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POPIS POKRATA
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1. UvOD



1.1. Stitnjaca
1.1.1. Anatomija Stitnjace

Stitnjaca (lat. glandula thyreoidea) je najveéa ilijezda s unutarnjim izlu¢ivanjem ¢ija
prosjeéna masa u odraslih ljudi iznosi od 15 do 20 grama, a prosjec¢ni volumen od 15 do 30
cm?(1, 2). Smjestena je u prednjem dijelu vrata, u razini donjeg dijela grkljana i gornjeg dijela
dusnika (3). Stitnjaca se sastoji od lijevog i desnog reZnja (lat. lobus sinister i lobus dexter)
koji su medusobno povezani tankim i uskim dijelom, istmusom (lat. isthmus glandulae
thyreoideae), sto Zlijezdi daje karakteristican oblik slova H ili leptira (slika 1) (4). Svaki rezanj
je u prosjeku duljine 4 cm, Sirine 2 cm i debljine 2-3 cm, dok je prosjec¢na duljina istmusa
otprilike 2 cm, Sirina takoder 2 cm, a debljina 2-6 mm (5). U otprilike 50% slucajeva, u
Stitnjaci je prisutan i treéi, piramidalni rezanj (lat. lobus piramidalis) koji polazi od istmusa ili

jednog od reznjeva i proteze se sve do jezicne kosti (4-6).

Stitnjaca je obavijena dvjema ovojnicama: vanjskom i unutarnjom. Vanjska ovojnica (lat.
capsula fibrosa) je dio srednjeg lista vezivne vratne ovojnice, deblja je i obavija Stitnjacu s
prednje strane i s lateralnih strana. Vanjska ovojnica je ¢vrsto vezana s dusnikom i grkljanom,
dok je s okolnim tvorbama slabije vezana, pa stoga sama Stitnjaca prati kretnje grkljana i
dusnika i pomic¢na je u odnosu na okolne tvorbe. Unutarnja ovojnica je tanja, obavija
Stitnjacu sa svih strana te ¢vrsto prianja uz nju. Unutarnja ovojnica gradena je od vezivnog
tkiva iz kojeg se duboko u tkivo Stitnjace pruzaju vezivni tracci koji tkivo stitnjace dijele na
sitne reznjice (lat. lobuli glandulae thyreoideae). U prostoru izmedu vanjske i unutarnje
ovojnice nalaze se dostitne Zlijezde (dvije gornje i dvije donje Zlijezde), te Stitaste arterije i

vene Ciji ogranci zajedno sa spomenutim vezivnim traccima ulaze u tkivo stitnjace (3, 5).

Stitnjaca je izrazito dobro prokrvljena, te je volumen krvi koji kroz $titnjacu protece u minuti
otprilike pet puta veci od njezine mase (2). Stitnjacu krvlju opskrbljuju dvije parne arterije,
donja i gornja Stitasta arterija (lat. a. thyroidea inferior i a. thyroidea superior). U otprilike
10% slucajeva prisutna je i peta krvna Zila, najdonja Stitasta arterija (lat. a. thyroidea ima). 1z
Stitnjace krv odvode gornje i srednje Stitaste vene (lat. v. thyroideae superiores i v.
thyroideae mediae) koje se ulijevaju u unutarnju jugularnu venu (lat. v. jugularis interna), te
donja Stitasta vena (lat. v. thyroidea inferior) koja se ulijeva u lijevu brahiocefali¢nu venu (lat.

v. brachiocephalica sin.) (slika 1) (4).



Slika 1. Anatomija Stitnjace
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Preuzeto s https://www.thyroid.com.au/thyroid-cancer/papillary-thyroid-cancer/ i

prilagodeno.

1.1.2. Histologija stitnjace

Osnovna jedinica grade tkiva Stitnjace jest folikul. Folikuli su okrugle zatvorene strukture

razlicite veli¢ine, promjera od 100 do 300 um, obavijene gustom mrezom krvnih i limfnih

kapilara. Folikuli su ispunjeni homogenom izlu¢enom tvari, koloidom, a obloZeni su

folikularnim epitelnim stanicama koje u lumen folikula Iuce tireoglobulin, koji je glavni

sastojak koloida (slika 2). Folikularne stanice mogu biti plocaste, kubi¢ne ili niske cilindri¢ne.

Izgled folikularnog epitela Stitnjace ovisi o aktivnosti Stitnjace. Ukoliko je StitnjaCa aktivna

previadavat ce folikularne cilindri¢ne stanice, dok ¢e u slu¢aju smanjene aktivnosti Zlijezde,

folikuli pretezno biti izgradeni od plocastih ili kubi¢nih stanica (2, 7).


https://www.thyroid.com.au/thyroid-cancer/papillary-thyroid-cancer/

Osim folikularnih epitelnih stanica, u Stitnja¢i nalazimo i parafolikularne ili C-stanice koje
mogu biti uklju¢ene u folikularni epitel ili se mogu nalaziti u intersticiju (slika 2). Ove stanice
su nesto vece i svjetlije od folikularnih stanica, a izlucuju kalcitonin, hormon koji sudjeluje u

regulaciji krvne koncentracije kalcija (7).

Slika 2. Patohistoloska grada Stitnjace.

Preuzeto s http://medcell.med.yale.edu/histology/endocrine systems lab/images/ i

prilagodeno.

1.1.3. Fiziologija Stitnjace

Najvaznija funkcija Stitnjace jest lucenje dvaju hormona, trijodtironina (Ts) i tiroksina (T4).
Oba hormona pohranjena su u koloidu, vezani na tireoglobulin, veliki glikoprotein relativne

molekularne mase oko 330 kDa (8). Na tireoglobulinu odvija se i proces sinteze hormona

4


http://medcell.med.yale.edu/histology/endocrine_systems_lab/images/

Stitnjace. Jedna molekula tireoglobulina sadrzi oko 70 aminokiselina tirozina koje vezanjem s
oksidiranim jodom stvaraju hormone Stitnjae (2). Proces sinteze i pohrane hormona

Stitnjace detaljnije je opisan u sljede¢em paragrafu.

Najprije se tireoglobulin sintetizira u folikularnim stanicama te se zatim izluCuje u lumen
folikula. Sinteza tireoglobulina zapocinje u hrapavoj endoplazmatskoj mreZici, zatim se u
endoplazmatskoj mrezici i Golgijevom kompleksu dodaju ugljikohidrati te se u konacnici iz
sekretnih mjehuri¢a tireoglobulin izlu¢uje u lumen folikula (7). Drugi vazan stupanj u
stvaranju hormona stitnjace jest prijenos jodida iz krvi u folikularne stanice. Ovaj prijenos se
odvija djelovanjem sunosaca (engl. symporter) natrija i jodida koji kroz bazalnu membranu u
unutrasnjost stanice prenosi dva iona natrija i jedan jodidni ion. S obzirom da se u
folikularnim stanicama nalazi visSe joda nego u krvi, energija za prijenos jodida protiv
koncentracijskog gradijenta dolazi iz natrijsko-kalijske ATPazne crpke koja izbacuje natrij iz
stanice. Time se postize niska koncentracija natrija unutar stanice, ¢ime se omogucava
olak$ani transport natrija u stanicu, a samim time i jodida. Jodidi se zatim iz folikularnih
stanica kroz apikalnu membranu prenose u lumen folikula s pomocu ionskog nosaca zvanog
pendrin. Na apikalnoj membrani nalazi se enzim peroksidaza koji uz vodikov peroksid
pospjesSuje oksidaciju jodida, a oksidirani jod se potom moZe vezati s aminokiselinom
tirozinom na molekuli tireoglobulina. Na mjestu gdje koloid dodiruje apikalnu membranu
folikularne stanice, dolazi do organifikacije tireoglobulina, odnosno do vezanja oksidiranog
joda na tirozinske ostatke na molekuli tireoglobulina. Posredstvom peroksidaze, proces
jodiranja tirozinskih ostataka se ubrzava i traje samo nekoliko sekundi ili minuta. Jodiranjem
tirozina nastaju molekule monojodtirozina (MIT), a potom i dijodtirozina (DIT), koje se ubrzo
pocinju medusobno povezivati. U konacnici, spajanjem dviju molekula DIT nastaje jedna
molekula T4, a spajanjem jedne molekule MIT i jedne molekule DIT nastaje jedna molekula
T3. Sintetizirani hormoni Stitnjate ostaju pohranjeni u folikulima na molekulama
tireoglobulina, a pohranjene zalihe hormona dovoljne su za normalnu opskrbu tijela

hormonima u sljedeéa dva do tri mjeseca (2, 7).

Hormoni Stitnjace ostaju vezani za molekule tireoglobulina u folikulima sve dok se za
posebne receptore na bazalnoj membrani folikularnih stanica ne veze tireotropin (engl.
thyroid stimulating hormone, TSH), hormon adenohipofize koji potic¢e lu¢enje hormona iz

Stitnjace. Tada folikularne stanice reagiraju na poticaj TSH-om te pinocitozom unose dijelove



koloida u stanicu. U stani¢noj citoplazmi se pinocitozni mjehuriéi stapaju s lizosomima, te se
djelovanjem enzima proteaza, koje su sastavni dio lizosoma, s molekula tireoglobulina
oslobadaju u citoplazmu T3, T4, MIT i DIT. Slobodni T3 i T4 potom prolaze kroz stani¢nu
membranu folikularne stanice i otpustaju u kapilare. S druge strane, MIT i DIT se ne
otpustaju u krv, ve¢ se djelovanjem enzima dejodaze s njihovih molekula uklanja jod.
Uklonjeni jod i dejodirani tirozin se stoga mogu ponovno iskoristiti u folikularnim stanicama

u novom ciklusu proizvodnje hormona Stitnjace (2, 7).

T4 Cini otprilike 93%, a T3 7% od ukupne koli¢éine hormona Stitnjace otpustenih u krv.
Medutim, djelovanje Ts je otprilike Cetiri puta jace i brze od T4 (1). Dodatno, oko 50%
molekula T4 se u krvi dejodira pa nastanu nove molekule T3, stoga u ciljna tkiva T3 dospijeva
u vecim koli¢inama (2). S obzirom da su hormoni $titnjace hidrofobne molekule, u plazmi se
vedinom veZu za proteinske nosace i na taj nacin dospijevaju do ciljnih tkiva. Slobodna
frakcija hormona stitnjace je izrazito mala, 0.03% za T4 i 0.3% za Ts. Glavni proteinski nosac
za kojeg se veze vecdina hormona StitnjaCe jest globulin koji veZe tiroksin (eng. thyroxin
binding globulin, TBG). Hormoni Stitnjace se u manjoj mjeri vezu i za transtiretin (TTR,
prealbumin koji veZe tiroksin) te albumin (5). Hormoni Stitnjace izrazito se sporo otpustaju s
proteinskih nosaca u ciljne stanice, posebice T4, zbog ¢ega je njegov ucinak sporiji od Ts.
Poluvrijeme Zivota u krvi T4 je sedam dana, a T3 jedan dan. Kada udu u Zeljene stanice,
hormoni se veZu za unutarstani¢ne proteine, pri éemu se T, veZe jace od Ts. Na taj nacin se
hormoni pohranjuju u Zeljenim stanicama i polako iskoristavaju u narednom periodu. | u
ciljnim stanicama dolazi do dejodiranja veéine molekula T4, stoga se naposljetku gotovo sav

T4 pretvori u T3(2).

Hormoni Stitnjace poticu transkripciju mnogih gena u jezgri gotovo svih stanica u tijelu, a
novostvoreni proteini na brojne nacine utje¢u na organizam. Opc¢enito, povecava se stanicna
metaboli¢ka aktivnost u cijelom tijelu. Pretjerano luéenje hormona stitnjate moze povedéati
intenzitet bazalnog metabolizma od 60% do ¢ak 100% iznad normalne vrijednosti. Hormoni
Stitnjace povoljno utjecu na metabolizam ugljikohidrata ubrzavanjem apsorpcije glukoze i
povecavanjem glikolize i glukoneogeneze. Povecano lu¢enje hormona Stitnjace uzrokuje i
smanjenje koncentracije kolesterola, fosfolipida i triglicerida u plazmi te povedanje
koncentracije slobodnih masnih kiselina. Hormoni Stitnjace takoder poticu i rast u djece, te

razvoj mozga u fetalnom razdoblju i u prvim godinama Zivota. Povedana koncentracija



hormona stitnjace moZe utjecati na smanjenje tjelesne mase, ali isto tako i na povecanje
apetita, kao i na povecano lucenje probavnih sokova. Hormoni Stitnjace povedéavaju
prokrvljenost vecine tkiva u tijelu, posebice koZze, a povecavaju i sréani minutni volumen te
sréanu kontraktilnost. Takoder, djeluju i na Ziv€ani sustav, pri ¢emu pretjerano lucenje
hormona moZe uzrokovati anksioznost i nervozu, dok nedovoljno lu¢enje hormona moze

usporiti mentalne funkcije (2, 9).

Luc¢enje hormona Stitnjace kontrolirano je izlu¢ivanjem TSH iz adenohipofize mehanizmom
povratne sprege. TSH povecéava luéenje T3 i T4 iz Stitnjace na nacin da pospjeSuje proteolizu
tireoglobulina u folikularnim stanicama, povecava prijenos jodida iz krvi u folikularne stanice,
povecava organifikaciju tireoglobulina te povecava broj folikularnih stanica, njihov volumen i
njihovu sekrecijsku djelatnost. Ukoliko je koncentracija Tz i T4 u tjelesnim tekucinama
povecana tada se smanjuje izlucivanje TSH iz adenohipofize, a samim time se smanjuje i
luéenje T3 i T4 iz Stitnjace. Na ovaj nacin se omogucava odrzavanje optimalne koncentracije
hormona stitnjace u tjelesnim tekuc¢inama potrebne za normalnu metabolicku aktivnost u
tijelu. Lucenje TSH je pod nadzorom tireoliberina (hormon koji oslobada tireotropin, TRH),
hormona kojeg luci hipotalamus. TRH se hipotalami¢no-hipofiznim krvnim Zilama prenosi do
hipofize gdje se veZze za specificne TRH receptore na membrani hipofiznih stanica, Sto
naposljetku dovodi do lucenja TSH iz hipofiznih stanica. Ukoliko se prekine veza izmedu
adenohipofize i hipotalamusa, lu¢enje TSH ¢e se znatno smanijiti, ali ipak nece prestati (2,

10).

1.1.4. Bolesti stitnjace

Odrzavanje optimalne koncentracije hormona stitnjace kljuéno je za normalno
funkcioniranje cijelog organizma. Ukoliko Stitnjaca Iuéi previse ili premalo hormona, dolazi

do patoloskog stanja, pa tako razlikujemo hipertireozu i hipotireozu.

HIPERTIREOZA

Hipertireoza oznaCava stanje povedanog stvaranja i izluCivanja hormona Stitnjace.
PatofizioloSke promjene u mnogim organskim sustavima uslijed povec¢anog lu¢enja hormona

StitnjaCe uzrokuju pojavu niza razliitih simptoma bolesti od kojih su najceséi nervoza,



pojacano znojenje, palpitacije, nepodnosenje topline, dispneja u naporu, umor i osjecaj
slabosti, topla i vlazna koZa (dlanovi), tahikardija, gubitak tjelesne teZine, povedan apetit,

ucestalije stolice i tremor ruku (2, 11).

Najc¢es¢i uzrok hipertireoze jest Gravesova ili Basedowljeva bolest. U podrucjima s dostatnim
unosom joda, otprilike 80% bolesnika s hipertireozom ima Gravesovu bolest (12, 13).
Gravesova bolest je ucestala autoimuna bolest Stitnjace uzrokovana kombinacijom genetskih
i okolisnih ¢imbenika. Glavna znacajka Gravesove bolesti je stvaranje stimulirajucih
protutijela protiv TSH receptora (engl. thyroid stimulating antibodies, TSAt). Navedena
protutijela se vezu za iste receptore na bazalnoj membrani folikularnih stanica za koje se
veZe i TSH, te na taj nacin poticu folikularne stanice na dodatno lu¢enje hormona Stitnjace,

Sto dovodi do hipertireoze (2, 14).

Hipertireoza se u nekim slucajevima moze pojaviti i u drugoj izrazito ucestaloj autoimunoj
bolesti stitnjace s izrazenom genetskom podlogom, Hashimotovom tireoiditisu. lako je ova
bolest u vedini slu¢ajeva praéena hipotireozom, ponekad se u pocetku bolesti moze pojaviti i

prolazna hipertireoza koja najcesée postupno evoluira u hipotireozu (11, 14, 15).

Hipertireoza moze nastati i uslijed toksi¢cnog adenoma ili multinodozne toksi¢ne guse,
pogotovo u podrucjima jodne insuficijencije, gdje je u 50% slucajeva uzrok hipertireoze jedna
od dvije navedene bolesti (12, 13). Toksi¢ni adenom je dobroéudni tumor Stitnjace koji
sintetizira i luci velike koli¢ine hormona Stitnjae i ne ovisi o izlu€ivanju TSH. Sliéna bolest je i
multinodozna toksicna gusa u kojoj ¢vorovi Stitnjace postaju autonomni i lu¢e hormone
Stitnjace neovisno o TSH. Obje bolesti se kao uzrok hipertireoze pojavljuju u starijih osoba

(11, 16).
HIPOTIREOZA

Hipotireoza predstavlja stanje smanjene sinteze i lu¢enja hormona Stitnjace. S obzirom da su
patofizioloSki procesi u hipotireozi suprotni onima u hipertireozi, tako se i sami simptomi
bolesti uglavnom razlikuju. U najcesée simptome hipotireoze ubrajaju se slabost, suha i
hrapava koza, usporen govor, otecenost o¢nih kapaka, osjetljivost na hladnocu, hladna koza,
edem lica, lomljivost kose, blijeda koZa, poremecaj pamcenja, konstipacija, porast tjelesne

tezine, gubitak dlaka, dispneja, periferni edemi i promuklost (2, 11).



Klinicki manifestna hipotireoza definira se kao stanje poviSene koncentracije TSH i sniZzene
koncentracije T4 (fT4). Predstadijem manifestne hipotireoze smatra se supklinicka hipotireoza
koja oznacava stanje u kojem su vrijednosti TSH povisene, a vrijednosti T4 (fT;) uredne.
Godisnje ¢ak 5% do 20% slucajeva prelazi iz supklinicke u manifestnu hipotireozu (11).
Procjenjuje se da prevalencija supklinicke hipotireoze iznosi od 4% do 20%, dok prevalencija
manifestne hipotireoze varira od 0.3% do 3.7% u SAD-u i od 0.2% do 5.3% u Europi (17, 18).
Takoder, nedavna meta-analiza studija provedenih u devet europskih zemalja pokazala je da

prevalencija nedijagnosticirane hipotireoze iznosi ¢ak 5% (19).

Ovisno o uzroku, hipotireoza se moze podijeliti na primarnu, sekundardnu i tercijarnu.
Primarna hipotireoza je posljedica bolesti Stitnjace ili poremecaja funkcije Stitnjace,
sekundarna se pojavljuje rijetko, a uzrokovana je izostankom stimulacije zdrave Stitnjace
uslijed poremecaja u hipofizi ili hipotalamusu, dok je tercijarna hipotireoza, koja je izrazito

rijetka, uzrokovana mutacijom gena za receptore za hormone stitnjace (11).

Nedovoljan unos joda onemogudéava proizvodnju hormona Stitnjae te stoga moze
uzrokovati hipotireozu. Najozbiljnije posljedice nedovoljnog unosa joda su gusavost te razvoj
kretenizma c¢ija su glavna obiljeZja zaostajanje u tjelesnom rastu i mentalna retardacija.
Javno-zdravstveni programi jodiranja soli, koji su se u nekim zemljama poceli provoditi ve¢
pocCetkom 20. stolje¢a i koje je do danas usvojila i razvila veéina zemalja, predstavljaju
najjeftiniji i najsigurniji nacin prevencije razvoja bolesti uzrokovanih nedostatkom joda te
kognitivnih i tjelesnih oStecenja (18, 20). Unato¢ naporima, jodna insuficijencija je i danas
prisutna u velikim dijelovima Afrike i Azije, ali i u odredenim sub-populacijama (najéesce
trudnicama) nekih visoko razvijenih zemalja (18, 21, 22). Endemska gusSavost i endemski
kretenizam predstavljali su vaZzan javno-zdravstveni problem i u nekim dijelovima Hrvatske u
20. stolje¢u. Medutim, uvodenjem zakona o obvezatnom jodiranju soli sa 10 mg KJ/kg soli
1953. godine, i uvodenjem novog zakona o povecanju jodiranja soli na 25 mg KJ/kg soli 1996.
godine, u Hrvatskoj su ove bolesti iskorijenjene te je 2003. godine postignuta jodna

suficijencija (23).

Najceséi uzrok hipotireoze u podrucjima s dostatnim unosom joda je Hashimotov tireoiditis.
Bolesnici s Hashimotovim tireoiditisom su veéinom u pocetku bolesti eutireoidni ili imaju

supklinicku hipotireozu, no autoimuna upala razara tkivo Stitnjace koje s vremenom propada



i naposljetku fibrozira. Zbog toga se lucenje hormona StitnjaCe smanji ili u potpunosti
prestane, odnosno dolazi do hipotireoze (11, 15). S obzirom da je tema ove disertacije

upravo Hashimotov tireoiditis, detaljan opis ove bolesti dan je u zasebnom poglavlju.

Cest uzrok hipotireoze je i primjena radioaktivnog joda u lije¢enju hipertireoze, odnosno
Gravesove bolesti. Nedugo nakon lije¢enja mozZe dodi do supklinicke hipotireoze koja se
postepeno pogorsava i prelazi u manifestnu bolest. Uestalost hipotireoze 5 godina nakon
lijeCenja iznosi od 7% do 50%. Dugoroc¢no, otprilike 80% bolesnika s Gravesovom bolesti
lije¢enih radioaktivnim jodom razvija hipotireozu, ¢ak i pri niskim dozama. Nesto rjede,
hipotireoza mozZe nastati i kao posljedica primjene radioaktivnog joda u lijecenju toksi¢nog
adenoma ili multinodozne toksi¢ne guse. Takoder, hipotireoza se moZe razviti i nakon
vanjskog zracenja malignih bolesti vrata ili nakon kirurSkog lijecenja Stitnjace. Primjena
lijekova koji sadrzavaju jod, poput amiodarona, takoder moze uzrokovati hipotireozu zbog
preopterecenja jodom c¢ime se trenutno smanjuje aktivnost Stitnjace i sinteza hormona

Stitnjace. Slican ucinak ima i litij koji se koristi u lijeCenju nekih psihijatrijskih bolesti (11, 18).

1.2. Hashimotov tireoiditis (HT)

Hashimotov tireoiditis (HT), poznat i pod nazivom kroni¢ni limfocitni tireoiditis ili kronicni
autoimunosni tireoiditis, najucestalija je autoimuna bolest Stitnjace. Bolest ima izrazenu
genetsku podlogu i uzrokovana je kombinacijom genetske predispozicije i razli¢itih okoliSnih
¢imbenika (14). Osnovna znacajka HT-a jest infiltracija limfocita u Stitnjacu i razaranje tkiva
Stitnjace, Sto postupno moZe dovesti do hipotireoze (15, 24, 25). HT je prvi put opisan kao
posebno patolosko stanje prije viSe od stotinu godina. Bolest je 1912. godine opisao japanski
kirurg dr. Hakaru Hashimoto u Cetiri bolesnika s kroni¢nom limfocitickom upalom Stitnjace i

atrofijom tkiva Stinjace i nazvao je limfomatozna struma (14, 26).

