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POPIS KRATICA

- ADCC (engl. Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) stani¢na citotoksi¢nost
ovisna o protutijelima

- AITD (engl. Autoimmune Tyroid Disorders) autoimune bolesti $titnjace

- TgAb (engl. Antithyroglobulin Antibodies) tireoglobulinska autoprotutijela

- TPOAD (engl. Antithyroperoxidase Antibodies) protutijela usmjerena protiv tireoidne
peroksidaze

- APC (engl. Antigen Presenting Cells) antigen predo¢ne stanice

- APL (engl. Acute promyelocytic leukemia) akutna promijelocitna leukemija

- BCL-6 (engl. B-cell lymphoma 6 protein) B-stani¢ni limfoma protein 6

- Blimp-1 (engl. B lymphocyte-induced maturation protein-1) protein sazrijevanja
induciran B-limfocitima

- BTB-ZF (engl. bric-a-brac or poxvirus and zinc finger-zinc finger)

- CTL (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte) citotoksi¢ni T-limfociti

- CTLA-4 (engl. Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein) — povrSinski receptor,
negativni regulator aktivacije limfocita T
- DNA (engl. Deoxyribonucleic Acid) deoksiribonukleinska kiselina

- DZ (engl. Dizygotic Twins) dizigotni blizanci

- FOXOL1 (engl. Forkhead box protein O1) transkripcijski ¢cimbenik

- Foxp3 (engl. Forkhead box P3) transkripcijski ¢imbenik

- GD (engl. Graves' Disease) Gravesova bolest

- HT (engl. Hashimoto's Thyroiditis) Hashimotov tiroiditis

- I"(engl. lodide lon) jodidni ion

- 1d-3 (engl. DNA-binding protein inhibitor ID-3) DNA-vezujuci proteinski inhibitor

- IL-2 (engl. Interleukin 2) interleukin 2

- ILC (engl. Innate Lymphoid Cells) urodene limfoidne stanice

- INF-y (engl. Interferon Gamma) interferon gama

- INKT (engl. Invariant Natural Killer T Cells) invarijantne prirodno ubilacke T stanice

- IRF4 (engl. Interferon Regulatory Factor) transkripcijski ¢cimbenik

- KLRGL1 (engl. Killer Cell Lectin-like Receptor G1) povrsinski receptor prirodno
ubilackih stanica

- MAC (engl. The Membrane Attack Complex) kompleks koji napada membranu



MHC (engl. Major Histocompatibility Complex) molekula glavnog sustava tkivne
snosljivosti

MZ (engl. Monozygotic Twins) monozigotni blizanci

NK cells (engl. Natural Killer) stanice prirodne ubojice

PCR (engl. Polymerase chain reaction) lanc¢ana reakcija polimerazom

PLZF (engl. Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) transkripcijski cimbenik

RNA (engl. Ribonucleic acid) ribonukleinska kiselina

RORyt (engl. RAR-related orphan receptor gamma) trasnskripcijski ¢cimbenik
RT-gPCR (engl. Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction) kvantitativna
lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

RUNX3 (engl. Runt-related transcription factor 3) Runt-povezan transkripcijski
faktor

SLEC (engl. Short Lived Effector Cells) kratkozivuce efektorske stanice

T3 (engl. Triiodothyronine) trijodtironin

T4 (engl. Thyroxine) tiroksin

T-Bet (engl. T-box transcription factor) T-box transkripcijski faktor

Tc cell (engl. Cytotoxic T-cells) citotoksi¢ne T-stanice

TCF-7 (engl. Transcription Factor 7) transkripcijski faktor 7

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

Tg (engl. Thyroglobulin) tireoglobulin

TGF-B (engl. Transforming Growth Factor beta) transformirajuci faktor rasta

Th cell (engl. T-helper cells) pomo¢nicke T-stanice

Th1 (engl. T Helper Cell) pomo¢nicke T stanice tipa 1

TNFR (engl. Tumour-Necrosis-Factor Receptor) receptor tumor nekroza faktora
TNFa (engl. Tumor Necrosis Factor Alpha) faktor nekroze tumora a

TPO (engl. Thyroid Peroxidase) tiroidna peroksidaza

TRAIL (engl. TNF-related Apoptosis-inducing Ligand) ligand povezan s TNF-om koji
inducira apoptozu

Treg cells (engl. Regulatory T cells) regulatorne T-stanice

TRH (engl. Thyrotropin Releasing Hormone) tirotropin oslobadajué¢i hormon

TSH (engl. Thyroid Stimulating Hormone) tireotropin


https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction

Uvod

1. UvOD

1.1. Hashimotova bolest

Hashimotov tireoiditis (HT) pripada skupini autoimunih bolesti stitnjace (AITD, engl.
Autoimmune Tyroid Disorders), koje obiljezava pojava imunosnih stanica usmjerenih protiv
tkivnih antigena $titne zlijezde. Zajednicka obiljeZja ovih bolesti (ukljucuju¢i HT) su: 1.) tkivna
infiltracija autoreaktivnih limfocita usmjerenih protiv antigena S§titnjae; 2.) prisutnost
cirkuliraju¢ih autoreaktivnih protutijela; 3.) zajednicka imunoloska podloga u razvoju
sekundarnih autoimunih oboljenja; 4.) obiteljska pojavnost, uglavnom kod zena (1).

Hashimotov tireoiditis najucestaliji je imunoloski poremecaj $titne zlijezde. Razvoj
bolesti prati gubitak funkcije Stitne Zlijezde kao posljedica destruktivnog djelovanja
infiltriraju¢ih autoimunosnih stanica i posljedi¢ne zamjene parenhimalnog tkiva fibroznim. Uz
autoreaktivne limfocite pojavljuju se i protutijela koja prepoznaju specificne antigene Stitnjace,
tiroidnu peroksidazu (TPO) i tireoglobulin (Tg). Razorno djelovanje autoreaktivnih limfocita i
protutijela naposljetku dovodi do razvoja primarne hipotireoze - smanjene funkcije Stitne
zlijezde uz posljedi¢nu smanjenu proizvodnju hormona $titnjace, tiroksina (T3) i trijodtironina
(T4). Lucenje hormona T3 i T4 regulira tireostimuliraju¢i hormon (tireotropin) hipofize (TSH,
engl. Tyroid Stimulating Hormone), ¢ije je izluéivanje pod nadzorom hipotalamusa, kao i
tireotropin oslobadajuc¢eg hormona (TRH, engl. Thyrotropin Releasing Hormone) (2). U HT,
hipotireozu prati porast serumskih vrijednosti TSH, s obzirom na to da pad razine hormona

Stitnjace potice hipofizu na pojacano lucenje TSH-a mehanizmom povratne sprege (Slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz mehanizama povratne sprege koji kontroliraju nastanak hormona

stitnjaca

Stitnjace (Preuzeto i prilagodeno prema shematskom prikazu iz reference 3.)

Uloga transkripcijskih ¢imbenika CD8* stani¢ne diferecncijacije u razvoju Hashimotove bolesti 1



Uvod

HT je otkrio Hakaru Hashimoto, koji je 1912. godine objavio svoje istrazivanje u
njemackom casopisu za klinicku kirurgiju ,,Archiv fiir Klinische Chirurgie®. Pregledom tkiva
Stitnja¢e uocio je infiltraciju limfoidnih i plazma stanica, formiranje limfoidnih folikula s
germinativnim centrima, fibrozu i degeneraciju tiroidnih epitelnih stanica. Struma limfomatoza,
kako ju je Hashimoto tada nazvao, zaboravljena je potom sve do 1931. g., kada su Allen Graham
i sur. opisali bolest istih obiljezja kao i Hashimoto, te time podrzali njegovu hipotezu o strumi
limfomatozi kao samostalnoj bolesti. Tada je bolest dobila naziv koji upotrebljavamo i danas -
Hashimotov tiroiditis (4).

Vecina oboljelih od HT-a javlja se lijeCniku zbog bezbolnog povecanja Stitne Zlijezde,
odnosno gusavosti i osjecaja pritiska u vratu. Prilikom pregleda uocava se gusa, koja moze biti
glatka ili ¢vorasta, a pacijenti obi¢no imaju eutireozu ili hipotireozu, te u rijetkim slucajevima
hipertireozu. Hashimotova bolest mozZe se prezentirati u eutiroidnoj, subklini¢koj i klinickoj
formi. Razlika izmedu ta tri statusa ocituje se u serumskoj razini slobodnog (engl. free) tiroksina
(FT4) i trijodtironina (FT3) 1 TSH-a. U eutiroidnoj formi bolesti, serumska koncentracija FT3,
FT4, 1 TSH nepromijenjena je i ostaje unutar referentnih granica. Subklinicku hipotireozu u HT
obiljezava poviSena koncentracija TSH-a uz uredne vrijednosti FT4 i FT3, a u tezoj,
hipotiroidnoj ili klini¢koj formi, serumska koncentracija TSH-a je povisena, FT4-a smanjena,
a FT3 moze varirati od niskih do fizioloskih vrijednosti. Kako bolest napreduje, javljaju se
simptomi poput umora, malaksalosti, pospanosti, oticanja vrata, zatvora, dobitka na tjelesnoj
tezini uz smanjenje apetita, smanjeno znojenje i nagluhost. Koza je blijedozuta, suha, hrapava,
hladna, sa znatnim gubitkom dlakavosti, te prorijedenom i grubom kosom. Kod Zena su uoc¢ene

menstrualne nepravilnosti, a sterilitet je moguc¢ kod oba spola (5).

1.2. Incidencija i epidemiologija

U populacijama s dovoljnim dijetalnim unosom joda, Hashimotov tireoiditis je najcesca
bolest u pozadini razvoja hipotireoze. Zajedno s Gravesovom bolesti (GD), HT pripada skupini

tkivno specifi¢nih autoimunih bolesti stitnjace, koje ¢ine 30% svih autoagresivnih bolesti (6).

HT zahvaéa priblizno 5 % ukupne populacije. Cesce se javlja kod Zena nego muskaraca
(6 do 15 puta) u zivotnoj dobi izmedu 30 i 60 godina, a rjede u djece i starijih osoba. Prema
istrazivanju velike americke epidemioloske studije NHANES III (engl. Nathional Health and

Nutrition Examination Survey), ucestalost subklinicke i klinicke hipotireoze u americkoj

Uloga transkripcijskih ¢imbenika CD8* stani¢ne diferecncijacije u razvoju Hashimotove bolesti 2
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populaciji iznosi 4,3%. Studija je takoder pokazala da je prosjecna serumska koncentracija
TSH-a i prevalencija anti-tiroidnih protutijela ve¢a u zena, te da se povecava s dobi (7). Sljedeca
NHANES studija (1999-2002) otkriva povecani rizik (3,1%) za razvoj hipotireoze u Zena
reproduktivne dobi (12-49 godina), te 5 puta vecu vjerojatnost hipotireoze u osoba starijih od
80 godina (8). Dvadesetogodi$nja studija Whickham provedena na britanskoj populaciji
oboljelih od kroni¢nog autoimunog tireoiditisa biljezi ucestalost bolesti u 7,7% zena, odnosno
1,3% ispitivanih muskaraca. U samo 9 % ispitanica bolest je dijagnosticirana u dobi manjoj od
45 godina, a najveci rizik zabiljezen je Zenskoj populaciji starosnog raspona od 60 do 70 godina
(Cetiri puta veci rizik u usporedbi s mladim Zenama) (9).

