna stanja stanice,
primjerice faze stanicnog ciklusa (15, 22). Svaki klaster obi¢no izraZzava set gena koji nisu
izrazeni u stanicama drugih klastera. K-means je jedna od koristenijih metoda klastriranja
stanica koja dodjeljuje stanice najblizem klasteru. S obzirom na to da je potrebno predodrediti
broj klastera, mogucée je odredivanje veceg broja klastera od pretpostavljenog, a potom
dijeljenje vecih klastera ili spajanje susjednih (15, 19). Hijerarhijski na¢in grupiranja (CIDR,
BackSPIN) je potreban za vece skupove podataka ( > 100 000 stanica) s puno razli¢itih tipova
stanica. Ovaj nac¢in obuhvaca inicijalnu identifikaciju definiranih tipova stanica koji se potom
dijele u podgrupe. k-means i hijerarhijska metoda klasteriranja su spore za vece koli¢ine
podataka i ograniCeni su tipovi klastera koji se mogu detektirati. Seurat, PAGODA (engl.
Pathway And Gene set Overdispersion Analysis), SCANPY i CellRanger Kklasteriraju
algoritmima koji se temelje na grafovima, Sto je brza metoda i stvara bioloski relevantne
klastere. Graf se izraduje povezivanjem svake stanice s njezinim najblizim susjedom. Takve
metode kao Sto su Leiden ili Louvain funkcioniraju dobro i poprilicno brzo. Drugi nacini
klasteriranja uklju¢uju SC3Consensus Clustering koji koristi konsenzus vise metoda
klasteriranja, Sto povecava to¢nost, a koristi se kod vrlo heterogenih stani¢nih populacija koje

je tesko interpretirati, primjerice kod stanica karcinoma (15).

1.2.5. VIZUALIZACIJA

Vizualizacija je izrada 2D ili 3D skice rasprSivanja stanica (engl. scatterplot), a
najpoznatiji modeli vizualizacije su t-SNE (engl. t-Stohastic Neighbour Embedding) te UMAP
(engl. Uniform Manifold Approximation and Projection). UMAP prikazuje topologiju
podataka koriste¢i veze izmedu najblizih susjeda (stanica iz razlicitih skupina koje imaju
najsli¢niji genski izrazaj) te odabire podatke umanjene dimenzionalnosti koji odrZavaju
globalnu strukturu. t-SNE stvara 2D vizualizacije koje odrzavaju separaciju stani¢nih tipova,

ali ne odrzava globalnu strukturu (15, 22).
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1.2.6. ANOTACIJA STANICA

Standardni protokol identifikacije stani¢nih tipova je pronalazenje gena koji su
svojstveni za svaki klaster i uo¢avanje podudarnosti s listom kanonickih markera za tipove
stanica. U Seurat i Pagoda protokolima najéesce se koristi Wilcoxonov test. S obzirom na to
da ru¢no proucavanje liste gena markera oduzima puno vremena te je podlozno
subjektivnosti, razvijeni su automatizirani nacini anotacije stanica. Jedan od nacina
identifikacije je koriStenje javno dostupnih lista gena markera specificnih za odredeni tip
stanice koje mogu biti izvedene iz podataka prijasnjih SCRNA-Seq analiza ili izradene ru¢no
(engl. Single-cell Cluster-based Annotation Toolkit for Cellular Heterogeneity — scCATCH,
Single-Cell Score Annotation — SCSA, Semi-supervised Category Identification and
Assignment — SCINA, Cell Assign). Bolji je na¢in usporedivanje genskog izrazaja s poznatim
referentnim anotiranim podatcima scCRNA-Seq analiza. Usporeduju se ili pojedinacne stanice
(scmap, SingleR, scMatch) ili klasteri (Cluster Identity Predictor — CIPR, ClustifyR).
Anotacija nadziranom Kklasifikacijom koristi metode strojnog ucenja za uvjezbavanje
identifikatora na referentnim scRNA-Seq podatcima te se zatim Koristi na neidentificiranim
tipovima stanica (engl. Classification of Single Cells by Transfer Learning — CaSTLe, Label
Ambiguous Domain Adaptation — LAmMbDA, Multi-resolution Transcriptomic Analysis —
Moana, superCT) — takve automatizirane metode su pogodne, ali zahtijevaju postojece
referentne sSCRNA-Seq skupove podataka tako da je ru¢na anotacija potrebna za nove tipove
stanica. Takoder, uz referentne skupove podataka, ru¢na provjera gena markera je nuzna za

validaciju tipova stanica (15, 23).

1.2.7. PRIMJENA scRNA-Seq

Primjena metode ScRNA-Seq je revolucionalizirala biomedicinska istrazivanja
analizom transkriptoma pojedinacnih stanica iz razli¢itih uzoraka tkiva i sve ¢es¢e se koristi u

raznim podruc¢jima medicine:

e proucavanje heterogenosti stanica tumora (tumorske, vaskularne, imunosne stanice,
fibroblasti), pronalazak boljih dijagnostickih i1 prognosti¢kih biomarkera za tumore,

uc¢inkovitije antitumorske terapije, smanjenje otpornosti na lijekove)

e istrazivanje genskih izrazaja koji su pozadina razvoja organa i razli¢itih putova

diferencijacije stanica

e proucavanje patogenih procesa
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e stvaranje atlasa humanih stanica (engl. Human Cell Atlas) koji bi zabiljezio 35
trilijuna stanica ljudskog organizma, postojece tipove stanica te identificirao nove
stani¢ne tipove, medustani¢ne reakcije, obrasce genskog izrazaja i posljedicne razlike

u razvoju i diferencijaciji stanica, molekularne mehanizme (16, 21)