1.2.1. Epidemiologija HT-a

Autoimune bolesti Stitnjace imaju najvecu incidenciju medu svim autoimunim bolestima

povezanim s odredenim organom te predstavljaju vaZzan javno-zdravstveni problem (27).
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Procjenjuje se da prevalencija autoimunih bolesti Stitnjace u opcoj populaciji iznosi od 5% do
10% (28). Hashimotov tireoiditis (HT) je najucestaliji oblik autoimune bolesti Stitnjace,
StoviSe, HT se ubraja medu najrasprostranjenije endokrinoloske poremecaje danasnjice i
najucestalije autoimune bolesti opéenito (29). Kao S$to je ranije spomenuto, HT se smatra i
najées¢im uzrokom hipotireoze u podrucjima s dostatnim unosom joda. Rizik od razvoja HT-a
povecava se s godinama, medutim bolest se moZe pojaviti u bilo kojoj Zivotnoj dobi,
ukljuéujudi i djetinjstvo (14). Takoder, bolest se i do 10 puta ceSc¢e pojavljuje u Zena nego u
muskaraca (30). Prema sustavnom pregledu literature provedenom 2008. godine,
procijenjena godisnja incidencija HT-a iznosi 350/100 000 osoba za Zene, odnosno 80/100
000 osoba za muskarce (31). U bolesnika s HT-om ucestala je prisutnost i drugih autoimunih
bolesti, ponajvise reumatoidnog artritisa, kronicnog autoimunog gastritisa i vitiliga, no
relativno Cesto se pojavljuju i reumatska polimialgija, celijakija, Secerna bolest tipa 1,

Sjogrenov sindrom, multipla skleroza, sustavni eritemski lupus i sarkoidoza (32).

1.2.2. Etiopatogeneza HT-a

Glavna znacdajka HT-a jest infiltracija limfocita T i B u Stitnjacu. Unato¢ velikom broju
provedenih istraZivanja, toan mehanizam autoimunog procesa u HT-u nije jo$ u potpunosti
razjaSnjen. PredloZzeni mehanizmi uklju¢uju smanjenje broja i oStecenje regulatornih
limfocita T (engl. T regulatory cells, Tregs) te povecanu aktivnost folikularnih pomagackih
limfocita T (engl. follicular helper T cells, Tfhs), Sto naposljetku omogucuje limfocitima B
stvaranje protutijela protiv vlastitih antigena Stitnjace. U stvaranju klinicke slike limfociti T
sudjeluju i unistavanjem folikularnih stanica izravnim citotoski¢nim djelovanjem. Osim toga,
limfociti T utje€u i neizravno na funkciju i vitalnost folikularnih stanica, putem proizvodnje
citokina koji mijenjaju integritet te metabolicku i imunu funkciju folikularnih stanica (14, 33,

34).

Jo$ jedno vazno obiljezje HT-a jest prisutnost protutijela protiv dva glavna antigena Stitnjace
— tireoglobulina (Tg) i Stitne peroksidaze (TPO) (25). lako su tireoglobulin i Stitna peroksidaza
razliiti antigeni, protutijela protiv tireoglobulina (TgAt) i Stitne peroksidaze (TPOAt) imaju
mnoga zajednicka obiljezja. Oba protutijela su uglavhom imunoglobulini razreda G (IgG) te

imaju visok afinitet prema vlastitim antigenima (35). TPOAt su prisutni u otprilike 90%, a
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TgAt u otprilike 80% bolesnika s HT-om (35, 36). Oba protutijela stitnjace sluze kao kljucni
klinicki markeri pri postavljanju dijagnoze HT-a, medutim smatra se da su TPOAt najbolji
prediktori autoimunog poremecdaja Stitnjace (15). lako protutijela Stitnjace upucuju na
oStedenje tkiva Stitnjace, smatra se da ova protutijela nisu uzro¢ni ¢imbenici bolesti i da
najvjerojatnije nemaju kljuénu ulogu u patogenezi HT-a (36, 37). Ipak, poznato je da TPOAt
mogu fiksirati komplement i na taj nacin oStetiti folikularne stanice putem mehanizma
stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (35, 38). Medutim, pretpostavlja se da je
ukupno ostecenje tkiva StitnjaCe izazvano TPOAt-ima neusporedivo manje u odnosu na
ukupno osteéenje stitnjace koje izazovu limfociti T izravnim citotoksi¢énim djelovanjem ili
neposredno lu¢enjem citokina (36). S druge strane, TgAt ne posjeduju mogucnost fiksiranja
komplementa te stoga ne uzrokuju osStecenje Stitnjace, ali, poput TPOAt-a, sluze kao vazan

marker poremedéene funkcije stitnjace (25, 33).

HT je uzrokovan slozenim medudjelovanjem genetskih i okolisnih ¢imbenika, od cega se
otprilike 75% razvoja HT-a pripisuje genetskim ¢imbenicima, a 25% okoliSnim ¢imbenicima
(39). Dosad je otkriveno vise razli¢itih okolisnih ¢cimbenika koji mogu doprinijeti razvoju HT-a.
Najsnazniji dokazi povezanosti s HT-om pronadeni su za povecan unos joda kroz sol.
Provedeno je viSe razliCitih longitudinalnih i presje¢nih studija koje su pokazale da je
jodiranje soli, koje je provedeno u mnogim zemljama, znacajno povecalo prevalenciju i
incidenciju HT-a i autoimunosti Stitnjace (40-43). Prolazno ili trajno oStecenje funkcije
Stitnjace, ukljucujudi i HT, mogu uzrokovati i citokini, poput interferona-a, koji se sve ¢esce
primjenjuju u lijecenju razli¢itih vrsta karcinoma. Neke studije sugeriraju da razvoju HT-a
moze pogodovati i nedovoljan unos selena te nedostatak vitamina D, medutim ove
povezanosti treba jo$ dodatno ispitati (34). Osim toga, nastanku HT-a mogu doprinijeti i
infekcije uzrokovane virusima poput hepatitis C virusa, Epstein-Barr virusa ili humanog
herpes virusa 6 (HHV-6), kao i infekcije uzrokovane bakterijama poput Yersinie enterocolitice.
Svejedno, navedene povezanosti nisu joS u potpunosti potvrdene te ih je potrebno dodatno

istraziti (34, 44, 45).

S obzirom da je otkrivanje genetskih ¢cimbenika uklju¢enih u razvoj HT-a tema ove disertacije,

genetska pozadina bolesti detaljno je opisana u zasebnom poglavlju.

12



1.2.3. Klinicka slika HT-a

Bolesnici lije¢niku najéedée dolaze zbog guse tvrdo-elastiéne, gumene konzistencije. Cesto je
u Stitnjaci prisutan i naglaseni piramidalni reZzanj. Uvedanje Stitnjace cesto se otkrije
slu¢ajno, prilikom sistematskog pregleda, i u veéini slucajeva je bezbolno, a bolesnici
eventualno navode punodu Zdrijela ili blazi pritisak u vratu. U nekim slu¢ajevima Stitnjaca
moze biti bolna. Neki bolesnici u po¢etku mogu imati klinicke znakove hipotireoze, a kod njih
Stitnjata moZe biti mala, atroficna i fibrozno promijenjena. Vecina bolesnika u pocetku
bolesti je eutireoidna ili u supklinickoj hipotireozi. Medutim, autoimuna upala postupno
razara tkivo Stitnjace, Sto s vremenom mozZe dovesti do atrofije Stitnjae i razvoja
hipotireoze. Medu bolesnicima s HT-om koji imaju supklinicku hipotireozu, manifestna
hipotireoza godisnje se razvije u 4% slucajeva (46). S druge strane, neki bolesnici u pocetku
bolesti mogu razviti hipertireozu Ciji je uzrok, kao i u Gravesovoj bolesti, stvaranje
stimuliraju¢ih protutijela protiv TSH receptora. Ovo stanje je prolazno i naziva se
tireotoksikoza ili hashitoksikoza, a nakon odredenog vremena uspostavi se uredna funkcija

Stitnjace ili se razvije hipotireoza (11, 14).

S obzirom da vecina bolesnika s HT-om postupno razvije supklinicku ili manifestnu
hipotireozu, tako su i simptomi u HT-u slicni onima u hipotireozi. Nasa znanstvena grupa
nedavno je provela presje¢no istrazivanje u koje je bilo uklju¢eno 290 ispitanika oboljelih od
HT-a s ciljem detaljne fenotipske karakterizacije bolesnika. Istrazivanje je pokazalo da se, od
16 poznatih simptoma hipotireoze, u bolesnika s HT-om najéesce pojavljuju slabost, suha i
hrapava koza te porast tjelesne teZine, a najrjede usporen govor (slika 3). Takoder,
zanimljivo je i da je otkrivena znadajna povezanost izmedu TgAt i broja simptoma, Sto
upuduje na vaznu ulogu autoimunog procesa u klinickoj manifestaciji bolesti. Utvrdena je i
znacajna povezanost izmedu TgAt i lomljivosti kose, edema lica, oteCenosti o¢nih kapaka i
promuklosti, Sto ukazuje na moguénost da navedeni simptomi nisu posljedica hipotireoze,

veé upravo autoimunog procesa koji se odvija u Stitnjaci (47).
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Slika 3. Ucestalost simptoma kod bolesnika s HT-om.

Preuzeto i prilagodeno prema (47).

1.2.4. Dijagnoza HT-a

Pri klinickom pregledu moze se posumnjati na HT ukoliko se otkrije glatka ili ¢vorasta gusa,
¢vrsto-elasti¢ne, gumaste konzistencije, za razliku od konzistencije normalne Stitnjace. S
obzirom da veéina bolesnika ima supklinicku hipotireozu, za postavljanje dijagnoze potrebno
je odrediti koncentraciju TSH u serumu, a potom i koncentraciju T, (fT4). U pocetnoj fazi
bolesti TSH je najce$¢e blago povisen, a T4 (fT4) u referentnim granicama ili blago snizen.
Progresijom bolesti koncentracija TSH raste, dok se koncentracija T4 (fT4) sniZava, stoga je
potrebno redovito kontrolirati stanje bolesti mjerenjem koncentracija navedenih hormona i

u skladu s laboratorijskim nalazima prilagodavati terapiju. Za potvrdu dijagnoze svakako je
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potrebno odrediti krvne koncentracije protutijela Stitnjace (TPOAt i TgAt). TPOAt i TgAt su
pozitivha u vecini bolesnika, a njihova koncentracija korelira s limfocitickom infiltracijom

Stitnjace, te stoga sluze kao kljucan dijagnosticki marker (11, 14, 48, 49).

Pouzdana, neinvazivna metoda za dijagnozu HT-a jest i ultrazvucni pregled Stitnjace, koji u
slu¢aju HT-a pokazuje karakteristican nalaz (48). Ovisno o fazi bolesti, Stitnjata moZe biti
smanjena, normalne veli¢ine ili poveéana, a tkivo Stitnjae je nehomogeno i cesto
hipoehogeno zbog masivne limfociticke infiltracije, a moguéa je i pojava hiperehogenih
tracaka, zbog fibroze (slika 4) (14, 50-52). U ranoj fazi bolesti moguce je da TPOAt i TgAt

budu negativna, te se tada karakteristi¢na ultrazvucna slika Stitnjace smatra ranim dokazom

bolesti (50).

Slika 4. Karakteristi¢ni ultrazvucni nalaz stitnjace u bolesnika s HT-om.

Ustupila Ana Bari¢, dr. med. (Klini¢ki zavod za nuklearnu medicinu KBC Split)

1.2.5. Lijecenje HT-a

U odredenom dijelu bolesnika s HT-om, iako je prisutna kroni¢na upala Stitnjace, funkcija

Zlijezde je normalna, gusa je mala, a simptomi bolesti nisu prisutni. Opisano eutireoidno
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stanje mozZe trajati godinama, te u tom slucaju nije potrebno lijeCenje, no potrebna je
redovita kontrola koncentracija TSH i fT4 u serumu. Ukoliko dode do razvoja hipotireoze,
potrebno je lijeCenje nadomjesnom hormonskom terapijom. Postoje razli¢iti preparati
hormona Stitnjace, medutim u standardnom lijeCenju danas se najcesce koristi levotiroksin
(LT,4), sintetski analog hormona T,4. Terapijska doza se treba individualno prilagoditi sukladno
klinickoj slici bolesnika i koncentracijama TSH i fT; u serumu. Cilj nadomjesne terapije je
postizanje eutireoidnog stanja i potpune klini¢cke remisije. U supklini¢koj hipotireozi, odluka
o lijecenju ovisi o dobi, koncentraciji TSH i TPOAt te klini¢koj slici bolesnika. Kod bolesnika
koji su razvili tireotoksikozu, lije¢enje se najcesée ne provodi jer je hipertireoza prolazna i
funkcija stitnjace se spontano normalizira, a Cesto evoluira i u hipotireozu koja se onda lijeci

na vec¢ opisan nacin (11, 14).

1.3. Genetske studije povezanosti

Mnoge slozene bolesti, uklju¢ujuéi i HT, uzrokovane su razli¢itim genetskim i okoliSnim
¢imbenicima. Takve bolesti nisu uvjetovane jednim genom, ve¢ u njihovom nastanku
najcesce sudjeluje mnogo razlic¢itih gena od kojih neki geni doprinose razvoju bolesti u
manjoj, a neki u vecoj mjeri. Ukoliko se Zeli utvrditi povezanost nekog gena s bolesc¢u, u
genetici se najcesSce koriste studije povezanosti (engl. association studies). Genetske studije
povezanosti provode se na nacin da se usporedi frekvencija odabrane genetske varijante
izmedu skupine oboljelih i kontrolne skupine. Ukoliko se frekvencije izmedu skupina
znacdajno razlikuju tada se tvrdi da je odabrana varijanta povezana s boleséu. Ovakav tip
studije jo$ se naziva i istraZivanje parova (engl. case-control study). Pri provodenju ovakvih
studija u obzir treba uzeti i populacijsku stratifikaciju, koja se dogada kada se slucajevi i
kontrole slu¢ajno odaberu iz podskupina razli¢itog podrijetla, pa se moZze dogoditi da je
bolest, ali i promatrana varijanta, ucestalija u jednoj od skupina, Sto u konacénici moze
dovesti do lazno pozitivnog rezultata. Stoga je pri provodenju studija povezanosti nuzan
oprezan odabir ispitanika koji se ukljuéuju u studiju s ciljem minimiziranja populacijske

stratifikacije (53).

Bitno je napomenuti da se u genetskim studijama povezanosti mogu istrazivati razlicite vrste

genetskih varijanti, poput insercija, delecija, translokacija itd., medutim najéesce se istrazuju
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polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), ili skra¢eno
polimorfizmi. Ovisno o nacinu odabira polimorfizama cija ¢e se povezanost s boles¢u
testirati, razlikujemo dvije vrste genetskih studija povezanosti: kandidatne genetske studije
povezanosti (engl. candidate gene association studies) i cjelogenomske studije povezanosti

(engl. genome-wide association studies, GWAS) (53).

1.3.1. Kandidatne genetske studije povezanosti

Kandidatne genetske studije povezanosti provode se na nacin da se najprije odabere neki
kandidatni gen ili genomska regija koja bi na osnovu nekog valjanog bioloskog razloga mogla
biti povezana s boleS¢u. Zatim se unutar odabranog gena ili regije najéeSce odabiru
funkcionalni polimorfizmi, genotipiziraju se te se potom testira njihova povezanost s boles¢u.
Funkcionalni polimorfizmi su oni polimorfizmi koji na neki nacin utjecu na funkcionalnost
bjelancevina koje kodira gen od interesa. Osim funkcionalnih polimorfizama, zanimljivi su i
ostali polimorfizmi unutar promatranog gena ili regije, jer se isti mogu nalaziti u neravnotezi
vezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) s uzro¢nim polimorfizmom (engl. causal variant)
koji zaista sudjeluje u razvoju bolesti. U tom slucaju su takvi polimorfizmi markeri uzro¢nog
polimorfizma, jer se nasljeduju zajedno s uzrocnim polimorfizmom ceSce nego bi se to

ocekivalo slucajnim nasljedivanjem (53-55).

Dosad je objavljeno mnogo kandidatnih genetskih studija koje su otkrile povezanost razlicitih
kandidatnih gena sa Sirokim spektrom bolesti. Medutim, u mnogim slucajevima otkrivene
povezanosti nisu bile potvrdene u neovisnim studijama, najveéim dijelom zbog malih velicina
uzoraka na kojima su originalne studije bile provedene. Osim toga, uzrok dobivenih lazno
pozitivnih rezultata moze biti i niska prvotna vjerojatnost da su odabrane varijante povezane
s boles¢u, kao i ¢injenica da se u odredenom dijelu studija nije u obzir uzela populacijska

stratifikacija (53).

1.3.2. Cjelogenomske studije povezanosti

Odmak od kandidatnih genetskih studija prema cjelogenomskim studijama povezanosti
omogucen je tek u novije vrijeme razvojem brzih i relativno jeftinih nacina genotipiziranja
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stotina tisuéa polimorfizama, kao i stvaranjem javno dostupnih referentnih kataloga
polimorfizama i haplotipova — projekta ,HapMap“ (engl. International Haplotype Map) i
projekta ,, 1000 genoma“ (engl. 1000 Genomes). Cjelogenomske studije povezanosti trenutno
predstavljaju jednu od najucinkovitijih metoda za istraZivanje genetske predispozicije
sloZzenih bolesti, a provode se od 2006. godine (53). Za razliku od kandidatnih genetskih
studija, gdje se odabiru kandidatne genetske varijante i potom testira njihova povezanost s
odredenom bolesti, cjelogenomske studije se temelje na pretpostavci da sve genomske
regije mogu imati jednak utjecaj na nastanak bolesti (56). Stoga se u cjelogenomskim
studijama obi¢no genotipizira nekoliko stotina tisuéa do nekoliko milijuna polimorfizama.
Stvaranjem javno dostupnih referentnih panela, poput , 1000 genoma“, te razvojem sloZenih
matematickih modela zasnovanih na skrivenim Markovljevim modelima, omogucena je i
imputacija genotipova za polimorfizme koji nisu direktno genotipizirani. Na ovaj nacin se u
cjelogenomskim studijama dodatno moze povecati broj polimorfizama ¢ija se povezanost s
boleS¢u testira (57). Takoder, za razliku od kandidatnih studija, problem populacijske
stratifikacije se u cjelogenomskim studijama puno lakse premoséuje, uporabom regresijskih
modela koji uspjesno eliminiraju utjecaj populacijske stratifikacije procjenom razine srodstva
izmedu svih parova ispitanika. Razina srodstva se procjenjuje usporedbom genotipova svih
genotipizarnih polimorfizama, $to u kandidatnim studijama nije bilo moguée zbog malog
broja genotipiziranih polimorfizama. Opéenito, cjelogenomske studije povezanosti znatno su
ubrzale otkrivanje novih varijanti u polju humane genetike, uz izrazito visok udio varijanti

repliciranih u nezavisnim studijama (58).

1.4. Genetska pozadina HT-a

HT ima izrazito snainu genetsku predispoziciju koja u kombinaciji s razli¢itim okoliSnim
¢imbenicima dovodi do nastanka bolesti. lako je broj studija koje pokusavaju istraziti
genetsku pozadinu ove bolesti u konstantnom porastu, genetske odrednice koje doprinose
razvoju HT-a slabo su istrazene. UnatoC Cinjenici da je otprilike 75% predispozicije za
nastanak HT-a uvjetovano genetskim ¢imbenicima, nedavno objavljena studija utvrdila je da
se samo 5.5% predispozicije za razvoj HT-a moZe pripisati dosad otkrivenim genetskim

¢imbenicima (59).
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Fokus velikog broja dosad provedenih kandidatnih studija povezanosti na HT-u bio je
postavljen na analizu gena unutar HLA regije. HLA regija opéenito je najbolje istrazena regija
u genomu u kojoj se nalaze mnogi geni koji reguliraju razne imunoloske funkcije i ukljuceni
su u nastanak razli¢itih autoimunih bolesti. Pokazano je da HLA-B*46:01 povecava rizik od
nastanka HT-a u skupini kineske djece (60). Takoder, studija provedena na uzorku od 444
bolesnika s HT-om iz Japana pokazala je da HLA-A*02:07 i HLA-DRB4 poticu razvoj bolesti,
dok haplotip HLA-A*33:03-C*14:03-B*44:03-DRB1*13:02-DQB1*06:04-DPB1*04:01 ima
protektivan ucinak na bolest (61). U europskoj populaciji povezanost s HT-om utvrdena je za

HLA-DR3 (HLA-DRB1*03), HLA-DR4 (HLA-DRB1*04) i HLA-DQB1 (62-64).

Od ostalih poznatih imunoregulatornih gena, kandidatnim pristupom utvrdeno je da bi CTLA-
4, PTPN22 i CD40 mogli biti ukljuceni u nastanak autoimunih bolesti Stitnjace. Medutim, vise
informacija o povezanosti navedenih gena s HT-om dale su nedavno provedene meta-
analize. Meta-analiza studija koje su istrazivale polimorfizam A49G unutar CTLA-4 gena
pokazala je da ovaj polimorfizam povedava rizik od nastanka HT-a i u azijskoj i u bjelackoj
populaciji (65). Ovaj gen glavni je negativni regulator T-stani¢ne imunosti te je povezan i s
mnogim drugim autoimunim bolestima (14). Suprotno tome, meta-analiza studija na
polimorfizmu C1858T unutar PTPN22 gena pokazala je da ovaj polimorfizam ipak nije
povezan s HT-om, ali doprinosi razvoju Gravesove bolesti (66). Isto je pokazano i za
polimorfizam C/T1 unutar CD40 gena; navedeni polimorfizam je povezan s Gravesovom

bolesti, alineis HT-om (67).

Sljededa skupina gena analiziranih putem kandidatnih studija povezanosti ukljucivala je gene
koji reguliraju ekspresiju razli¢itih citokina. Studija provedena na uzorku od 202 bolesnika s
HT-om i 249 kontrola u Tunisu pokazala je povezanost polimorfizma VNTR unutar ILIRN gena
s HT-om, dok je studija provedena na 182 kineska ispitanika oboljela od HT-a i 224 kontrole
pokazala potencijalnu uklju¢enost IL17F gena u razvoj HT-a (68, 69). Studija provedena na
115 bolesnika s HT-om i 103 kontrole sugerirala je povezanost /IL18 gena s HT-om u poljskoj
populaciji (70). Usporedbom 58 pacijenata s HT-om koji su razvili hipotireozu i 49 pacijenata
s HT-om u eutireozi, studija provedena u Japanu sugerirala je GITR kao mogudi gen povezan s
razvojem hipotireoze u HT-u (71). Istrazivanje provedeno na 250 kineskih bolesnika s HT-om i
301 kontrola utvrdilo je povezanost STAT3 gena s HT-om, ali takoder i s Gravesovom bolesti

(72).
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Od gena izravno ili neizravno povezanih s funkcijom Stitnjace, dosad je pronaden samo jedan
gen uklju¢en u patogenezu HT-a. Istrazivanje provedeno u Portugalu, koje je ukljucilo 481
ispitanika s HT-om i 516 kontrola, utvrdilo je povezanost polimorfizma unutar promotorske
regije SEPS1 gena s HT-om (73). Ova povezanost je i potvrdena u nezavisnoj replikacijskoj
studiji provedenoj u Kini na uzorku od 1013 bolesnika s HT-om i 2998 kontrola (74). SEPS1
gen kodira selenoprotein S koji Stiti stanice od oksidativnog stresa i apoptoze, a selen je
mikronutrijent potreban za normalno funkcioniranje StitnjaCe i homeostazu hormona
StitnjaCe. Takoder, kao Sto je ranije spomenuto, neke studije sugeriraju da nedovoljan unos

selena moZe utjecati na razvoj HT-a (34, 73) .

S obzirom na dosad navedeno, mozemo zakljuciti da su kandidatne genetske studije dosad
otkrile svega nekoliko gena potencijalno ukljucenih u razvoj HT-a, koji se mogu podijeliti na
gene povezane s autoimunim sustavom (HLA, CTLA-4, ILIRN, IL17F, IL16, GITR, STAT3) te
funkcijom Stitnjace (SEPS1). Medutim, znacajna ograni¢enja vecine navedenih studija su
nedovoljne veli¢ine uzoraka te ¢injenica da, osim HLA, CTLA-4 i SEPS1 gena, nijedan rezultat

nije potvrden ili repliciran u nezavisnoj skupini (34).

lako su cjelogenomske studije povezanosti dosad analizirale viSe stotina sloZenih fenotipova i
bolesti, samo nekoliko studija je bilo fokusirano na autoimune bolesti stitnjae i to pretezno
na Gravesovu bolest. lako je HT najceséa autoimuna bolest Stitnjate te jedan od
najucestalijih endokrinoloskih i autoimunih poremecaja, do danas nijedna cjelogenomska

analiza povezanosti nije bila vezana iskljucivo za HT (28, 58).

