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PROSIRENI SAZETAK

Hormoni Stitnja¢e su neophodni za normalan rast, razvoj 1 metabolizam svake stanice u
tijelu. Stitnjaca proizvodi dva hormona, tiroksin (T4) i trijodtironin (Ts), i izluéuje ih u krvotok gdje
je najveci dio hormona §titnjace vezan na proteinske nosace dok oko 0,03 % ukupnog T4 i 0,3 %
ukupnog T3 u serumu cirkulira u slobodnom, nevezanom obliku. Serumski parametri Stitnjace
pokazuju znacajnu raznolikost izmedu zdravih pojedinaca koja je, pored okolisnih ¢imbenika, u
znatnoj mjeri odredena i genetickim ¢imbenicima, ali geneticki ¢imbenici koji odreduju
koncentraciju ukupnih hormona Stitnjace T4 1 T3 nisu jo$ uvijek dovoljno istrazeni.

Kako bi identificirali geneticke ¢imbenike koji utje¢u na koncentracije ukupnih hormona
Stitnjae, provedena je prva meta-analiza cjelogenomskih analiza povezanosti za ukupnu
koncentraciju hormona Taza 1121 ispitanika s podruc¢ja grada Splita i otoka Korcule. Provedene su
i cjelogenomske analize povezanosti za ukupnu koncentraciju hormona Tz i omjer T3/Ts4 za
ispitanike s podruéja grada Splita. Provedenim analizama su prvi put definirane genske varijante
povezane s koncentracijama ukupnih hormona §titnjac¢e, medutim, te varijante je potrebno dodatno
potvrditi na ve¢em uzorku ispitanika te potvrditi u drugim, neovisnim kohortama. Usporedbom
dobivenih rezultata s literaturnim podatcima za slobodne hormone §titnjace, potvrdene su i genske
varijante povezane s ukupnom koncentracijom hormona Stitnjaée T4 i omjerom Ts/T4 na razini
znacajnosti P < 0.05.

Najznacajniji rezultati provedenih analiza su identifikacija lokusa koji obuhvaca gen
SLC22A9, gdje je genska varijanta rs12282281 pokazala povezanost s ukupnom koncentracijom
hormona T4, a genska varijanta rs11822642 povezanost s omjerom T3/T4 na cjelogenomskoj razini
znacajnosti. Gen SLC22A9 kodira za transportni protein koji prenosi organske anione te posreduje
u prijenosu Sirokog spektra razli¢itih molekula, a pripada superobitelji nosaca otopljenih tvari SLC
(engl. Solute Carrier family). U istu superobitelj pripadaju i svi do sad identificirani prijenosnici
hormona Stitnja¢e, medutim, SLC22A9 do sad jo$ nije bio povezivan s transportom hormona
Stitnjace. Osim §to pripada istoj superobitelji SLC, protein SLC22A9 pokazuje i sli¢nosti S ostalim
transportnim proteinima hormona S§titnjaée prenoseci iste supstrate. Takoder, iskljucivo je
eksprimiran u jetri gdje ve¢ina hormona Tz I nastaje dejodinacijom hormona Ts. Stoga ti rezultati
upucuju na potencijalnu ulogu SLC22A9 kao novog transportnog proteina hormona Stitnjace.
Rezultati prezentirani u ovoj doktorskoj disertaciji upotpunjuju rastuce znanje o genetickoj pozadini

fenotipova povezanih s funkcijom Stitne zlijezde.



1. UvOD

Stitnjaéa (lat. thyroidea) je endokrina zlijezda smjestena u donjem dijelu vrata, neposredno
ispod grkljana. Sastoji se od desnog i lijevog reznja (lobus dexter et sinister), koji su povezani
sredi$njim suzenim dijelom (isthmusom) §to joj daje oblik leptira ili slova H (Slika 1.1.). Volumen
Stitnjage je od 15 do 30 cm® a masa normalne §titnjade u odrasle osobe iznosi od 15 do 20 g.
Stitnjaéa je jedna i od najjace prokrvljenih organa u tijelu, opskrbljena je s dvije tireoidne arterije,
dok venska cirkulacija ide kroz dvije skupine tireoidnih vena, te volumen krvi koji proteée kroz
Stitnjacu u jednoj minuti je i do pet puta veéi od njezine mase. Neposredno iza Stitnjace, uz gornji
i donji pol lijevog i desnog reznja nalaze se Cetiri paratireoidne zlijezde, koje luce paratireoidni
hormon (PTH) koji regulira normalnu koncentraciju kalcija u krvi (Guyton i sur., 2017; Halbauer
i sur., 2001).