Na tragu posljednjeg, u ovom istrazivanju napravit ¢e se cenzus stani¢nih (sub)populacija u
ljudskom tkivu Stitnjace na jednostani¢noj rezoluciji koriste¢i javno dostupne sirove scCRNA -

Seq podatke tkivnih uzoraka benigne histologije.
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2. HIPOTEZA
Tkivo stitnjate slozeni je stanicni

vaskularnom i imunosnom komponentom.

ekosustav

S

epitelnom, mezenhimskom,
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je anotacija i cenzus stani¢nih subpopulacija ljudskog tkiva Stitnjace

na jednostani¢noj rezoluciji uporabom scRNA-Seq.
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Za ovo istrazivanje koriSteni su cjelogenomski scRNA-Seq podatci (ekspresijske
matrice, brojevi ocitanja) pet neovisnih uzoraka ljudskog tkiva Stitnjace benigne histologije
[GSE134355: GSM4008659+GSM4008660 (Drop-Seq, Illumina HiSeqXTen); GSE158291:
GSM4796530 (3 donora, BD Rhapsody Single-Cell Analysis System, Illumina NovaSeq
6000)] preuzeti iz Gene Expression Omnibus (GEO) repozitorija. Anonimizirani podatci su
javno dostupni, a procesni detalji su ranije publicirani (24, 25). Svi koriSteni podatci pripadaju
javnoj domeni. Za istrazivanje je pribavljena suglasnost Etickog povjerenstva Medicinskog

fakulteta u Osijeku (br. 2158-61-46-22-91, 30. 04. 2022.).

Obrada podataka

Nakon iskljucenja dubleta [DoubletFinder, (26)] i analize stani¢ne kontaminacije
[celda/deconX, (27)], za daljnju obradu koriSten je Seurat v4.0.2 (28). Za filtriranje stanica
koriSten je slijede¢i kriterij: 200 < nFeature RNA < 3000 (GSE134355), 800 <
nFeature_ RNA < 5000, 2000 < nCount_RNA < 20 000 (GSE158291). Uklonjenje su sve
stanice s vise od 20 % mitohondrijskih gena. Nakon normalizacije ekspresije i stabilizacije
varijance regulariziranom negativnom binomnom regresijom [SCTransform funkcija, (28)],
izdvojeno je vodecih 2000 varijabilnih gena (FindVariableFeatures funkcija) i provedena je
integracija pojedina¢nih scRNA-Seq setova uporabom FindIntegrationAnchors (dims = 1:50)
— IntegrateData funkcije (29). Nakon analize glavnih komponenti, grupiranje stanica
provedeno je uporabom FindAllClusters funkcije [graf k-najblizih susjeda, Louvain algoritam,
(30)], a vizualizacija primjenom nelinearne redukcije dimenzionalnosti [Uniform Manifold
Approximation and Projection, rezolucija 0,8-1,2, prvih 20 glavnih komponenti, (31)].
Analiza razlikovno izrazenih gena u pojedinim stani¢énim subpopulacijama provedena je
Wilcoxonovim testom (FindConservedMarkers funkcija, > 25 % stanica, omjer izrazZaja |
log2FC/fold change | > 0,25, Bonferroni P < 0,05). Produkt ove analize, lista stani¢nih biljega
za svaku subpopulaciju, upotrijebljena je za ru¢nu i asistiranu anotaciju uz pomo¢ Cluster
Identity Predictor algoritma (32) i Azimuth 0.4.6 aplikacije [azimuth.hubmapconsortium.org,
23-08-2022, 10x Genomics, v3 PBMC10k, 1.3 anotacija, The Human BioMolecular Atlas
Program (13), National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, SAD]. Za analizu faza
stani¢nog ciklusa (CellCycleScoring funkcija) koriStena je lista biljega iz rada Tirosh 1 sur.
(33). Za analizu biljega disocijacijskog stresa (AddModuleScore funkcija) koristeni su genski

potpisi iz rada van der Brink i sur. (34). Biljezi procesiranja i prezentacije antigena preuzeti su
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iz Chen i sur. (35)., a lista biljega epitelno-mezenhimske tranzicije preuzeta je iz Cook i sur.
(36). Biljezi endotelnih stanica preuzeti su iz (37-39). Analiza bioloskih putova koji su
zastupljeni u listi stani¢nih biljega napravljena je uporabom H (Hallmark) i C2 seta [Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG, (40)] MSigDB zbirke v7.4 [The Molecular
Signatures Database (41), University of California San Diego / Broad Institute, Cambridge,
Massachusetts, SAD]. Prag znacajnosti definiran je kao FDR (false discovery rate) < 0,05, i to

za genske skupove s minimalno 10 gena (Gene Set Enrichment algoritam).

Za genska imena koristeni su HGNC (The HUGO Gene Nomenclature Committee) simboli.