Od svih dosad istrazenih bolesti na razini ¢itavog genoma, najsli¢nija HT-u je hipotireoza koja
je analizirana u tri cjelogenomske studije. Jedna cjelogenomska studija je analizirala
bolesnike s hipotireozom uporabom elektronske baze podataka ,,eMERGE” (engl. Electronic
Medical Records and Genomics) koja sadrzi cjelogenomske i fenotipske podatke o
bolesnicima lije¢enim u razli¢itim bolni¢ckim centrima diljem SAD-a (75). Druge dvije studije
analizirale su ispitanike koji su genotipizirani na razini ¢itavog genoma u privatnoj tvrtki te su
na temelju samoprocjene prijavili da imaju hipotireozu (76, 77). Zajedno su navedene tri
studije otkrile viSe lokusa koji imaju ulogu u razvoju razli¢itih autoimunih bolesti, poput
PTPN22, ATXN2 i HLA razreda |, ali su takoder identificirale i neke nove gene, poput FOXE1 i

VAV3 (75-77). Medutim, treba imati u vidu da je hipotireoza ipak Siri pojam od HT-a i da ne
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mora nuzno biti autoimunog podrijetla, stoga je potreban oprez pri interpretaciji i translaciji

ovih rezultata u HT (28).

Jedna studija istraZila je genetske odrednice autoimunih bolesti Stitnjace usporedbom 9364
ispitanika iz kontrolne skupine s 2258 bolesnika s Gravesovom bolesti i 462 bolesnika s HT-
om. Ispitanici uklju¢eni u ovu studiju genotipizirani su uporabom ,Immunochip”
genotipizacijske platforme koja sadrzi pazljivo odabrane genetske varijante u 186 lokusa
povezanih s razli¢itim autoimunim bolestima. Studija je otkrila sedam lokusa ukljucenih u
razvoj autoimunih bolesti Stitnjace. Medutim, u dodatnoj analizi provedenoj iskljuéivo u
kohorti bolesnika s HT-om, nijedan od sedam otkrivenih lokusa nije pokazao snaznu
povezanost s HT-om, dok su cetiri lokusa pokazala slabu povezanost (78). Bitno je
napomenuti da genotipizacijska platforma ,Immunochip” nije standardna cjelogenomska
platforma koja sadrzi polimorfizme rasporedene po ¢itavom genomu, vec sadrzi samo maleni
dio genoma. Dodatno, kombiniranjem ispitanika oboljelih od HT-a i Gravesove bolesti,
studija je dizajnirana na nacin da otkrije zajedni¢ke genetske odrednice HT-a i Gravesove
bolesti, a ne posebne genetske ¢imbenike koji su povezani isklju¢ivo s HT-om ili iskljucivo s
Gravesovom bolesti. Nedavno je objavljena i studija koja je pokusala istraziti genetske
razliCitosti izmedu HT-a i Gravesove bolesti u japanskoj populaciji. U istrazivanje je ukljuéeno
444 bolesnika s HT-om i 546 bolesnika s Gravesovom bolesti, a dvije skupine su usporedene
na razini ¢itavog genoma, te je na cjelogenomskoj razini znacajnosti otkriven lokus unutar
VAV3 gena. Otkriveni lokus je potom odabran za dodatnu analizu u 444 bolesnika s HT-om i
1363 kontrole, gdje je pokazana povezanost ovog lokusa s HT-om, no ovaj rezultat nije

potvrden u nezavisnoj replikacijskoj skupini (79).

Nedavno su objavljene i dvije cjelogenomske studije koje su istrazile zajednicku genetsku
pozadinu autoimunih bolesti Stitnjae i ostalih autoimunih bolesti. Jedna studija je
usporedila 1067 kontrola s 531 ispitanika koji su razvili autoimunu bolest Stitnjace zajedno sa
Se¢ernom bolesti tipa 1. Otkriveno je viSe lokusa povezanih sa zajednickom pojavnoséu
autoimune bolesti stitnjace i Secerne bolesti tipa 1, ukljucujudéi i novi GPR103 lokus koji ranije
nije bio povezivan ni s jednom od dviju bolesti (80). U drugoj studiji provedena je velika
meta-analiza deset autoimunih bolesti u 6035 bolesnika s autoimunom bolesti i 10718

kontrola, te je otkriveno pet nezavisnih signala povezanih s autoimunom bolesti Stitnjace i
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jednom ili viSe ostalih autoimunih bolesti, ukljucujuéi poznati lokus unutar PTPN22 gena, ali i

Cetiri nova lokusa (/L21, IL2RA, SBK1, TENM3) (81).

Imajuci u vidu dosad provedena istrazivanja, mozemo reci da je trenutno znanje o genetskoj
pozadini HT-a ograni¢eno, $to sugerira da je provodenje cjelogenomske analize povezanosti
HT-a prioritet u ovom znanstvenom polju. Upravo iz tog razloga ustanovili smo kohortu
ispitanika oboljelih od HT-a i proveli prvu cjelogenomsku studiju povezanosti fokusiranu
isklju¢ivo na HT. Takoder, upotrijebili smo i dvije manje nezavisne kohorte s ciljem replikacije
najznacajnijih lokusa. Ovo istrazivanje donosi nova, vazna znanja u polju genetike HT-a te

pokusava rasvijetliti genetske odrednice ove sloZzene bolesti na razini ¢itavog genoma.
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2. CILJ RADA | HIPOTEZE
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Glavni cilj:

1. Usporedbom genotipova 8.6 milijuna genetskih varijanti rasporedenih po Citavom
genomu izmedu ispitanika oboljelih od HT-a i kontrola, odrediti nove genetske

varijante koje su povezane s razvojem HT-a.
Sporedni ciljevi:

2. Na temelju otkrivenih genetskih varijanti povezanih s razvojem HT-a, za svakog
ispitanika izraCunati genetski rizi¢ni skor (GRS). Provesti analizu povezanosti izmedu
GRS-a i HT-a te odrediti udio varijabilnosti u HT-u objasnjen GRS-om, tj. otkrivenim
genetskim varijantama. Usporediti udio ispitanika oboljelih od HT-a izmedu donjeg

GRS kvartila i ostalih kvartila.
3. Detaljno evaluirati povezanost izmedu genetskih varijanti unutar HLA regije i HT-a.

4. U pocetnoj skupini ovog istraZzivanja ispitati povezanost izmedu HT-a i poznatih
kandidatnih genetskih varijanti koje su bile povezane s HT-om putem kandidatnih
genetskih studija ili s fenotipovima bioloski slicnim HT-u putem cjelogenomskih

studija.
Hipoteze:
1. Postoje nove, dosad neotkrivene genetske varijante povezane s razvojem HT-a.

2. Genetski rizi¢ni skor (GRS) izracunat na temelju novootkrivenih varijanti statisticki je

znacajan prediktor bolesti.
3. Postoje genetske varijante unutar HLA regije koje su povezane s HT-om.

4. Postoje poznate kandidatne genetske varijante (za koje je sugerirano da su povezane
s HT-om putem kandidatnih genetskih studija ili s fenotipovima bioloski slicnim HT-u
putem cjelogenomskih studija) koje su povezane s HT-om u pocetnoj skupini ovog

istrazivanja.
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3. ISPITANICI | POSTUPCI
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3.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje ukupno je ukljuéeno 1474 ispitanika, od ¢ega 732 ispitanika oboljela od

HT-a i 742 ispitanika iz kontrolne skupine.

3.1.1. Pocetna skupina

U pocetnu skupinu ukupno je uklju¢eno 869 ispitanika, ukljucujuci 430 ispitanika oboljelih od

HT-a i 439 kontrola.

Ispitanici oboljeli od HT-a prikupljeni su u Klinickom bolnickom centru (KBC) Split na Odjelu
za nuklearnu medicinu u vremenskom razdoblju od 2013. do 2016. godine. Ovo istrazivanje,
uklju€ujudi i prikupljanje ispitanika oboljelih od HT-a, provedeno je u okviru HRZZ projekta
,Cjelogenomska analiza povezanosti Hashimotovog tireoiditisa“, pod vodstvom izv. prof. dr.
sc. Vesne Boraske Perice. S obzirom da snaga studije moZze biti poveéana opreznim odabirom
slu¢ajeva tj. minimiziranjem fenotipske heterogenosti (82), proveli smo strogu procjenu
statusa bolesnika prije uklju€ivanja u studiju, slijedeéi preporuke i smjernice Europske
udruge za stitnjacu (engl. European Thyroid Association, ETA) (48). Preciznije, dijagnozu HT-a
postavili su lijecnici specijalisti nuklearne medicine na osnovi klinickog pregleda, mjerenja
krvnih koncentracija protutijela stitnjace (TPOAt, TgAt) i hormona Stitnjace (Ts, T4, TSH), te
nalaza ultrazvuka Stitnjace, gdje je, u slucaju HT-a, tkivo Stitnjace nehomogeno i Cesto
hipoehogeno zbog limfociti¢ke infiltracije. Klini¢ki pregled je uklju¢ivao palpaciju i pregled
vrata, a posebno donjeg prednjeg dijela vrata gdje se nalazi Stitnjac¢a. U studiju su ukljuceni
novo dijagnosticirani pacijenti koji su se prijavili na kliniku pretezno zbog supklini¢ke

hipotireoze, zajedno s pacijentima koji su bili na praéenju zbog ranije dijagnosticiranog HT-a.

U kontrolnu skupinu ukljuc¢eni su zdravi ispitanici prikupljeni u okviru projekta "10 001
Dalmatinac — Hrvatska biobanka" koji sadrzi cjelogenomske podatke, opseinu fenotipsku
bazu podataka i pohranjene bioloSke uzorke (83). Da bi se izbjegli problemi populacijske
stratifikacije, odabrani su iskljucivo kontrolni ispitanici podrijetla istovjetnog bolesnicima, tj.
ispitanici koji predstavljaju opéu populaciju grada Splita. Iz kontrolne skupine iskljuceni su svi
ispitanici za koje je bilo zabiljeZzeno da boluju od HT-a ili bilo koje druge bolesti Stitnjace

poput Gravesove bolesti, raka stitnjace ili neautoimune hipotireoze. Takoder, iskljuceni su i
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svi ispitanici Cije krvne koncentracije hormona stitnjace (T3, T4, TSH) nisu bile u referentnim
granicama populacije (Ts: 1.3 - 3.6 nmol/L, T4: 57.4 - 161 nmol/L, TSH: 0.3 - 3.6 mUI/L).
Konacno, iz kontrolne skupine iskljuceni su i svi pojedinci s pozitivnim TPOAt (krvna
koncentracija TPOAt-a veca od 16 1U/mL) ili TgAt (krvna koncentracija TgAt-a veéa od 100
IU/mL), odnosno, pojedinci s nedijagnosticiranom autoimunom bolesti Stitnjace. Na ovaj
nacin smo iskljucili bolesti Stitnjae iz kontrolne skupine te samim time ojacali sastav

kontrolne skupine i uvelike povedéali snagu i kvalitetu studije.

Informacije o demografskim i klinickim obiljezjima ispitanika oboljelih od HT-a i kontrola

uklju¢enih u poéetnu skupinu prikazane su u tablici 1.

Svi ispitanici ukljuceni u istrazivanje potpisali su pismeni informirani pristanak (Dodatak 1).
Ovo istraZivanje odobreno je od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu

(Dodatak 2) te Etickog povjerenstva KBC-a Split (Dodatak 3).

Tablica 1. Demografska i klinicka obiljeZja ispitanika oboljelih od HT-a i kontrola ukljué¢enih u

pocetnu skupinu.

Ispitanici oboljeli od HT-a  Kontrole
n 405 433
Spol, n (%)
Muskarci 27 (7 %)
Zene 378 (93 %)
Medijan dobi, godine (raspon) 38 (18-78)

175 (40 %)
258 (60 %)
51 (19-81)

Medijan BMI, kg/m2 (raspon)

Medijan BSA, m” (raspon)

Medijan razine TPOAb, IU/ml (raspon)
Median razine TgAb, IU/ml (raspon)
Medijan razine TSH, mIU/L (raspon)
Median razine T3, nmol/L (raspon)
Medijan razine T4, nmol/L (raspon)
Medijan razine fT4, pmol/L (raspon)
Medijan volumena Stitnjace, cm’® (raspon)

23,4 (17-41,5)
1,79 (1,39-2,45)
201,5 (1-2000)
135,5 (5-5000)
3,23 (0,004-100)
1,7 (0,3-4,1)
106 (1,5-212)
12,1 (2,8-27,5)

10,83 (0,16-83,85)

26,3 (17,6-48,2)
1,92 (1,46-2,61)
2,1(1-16)

7,1 (5-98,4)
1,65 (0,33-3,6)
1,7 (1,3-3,2)
115 (70,3-161)
/

/

"n je broj ispitanika oboljelih od HT-a i kontrola nakon provodenja kontrole kvalitete uzoraka.
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3.1.2. Replikacijske skupine

Najznacajnije genetske varijante identificirane putem cjelogenomske analize povezanosti u

pocetnoj skupini genotipizirane su u dvije nezavisne replikacijske skupine.

Prva replikacijska kohorta sastoji se od 184 ispitanika oboljela od HT-a i 221 kontrola
prikupljenih u KBC-u Osijek na Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu, kao $to je ranije
opisano (84). Dijagnoza HT-a postavljena je na temelju pozitivnih TPOAt, karakteristicnog
nalaza ultrazvuka Stitnjace te citopatoloSke potvrde limfocitickog tireoiditisa provodenjem
aspiracijske biopsije tankom iglom. U kontrolnu skupinu ukljué¢eni su eutiroidni ispitanici s
negativnim TPOAt, urednim nalazom ultrazvuka Stitnjace ili klinickog pregleda te bez
povijesti autoimunih bolesti ili endokrinoloskih poremecaja. Ispitanici iz kontrolne skupine

geografski su spareni s bolesnicima te predstavljaju op¢u populaciju grada Osijeka.

Druga replikacijska kohorta sastoji se od 82 ispitanika oboljela od HT-a prikupljena u KBC-u
Split na Odjelu za nuklearnu medicinu u 2017. godini i 118 kontrola iz grada Splita koji su
ranije prikupljeni u okviru projekta ,, 10 001 Dalmatinac — Hrvatska biobanka“ (83). Ispitanici
oboljeli od HT-a prikupljeni su pod istim uvjetima kao i ispitanici u po¢etnoj skupini slucajeva,
dok su za kontrolnu skupinu primijenjeni isti kriteriji uklju¢enja i isklju¢enja kao i za ispitanike
iz poCetne kontrolne skupine. Svi ispitanici koji su bili uklju¢eni u drugu replikacijsku skupinu,

nezavisni su od ispitanika iz po€etne skupine.

3.2. Materijali i postupci
3.2.1. Pocetna skupina — biokemijska mjerenja, izolacija DNA

Uzorci plazme i seruma ispitanika uklju¢enih u pocetnu skupinu prikupljeni su i pohranjeni na

temperaturi od -80 °C.

Krvne koncentracije hormona i protutijela Stitnjace, odredene su iz plazme ispitanika s
pomocu imunotesta (engl. immunoassay) uporabom potpuno automatiziranog uredaja
"Liaison Biomedica Chemiluminescence Analyzer" (DiaSorin, Saluggia, Italija) u Laboratoriju

za biokemiju KBC-a Split.
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DNA je izolirana iz leukocita periferne krvi, uporabom komercijalnog kita "Nucleon BACC3
Genomic DNA Extraction Kit" (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) u
Laboratoriju Katedre za medicinsku biologiju na Medicinskom fakultetu u Splitu.
Koncentracija DNA odredena je s pomocu spektrofotometra "Nanodrop ND-1000" (Thermo

Fisher Scientific, SAD).

3.2.2. Pocetna skupina — genotipiziranje

Genotipizaciju 430 ispitanika oboljelih od HT-a na razini Citavog genoma izvrsila je
genotipizacijska kompanija AROS koristenjem ,lllumina Infinuim Human Core Exome”
genotipizacijske platforme (dalje u tekstu: prva platforma) koja sadrzi 551 839 genetskih
varijanti. Od ukupno 439 ispitanika iz kontrolne skupine, njih 349 ranije je genotipizirano u
okviru projekta ,10 001 Dalmatinac — Hrvatska biobanka“ (83) koristenjem ,Illumina Human
Omni Express Exome” genotipizacijske platforme (dalje u tekstu: druga platforma) koja sadrzi
699 957 genetskih varijanti. Preostalih 90 ispitanika iz kontrolne skupine genotipizirano je
zajedno s ispitanicima oboljelim od HT-a koriStenjem prve platforme. Obje genotipizacijske
platforme obogacene su egzonskim varijantama te se preklapaju u priblizno 250 000

genetskih varijanti.

3.2.3. Pocetna skupina — kontrola kvalitete

S obzirom da su ispitanici genotipizirani na dvije razli¢ite platforme, kontrola kvalitete
uzoraka i dobivenih genotipova provedena je posebno za obje skupine ispitanika

genotipiziranih na dvije razli¢ite platforme.

Kontrola kvalitete uzoraka

Kontrola kvalitete uzoraka ukljucivala je pet koraka: provjeru udjela uspjesno genotipiziranih
genetskih varijanti po uzorku, provjeru spola, provjeru udjela heterozigotnih genotipova po

uzorku, provjeru etniciteta (podrijetla) i provjeru postojanja dupliciranih uzoraka.

1) U prvom koraku, isklju¢eni su svi uzorci Ciji je postotak uspjesnosti genotipiziranja (tj.
postotak uspjesno genotipiziranih genetskih varijanti po uzorku) bio manji od 95%.
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2) Odredivanje spola pojedinog ispitanika omoguceno je racunanjem tzv. F koeficijenta koji
procjenjuje homozigotnost pojedinog ispitanika na X kromosomu (F>0.8 za muski spol i F<0.4
za zenski spol), te je nakon toga napravljena usporedba s prijavljenim spolom ispitanika.
Graficki prikazi provjere spola za obje skupine ispitanika nalaze se na slikama 5a i 5b. Na
slikama je prikazan odnos F koeficijenta i udjela nesupjesno genotipiziranih polimorfizama s
ciliem utvrdivanja razloga zasto je neki uzorak eventualno imao razliciti spol od prijavljenog.
Primjerice, ukoliko je za neki uzorak prijavljenog Zenskog spola, F koeficijent bio 0.5 to bi
znacilo da se F koeficijent ne podudara s prijavljenim spolom. Medutim, ako je udio
neuspjesno genotipiziranih polimorfizama X kromosoma za taj uzorak bio velik, mozemo
zakljuciti da je najvjerojatnije upravo to razlog loSe procjene F koeficijenta, te da je prijavljeni
spol ispravan. Graf bi uvijek na desnoj strani trebao sadrzavati grupu uzoraka muskog spola
poredanih jedan iznad drugog, prazninu u sredini grafa, te uzorke Zenskog spola rasprsene
na lijevoj strani. Kao $to je i vidljivo, grafovi za ispitanike obiju skupina izgledaju upravo tako,

te je svim ispitanicima iz obje skupine prijavljeni i procijenjeni spol usuglasen.

3) Sljedeci korak kontrole kvalitete uzoraka ukljuivao je provjeru heterozigotnosti na
autosomalnim kromosomima, odnosno provjeru udjela heterozigotnih genotipova po
uzorku. Isklju¢eni su svi uzorci Ciji je udio heterozigotnosti bio udaljen za viSe od 3
standardne devijacije od prosjecnog udjela heterozigotnosti medu svim uzorcima. S obzirom
da prva genotipizacijska platforma sadrzi veci broj rijetkih genetskih varijanti (frekvencija
riedeg alela manja ili jednaka 0.01) koje imaju znatno manji udio heterozigotnosti, za uzorke
genotipizirane na toj platformi, ovaj postupak je napravljen zasebno za rijetke, a zasebno za
ucestale varijante (frekvencija rjedeg alela veéa od 0.01). Histogrami razdiobe udjela
heterozigotnosti prikazani su na slikama 6a i 6b (za rijetke odnosno ucestale varijante) za
uzorke genotipizirane na prvoj platformi, odnosno na slici 7 za uzorke genotipizirane na
drugoj platformi. Grafovi s informacijama o odnosu udjela heterozigotnosti i uspjeSnosti
genotipiziranja za pojedini uzorak, te isklju¢enim uzorcima za obje platforme prikazani su

redom na slikama 8a, 8b i 9.
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Slika 5a. Provjera spola za ispitanike genotipizirane na prvoj platformi.
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Slika 5b. Provjera spola za ispitanike genotipizirane na drugoj platformi.
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Slika 6a. Razdioba udjela heterozigotnosti (za rijetke varijante) za uzorke genotipizirane na

prvoj platformi.
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Slika 6b. Razdioba udjela heterozigotnosti (za Ceste varijante) za uzorke genotipizirane na

prvoj platformi.
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Slika 7. Razdioba udjela heterozigotnosti za uzorke genotipizirane na drugoj platformi.
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Slika 8a. Odnos udjela heterozigotnosti i neuspjesno genotipiziranih polimorfizama (za

rijetke varijante) za uzorke genotipizirane na prvoj platformi.
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Slika 9. Odnos udjela heterozigotnosti i neuspjesSno genotipiziranih polimorfizama za uzorke
genotipizirane na drugoj platformi.
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4) Takoder, provedena je i provjera etniciteta (podrijetla) svih ispitanika uklju¢enih u studiju
s pomocu visedimenzionalne metode skaliranja (engl. multidimensional scaling analysis,
MDS) koja racuna osnovne dimenzije koje pokazuju geneticku udaljenost medu ispitanicima
(tzv. identity-by-state, IBS). MDS analiza provedena je na skupu ucestalih, medusobno
nezavisnih genetskih varijanti tj. varijanti koje su medusobno u ravnotezi vezanosti (engl.
linkage equilibrium). Za obje platforme generirani su MDS grafovi na kojima su za svakog
ispitanika prikazane prve dvije dimenzije iz MDS analize. Grafovi su vizualno pregledani, te su
iskljuceni svi outlieri, odnosno ispitanici koji nisu istog podrijetla kao istraZivana populacija
(splitska regija). Na ovaj nacin je isklju¢en jedan ispitanik iz prve te jedan ispitanik iz druge
skupine. Na slici 10a zajedno su prikazani MDS grafovi za ispitanike genotipizirane na prvoj
odnosno drugoj platformi (nakon izbacivanja navedena dva ispitanika), gdje je vidljivo da se
dvije grupe ispitanika medusobno preklapaju tj. pripadaju istoj etnickoj skupini. Na slici 10b
prikazan je MDS graf za sve ispitanike iz obje skupine, zajedno s MDS grafovima ostalih
svjetskih populacija, iz ¢ega je vidljivo da se ispitanici iz splitske regije koji su uklju¢eni u ovo
istrazivanje grupiraju u blizini ostalih europskih populacija, tj. imaju podrijetlo blisko ostalim

europskim populacijama.

5) U sljedeéem koraku kontrole kvalitete uzoraka na istom skupu ucestalih, medusobno
nezavisnih polimorfizama izraCunati su i koeficijenti srodnosti, s ciljem iskljudivanja
dupliciranih uzoraka tj. uzoraka ¢iji je koeficijent srodnosti 7 = 0.9. Svi uzorci s obje
platforme zadovoljili su navedeni uvjet tj. nije bilo dupliciranih uzoraka, stoga u ovom koraku

nije iskljuéen nijedan uzorak.

U konacnici je, nakon zavrsetka procesa kontrole kvalitete uzoraka, iskljuéeno 26 ispitanika
genotipiziranih na prvoj platformi (od ¢ega 25 ispitanika oboljelih od HT-a i jedan ispitanik iz
kontrolne skupine), te 5 ispitanika iz kontrolne skupine genotipiziranih na drugoj platformi.
Stoga se u cjelogenomskoj analizi povezanosti analiziraju genotipovi 838 ispitanika, koji

uklju€uju 405 ispitanika oboljelih od HT-a te 433 ispitanika iz kontrolne skupine.
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Slika 10a. Usporedba MDS grafova ispitanika genotipiziranih na prvoj i drugoj platformi.

Legenda: ST1-Ispitanici iz splitske regije genotipizirani na prvoj platformi, ST2-Ispitanici iz

splitske regije genotipizirani na drugoj platformi.
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Slika 10b. Usporedba MDS grafa ispitanika genotipiziranih na obje platforme s MDS

grafovima ostalih svjetskih populacija iz referentnog panela ,1000 Genomes®”.