Lijevi
rezanj

Lol istmus

Stitnjada (straznji prikaz)

Paratireoidne

Dusnik

Slika 1.1. Prikaz $titnjace, preuzeto s https://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=9268 i

prilagodeno


https://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=9268

Tkivo Stitnjace je gradeno od velikog broja folikula razli¢ite veliCine, obloZenih
jednoslojnim folikularnim epitelom. Ovisno o funkcionalnoj aktivnosti Stitnjace, folikularni epitel
moze biti cilindri¢ni, kubiéni ili plodasti. Sto je aktivnost Zlijezde veéa folikule ¢e izgradivati
cilindri¢ne stanice, a u manje aktivnoj zlijezdi prevladavat ¢e plocasti ili kubicni epitel (Halbauer
i sur., 2001). Stanice folikularnog epitela su gradene od apikalne membrane, koja je okrenuta
prema lumenu folikula i bazolateralne membrane, koja je okrenuta prema krvotoku. Unutras$njost,
odnosno lumen folikula, ispunjena je proteinskim koloidom, koji i ¢ini ukupnu masu Stitnjace, a
glavni sastojak koloida je glikoprotein tireoglobulin (Tg), prekursor hormona $titnjace. Od vrha
folikularnih stanica pa sve do koloida se protezu brojni mikrovili, a cijela je citoplazma bogata
liposomima, endoplazmatskim retikulumom i mitohondrijima. Na povrSini folikularnih stanica
dolazi do jodiranja, egzocitoze i pocetne faze sekrecije hormona Stitnjace.

Osim folikularnih stanica, $titnjaca sadrzi i parafolikularne ili C stanice, koje su ukljucene
u folikularni epitel ili su umetnute izmedu folikula, a sadrze hormon kalcitonin, koji sudjeluje u

regulaciji razine kalcija u krvi (Salvatore i sur., 2016).

1.1.  Sinteza i sekrecija hormona §titnjace

Primarna funkcija Stitnjace je skladistenje, sinteza i sekrecija hormona tiroksin (T4) i
trijodtironin (T3). Sinteza hormona §titnjace zahtijeva prijenos jodida u folikul $titnjace uz pomo¢
simportera natrija i jodida (engl. Na*/I" symporter, NIS), oksidaciju joda uz pomo¢ enzima $titne
peroksidaze (engl. thyroid peroxidase, TPO) i sintezu glikoproteina Tg (Salvatore i sur., 2016).

Formiranje hormona §titnjace zahtijeva dostupnost odgovarajucih koli¢ina joda. Za ljudski
organizam potreban je dnevni unos od najmanje 100 pg joda, s obzirom na to da se jod unosi
isklju¢ivo putem hrane i apsorbira iz gastrointestinalnog trakta kao jodid te odlazi u cirkulaciju
(Salvatore i sur., 2016). Transport jodida iz krvi u unutranjost stanica $titnjace je prvi korak u
biosintezi hormona Stitnjace, a odvija se preko bazolateralne membrane uz pomoc¢ simportera
natrija i jodida koji kotransportom prenosi dva iona natrija i jedan ion joda u unutrasnjost stanice,
a djelovanje simportera ovisi o elektrokemijskom gradijentu kojeg stvara natrijsko-kalijska
ATPazna crpka (Hingorani i sur., 2010; Levy i sur., 1998; Ravera i sur., 2017). Osim $to ima
veliki afinitet prema jodu, NIS posreduje i u transportu drugih iona, kao $to su tiocijanat (SCN") i
perklorat (ClOy4"), a koji mogu inhibirati akumulaciju joda u stanicama Stitnjace (Wolff, 1998).
Pored aktivnog transporta na bazolateralnoj strani folikula, transport jodida u lumen folikula
ukljucuje i pasivan transport kroz apikalnu membranu pomocu prijenosnika pendrin, kojeg kodira

gen SLC26A4. Mutacije u genu SLC26A4 dovode do Pendredovog sindroma, autosomnog



recesivnog poremecaja kojeg karakterizira gluho¢a pracena s gusavoscu (Everett i sur., 1997,
Taylor i sur., 2002).

Nakon prijenosa jodida u unutrasnjost stanica Stitnjae, dolazi do oksidacije i
organifikacije jodida, $to je sljedec¢i korak u sintezi hormona Stitnjace, a taj proces se odvija uz
pomo¢ enzima peroksidaze (TPO) i pridruzenog vodikovog peroksida (H20>). Jodidi se pretvaraju
u oksidirani oblik joda (iz J* u J° uz pomo¢ TPO i Hz02, te se potom izravno veZzu na
aminokiselinske ostatke tirozina na molekuli Tg ¢ime nastaju prekursori hormona Stitnjace
(Mansourian, 2011). Peroksidaza je integralni membranski glikoprotein koji se sastoji od 933
aminokiseline, smjeStena je na apikalnoj membrani stanice te je homodimer, iz skupine hem
proteina i aktivno mjesto enzima ¢ini prostetiCka skupina porfirina. Peroksidaza je vazna za
normalno funkcioniranje Stitnjace regulirajuc¢i vezanje joda na tirozinske ostatke na molekuli Tg
i spajanje jodtirozina, da bi se u konacnici i stvorili hormoni T4 i T3, te ako postoji nasljedni
nedostatak enzima TPO u stanicama, ili ako je sustav zakocen, obustavlja se i stvaranje hormona
Stitnjace (Guyton i sur., 2017).