StatistiCke metode

Deskriptivna analiza slijedi uobiCajena pravila prikaza podataka. Prosjec¢ni izrazaj
odgovara aritmetickoj sredini. Analiticki pristup scRNA-Seq podatcima slijedi preporuc¢ena
pravila (17, 27). Ako nije drugacije naznaleno, preprocesiranje, anotacija i vizualizacija
rezultata (ComplexHeatmap v2.6.2, dittoSeq v1.6.0) provedeni su u R4.0.3 programu (The R

Project for Statistical Computing, www.r-project.org).
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Deskriptivna analiza

Reanalizirani su scRNA-Seq podatci iz eksplantiranih stitnjaca. Svi su donori (n = 5)
zenskog spola, u dobi 29-61 g. Nakon kontrole kvalitete, za kona¢nu analizu zadrzano je 25
740 gena i 18 713 stanica. Na temelju ekspresije linijskih biljega, stanice su razvrstane u 29
subpopulacija (Slika 1) iz Sest glavnih razreda (stanice u diobi, mezenhimske, epitelne,
limfoidne, endotelne 1 mijeloidne stanice; Slika 2, Slika 3). Kanonicki biljezi glavnih
staninih vrsta su prikazani na Slici 3. Proliferiraju¢e stanice (Slika 4) dijelom zrcale
ekspresiju limfoidnih biljega i vjerojatno ve¢im dijelom sadrze limfaticke stanice u diobi
(Slika 5). Jedna skupina stanica (vjerojatno epitelnog podrijetla; Slika 1, Slika 5) iskljucena je
iz daljnjeg razmatranja zbog masivnog izraZaja ribosomalnih gena i biljega stani¢nog stresa.
Na Slici 6 prikazano je uces¢e pojedinih uzoraka u stanicnim linijama, kao 1 broj zadrzanih
stanica iz svakog uzorka: endotelna 1 epitelna grupa napucene su stanicama iz sva tri
eksperimenta; mezenhimske, limfoidne i mijeloidne stanice uglavnom pripadaju GSE158251 i
AT2.GSE134355 uzorku.
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Slika 1. Stani¢ne subpopulacije, UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection)
reprezentacija. C(E)M centralni (efektorski) memorijski, TFC folikularne stanice Stitnjace
(thyroid follicular cells), ¢cDC konvencionalne dendriticke stanice, pDC plazmocitoidne
dendriticke stanice, Bmem memorijske B stanice, SMC glatke miSi¢ne stanice (Smooth muscle

cells).
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Slika 2. Razdioba populacija u glavnim stani¢nim razredima. UMAP = Uniform Manifold

Approximation and Projection.

C(E)M centralni (efektorski) memorijski, TFC folikularne stanice stitnjace (thyroid follicular
cells), cDC konvencionalne dendriticke stanice, pDC plazmocitoidne dendriticke stanice,

Bmem memorijske B stanice, SMC glatke misi¢ne stanice (smooth muscle cells).
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Slika 3. Izrazaj kanoniCkih stani¢nih biljega (normalizirane vrijednosti) u populacijama.
ACTA2 (mezenhimske stanice), PLVAP (endotelne stanice), CD3D (T stanice), XBP1
(plazma stanice), PTPRC (imunosne stanice), CD22 (B stanice), EPCAM, TG, TFF3 (epitelne
stanice), LYZ, IL1B (monociti-makrofagi), HMGB2 (proliferirajuce stanice). Za sve slike,
rjiecnik genskih simbola dostupan je na www.genecards.org (GeneCards: The Human Gene
Database, v 5.11, 21-06-2022, Weizmann Institute of Sciences, Rehovot, lIzrael). UMAP =

Uniform Manifold Approximation and Projection.
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Slika 4. Prikaz stanica u S i G2M fazi stani¢nog ciklusa. Za analizu faza stani¢nog ciklusa
koriStena je lista biljega iz rada Tirosh i sur. (33). UMAP = Uniform Manifold Approximation

and Projection.
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Slika 5. Izrazaj linijski specifi¢nih biljega (A) i 10 vodecih razlikovnih biljega (B) u glavnim

stani¢nim razredima.
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Slika 6. U¢esce pojedinih uzoraka u stani¢nim populacijama. Legenda odgovara Slici 1 i 2.

UMAP = Uniform Manifold Approximation and Projection.

Tocan broj stanica u svakoj subpopulaciji prikazan je u Tablici 1. Daljnjom ras¢lambom

prvobitnih 29 stani¢nih subpopulacija (Slika 1) identificirali smo 8200 razlikovno izrazenih

gena (6294 jedinstvena gena, Tablica 1, cjelovit popis dostupan je na razuman zahtjev).

Najveca raznolikost zabiljezena je medu epitelnim, mijeloidnim i limfoidnim stanicama.

Tablica 1. Broj (N) i udio (%) pojedinih stani¢nih populacija u integriranom skupu

Stani¢na linija Vrsta stanica N % DEG (N)
Mezenhim Periciti 2294 12.26 935
Fibroblasti 277 1.48 113
sSMC 219 1.17 248
Endotel Endotelne stanice EC1 1635 8.74 563
Endotelne stanice EC2 134 0.71 671
Limfoidna CD4TCM_1.1 1255 6.71 76
CD4TCM_1.2 928 4,96 13
CD4TCM_1.3 569 3.04 17
CD8 TEM 587 3.14 108
B1 1092 5.83 419
B2 816 4.36 1122
B3 767 4.1 386
Bmem stanice 139 0.74 864
Plazmociti 520 2.78 50
Mijeloidna cDC1 49 0.26 412
cDC2 174 0.93 157
cDC3 343 1.83 151
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Stani¢na linija Vrsta stanica N % DEG (N)

Mijeloidna pDC 249 1.33 45
CD14 makrofagi M1 203 1.08 230

CD14 makrofagi M2 133 0.71 157

Epitel TFC1 918 4.9 36
TFC2 913 4.88 74

TFC3 854 4.56 53
TFC4 849 4.53 12
TFC5 741 3.96 43
TFC6 711 3.8 63

TFC7 617 3.3 24

Ostalo Proliferirajuce stanice 565 3.02 1166
Stresirane stanice 162 0.86 77

Razlikovno izrazeni geni (Wilcoxon test, DEG/differentially expressed genes), SMC —
vaskularne glatke miSi¢ne stanice (smooth muscle cells), TCM centralno-memorijske T
stanice, TEM efektorsko-memorijske stanice T stanice, Bmem memorijske B stanice, cDC
konvencionalne dendriticke stanice, pDC plazmocitoidne dendriti¢ke stanice, TFC folikularne

stanice Stitnjace (thyroid follicular cells)

U nastavku, poblize su opisane pojedine subpopulacije i njihova glavna transkripcijska

obiljezja.