Legenda: ASW-Ispitanici s jugozapada SAD-a africkog podrijetla, LWK-Pripadnici kenijskih
plemena Luhya (kenijske etnicke skupine), YRI-Pripadnici nigerijske etni¢ke skupine Yoruba,
CHS-Kinezi iz Pekinga, JPT-Japanci, CLM-Kolumbijci, PUR-Portorikanci, MXL-Meksikanci iz Los
Angelesa, CEU-Stanovnici Utaha (SAD) zapadno europskog podrijetla, TSI-Stanovnici
talijanske regije Toskane, FIN-Finci, GBR-Britanci iz Engleske i Skotske, ESP-Spanjolci, ST-Svi

ispitanici iz splitske regije ukljuéeni u pocetnu skupinu ovog istrazivanja.
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Kontrola kvalitete genotipova:

Kontrola kvalitete genotipova ukljucivala je tri koraka: provjeru uspjesnosti genotipiziranja,

provjeru Hardy-Weinbergove ravnoteze i provjeru frekvencije rjedeg alela.

1) Isklju¢ene su sve genetske varijante Ciji je postotak uspjeSnosti genotipiziranja (tj.

postotak uspjeSno genotipiziranih uzoraka za tu genetsku varijantu) bio manji od 98%.

2) Isklju¢ene su i sve genetske varijante koje nisu bile u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi

(p<0.0001).

3) Takoder, iskljuene su i sve genetske varijante Cija je frekvencija rjedeg alela kod kontrola
znacajno odstupala od frekvencije rjedeg alela za ispitanike europskog podrijetla iz projekta

,1000 Genomes” (razlika u frekvenciji rjedeg alela veéa od 0.2).

Za ne-pseudoautosomalne regije X kromosoma, sva tri navedena koraka kontrole kvalitete
genotipova provedena su zasebno i isklju¢ivo na ispitanicima Zenskog spola te su iskljuceni
svi polimorfizmi koji su odstupali od kriterija provjere. Takoder, na X kromosomu su

iskljuceni svi heterozigotni genotipovi ispitanika muskog spola.

U konacnici je, nakon zavrSetka procesa kontrole kvalitete genotipova, isklju¢eno 29 082
genetskih varijanti s prve platforme i 14 839 genetskih varijanti s druge platforme. Na taj
nacin je na prvoj platformi preostalo 522 757 genetskih varijanti, a na drugoj platformi 685
568 genetskih varijanti, nakon c¢ega su procis¢eni cjelogenomski podaci obje skupine
ispitanika spojeni na skupu od 250 834 zajednickih polimorfizama izmedu dviju platformi. Na
tom skupu zajednickih direktno genotipiziranih genetskih varijanti, provedena je
preliminarna analiza povezanosti genotipova s boleséu, te su vizualno pregledani klaster
grafovi (grupiranje uzoraka prema tri genotipa) svih genetskih varijanti koje su dosegle
znaajnost P<10™. Genetske varijante s klaster grafovima loge kvalitete su iskljuéene, s ciljem
smanjivanja mogucih gresaka pri imputaciji koje mogu proizaci iz loSe genotipiziranih
polimorfizama tj. s ciljem poboljSanja to¢nosti imputacije. Na slici 11 dani su primjeri dvaju

polimorfizama s klaster grafovima loSe odnosno dobre kvalitete.

S obzirom da izrazito rijetke genetske varijante ne poveéavaju tocnost imputacije, u zadnjem
koraku pripreme podataka za imputaciju iskljuene su i sve genetske varijante s apsolutnom
frekvencijom rjedeg alela (tj. s brojem pojavljivanja rjedeg alela) 0iili 1.

38



Pri provodenju svih opisanih koraka u procesu kontrole kvalitete koriSteni su racunalni
programi R (Foundation for Statistical Computing, Bec¢, Austrija), Python (Python
Software Foundation), PLINK (85), GTOOL (Genetics Software Suite, The University of Oxford,
UK), SNPTEST (86), Evoker (87), GenomeStudio (lllumina Inc., San Diego, SAD) i Perl (The Perl

Foundation).
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Slika 11. Primjeri klaster grafova dviju genetskih varijanti.

Objasnjenje slike: Klaster graf genetske varijante prikazuje fluorescentne signale za svaki

uzorak DNA, s pomocu kojih se svakom uzorku dodjeljuje genotip. Svaka tocka predstavlja
jedan uzorak koji se na grafu pozicionira ovisno o razinama dviju fluorescencija kojima su
oznacene genotipizacijske probe za svaki alel pojedinog polimorfizma, te bi se sve tocke
trebale grupirati u tri odvojene skupine odnosno klastera koji predstavljaju tri razlicita
genotipa. Crvenom odnosno plavom bojom su oznaéeni homozigotni genotipovi, ljubicastom
bojom su oznaceni heterozigotni genotipovi, dok su crnom bojom oznaceni uzorci kojima nije
dodijeljen genotip. Na slici A nalazi se primjer klaster grafa loSe genotipizirane genetske
varijante, s obzirom da postoje Cetiri, a ne tri jasno odvojena klastera, dok se na slici B nalazi

klaster graf dobre kvalitete.
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3.2.4. Pocetna skupina — imputacija genotipova

Imputacija genotipova je slozena statisticka metoda koja, koristenjem haplotipova, ra¢una
vjerojatnosti genotipova za genetske varijante koje nisu direktno genotipizirane. Na taj nacin
se povecava broj genetskih varijanti koje se mogu analizirati, pa se time uvelike poveéava
snaga cjelogenomske studije i vjerojatnost pronalaska znacajnih genetskih varijanti

povezanih s bolescu.

S ciljem dobivanja haplotipova i zbog ubrzanja ra¢unalno sloZenog procesa imputacije, iz
genotipova direktno genotipiziranih genetskih varijanti najprije su statisticki procijenjeni
haplotipovi koristenjem ra¢unalnog programa SHAPEIT2 u koji je implementiran specijalni
algoritam za procjenu haplotipova baziran na skrivenom Markovljevom modelu (88). Nakon
toga su iz dobivenih haplotipova, izracunate vjerojatnosti genotipova za genetske varijante
koje nisu bile direktno genotipizirane koristenjem racunalnog programa IMPUTE2 (89).
Poznati haplotipovi koji su se koristili u procesu imputacije preuzeti su s javno dostupnog

referentnog panela , 1000 Genomes”.

S obzirom da je imputacija racunalno izrazito sloZzen proces koji zahtijeva jako puno vremena
i memorije, genom je najprije podijeljen na manje regije veli¢ine 3 000 000 parova baza. Na
taj nacin dobivene su 922 genomske regije, koje su potom zasebno imputirane. Veli¢ina
imputacijskog prozora postavljena je na 250 000 parova baza, Sto znaci da su genetske
varijante unutar pojedine regije imputirane pomocu ostalih varijanti u toj regiji, ali i direktno
genotipiziranih genetskih varijanti koje su se nalazile u blizini te regije tj. unutar intervala od
250 000 parova baza ispred odnosno iza promatrane regije. Na taj nacin je poboljSana
toénost imputacije za varijante koje su se nalazile na rubovima regije. Osamnaest regija nije
sadrzavalo nijednu direktno genotipiziranu genetsku varijantu, te stoga nisu bile imputirane.
To su bile centromerne regije ili regije na poecima odnosno krajevima kromosoma. Stoga su
na serveru u jednom trenutku poslana 904 procesa, svaki za imputaciju jedne regije. Procesi
su, ovisno o broju genetskih varijanti koje se nalaze u pojedinoj regiji, zahtijevali od 4 Gb do
22 Gb radne memorije servera, a vrijeme izvrSavanja pojedinog procesa je variralo od 3 do
15 sati. S obzirom da ukupna radna memorija naseg servera iznosi 256 Gb, u prosjeku se u
jednom trenutku paralelno izvrSavalo 10-30 procesa. Raspored izvrSavanja svih procesa na

serveru konfiguriran je s pomocu servisa sustava za upravljanje poslovima SLURM. Ukupno je
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za izvrsavanje sva 904 procesa trebalo oko 250 sati, odnosno oko 10 dana. Nakon zavrsetka,
provjerena je uspjeSnost svakog poslanog procesa, te su neuspjeSno izvrSeni procesi

ponovno poslani na server.

S obzirom da se algoritmi za procjenu haplotipova i imputaciju ne-pseudo-autosomalnih
regija X kromosoma razlikuju od algoritama za ostale kromosome, proces procjene
haplotipova i imputacije tih regija proveden je zasebno. Ne-pseudo autosomalne regije X
kromosoma podijeljene su na 50 regija, od kojih nijedna nije bila prazna, a cijeli proces

imputacije tih regija trajao je oko 30 sati.

Nakon zavrSetka procesa imputacije, provedena je kontrola kvalitete imputiranih
genotipova. U prvom koraku iskljuéene su sve rijetke genetske varijante (frekvencija rjedeg

alela u skupini svih ispitanika manja ili jednaka 0.01).

Zatim je procijenjena tocnost imputacije za svaku imputiranu genetsku varijantu,
raCunanjem tzv. INFO koeficijenta (realni broj izmedu 0 i 1, Sto je broj blizi 1, tocnost
imputacije je veca). Isklju¢ene su sve genetske varijante s niskom to¢nosti imputacije, tj.

varijante s INFO koeficijentom manjim od 0.4.

Potom je provedena i imputacija svih direktno genotipiziranih genetskih varijanti, na nacin
da su najprije zamaskirani svi genotipovi pojedine varijante te su onda isti imputirani
koristenjem genotipova ostalih direktno genotipiziranih varijanti. Na ovaj nacin je
usporedena podudarnost originalnih i imputiranih genotipova u svakoj imputiranoj regiji te
je provjerena ukupna tocnost i kvaliteta imputacije. Prosjeéna podudarnost genotipova u

nasem uzorku bila je 95.51%.

Za dodatnu provjeru tocnosti imputacije u nasem uzorku, usporedena je i podudarnost
originalnih i imputiranih genotipova za 93 168 genetskih varijanti u 85 ispitanika koji su ranije
bili dodatno genotipizirani koristenjem "lllumina Human CNV370" genotipizacijske
platforme. ProsjeCna podudarnost genotipova iznosila je 99.98% S$to dodatno potvrduje

visoku kvalitetu i to¢nost procesa imputacije provedenog u ovom istrazivanju.

Takoder, za svaku direktno genotipiziranu genetsku varijantu usporedena je stopa
podudarnosti genotipova i INFO koeficijent, s ciljem otkrivanja loSe genotipiziranih varijanti

(slika 12).
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Provodenjem imputacije genotipova ukupni broj genetskih varijanti ¢ija se povezanost s HT-
om testira u cjelogenomskoj analizi povezanosti povedan je na 8 621 046 (8 386 895
genetskih varijanti na autosomalnim kromosomima i pseudo-austosomalnim regijama X
kromosoma te 234 151 genetskih varijanti na ne-pseudoautosomalnim regijama X
kromosoma). Ovime se uvelike povecala snaga ovog istrazivanja te vjerojatnost pronalaska

znacajnih genetskih varijanti povezanih s HT-om.

Cijeli proces genotipiziranja, kontrole kvalitete i imputacije, zajedno s nacrtom cijelog

istrazivanja, prikazan je na slici 13.
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Slika 12. Usporedba stope podudarnosti genotipova i INFO koeficijenta direktno

genotipiziranih genetskih varijanti.

Objasnjenje slike: Ukoliko je INFO koeficijent za neku genetsku varijantu visok, to bi znacilo

da je to€nost imputacije za tu genetsku varijantu takoder bila visoka. Medutim, ako je stopa
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podudarnosti originalnih i imputiranih genotipova za istu genetsku varijantu niska (tj. osjetno
niza od INFO koeficijenta) to bi znacilo da se imputirani genotipovi slabo podudaraju s
originalnim genotipovima. S obzirom da je imputacija dobro provedena, a originalni i
imputirani genotipovi se slabo podudaraju, slijedi da je promatrana genetska varijanta loSe
genotipizirana. Stoga, za direktno genotipizirane genetske varijante, stopa podudarnosti
genotipova ne bi smjela biti znacajno niza od INFO koeficijenta tj. sve tocke na grafu bi se
morale nalaziti iznad (stopa podudarnosti je ve¢a od INFO koeficijenta) ili u relativnoj blizini
(stopa podudarnosti i INFO koeficijent se previse ne razlikuju) pravca y=x. Iz gornjeg grafa je
vidljivo da sve tocke, odnosno direktno genotipizirane genetske varijante, zadovoljavaju
navedene uvjete. Takoder se moZe primijetiti da postoji odreden dio varijanti s niskim INFO
koeficijentom i sto postotnom stopom podudarnosti genotipova. To su pretezito izrazito
rijetke genetske varijante (kod kojih se rjedi alel pojavljuje kod svega nekoliko ispitanika) cija
je imputacija nepouzdana, pa je samim time i INFO koeficijent nizak. Bitno je napomenuti i
da nijedna od direktno genotipiziranih genetskih varijanti nije bila izbacena, jer one nisu
originalno bile imputirane, ve¢ je njihova imputacija provedena naknadno, iskljucivo s ciljem
provjere ukupne tocnosti imputacije te otkrivanja loSe genotipiziranih varijanti (kojih nije

bilo, kao sto je i vidljivo na gornjem grafu).
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Pocetna skupina
430 HT slucajeva i 439 kontrola

Genotipiziranje
430 HT slucajeva i 90 kontrola 349 kontrola
551 839 SNP-ova 699 957 SNP-ova

Genotipiziranje

I 1

Kontrola kvalitete Kontrola kvalitete
405 HT slucajeva i 89 kontrola 344 kontrole
522 757 SNP-ova 685 568 SNP-ova

Podaci spojeni na skupu zajednickih
SNP-ova (250 834)
405 HT slucajeva i 433 kontrole

I

Imputacija genotipova
8 621 000 SNP-ova

|

GWAS - pocetna skupina
13 najznaéajnijin SNP-ova odabrano za
replikaciju

Analiza povezanosti - replikacijska
skupina (Split)
82 HT slucajeva i 118 kontrola

Analiza povezanosti - replikacijska
skupina (Osijek)
221 HT sluéajeva i 184 kontrole

Meta-analiza
708 HT slucajeva i 735 kontrola

Slika 13. Nacrt istrazivanja.



3.2.5. Pocetna skupina — cjelogenomska analiza povezanosti HT-a

Analiza povezanosti provedena je izmedu svake od 8 621 046 imputiranih genetskih varijanti

i HT-a, koristenjem rac¢unalnog programa GEMMA (90).

Za autosomalne kromosome i pseudo-autosomalne regije X kromosoma, koristen je model
univarijatne linearne regresije sa slu¢ajnim ucincima koji uzima u obzir populacijsku
stratifikaciju i srodstvo. Status bolesti, koji predstavlja binarnu varijablu, tretiran je kao

kvantitativna varijabla, a model je prilagoden za dob i spol. Formula uporabljenog modela je
Y=a0+a1C1+0(2C2 +ﬁX+U+£,

gdje Y predstavlja status bolesti za n ispitanika (Y = 0 za kontrole i Y = 1 za slucajeve), o, je
slobodni koeficijent, a; i @, su koeficijenti regresije za kovarijante C; (vektor duljine n koji
predstavlja dob) i C, (vektor duljine n koji predstavlja spol), X je vektor koji sadrzi n
genotipova testirane genetske varijante (imputirani prosjecni genotipovi vrijednosti izmedu
0i 2), B je veliCina ucinka testirane genetske varijante, U je vektor duljine n koji sadrzi
sluc¢ajne ucinke i koji je odreden s pomoc¢u n X n centrirane matrice srodstva, € je vektor
reziduala (pogreSaka) duljine n. Centrirana matrica srodstva izraCunata je s pomocu
centriranih genotipova 244 333 direktno genotipizirane autosomalne genetske varijante

uporabom racunalnog programa GEMMA (90).

Razina znacajnosti povezanosti izmedu svake testirane genetske varijante i HT-a (tj. P-

vrijednost) izraCunata je s pomocéu Waldove testne statistike.

Za ne-pseudo-autosomalne regije X kromosoma, analiza povezanosti provedena je odvojeno
za ispitanike muskog (genotipovi muskaraca za polimorfizme u ovim regijama kodirani su s 0
ili 2) i Zenskog spola. U spomenutim analizama koristen je isti model univarijatne linearne
regresije sa slucajnim ucincima kao i za autosomalne kromosome, s jedinom razlikom sto u
ovom slucaju spol nije bio uklju¢en kao kovarijanta. Rezultati odvojenih analiza su zatim
kombinirani i meta-analizirani koriStenjem Stoufferove metode koja u obzir uzima P-
vrijednosti i smjer ucinka polimorfizma te zatim ponderira prema veli¢cinama uzoraka u obje
grupe ispitanika (91, 92). Testna Z-statistika za testirani polimorfizam u meta-analizi racuna

se s pomocu formule
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gdje je N; veli¢ina uzorka u i-toj grupi (prva grupa-ispitanici muskog spola, druga grupa-

ispitanici Zenskog spola), a Z; = @1 (%)*sign(ﬁi), gdje je @ oznaka za funkciju
distribucije jediniéne normalne sluc¢ajne varijable, P; oznacava P-vrijednost testiranog
polimorfizma u i-toj grupi, a sign(f;) predstavlja predznak tj. smjer ucinka testiranog

polimorfizma u i-toj grupi.

Znacajnost testiranog polimorfizma u meta-analizi odnosno pripadna P-vrijednost raduna se

upotrebom formule
P =20(—|Z]).

S obzirom da je u obje grupe ispitanika broj slucajeva i kontrola bio razlicit, efektivna veli¢ina

uzorka (N) u obje grupe izra¢unata je koristenjem formule

N = 4NsluéajevaNkontrola

B Nsluéajeva+Nkontrola '
Meta-analiza je provedena uporabom ra¢unalnog programa METAL (91).

Manhattan graf, koji prikazuje rezultate cjelogenomske analize povezanosti za sva 23
kromosoma, i kvantil-kvantil graf (engl. quantile-quantile graph, g-q graph), koji prikazuje
odnose ocekivanih i dobivenih P vrijednosti iz cjelogenomske analize povezanosti, dobiveni

su koristenjem R paketa ‘ggman’.

3.2.6. Replikacijske skupine — biokemijska mjerenja, izolacija DNA

Za ispitanike iz prve replikacijske skupine iz Osijeka, krvne koncentracije hormona Stitnjace
izmjerene su iz jutarnjih uzoraka seruma, uzetih izmedu 8 i 12 sati, s pomocu imunotesta
uporabom uredaja "VITROS ECi Immunodiagnostic System" (Ortho Clinical Diagnostics,

Raritan, SAD), prema uputama proizvodaca.

DNA je izolirana iz leukocita periferne krvi, uporabom komercijalnog kita "High Pure PCR

Template Preparation Kit" (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka), prema uputama
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proizvodaca. Koncentracija DNA odredena je s pomocu spektrofotometra "IMPLEN

NanoPhotometer P330" (Implen GmbH, Munchen, Njemacka).

Za ispitanike iz druge replikacijske skupine iz Splita, mjerenja krvnih koncentracija hormona i

protutijela Stitnjace te izolacija DNA izvrSeni su na isti nacin kao i za pocetnu skupinu.

3.2.7. Replikacijske skupine — genotipiziranje i analiza povezanosti odabranih genetskih

varijanti

Na osnovi rezultata cjelogenomske analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini, odabrali
smo najznacajnije nezavisne genetske varijante za genotipizaciju i analizu povezanosti u dvije
replikacijske skupine. Odabrali smo po jednu najznacajniju genetsku varijantu iz svakog
genetskog signala koja je ispunjavala jedan od sljedeca dva uvjeta: 1) P<10®, 2) 10°<P<107 i
frekvencija rjedeg alela je veca od 0.01 za ispitanike oboljele od HT-a i za ispitanike iz

kontrolne skupine. Na ovaj nacin odabrano je ukupno 13 genetskih varijanti za replikaciju.

Od 13 odabranih genetskih varijanti, njih 11 genotipizirano je s pomodu tzv. RealTime PCR
tehnike (engl. real-time polymerase chain reaction) i unaprijed razvijenih TagMan SNP
genotipizacijskih proba. Genotipizacija je izvrSena u laboratoriju Katedre za medicinsku
biologiju na Medicinskom fakultetu u Splitu. U sterilnoj komori s laminarnim protokom zraka
pripremljena je reakcijska smjesa za PCR koji je proveden na RealTime PCR uredaju
»ABIPRISM 7500 Sequence Detection System“ (Applied Biosystems, Foster City, SAD).
Reakcijska smjesa sadrzavala je 5 pul univerzalnog Master Mixa za genotipizaciju
polimorfizama, 0.125 pl TagMan SNP smjese genotipizacijskih proba i poéetnica za svaki od
11 polimorfizama, 0.125 pl Tris-EDTA pufera, te 4.25 ul destilirane vode. Potom je u svaku
jazicu dodano 0.5 pl genomske DNA. U svrhu negativne kontrole u prvu i zadnju jaZicu
umjesto genomske DNA dodano je 0.5 ul destilirane vode. PCR mikrotitarska plocica potom
je zatvorena optickom folijom i kratko centrifugirana prije stavljanja u uredaj za RealTime
PCR. Odabirom programa definirani su uvjeti reakcije i zapoceto je umnazanje uz vidljivi
porast fluorescencije u odnosu na broj ciklusa umnozavanja. Ciljne sekvence (sekvence

TagMan genotipizacijskih proba) za svaki od 11 polimorfizama prikazane su u tablici 2.
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Tablica 2. Popis ciljnih sekvenci za 11 polimorfizama genotipiziranih RealTime PCR metodom.

Polimorfizam Ciljna sekvenca

rs1381882 AAAGTCTGTGTAATTAAATTTTTTT[A/T]AAAAAAAGTTGTGACAGGTATAAAA
rs791903 GCATCCCAAGCCCTGTCCCAGGCCT[C/G]JAGGGTCCCGCCATCCTCCTTGGCTT
rs12944194 AAAGTCAGTGCAAGGGTCACAGGCA[C/T]IAGGCTGGAATGCCCTTCTAGAGAGT
rs16984968 AGGAATTAATCAATTTCCAATTTCA[A/G]AGAGAGATTGGCAAATTGTTCCAGG
rs7789923 ACTGGGACCAAGCCCAT[G/CIATTTGGAATGAAACCT

rs75201096 CTAGAATTCAATACCCAGACAAATA[C/TITGATCAAGTCTAAGGGCAGAATAAG
rs76295792 AACTTGTTAACTCACTTTTGGTGCA[C/T]TGAAGAGTTCAAACACCATTCCCCA
rs72781984 AGAGAGAATGAGCATGAAGGGAAGA[A/CIGGGAGGAAGATTCTGGTCTTCAGCT
rs1326443 GCACTGATCATACATTCAAAAGAAA[A/CICTGTGTGAAGATTTATTACAATTAC
rs78091045 GCCTAAGACCCTCAT[C/GITTGTGCCAAATTAAGNAAA

rs13231070 TTATTTATTT[A/T]TINTTTATTT

Genotipovi dviju preostalih odabranih genetskih varijanti (rs72799515 unutar TET1 gena i
rs4148254 unutar UGT8 gena) dobiveni su s pomoc¢u PCR tehnike i sekvencioniranja po
Sangeru, kao $to je ranije opisano (93). Genotipizacija je izvrSena na Institutu za humanu
genetiku Medicinskog centra u Hamburgu (Njemacka). Ukratko, dizajnirane su DNA
pocetnice za umnoZavanje dijelova egzona TET1 i UGT8 gena, i to redom egzona 4 i 2.
Specifi¢ni slijedovi pocetnica za PCR umnozavanje bili su 5'-tcagaagccccatcagagaattcc-3'i 5'-
catgtgacaaggcttgttggtg-3' za TETI1, odnosno 5'-aactgtgacctgatggttggca-3' i 5'-
catgtgacaaggcttgttggtg-3' za UGT8. Referentni DNA slijedovi NM_030625.2 (TET1) i
NM _001128174.2 (UGTS8), preuzeti iz javno dostupne ,GenBank” baze DNA sekvenci,
koristeni su za usporedbu u svim analizama. Produkti PCR-a direktno su sekvencionirani
uporabom uredaja ,,ABlI 3730 DNA Analyzer, BigDye chemistry v3.1“ (Applied Biosystems,
Foster City, SAD). Odsjecci sekvenci DNA sastavljeni su, poravnati i analizirani uporabom

racunalnog programa Segman (DNASTAR Lasergene, Madison, SAD).