Tireoglobulin (Tg) je glikoprotein molekularne mase 660 kDa, koji sadrzi dvije identi¢ne
podjedinice (330 kDa), duljine 2749 aminokiselinskih ostataka, ukljucujuci i signalni peptid od
19 aminokiselinskih ostataka, a nalazi se na apikalnoj povrSini stanica Stitnjace. Molekula Tg
sadrzi oko 134 tirozinskih ostataka, te je svaka potencijalno mjesto za vezanje joda, medutim,
samo dio njih (oko 25 - 30 tirozinskih ostataka) sudjeluje u sintezi hormona stitnjace (Dedieu i
sur., 2011; Xiao i sur., 1996). Zadnji korak u sintezi hormona stitnjace ukljucuje jodiranje tirozina
u monojodtirozin, a zatim u dijodtirozin, na molekuli Tg. Spajanjem jedne molekule
monojodtirozina s jednom molekulom dijodtirozina nastaje molekula trijodtironin (T3), a spajanje
dviju molekula dijodtirozina nastaje molekula tetrajodtironin (tiroksin, T4). Proces sparivanja
pocinje katalitickom reakcijom enzima TPO odnosno oksidacijom jodtirozinskih ostataka, a
proces ovisi o0 strukturnoj konformaciji molekula Tg (Cahnmann i sur., 1977; Mansourian, 2011;
Virion i sur., 1981). Formiranje jodtironina ukljucuje stvaranje veze izmedu jodfenolnog dijela
tirozina, kao donora, i hidroksilne grupe tirozina, kao akceptora. Nakon cijepanja intermedijarnog
produkta nastaje jodtironin (T4 ili T3) s jedne strane i dehidroalaninski ostatak na peptidnom lancu
s druge strane (Citterio i sur., 2018; Dunn i sur., 1999). Sintetizirani hormoni §titnjace sastoje se
od dva benzenska prstena, vanjskoga fenolnog (beta) prstena i unutarnjega tirozilnog (alfa)
prstena (Slika 1.2.). Po zavrsetku sinteze hormona u Stitnjaci, svaka molekula Tg sadrzi i do 30
molekula T4, a samo nekoliko molekula T3 (Guyton i sur., 2017). Nakon jodiranja i fenolnog

spajanja, Tg s vezanim T4 i T3 pohranjuje se u lumen folikula Stitnjace.



Hormoni §titnjac¢e mogu biti pohranjeni u lumenu 1 po nekoliko mjeseci, u koli¢inama koje su
dovoljne za podmirenje normalne potrebe organizma tijekom dva do tri mjeseca, stoga se i

posljedice nedostatka hormona stitnjace zamijete tek nakon par mjeseci (Guyton i sur., 2017).
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Slika 1.2. Prikaz kemijske strukture hormona A) T, (3,5,3',5'-tetrajodtironin) i B) T3 (3,5,3'-trijodtironin)

Sve dok organizam ne ukaZe potrebu za hormonima $titnjace, T4 i T3 ostaju vezani za Tg u
folikulima, te su inaktivni, a da bi bili aktivni moraju se odcijepiti s molekule Tg i izluiti u
cirkulaciju odnosno krvotok. Lucenje hormona iz Stitnjace potice TSH vezuci se za receptore na
bazalnoj membrani folikularnih stanica te se hormoni §titnjace oslobadaju iz apikalnih dijelova
folikula. U apikalnom dijelu se pojavljuju unutarstani¢ne kapljice koloida koje sadrze Tg na koji
se vezu lizosomi bogati proteazama te proteolizom Tg se oslobadaju hormoni T4 i Tzkoji se potom
otpustaju u krv (Solter, 2007). Proteolizom Tg se ne oslobadaju samo hormoni T4 i Tz vec i
jodtirozini, monojodtirozin i dijodtirozin, koji se podvrgavaju dejodinaciji flavoproteinske
dejodinaze (engl. iodotyrosine deiodinase, I'YD) koju kodira gen DEHAL1, a koja odcjepljuje jod
iz njihovih molekula, pri ¢emu se oslobodeni jod ponovno upotrebljava u novom ciklusu sinteze

hormona (Moreno i sur., 2010; Thomas i sur., 2009).