Mijeloidna loza
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Slika 7. Tockasti dijagram ekspresije razlikovnih biljega u pojedinim subpopulacijama
mijeloidnih stanica. Intenzitet boje 1 veli¢ina kruga proporcionalni su razini ekspresije
(Prosje¢ni izrazaj) i postotnom udjelu stanica (% stanica). Nazivi stanica dostupni su u
legendi Slike 2.
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Stanice mijeloidne loze grupirane su u 6 populacija (Slika 7): dvije skupine CD14*
makrofaga, jednu grupu plazmocitoidnih dendritickih stanica (pDC, IL3RAY, IRF4",
LILRB4™) i tri subpopulacije tipi¢nih konvencionalnih dendriti¢kih stanica (Slika 8): cDC1
(XCR1", CLEC9AY), cDC2 (LAMP3Y) i cDC3 (CD1C*, VEGFAY). cDC3 populacija nosi
biljege migriraju¢in (42) cDC stanica (CLEC10A / CD301b) i obiljezena je snaznim
izrazajem fibrogenih citokina (CXCL2, CCL3, CCL4, IL1B) i molekula ukljucenih u
pregradnju ekstracelularnog matriksa (TIMP1, MMP9). cDC2 populacija posjeduje biljege
aktiviranih stanica (CCR7, FSCN1). cDC1 populacija odlikuje se vrsnim kapacitetom
procesiranja i prezentacije antigena, a slijedi ju cDC3 populacija s CD14* M1 makrofagima i
B stanicama (Slika 9).
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Slika 8. Tockasti dijagram ekspresije razlikovnih biljega u pojedinim subpopulacijama
dendritickih stanica (DC). Intenzitet boje i1 veli¢ina kruga proporcionalni su razini ekspresije

Prosjecni izrazaj) 1 postotnom udjelu stanica (% stanica). Nazivi stanica dostupni su u
) 3 p g p

legendi Slike 2.
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Endotelne stanice EC2

UMAP_2
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Slika 9. Modul procesiranja i prezentacije antigena. Izdvojene su dendriticke stanice (DC),
makrofagi (M), B stanice (B) i endotelne stanice (EC). Intenzitet sive skale razmjeran je
intenzitetu izrazaja. Nazivi stanica dostupni su u legendi Slike 2. Biljezi procesiranja i
prezentacije antigena preuzeti su iz Chen i sur. (35). UMAP = Uniform Manifold

Approximation and Projection

CD14 makrofagi su podijeljeni u 2 kanonicke subpopulacije: brojniju M2 (TREM2*, C1QB",
APOE®) i manju M1 (IL1B*, FCN1*, S100A8*) grupu. M2 populacija obiljezena je
ekspresijom triju transkripcijskih ¢imbenika s poznatom ulogom u alternativnoj polarizaciji
makrofaga (KLF4, KLF 10 i NR4A2). U citokinskom panelu M2 stanica dominira ekspresija
IL18, proupalnog kemoatraktanta s ulogom u citokinskoj oluji i angiogenezi. Unutar M2
skupine prevladava ekspresija gena povezanih s fagocitozom (43) apoptotskih stanica
(FCGR2B, FGL2, MRC1, CD163, TREMZ2, FTL, FTH1, ITGAM, NCKAP1L), prometom
lipida (APOE, APOC1, NPC, GM2A, GLA), pregradnjom izvanstani¢cnog matriksa (SPP1,
MMP9, PLAU, FPR3, CTSL) i fibrogenezom (SERPINA1, HMOX1, IL1B, CCL3, CCL2,
SKIL CXCL2, CXCL8, PLAU, MMP9). Nasuprot M2 stanicama, ekspresija amfiregulina
(AREGQ) i epiregulina (EREG) je razlikovno obiljezje M1 stanica. AREG i EREG su ¢lanovi
EGF (engl. epidermal growth factor) obitelji molekula s vaznom ulogom u tkivnoj
homeostazi, regeneraciji epitelnih stanica i obnovi vaskularne barijere nakon ozljede tkiva
(44). U istoj skupini, izrazaj monocitnih biljega (VCAN, CD300E, AQP9) ukazuje na
prisustvo monocita u razli¢itim diferencijacijskim fazama, u prilog kontinuiranom

sazrijevanju makrofaga u tkivu.
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Slika 10. Razlikovni izrazaj gena u M1 i M2 populaciji makrofaga

(Bland-Altman

reprezentacija). Linije omeduju abs (FC, omjer izrazaja (fold change)) > 1,5 i korigirani P <

0,05 (Benjamini-Hochberg, Wilcoxon test).

T stanice

U populaciji T stanica (Slika 1, Slika 11), dominira razdioba u centralno-memorijski (Tcwm) i

efektorsko-memorijski fenotip (Tem).

CD8 TEM
CD4TCM_1.1 ez

CD4 TCM_

CD4TCM_1.1

el L]

CD4 TEM_1.3 e CD4TOM 12
CD4 TCM_1.3
CD8 TEM

UMAP_1

UMAP_2

Slika 11. UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) T stani¢nih populacija.

TCM centralno-memorijske T stanice, TEM efektorsko-memorijske stanice T stanice.