Nakon odredivanja genotipova svih 13 odabranih genetskih varijanti provedena je kontrola
kvalitete dobivenih genotipova, zasebno u obje replikacijske skupine. Sve genetske varijante
su bile u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (P>0.05), a postotak uspjesnosti genotipiziranja za
svaku varijantu bio je 100%. Stoga su sve odabrane genetske varijante zadovoljile kontrolu

kvalitete te su ukljucene u analizu povezanosti s HT-om.
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Analiza povezanosti izmedu svake od 13 odabranih genetskih varijanti i HT-a provedena je
zasebno u obje replikacijske skupine uporabom modela univarijatne linearne regresije
prilagodenog za dob i spol. Status bolesti je, kao i u inicijalnoj cjelogenomskoj analizi
povezanosti, tretiran kao kvantitativni fenotip. Analize povezanosti provedene su

koriStenjem ra¢unalnog programa R (Foundation for Statistical Computing, Be¢, Austrija).

3.2.8. Meta-analiza izmedu pocetne skupine i replikacijskih skupina

Meta-analiza za 13 odabranih genetskih varijanti izmedu pocetne kohorte i dviju
replikacijskih kohorti provedena je s pomocu racunalnog programa R (Foundation for
Statistical Computing, Bec, Austrija) koristenjem metode inverzne varijance sa stalnim
ucincima. Ova metoda uzima u obzir veli¢ine ucinaka testiranog polimorfizma iz svake od
uklju¢enih kohorti te zatim ponderira prema standardnim greSkama (91). Konacna velicina
ucinka testiranog polimorfizma u meta-analizi (8) i pripadna standardna greska (SE) u meta-
analizi procjenjuju se s pomocu formula

ﬁ _ 2?=1ﬁiwi SE — 1

- 3 ’ 3
Zi=1 wi Zi=1 wi

7

gdje je B; veli¢ina ucinka testiranog polimorfizma u i-toj kohorti, a w; = 1/SEL-2, gdje je SE;

standardna greska u i-toj kohorti.

Testna Z-statistika za testirani polimorfizam racuna se s pomocu formule

dok se znacajnost testiranog polimorfizma u meta-analizi, odnosno pripadna P-vrijednost,

racuna upotrebom formule
P =29(—|Z)).

Meta-analiza je uklju¢ila ukupno 708 ispitanika oboljelih od HT-a i 735 kontrola. Za
najznacajnije genetske varijante iz meta-analize prikazani su dijagrami povezanosti pripadnih

genomskih regija (engl. regional association plot) koristenjem racunalnog softvera
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LocusZoom (94) i dijagrami Sumica (engl. forest plot) uporabom racunalnog programa R

(Foundation for Statistical Computing, Bec, Austrija).

3.2.9. Analiza genetskog rizicnog skora

Genetski rizicni skor (GRS) za svakog ispitanika izradunat je teZinskim zbrajanjem broja
rizicnih alela triju polimorfizama (rs12944194, rs75201096, rs7919039) koji su pokazali
povezanost s HT-om u meta-analizi na razini zna¢ajnosti P<5x10”. Pripadne teZine za svaki
polimorfizam bile su proporcionalne veli¢ini ucinka polimorfizma procijenjenoj u meta-

analizi.

Analiza povezanosti izmedu GRS-a i HT-a provedena je u sve tri kohorte zasebno, uporabom

modela logisticke regresije uz prilagodbu za dob i spol. Preciznije, koristen je model
ln% =ag+ a,;C; + a,C, + BGRS + ¢, (a)

gdje je p vjerojatnost da je status bolesti Y (Y = 0 za kontrole i Y = 1 za slucajeve) jednak 1,
tj. vjerojatnost da ispitanik boluje od HT-a, , je slobodni koeficijent, a; i a, su koeficijenti
regresije za kovarijante C; (dob) i C, (spol), B je koeficijent regresije za GRS, a € je vektor

reziduala.

Dobiveni rezultati za sve tri kohorte su potom meta-analizirani koristenjem metode inverzne

varijance sa stalnim ucincima.

Takoder, procijenjena je i ukupna varijabilnost u HT-u objasnjena GRS-om. U tu svrhu,
kreiran je i osnovni model logisticke regresije koji uklju€uje samo spol i dob kao nezavisne

varijable:

lnll= a0+a1C1 +(X2C2+€. (b)

Varijanca u HT-u objanjena GRS-om, odnosno pseudo koeficijent R? je zatim izraunat kao
razlika izmedu Nagelkerke-ovog pseudo koeficijenta R? za model (a) i Nagelkerke-ovog
pseudo koeficijenta R? za model (b). Nagelkerke-ov R? koeficijent raduna se s pomocu

formule
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2

2 _ _ Rcs
= =,
max(R¢g)

gdje je R Cox-Snell-ov pseudo koeficijent koji se ra¢una kao

2

Rgs =1- (L—O);,

Lm

gdje je n veli¢ina uzorka, L, je vjerodostojnost nultog modela bez prediktora, dok je

L., vierodostojnost testiranog modela (95).

Konacna varijanca objasnjena GRS-om je zatim procijenjena kao aritmeticka sredina triju

dobivenih varijanci ponderirana veli¢inama triju kohorti.

GRS kvartili izraCunati su iz zajednicke distribucije GRS-a u tri kohorte. Prvi GRS kvartil je
odabran kao referentna kategorija te je usporeden udio ispitanika oboljelih od HT-a (tj. rizik
od nastanka HT-a) izmedu prvog GRS kvartila i ostalih kvartila uporabom modela logisticke
regresije prilagodenog za dob i spol. Ova analiza napravljena je zasebno u svakoj kohorti te
su potom dobiveni rezultati za tri kohorte meta-analizirani koristenjem metode inverzne

varijance sa stalnim ucincima.

3.2.10. Evaluacija povezanosti HLA regije i HT-a

S obzirom na dosad poznatu ulogu HLA regije u razvoju HT-a, ovu regiju smo detaljnije
proucili. Odabrali smo sve genetske varijante koje se nalaze unutar HLA regije te smo
detaljno pregledali rezultate analize povezanosti u pocetnoj skupini za odabrane varijante s

ciliem evaluacije povezanosti HLA regije i HT-a.

3.2.11. Analiza rezultata prethodno objavljenih studija

Odabrali smo devet genetskih varijanti ¢ija je povezanost s HT-om otkrivena u prethodno
objavljenim kandidatnim genetskim studijama, te smo provjerili njihovu povezanost s HT-om
u nasoj pocetnoj skupini izdvajanjem rezultata za odabrane varijante iz ukupnih rezultata

cjelogenomske analize povezanosti u pocetnoj skupini.
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Takoder, provjerili smo i rezultate analize povezanosti u nasSoj pocetnoj skupini za 118
genetskih varijanti, identificiranih putem prethodno objavljenih cjelogenomskih studija, koje
su bile povezane s fenotipovima bioloski slicnim HT-u (autoimuna bolest Stitnjace,
hipotireoza, zajednicka pojava autoimune bolesti Stitnjace i Se¢erne bolesti tipa 1, Gravesova
bolest, TPOAt, TSH). Za sve odabrane genetske varijante usporedili smo njihove P-vrijednosti
i smjerove ucinaka u originalnim studijama s rezultatima u nasoj pocetnoj skupini, te smo
proveli binomni test smjera da bi procijenili znacajnost udjela genetskih varijanti s u¢incima u

istom smjeru.
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4. REZULTATI
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4.1. Rezultati cjelogenomske analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini

Cjelogenomskom analizom povezanosti HT-a u pocetnoj skupini identificirana je jedna
genetska varijanta (mutacija s pogreSnim smislom rs72799515) na 10. kromosomu unutar
TET1 gena povezana s HT-om na cjelogenomskoj razini znacajnosti (P=4.21><10'8, B=0.365,
SE=0.066 za alel A) (tablica 3). Takoder, otkrivena je i joS jedna mutacija s pogresnim smislom
(rs4148254) na 4. kromosomu unutar UGT8 gena povezana s HT-om na razini znacajnosti
blizu cjelogenomske (P=5.25x10", B=0.365, SE=0.072 za alel C) (tablica 3). Obje identificirane
genetske varijante imale su frekvenciju rjedeg alela manju od 0.01 u skupini ispitanika
oboljelih od HT-a. Takoder, otkriveno je i dodatnih 16 nezavisnih genetskih varijanti
povezanih s HT-om na razini znacajnosti P<10” (tablica 3). Cjelokupni prikaz rezultata
cjelogenomske analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini za sva 23 kromosoma nalazi se
na Manhattan grafu (slika 14), dok se prikaz odnosa ocekivanih i dobivenih P vrijednosti iz

cjelogenomske analize povezanosti nalazi na kvantil-kvantil grafu (slika 15).

Na osnovi rezultata cjelogenomske analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini, odabrali
smo 13 najznacajnijih nezavisnih genetskih varijanti za genotipizaciju i analizu povezanosti s

HT-om u dvije replikacijske kohorte, kao sto je ranije opisano.

4.2. Rezultati meta-analize

Rezultati analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini i replikacijskim skupinama te rezultati
meta-analize izmedu pocetne skupine i dviju replikacijskih skupina za 13 odabranih genetskih
varijanti prikazani su u tablici 3. Dvije najznacajnije genetske varijante iz cjelogenomske
analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini, nisu pokazale povezanost s HT-om u
replikacijskim skupinama (tablica 3). Od preostalih odabranih genetskih varijanti, nijedna nije
dosegla povezanost s HT-om na cjelogenomskoj razini znadajnosti u meta-analizi izmedu
pocetne skupine i dviju replikacijskih skupina (tablica 3). Od ukupno 13 odabranih genetskih
varijanti, tri su pokazale povezanost s HT-om u meta-analizi na razini znacajnosti P<5x10°:
rs12944194 na 17. kromosomu, udaljen oko 206kb od SDK2 gena (P=1.8x10°, B=-0.088,
SE=0.018 za alel T), rs75201096 smjesten na 9. kromosomu unutar GNA14 gena (P=2.41x10~
B=-0.252, SE=0.06 za alel T) i rs791903 smjesten na 6. kromosomu unutar /IP6K3 gena
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(P=3.16x10, P=0.07, SE=0.017 za alel G) (tablica 3). Dijagrami povezanosti pripadnih
genomskih regija i dijagrami Sumica za tri znacajne genetske varijante identificirane u meta-

analizi nalaze se redom na slikama 16, 17 i 18.

—log1o(p)

1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12 13 14 15 17 19 2 X

Kromosom

Slika 14. Manhattan graf cjelogenomske analize povezanosti HT-a.

Objasnjenje slike: Svaka tocka predstavlja jedan polimorfizam, pri ¢emu x-os oznacava

poziciju polimorfizma u genomu, a y-os negativni logaritam P vrijednosti iz cjelogenomske
analize povezanosti polimorfizma i HT-a. Plava linija predstavlja granicu znacajnosti P<10~ tj.
—log10(P)>5, dok crvena linija predstavlja cjelogenomsku granicu znacajnosti (P<5x10® tj. -

log1o(P)>7.3)
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Slika 15. QQ graf (kvantil-kvantil graf) cjelogenomske analize povezanosti HT-a.
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i replikacijskim skupinama, te

n

Tablica 3. Rezultati analize povezanosti u pocetnoj skup

rezultati meta-analize za 18 genetskih varijanti koje su pokazale povezanost s HT-om na

n

P<10~ u poéetnoj skupi

t

razini znacajnos
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rs12944194
®

a
8
<= SDK2 LOC100134391-> RPL38->
< LINC00469 ~MGC16275
LOC400620-> TTYH2—>
\ I I I
71.6 71.8 72 722
Pozicija na 17. kromosomu (Mb)
B
rs12944194
Kohorta Beta 95% IP
Pogetna ——— 0.11 [-0.15; -0.08]
|
Replikacijska (Osijek) : -0.06 [-0.13; 0.01]
Replikacijska (Split) : -0.06 [-0.16; 0.04]
|
I
|
Meta-analiza
T = -0.09 [-0.12; -0.05
P =1.8E-06 | I | I I I I [ ]
-0.15 -01 -005 O 0.05 0.1 0.15

100

(anno) ehoeuiguoyal edols

Slika 16. Dijagram povezanosti pripadne genomske regije (A) i dijagram Sumica (B) za

polimorfizam rs12944194.
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6| r
rs75201096
0.8 L
5 | 0.6
0.4
0.2
4 —
2
(=]
o]
< VPS13A-AS1 <GNA14 < GNAQ
VPS13A— GNAT4-AST—>
\ \ | \
79.8 80 80.2 80.4
Pozicija na 9. kromosomu (Mb)
B

rs75201096

Kohorta

Poletna —_—
Replikacijska (Osijek)
Replikacijska (Split)

Meta-analiza t

P =2.41E-05

Slika 17. Dijagram povezanosti pripadne genomske regije (A) i

polimorfizam rs75201096.

Beta  95%IP
-0.35 [-0.50; -0.20]
-0.03 [-0.27; 0.21]

-0.18 [-0.51; 0.15]

-0.25 [-0.37;-0.13]
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dijagram Sumica (B) za
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rs791903
®

E;
KIFC1— <BAK1 [TPR3—> < |P6K3 <MLN <LINCO1016 <MIR1275
PHE1— GGNBP1-—> ~uqcc2 MIR7159—> < GRM4
<CUTA < LINC00336 <LEMD2
SYNGAP1—=>
MIR5004—>
ZBTB9—>
| \ \ |
334 336 33.8 34
Pozicija na 6. kromosomu (Mb)
B
rs791903
Kohorta Beta 95%IP
Pocetna —:—'— 0.10 [0.06; 0.14]
1
Replikacijska (Osijek) + : 0.02 [-0.05; 0.09]
Replikacijska (Split) -+ : 0.03 [-0.06; 0.12]
|
1
1
Meta-analiza
iy 0.07 [0.04; 0.10
P = 3.16E-05 I I I | I [ ]
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100

(g/wo) eliveuiguoel edois

Slika 18. Dijagram povezanosti pripadne genomske regije (A) i dijagram Sumica (B) za

polimorfizam rs791903.
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4.3. Rezultati analize GRS-a

Uporabom rizi¢nih alela triju genetskih varijanti povezanih s HT-om u meta analizi
(rs12944194, rs75201096, rs7919039) izracunali smo GRS za svakog ispitanika iz pocetne
skupine i replikacijskih skupina. Meta-analiza povezanosti GRS-a i HT-a izmedu pocetne
kohorte i dviju replikacijskih kohorti pokazala je da je GRS statisti¢ki znacajan prediktor za
razvoj HT-a (B=4.584, SE=0.686, P=2.31x10™") kojim je objasnjeno 4.82% varijabilnosti u HT-
u. Udio ispitanika oboljelih od HT-a poveéavao se u svakom sljede¢em GRS kvartilu, te su
ispitanici iz Cetvrtog kvartila imali 2.76 puta veci rizik od HT-a u usporedbi s ispitanicima iz

prvog kvartila (95% IP=1.97-3.88, P=4.36x10") (tablica 4).

Tablica 4. Povezanost HT-a i kvartila genetskog rizicnog skora (GRS-a).

GRS kvartil Udio ispitanika oboljelih od

Ol (95% IP P
(vrijednosti GRS-a) HT-a (N HT_slucajevi/N svi) (95% IP)

1 (<0,158) 40% (137/342) referentni kvartil -
2(0,158-0,179)  43% (163/379) 1,08 (0,78-1,5) 0,6527
3(0,179-0,245)  49% (135/275) 1,5 (1,05-2,15) 0,0276
4 (>0,245) 61% (273/447) 2,76 (1,97-3,88) 4,36E-09

Ol-omjer izgleda, 95% IP- 95%-tni interval pouzdanosti omjera izgleda.

4.4. Evaluacija povezanosti HLA regije i HT-a

S obzirom da nismo utvrdili povezanost HLA regije s HT-om na cjelogenomskoj razini
znadajnosti ili razini znaajnosti P<10”, pregledali smo rezultate analize povezanosti u
pocetnoj skupini za sve genetske varijante koje se nalaze unutar HLA regije s ciljem
utvrdivanja snage povezanosti HLA regije i HT-a. Identificirana su cCetiri genetska signala
unutar HLA regije povezana s HT-om na razini znacajnosti P<107 (tablica 5). Od Cetiri
otkrivena signala, tri su smjestena u neposrednoj blizini i nalaze se unutar HLA razreda I:
rs2517534, udaljen oko 219 kb od HLA-C gena (P=3.59><10'4, B=-0.088, SE=0.025 za alel A),
rs9264584, smjesten u neposrednoj blizini HLA-C gena (P=4.38x10*, p=-0.085, SE=0.024 za
alel T) i rs9265259, smjeéten izmedu HLA-C i HLA-B gena (P=5.17x10", B=-0.164, SE=0.047 za
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alel T) (tablica 5). Cetvrti identificirani signal nalazi se unutar HLA razreda Il, a najznacajnija

genetska varijanta u ovom signalu jest rs3210176, smjesSten unutar HLA-DQB1 gena

(P=2.17x10", B=-0.112, SE=0.03 za alel T) (tablica 5). Takoder, proveli smo i kondicionalnu

analizu povezanosti koja je pokazala da su cetiri identificirane HLA genetske varijante

medusobno nezavisne (tablica 6). Dijagrami povezanosti pripadnih genomskih regija za Cetiri

identificirane HLA genetske varijante nalaze se na slikama 19 i 20.

Tablica 5. Genetske varijante u HLA regiji povezane s HT-om na razini znacajnosti P<10°.

Regija Pozicija Polimorfizam Gen/NajbliZi geni EA OA EAF B SE P
udaljen 4 kb od HCG22;
31017334  rs2517534 A G 0270 -0,088 0,025 3,59E-04
219kb od HLA-C
HLA razred | dal e od 1kb
31236034 rs9264584 L ooaenmanjeo T C 0327 -0,085 0,024 4,38E-04
od HLA-C
31291285 rs9265259  izmedu HIA-C iHIA-B T C 0,059 -0,164 0,047 5,17E-04
HIA razred 11|32627850 rs3210176  HLA-DQBI T C 0,789 -0,112 0,030 2,17E-04

EA-efektni alel, OA-drugi alel, EAF-frekvencija efektnog alela, B- velili¢ina efekta polimorfizma.

SE-standardna greska.

Tablica 6. Rezultati analize povezanosti HLA genetskih varijanti nakon kondicioniranja za

svaku od 4 genetske varijante.

Nekondicionirana

Analiza povezanosti kondicionirana za:

Pozicija Polimorfizam EA OA EAF analiza povezanosti rs2517534 rs9264584

B SE P ¥ B SE P ¥ B SE P
31017334 rs2517534 A G 0,27 -0,09 0,02 3,59E-04 / / / / 0,07 -0,07 0,03 6,29E-03
31236034 rs9264584 T C 0,327 -0,08 0,02 4,38E-04 0,07 -0,07 0,02 7,73E-03 / / / /
31291285 rs9265259 T C 0,059 -0,16 0,05 5,17E-04 0,147 -0,12 0,05 1,75E-02 0,204 -0,13 0,05 1,06E-02
32627850 rs3210176 T C 0,789 -0,11 0,03 2,17E-04 0,004 -0,10 0,03 7,18E-04 0,028 -0,10 0,03 1,70E-03

Nekondicionirana Analiza povezanosti kondicionirana za:
Pozicija Polimorfizam EA OA EAF  analiza povezanosti rs9265259 rs3210176

B SE P P B SE P ¥ B SE P
31017334 rs2517534 A G 0,27  -0,09 0,02 3,59e-04 0,147 -0,07 0,03 1,19e-02 0,004 -0,08 0,02 1,19E-03
31236034 rs9264584 T C 0,327 -0,08 0,02 4,38E-04 0,204 -0,07 0,03 8,95E-03 0,028 -0,07 0,02 3,44E-03
31291285 rs9265259 T C 0,059 -0,16 0,05 5,17E-04 / / / / 0,023 -0,16 0,05 8,64E-04
32627850 rs3210176 T C 0,789 -0,11 0,03 2,17E-04 0,028 -0,11 0,03 3,63E-04 / / / /

EA-efektni alel, OA-drugi alel, EAF-frekvencija efektnog alela, B- velili¢ina efekta SNP-a, SE-standardna greska.

2 . v .
r'-mjera neravnoteze vezanosti.

62



5| 2 - 100

0.8
0.6
0.4
4 80
0.2
rs2517534
)
1]
Q
o
- 3
(3 o
] 5
[ 2
| o
_D; 3
E 3
= @
1 =)
=
=
=
5 - 100
4 80
rs9264584 ol
J : :
o
- 3
[} o
32 5
g 3
1 o
3 3
E 3
2 @
1 =)
£
=
=
54 @ - 100
0.8
0.6
0.4
4 h — 80
0.2
89265259 .y
4 e
— 3
[ o
32 5
[ 2
1 =]
3 32
= g
2 ]
T )
S
2
=

DDR1—  MUC21— ~Céorfi5 HCG27— ~—HLA-B HCP5—= NFKBIL1— <—BAGS
- . 0 H . i - -
MIR4640— MUC22— PSORSIC1— < HLA-C MICA— MICB—~ LTA—~  APOM—>
v [ () [ =" £ [ [
GTF2.H4~> HC(%‘??% kC(E..r-.{CR'l fMlﬁBHQT HCGI26~I- TN'fﬁv fcﬁ.ﬂrf‘i?
VARSZ2— < CDSN MCCD1—  AlF1—=
- W ' [
<« SFTA2 <-PSORS1C2 <~DDX398 MIR6832—~
DPCR1— TCF19— —ATP6V1G2-DDX398 =LYBGSC
. u et H
<—PCLU5FT -(—SNOIRDTTF -(—GFz-‘«NKf
-‘PSONRST c3 ‘—SNI?RDS4 CSN!:ZE—-
T T T T
30.8 31 31.2 314 31.6

Position on chré (Mb)

Slika 19. Dijagrami povezanosti za tri otkrivena signala unutar HLA razreda .
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Slika 20. Dijagram povezanosti za otkriveni signal unutar HLA razreda Il.

4.5. Analiza rezultata prethodno objavljenih studija

Analiza rezultata cjelogenomske analize povezanosti HT-a u pocetnoj skupini za devet
odabranih genetskih varijanti, ¢ija je povezanost s HT-om otkrivena u prethodno objavljenim
kandidatnim genetskim studijama, pokazala je da sedam od devet varijanti (78%) ima isti
smjer ucéinka u ovom istraZivanju kao u originalnim studijama (binomni test smjera:
P=0.0898) (tablica 7). Medutim, nijedna od devet odabranih genetskih varijanti nije
replicirana u nasSoj studiji, tj. nije pokazala statisticki znacajnu povezanost s HT-om u
pocetnoj skupini (tablica 7). Sve navedene kandidatne genetske studije, osim dvije (65, 73),
nisu imale dovoljnu snagu i provedene su na uzorcima cije su veli¢ine bile zna¢ajno manje od

veli¢ine uzorka ovog istrazivanja.

Od 118 genetskih varijanti identificiranih putem prethodno objavljenih cjelogenomskih
studija, koje su bile povezane s fenotipovima bioloski slicnim HT-u, njih 88 (75%) imalo je isti
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smijer utinka u nadoj studiji kao i u originalnim studijama (binomni test smjera: P=4.28x10°%)
(tablica 8). Od 118 odabranih genetskih varijanti, dvije varijante su pokazale povezanost s
HT-om u poéetnoj skupini ovog istraZivanja na razini znacajnosti P<10: rs965513, smjesten
u blizini FOXE1 gena (P=2.14x10", B=-0.082, SE=0.022 za alel A), koji je originalno bio
povezan s hipotireozom, te rs2517532, smjedten unutar HLA razreda | (P=5.16x10", B=-
0.086, SE=0.025 za alel A), koji je takoder bio povezan s hipotireozom (tablica 8). Takoder,
deset genetskih varijanti pokazalo je povezanost s HT-om u pocetnoj skupini na razini
znacajnosti P<0.05 (tablica 8). Navedene genetske varijante smjeStene su u blizini ili unutar
ATXN2 gena (dvije nezavisne varijante), 9g22.3 regije, VAV3, BACH2, TAP2, RAC2, RNASET2,
ITPR3 i HLA-A gena (tablica 8).