1.2.  Hormoni Stitnjace u cirkulaciji

U cirkulaciji se nalazi nekoliko oblika jodtironina i njihovih metabolic¢kih derivata. Od
svih hormona, hormon T4 se nalazi u najvecoj koncentraciji i jedini je koji nastaje iskljucivo
izravnim izlu¢ivanjem iz $titnjace. Hormon T3 se takoder oslobada iz $titnjace, ali u puno manjim
koli¢inama, a oko 80 % koncentracije hormona Ts potjeCe iz perifernih tkiva, najvise iz jetre i
bubrega, gdje nastaje perifernom konverzijom enzimima dejodinaza iz hormona T4 (Bianco i sur.,
2002; Salvatore i sur., 2016). Hormon T4 se smatra prohormonom iz kojeg nastaje bioloski aktivan
hormon Ts. Preostali jodtironini i njihovi derivati - produkti sulfatacije (T4S) i glukuronidacije
(T4G), nastaju u perifernim tkivima iz T4 1 T3, od kojih su glavni 3,3',5'-trijodtironin (reverzni T3
ili rT3) i 3,3'-dijodtironin (3,3-T2) (Salvatore i sur., 2016; Tong i sur., 2007). Hormoni $titnjace
su netopljivi u vodi i1 njihova distribucija putem krvoZzilnog sustava je otezana, pa se vezu na
glikoproteine u krvi 1 cirkuliraju vezani na proteinske nosace, i1 to na globulin koji veze tiroksin
(engl. thyroxin binding globulin, TBG), transtiretin (TTR) i albumin.

Globulin koji veze tiroksin (TBG) je glavni proteinski nosa¢ hormona Stitnjace u
cirkulaciji, ¢ija je molekularna masa oko 46 kDa, pri ¢emu 20 % mase ¢ine ugljikohidrati.
Posjeduje i najveci afinitet za vezanje hormona §titnjace, te veze oko 65 % hormona T4 i 80 %
hormona T3z (Hulbert, 2000) i iako veZe vise hormona T3, ima veci afinitet vezanja hormona T4
nego T3, $to ovisi o konformacijskoj promjeni molekule TBG i stupnju glikolizacije.
Koncentracija molekule TBG i afinitet vezanja su u korelaciji s ukupnom koncentracijom
hormona §titnjace (Mondal i sur., 2016; Salvatore i sur., 2016).

Transtiretin (TTR), poznat kao i prealbumin koji veze tiroksin (engl. thyroxin binding
prealbumin, TBPA), sastoji se od Cetiri identi¢na polipeptidna lanca ukupne molekularne mase
oko 55 kDa (Salvatore i sur., 2016). Ima manji afinitet vezanja hormona $titnjace od molekule
TBG, te veze oko 15 % hormona T4i 9 % hormona Tz (Hulbert, 2000). Transtiretin se sintetizira
u jetri 1 koroidnom pleksusu te osim §to prenosi hormone Stitnjace u plazmi, glavni je proteinski
nosa¢ hormona S$titnjace u cerebrospinalnoj tekucini, sudjeluju¢i u prijenosu hormona T4 i T3 U
srediSnjem Zivcanom sustavu (Mondal i sur., 2016; Solter, 2007).

Iako se u plazmi nalazi u najvecoj koncentraciji, afinitet albumina za vezanje hormona T4
I T3 je mnogo manji u odnosu na molekule TBG i TTR, te veze 20 % hormona T4 i 11 % hormona
T3 (Hulbert, 2000). Promjene koncentracije albumina imaju mali utjecaj na ukupne koncentracije
hormona S§titnjace, pa su promjene u koncentraciji hormona $titnjace moguce jedino ako postoji
pad koncentracije i ostalih proteinskih nosaca, s obzirom na to da se sva tri proteinska nosaca

sintetiziraju u jetri (Salvatore i sur., 2016).



Koncentraciju ukupnih hormona stitnjace ¢ine hormoni vezani na proteinske nosace i homoni koji
su nevezani tj. slobodni (engl. free), a manje od 1 % hormona je prisutno u krvi u slobodnom
obliku. Slobodni T4 (fT4) ¢ini 0,03 % ukupnog hormona Ts, a slobodni T3 (fT3) 0,3 % ukupnog
Ts. S obzirom na to da Tsima nizi afinitet vezanja na proteinske nosace, tako je i veéi udio T3 u
slobodnom, nevezanom obliku, a u tom obliku hormoni Stitnjace i ulaze u ciljna tkiva i pokazuju
svoju biolosku aktivnost. Vezani homoni sluze kao rezervoar cirkuliraju¢ih hormona $titnjace te
osiguravaju dostatnu i ravnomjernu distribuciju hormona §titnjace perifernim tkivima (Mendel i
sur., 1987; Solter, 2007) te stite hormone Stitnjace od brze inaktivacije i izlu¢ivanja mokra¢om ili
putem zuc¢i (Salvatore i sur., 2016). Ukupna koncentracija hormona Stitnjace u cirkulaciji
proporcionalna je koncentraciji proteinskih nosa¢a pa se time odrzava i optimalna razina

koncentracije slobodnih hormona $titnjace (Schussler, 2000).