Tem stanice pretezito su CD8A' i CD8B*, RUNX3", s dominantnom ekspresijom
citotoksi¢nih molekula poput GZMK, GZMA, NKG7, PRF1 i GNLY. Uz efektorske citokine
(IL32, CCL5, IFNG, XCL1 i XCL2), izrazena je ekspresija inhibicijskih biljega (45) i biljega
disfunkcionalnih, iscrpljenih (Tex) stanica u anergiji (TOX2, ICOS, TIGIT, CTLA4). U
cjelini, prevladava potpis GZMK*Tem i terminalnih GZMK*Tex stanica (46). U istoj Tewm
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skupini nalazi se i dio prirodnoubilackih [KLRD1", P = 3,7 x 10"%) i y5 T stanica (TRGC2",
P =7,7 x 10"%!, Wilcoxon test, Slika 12, (47)].
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Slika 12. UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) reprezentacija ekspresije
CD3D, CD4, CD8A 1 TRGC2 gena u stanicnim subpopulacijama. Uz ekspresiju CD4 u T
stanicama, vidljiva je i konstitutivna ekspresija CD4 u dijelu makrofaga.

Tcm stanice pretezito su CD4* i tvore tri subpopulacije, Tcm1-3 (Slika 13).
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Slika 13. Tockasti dijagram ekspresije razlikovnih biljega u pojedinim subpopulacijama
CDA4+ centralno-memorijskih T (TCM) stanica. Intenzitet boje i veli¢ina kruga proporcionalni

su razini ekspresije (Prosjecni izrazaj) i postotnom udjelu stanica (% stanica).

Tceml | Tem2 stanice vodedi su izvor su limfotoksina (LTB), a Tcm3 stanice proizvode
interferon-y (IFNG). U prilog kroni¢noj stimulaciji, Tcml subpopulacija (CD3E", IL7R",
TCF7*, CD69", CD27*, CD28") obiljezena je robustnom ekspresijom inhibicijskih biljega
(TOX2, NR4A2, TIGIT, i CTLAA4, Slika 14) i biljega disfunkcionalnih stanica (CD200).
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Slika 14. UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) reprezentacija ekspresije

biljega disfunkcionalnih, iscrpljenih T stanica.

Tcm2 stanice su heterogena populacija, s obiljezjima efektorskog (CXCR4*, LTB™, PFN1") i
naivnog (Tn, IL7RTn) / memorijskog (SELL") programa (48). U manjem broju stanica ( < 20
%), prisutni su medijatori funkcijskog iscrpljenja (TOX2, TIGIT, PDCD1).

B stanice

® B1
® B2
B3
Proliferirajuce stanice
® Plazmociti
® Bmem stanice

Prollfenrajuce stanice

UMAP_1 - g

Slika 15. UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) reprezentacija B

UMAP_2

stani¢nih populacija.

U ovoj populaciji zastupljene su sve stanice iz glavnih faza sazrijevanja B limfocita (Slika 15,
Slika 16): aktivirane B stanice, stanice svijetle (light zone) i tamne (dark) zone germinativnih

centara (GC), memorijske B stanice, plazmociti 1 proliferiraju¢e stanice. Profil stanica
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upucuje na imunoloski aktivno limfaticko tkivo, odgovarajuéi ranije opisanom fenomenu

limfoidne neoorganogeneze u §titnjaci.
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Slika 16. Tockasti dijagram ekspresije razlikovnih biljega u pojedinim subpopulacijama B
stanica. Intenzitet boje 1 veliCina kruga proporcionalni su razini ekspresije (Prosjecni izrazaj) 1

postotnom udjelu stanica (% stanica).

B stanice razdijeljene su u 3 populacije intermedijarnih lambda B stanica (MS4A1*, CD79A",
B1-3), jednu memorijsku populaciju i jednu plazmocitnu populaciju (PRDM1*, XBP1*,
SSR4*, MZB1*, JCHAINY, Slika 16). U B1 i B2 populaciji prevladavaju aktivirane B stanice i
B stanice ZariSta klijanja. B3 populaciju ¢ine uglavnom aktivirane memorijske AICDA* B
stanice. U skupini proliferiraju¢ih stanica, (HMGB2, TUBAI1B), ekspresija AICDA 1 BCL6

znak je prisustva mitotski aktivnih B stanica podrijetla GC.

Epitelne stanice

Slika 17. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)

reprezentacija epitelnih subpopulacija.

Epitelne (folikularne) stanice Stitnjace razdijeljene su u 7 skupina s brojnim hibridnim i
tranzicijskim obiljeZjima koja viSe upucuju na kontinuitet stani¢nih stanja nego na zasebne

populacije (Slika 17, Slika 18).
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TFC2 i TFC3 skupina (Slika 18) uklju¢uju terminalno diferencirane, EPCAM*, KRT7",
KRT8*, KRT18", CDH1" stanice. TFC2 / 3 stanice su obiljezene prominentnom ekspresijom
apikalnih anionskih transportera ukljuenih u luminalni efluks joda (SLC26A7, SLC26A4 /
pendrin) i gena ukljuéenih u proizvodnju i metabolizam hormona stitnja¢e (IYD, TG, DIO2,
PAX8, CTSB, TPO). Metabolizam glutationa (GSTP1, MGST1, GPX3) i detoksifikacija
(PRDX1, MT1G, MTI1E, MT1X, PRDXS5, GPX3) ocekivano prate oksidativni stres tijekom

sinteze tiroksina, biokemijskog procesa koji u osnovi pociva na seriji redoks-reakcija.
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Slika 18. Tockasti dijagram ekspresije razlikovnih biljega u pojedinim subpopulacijama
folikularnih epitelnih stanica (TFC). Intenzitet boje i veli¢ina kruga proporcionalni su razini
ekspresije (Prosjecni izrazaj) 1 postotnom udjelu stanica (% stanica). Redoslijed populacija na

ordinati prilagoden je broju biljega u stanicama.