Tablica 7. Usporedba rezultata originalnih studija za 9 polimorfizama povezanih s HT-om, koji
su otkriveni putem kandidatnih genetskih studija, s rezultatima analize povezanosti HT-a u

pocetnoj skupini ovog istrazivanja.

PMID
originalni Smi
Chr Pozicija  Polimorfizam originalne Prlgma n Veli¢ina uzorka Gen EA OA EAF B SE P ::::(;
uci
studije
1 1143657 rs3753348 21592113 0,0387  107sludajeva* GITR C G 0941 -0,05 0,054 0,2716 isti
2 204732714 S35 3661465 <0,00001 2220SIUCASVA ra s A G 0,634 -0,015 0,022 0,4933 isti
(A49G) 4521 kontrola
1143634 115 slucajeva,
2 113590390 " 25310146  0,0099 siucajeva, - 1g G A 0,789 -0,011 0,028 0,6949 isti
(+3953) 103 kontrole
rs16944 (- 115slucajeva, _
2 113594867 25310146  0,0081 118 A G 0,358 0,019 0,023 0,4136 isti
511) 103 kontrole
182 slucajeva, -
6 52101739 rs763780 22816799 0,001 IL1ZF T C 0,952 -0,017 0,050 0,7366 isti
224 kontrole
1800796 108 slucajeva,
7 22766246 21235536 0,031 slucaeva, 6 G C 0935 0,013 0,044 0,7697 isti
(572G) 57 kontrola
44 slucajeva,
12 48272895 rs2228570 25817800 0,009 B VDR-Fokl A G 0,366 0011 0,02 0,739 suprotan
rs28665122 481 slucajeva,
15 101817727 24471570  <5E-07 YAV oeps1 ¢ T 0,897 0,049 0,040 0,2249 suprotan
(105G/A) 516 kontrola
250 slucajeva, -
17 40465910 rs1053005 24081513 0,0091 STAT3 T C 0814 -0,043 0,028 0,1225 isti

301 kontrola
Chr-kromosom, PMID- identifikacijski broj ¢lanka u bazi "Pubmed", Originalni P- P vrijednost u originalnoj studiji.
EA-efektni alel, OA-drugi alel, EAF-frekvencija efektnog alela, B- veli¢ina efekta polimorfizma, SE-standardna greska.
Sve B (SE) vrijednosti izraCunate su za efektni alel.
*Ova studija je usporedivala 58 slucajeva s HT-om koji su razvili hipotireozu i 49 slucajeva s HT-om u eutireozi.
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Tablica 8. Usporedba rezultata originalnih studija s rezultatima analize povezanosti HT-a u

pocetnoj skupini ovog istrazivanja za 118 polimorfizama povezanih s fenotipovima bioloski

slicnima HT-u, koji su otkriveni putem cjelogenomskih studija.

PMID
originalne Originalni Najblizi Smjer
Chr Pozicija  Polimorfizam studije Fenotip Veli¢inauzorka P gen, regija EA OA EAF B SE P ucinka
2759 slucajeva, .
1 2529097 rs2843403 22922229 AITD 5,63E-06 MMEL1 T C 0,307 -0,045 0,023 0,0536 isti
9364 kontrola
2759 slucajeva,
2 12640741 rs1534422 22922229 AITD 1,76E-07 TRIB2 G A 0,420 -0,006 0,022 0,7657 suprotan
9364 kontrola
3 188125120 rs13093110 22922229 AITD 2759slucaeva, 5 oo 5g  1pp C T 0513 -0,004 0,021 0,8540 isti
9364 kontrola
6 90976768 rs72928038 22922229 AITD 2759slucaleva, ) oae o7 pacH2 G A 0857 -0,047 0,035 01878 isti
9364 kontrola
2759 slucajeva, L
11 95311422 rs4409785 22922229 AITD 7,69E-08 11q21 T C 0,805 -0,045 0,026 0,0869 isti
9364 kontrola
2759 slucajeva,
12 42869140 rs4768412 22922229 AITD SIUCAIEVE, 3 o6F06 PRICKLEI C T 0,586 -0,002 0,022 0,9092 isti
9364 kontrola
2759 slucajeva, e
16 31185882 rs57348955 22922229 AITD 5,13E-08 ITGAM G A 0,572 0,005 0,024 0,8377 isti
9364 kontrola
444 slucajeva, _—
1 108343087 rs7537605 25429627 HT 1,24E-05 VAV3 G A 0,660 -0,014 0,024 0,5440 isti
1363 kontrola
L 1580 slucajeva, _
9 100556109 rs965513 21981779 hipotireoza 4,19E-09 FOXE1 A G 0,331 -0,082 0,022 2,14E-04 isti
6669 kontrola
o 1580 slucajeva,
9 117222675 rs4979402 21981779 hipotireoza 1,23E-06 DFNB31 G A 0,249 -0,022 0,026 0,3899 suprotan
6669 kontrola
1580 slucajeva,
9 100543880 rs1877432 21981779 hipotireoza oo @ IVd 1 99E.06  9922.3 G A 0632 -0,045 0,021 0,0351 isti
6669 kontrola
L 1580 slucajeva, .
4 55478686 rs17827152 21981779 hipotireoza 3,20E-06 4q12 G A 0,815 -0,038 0,029 0,1979 isti
6669 kontrola
L 1580 slucajeva,
3 72880470 rs17043990 21981779 hipotireoza 8,34E-06 SHQ1 T C 0998 0,139 0,227 0,5410 suprotan
6669 kontrola
L 1580 slucajeva,
8 128840276 rs4733792 21981779 hipotireoza 2,35E-04 PVT1 T C 0,369 -0,030 0,022 0,1758 suprotan
6669 kontrola
L 1580 slucajeva,
18 57455061 rs4940904 21981779 hipotireoza 1,10E-04 CCBE1 C T 0,612 -0,010 0,024 0,6800 suprotan
6669 kontrola
L 3736 slucajeva, L.
1 108366016 rs4915077 22493691 hipotireoza 7,50E-10 VAV3 T C 0,904 -0,073 0,036 0,0458 isti
35546 kontrola
6 31018407 rs2517532 22493691 hipotireoza o o0 SMASVE 1 aoe 08 A A G 0,267 -0,086 0,025 516E-04 isti
35546 kontrola
L 3736 slucajeva, o
6 32570400 rs2516049 22493691 hipotireoza 6,00E-07 HLA T C 0836 -0,052 0,031 0,0981 isti
35546 kontrola
o 3736 slucajeva,
1 19755030 rs1472565 22493691 hipotireoza 6,30E-05 CAPZB T C 0490 0,010 0,021 0,6257 suprotan
35546 kontrola
. 17558 slucajeva, e
1 108336533 rs17020055 27182965 hipotireoza 2,7E-22 VAV3 A C 0,900 -0,025 0,036 0,4788 isti
117083 kontrola
o 17558 slucajeva, L
1 114377568 rs2476601 27182965 hipotireoza 2,1E-31  PTPN22 A G 0,096 0,071 0,037 0,0545 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, .
2 1407628 rs11675342 27182965 hipotireoza 6,4E-14  SNTG2 C T 0,541 -0,040 0,022 0,0677 isti
117083 kontrola
o 17558 slucajeva, .
2 204738919 rs3087243 27182965 hipotireoza 1,4E-15 CTLA-4 G A 0,561 0,031 0,022 0,1468 isti
117083 kontrola
o 17558 slucajeva,
2 217628430 rs1861628 27182965 hipotireoza 5,6E-9 IGFBP5 A G 0,241 0,001 0,025 0,9538 suprotan
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, L
4 149631793 rs76342258 27182965 hipotireoza 8,1E-18  NR3C2 G T 0,845 0,014 0,029 0,6267 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, L
5 76528022 rs1479567 27182965 hipotireoza 1,4E-23  PDE8SB G A 0,657 -0,014 0,022 0,5252 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, .
6 32626492 rs9273370 27182965 hipotireoza 45e-34  HLA-DQA1 G A 0,411 -0,024 0,022 0,2651 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, .
6 43805502 rs10223666 27182965 hipotireoza 46E-10 VEGFA G C 0,269 -0,018 0,025 0,4685 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, .
6 90975999 rs661713 27182965 hipotireoza 1,5e-7 BACH2 G A 0,374 -0,020 0,022 0,3568 isti

117083 kontrola
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PMID

originalne Originalni Najblizi Smjer
Chr Pozicija  Polimorfizam studije Fenotip Veli¢inauzorka P gen,regija EA OA EAF B SE P ucinka
o 17558 slucajeva, e
6 148514301 rs6914622 27182965 hipotireoza 1,2E-14  SAMD5 G T 0,698 -0,009 0,024 0,6971 isti
117083 kontrola
o 17558 slucajeva, e
6 166047034 rs1079418 27182965 hipotireoza 9,3E-12  PDE10A A G 0,684 0,009 0,023 0,7000 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva,
8 32432949 rs2466075 27182965 hipotireoza 59E-10 NRG1 A G 0,515 0,014 0,022 0,5351 suprotan
117083 kontrola
o 17558 slucajeva,
10 64052337 rs10821973 27182965 hipotireoza 4,1E-8 RTKN2 G A 0410 -0,002 0,022 0,9163 suprotan
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, L
10 101283330 rs10748781 27182965 hipotireoza 1,4E-10 GOT1 C A 0411 0,003 0,021 0,9058 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, L
12 56467587 rs7312770 27182965 hipotireoza 8,0E-8 RPS26 C T 0,432 0,020 0,022 0,3649 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, _
12 111910219 rs10774625 27182965 hipotireoza 1,4E-26 ATXN2 A G 0,540 0,069 0,021 0,0011 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, L
13 24774647 rs9511143 27182965 hipotireoza 2,6E-8 SPATA13 C T 0,314 0,014 0,025 0,5846 isti
117083 kontrola
L 17558 slucajeva, -
19 7222832  rs7508679 27182965 hipotireoza 1,3E-7 INSR T C 0434 0,000 0,022 0,9983 isti
117083 kontrola
. 531 slucajeva, e
6 31918860 rs1270942 25936594 AITDiT1D 4,65E-25 CFB A G 0,927 -0,047 0,045 0,2962 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva, e
6 32064726 rs1150752 25936594 AITDi T1D 2,27E-24 TNXB T C 0,932 -0,034 0,047 0,4722 isti
1067 kontrola
X 531 slucajeva, e
6 31568469 rs2857595 25936594 AITDi T1D 1,87E-23 NCR3 G A 0,833 -0,006 0,030 0,8526 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva,
6 31364707 rs2251396 25936594 AITDi T1D 9,87E-23 MICA G A 0,815 0,020 0,028 0,4878 suprotan
1067 kontrola
X 531slucajeva,
6 32798731 rs1015166 25936594 AITDi T1D 3,84E-22 TAP2 C T 0,653 0,020 0,023 0,3799 suprotan
1067 kontrola
6 32363215 rs1980493 25936504 AMDITID oiSMSVE o or 0 BTNL2 T C 0882 -0,011 0,034 07512 isti
1067 kontrola
6 31448076 rs3099844 25936504 AMDITID oiSMCSVA 5o 20 Hees C A 0915 -0,057 0,041 0,1687 isti
1067 kontrola
1 114377568 rs2476601 25936594 AITDITID oSSV oo o0 pTANZZ A G 0,096 0,071 0,037 0,0545 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva, e
6 32172993 rs3131296 25936594 AITDi T1D 3,27E-18 NOTCH4 C T 0,894 -0,056 0,037 0,1292 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva, e
6 31601843 rs3115663 25936594 AITDiT1D 8,72E-18 BAT2 T C 0,851 -0,029 0,032 0,3630 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva,
6 31778272 rs2227956 25936594 AITDi T1D 1,99E-15 HSPAIL G A 0,082 -0,059 0,040 0,1416 suprotan
1067 kontrola
. 531 slucajeva, o
6 30782002 rs886424 25936594 AITDi T1D 2,89E-14 |ER3 C T 0,923 -0,048 0,044 0,2742 isti
1067 kontrola
) 531 slucajeva, .
6 31101674 rs3130564 25936594 AITDi T1D 5,75e-13 PSORS1C1 C T 0,882 -0,042 0,036 0,2394 isti
1067 kontrola
) 531slucajeva, .
6 30829522 rs2844657 25936594 AITDi T1D 3,02E-12 DDR1 A G 0,817 -0,037 0,029 0,2022 isti
1067 kontrola
1 114429461 52358994 25936504 AMDITID —orsUVE o 11 BC2I5 G A 0,835 -0,040 0,029 0,1682 isti
1067 kontrola
6 31515799 rs2071591 25936504 AMDITID oiSMUSVE e 0 NEKBILL G A 0,725 -0,009 0,025 0,7244 isti
1067 kontrola
X 531slucajeva, e
6 31540784 rs1041981 25936594 AITDi T1D 1,50E-10 LTA C A 0,721 -0,008 0,025 0,7365 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva, .
4 122314040 rs7679475 25936594 AITDi T1D 3,51E-10 GPR103 A G 0,39 0,014 0,022 0,5381 isti
1067 kontrola
. 531 slucajeva,
1 114243899 rs1111695 25936594 AITDi T1D 1,65E-08 PHTF1 C A 0400 -0,004 0,021 0,8610 suprotan
1067 kontrola
X 531 slucajeva, e
6 30078275 rs2523989 25936594 AITDiT1D 1,86E-08 TRIM31 CcC T 0,880 -0,013 0,035 0,7091 isti
1067 kontrola
) 531 slucajeva, .
1 114080071 rs2153977 25936594 AITDiT1D 4,18E-07 MAGI3 C T 0,683 -0,010 0,023 0,6747 isti

1067 kontrola
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PMID

originalne Originalni Najblizi Smjer

Chr Pozicija  Polimorfizam studije Fenotip Veli¢inauzorka P gen,regija EA OA EAF B SE P ucinka

1 114173410 rs1230666 24586183 TPOAt 20512ispitanika 1,80E-08 MAGI3 A G 0,122 0,027 0,034 0,4214 isti

6 33055605 rs9277555 24586183 TPOAt 20512ispitanika 5,80E-07 HLA-DPBI G A 0,772 -0,005 0,026 0,8421 suprotan

1 8489302 rs301799 24586183 TPOAt 27287 ispitanika 2,50E-06  RERE C T 052 0022 0022 03101 isti

2 1407815 rs11675434 24586183 TPOAt 27287 ispitanika  1,50E-16 TPO C T 0572 -0,036 0,022 0,1003 isti

6 31429927 rs3094228 24586183 TPOAt 27287 ispitanika 3,80E-07 HLA T C 0,783 -0,030 0,027 0,2653 isti

6 32787036 rs1894407 24586183 TPOAt  27287ispitanika 1,20E-07 TAP2 C A 0631 0,044 0,022 0,0478 isti

6 90880393 rs10944479 24586183 TPOAt  27287ispitanika 4,00E-08 BACH?2 G A 0823 -0,082 0,032 0,017 isti

12 112007756 rs653178 24586183 TPOAt  27287ispitanika 9,90E-10 ATXN2 C T 0530 0070 0,021 0,0011 isti

16 79700447 rs4889009 24586183 TPOAt 27287 ispitanika 3,306-07 / G C 0403 0,003 0,022 0,8793 isti

19 4768917 rs879564 24586183 TPOAt 27287ispitanika 1,10-07 MIR7-3HG A G 0,641 -0,001 0,023 0,9587 suprotan

20 51009757 rs4811340 24586183 TPOAt 27287 ispitanika 5,60E-07 / G C 0673 0,032 0,023 0,1687 isti

6 33082308 rs733208 24722205 TPOAt  4238ispitanika 4,20E-07 HLA-DPB2 G A 0,834 -0,011 0,029 0,7044 isti

12 72749142 rs17111090 24722205 TPOAt  4238ispitanika  3,80E-03 TRHDE T A 0,983 -0,050 0,084 0,5490 isti
5530slucajeva, L

1 157669278 rs3761959 21841780 GD 1,50E-13  FCRL3 C T 059 -0,032 0,021 0,1323 isti
5026 kontrola
5530slucajeva,

2 204721752 rs1024161 21841780 GD 2,346-17 CTLA-4 T C 0,395 -0,004 0,022 0,8583 suprotan
5026 kontrola
5530slucajeva, L

4 40303633 rs6832151 21841780 GD 1,086-13  RHOM G T 0268 0,023 0,024 0,3431 isti
5026 kontrola
5530slucajeva,

6 31058178 rs4947296 21841780 GD 351E-51 MUC2I T C 0,847 0,014 0,030 0,6364 suprotan
5026 kontrola
5530 slucajeva,

6 32428285 rs6903608 21841780 GD 512E-24 HIA-DR-DQ C T 0,453 -0,008 0,022 0,7378 suprotan
5026 kontrola
5530 slucajeva,

6 32663851 rs6457617 21841780 GD 738E-33  HLA-DR-DQ C T 0,423 0,000 0,023 0,9861 suprotan
5026 kontrola
5530 slucajeva,

6 33060118 rs2281388 21841780 GD 1,50E-65 HLA-DPBI G A 0,985 0,113 0,085 0,1820 suprotan
5026 kontrola

o

6 167383075 rs9355610 21841780 GD >o30slucajeva, o ocr 10 RNASET2 G A 0,677 0,069 0,023 0,0033 isti

5026 kontrola
o

14 81451229 rs12101261 21841780 GD >530slucajeva, o e 0n TsHR C T 0761 -0,008 0,025 0,7336 isti
5026 kontrola

6 29935250 rs3893464 21900946 GD 1551slucajeva, oo o0 HiA-A G A 0557 0,044 0,022 0,0439 isti
3875 kontrola
1551 slucajeva,

6 29973925 rs4313034 21900946 GD SIUCAIEVa, ) o1k 15 HIA-A C T 0149 0,057 0,030 0,0568 suprotan
3875 kontrola
1551 slucajeva, .

6 30537606 rs3132613 21900946 GD 1,436-13  HLA-A C G 0223 0,029 0,028 0,2949 isti
3875 kontrola
1551 sluéajeva, PSORS1C1/ e

6 31002616 rs4248154 21900946 GD 1,06E-13 T 0,816 0,038 0,028 0,1718 isti
3875 kontrola 2
1551 slucajeva,

6 32337630 rs2273017 21900946 GD 212E-22 Céorfl0 G A 0,331 0,002 0,023 0,9394 suprotan
3875 kontrola
1551 slucajeva, _

6 33618162 rs9394159 21900946 GD 3,89E-12 [TPR3 A T 0517 0,048 0,022 0,0298 isti
3875 kontrola
1551 slucajeva, e

6 33817929 rs4713693 21900946 GD 6,60E-13 ITPR3 T C 0528 0,018 0,021 0,3932 isti
3875 kontrola
9529 slucajeva, o

1 67627260 rs12041056 23612905 GD 00103 23R C T 0652 0,000 0,023 0,9839 isti

9984 kontrola
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PMID

originalne Originalni Najblizi Smjer
Chr Pozicija  Polimorfizam studije Fenotip Veli¢inauzorka P gen, regija EA OA EAF B SE P ucinka
9529 slucajeva, e
1 160464911 rs1265883 23612905 GD 2,01E-18 SLAMF6 C A 0,063 0,027 0,062 0,6680 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
6 90929301 rs9344996 23612905 GD 1,90E-05 BACHZa T C 0882 -0,006 0,032 0,8516 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
8 134087450 rs4301434 23612905 GD 4,57E-07 TG A G 0,600 -0,035 0,022 0,1087 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
8 134145512 rs2294025 23612905 GD 8,09E-09 TG G A 0,553 -0,028 0,022 0,1998 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
8 134185668 rs4736437 23612905 GD 1,14E-08 WISP1 T G 0,523 -0,012 0,021 0,5615 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
9 136131322 rs8176746 23612905 GD 4,00E-06 ABOa G T 0,869 0,036 0,031 0,2456 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
14 98488007 rs1456988 23612905 GD 543E-09 / G T 0,245 -0,021 0,025 0,3842 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, e
15 31665443 rs4779520 23612905 GD 3,55E-05 KLF13 C T 0,449 0,002 0,023 0,9282 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, L
22 37581485 rs229527 23612905 GD 4,85E-20 CIQTNF6 C A 0,591 -0,014 0,022 0,5166 isti
9984 kontrola
9529 slucajeva, .
22 37635055 rs2284038 23612905 GD 6,40E-08 RAC2 A G 0,668 0,068 0,022 0,0025 isti
9984 kontrola
1 61620496 rs334699 23408906 TSH 26420 ispitanika 5,40E-12  NFIA A G 0,034 0,014 0,059 0,8160 suprotan
2 217625523 rs13015993 23408906 TSH 26420 ispitanika 3,24E-15 IGFBP5 G A 0,242 0,001 0,025 0,9522 suprotan
4 149669506 rs10032216 23408906 TSH 26420 ispitanika 9,28E-16 NR3C2 T C 0838 0,010 0,029 0,7221 isti
5 76530349 rs6885099 23408906 TSH 26420 ispitanika 1,95E-56 PDESB A G 0,646 -0,011 0,022 0,6341 isti
6 43811762 rs9472138 23408906 TSH 26420 ispitanika 6,72E-16 VEGFA C T 0,745 0,018 0,025 0,4747 isti
6 43904780 rs11755845 23408906 TSH 26420 ispitanika 1,68E-10 VEGFA C T 0,736 0,007 0,025 0,7609 isti
6 148521292 rs9497965 23408906 TSH 26420 ispitanika 2,25E-08 SASH1 C T 0,612 -0,015 0,023 0,5085 isti
6 166046483 rs753760 23408906 TSH 26420 ispitanika 1,21E-24 PDE10A C G 0,683 0,009 0,023 0,6856 isti
8 32416274 rs7825175 23408906 TSH 26420 ispitanika 2,94E-09 NRG1 G A 0,777 -0,029 0,025 0,2503 suprotan
9 4267209 rs1571583 23408906 TSH 26420 ispitanika 2,55E-08 GLIS3 A G 0,28 0,021 0,024 0,3775 isti
9 136139265 rs657152 23408906 TSH 26420 ispitanika 4,11E-10 ABO C A 0,575 0,009 0,022 0,6927 suprotan
11 45227567 rs17723470 23408906 TSH 26420 ispitanika 8,83E-11 PRDM11 C T 0,779 -0,008 0,025 0,7600 suprotan
14 36574018 rs1537424 23408906 TSH 26420 ispitanika 1,17E-08 MBIP C T 0436 0,021 0,022 0,3456 isti
14 93595591 rs11624776 23408906 TSH 26420 ispitanika 1,79E-09 ITPK1 A C 0,633 0,034 0,022 0,1224 suprotan
15 49746364 rs10519227 23408906 TSH 26420 ispitanika 1,02E-11 FGF7 T A 0,749 0,019 0,024 0,4401 isti
15 89119104 rs17776563 23408906 TSH 26420 ispitanika 2,89E-10 MIR1179 G A 0,644 0,016 0,023 0,4927 isti
16 79749353 rs3813582 23408906 TSH 26420 ispitanika 8,45E-18 MAF T C 0,67 -0021 0,022 0,3454 suprotan
17 70127536 rs9915657 23408906 TSH 26420 ispitanika 7,53E-13  SOX9 T C 0,609 0,004 0,022 0,8568 suprotan
19 7223848  rs4804416 23408906 TSH 26420 ispitanika 3,16E-10 INSR T G 055 -0,011 0,021 0,5911 isti

AITD-autoimuna bolest Stitnjace, AITD i T1D-zajednicka pojava autoimune bolesti Stitnjace i Secerne bolesti tipa 1, GD-Gravesova bolest.
Chr-kromosom, PMID- identifikacijski broj ¢lanka u bazi "Pubmed", Originalni P- P-vrijednost u originalnoj studiji, EA-efektni alel, OA-drugi alel.
EAF-frekvencija efektnog alela, B- velic¢ina efekta polimorfizma, SE- standardna greska. Sve B (SE) vrijednosti izraCunate su za efektni alel.