Buduéi da je ucestalost HT podjednaka u zemljopisno udaljenim i etnicki razli¢itim
populacijama, smatra se da geneticki ¢imbenici imaju jak utjecaj na razvoj te bolesti. U skladu
s time, obiteljske studije pokazuju visoku vjerojatnost pojave HT bolesti medu srodnicima
oboljelih u odnosu na ukupnu populaciju (metodom ,,sibling risk ratio*“- As). Koeficijent As
kvantitativna je mjera genskog doprinosa razvoju bolesti i odreduje koliki je rizik oboljenja kod
pojedinca koji je u srodstvu s oboljelom osobom. Ako je vrijednost As veca od 5, mozZe se
zakljuéiti da nasljedne geneticke varijante snazno doprinose razvoju bolesti (10).

Istrazivanjem, koje su 1960. godine proveli Hall i Stanbury, AITD fenotip zabiljeZen je
u 33% srodnika oboljelih od GD ili HT bolesti, a pojava tiroidnih autoprotutijela (TAb)
opazena je u 56% srodnika. Ustanovili su, takoder, da bar jedan od roditelja oboljele osobe
posjeduje TgAb, §to upucuje na snaznu ulogu nasljednih ¢imbenika u razvoju autoreaktivnih
protutijela (11). Villanueva R. i sur. takoder su zabiljezili visoku pojavnost GD i HT u
srodnicima 155 oboljelih AITD pacijenata, izmjerivsi visoke vrijednosti As koeficijenta za
AITD (As=16,9), GD (As=11,6) i HT (As= 28,0) fenotip (10).

Studije parova monozigotnih i dizigotnih blizanaca potvrduju ulogu genske osnovice u
razvoju AITD oboljenja. Pojavnost HT-a u oba blizanca zabiljeZena je u 55% monozigotnih
(MZ), odnosno 0% dizigotnih (DZ) parova u danskoj populaciji (12). U britanskoj populaciji,
tiroeglobulinska autoprotutijela (TgAb) prisutna u oba blizanca opazena su u 59% MZ i 23%
DZ parova (13), a protutijela usmjerena protiv tireoidne peroksidaze (anti-TPOAb) u 47% MZ
1 29% DZ blizanaca. Navedeni rezultati ukazuju na znacajnu ulogu nasljednih genetic¢kih

¢imbenika u razvoju HT.

Uloga transkripcijskih ¢imbenika CD8* stani¢ne diferecncijacije u razvoju Hashimotove bolesti 3
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1.3. Uc¢inci okolisnih faktora na razvej Hashimotova tireoiditisa

Sama cinjenica da je ucestalost AITD fenotipa u monozigotnih blizanaca manja od
100%, upucuje i na vaznost okoli$nih ¢imbenika u razvoju bolesti (1). Najznacajniji okoli$ni
¢imbenici koji se povezuju s razvojem AITD su jod, pusenje, pojedini lijekovi i infekcije.
autoimunih bolesti jest infekcija. Postoje dokazi da infekcija virusom hepatitisa C doprinosi
razvoju Hashimotove bolesti (14), a 36% oboljelih od GD oboljenja pokazuje tragove nedavne
bakterijske ili virusne infekcije (15).

Mnoge dosadasnje studije dokazale su da pretjerani unos joda hranom i pi¢em takoder
moze utjecati na razvoj i pogorSanje stanja kod oboljelih od HT-a. Naime, apsorpcija i
oksidacija jodidnih iona (I) u stanicama S$titnjace (tireocitima) klju¢na je za sintezu hormona
Stitnjace. Oksidaciju (I') posreduje enzim tiroidna peroksidaza, a nastali (1) sudjeluje u sintezi
hormona T3 i T4 vezanjem za tirozilne ostatke tireoglobulina, velikoga glikoziliranog proteina
koji osigurava ugradnju jodida u organsku strukturu hormona Stitnjace. Tireoglobulin se
sintetizira u bazalnom dijelu folikularnih stanica stitnjace, a zatim se izlu¢uje u koloid —
zelatinoznu teku¢inu unutar okruglastih folikula koje oblaze jednoslojni epitel tireocita. Unutar
koloida, tireoglobulin sluzi za pohranu hormona T3 i T4. Nakon TSH stimulacije, tireoglobulin
iz koloida endocitozom dospijeva u lizosome folikularnih stanica, gdje se odvija hidroliza
tireoglobulina do sastavnih aminokiselina, pri ¢emu se hormoni T3 i T4 oslobadaju iz bazalnog
dijela stanice u krvotok (16). Prekomjeran unos joda dovodi do povisene iodinizacije
tireoglobulina, te potencijano doprinosi razvoju novih tireoglobulinskih epitopa i povecanju
antigenskog potencijala tireoglobulina. S druge strane, djelovanjem enzima tiroidne
peroksidaze dolazi do oksidacije suvisnih jodidnih iona (I), proizvodnje visoko reaktivne
hipojodidne kiseline i kisikovih radikala koji uzrokuju oStecenje staniéne membrane i nekrozu
tireocita, ¢ime potencijalno olakSavaju prezentaciju autoantigena i aktivaciju autoimunog
odgovora. Jod takoder stimulira aktivnost makrofaga, povecava sazrijevanje dendriti¢kih
stanica i broj cirkuliraju¢ih limfocita T, testimulira proizvodnju imunoglobulina, Koji
zajednickim djelovanjem mogu dovesti do pokretanja autoimunune reakcije (16).

Pusenje se pokazalo rizicnim faktorom za razvoj Gravesove bolesti, a u HT ucinci su
nejasni (17,18). LijeCenje interferonom a (INF-a) na tireocite djeluje toksi¢no i potice razvoj
autoimunog odgovora u HT. Koristenje lijeka alemtuzumab (antiCD52), primjerice uzrokuje
depleciju limfocita, te stvaranje autoreaktivnih limfocitnih klonova. Zbog nastanka tih

komplikacija, uporaba ovog lijeka povezuje se s patogenezom AITD (19).

Uloga transkripcijskih ¢imbenika CD8* stani¢ne diferecncijacije u razvoju Hashimotove bolesti 4
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1.4. Patogeneza Hashimotove bolesti

1.4.1. Prezentacija antigena

U razvoju HT znacajnu ulogu imaju stani¢ni i humoralni imunoloski odgovor, ali
etiologija bolesti jos uvijek je nerazjasnjena. Vjeruje se da autoreaktivni imunoloski odgovor u
Stitnjaci zapocinje upalnom reakcijom koja se razvija kao odgovor na osteenje tireocita
izazvano okoliSnim ¢imbenicima. Stani¢ne komponente oSteCenih tireocita endocitozom
dospijevaju u unutra$njost antigen predo¢nih stanica (APC, engl. Antigen Presenting Cells),
koje ih zatim prezentiraju na svojoj povrsini u kompleksu s molekulama glavnog sustava tkivne
sno§ljivosti (MHC, engl. Major Histocompatibility Complex). Prezentacija Stitnih antigena u
kompleksu s MHC molekulama razreda II pospjeSuje aktivaciju CD4" pomoénickih limfocita
T koji su izbjegli kontrolnim mehanizmima centralne i periferne tolerancije. Njihovu aktivaciju
osigurava vezanje antigen-MHC 11 kompleksa za T-stani¢ni receptor. Osim primarnog signala,
za aktivaciju limfocita T potrebna je dodatna stimulacija u vidu upalnih citokina i
kostimulacijskih receptora na povrsini antigen prezentirajucih stanica. Kostimulacijski receptor
B7 moze vezati pozitivni (CD28) ili negativni (CTLA-4, engl. Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein) regulator aktivacije limfocita T i tako usmjeriti razvoj imunoloSkog
odgovora. Aktivirane antigen predo¢ne stanice, pak poti¢u razvoj upalnog mikrookolisa,
izlu¢ivanjem upalnih citokina, IL(interleukin)-1, IL-6, INF-y (engl. Interferon-gamma), TNF-
a (engl. Tumor Necrosis Factor Alpha) te stimuliraju susjedne tireocite na ekspresiju
kemokinskih liganada i MHC molekula. Budu¢i da MHC II molekule nisu izraZzene na povrsini
normalnih tireocita, nego samo kod oboljelih od HT-a, tkivna ekspresija MHC Il molekula

povezuje se s razvojem i napredovanjem bolesti (1).
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1.4.2. Odgovor limfocita T

Ovisno o nacinu predocavanja antigena, kostimulacije i citokinskog mikrookolisa
limfociti T diferenciraju u Thl (engl. T helper cell), Th2, Th17 ili regulatorne Treg (engl.

Regulatory T-cells) pomo¢nicke stanice (Slika 2).

CD4+
T-stanice
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IL-4 IL-17 TGE-1P8
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Slika 2. Diferencijacija CD4" limfocita T (Preuzeto i prilagodeno prema shematskom prikazu

iz reference 5.)

CD4" Thl limfociti lu¢e IL-2, INF-y i TNF-o, te na taj nadin stimuliraju aktivaciju
makrofaga, prirodnoubilackih (NK, engl. Natural Killer) i citotoksi¢nih (CTL, engl. Cytotoxic
T-Lymphocyte) stanica, koje potom zahvacaju tkivo $titnjace i unistavaju tiroidne folikularne
stanice. Razvoj Thl imunoloskog odgovora potaknut je zdruzenim djelovanjem B7.1
kostimulacijskog signala i upalnog citokina IL-12. U tkivu Stitnjace pacijenata sa HT bolesti

zabiljezen je povecan udio Thl limfocita (20).

Th2 imunolos§ki odgovor stimulira vezanje CD28 i B7.2 kostimulacijskog receptora, te
djelovanje citokina IL-4 i IL-10. CD4" Th2 limfociti stimuliraju razvoj limfocita B i plazma
stanica koje proizvode protutijela usmjerena protiv Stitnih antigena i na taj nacin pospjesuju

razvoj autoimunog tireoiditisa (6).
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Nedavna istrazivanja pokazala su znac¢ajnu ulogu Th17 limfocita u razvoju HT (21). U
serumu zdravih osoba Th17 stanice ¢ine oko 1% svih CD4" limfocita T, a obiljezava ih
ekspresija transkripcijskog ¢imbenika RORyt (engl. RAR-related orphan receptor gamma t) i
luéenje upalnih citokina poput IL-17A, IL-17F, 1L-12, I1L-19, IL-21 i IL-22. Razvoj Thl7
imunoloskog odgovora stimulira zdruzeno djelovanje faktora rasta TGF- (engl. Transforming
Growth Factor beta) i citokina IL-6, IL-211 IL-23 (22). TGF-f ima dvojaku ulogu; samostalnim
djelovanjem inhibira diferencijaciju Th17 stanica i poti¢e razvoj regulatornih Treg limfocita
(21,23).