1.3. Transport hormona Stitnjace

S obzirom na lipofilnu strukturu hormona $titnjace, dugo se smatralo da hormoni $titnjace
u stanicu ulaze pasivnom difuzijom. Medutim, postalo je sve jasnije da hormoni Stitnjace ne
difundiraju slobodno preko staniéne membrane, ve¢ su im za prijenos preko membrane potrebni
specifiéni prijenosnici (transporteri). Do danas je otkriveno nekoliko transportnih proteina,
sposobnih za prijenos hormona $titnjace, koji su povezani s razli¢itim obiteljima transportnih
proteina, ukljucujudi: prijenosnike monokarboksilata, MCT8 i MCT10 (engl. monocarboxylate
transporter, MCT), polipeptide koji prenose organske anione (engl. organic anion transporting
polypeptide, OATP), prijenosnike neutralnih aminokiselina (engl. L-type amino acid transporter,
LAT) i natrijev/taurokolat polipeptidni kotransporter (engl. Na+/taurocholate cotransporting
polypeptide, NTCP). Navedeni prijenosnici se razlikuju u ekspresiji i afinitetu prijenosa hormona
StitnjaCe 1 njihovih metabolita, kao i sposobnosti prijenosa drugih molekula. Od svih
identificiranih prijenosnika hormona Stitnjate MCTS8 je specifican ba§ za prijenos hormona
StitnjaCe, dok ostali osim transporta hormona §titnjace posreduju i1 u prijenosu Sirokog spektra
drugih molekula.

Proteini MCT8 (ili SLC16A2) i MCT10 (ili SLC16A10) pripadaju obitelji prijenosnika
monokarboksilata, a eksprimirani su u razli¢itim tkivima gdje olakSavaju transport hormona Tg,
Ta, rT3 1 T2 kroz stani¢cne membrane (Friesema i sur., 2003). Protein MCTS8 je specifi¢an
prijenosnik hormona Stitnjace u stanicama mozdanog tkiva, ali je ekspriminiran i u jetri i
bubrezima. U mozdanom tkivu, u astrocitima, MCT8 omogucava i izlazak hormona T3, Koji se

aktivira enzimom dejodinaze 2 iz T4, tako da je Tz dostupan za transport u neurone opet uz pomo¢



prijenosnika MCT8 (Guadano-Ferraz i sur., 1999). Protein MCT10 je uéinkovitiji u prijenosu
hormona T3 nego T4 te nije specifican samo za mozdano tkivo ve¢ je njegova ekspresija utvrdena
I U bubrezima, jetri, crijevima i placenti (van der Deure i sur., 2008a). Od svih ¢lanova obitelji
MCT, MCT10 ima najve¢u homologiju s MCT8, a oba i prenose hormone Sstitnjace, s tim da
MCT10 takoder prenosi i aromatske aminokiseline, dok za MCTS nije utvrdeno da prenosi druge
supstrate osim hormona $titnjace (van der Deure i sur., 2008a). Do danas, MCT8 je i jedini
prijenosnik hormona Stitnjace s poznatim patogenim mutacijama u ljudi. Mutacije u genu MCT8
uzrokuju ozbiljan neuroloSki poremecaj s povisenim koncentracijama hormona T3 U serumu,
takoder poznat i kao Allan-Herndon-Dudley (AHDS) sindrom (Dumitrescu i sur., 2004).

Proteini OATP (ili SLCO) pripadaju velikoj obitelji prijenosnika polipeptida organskih
aniona te nekoliko proteina iz obitelji OATP olaksava prijenos hormona T4, T3 1 rT3 preko stani¢ne
membrane, ali i prijenos njihovih sulfata - T4S, T3S 1 rTsS (Fujiwara i sur., 2001; Kullak-Ublick i
sur., 2001). Proteini OATP obitelji su siroko rasprostranjeni u tkivima, a karakteristi¢an je
prijenosnik OATP1C1 (ili SLCO1C1), koji u usporedbi s ostalim ¢lanovima obitelji OATP ima
najveci afinitet za prijenos hormona Stitnjace, a eksprimiran je pretezno u mozgu i omogucava
transport hormona T4 kroz krvno-mozdanu barijeru (Hagenbuch, 2007; Sugiyama i sur., 2003).
Osim OATPICI, joS§ nekoliko proteina iz obitelji OATP prenose hormone Stitnjace, a to su
prijenosnici OATP1B1, OATP1B3 i OATP1A2 (Abe i sur., 1999; Abe i sur., 1998).

Proteini LAT pripadaju obitelji prijenosnika neutralnin aminokiselina, te pored
aminokiselina, LAT1 (ili SLC7A5) i LAT2 (ili SLC7A8) prenose i hormone Stitnjace T4 1 T3, S
tim da je LAT1 ucinkovitiji prijenosnik hormona Tz nego LAT2 (Morimoto i sur., 2008).
Istrazivanja su pokazala da LAT2 prenosi Tz i Tz, ali ne rTsi T4 (Kinne i sur., 2015; Krause i sur.,
2017). LAT1 i LAT2 takoder znacajno olakSavaju stani¢ni unos monojodtirozina (Zevenbergen i
sur., 2015). Eksprimirani su u vise tkiva, i to u jetri, bubrezima, placenti, mozgu, mi$i¢nom tkivom
i gastrointestinalnom traktu, ali njihova uloga kao prijenosnika hormona S§titnjace, kao i
molekularni mehanizmi u kojima sudjeluju, jos§ nisu u potpunosti razja$njeni.