Svi polimorfizmi nominalno povezani s HT-om (P<0,05) u pocetnoj skupini ovog istraZivanja su osjenéeni.
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5. RASPRAVA
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Ovim istrazivanjem pokusSala se rasvijetliti genetska podloga HT-a, provodenjem prve
cjelogenomske analize povezanosti fokusirane isklju¢ivo na HT. U istraZivanje je ukupno
uklju¢eno 1443 ispitanika, od ¢ega 708 ispitanika oboljelih od HT-a i 735 kontrola. Najvazniji
rezultat ovog istraZivanja jest identifikacija triju novih genetskih varijanti povezanih s

razvojem HT-a.

5.1. SDK2 genomska regija

Najznacajnija genetska varijanta otkrivena u ovom istraZivanju jest rs12944194. Utvrdeno je
da je ucestaliji alel ovog polimorfizma, odnosno alel C, povezan s poveéanim rizikom
nastanka HT-a. Otkrivena genetska varijanta nalazi se na 17. kromosomu i udaljena je 206 kb
od SDK2 gena (pomocna stani¢na adhezivna molekula 2, engl. sidekick cell adhesion molecule
2) koji kodira protein koji je ¢lan imunoglobulinske superobitelji. Dodatno, otkriven je jos
jedan nezavisni genetski signal povezan s HT-om, doduse na nesto niZoj razini znacajnosti
(rs2619967, P=3.23x10™), u istoj genomskoj regiji, udaljen 79 kb od najznadajnijeg
polimorfizma (slika 16A). Postojanje dvaju nezavisnih signala u istoj genomskoj regiji u
neposrednoj blizini ukazuje na snaznu povezanost ove genomske regije s HT-om. Takoder,
dosad je veé otkriveno nekoliko zanimljivih povezanosti s poremeéenom funkcijom Stitnjace
u ovoj regiji. Nedavno provedena velika meta-analiza cjelogenomskih studija povezanosti za
koncentracije TSH i fT4 u serumu, pokazala je da je rjedi alel C polimorfizma rs9915657
znatajno povezan s povecanom koncentracijom TSH (P=7.53x10*%) (96). Ovaj polimorfizam
udaljen je otprilike 1 Mb od najznacajnijeg polimorfizma u nasoj studiji. Takoder, jedna
cjelogenomska studija povezanosti otkrila je dva polimorfizma (rs12795 i rs12938083)
povezana s razvojem hipotireoze (P=3x10'3, P=9.15x10", redom). Otkriveni polimorfizmi
udaljeni su 566 kb, odnosno 576 kb od najznacajnijeg polimorfizma u nasoj studiji (97).
Postojanje prethodno utvrdenih genetskih varijanti povezanih s koncentracijom TSH i
hipotireozom u istoj, iako Siroj, genomskoj regiji unutar koje se nalazi i identificirana
genetska varijanta povezana s HT-om u ovom istraZzivanju, upucéuje na vaznost ove genomske
regije u regulaciji funkcije StitnjaCe. Dodatno, polimorfizam rs12451840 koji je takoder
smjeSten u ovoj genomskoj regiji, 39 kb od najznacdajnijeg polimorfizma, povezan je s

glikozilacijom ljudskog lgG-a (98). Ovo je takoder zanimljivo opaZzanje s obzirom da su oba
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protutijela stitnjace koja su prisutna u HT-u (TPOAt i TgAt) uglavhom IgG klase, a nedavno je
pokazano da su razine glikozilacije TgAt-a vece u ispitanika oboljelih od HT-a u usporedbi sa

zdravim ispitanicima (99).

Ostale genetske varijante unutar ove regije dosad su bile povezane i s drugim razli¢itim
fenotipovima i bolestima, poput panicnog poremecaja (100), fibroze jetre kod pacijenata s
ko-infekcijom virusom HIV-a i hepatitis C virusom (101), odgovora na terapiju zileutonom u
bolesnika s astmom (102), spirometrijskim mjerama protoka zraka (103), ¢imbenicima
homeostaze glukoze (104) te fenotipova koji se mogu povezati s psihijatrijskim stanjima kao

Sto su razina provodljivosti koZe i elektrodermalne aktivnosti (105).

5.2. GNA14 genomska regija

Drugi najznacajniji rezultat ovog istraZivanja jest pronalazak intronske nekodirajuce varijante
rs75201096 unutar GNA14 gena (gvanin vezujuéi protein alfa-14, engl. guanine nucleotide-
binding protein alpha-14) na 9. kromosomu. Genetske varijante unutar ove genomske regije
povezane su s koncentracijom cirkulirajuceg citokina eotaksina i glikozilacijom IgG-a (98,
106). Oba fenotipa bioloski su povezana s HT-om, jer citokini imaju izrazito bitnu ulogu u
patogenezi autoimunih bolesti Stitnjade, dok je glikozilacija 1gG-a, kao Sto je ranije
spomenuto, povezana s protutijelima Stitnjace koja su prisutna u veéini bolesnika s HT-om
(106). Takoder, specifitna RAMPAGE (RNA anotacija i mapiranje promotora za analizu
genske ekspresije, engl. RNA Annotation and Mapping of Promoters for the Analysis of Gene
Expression) razina ekpresije transkripta za GNA14 gen najveca je upravo u Stitnjaci (107,

108).

Medutim, animalne studije i cjelogenomske studije povezanosti upuéuju na joS jedan
zanimljivi gen unutar ove regije, GNAQ gen (gvanin vezujuéa proteinska podjedinica alfa
(Gayg), engl. guanine nucleotide-binding protein subunit alpha). Ovaj gen udaljen je 232 kb od
polimorfizma rs75201096, a ukljuéen je u bioloski put za sintezu hormona Stitnjace (109).
Jedna animalna studija pokazala je da nedostatak Ga,/Gay; u miSeva dovodi do poremecene
strukture folikularnih stanica i smanjenog izluCivanja hormona Stitnjace, a polovica testiranih

miSeva razvila je hipotireozu u roku od nekoliko mjeseci nakon rodenja (110). Dodatno,
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cjelogenomska analiza povezanosti provedena na otoku Sardiniji na uzorku od 4300
ispitanika otkrila je povezanost izmedu koncentracije TSH i polimorfizma rs10512065 koji se

nalazi unutar GNAQ gena (P=2.0x10") (111).

Iz svega navedenog, vidljivo je da trenutno postoje dokazi koji upuéuju na uklju¢enost ove
genomske regije u regulaciju funkcije Stitnjace i autoimunog procesa koji se odvija u HT-u.
Medutim, potrebno je dublje mapiranje ove regije i provodenje funkcionalnih studija da bi se

utvrdili uzro€ni polimorfizmi i geni iz ove regije koji sudjeluju u patogenezi HT-a.

Ostale genetske varijante unutar ove regije dosad su bile povezane s Alzheimerovom bolesti i
dobi u kojoj je dijagnosticirana bolest (112), morfologijom lica (113), 28-dnevnim
mortalitetom u bolesnika lijeCenih od sepse (114), Zivotnim vijekom roditelja (115) te

odgovorom na terapiju amfetaminima (116).

5.3. IP6K3 genomska regija

Treci polimorfizam otkriven u ovom istrazivanju jest intronska varijanta rs791903 smjestena
unutar IP6K3 gena (inozitol heksafosfatna 3 kinaza, engl. inositol hexaphosphate kinase 3).
Ovaj gen pretvara inozitol heksakisfosfat (InsP6) u difosfoinozitol pentakisfosfat (InsP7), a
nalazi se na 6. kromosomu u blizini glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. major
histocompatibility complex, MHC) (117). Uporabom javno dostupne genotipsko-fenotipske
pretrazujuée baze podataka ,Phenoscanner” (118), utvrdili smo da je otkriveni polimorfizam
rs791903, osim s HT-om, takoder povezan s jos jednom autoimunom boles¢u, reumatoidnim
artritisom (119). Reumatoidni artritis je najucestalija autoimuna bolest koja se udruzuje s HT-
om, te se pojavljuje u otprilike 4% bolesnika s HT-om, Sto upudéuje na mogucu zajednicku
patogenezu dviju bolesti (120, 121), koja bi dijelom mogla biti objasnjena i ovim
polimorfizmom. Takoder, zanimljivo je da su dva polimorfizma (rs4713693 i rs9394159),
udaljena 115 kb odnosno 84 kb od polimorfizma rs79190, pokazala povezanost s
Gravesovom bolesti na cjelogenomskoj razini znacajnosti, u studiji provedenoj na velikom
uzorku bolesnika s Gravesovom bolesti iz Japana (122). Gravesova bolest je takoder
autoimuna bolest Stitnjace, pa iako postoje razlike u genetskoj strukturi izmedu HT-a i

Gravesove bolesti, smatra se da je dio genetske pozadine jednak za obje bolesti (28). Nije
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zgorega napomenuti da smo u ovom istraZivanju odabrali poznate polimorfizme povezane s
Gravesovom bolesti te smo provjerili njihovu povezanost s HT-om u nasoj pocetnoj skupini.
Od 27 testiranih polimorfizma, 4 su pokazala povezanost s HT-om na razini znacajnosti
P<0.05, a znacajan udio polimorfizama (njih 20 tj. 74%) imao je isti smjer ucinka kao i u
originalnim studijama (binomni test smjera: P=0.0096) (tablica 8). Ovaj rezultat upravo
podupire hipotezu o zajedni¢koj genetskoj pozadini HT-a i Gravesove bolesti, te podastire

dodatne dokaze o moguéoj ukljuéenosti ove genomske regije u razvoju HT-a.

Osim IP6K3 gena, jo$ jedan gen u neposrednoj blizini pokazuje dobru predispoziciju prema
ukljucenosti u regulaciju funkcije Stitnjace. Rije¢ je o ITPR3 genu koji se nalazi 38 kb od
polimorfizma rs791903 i kodira receptor inozitol 1,4,5 trifosfata, koji je drugi glasnik u
procesu otpustanja unutarstanicnog kalcija. Zajedno s ranije opisanim GNAQ genom, ITPR3
je takoder uklju¢en u bioloski put za sintezu hormona Stitnjace (109), Sto predocava dodatan
dokaz o mogucoj uklju¢enosti genomskih regija otkrivenih u ovom istrazivanju u nastanak

HT-a.

Ostale genetske varijante unutar ove regije dosad su bile povezane s koncentracijom fosfora
u serumu (123), Chronovom bolesti (124), tumorom zametnih stanica testisa (125, 126),
shizofrenijom (127, 128), brojem trombocita (129), hematoloskim parametrima (130) i

kroni¢nom limfocitnom leukemijom (131, 132).

5.4. Genetski rizicni skor

Ova studija takoder je dodatno analizirala snagu koju kumulativni ucinak rizi¢nih alela triju
identificiranih polimorfizama (rs12944194, rs75201096, rs7919039) moZe imati na razvoj HT-
a. U tu svrhu, uporabom rizi¢nih alela triju polimorfizama, izra¢unat je genetski rizi¢ni skor
(GRS) za svakog ispitanika iz pocetne skupine i replikacijskih skupina. Analiza povezanosti
izmedu GRS-a i HT-a pokazala je da je GRS statistic¢ki znacajan prediktor HT-a koji objasnjava
gotovo 5% ukupne varijabilnosti u HT-u. S obzirom da je procijenjeno da sve dosad otkrivene
genetske varijante objasnjavaju otprilike 5.5% ukupne varijabilnosti u HT-u (59), moZemo
zakljuciti da genetske varijante otkrivene u ovom istrazivanju znacajno doprinose

poboljSanju trenutnog znanja o genetskoj pozadini HT-a. Takoder, utvrdeno je da ispitanici iz
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gornjeg GRS kvartila imaju gotovo tri puta vece izglede za razvoj HT-a u usporedbi s
ispitanicima iz donjeg GRS kvartila. Ovi rezultati pokazuju da konstruirani GRS, odnosno novi
polimorfizmi identificirani u ovom istrazivanju, imaju dobar klini¢ki potencijal za predikciju

rizika od nastanka HT-a u skupinama uklju¢enima u ovo istraZivanje.

5.5. HLA genomska regija

Uloga HLA lokusa u etiologiji HT-a utvrdena je ve¢ odavno, najvec¢im dijelom putem
kandidatnih genetskih studija. Za specificne markere HLA razreda Il, kao $to su HLA-DR3
(HLA-DRB1*03), HLA-DR4 (HLA-DRB1*04) i HLA-DQB1, utvrdeno je da su povezani s
povecéanim rizikom za razvoj HT-a u europskoj populaciji (62-64). Takoder, za odredene
markere HLA razreda |, kao Sto su HLA-A (HLA-A*02:07) i HLA-B (B*46:01), pokazano je da su
povezani s HT-om u japanskoj populaciji te u populacijama kineske i korejske djece (60, 61,
133). Dodatno, u nedavno objavljenom preglednom ¢lanku zakljuceno je da je povezanost
HLA razreda | i HT-a poprilicno sloZzena, gdje najmanje Ccetiri alela kontroliraju
predodredenost za HT (HLA-A*02:07, B*35:01, B*40:02, B*40:06), odnosno otprilike 58%
bolesnika s HT-om ima kopiju barem jednog od Cetiri alela iz HLA razreda | (134). Mi u ovom
istrazivanju nismo pronasli genetske varijante unutar HLA regije povezane s HT-om na
cjelogenomskoj razini znacdajnosti, slicno kao Sto povezanost na toj razini znacajnosti nije
pronadena ni u studiji koja je istrazivala povezanost HLA regije i HT-a, a provedena je u
Japanu na uzorku slicne veli¢ine (444 bolesnika s HT-om i 481 kontrola) (61). Stoga smo
odlucili evaluirati povezanost kompletne HLA regije s HT-om u pocetnoj skupini te smo
pronasli tri nezavisna signala unutar HLA razreda | te jedan signal unutar HLA razreda Il na

razini zna¢ajnosti P<107.

Sva tri otkrivena lokusa unutar HLA razreda | smjeStena su relativno blizu, unutar bloka
veli¢ine 274 kb koji sadrzi HLA-B i HLA-C gene (slika 19). Kao $to je ranije spomenuto, HLA-B
je povezan s HT-om u japanskoj populaciji te u populacijama kineske i korejske djece (60, 61,
133). Medutim, joS vaZznije opaZanje jest da je najznacajniji polimorfizam HLA razreda | koji je
otkriven u ovom istrazivanju (rs2517534, P=3.59x10") u potpunom LD-u s polimorfizmom za

kojeg je ranije pokazano da sudjeluje u razvoju hipotireoze (rs2517532) (76).
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Najznacajniji polimorfizam unutar HLA razreda Il (rs3210176) smjesten je unutar HLA-DQB1
lokusa, medutim signal povezanosti obuhvaca viSe gena ukljucujuéi i HLA-DRB1, najpoznatiji
HLA lokus povezan s HT-om (slika 20). HLA-DQB1 lokus prethodno je bio snazno povezan s
HT-om (HLA-DQB1*0301, zabiljezen kao HLA-DQw?7) i smatra se imunogenetickim markerom
bolesti (64). Takoder, zanimljivo je i da su dva polimorfizma (rs3129720 i rs9273370),
smjesStena u neposrednoj blizini HLA-DQB1 lokusa, pokazala povezanost s hipotireozom u

dvije cjelogenomske studije povezanosti (76, 77).

Dublje mapiranje HLA regije klju¢no je za dodatno rasvjetljenje povezanosti ove regije s HT-
om. Opéenito, rezultati ovog istrazivanja sugeriraju vise lokusa, iz HLA razreda | i HLA razreda
I, koji bi mogli biti ukljuéeni u patogenezu HT-a, iako ova studija nije imala dovoljnu snagu za
potvrdu povezanosti tih lokusa s HT-om na cjelogenomskoj razini znacajnosti. S druge strane,
ovo istrazivanje takoder sugerira da, iako varijante unutar HLA regije imaju ulogu u razvoju
HT-a, njihova uloga mozda nije znacajna u tolikoj mjeri kao $to je sluc¢aj s Gravesovom bolesti

ili nekim drugim autoimunim bolestima.

5.6. Genomske regije iz prethodno objavljenih studija

Dodatna svrha ovog istrazivanja bila je provjera povezanosti izmedu HT-a i poznatih
kandidatnih genetskih varijanti koje su bile povezane s HT-om putem kandidatnih genetskih

studija ili s fenotipovima povezanim s funkcijom Stitnjace putem cjelogenomskih studija.

Odabrali smo devet poznatih genetskih varijanti (izvan HLA regije), ¢ija je povezanost s HT-
om otkrivena u prethodno objavljenim kandidatnim genetskim studijama, te smo provjerili
njihovu povezanost s HT-om u naSoj pocetnoj skupini (tablica 7). Nijedna od odabranih
varijanti nije pokazala povezanost s HT-om u ovom istraZivanju. Ovaj rezultat nije
neocekivan, s obzirom da su sve navedene genetske varijante, osim CTLA-4 i SEPS1 lokusa,
otkrivene u izrazito malim uzorcima bez replikacije rezultata u nezavisnoj skupini. Svejedno,
sedam od devet promatranih varijanti (78%) imalo je isti smjer ucinka u ovom istrazivanju
kao u originalnim studijama. Povezanost CTLA-4 lokusa i HT-a sugerirana je velikom meta-
analizom kandidatnih genetskih studija, dok je povezanost SEPS1 lokusa s HT-om otkrivena u

portugalskoj populaciji i replicirana u kineskoj populaciji (65, 73, 74). lako su oba gena
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bioloski vierodostojni kandidati za povezanost s HT-om, u ovom istraZivanju te povezanosti
nisu replicirane. Dodatnim pregledom polimorfizama analiziranih u ovom istraZivanju,
utvrdeno je da se unutar CTLA-4 i SEPS1 gena nalazilo samo pet, odnosno jedanaest
analiziranih polimorfizama, S$to upucuje na mogucnost da pokrivenost ovih gena
polimorfizmima dostupnim za analizu nije bila dostatna za otkrivanje njihove povezanosti s
HT-om. S druge strane, cjelogenomske studije povezanosti joS trebaju evaluirati ulogu CTLA-
4 i SEPS1 gena u razvoju HT-a, s obzirom da je dosad provedeno samo nekoliko
cjelogenomskih studija koje su analizirale bolesnike s HT-om, ali u kombinaciji s Gravesovom
bolesti ili drugim autoimunim bolestima (78-81). Samo jedna od navedenih studija je
pronasla znakovitu povezanost varijante unutar CTLA-4 gena s HT-om (P=0.0032) (78), dok
ostale studije nisu utvrdile povezanost ovih lokusa s HT-om (79-81), stoga trenutno nije

moguce donijeti konacne zaklju¢ke o povezanosti ovih gena s HT-om.

Takoder, provjerili smo i rezultate analize povezanosti u nasoj pocetnoj skupini za 118
genetskih varijanti, identificiranih putem prethodno objavljenih cjelogenomskih studija, koje
su bile povezane s fenotipovima bioloski slicnima HT-u (autoimuna bolest Stitnjace,
hipotireoza, zajednicka pojava autoimune bolesti Stitnjace i Se¢erne bolesti tipa 1, Gravesova
bolest, TPOAt, TSH). Utvrdeno je da znalajan udio odabranih varijanti (75%, P=4.28x10")
ima isti smjer ucinka u ovom istrazivanju kao i u originalnim studijama. Od 118 odabranih
genetskih varijanti, dvije varijante su pokazale povezanost s HT-om na razini znacdajnosti
P<10, a deset varijanti je pokazalo povezanost s HT-om na razini znagajnosti P<0.05 (tablica

8).

Najznacajnija pronadena varijanta jest rs965513 (P=2.14x107), smjeSten u blizini FOXE1
gena. Ovaj polimorfizam je u originalnoj cjelogenomskoj studiji bio povezan s hipotireozom,
nakon cega je odabran za dodatnu analizu povezanosti s 886 razliitih klinickih fenotipova
izvucenih iz tzv. ICD kodova ispitanika (kodovi medunarodne klasifikacije bolesti, engl.
International Classification of Diseases) (75). Dodatna analiza ovog polimorfizma utvrdila je
njegovu znakovitu povezanost s HT-om (P=2.5x10™), te su autori navedene studije, imajuci u
vidu d¢injenicu da je HT najceséi uzrok hipotireoze, zakljucili da je povezanost ovog
polimorfizma s hipotireozom najvjerojatnije posljedica specificne povezanosti s HT-om (75).
S obzirom da su u ovo istrazivanje ukljuceni bolesnici s HT-om koji su razvili hipotireozu kao i

eutireoidni bolesnici s HT-om, replikacija FOXE1 polimorfizma u ovom istraZzivanju potvrduje
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originalnu hipotezu te predstavlja snazan dokaz o uklju¢enosti FOXE1 gena u patogenezu HT-

a.

Druga varijanta povezana s HT-om jest rs2517532 (P=5.16x10"), smjeiten unutar HLA
razreda |. Ovaj polimorfizam je takoder originalno bio povezan s hipotireozom (76), a pripada
najznacajnijem HLA signalu otkrivenom u ovom istraZivanju, koji je ve¢ ranije opisan. Ova
regija povezana je s cijelim nizom autoimunih bolesti, Sto je u kombinaciji s hipotireozom,

takoder Cini bioloski vjerodostojnim kandidatom za povezanost s HT-om.

Od deset varijanti za koje je utvrdena povezanost s HT-om na razini znac¢ajnosti P<0.05, tri su
otprije bile povezane s hipotireozom, Cetiri s Gravesovom bolesti, a tri s povisenim TPOAt.
Takoder, znacajan udio svih odabranih varijanti otprije povezanih s hipotireozom (73%,
P=0.0081), Gravesovom bolesti (75%, P=0.0096), i TPOAt (83%, p=0.0193) ima isti smjer
ucinka u pocetnoj skupini ovog istrazivanja kao i u originalnim studijama Sto upucuje na
zajednic¢ku genetsku pozadinu HT-a i ovih fenotipova. Deset varijanti povezanih s HT-om na
razini znacajnosti P<0.05 smjeSteno je u blizini ili unutar ATXN2 gena (dvije nezavisne
varijante), 9q22.3 regije, VAV3, BACH2, TAP2, RAC2, RNASET2, ITPR3 i HLA-A gena.
Genomske regije kojima pripadaju navedeni geni potencijalno bi takoder mogle imati vaznu
ulogu u nastanku HT-a, te bi svakako trebale biti uklju¢ene u buduca istrazivanja genetske

pozadine HT-a.

5.7. Ogranicenja i prednosti studije

U usporedbi s velikim cjelogenomskim studijama povezanosti koje se trenutno provode u
polju humane genetike, ova studija je imala relativno malen uzorak, sto je onemogudilo
identifikaciju genetskih varijanti povezanih s HT-om na cjelogenomskoj razini znaéajnosti.
Ova Cinjenica posebno je vidljiva u replikaciji dvaju poznatih lokusa za hipotireozu (FOXE1 i
HLA razred 1), koji su otkriveni na razini znacajnosti P<10° $to upuduje na Cinjenicu da je za
identifikaciju ovih lokusa na cjelogenomskoj razini znacajnosti potreban veci uzorak. Ova
studija imala je snagu od 80% za otkrivanje polimorfizama s frekvencijom rizicnog alela od
0.35 i veli¢éinom ucinka od 0.16 na cjelogenomskoj razini znacajnosti, tj. mogué je bio

pronalazak iskljuivo polimorfizama s velikim ucinkom. Ipak, pronalazak znakovitih
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povezanosti izmedu FOXE1 i HLA razred | polimorfizama s HT-om sluZi kao pozitivna kontrola
i potvrduje da je ovo istraZivanje dobro dizajnirano i provedeno. Takoder, Cinjenica da
znacajan udio polimorfizama otprije povezanih s fenotipovima bioloski slicnim HT-u (75%)
ima isti smjer u€inka u ovom istraZivanju kao i u originalnim studijama upucuje na cinjenicu
da postoji jos lokusa povezanih s HT-om, ali veli¢ina uzorka ove studije nije bila dostatna za
njihovu identifikaciju. Kohorta ispitanika oboljelih od HT-a uspostavljena u ovom istraZivanju
pruZa izvrstan resurs za buduce meta-analize, koje bi trebale biti sljedeci logi¢an korak u
istrazivanju genetske pozadine HT-a. Takoder, daljnje studije trebale bi se fokusirati na
dublje mapiranje novih genomskih regija otkrivenih u ovom istrazivanju s ciljem potvrde ovih

rezultata i otkrivanja uzro¢nih genetskih varijanti.