Za razliku od TSHR*, VEGFA®, PAX8*, ID4" TFC2 stanica, u TFC3 skupini prevladava
TSHR", CTGF*, KLF5* fenotip s ekspresijom biljega mezenhimske tranzicije (Slika 19).
PAXS8 je jedan od cetiri transkripcijska ¢imbenika s poznatom ulogom u morfogenezi i
homeostazi TFC. Zajedno s NKX2-1, FOXE1 i HOXAS3, PAX8 je biljeg progenitorskih
stanica S$titnjae u kojima regulira folikulogenezu, poglavito koordinacijom izrazaja
adhezijskih 1 spojni€¢kih molekula (49). KLF5 je transkripcijski cimbenik 1 biljeg
endodermalnih mati¢nih stanica podrijetla probavne cijevi (50) s ulogom u angioinvazivnom

potencijalu papilarnog karcinoma Stitnjace (Slika 20).
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Slika 19. UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) reprezentacija ekspresije
biljega mezenhimske tranzicije. Lista biljega epitelno-mezenhimske tranzicije preuzeta je iz
Cook i sur. (36).
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Slika 20. Violinske mape izrazaja NTRK2 (tirozin-kinaza neurotrofnog receptora 2) u

folikularnim epitelnim stanicama Stitnjace (TFC) 1 njihovim subpopulacijama.

TFC5 stanice dijele obiljezja TFC2 i TFC3 skupine, vjerojatno kao tranzicijski fenotip.
Posjeduju tipi¢ne epitelne biljege (EPCAM*, KRT7*, KRT8", KRT18*, CDH1") i hibridni
TSHR*, VEGFA*, PAX8*, TFF3", ID4*, CTGF" profil. Kao i TCF5 stanice, TCF6 i TCF7
stanice odlikuju se nizom prijelaznih obiljezja. Ekspresija NTRK2 (Neurotrophic Receptor
Tyrosine Kinase 2) je vodece razlikovno obiljezje TCF5 i TCF6 stanica (Slika 20, Slika 21),
NTRK2 (51) je kolesterol-senzitivni membranski receptor za BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) i NTF3/4 (neurotrofin-3/4). NTRK2 protein doista je prisutan u tkivu
Stitnjace (The Human Protein Atlas, v21.1, 31-05-2022, www.proteinatlas.org), ali njegova

uloga u folikularnom epitelu nije do sada istrazena.

Osobitost TFC1 stanica je ekspresija razlicitin meta FOXEL, transkripcijskog cimbenika s
ulogom u folikulogenezi (52). Medu njima, dominira metabolizam glutationa (GPXS3,

MGST1, GSTP1) i ekspresija razli¢itih podjedinica mitohondrijskih ATP sintaza s ulogom u
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oksidativnoj fosforilaciji (P = 1,5 x 101, Hallmark). TFC1 stanice lisene su svih molekula iz
puta sinteze tiroksina. Od transkripcijskih ¢imbenika zastupljeni su ID2, ID3 i SOX4 (Slika
21). SOX4 je udruzen s invazijom, G1/S s progresijom i inhibicijom apoptoze (53) u

epitelnim stanicama papilarnog karcinoma stitnjace (Slika 18).
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Slika 21. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)
reprezentacija ekspresije razlikovnih biljega epitelnih subpopulacija. Kolorirane vrpce

kodiraju intenzitet izrazaja.

Mezenhimske stanice

Mezenhimske stanice grupirane su u dvije populacije: grupu stromalnih stanica i jedan oblak

vaskularnih glatkih misi¢nih stanica (Slika 22).

Stromalne stanice (TAGLN*, BGN*, FBN1", VIM®*, COL") su dalje podijeljene u 2 podgrupe

stanica, pericite i fibroblaste.

Periciti [RGS5, NOTCH3, HIGD1B, COX412, (54)] se odlikuju vrlo bogatim popisom
razlikovnih gena (876 prijepisa) koji predvode biljezi miofibroblasta (ACTA2, POSTN).
Osobito je prominentna ekspresija NOTCH3 (Slika 23), receptora koji kodira pozicijski
identitet perivaskularnih fibroblasta i regulira njihov upalni odgovor. U kolagenskom profilu,
dominiraju COL4Al i COL18A1, dva kolagena bazalne membrane epitelnih i endotelnih
stanica, uz pratnju brojnih laminina (LAMAA4/B1/B2/C1). U tre¢ini pericita (38 %) nalazimo

izraza) LOXL2, lizil-oksidaze s ulogom u kapilarnoj tubulogenezi, koja u medustani¢cnom
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prostoru katalizira umrezavanje kolagena i elastina (55). Komponente Hippo signalnog puta
(56) su takoder snazno zastupljene (YAP1l, TEAD1/3, BMP2, BMPR2). Medu drugim
bioloskim procesima, bogato su zastupljene komponente autofagije (57), a u metabolickom
smislu, dominira oksidativna fosforilacija i metabolizam lipida (LPL, ANGPTL4, CD36,
FABP4, PPARG, KLF9, PLSCR1).

U skupini fibroblasta (DCN*, LUM®, FBLN*, PDGFA", P116" stanice), prisutna je robustna
ekspresija proupalnih i fibrogenih citokina (IL6, CCL2, CXCL2, CXCL12, CXCL14),
komponenti komplementa (C1S/Q, C3, C7, Slika 22) i mreze elasti¢nih vlakana (FBN1,
FBLNS5, LTBP4).
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Slika 22. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)
reprezentacija izrazaja razlikovnih biljega mezenhimskih stanica. SMC glatke miSi¢ne stanice

(smooth muscle cells).