Natrij/taurokolat polipeptidni kotransporter, poznat kao NTCP (ili SLC10A1l), je
glikoprotein eksprimiran isklju¢ivo u jetri te nije otkriven ni u jednom drugom tkivu. Ukljucen je
u enterohepati¢ku cirkulaciju soli zuénih Kiselina (Anwer i sur., 2014), te je i jedan od prvih
prijenosnika koji je identificiran da prenosi hormone $titnjace T4 1 T3, a kasnije je otkriveno da

prenosi i njihove derivate, sulfate T4S i T3S (Friesema i sur., 1999; Visser i sur., 2010).



1.4.  Periferni metabolizam hormona Stitnjace

1z stitnjace potjece sav hormon T4 prisutan u cirkulaciji te samo oko 20 % hormona Tz, a
vecina hormona T3z koji je u cirkulaciji nastaje dejodinacijom hormona T4 u perifernim tkivima.
Metaboli¢ka aktivnost hormona Stitnjace je primarno odredena unutarstani¢cnom koncentracijom
hormona T3, kao bioloski aktivnog oblika hormona Stitnjace, a koja ovisi o dostupnosti T4 1 Tz u
cirkulaciji, transportu hormona $titnjac¢e kroz stani¢nu membranu i aktivnosti enzima dejodinaza,
koje aktiviraju ili inaktiviraju hormone Stitnjace (van der Deure i sur., 2007). Procesi aktivacije i
deaktivacije hormona $titnjace imaju vaznu ulogu u balansiranju koncentracija hormona Stitnjace
u tijelu.

Glavni metaboli¢ki put hormona S§titnjace je dejodinacija posredovana specifiénim
enzimima dejodinazama koje uklanjaju atome joda s unutarnjega tirozilnog ili vanjskoga fenolnog
benzenskog prstena, sto dovodi do stvaranja aktivnih i inaktivnih metabolita. Bioloska aktivnost
hormona $titnjace u velikoj je mjeri odredena dejodinacijom vanjskog prstena (na 5'- polozaju)
hormona T4 u njegov aktivni oblik T3, a koji svoju aktivnost dalje iskazuje vezuéi se na receptore
u ciljnim stanicama. Ovu reakciju kataliziraju enzimi dejodinaza tip 1 i 2 (D1 i D2), dok
dejodinaza tip 3 (D3) katalizira reakciju dejodinacije unutarnjeg prstena hormona T4 ¢ime pak
nastaje inaktivni oblik hormona Sstitnjace - rTs. Hormon T3z se dalje moze inaktivirati
dejodinacijom unutarnjeg prstena $to rezultira stvaranjem T,, metabolita koji se takoder moze
dobiti i dejodinacijom vanjskog prstena rTsz (Slika 1.3.). Sve tri vrste dejodinaza su razlicito
zastupljene u tkivima, a razlikuju se i u ucinkovitosti iskoriStavanja supstrata, kinetici i
osjetljivosti na inhibitore (Kelly, 2000), ali imaju i par zajedni¢kih karakteristika. Sve tri
dejodinaze su slicne strukture 1 homodimeri, te iako su eksprimirane u razli¢itim tkivima, sve su
integralni membranski proteini i selenoproteini, koje sadrZze aminokiselinu selenocistein u
aktivnom katalitickom centru (Larsen i sur., 2012).

Dejodinaza tip 1 (D1) je selenoprotein koja se nalazi u plazma membrani u jetri,
bubrezima, stitnjaci i hipofizi, te je jedina dejodinaza koja moze katalizirati dejodinaciju vanjskog
(5°- dejodinacija), ali i unutarnjeg (5 - dejodinacija) prstena hormona Ts. Polozaj dejodinaze u
plazma membrani te poloZaj katalitickog centra na citoplazmatskoj strani omogucava olakSan
pristup cirkuliraju¢em hormonu Ts. Preferirani supstrati D1 su rTz i sulfatirani T3 (T3sS) (Moreno
i sur., 1994), sto upucuje na to da D1 ima vaznu ulogu u regeneraciji jodida iz neaktivnih

metabolita za ponovnu upotrebu u sintezi hormona stitnjace (Schneider i sur., 2006).



Dejodinaza tip 2 (D2) nalazi se na membrani endoplazmatskog retikuluma, te je
najzastupljenija u mozgu, a manjim dijelom u hipofizi, skeletnom misi¢u i smedem masnom tkivu.
Zarazliku od D1, D2 je sposobna samo za dejodinaciju vanjskog prstena hormona T4 i smatra se
da igra glavnu ulogu u lokalnoj proizvodnji hormona T3 u mozgu (van der Spek i sur., 2017).
Katalizira i dejodinaciju rTz u 3,3’-Ta.