U odnosu na zdrave osobe, u serumu oboljelih od HT-a zabiljezena je povisena razina
IL-6 i IL-23 te povecan broj Th17 limfocita u perifernoj krvi i tkivu Stitnjace (21). Takoder,
opisan je smanjeni udio Treg populacija u HT ispitanika, te pozitivna korelacija izmedu
poveéanog omjera Th17/Treg limfocita i koncentracije TgAb (24). Sli¢ne studije proveli su
Bossowski i sur. koji su proucavali djecu s nelije¢enim HT-om, te su u njihovom serumu otkrili
povisenu razinu IL-17 i IL-23 i povecan broj Th17 limfocita (25). Ta istrazivanja potvrdila su
znac¢ajnu ulogu Th17 CD4" limfocita T u razvoju HT bolesti (6,26).
Regulatorne Treg-stanice ¢ine manju populaciju pomo¢ni¢kih limfocita T (5-
10%), koje obiljezava visoka ekspresija povrSinskog receptora CD25 1 transkripcijskog
¢imbenika Foxp3 (engl. Forkhead box P3), te supresivna aktivnost u svrhu regulacije aktivnog
imunoloskog odgovora. Treg stanice mogu prigusiti imunoloski odgovor direktim kontaktom,
ili indirektno, lu¢enjem citokina TGF-f i IL-10 (27). Takoder, imaju moguénost potisnuti
proliferaciju CD8" limfocita in vitro, NK stanica i dendriti¢kih stanica (1,6). U perifernoj krvi
oboljelih, zabiljezene su numericke i funkcijske aberacije CD4*CD25*FoxP3*Treg limfocita
(24, 28).

1.4.3. Odgovor limfocita B

Prisutnost limfocita B u stitnjaci AITD oboljelih vazna je karika u patogenezi bolesti.
Limfociti B ne samo da su klju¢ni za stvaranje autoprotutijela, nego su vazni za razvoj i
odrzavanje autoimunog odgovora. Nakon aktivacije in vitro, limfociti B sazrijevaju u plazma
stanice i sintetiziraju TgAb, TPOADb i TSHRAD protutijela (29). Studija koju su proveli Ben-
Skowornek i sur. otkriva poviSene koncentracije plazma stanica u pacijenata sa Hashimotovim

tireoiditisom. Gotovo polovicu mononuklearnog tiroidnog infiltrata ¢ine CD79" alfa plazma
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stanice, a na mjestima akumulacije plazma stanica u tkivu Stitnjace vidljivi su unisteni tiroidni
folikuli i tireociti (30).

1.4.4. Protutijela na tireoidnu peroksidazu (TPOAt)

U serumu oboljelih od HT-a najcesca protutijela su usmjerena protiv tireoidne
peroksidaze (TPOAD). Nalazimo ih u >90% svih oboljelih, a mjerenje njihove razine moze
sluziti tek za ograni¢enu procjenu rizika za razvoj hipotireoze (31). Protutijela TPOAb imaju
svojstvo vezanja i aktivacije sustava komplementa koji uzrokuje lizu stanica Stitnjace
stvaranjem kompleksa koji napada membranu (MAC, engl. Membrane Attack Complex). Osim
aktivacije komplementa, TPOAD posreduju stani¢nu citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima, te
ciljano unistavanje tireocita. Stovise, visok titar TPOAb povezan je s poveéanom frekvencijom

limfocita T koji lu¢e upalne citokine poput INF-y i TNF-a (31).

1.4.5. Protutijela na tireoglobulin (TgAt)

Tireoglobulin je glikoprotein molekularne mase 660 kDa, te kao glavni sastojak folikula
Stitnjace €ini 80 % proteinskog sadrzaja Stitnjace. lako Tg protutijela nisu najspecific¢niji biljeg
u dijagnostici HT, Tg je znacajan u ulozi potencijalnog uzro¢nog epitopa u inicijaciji bolesti
(32), te je prepoznat kao jedan od klju¢nih nasljednih ¢imbenika u razvoju AITD fenotipa.
Patogena uloga TgAb u razvoju HT-a nije u potpunosti razjaSnjena. TgAb su zabiljeZena u
vecini bolesnika s kroni¢nim autoimunim tireoiditisom, ali njihova korelacija s aktivnoscu

bolesti nije dokazana (33).

1.4.6. I1zvrSni mehanizmi oSteCenja Stitnjace

U HT, ostecenje tireocita uzrokuju humoralno i stani¢no posredovani imunoloski
mehanizmi. Poznato je viSe mehanizama stani¢nog oStecenja: stani¢na citotoksi¢nost ovisna o
protutijelima (ADCC, engl. Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity), Fas/FasL
posredovana apoptoza tireocita i direktni CD8", CD4" citotoksi¢ni uéinak koji je MHC | i MHC
IT ogranicen, te posredovan granularnom egzocitozom proteolitickih enzima, perforina, i

granzima (Slika 3) (1).
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Slika 3. Prikaz mehanizama citotoksi¢nog djelovanja limfocita T (Preuzeto i prilagodeno prema

shematskom prikazu iz reference 34.)

Protutijela usmjerena protiv glavnih tiroidnih antigena, poput tireoglobulina i tiroidne
peroksidaze, igraju nejasnu ulogu u razaranju tireocita. Tireoidna protutijela u $titnjaci vezuju
komponente sustava komplementa koje uzrokuju sintezu MAC kompleksa i oSteéenje stani¢ne
membrane. Ostec¢ene stanice oslobadaju upalne molekule kao §to su prostaglandini, IL-1 i IL-6
koje mogu aktivirati okolne imunosne stanice i tako utjecati na proSirenje patoloskog
imunosnog odgovora.

Stani¢nu citotoksi¢nost posredovanu protutijelima pak posreduju stanice prirodne
ubojice (NK, engl. Natural Killer). Te stanice izrazavaju FcyRIII receptore koji prepoznaju Fc
regiju protutijela vezanih na povrSini tireocita i posreduju uniStenje stanica Stitnjace
egzocitozom perforina i granzima (35). Liu i sur. zabiljezili su poveéan broj NK stanica u
oboljelih od HT-a, §to upucuje na njihovu ulogu u patogenezi HT-a (26).

Kljuénu ulogu u razvoju i progresiji autoimunog tireoiditisa imaju ipak direktni u¢inci
citotoksi¢nih limfocita T (CTL). T-stani¢na citotoksi¢nost usmjerena na ciljne stanice
posredovana je djelovanjem receptora smrti i otpuStanjem citotoksicnih granula s pohranjenim
perforinima i granzimima. Perforini stvaraju pore u stani¢noj membrani cilnjih stanica i
pospjesuju lizu stanice osmozom, a granzimi aktiviraju kaspaznu kaskadu koja vodi stanicu u
apoptozu. Tijekom autoimunog odgovora u S§titnjaci, tireociti izrazavaju MHC | i MHC I
molekule, te su stoga ciljane mete CD4" i CD8" citotoksi¢nih limfocita T. CTL takoder

izrazavavaju ligande koji nakon vezanja receptora smrti na povrsini tireocita stimuliraju njihovu
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apoptozu aktivacijom kaspaza (35).

Receptori smrti (engl. Death Receptors) pripadaju skupini receptora tumor nekroza
faktora (TNFR, engl. Tumour-Necrosis-Factor Receptor), koji nakon vezanja liganda na
povrsini ciljnih stanica posreduju programiranu smrt ili stani¢nu apoptozu (35).

Izvr$ni mehanizam stani¢nog oSte¢enja ¢esto prisutan u podlozi razvoja AITD oboljenja
jest apoptoza inducirana vezanjem Fas (CD95)/Fas ligand (CD178) receptora. Aktivirane CTL
stanice na svojoj povrsini izrazavaju Fas ligand (FasL) i vezanjem za Fas receptor na povrsini
ciljnih stanica pokrecu kaskadu kaspaznih proteaza i uzrokuju posljedi¢nu smrt stanice. U
fizioloSkim uvjetima, tireociti pokazuju kontinuiranu ekspresiju FasLL molekula, a pojava
upalnih procesa pospjeSuje i ekspresiju Fas receptora. Istodobna pojava Fas receptora i
njegovog liganda na povrsini tireocita uzrokuje posljedi¢ni suicid ili fratricid stanica Stitnjace
(36).

Druga vrsta liganada receptora smrti, poput molekula TNF-o (engl. Tumor Necrosis
Factor) i TRAIL (engl. TNF-related Apoptosis-inducing Ligand), takoder sudjeluju u
unistavanju tireocita. TNF-a proizvode imunociti i tireociti tijekom autoimunog tireoiditisa

(35). TNF-a i FasL zajedno posreduju destrukciju tireocita u HT bolesti (37).

1.5. Uloga CD8" T limfocita u razvoju Hashimotove bolesti

Zadnjih nekoliko godina proucava se uloga CD8" citotoksi¢nih limfocita T i njihovih
subpopulacija u razvoju Hashimotove bolesti. Te stanice ¢ine znacajan udio limfocitnog
infiltrata u HT oboljelih i pronadene su medu tireocitima, unutar folikula, te unutar
novonastalog tercijarnog limfoidnog tkiva, strukturom i funkcijom nalik tkivu primarnih (timus
1 koStana srz) i sekundarnih (limfni ¢vorovi) limfoidnih organa. Kolokalizacija limfocita T, B 1
dendritickih stanica unutar germinativnih centara tercijarnog limfoidnog tkiva u Stitnjaci,
pospjesuje aktivaciju autoreaktivnih limfocitnih loza. Nakon vezanja antigen-MHC |
kompleksa na povrsini ciljnih stanica, aktivirani citotoksi¢ni CD8" limfociti T, diferenciraju u
izvr$ne (efektorske) loze koje posreduju destrukciju tireocita citokinskom ozljedom i
apoptozom (38). Nakon aktivacije i klonalne proliferacije, glavnina kratkozivuc¢ih efektorskih
stanica (SLEC, engl. Short Lived Effector Cells) umire apoptozom, a dio prezivjelih antigen-
specifiénih CD8" stanica formira dugozivué¢i memorijski odjeljak (MPEC, od engl. memory

precursor effector cells), koji nakon ponovnog susreta sa antigenom, podlijeze brzoj reaktivaciji
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i reekspanziji (Slika 4) (39). Proces diferencijacije efektorskih linija prati povecana ekspresija
povrsinskih markera CD44 i CD69, KLRG1 (engl. Killer Cell Lectin-like Receptor G1) i CD25
receptora, dok je ekspresija L-selektina (CD62L), receptora za IL-7 (IL-7Ra ili CD127) i CD27
receptora smanjena u odnosu na ekspresiju istih na povrSini naivnih limfocita T. Memorijske
CD8" stanice, koje mozemo uoditi ve¢ u ranoj fazi imunoloskog odgovora, razlikuju se od
efektorskih zbog visoke ekspresije CD44, niske razine CD25 i kontinuirane ekspresije CD127
i CD27 receptora. Memorijske CD8" loze izrazavaju smanjenu razinu KLRGL1 receptora, medu
kojima efektorske memorijske (Tem) linije obiljeZava smanjena, a centralne memorijske (Tcm)
stanice povecana ekspresija povrSinskog biljega CD62L. Tem obi¢no borave u perifernim
tkivima i zadrzavaju visoki citotoksi¢ni kapacitet, a Tcm se uglavnom udomljavaju u
sekundarnim limfoidnim organima i posreduju snazu reaktivaciju imunoloskog odgovora pri

susretu s antigenom (39).
@ E —+
o s \ -
— - T
Homeostatic

Eroliferation

B—P—> -
_ 3—-3—-@

[: :)Nafue [CO1a™ CD127™" KLRG 19 CD&2LM)

O Early Efector (CO11aMh CD127 KLRG 1™ CDE2LY™)
° Short-lived Effectar (CO11a"" CO127% KLRG1™" CDE2L)
° Tew (CD11aM" CD127M00 KLRG 1 COG2LY™)

o Tew (CO11a™ CDA2T4" KLRG 1= CDB2L")

Slika 4. Shematski prikaz CD8* T stani¢nog odgovora (Preuzeto i prilagodeno prema

shematskom prikazu iz reference 39.)