Glatke miSi¢ne stanice

Vaskularne glatke misi¢cne stanice (Slika 23) obiljezene su izrazitom ekspresijom
kontraktilnih elemenata (MYH11", ACTA2", TAGLN", CNN1*, VCL"). U ostalim detaljima,
prevladavaju strukturne i komunikacijske molekule mezenhimske linije, komponente
ekstracelularnog matriksa (58), ekspresija mehanosenzitivnih transduktora (YAP1) i
ekspresija ZEB2, transkripcijskog c¢imbenika s ulogom u epigenetskom remodeliranju

kontraktilnog programa.
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Endotelne stanice

Endotelne stanice cine dva skupa (Slika 24) koji medusobno dijele 351 biljeg. U
panendotelnim obiljezjima, dominiraju prototipski endotelni biljezi (PLVAP, KDR/
VEGFR2, VWF, PECAM1, CDH5, TM4SF1, Slika 23A), komponente fokalnih adhezija (P =
1,2 x 101, KEGG), regulatori transendotelne migracije (P = 5,6 x 10, KEGG) i HLA |
molekule (humani leukocitni antigen). Glavina endotelnih stanica nosi kapilarne biljege (Slika
23B). Sve endotelne populacije prepisuju transkripcijske cimbenike ERG i SOX18 (37-39).

U razlikovnom dijelu, EC1 stanice obiljezene su ekspresijom ¢imbenika koji su odgovorni za
odrzavanje vaskularnog identiteta (SOX7, DLL4-NOTCH1 kompleks, Slika 23A).
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Slika 23. Dvodimenzionalna (UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection)
reprezentacija (A) izrazaja razlikovnih biljega endotelnih stanica (EC). Biljezi arterijskih,

kapilarnih i venskih endotelnih stanica (B). Genski biljezi preuzeti su iz ref. (37-39).

Nasuprot EC1 stanicama, EC2 stanice obiljezene su ekspresijom HLA Il klase molekula
(Slika 23), odnosno biljezima izlaganja interferonu-y i ¢imbeniku nekroze tumora, TNF-a,

kao znak sudjelovanja u aktivnom imunoloskom nadzoru.
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U tradicionalnom narativu, Stitnjaca je jednostavno strukturirani organ monotone
grade i ne osobito raznolike stani¢ne populacije. U odrasloj dobi, mitotska aktivnost u Stitnjaci
je niska, a izmjena stanica spora. U direktnoj suprotnosti s takvim stani¢nim poimanjem, tkivo
Stitnjace je dom brojnim vrstama upalnih, regulacijskih i stromalnih stanica ¢ija raznolikost
upucuje na slozen i umrezen zZljezdani krajobraz. Ukupno, ovim istrazivanjem je identificirano
najmanje 28 razlicitih stanicnih tipova koristec¢i jednostaniénu RNK > 18 000 stanica. Unutar
ovog mikrookoliSa, folikularne epitelne stanice, kao najbrojnija komponenta, ¢ine heterogeni
skup stanica s nizom prijelaznih stanja koja potencijalno odgovaraju podjeli posla unutar i
izmedu Zzljezdanih folikula (59). U tom smislu, rezultati ovog istraZivanja ¢ine mali korak
prema boljem razumijevanju stani¢ne preraspodjele poslova tijekom sinteze, pohrane i
oslobadanja koloida iz folikula. U skladu s modernim rezultatima, potporna stromalna
komponenta obiljezena je diverzifikacijom i specijalizacijom fibroblasta (60-62) i endotela
(37-39). Osobita stani¢na raznolikost je zabiljezena medu mijeloidnim i limfoidnim upalnim
stanicama, medu kojima se izdvajaju najmanje Cetiri subpopulacije kanonickih dendritickih
stanica i zna¢ajna monocitno-makrofagna populacija omedena TREM2* (M2) i IL1B* (M1)
makrofagima. Ve¢i dio ove makrofagne skupine posjeduje obiljezja nedavno opisanih
regulacijskih makrofaga (63). Medu T stanicama, podjednako su brojna CD4" efektorsko-
memorijska i CD8* centralno-memorijska subpopulacija s obiljezjima citotoksi¢nih,
prirodenih y3 i iscrpljenih, disfunkcionalnih Tex limfocita. B limfociti ¢ine osobito fenotipski
Saroliku populaciju, obuhvacajuéi cijeli niz prijelaznih stanja karakteristicnih za ZariSno
klijanje, odnosno in situ proliferaciju, selekciju i sazrijevanje B stanica. Rezultat je znacajna
lokalna populacija zrelih plazma stanica (64-65). U skladu s tim, infiltracija T i B stanicama
ve¢ je opisana u tkivu Stitnjace sliénog podrijetla — tkivu guSa i osobito Hashimotovom
tireoiditisu (66). Dopunjavaju¢i cenzus stanica, atlas koji proizlazi iz ovog istraZivanja
dodatno nudi detaljan uvid u transkripcijska, signalna i metaboli¢ka obiljezja pojedinih
stani¢nih tipova. Naposljetku, atlas nudi i polaziSnu osnovu za analizu stanicne komunikacije
receptor-ligand parova, analizu pseudotemporalnih putanja i analizu stani¢nih regulona, $to
ostavljamo za budu¢i prikaz. Time je definiran i translacijski potencijal istraZivanja, posebice
imajuc¢i u vidu visoku populacijsku prevalenciju autoimunih bolesti, guSavosti 1 papilarnog

karcinoma Stitnjace (67-69).