S druge strane, mnogo je pozitivnih aspekata ovog istrazivanja. Najveéa prednost lezi u
¢injenici da u ovom istraZivanju nisu analizirani ispitanici Cija je dijagnoza postavljena na
temelju elektronskih baza podataka ili samoprocjene, ve¢ su ispitanici prikupljeni na klinici,
gdje su lijecnici specijalisti nuklearne medicine postavili dijagnozu bolesti i proveli strogu
procjenu statusa bolesnika prije ukljuCivanja u studiju. Osim toga, kontrole su takoder
paZljivo odabrane te su iz kontrolne skupine iskljuceni svi ispitanici s moguc¢im autoimunim
poremedéajem ili oStecenom funkcijom Stitnjace. S opisanim dizajnom studije smanjila se
mogucnost dobivanja lazno pozitivnih rezultata i dodatno povecala znacajnost dobivenih
rezultata. Takoder, bitno je napomenuti da je ovo prva cjelogenomska studija povezanosti u
svijetu koja je analizirala klini¢ki dijagnosticirane bolesnike s HT-om i kontrole, Sto daje
dodatnu teZinu ovom istraZivanju. Ostale prednosti ovog istrazivanja ukljuuju provodenje
stroge kontrole kvalitete svih uzoraka i genotipova i provodenje imputacije genotipova ¢ime
se uvelike povecao broj analiziranih polimorfizama, a samim time i snaga studije te
vjerojatnost pronalaska genetskih varijanti povezanih s boleS¢u. Takoder, svi ispitanici
ukljueni u studiju imali su isto podrijetlo, ¢ime je izbjegnut problem populacijske

stratifikacije, Sto je dodatno umanjilo mogucnost dobivanja lazno pozitivnih rezultata.
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6. ZAKLJUCCI
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Glavni rezultat ovog istrazivanja jest pronalazak triju novih genetskih varijanti
povezanih s Hashimotovim tireoiditisom (HT): rs12944194 u blizini SDK2 gena,
rs75201096 unutar GNA14 gena i rs791903 unutar /P6K3 gena. Sva tri otkrivena
lokusa po prvi put su povezana s nastankom HT-a, a genomske regije oko navedenih
lokusa uklju¢ene su u regulaciju funkcije Stitnjace i razvoj razli¢itih autoimunih

bolesti.

Genetski rizi¢ni skor (GRS) izracunat s pomocu tri novootkrivena polimorfizma,
statisticki je znacajan prediktor HT-a i objasnjava gotovo 5% ukupne varijabilnosti u
HT-u. Ispitanici iz gornjeg GRS kvartila imaju gotovo tri puta vece izglede za razvoj HT-
a u usporedbi s ispitanicima iz donjeg GRS kvartila (P=4.36x107), $to pokazuje da
novootkriveni polimorfizmi imaju dobar klinicki potencijal za predikciju rizika od

nastanka bolesti u skupinama uklju¢enima u ovo istrazivanje.

Unutar HLA regije nije bilo genetskih varijanti povezanih s HT-om na razini znacajnosti
P<107, no otkrivena su Cetiri nezavisna lokusa povezana s HT-om na razini zna&ajnosti
P<0.001 u pocetnoj skupini ovog istraZivanja. Tri otkrivena lokusa (rs2517534,
rs9264584, rs9265259) nalaze se unutar HLA razreda |, u blizini HLA-B i HLA-C gena,
dok se Cetvrti lokus (rs3210176) nalazi unutar HLA razreda Il, u HLA-DQB1 genu.

Provedenom analizom povezanosti izmedu HT-a i 118 genetskih varijanti
identificiranih u prethodno objavljenim cjelogenomskim studijama, koje su bile
povezane s fenotipovima bioloski slicnima HT-u, utvrdeno je da znacajan udio
varijanti otprije povezanih s Gravesovom bolesti (75%, P=0.0096), hipotireozom
(73%, P=0.0081) i TPOAt (83%, p=0.0193) ima isti smjer ucinka u pocetnoj skupini
ovog istraZivanja kao i u originalnim studijama. Ovaj rezultat sugerira postojanje
zajednicke genetske pozadine izmedu HT-a i Gravesove bolesti, hipotireoze te TPOAt-

a.

Od 118 genetskih varijanti otprije povezanih s fenotipovima bioloski slicnima HT-u, u
pocetnoj skupini ovog istraZivanja otkrivene su dvije varijante povezane s HT-om na

razini znacajnosti P<0.001: rs965513, smjesten u blizini FOXE1 gena, te rs2517532,
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smjesten unutar HLA razreda I. Obje otkrivene varijante ranije su bile povezane s

hipotireozom.

Ovo istraZzivanje predstavlja temelj za daljnja genetska istraZivanja HT-a, koja bi trebala
ukljuivati veci broj ispitanika i meta-analizu s drugim svjetskim kohortama. Stovise,
bududéa istrazivanja trebala bi se fokusirati na funkcionalne studije i dublje mapiranje
genomskih regija otkrivenih u ovom istrazivanju (uklju€ujuci i HLA) s ciljem otkrivanja

novih uzro¢nih genetskih varijanti.
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Hashimotov tireoiditis (HT) najceséi je oblik autoimune bolesti Stitnjace. Glavno obiljezje HT-
a jest kroni¢na upala i smanjena funkcija Stitnjace. Trenutno znanje o genetskim ¢imbenicima
uklju¢enim u razvoj HT-a je ograniceno, te dosad nije provedena nijjedna cjelogenomska
studija povezanosti fokusirana iskljucivo na HT. S ciljem otkrivanja genetic¢kih odrednica HT-a,
proveli smo prvu cjelogenomsku analizu povezanosti HT-a pracenu replikacijom u ukupno
1443 ispitanika iz Hrvatske, ukljucujuéi 708 ispitanika oboljelih od HT-a i 735 ispitanika iz

kontrolne skupine.

Pocetna skupina sastojala se od 430 ispitanika oboljelih od HT-a i 439 kontrola koji pripadaju
splitskoj regiji. Dijagnoza bolesti prvenstveno je postavljena na osnovi klinickog pregleda,
karakteristi¢ne ultrazvucne slike Stitnjace (nehomogeno i ¢esto hipoehogeno tkivo Stitnjace) i
krvnih koncentracija hormona i protutijela Stitnjace (TPOAt i TgAt), slijedeci preporuke i
smjernice Europske udruge za stitnja¢u. Analiza povezanosti izmedu 8.6 milijuna genetskih
varijanti i HT-a provedena je uporabom modela linearne regresije sa slu¢ajnim ucincima, gdje
je status bolesti tretiran kao kvantitativna varijabla. Trinaest najznacajnijih nezavisnih
genetskih varijanti (P<10™) odabrano je za genotipizaciju u dvije nezavisne replikacijske
skupine koje su ukljucile ukupno 303 ispitanika oboljela od HT-a i 302 kontrole koji pripadaju
osijeckoj regiji, odnosno splitskoj regiji. U zavrSnom koraku, provedena je meta-analiza

rezultata za odabrane varijante izmedu pocetne skupine i replikacijskih skupina.

Otkrivene su tri nove genetske varijante povezane s HT-om: rs12944194 udaljen 206 kb od
SDK2 gena (P=1.8x10'6, B=-0.088, SE=0.018), rs75201096 smjesten unutar GNA14 gena
(P=2.41x10", B=-0.252, SE=0.06) i rs791903 smjeéten unutar IP6K3 gena (P=3.16x107,
B=0.07, SE=0.017). Genetski rizicni skor (GRS), izraCunat uporabom rizi¢nih alela otkrivenih
lokusa, objasnjava 4.82% ukupne varijabilnosti u HT-u, a ispitanici iz gornjeg GRS kvartila

imaju 2.76 puta vece izglede za razvoj HT-a u usporedbi s ispitanicima iz donjeg GRS kvartila.

Sva tri otkrivena lokusa po prvi put su povezana s nastankom HT-a, medutim poznato je da
su genomske regije koje okruzuju navedene lokuse uklju¢ene u regulaciju funkcije Stitnjace i
razvoj razli¢itih autoimunih bolesti. Dodatno, uolena je zajednicka genetska pozadina
izmedu HT-a i nekoliko drugih fenotipova, posebice hipotireoze, Gravesove bolesti i TPOAt-a.
Zakljuéno, ovo istrazivanje donosi nova saznanja o genetskoj podlozi HT-a i postavlja ¢vrste

temelje za daljnja genetska istraZivanja ove ucestale, ali slabo istrazene bolesti.
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Hashimoto’s thyroiditis (HT) is the most common form of autoimmune thyroid disease
characterized by chronic inflammation and reduced function of the thyroid gland. Current
knowledge of HT genetics is very limited, and not a single genome-wide association study
(GWAS) focusing exclusively on HT has been performed to date. In order to decipher genetic
determinants of HT, we performed the first GWAS followed by replication in a total of 1443

individuals from Croatia, including 708 HT cases and 735 controls.

The discovery dataset included 430 HT cases and 439 controls from the region of Split (South
Croatia). Diagnosis of HT was primarily based on clinical examination, characteristic thyroid
ultrasound image (unhomogenic and/or hypoechogenic thyroid tissue) and evaluation of
thyroid hormones and antibodies (TPOAb and TgAb), according to ETA (European Thyroid
Association) recommendations and guidelines. Association analysis between 8.6 million
genetic variants and HT was performed using univariate linear model with random effects,
by treating binary disease status as quantitative trait. Thirteen most significant independent
genetic variants (P<10”) were selected for genotyping in 303 HT cases and 302 controls from
two independent replication cohorts from the region of Osijek (East Croatia) and region of
Split (South Croatia). As the final step, we performed meta-analysis across discovery and

replication cohorts for selected variants.

We identified three suggestive associations of novel variants with HT: rs12944194 located
206 kb from SDK2 gene (P=1.8x10°, B=-0.088, SE=0.018), rs75201096 inside GNA14 gene
(P=2.41x10°, B=-0.252, SE=0.06) and rs791903 inside IP6K3 gene (P=3.16x10°, B=0.07,
SE=0.017). Genetic risk score (GRS), calculated using risk alleles of these three loci,
accounted for 4.82% of the total HT variance, and individuals from the top GRS quartile had

2.76 times higher odds for HT than individuals from the lowest GRS quartile.

These three loci are implicated with susceptibility to HT for the first time. Nevertheless,
genomic regions harboring these loci exhibit good biological candidacy for HT development,
due to their involvement in the regulation of the thyroid gland function and autoimmunity.
Additionally, we observe genetic overlap between HT and several related traits, such as
hypothyroidism, Graves’ disease and TPOADb. In conclusion, this study adds a new knowledge
of underlying HT genetics and sets a firm basis for further research of this common, yet

poorly investigated disease.
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NAZIV PROJEKTA: Otkrivanje genetskih varijanti uklju€enih u razvoj bolesti stitnjace
TRAJANJE PROJEKTA: 5 godina
NAZIV USTANOVE: Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu

Pozivamo Vas da sudjelujete u znanstvenom istraZivanju , Otkrivanje genetskih varijanti ukljuéenih u razvoj bolesti
stitnjace”. Vasi prikupljeni podaci bit ¢e koriSteni u znanstvene svrhe, s ciliem boljeg razumijevanja genetskih
odrednica koje sudjeluju u razvoju bolesti Stitnjace. Ova obavijest ¢e Vam pruziti podatke ¢ija je svrha pomodi Vam
odluciti da li Zelite sudjelovati u ovom znanstvenom istraZivanju. Prije nego 5to odludite, Zelimo da shvatite zasto se
to istrazivanje provodi i $to ono ukljucuje. Zato Vas molimo da pailjivo procitate ovu obavijest. Ukoliko u ovoj

obavijesti ne razumijete neke rije¢i, molimo pitajte lije¢nika koji sudjeluje u ovom znanstvenom istrazivanju.

Bolesti Stitnjacte pogadaju vise od 10% populacije i time predstavljaju vazan javnozdravstveni problem. Osnovni cilj
ovog projekta je identificirati genetske biljege koji sudjeluju u razvoju bolesti stitnjace. Iz Vase krvi, koja ¢e biti uzeta
samo jedanput, bit ¢e izolirana DNA molekula (Vas genom) iz koje ¢e se potom odrediti sve genetske varijante
(genotipovi i/ili ukupan slijed nukleotida). Usporedbom genetskih varijanti izmedu zdravih i oboljelih pojedinaca u
tzv. analizi cjelokupnog genoma pokusati ¢éemo istraZiti njihovu povezanost s nastankom bolesti Stitnjace. Analiza
cjelokupnog genoma je dokazano pouzdana metoda u istraZivanju genetske predispozicije sloZenih bolesti a bazira
se na pretpostavci da sve genomske regije mogu imati jednaki utjecaj na nastanak neke bolesti. U ovom projektu bi
se takoder prikupili Vasi anamnesticki podaci, podaci o stilu Zivota i prehrani kroz nekoliko upitnika te fizioloski i
biokemijski parametri kroz mjerenja iz seruma, a sve radi sveukupnog boljeg razumijevanja nastanka bolesti
stitnjace. Opisano istraZivanje ima ulogu pomoc¢i u razumijevanju temeljnih bioloskih putova povezanih s funkcijom
stitnjace i mehanizama nastanka bolesti stitnjace, a sve u cilju poboljsanja lije¢enja bolesti, odnosno, za razvoj novih

prevencijskih, dijagnostickih i terapeutickih metoda.

Rezultati studije ¢e biti javno dostupni tj. objavljivati ¢e se u znanstvenim publikacijama. Va3 identitet ¢e zauvijek
ostati anoniman. Bilo kakvi usputni genetski pronalasci proizasli iz ove studije Vam se nece priopcavati. Sudjelovanje
u istraZivanju je dobrovoljno i ne postoji jamstvo da cete Vi imati koristi od sudjelovanja u istrazivanju. Medu koristi
ubraja se mogucnost da Vi i ovo istraZivanje pomognete u nalaZenju bolje terapije za bolesnike s istom bolesti. Rizici

zbog sudjelovanija u studiji uglavnom ne postoje, osim moguce blage nelagode prilikom vadenja krvi.
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Na Vama je da odlucite Zelite li sudjelovati ili ne. Ako odlucite sudjelovati dobit ¢ete na potpis ovu obavijest (jedan
primjerak zadrzite). Vase sudjelovanje je dobrovoljno i moZete se slobodno i bez ikakvih posljedica povudi u bilo koje
vrijeme, bez navodenja razloga. Nastavit cete se dalje lijeciti na nacin koji je uobitajen za Vasu bolest. Ako odludite

prekinuti sudjelovanje, molimo da o tome na vrijeme obavijestite glavnog istraZivaca i njegove suradnike.

Vasi ¢e se osobni podaci obradivati elektronicki, a glavni istraZivac i njegovi suradnici pridrzavat c¢e se interne
procedure za zasStitu osobnih podataka. U bazu podataka bit ¢ete uneseni pomoéu koda. Vasu medicinsku
dokumentaciju ¢e pregledavati glavni istrazivac i njegovi suradnici. Vase ime nikada nece biti otkriveno. Pristup
dokumentaciji mogu imati predstavnici Etickog povjerenstva u Ustanovi u kojoj se lijecite (lokalno etic¢ko

povjerenstvo) i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta.

Ovo ispitivanje pregledalo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu, koje je nakon uvida u
odredenu dokumentaciju odobrilo istraZivanje. Ispitivanje se provodi u skladu sa svim primjenljivim smjernicama, Ciji
je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istraZivanju, ukljucujudi

Osnove dobre klinicke prakse i Helsinsku deklaraciju.
Ako imate dodatnih pitanja vezanih uz ovo istraZivanje moZete se obratiti glavhom istrazivacu ili Vasem lijeniku:

Ime i prezime glavnog istraZivaca: doc. dr. sc. Vesna Boraska
Adresa: Katedra za Medicinsku biologiju, Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu

Broj telefona: 021-557-873

Ime i prezime glavnog suradnika: Prof. dr. sc. Ante Punda
Adresa: Zavoda za nuklearnu medicinu KBC-a Split,

Broj telefona: 021-556-101

Hvala $to ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom znanstvenom istrazivanju.
Ova obavijest je sastavljena u skladu sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN 150/08) i

Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04).

Srdacan pozdrav,

U@‘mm fb@\rab&&

Doc. dr. sc. Vesna Boraska, voditelj projekta
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PRISTANAK NA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

1. Potvrdujem da sam proéitao/procitala obavijest za navedeno znanstveno istraZivanje te sam imao/imala
priliku postaviti pitanja DA / NE
2. Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno te se mogu povuéi iz istraZivanja u bilo koje vrijeme,
bez navodenja razloga i bez ikakvih posljedica po zdravstvenom ili pravnom pitanju DA / NE
3. Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji imaju pristup odgovorni pojedinci tj. glavni istrazivac
i njegovi suradnici. Dajem dozvolu tim pojedincima za pristup mojoj medicinskoj dokumentaciji. DA / NE
4. Zelim sudjelovati u navedenom znanstvenom istrazivanju DA/ NE
5. Uz opcenit pristanak na sudjelovanje, dajem i ove dodatne pristanke:
- Dase u svrhu buducéih znanstvenih istraZivanja prikupljeni podaci i uzorci mogu poslati na analizu u
inozemstvo, ako u Hrvatskoj ne bude postojala oprema za njihovu analizu, ali bez podataka
0 mojem imenu i prezimenu DA / NE
- Da se u svrhu buduéeg znanstvenog istrazivanja smije ocitati moja cjelokupna genetska informacija
sadrzana u DNA (tzv. sekvencioniranje), ali bez podataka o mojem imenu i prezimenu DA / NE
- Da se u svrhu buducih istrazivanja smije dopustiti uvid drugim skupinama istraZiva¢a u ove podatke,
ali samo uz uvjet da podaci ostanu anonimni i ne mogu se ni na koji naéin povezati sa mnom DA / NE
- Da se u svrhu buducih istrazivanja moji genetski podaci (genotipovi i sekvenca) mogu skladistiti u

svjetskim genetskim repozitorijima DA / NE

PREZIME : IME:

DATUM RODENIJA: MJESTO RODENJA:

TELEFON (mobitel):

ADRESA:

Potpis sudionika u istrazivanju Sifra

Povrduije lijecnik:

Datum dolaska: Potpis lijecnika:
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11.2. Dodatak 2 — potvrda etickog povjerenstva 1

MEDICINSKI FAKULTET Klasa: 003-08/14-03/0001
SVEUCILISTA U SPLITU Ur. br: 2181-198-03-04-14-0028
Eticko povjerenstvo

Split, 30. svibnja 2014.

MISLJENJE
Etitkog povjerenstva povodom prijave istraZivanja:
Genome-wide association analysis of Hashimoto thyroiditis

I. Zaprimljen je zahtjev doc. dr. sc. Vesne Boraske za odobrenje znanstvenog istraZivanja pod naslovom
Genome-wide association analysis of Hashimoto thyroiditis (hrv: Cjelogenomska analiza povezanosti
Hashimotovog tiroiditisa) — provedba znanstvenog istraZivanja na ljudima.

Predvideno je da ovo istraZivanje zapo¢ne u rujnu 2014. godine i da traje 3 godine, a provodit ¢e se u
Laboratoriju za biologiju Medicinskog fakulteta Split i Laboratoriju za biokemiju Zavoda za nuklearnu
medicinu KBC Split.

Glavni cilj projekta je pomoci u razumijevanju temeljnih bioloikih putova povezanih sa nastankom
Hashimotovog tiroiditisa, a sve u cilju poboljSanja lije¢enja bolesti i razvoja novih prevencijskih,
dijagnostickih i terapeutskih metoda.

Il. Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu je, prilikom raspravljanja o ovom
predmetu, uzelo u obzir navod iz zahtjeva podnositelja da su rizici za ispitanika minimalni te da je omjer
rizika i koristi u potpunosti na strani koristi za ispitanika. Takoder je uzeta u obzir izjava da ¢e identitet
ispitanika (zdravog ili pacijenta) uvijek ostati anoniman.

lll. Sukladno odredbi ¢lanka 16. Etickog kodeksa Medicinskog fakulteta u Splitu Povjerenstvo je zauzelo
stajaliste kako je predmetno istraZivanje u skladu s odredbama Etitkog kodeksa koje reguliraju
istraZivanja na ljudima u znanstvenom, istrazivackom i struénom radu i etickim nacelima Helsinike
deklaracije.

IV. Misljenje je doneseno jednoglasno.
wiPregsjednik Povjerenstva:
!”/\ W
Yoo

T
}

i~ - Ee s
\;sé./eroslav Simunié

Jervsk ¥

Dostaviti:

- doc. dr. sc. Vesna Boraska x2

- Arhiv Eti¢kog povjerenstva Fakulteta
- Arhiv Fakulteta
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11.3. Dodatak 3 — potvrda etickog povjerenstva 2

KLINICKI BOLNICKI CENTAR SPLIT
ETICKO POVJERENSTVO

Klasa: 530-02/13-01/11

Ur.br.: 2181-147-01/06/1.B.-14-2

Split, 4. lipnja 2014.g.

IZVOD
IZ ZAPISNIKA SA SJEDNICE ETICKOG POVJERENSTVA KBC SPLIT

Doc.dr.sc. VESNA BORASKA s Katedre za Medicinsku biologiju Medicinskog fakulteta u

Splitu uputila je Etikom povjerenstvu KBC Split zahtjev za pregled plana ispitivanja
sCjelogenomska analiza povezanosti Hashimotovog tiroiditisa*

koji je dobio potporu Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ).

Dio ispitivanja planira se provoditi u Zavodu za nuklearnu medicinu u suradnji s
prof.dr.sc. A. Pundom i dr.sc. V.Torlak, A Barié,dr.med. i S.Gradan, dr.med.
Ostali suradnici: prof.dr.sc. T. Zemunik i doc.dr.sc. M. Barbali¢ s Medicinskog fakulteta u Splitu.

Cilj ispitivanja je :
- utvrditi specifi¢ne genske lokuse koji sudjeluju u razvoju Hashimotovog tiroiditisa, jednog od oblika
hipotireoze.

Ispitanici:
-ispitanici koji boluju od Hashimotovog tiroiditisa

Metodologija:

-iz uzorka krvi ispitanika, koja se uzima samo jednom, izolirat ¢e se DNA molekula (genom
ispitanika) iz koje ¢e se genotipizirati cjelokupni genom uz pomoé Illumina genotipizacijskih ¢ipova i
provesti cjelogenomska studija ispitanika i kontrola s ciljem otkrivanja genetskih lokusa koji sudjeluju
u etiologiji bolesti Hashimotov tiroiditis

- kontrolni uzorci su uzorei veé prikupljeni i pohranjeni tijekom istrazivanja pod nazivom ,,10 001
Dalmatinac — Hrvatska biobanka: Odrednice zdravlja i bolesti u opéoj i izoliranim ljudskim
populacijama® kojeg provodi doc.dr.sc. Ozren Polasek na Medicinskom fakultetu u Splitu.

Nakon razmatranja zahtjeva, donijet je sljede¢i
Zakljuéak
1z prilozene dokumentacije razvidno je da
. je ispitivanje ,Cjelogenomska analiza povezanosti Hashimotovog tiroiditisa*
podispitivanje koje se planira provesti u sklopu ispitivanja »Otkrivanje genetskih varijanti
ukljucenih u razvoj bolesti stitnjage™ koje je odobreno odlukom ovog Eti¢kog povjerenstva
Klasa: 530-02/13-01/11, Ur.br. 2181-147-01/06/J.B.-13-1 od 21.03.2013.g.

2. se tijekom provodenja ispitivanja §titi identitet i prava ispitanika u skladu sa Zakonom o
zaftiti osobnih podataka (NN 103/03-106/12) i Zakonom o zaititi prava pacijenata
(NN169/04, 37/08), te da je ispitivanje uskladeno s odredbama Kodeksa lijednicke etike i
deontologije (NN 55/08), pravilima dobre klinitke prakse, te pravilima Helsinske
deklaracije (1964.-20013.). Eticko povjerenstvo KBC Split je suglasno s provodenjem
predloZenog ispitivanja u Zavodu za nuklearnu medicinu KBC Split pod uvjetom da
troskovi ispitivanja ne idu na teret KBC-a Split te da se prilikom njegovog provodenja
postuju sva navedena eticka nacela.

Predsjednik Etickog povjerenstva

Etig rjerenstvo

KLINICKI BQLNIGKI CENTAR SP %
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