Do danas je opisano vise heterogenih subpopulacija CD8" citotoksi¢nih limfocita T
(Tablica 1). Novije studije ukazuju na znacajnu ulogu efektorskih linija u patogenezi HT-a,
posebice Tcl (31) Tcl7 (26) i prirodnoubilackih T (NKT) stanica (40), koje izlucuju upalne
citokine tipa | (INF-y, engl. Interferon Gamma) i/ili tipa 17 (IL-17A, IL-17F) te pospjesuju
stvaranje novih autoreaktivnih stanica 1 Sirenje upalnog odgovora. Opisan je 1 doprinos
CD8*CD28 memorijskih efektora, koje obiljezava dugovje¢nost, smanjeni prag aktivacije te

visoki citotoksicni i proliferativni kapacitet (41).
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Tablica 1. Prikaz subpopulacija efektorskih CD8" T- stanica, njihovih poznatih funkcija i
transkripcijskih faktora koji kontroliraju njihov razvoj

Tip Vazni transkripcijski = Efektorske molekule Funkcija
faktori
Imunolosko djelovanje
Tcl T-bet, Blimp-1, 1d2, IFN-y, TNF-a, protiv intracelularnih
IRF4 granzimi, perforini patogena i tumora
Tc2 GATA3 (GATA IL-5, IL-13, IL-4, Sirenje Th2-posredovanih
Binding Protein 3) granzimi, perforini alerfija, doprinos razvoju
artritisa
Sirenje autoimunosti,
RORyt, RORaq, IL-17, IL-21 imunoloski odgovor na
Tcl7 IRF4 virusne infekcije, doprinos
anti-tumorskim
odgovorima
Foxp3 TGF-B, IL-10, Regulacija T-stani¢no
CD8™ Treg granzimi, perforini posredovanog odgovora

1.5.1. Subpopulacije CD8" limfocita T

Tcl citotoksi¢ni limfociti T pripadaju subpopulaciji efektorskih CD8" limfocita T i
imaju kljuénu ulogu u uni$tavanju unutarstani¢nih patogena. Te stanice imaju sposobnost
otpustanja citotoksi¢nih molekula i sekrecije upalnih citokina poput INF-y i TNF-o koji

posreduju imunoloski odgovor protiv unutarstani¢nih patogena (42).

Diferencijacija naivnih CD8" limfocita T u efektorske Tcl stanice potaknuta je
djelovanjem upalnih citokina, kao $to su IL-2 i IL-12. Uz citokine, diferencijaciju Tc1 limfocita
nadziru transkripcijski regulatori, T-bet (engl. T-box Transcription Factor), Blimp-1 (engl. B
lymphocyte-induced Maturation Protein-1) i IRF4 (engl. Interferon Regulatory Factor) koji
doprinose razvoju efektorskih, a BCL-6 (engl. B-cell Lymphoma 6 Protein), Eomesodermin
(Eomes), 1d-3 (engl. DNA-binding Protein Inhibitor 1D-3), TCF-7 (engl. Transcription Factor
7) i FOXOL1 (engl. Forkhead Box Protein O1) razvoju memorijskih Tcl limfocitnih loza (42).

Tc2 citotoksiéni limfociti T pripadaju subpopulaciji CD8" stanica, a njihov nastanak
moze se potaknuti U uvjetima in vitro, stimulacijom u prisutnosti IL-4. Te stanice proizvode IL-

51 IL-13, §to ih ¢ini vrlo slicnima Th2 stanicama. Ovisno o tipu imunolos§kog odgovora, Tc2
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stanice mogu ste¢i nisku ili visoku citotoksi¢nost. Njihova prisutnost vezana je uz nastanak

alergijskih rekacija, gripe i reumatoidnog artritisa (42).

Upalni citokini poput IL-6, IL-21 i TGF-B igraju znacajnu ulogu u diferencijaciji Tc17
CD8" limfocita T. Tcl7 stanice proizvode IL-17 i IL-21, te izrazavaju receptore za IL-23 i
transkripcijske ¢imbenike RORyt (engl. RAR-related Orphan Receptor gammat) i RORa (engl.
RAR-related Orphan Receptor alpha) (42). Tc17 limfociti Stite domacina od virusnih infekcija
i posreduju regresiju tumora, ali takoder doprinose razvoju autoimunih oboljenja poput
multiple skleroze, dijabetesa, kolitisa i psorijaze (43). U nedavnom istrazivanju koje su proveli
Liu i sur., zabiljezen je povec¢an udio Tcl7 limfocita u HT oboljelih u odnosu na zdrave

kontrole, ¢ime je potvrdena povezanost Tc17 limfocita s nastankom Hashimotove bolesti (26).

1.5.2. Transkripcijski faktori citotoksi¢nih/CD8" limfocita

PLZF (engl. Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) je transkripcijski regulator Kkoji
pripada obitelji proteina sa Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti, te znaajnim utjecajem na
razvoj i funkciju imunoloskog sustava. Upravo zbog utjecaja na razvoj akutne promijelocitne
leukemije PLZF je i prvi identificiran u skupini BTB-ZF proteina (engl. Bric-a-brac or
Poxvirus and Zinc Finger-zinc Finger). Nedavno je dokazano da je PLZF rani transkripcijski
regulator diferencijacije NKT stanica i efektorsko-memorijskih CD8" stanica, koje dijele
prirodene i adaptivne karakteristike. Kovalovsky i sur. otkrili su da je PLZF jako izrazen u
ljudskim i misjim NKT stanicama tipa 1 (iNKT, engl. Invariant Natural Killer T Cells) (44).
Te stanice prepoznaju lipidne antigene u kompleksu s CD1d povrsinskim molekulama, te
sudjeluju u regulaciji funkcije razli¢itih imunosnih stanica. Istrazivanja na mi§jim modelima
koja su proveli Eidson i sur. pokazala su nedvojbenu ulogu PLZF u razvoju NKT stanica i
njihovih efektorskih svojstava. Naime, otkriveno je da u odsustvu PLZF transkripcijskog
faktora, INKT stanice gube karakteristiéni memorijski fenotip, ne izrazavaju granzim B i IL-4,
gube sposobnost proizvodnje citokina prilikom primarne stimulacije te viSe nalikuju naivnim
limfocitima T. Takoder, otkrivena je PLZF ekspresija u citotoksi¢nim yd i MAIT T-stanicama,
pripadnicima urodene imunosti koje izrazavaju TCR (engl. T-cell Receptor) receptor sastavljen
od gamma i delta, odnosno Vo7.2 lanca. PLZF™ y§ T-stanice gube sposobnost sekrecije INF-y
i IL-4 prilikom primarne stimulacije, §to potvduje znacajnu ulogu PLZF faktora u razvoju

stanica urodene imunosti (45). Nadalje, dokazano je da inducirana ekspresija gena PLZF u
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CD8" limfocitima T transgeni¢nih animalnih modela dovodi do poveéane ekspresije CD44,
odnosno smanjene ekspresije CD62L povrsinskih biljega,  karakteristicnih obiljezja
memorijske loze CD8" limfocita T. Osim ovih povrSinskih markera, u CD8" PLZF" T stanica,
uocena je i povisSena ekspresija CD127 (IL-7R) receptora, $to je takoder karakteristika dugo-
zivu¢ih memorijskih T-stanica. Funkcijski, takvi limfociti dijele obiljezja adaptivne i prirodene
imunosti, poput ekspresije KIR i NKG2A molekula, brze sekrecije IFN-y u odgovoru na
stimulaciju s IL-12/1L-18, te ekspresije transkripcijskog ¢imbenika EOMES. U konac¢nici, iz
ovih rezultata zakljucujemo kako PLZF ekspresija dovodi do regulacije specificnih biljega
povezanih sa razvojem i funkcijom memorijskih limfocita T nalik NK stanicama i iNKT stanica
(46).

RUNX3 (engl. Runt-related Transcription Factor 3) je transkripcijski ¢cimbenik klju¢an
za diferencijaciju efektorskih CD8" CTL. Zajedno s T-box transkipcijskim ¢imbenicima, T-bet
i Eomesodermin, RUNX3 pospjesuje razvoj i citotoksi¢ni kapacitet efektorskin CD8* CTL.
Naime, RUNX3 izravno upravlja ekspresijom tri glavna ¢imbenika efektorskog CTL programa:
INF-vy, granzim B (GZMB) i perforin. RUNX3 je takoder nuzan za ekspresiju gena EOMES, te
zdruzenim djelovanjem poticu prepisivanje Prf lokusa vezuci se za njegov promotor. U sinergiji
s T-bet, RUNX3 stimulira ekspresiju INF-y, time stabilizira efektorski fenotip i promovira
razvoj Tcl efektorske loze. Odsustvo RUNX3 transkripcijskog ¢imbenika u limfocitima T
animalnih migjih modela, uzrokuje oslabljenu sposobnost diferencijacije CD8* CTL stanica te

smanjenu sintezu granzima B i INF-y (47,48,49).

RORyt je transkripcijski ¢imbenik koji upravlja diferencijacijom pomo¢nickih Th17,
te citotoksiénih MAIT i Tc17 limfocita. Gen RORC kodira transkripcijski faktor RORyt, koji
regulira ekspresiju upalnog citokina IL-17 i receptora za interleukin 23 (IL-23R). RORyt
zajedno s transkripcijskim ¢imbenikom PLZF regulira diferencijaciju visokopatogenih,
citotoksi¢nih Tcl7 limfocita, te posreduje razvoj Tcl7 fenotipa indukcijom kemokinskog
receptora CCR6 (50). Odsustvo RORyt rezultira ranom apopotozom CD4* i CD8" timocita i

dovodi do preranjenog, nekontroliranog ulaska T stanice u S-fazu stani¢nog ciklusa (51).

FOXO1 (engl. Forkhead Box O) dolazi iz FOXO obitelji transkripcijskih ¢imbenika
koji imaju ulogu u regulaciji stani¢nih procesa kao $to su proliferacija, apoptoza i stanicni
metabolizam. FOXO1 igra vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze i regulaciji periferne
tolerancije limfocita T. Inaktivacija FOXOI1 potice ulazak limfocita T u ciklus stani¢ne diobe,

a deficijencija FOXO1 povezuje se s razvojem poveéanog broja aktiviranih CD44" CD62L'"
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limfocita (52) i pojavom autoimunosti. Nedavna istrazivanja opisala su ulogu FOXO1 u
diferencijaciji efektorskih u memorijske CD8" stanice, sazrijevanju i preZivljavanju
memorijskih CD4" i CD8" limfocita, te u oGuvanju memorijskog fenotipa i funkcije CD8" T
stanica (53). Naime, FOXO1 omogucuje diferencijaciju memorijskih limfocita T tako Sto
suprimira sazrijevanje tip 1 efektorskih stanica inhibicijom ekspresije transkripcijskog

¢imbenika T-bet i stimulacijom transkripciju gena EOMES (54).