Unato¢ bogatijem uvidu u ekosustav §titnjace u usporedbi sa ranijim fragmentiranim

studijama, ovo istrazivanje ima i nekih nedostataka. Ponajprije, to je nedostatak ortogonalne
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validacije stani¢nih subpopulacija imunohistokemijom, potom i ograni¢en potencijal detekcije
rijetkih stanica zbog skromnog broja uzoraka (npr. nisu detektirane C stanice). Takoder,
nedostaje 1 rekonstrukcija prostornih odnosa stani¢nih vrsta, npr. uporabom prostorne
transkriptomike. U ostalim detaljima, izdvaja se srednja rezolucija koja je koriStena za
hijerarhijsko grupiranje stanica u ovoj prigodi, ¢ime svakako nije iscrpljen potencijal
detekcije stani¢nih tipova. U tu svrhu, prethodno obogacivanje populacija selekcijom i
sortiranjem ima veci potencijal, a moguce je koristiti i dodatne cikluse grupiranja. Nadalje,
uzorci pripadaju uglavnom kasnoj odrasloj dobi 1 Zenama, §to utemeljuje potrebu za budu¢im
profiliranjem tkiva iz cijelog razvojnog raspona, od fetalne dobi do starosti, u oba
kromosomska spola. Na tom putu, svakako treba primijetiti i potrebu za ciljanom
optimizacijom uzorkovanja, prezervacije i1 disocijacije tkiva S§titnjace. U meduvremenu,
izvrsno suglasje viSe detektiranih stanicnih podvrsta i njihovih obiljezja sa postojecom

literaturom ohrabruje opreznu upotrebu ovog atlasa.

Sveukupno, rezultat je ovog istrazivanja cenzus stanicnog susjedstva Stitnjace na
jednostani¢noj rezoluciji kao potencijalno vrijedan bioloski resurs 1 izvor uvida u fiziologiju

Stitnjace u zdravlju 1 bolesti.
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Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

e Stitnjaca je organ sloZene strukture, ¢iji se raznoliki stani¢ni krajobraz moze prikazati

sekvenciranjem jednostanicne RNK.

o Stitnjaca je gradena od stanica koje pripadaju grupi endotelnih, epitelnih,
mezenhimskih, limfoidnih, mijeloidnih stanica te stanica u diobi, a unutar tih grupa
stanice su razvrstane u razli¢ite populacije 1 subpopulacije koje doprinose strukturnoj i

funkcionalnoj heterogenosti tkiva Stitnjace.
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CILJ ISTRAZIVANIJA. Anotacija i cenzus stani¢nih subpopulacija ljudskog tkiva §titnjade na

jednostani¢noj rezoluciji uporabom scRNA-Seq (bioinformaticka analiza).

METODE. U tu svrhu, integrirani su i analizirani javno dostupni podatci sekvenciranja
jednostani¢ne RNK pet $titnih zlijezda odraslih osoba (Gene Expression Omnibus Identifier
GSE134355, GSE158291, Seurat v4 alat), Sto je omogucilo ras¢lambu stani¢nog susjedstva
StitnjaCe na srednjoj rezoluciji. UkljuCene su samo stanice benignih tkiva Stitnja¢e. Nakon
diferencijalne analize genskog izrazaja (Wilcoxonov test) uslijedila je analiza obogaéenih
putova (Hallmark, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Broad Molecular Signatures
Database v7.4).

REZULTATI. Ukupno je analizirano > 18 000 stanica visoke kvalitete te je identificirano 28
stani¢nih stanja (7 epitelnih, 9 limfoidnih, 6 mijeloidnih, 3 stromalna, 2 endotelna i jedan
proliferativni klaster). Okarakterizirani su genski izrazaji specificni za stani¢ne tipove i
bioloski programi za sve vece stani¢ne linije Stitnjace koji pruzaju informacije o njithovim

transkripcijskim, signalizacijskim 1 metabolickim svojstvima.

ZAKLJUCAK. Sveobuhvatni jednostaniéni atlas humane §titne Zlijezde je vrijedan resurs koji

povecava nase razumijevanje o stani¢noj heterogenosti i mikrookoliSima specifi¢nih tkiva.

Kljuéne rije¢i: analiza sekvenci; jednostanicna analiza; profiliranje genskog izrazaja;

racunalna biologija; RNK; Stitnjaca
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9. ABSTRACT

,»The thyroid cell ecosystem analyzed by single-cell RNA sequencing’’

AIM. To obtain a high-resolution single—cell type map of human thyroid tissue using RNA

sequencing (bioinformatics analysis).

METHODS. To help fill this gap, we integrated and analyzed publicly available single-cell
RNA sequencing data from 5 adult thyroids (Gene Expression Omnibus ldentifier
GSE134355, GSE158291, Seurat v4 pipeline), which enabled us to capture the underlying
cellular neighborhood at medium resolution. Only cells from benign thyroid tissues were
included. Differential gene expression analysis was performed (Wilcoxon’s test), followed by
pathway enrichment profiling (Hallmark, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Broad

Molecular Signatures Database v7.4).

RESULTS. In total, > 18 000 high-quality cells were recovered, from which we identified 28
cell states (7 epithelial, 9 lymphoid, 6 myeloid, 3 stromal, 2 endothelial and one proliferating
cluster). We characterized cell-type-specific gene expression and biological programs for all
major thyroid cell lineages, providing information on their transcriptional, signaling and

metabolic properties.

CONCLUSIONS. Our comprehensive single-cell atlas of the human thyroid gland provides a
valuable resource, enhancing our understanding of cellular heterogeneity and specific tissue

microenvironments.

Keywords: Computational Biology; Gene Expression Profiling; RNA; Sequence Analysis;
Single-Cell Analysis; Thyroid Gland
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