Dejodinaza tip 3 (D3) je enzim Koji inaktivira hormone $titnjace jer moze katalizirati
dejodinaciju samo na unutarnjem prstenu, te je kao i D1, prisutna u plazma membrani. Visoko je
zastupljena u tkivu posteljice i igra vaznu ulogu tijekom embrionalnog razvoja regulirajuci
koncentraciju hormona S§titnjace u fetusu (van der Spek i sur., 2017). Funkcija D3 je i da stiti tkiva
od prekomjerne koncentracije aktivnog hormona Ts $titnjace katalizirajuéi razgradnju Ts ili
preusmjeravanjem metabolizma T4 u rT3, ¢ime modulira unutarstani¢nu koncentraciju hormona

Stitnjace odrzavajuci homeostazu hormona Stitnjace (Peeters i sur., 2012).
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Slika 1.3. Dejodinacija hormona §titnjace enzimima D1, D2 i D3. Preuzeto i prilagodeno iz Larsen i sur.,
2012.



Sekundarni metabolicki put hormona Stitnjace obuhvaca konjugaciju fenolne hidroksilne
skupine vanjskoga fenolnog prstena s glukuronskom ili sulfatnom kiselinom. Ti procesi zbivaju
se u perifernim tkivima, prvenstveno u jetri, a u manjoj mjeri u bubrezima (Kelly, 2000).
Konjugacija fenolne hidroksilne skupine (4'-OH) sa sulfatnom ili glukuronskom kiselinom
povecava topljivost supstrata u vodi i1 tako olakSava njihovo izlucivanje putem Zuci ili mokrace
(Peeters i sur., 2012). Sulfataciju hormona Stitnjace katalizira grupa citosolnih sulfotransferaza, a
glukuronidaciju uridin-5'-difosfat-glukuronoziltransferaze. U ciklusu enterohepaticke cirkulacije
glukuronidirani hormoni $titnjaée (T3G 1 T4G) se izlucuju u zu¢ i djelomi¢no hidroliziraju
oslobadajuci hormone Tz i T4 koji se reapsorbiraju i ponovo ulaze u cirkulaciju (de Herder i sur.,
1989; van der Spek i sur., 2017). U normalnim uvjetima, serumske koncentracije T4S i T3S su
niske zbog brze dejodinacije pomocu D1, §to sugerira da je sulfatacija primarni korak koji vodi
do inaktivacije hormona $titnjace (Visser, 1994). Povisene koncentracije T4S i T3S su primijeene
u fetalnoj krvi, kao i u bolesnika s netireoidnim bolestima i1 u bolesnika lije¢enih inhibitorom D1,
a u bolesnika s hipotireozom je poveéan i serumski omjer T3S/T3 (Chopra, 1996). U ovim
uvjetima, sulfataze prisutne u razli¢itim tkivima mogu pretvoriti T3S u aktivni hormon Tg, te se
smatra da glukuronidirani i sulfatirani hormoni $titnjace mogu djelovati kao rezervoari neaktivnih
hormona $titnjace iz kojih prema potrebi nastaje aktivni hormon T3, pogotovo u uvjetima slabe
aktivnosti dejodinaza (npr. kod hipotireoze, u netireoidnim bolestima, manjak selena) (Peeters i
sur., 2012; Visser, 1994; Wu i sur., 2005). Osim dejodinacije i konjugacije, hormoni $titnjace se
jos metaboliziraju i dekarboksilacijom, oksidativnom deaminacijom i cijepanjem esterskih veza
(Slika 1.4.)

deaminacija
(OIm) (TA4)

glukuronidacija
(T4G

NH2
sulfacija HO - CH — COOH
(T4S)

dekarboksnacua
(T4AM)

dejodlnacua dejodmacua
(T3) (rT3)

Slika 1.4. Periferni metabolizam hormona §titnjace. Preuzeto i prilagodeno iz Peeters i sur., 2012
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1.5. Djelovanje hormona S§titnjace

Hormoni S§titnjace reguliraju stani¢ne funkcije kroz dva razli¢ita mehanizma: genski i
negenski. Do metabolic¢kih djelovanja hormona $titnjac¢e dolazi kad se hormoni §titnjace vezu na
odredene receptore u jezgri stanica regulirajuci proces genske transkripcije, Sto se smatra genskim
mehanizmom aktivnosti, te je primarno djelovanje hormona $titnjace rezultat vezanja hormona T3
za specifi¢ne receptore u jezgri ciljnih stanica. Djelovanje hormona Stitnjace je posredovano
putem jezgrenih receptora hormona $titnjace (engl. thyroid hormone receptor, TR) koji pripadaju
superobitelji jezgrenih receptora u koju spadaju i steroidi, retinoidi i vitamin D. Dva gena koja
kodiraju receptore su THRA i THRB, s tim da THRA kodira receptor hormona stitnjace alfa (TRa),
a THRB kodira receptor hormona $titnjace beta (TRB). Ovi geni kodiraju Cetiri aktivne izoforme
receptora (TRal, TRa2, TRBI i TRP2), od kojih TRal, TRP1 i TRP2 vezuju hormone Stitnjace
uz 10-ak puta veci afinitet za T3 u odnosu na T4 (afinitet T3:T4 je 10:1). Ekspresija pojedinih
izoformi TR specifi¢na je za odredena tkiva, §to ukazuje na razli¢ite funkcije u razli¢itim tkivima.
Proteini TRa su prisutni u veéini tkiva, s tim da se TRal najviSe eksprimira u srcu i mozgu. Protein
TRP1 je pretezno eksprimiran u jetri, bubrezima, mozgu i Stitnjaci, dok je ekspresija TRB2
uglavnom ograni¢ena na hipofizu (Brent, 2012; Mondal i sur., 2016). Proces transkripcije
zapocCinje vezanjem hormona S$titnjace na specifi¢ne jezgrene receptore (TR). Unutar jezgre TR
moduliraju transkripciju vezanjem specifi¢nih nukleotidnih sekvenci DNK koji se nazivaju
regulacijski elementi hormona stitnjace (engl. thyroid hormone response elements, TRE). Nakon
prepoznavanja TRE, TR stvaraju heterodimere s receptorom za retinoid X (engl. retinoid X
receptor, RXR) ¢ime se drasti¢no povecava afinitet vezivanja TR za TRE $to dovodi do aktivacije
transkripcije (Guyton i sur., 2017; Yen, 2001).