Unato¢ nedavnom znacajnom napretku u razumijevanju transkripcijskih mehanizama
koji reguliraju aktivaciju i diferencijaciju CD8+ CTL stanica, gotovo niSta nije poznato o
njihovoj eventualnoj ulozi u pojavi, progresiji i ishodu Hashimotove bolesti. Jednako tako,
gotovo nista nije poznato o promjenama transkriptoma CD8* CTL u Hashimotovoj bolesti ni
eventualnoj povezanosti tih promjena s oSte¢enjem Stitnjace i obiljezjima bolesti. U tom smislu,

uloga PLZF, RUNX3, RORC i FOXO1 transkripcijskih ¢imbenika u HT-uU ostaje neistrazena.
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2. HIPOTEZA

1. Ekspresijski profili gena koji sudjeluju u procesu diferencijacije CD8" limfocita T razlikuju

se u izmedu zdravih ispitanika i pacijenata oboljelih od Hashimotove bolesti.

2. Promjene u genskoj ekspresiji ispitivanih gena povezane su s progresijom Hashimotove

bolesti prema hipotireozi, i nadomjesnom hormonskom lije¢enju.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

1. Ispitati ekspresiju transkripcijskih ¢cimbenika PLZF, RUNX3, RORC i FOXO1 u postojecoj
biobazi RNA uzoraka prethodno izoliranih iz perifernih limfocita T pacijenata oboljelih od

Hashimotove bolesti i zdravih ispitanika.

2. Ustanoviti transkripcijske profile ispitivanih gena u kontrolnoj i HT skupini, te odrediti
njihovu povezanost s volumenom Stitnjace, serumskom razinom hormona TSH, FT3 i1 FT4,

anti-TPO antitijela, te dozom nadomjesne hormonske terapije.

3. Utvrditi medugenske korelacije ekspresije, te utjecaj dobi na ekspresiju ispitivanih gena.
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4 MATERIJALI | METODE

4.1.Materijali

4.1.1. Ispitanici

Za istrazivanje je prikupljena periferna krv 11 zdravih (CTRL) i 35 odraslih, nesrodnih
bolesnika iz isto¢ne Hrvatske kojima je dijagnosticiran Hashimotov tireoditis u Klinickom
zavodu za nuklearnu medicinu i zaStitu od zracenja, Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Odabir
ispitanika kontrolne i HT skupine, te prikupljanje i izolacija bioloskog materijala prethodno su
provedeni u okviru studije koja je odobrena od strane Etickog povjerenstva Klini¢kog bolnickog

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

Hashimotova bolest dijagnosticirana je na temelju pozitivnog nalaza serumskih
vrijednosti anti-TPO, karakteristicnog nalaza ultrazvuka stitnjace, te specifi¢nih citopatoloskih
obiljeZja u razmazima tkivnih aspirata dobivenih ciljanom punkcijom $titnjace pod kontrolom
ultrazvuka. Ovisno o stupnju funkcijskog osteéenja Stitnjace, skupina bolesnika nadalje je

podijeljena u tri podskupine ispitanika:

1) spontano eutiroidni (euHT, n=13);

2) hipotiroidni, lije¢eni L-tiroksinom (n=12);
3) hipotiroidni, nelijeceni (hipoHT, n=10);

Skupina hipotiroidnih lijecenih ispitanika tretirana je nadomjesnom terapijom, L-
tiroksinom (L-T4) u dozi koja normalizira serumski TSH, sukladno tjelesnoj masi i dobi

[primjenjena prosje¢na doza L-T4 = 1,16 (interkvartilni raspon (0.96-1.3) pg/kg].

Kontrolna skupina sastavljena je od 11 odraslih, zdravih, nesrodnih, eutiroidnih
ispitanika s urednim nalazom ultrazvuka Stitnjace, bez obiteljske anamneze bolesti Stitnjace,
autoimunih ili endokrinih bolesti, u kojih je analizom krvi potvrdeno odsustvo anti-TPO
protutijela.

Primarna hipotireoza i iskljucni kriteriji definirani su kako je ranije navedeno (55, 56),
a mjerenje FT4, TSH, volumena Stitnjace i TPOAb ucinjeni su kako je ranije opisano (56).
Probir ispitanika kontrolne i HT skupine, te prikupljanje krvi i izolacija RNA iz perifernih
limfocita T prethodno su provedeni u okviru studije (56) koja je odobrena odlukom Etickog
povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Osijek (Potvrda br. 29-1:9890-11/2007).
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4.1.2. Upotrijebljene kemikalije:

» PrimeScript First Strand cDNA Synthesis Kit (Takara, Nojihigashi, Japan)

» TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija,
SAD) (Tablica 2)

» Single Tube TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

Tablica 2. Popis TagMan proba i veli¢ina amplikona istrazivanih gena

ID testa

Hs00232313 m1

Hs01091094 m1

Hs00231709_m1

Hs01076112_m1

Hs00231106_m1

Hs99999910_m1

Skraéenica gena

PLZF (ZBTB16)

RUNX3

RUNX3

RORC

FOXO1

TPB

Naziv gena

Promyelocytic
leukemia zinc
finger
Runt-related
transcription
factor 3
Runt-related
transcription
factor 3
RAR-related
Orphan Receptor
C

Forkhead box
protein O1

TATA box
binding protein

Pristupni broj u
banci gena

NM_001018011.1

NM_001031680.2

NM_001031680.2

NM_001001523.1

NM_002015.3

NM_003194.4

Veli¢ina PCR
odsjecaka
67
108
77

62

103

127
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4.2 Metode

4.2.1. Sinteza cDNA

Sinteza cDNA iz ukupne RNA uc¢injena je metodom reverzne transkripcije, upotrebnom

komercijalnog kita ,,PrimeScript First Strand cDNA Synthesis Kit*.

Postupak: u ukupnu reakcijsku smjesu (20ul) dodano je 3ul RNase Free dH20 , 4 pl
5xPrimeScript™Buffer , 1 ul Oligo dT pocetnica, 1ul PrimeScript™RT Enzyme Mix smjese,
1ul pocetnica od 6 nasumi¢nih nukleotida (random hexamers) i 10 ul ukupne RNA radne
koncentracije 20 ng/ul. Nakon pripreme reakcijske smjese, uzorci su inkubirani 15 minuta na
37 °C, nakon Cega je reakcija reverzne transkripcije zaustavljena zagrijavanjem 5s na 85 °C.
Reverzna transkripcija ukupne RNA u cDNA provedena je upotrebom PCR uredaja Proflex 3
x 32-well PCR system (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD). Svi dobiveni
cDNA uzorci razrijedeni su 8 puta, do krajnje koncentracije od 1,25 ng/ul, nakon ¢ega su uzorci

cDNA alikvotirani i pohranjeni na -20 °C do ponovne upotrebe.

4.2.2. Kvantitativna analiza na real time PCR uredaju

Razina mRNA ekspresije 4 ciljna gena (PLZF, RUNX3, RORC, FOXO1) odredena je
metodom kvantitativne RT PCR reakcije (RT-qPCR) na uredaju Quant Studio 5 (Applied
Biosystems, Foster City, California).

4.2.2.1. Priprema standardne krivulje

RT-gPCR precizna je i pouzdana metoda za kvantifikaciju cDNA koja se temelji na
mjerenju fluorescencijskog signala, koji tijekom PCR reakcije raste proporcionalno broju
kopija pocetnog cDNA materijala. Razina fluorescencije mjeri se na kraju svakog PCR ciklusa,
stoga je proces amplifikacije moguce pratiti u stvarnom vremenu. Najbrzi rast fluorescencije
biljezi se tijekom eksponencijalne faze PCR reakcije, kada se cDNA materijal udvostrucuje u
svakom ciklusu. U linearnoj fazi PCR reakcije, amplifikacija usporava radi nedostatka jedne ili
viSe iskoriStenih komponenti smjese, te u konacnici reakcija staje, a fluorescencijski signal

stagnira (Slika 5).
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Plato faza //‘*

Linearna faza

—// Eksponencijalna faza

Broj PCR ciklusa

Kolicina PCR produkta

Slika 5. Faze PCR reakcije

Ucinkovitost PCR reakcije moze se utvrditi pripremom standardne krivulje koja nastaje
amplifikacijom najmanje 5 uzoraka pripremljenih serijskim razrijedenjem uzorka poznate
koncentracije. Po zavrsetku PCR reakcije, primjenom racunalnog programa za analizu
zabiljezenih fluorescencijskih signala, odreduje se najniza vrijednost fluorescentnog signala
koja znacajno nadmasuje nespecifi¢énu pozadinsku fluorescenciju, odnosno prag fluorescencije,
te se izraCunava U kojem je ciklusu (threshold cycle, Ct) vrijednost fluorescencije u
svakogserijskog razrijedenja dosegla prag fluorescencije. lzmjerene Ct wvrijednosti i
logaritamske vrijednosti koncentracije cDNA serijskih razrijedenja koriste se za pripremu
standardne krivulje. Jednadzba pravca y=ax-+b, opisuje karakter linearnog odnosa izmedu
koncentracije i Ct vrijednosti u standardnim uzorcima. U reakciji 100% ucinkovitosti
o¢ekujemo linearan porast fluorescencije u odnosu na koncentraciju cDNA u uzorcima serijskih
razrijedenja, pa se stoga u€inkovitost PCR reakcije moZze izracunati iz vrijednosti nagiba pravca

standardne krivulje prema jednadzbi:

Nagib pravca standardne krivulje odreduje se usporedbom omjera Ct vrijednosti i

koncentracije cDNA izmjerenih u prvoj 1 krajnjoj tocki standardne krivulje prema jednadzbi:
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Postupak: u svrhu pripreme standarne krivulje, odabrano je 6 uzoraka RNA radne
koncentracije 30 ng/ul, te je u€injena reverzna transkripcija u ukupnom volumenu od 20 pl.
Dobivena cDNA iz 6 reakcijskih tubica potom je zdruzena u 120 pl, zatim razrijedena 3 puta
na ukupni volumen od 360 pul, nakon cega je napravljeno 5 serijskih razrijedenja pri cemu je
svaki uzorak razrijeden 4 puta u odnosu na prethodni. Pripremljeni standardi poznate

koncentracije su alikvotirani i pohranjeni na -20°C do ponovne upotrebe.

4.2.2.2. Analiza genske ekspresije pomo¢u Taq man proba

TagMan probe su oligonukleotidne probe dizajnirane za kvantitativnu analizu genske
ekspresije tijekom PCR reakcije. TagMan probe sastoje se od flourofora koji je kovalentno
vezan za 5' kraj oligonukleotidne probe i ,,utiSivaca“ (engl. quencher) na 3' kraju koji absorbira
fluorescentno zraCenje fluorofora. Tijekom PCR reakcije 5' endonukleazna aktivnost enzima
Taq polimeraze osigurava cijepanje TagMan probe i emisiju fluorescentnog zracenja koje se

mjeri na kraju svakog PCR ciklusa.

Postupak: u rac¢unalnom programu QuantStudio Design & Analysis Software v 1.3.1,
definirani su temperaturni uvjeti PCR reakcije i raspored pipetiranja ispitivanih uzoraka DNA
na PCR ploc¢i sukladno shemi na Slici 6. Za umnazanje specificnih genskih odsjecaka koriSten
je komercijalni komplet TagMan polimeraze, nukleotida i pufera, TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD). Amplifikacija ciljanih
transkripcijskih ¢imbenika provedena je na real-time PCR uredaju QuantStudio 5 u 15ul
ukupne reakcijske smjese, koja je sadrzavala 6,75 ul cDNA, 7,5 ul smjese TagMan Universal
Master Mix i 0,75 ul TagMan Expression kompleta specificnih pocetnica i probe. PCR
reakcijska smjesa jednoliko je raspodijeljena u mikrotitarske jazice PCR ploc¢e, povrh koje je
zatim zalijepljena prozirna plasti¢na folija i ploc¢a je centrifugirana 1 min na 3000 rpm.
Amplifikacija DNA materijala provedena je u real-time PCR uredaju QuantStudio 5, tijekom
ponavljaju¢ih ciklusa zagrijavanja 1 hladenja PCR smjese prema unaprijed zadanom

temperaturnom protokolu (Tablica 3). Svi uzorci testirani su u triplikatu.
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Tablica 3. Program za RT-gPCR

Temperatura Vrijeme
Hold 95°C 10 min
PCR Stage Denature 95°C 15s
(40 cycles) Anneal/extend 60 °C 1 min
Hold 4°C ©
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

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

I O MmO Olw >

Slika 6. Raspored pipetiranja ispitivanih DNA uzoraka na PCR plo¢i

4.2.2.3.Kvantifikacija genske ekspresije AACt metodom

Za analizu genske ekspresije odabrana je metoda relativne kvantifikacije kojom se
odreduje omjer izmedu koli¢ine ciljnog gena i koli¢ine kontrolnog ili referentnog gena u
ispitivanom uzorku cDNA. Geni za odrzavanje klju¢nih stani¢nih funkcija (,,housekeeping™
geni) obi¢no se odabiru kao referentni geni. U svakom uzorku provodi se qPCR analiza ciljnog
i referentnog gena. Dobivene Ct vrijednosti ciljnog gena normaliziraju se u odnosu na Ct
vrijednosti referentnog gena izmjerene u istom uzorku cDNA, te se mogu Koristiti za usporedbu
diferencijalne ekspresije mRNA u razli¢itim tkivima, ili stanicama razlicitog porijekla (npr. iz

kontrolnih i oboljelih ispitanika).
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Postupak: Kvantitativne, Ct vrijednosti ekspresije referentnog (TBP) i ciljnih gena
(FOXOL1, PLZF, RUNX3, RORC), zabiljezene tijekom qPCR reakcije, izvezene su u program
Microsoft Excel, gdje su upotrijebljene za analizu razlike mRNA ekspresije ispitivanih gena u

HT ispitanika i zdravih kontrola, primjenom metodeAACt koju su opisali Livak i sur. (57).

U prvom koraku, Ct vrijednosti ciljnih gena izmjerene u populaciji HT i kontrolnih ispitanika,
normalizirane su u odnosu na Ct vrijednosti referentnog TBP gena, primjenom sljedecih

formula:
ACT (uzorak) = CT ciljni gen - CT referentni gen
ACT (kontrola) = CT ciljni gen - CT referentni gen

U slijede¢em koraku, vrijednost AACT za svaki uzorak odredena je na temelju razlike ACT

vrijednosti ispitivanih uzoraka i ACT vrijednosti kontrole, prema formuli:
AACT = ACT (uzorak) - ACT (kontrola)
Normalizirana razina ekspresije ciljnih gena odredena je pomocu formule:
Normalizirana razina ekspresije gena u uzorku = 2-AACT

U konacnici, razlike u razini mRNA ekspresije izmedu HT 1 kontrolnih ispitanika utvrdene su

usporedbom normaliziranih vrijednosti genske ekspresije medu ispitivanim skupinama.

4.2.3. Statisticka analiza rezultata

Kategoricke varijable prikazane su apsolutnim frekvencijama i proporcijama, a omjerne
varijable medijanom s interkvartilnim rasponom (IQR). Normalnost distribucije procijenjena je
Shapiro-Wilk testom. Statisti¢ka znacajnost razlike medu neovisnim skupinama testirana je
neparametrijskim Mann-Whitney ili van der Waerden testom, s post-hoc Bonferroni
procedurom (R paketi kSamples i PMCMR) Povezanost kontinuiranih varijabli procijenjena je
Spearmanovim koeficijentom korelacije (p). Ukoliko nije drugacije naznaceno, dvostrani
P<0.05 predstavlja prag znacajnosti. Za graficki prikaz koristen je ggpubr paket za R program
v3.4.1 (http://www.R-project.org.).
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5. REZULTATI

5.1. Klini¢ke i biokemijske karakteristike ispitanika

S obzirom na veli¢inu skupina i odstupanja od normalnosti distribucije, usvojen je
neparametrijski pristup u analizi omjernih varijabli. Tablica 4. prikazuje rezultate analize
biokemijskih, klinickih i demografskih obiljezja ispitanika. Vidljivo je da nema znacajne
razlike u dobi izmedu ispitivanih grupa. Serumske FT4 vrijednosti su snizene, a TSH vrijednosti
znacajno povisene kod hipotiroidnih nelije¢enih u odnosu na lijecene, spontano eutiroidne, i
zdrave ispitanike. Znacajne razlike TSH vrijednosti izmedu zdravih, oboljelih/eutiroidnih i

lijecenih hipotiroidnih ispitanika nisu zabiljeZene.

Tablica 4. Deskriptivna analiza klini¢kih i biokemijskih karakteristika HT pacijenata i zdravih
kontrola

Skupine N Volumen (mL) FT4 (pmol/L) TSH (mIU/L) Dob (god) = TPOAt (KIU/L)
HT, hipotiroidni, 10  15.5(11.6-20.4) 11.2 (10-12.1)* 10.35 (6.9-15.2)°¢ | 50 (40-61) = 349 (136-1542)
nelijeceni
HT, hipotiroidni, = 12 10.4 (7.2-13.6) 13.9 (12.1-16.3)¢ 2.61 (1.88-3.52) 62 (53-64) 276 (92-1253)
lijeceni
HT, spontano 13 14 (13.1-19.3) 11.5(11.3-12.5) 2.77 (1.23-4.23) 51 (40-58) = 677 (150-2389)
eutiroidni
Kontrolni 11  12.6 (103.-13.3) 12.4 (10.6-13.6) 1.5(1.11-2.56) 49 (40-62) neg
Ispitanici

P, van der 0.041 0.002 0.000022 0.142 -

Waerden test

4P<0.001, vs HT, hipotiroidni, lijeCeni
b P<10, vs HT, spontano eutiroidni

¢ P<10®, vs kontrole

4 P<0.05, vs HT, spontano eutiroidni
#d nost hoc, Bonferroni test
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5.2. Pokazatelji u¢inkovitosti i preciznosti RT- gPCR reakcija

U svrhu procjene ucinkovitosti amplifikacije ciljnih gena u ispitivanoj populaciji cDNA
uzoraka, tijekom svih qPCR reakcija usporedno su provedena mjerenja Ct vrijednosti
ispitivanih uzoraka u triplikatu, i standardnih serijskih razrijedenja u duplikatu. Svi ispitivani
TagMan kompleti pocetnica i proba, 0sim FOXO1 (Slika 7.A), pokazali su visoku u¢inkovitost
amplifikacije cDNA kalupa, u rasponu od 91.9% - 98.7% (Slika 3. B-E).

Preciznost qPCR mjerenja odredena je linearnim korelacijskim koeficijentom (R?), koji
opisuje koliko dobro zabiljezene vrijednosti fluorescencije serijskih razrijedenja odgovaraju
zadanim podacima standardne krivulje. Sto je vrijednost R? blize 1, to je slaganje izmedu
vrijednosti izraCunatih modelom i izmjerenih vrijednosti jac¢e, a pouzdanost predvidanja
koncentracije cDNA u odnosu na vrijednost fluorescencije veca. U svim qPCR reakcijama

zabiljezene su visoke vrijednosti R? u rasponu od 0.998-0.999.

Takoder, u¢injena je analiza varijabilnosti Ct mjerenja standardnih serijskih razrijedenja
izmjerenih u duplikatu unutar jednog (,,intra-assay*) ili viSe (,inter-assay”) qPCR
eksperimenata. Sukladno tomu, varijabilnost ,,intra-assay* pokusa bila je manja od 1.49% za

sve ispitivane transkripte, te manja od 1.54 % izmedu razli¢itih qPCR eksperimenata.
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Slika 7. Standardne krivulje FOXO1, PLZF, RORC, RUNX3 i TBP TagMan kompleta. .
Utinkovitost (Eff%) i preciznost (R?) (A) FOXO1, (B) PLZF, (C) RORC (D) RUNX3 i (E)
TBP gPCR eksperimenata utvrdena je qPCR analizom 5 standardnih uzoraka pripravljenih
nizom serijskih razrijedenja u omjeru 1:3. Analiza rezultata provedena je racunalnim

programom QuantStudio Design & Analysis Software v 1.3.1.
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5.3. Ekspresijski profili gena FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC

Za ovu analizu, hipotiroidni ispitanici, lijeceni i nelijeeni, grupirani su zajedno (HT,
hipotiroidni) buduci da nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji izmedu lije¢enih
i nelijecenih hipotiroidnih ispitanika (rezultati nisu prikazani). ZabiljeZene su znacajne razike
u ekspresiji PLZF, RUNX3 i RORC transkripta medu skupinama.

Analizom normaliziranih vrijednosti mRNA ekspresije FOXO1 transkripcijskog
¢imbenika u perifernim limfocitima T, znacajne razlike izmedu skupine HT hipotiroidnih
[median; Me=1.09 (IQR (0.89-1.41)] i kontrolnih ispitanika [Me=0.89 (0.79-1.07); P=0.05) nisu
zabiljezene. Medutim, u odnosu na hipotiroidnu HT skupinu, eutiroidni ispitanici pokazuju
znacajno smanjenu ekspresiju FOXO1 mRNA [M.=0.81 (0.65-0.91); P=0.041] (Slika 8.A). Na

globalnoj razini, razlika grani¢no izmice znacajnosti.

Za razliku od FOXO1, PLZF mRNA ekspresija je znacajno poviSena u skupini HT
hipotiroidnih [Me=1.92 (1.38-2.29)] u odnosu na kontrolne ispitanike [Me=1.05 (0.81-1.16);
P=0.004], a znacajne razlike medu skupinama HT ispitanika (hipotiroidni i eutiroidni) nisu
uocene (P=0.449). Takoder, nije zabiljeZzena znacajna razlika u ekspresiji gena PLZF
usporedbom spontano eutiroidnih HT ispitanika i zdravih kontrola [euHT vs CTRL; 1.17 (0.8-
1.74) vs 1.05 (0.81-1.16); P=0.471] (Slika 8.B).

Ekspresija RUNX3 mRNA u perifernim T limfocitima HT i zdravih ispitanika, nalikuje
zabiljezenom ekspresijskom profilu gena PLZF. Naime, u odnosu na zdrave kontrole [Me=1.12
(0.71-1.22)], HT hipotiroidni ispitanici pokazuju znacajno povisene razine mRNA ekspresije
gena RUNX3 [Me=1.51 (1.31-2.12); P=0.011], a usporedbom hipotiroidnih i spontano
eutiroidnih HT skupina [hipoHT vs euHT; 1.51 (1.31-2.12) vs 1.19 (0.95-1.49); P=0.366],
odnosno eutiroidnih HT i kontrolnih ispitanika [euHT vs CTRL; 1.19 (0.95-1.49) vs 1.12 (0.71-
1.22); P=0.477] nisu zabiljezene znacajne razlike. (Slika 8.C).

Analizom izmjerenih vrijednosti ekspresije gena RORC uocena je znac¢ajno povisena
razina RORC mRNA u skupini HT hipotiroidnih [Me=1.72 (1.13-2.51)], u odnosu na zdrave
[Me=1.05 (0.76-1.39); P=0.028)] i spontano eutiroidne ispitanike [Me=0.96 (0.67-1.29);
P=0.011)] (Slika 8.D).
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Slika 8. Relativna ekspresija gena FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC u perifernim limfocitima
T zdravih kontrola i HT ispitanika. Ekspresija gena (A) FOXO1, (B) PLZF, (C) RUNX3 i (D)
RORC izmjerena RT-gPCR metodom u populaciji 35 HT i 11 kontrolnih ispitanika. Unutar
pravokutnog ili box-plot dijagrama,, gornje i donje vertikalne linije predstavljaju 1.5xIQR.
Prema Tukey-u, ekstremne vrijednosti oznacene su tockom. Razlike medu skupinama utvrdene
su usporedbom normaliziranih vrijednosti qPCR mjerenja ucinjenih u triplikatu primjenom
metode AACt, i van der Waerden testom s Bonferroni post-hoc procedurom, a prag znacajnosti

je definiran kao P<0.05.
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5.4.Medugenske korelacije

Da bismo utvrdili postoji li povezanost izmedu mRNA ekspresije ispitivanih
transkripcijskih ¢imbenika FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC u perifernim limfocitima T,
ucinjena je Spearmanova analiza povezanosti genskih parova u ukupnoj populaciji ispitivanih
uzoraka (n=46). Za ovu analizu, primijenjen je Bonferroni-korigirani prag znacajnosti
P<0.0083 (0.05/6).

Pozitivni genski odnosi na razini mRNA ekspresije zabiljezeni su izmedu
transkripcijskih ¢imbenika RUNX3 i PLZF (P=2.3x1078, Slika 9.A) FOXO1 i RUNX3
(P=0.0045, Slika 9.B), te RUNX3 i RORC (P=0.00091, Slika 9.C).

Nadalje, uocena je 1 pozitivna korelacija izmedu mRNA ekspresije gena RORC i
FOXO1 (P=6.1x107, Slika 9.D), PLZF i RORC (P=3.2x107, Slika 9.E), te FOXO1 i PLZF
(P=0.001, Slika 9.F).
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Slika 9. Graficki prikaz Spearmanove analize povezanosti ekspresije mMRNA genskih parova
FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC
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5.5. Povezanost klinickih karakteristika i genske ekspresije HT ispitanika

Istrazivana je moguca povezanost ekspresijskog profila mMRNA gena FOXO1, PLZF,
RUNX3 i RORC s klinickim karakteristikama ispitanika, poput dobi, serumske razine TSH-a u
trenutku uzorkovanja krvi za ekspresijsku analizu, i primjenjene doze nadomjesne hormonske

terapije.

U ukupnoj populaciji ispitanika (n=46) uocena je znacajna povezanost izmedu
ekspresije mMRNA transkripcijskog ¢imbenika RUNX3 i dobi ispitanika (p=0.34; P=0.019)
(Slika 10. A).

Nadalje, u skupini terapijski naivnih (spontano eutiroidnih i nelijecenih, hipotiroidnih
HT ispitanika, n=23), serumska razina TSH pozitivno korelira s razinom ekspresije gena RORC
u perifernim limfocitima T (p=0.5; P=0.015) (Slika 10. B). Zanimljivo, doza nadomjesne
terapije L-tiroksinom potrebna za normalizaciju TSH, u lijeCenih hipotiroidnih HT ispitanika
(n=12), pozitivno korelira s razinom PLZF mRNA (p=0.8; P=0.019) (Slika 10. C).

Povezanost ekspresijskih profila gena FOXO1, PLZF, RUNX3 i RORC s volumenom
Stitnjace, serumskom razinom FT3 i FT4 u nelijeCenih bolesnika, ili titrom anti-TPO protutijela

nije zabiljeZena.
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Slika 10. Analiza povezanosti ekspresijskog profila limfocita T i klinickih karakteristika HT i
kontrolnih ispitanika. Razina ekspresije gena RUNX3 (A) pozitivno korelira s dobi ispitanika
(n=46), a povecanu ekspresiju gena RORC (B) u nelijeenih HT ispitanika (n=23; spontano
eutiroidni + nelijeCeni hipotiroidni) prati porast serumske razine TSH. Doza nadomjesne
terapije L-tiroksinom u lije¢enih hipotiroidnih HT ispitanika (n=12) pozitivno korelira s
poveéanom ekspresijom gena PLZF (C). Y-o0s u (B) je log-o0s. p - Spearmanov korelacijski

koeficijent; prag znacajnosti P<0.05
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6. RASPRAVA

U svrhu analize promjena transkripcijskog profila perifernin T limfocita u
Hashimotovoj bolesti, u ovom istrazivanju ispitivana je razina mMRNA ekspresije
transkripcijskih ¢imbenika PLZF, RUNX3, RORC i FOXOL1 u oboljelih (lije¢enih/nelije¢enih
hipotiroidnih, eutiroidnih) i zdravih ispitanika. Takoder, proucavana je i povezanost genske
ekspresije navedenih gena s dobi ispitanika te izabranim klinickim obiljezjima poput serumske
razine TSH, volumena §titnjace u nelijeCenih i doze LT4 potrebne za normalizaciju TSH-a u
lijeCenih ispitanika, normalizirano za tjelesnu masu. Nadalje, zbog slozenih obrazaca
medusobne regulacije na razini transkripcije, analizirane su i medugenske korelacije u HT i

kontrolnim ispitanicima.

Zabiljezena biokemijska i klini¢ka obiljezja HT i kontrolnih ispitanika odgovaraju do
danas dobro poznatim obrascima regulacije na relaciji Stitnjaca - hipofiza (2, 58). U skupini
nelijeenih hipotiroidnih ispitanika zabiljezene su snizene vrijednosti T4 te poviSene vrijednosti
serumskog TSH-a. Suprotno, razina slobodnog tiroksina u skupini lije¢enih hipotiroidnih
ispitanika je poviSena, §to se moze pripisati nadomjesnoj hormonskoj terapiji levotiroksinom, i
nerijetkoj potrebi za nesto visim koncentracijama FT4 u svrhu normalizacije serumskog FT3 u
ovih bolesnika (58). Prisutnost TPOAb protutijela, kao glavne biokemijske karakteristike

Hashimotovog tiroiditisa (2), zabiljezena je, ocekivano, u sve tri skupine HT oboljelih.

Rezultati analize genske ekspresije pokazali su povisene razine mRNA ekspresije gena
PLZF, (van der Waerden test; P=0,004; Slika 8.B), RUNX3 (P=0,011; Slika 8.C) i RORC
(P=0,028; Slika 8.D) u skupini hipotiroidnih (lije¢enih i nelije¢enih) bolesnika u odnosu na
zdrave ispitanike, sugerirajuci time njihovu ulogu u razvoju hipotiroidnih oblika Hashimotove
bolesti. Sli¢an obrazac ekspresije u perifernim T-limfocitima HT ispitanika pokazuju kljuéni
regulatori efektorsko/memorijskog programa, T-bet i EOMES, C¢ija je poveéana ekspresija
zabiljezena u hipotiroidnih, ali ne 1 u eutiroidnih HT ispitanika (59, 55). Oba ova ¢imbenika
povezana su s akumulacijom CD8*T-limfocita nalik NK-stanicama u drugim patoloskim
stanjima. Opisana je i proporcionalna relacija izmedu ekspresije PLZF u T 1 iNKT stanicama i

ekspresije EOMES-a u prirodenim CD8" T stanicama (60).
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Robustna razlika u ekspresiji gena FOXO1 nije utvrdena usporedbom bolesnika i
kontrolnih ispitanika, ali je u skupini spontano eutiroidnih HT pacijenata zabiljezena nesto niza
ekspresija FOXO1 mRNA u odnosu na T-limfocite hipotiroidnih donora (van der Waerden
test;P=0,041; Slika 8.A). Transkripcijski ¢imbenik FOXOL nije esencijalan u razvoju
efektorskih CD8" linija, ali je neophodan za stabilizaciju i funkcionalnost memorijskih stanica,
¢iju diferencijaciju potice utiSavanjem ekspresije gena T-bet, i stimulacijom ekspresije gena
EOMES (54). Nadalje, FOXOL izravno regulira ekspresiju CTLA-4 i FOXP3, dvije klju¢ne

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

Zarazliku of FOXO1, limfociti T hipotiroidnih HT ispitanika pokazuju poviSenu razinu
PLZF mRNA u odnosu na zdrave kontrole. Na temelju nedavnog istrazivanja zabiljeZen je
povisen udio NKT stanica u HT oboljelih (26), koje potencijalno dijelom pridonose povisenoj
ekspresiji gena PLZF zabiljeZzenoj u nasoj populaciji HT ispitanika. Jedan do pet posto
infiltriranih mononukleara u Hashimoto Stitnjacama izrazava perforin, od ¢ega 25% Ccine
CD3*CD4°CD8 (DN) stanice (62). Ukupno, IFNy/IL-17* DN T-stanice ¢ine gotovo 5% svih
infiltriranih stanica u upalno promijenjenim S$titnjacama, s podjednakom proporcijom iNKT
(63) 1 yd stanica. Obje ove linije u svom razvoju klju¢no ovise o PLZF. S tim u svezi, zanimljiv
je nalaz pozitivne povezanosti izmedu veli¢ine doze nadomjesne hormonske terapije,
normalizirane za tjelesnu masu, potrebne za normalizaciju TSH i razine ekspresije gena PLZF
u perifernim limfocitima T hipotiroidnih, nelijeCenih HT ispitanika (Spearmanov korelacijski
koeficijent p=0,8; P=0,0019; Slika 10C).

Drugu znacajnu citotoksi¢nu populaciju u Hashimoto Stitnja¢ama ¢ine autoreaktivne,
klonalno ekspandirane Pfr1"CD8'T stanice (62, 64), s ve¢im udjelom u hipotirezi nego u
eutireozi. Ova populacija osobito je umnoZena u hipotiroidnom HT (65), gdje ¢ini i vodeéu
komponentu, a na periferiji opisane su umnoZene cirkulirajuée CD8"Tcl7 i CD8"CD28 Tem
stanice. Medu njima, CD28 T stanice karakterizirane su izrazito citotoksi¢nim profilom,

visokom ekspresijom T-bet, EOMES-a i membranskih NK biljega.

NKT stanice, kao i efektorski CD8" CTL u ¢ijoj diferencijaciji sudjeluje i RUNX3 (47),
otpustanjem perforina stvaraju pore u stani¢noj membrani tireocita i osmozom pospjesuju lizu
stanice, a otpustanjem granzima aktiviraju kaspaznu kaskadu koja dovodi do apoptoze (66).
Danas je poznato kako RUNX3 inducira ekspresiju T-box transkripcijskih ¢imbenika, a zatim
zdruzenim djelovanjem s T-bet i EOMES potice ekspresiju INF-y i perforina. Direktnim

djelovanjem RUNX3 samostalno inducira ekspresiju jo$ jednog efektorskog cimbenika,
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granzima B (GZMB), ¢ija je povecana razina mRNA ekspresije nedavno zabiljezena u
perifernim limfocitima oboljelih od HT (55). Stovise, povecana ekspresija gena GZMB
povezana je s redukcijom zljezdanog volumena i porastom doze nadomjesne hormonske
terapije u hipotiroidnih HT ispitanika. RUNX3 dakle, posreduje klju¢ne korake u diferencijaciji
i razvoju citotoksi¢nog kapaciteta CD8*INF-y* Tcl efektora, ¢ija je povecana frekvencija
prethodno zabiljezena u HT oboljelih i povezana s porastom TPOAD protutijela (31). Rezultati
tog istrazivanja sugeriraju znacajnu ulogu povecane ekspresije gena RUNX3 u razvoju i
progresiji Hashimotove bolesti i barem dijelomi¢no odraZzavaju udio Tcl limfocitne loze u
hipotiroidnih HT ispitanika. Kao i slu¢aju CD8*EOMES*T-stanica, starenje (67) znacajno
utjece na transkripcijski profil CD8*Tstanica, uklju¢ujuci promjene na RUNX3 lokusu.

Nedavno je otkrivena potencijalna uloga stanica Tc17 u razvoju Hashimotova tiroiditisa
(26), a povecana razina ekspresije mMRNA gena RORC u perifernoj krvi HT oboljelih prethodno
je opisana u nekoliko studija (23, 28). Stovise, povecana frekvencija Th17 stanica ranije je
povezana s razvojem upalnih procesa u Stitnja¢i (21), progresijom bolesti (23) i poveé¢anim
stupnjem oSteCenja Stitnjate u HT ispitanika (68). Budu¢i da diferencijacijom i funkcijom
Th17/Tcl7/y517/MAIT stanica upravlja transkripcijski ¢imbenik RORy (51), povisSena mRNA
ekspresija gena RORC zabiljeZena u ovoj studiji, takoder potvrduje ulogu tip 17 imunoloskog
odgovora u HT patogenezi. Tu hipotezu potvrduje i nalaz pozitivne korelacije izmedu povecane
ekspresije gena RORC i porasta serumskih vrijednosti TSH u nelije¢enih HT ispitanka
(Spearmanov korelacijski koeficijent p=0,5; P=0,015; Slika 10.B).

Nadalje, uoceni su brojni pozitivni medugenski odnosi na razini mRNA ekspresije;
reflektiraju¢i linearni model diferencijacije stanica i1 ocekivanu modularnu ekspresiju
transkripcijskih regulatora. Medu njima, zanimljiva je snaZzna korelacija ekspresije PLZF 1
RORC, koja upucuje na povezanost PLZF 1 RORyt programa, bilo unutar iste linije, bilo
multilinijskom suradnjom. U cirkuliraju¢em odjeljku, i MAIT stanice i Y617 stanice pripadaju
neklasi¢nim PLZF'RORyt"T-limfocitima prirodene stani¢ne imunosti. Bilo kako, rezultat

upucuje na potencijalni znacaj prirodenih limfoidnih stanica u HT.

Dobiveni rezultati medugenske korelacijske analize u skladu su s nedavnim studijama
koje upucuju na postojanje slozenih regulatornih mehanizama na razini transkripcije. Naime,
ekspresiju gena RUNX3 u prirodenim limfoidnim stanicama inducira vezanje transkripcijskog
¢imbenika PLZF (69). PLZF takoder direktno inducira ekspresiju RORyt,vezanjem za RORC

promotor u CCR6" stanicama, §to je potvrdeno istrazivanjem koje su proveli Singh i sur (50).
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Rasprava

Nadalje, uoceno je da u Th17 stanicama koje sintetiziraju INF-y, RUNX3 odrzava visoke razine
ekspresije gena TBX21 i RORC ekspresije, §to je nuzno za stvaranje INF-y i IL-17A (70).
Nadalje, na razini proteina zabiljezeni su i ucinci transkripcijskog ¢imbenika FOXO 1, koji
vezanjem za DNA vezujuéu domenu ¢imbenika RORyt inhibira njegovu transkripcijsku
aktivnost i tako suprimira razvoj Th17 fenotipa (71). Treba naglasiti, medutim, da se navedeni
rezultat odnosi na proteinske interakcije, pri ¢emu brojni translacijski i posttranslacijski

mehanizmi znac¢ajno modificiraju odnos mRNA-protein.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na zna¢ajnu povezanost ekspresijskih profila gena
RUNX3, PLZF i RORC perifernih limfocita T s HT u hipotiroidnoj fazi. Medutim, daljnja
istrazivanja na razini proteina, unutar tkivnih i perifernih subpopulacija CD8+ CTL, potrebna
su za identifikaciju linijski specifi¢nih, funkcionalnih ucinaka limfocita T u inicijaciji i

progresiji HT bolesti.
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Zaklju€ak

7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci
zakljucci:

1) U odnosu na kontrolne ispitanike, periferni limfociti T hipotiroidnih, ali ne i
spontano eutiroidnih HT ispitanika, pokazuju znacajno povisene razine mRNA
ekspresije gena PLZF, RUNX3 i RORC

2) Promjene u mRNA ekspresiji gena RORC i PLZF povezane su s funkcijskom
rezervom Stitnjace u nelijeCenih bolesnika, odnosno parametrima nadomjesne
hormonske terapije

3) Na razini mRNA ekspresije, postoje ko-korelacije izmedu ispitivanih CD8"

transkripcijskih ¢imbenika.
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Sazetak

8. SAZETAK

Uvod: HT je kroni¢na autoimuna bolest Stitnjace koja nastaje spregom podloznih genetickih
¢imbenika 1 rizicnih okoliSnih faktora. Bolest obiljezava pojava autoreaktivnih imunosnih
stanica i antitijela koja prepoznaju tkivne antigene, te citokinskom ozljedom i apoptozom
dovode do ostecenja Stitnjace. CD8" citotoksi¢ni limfociti, ¢ine zna¢ajan udio limfocitnog
infiltrata Stitnjace u HT oboljelih, a njihovu diferencijaciju i razvoj regulira niz transkripcijskih
¢imbenika, poput PLZF, RUNX3, RORC i FOXOL1.

Cilj istrazivanja: Ispitati transkripcijske profile gena PLZF, RUNX3, RORC i FOXO1 u
oboljelih, te ustanoviti njihovu povezanost s volumenom §titnjace, razinom hormona TSH i

FT4, anti-TPO protutijela i dozom nadomjesne hormonske terapije.

Materijali i metode: Prikupljena je periferna krv 11 kontrolnih i 35 ispitanika oboljelih od HT-
a. Sinteza cDNA provedena je pomoc¢u komercijalnog kita ,,PrimeScript First Strand cDNA
Synthesis Kit“, a kvantitativna analiza mRNA ekspresije reakcijom lan¢ane polimeraze u
stvarnom vremenu na uredaju QuantStudio 5 upotrebom komercijalnih kompleta TagMan

proba i pocetnica.

Rezultati: U odnosu na kontrolne ispitanike, oboljeli od HT pokazuju znacajno povisene razine
mRNA ekspresije gena PLZF, RUNX3 i RORC u hipotiroidnoj fazi. Stovise, povisena razina
ekspresije gena PLZF pozitivno korelira s porastom doze nadomjesne hormonske terapije u
lije¢enih hipotiroidnin HT pacijenata (n=12), a razina RORC mRNA raste s pove¢anjem
serumskih vrijednosti TSH u nelijeCenih HT ispitanika (n=23). Ekspresija gena RUNXS3 raste
s dobi ispitanika (n=46).

Zakljuéak: Ekspresijski profili gena PLZF, RORC i RUNX3 u perifernih limfocita T,
razlikuju se izmedu HT oboljelih 1 zdravih kontrola, a promjene u njihovoj ekspresiji povezane

su s progresijom HT bolesti prema hipotireozi i obiljezjima nadomjesnog hormonskog lijeenja.

Kljuéne rije¢i: FOXO1, Hashimotova bolest, PLZF, RORC, RUNX3
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Summary

9. SUMMARY

Introduction: Hashimoto's thyroiditis (HT) is a chronic autoimmune thyroid disease
developing under the influence of susceptible genetic and environmental factors. The disease
is characterised by the presence of autoreactive immune cells and antibodies directed against
the thyroid tissue antigens, which mediate thyroid cell destruction throughcytokine injury and
apoptosis. CD8" cytotoxic lymphocytes comprise a significant proportion of the lymphocytic
thyroid infiltrate in HT patients. Their differentiation and development are regulated by a
number of transcription factors such as PLZF, RUNX3, RORC and FOXO1.

Study aim: To examine transcriptional profiles of PLZF, RUNX3, RORC and FOXO1 genes,
and determine their association with the thyroid volume, TSH and FT4 hormone levels, anti-

TPO antibodies, and the dosage of hormone replacement therapy.

Material and methods: Peripheral blood was collected from 11 healthy controls and 35 HT
subjects. cDNA was synthesized with the use of commercial PrimeScript First Strand cDNA
Synthesis Kit, whereasquantitative analysis of mMRNA expression i real time PCR instrument

QuantStudio 5, was performed with a set of predisigned TagMan expression assays.

Results: Compared to the control subjects, patients with HT showed significantly increased
levels of PLZF, RUNX3 and RORC mRNA expression. Moreover, the increased level of PLZF
gene expression positively correlatedwith the increment of hormone replacement dose in treated
hypothyroid HT patients (n = 12), and the RORC mRNA levels were associated with the
increase ofthe serum TSH in untreated HT examinees (n = 23). RUNX3 transcript abundance

increased with age (n = 46).

Conclusion: Expression profiles of PLZF, RORC and RUNX3 genes in peripheral T
lymphocytes of HT patients differ from the ones in healthy control subjects, and changes in
their expression are associated with the progression of HT disease, hypothyroidism and the
dosage of hormone replacement therapy.

Key words: FOXO1, Hashimoto's disease, PLZF, RORC, RUNX3
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