Negenski mehanizam djelovanja hormona S§titnjae je vezanje hormona Stitnjace za
receptore na stani¢noj membrani i u citoplazmi, te je neovisan o udincima hormona na
transkripciju gena. Jedan od mehanizama ukljucuje vezanje hormona na receptore plazma
membrane 1 to na integralni membranski receptor integrin aV 3, koji sadrzi domenu kojom vezuje
hormone T3z i T4 ¢ime se aktiviraju biokemijski mehanizmi i razliciti signalni putevi unutar stanice
(Davis i sur., 2011). Hormoni Stitnja¢e se mogu, i bez ulaska u stanicu, vezati i za citosolne
receptore, aktivirajuci druge signalne putove (Davis i sur., 2008). Ucinci receptora rTz na aktin u
citoskeletu u razvoju mozga, i T» na metabolizam mitohondrija takoder ukazuju na vazna
negenska djelovanje hormona Stitnjace (Davis i sur., 2008; Moreno i sur., 2008). Negenski u¢inak
hormona je bitan i u regulaciji vaznih fizioloskih funkcija, kao Sto su koncentracija triglicerida,

koncentracija glukoze u krvi, tjelesna temperatura i frekvencija pulsa (Hones i sur., 2017), a
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djeluju i na aktivnost mitohondrija ¢ime utjeCu na proizvodnju energije unutar stanice (Lanni i

sur., 2016).

1.6. Regulacija hormona Stitnjace

Hormoni $titnjace svojim djelovanjem snazno utjeu na gotovo sve stanice u organizmu.
Njihov utjecaj o€ituje se kroz mnoge fizioloske procese u organizmu tako §to povecavaju sintezu
mnogih proteina i metabolizam ugljikohidrata, reguliraju potro$nju i proizvodnju energije,
pojacavaju sintezu i razgradnju kolesterola 1 triglicerida, utjeCu na mitohondrijski metabolizam
stimuliraju¢i Stani¢no disanje i oksidativnu fosforilaciju. Da bi se odrzala optimalna razina
bazalnog metabolizma, hormoni $titnjace se neprestano luce razmjerno metabolickim potrebama
organizma (Guyton i sur., 2017). Regulacija i nadzor lucenja hormona S§titnjace su bitni za
odrzavanje stalne koncentracije hormona u Kkrvi, a regulirani su unutar osi hipotalamus-hipofiza-
Stitnjaca (engl. hypothalamic—pituitary—thyroid axis, HPT) (Slika 1.5.). Lucenje hormona
Stitnjace je pod kontrolom hormona tireotropina (engl. thyroid-stimulating hormone, TSH) kojeg
lu¢i hipofiza, a TSH pak nadzire hormon tireoliberin, tj. hormon koji oslobada tireotropin (engl.
thyrotropin releasing hormone, TRH), iz hipotalamusa. Porast ili pad koncentracije hormona
Stitnjace u krvi registriraju hipotalamus i hipofiza $to dovodi do koc¢enja odnosno lu¢enja sekrecije
TRH i TSH, te se regulacijskim mehanizmom negativne povratne sprege izmedu hipotalamusa,
hipofize i stitnjaCe odrzava stalna koncentracija hormona Stitnjace u krvi (Halbauer i sur., 2001).
Sve faze sinteze i1 sekrecije hormona Stitnjace, pocevsi od preuzimanja joda iz cirkulacije pa do
sekrecije hormona u krv, su pod utjecajem TSH, ali i pod utjecajem autoregulacijskih mehanizama
u samoj zlijezdi ovisnih o raspolozivosti joda (Halbauer i sur., 2001; Solter, 2007). Fizioloska
uloga i aktivnost TSH se ostvaruje vezivanjem TSH za membranske receptore (engl. thyroid
stimulating hormone receptor, TSHR) koji se nalaze na bazolateralnoj membrani stanica $titnjace.
TSH stimulira $titnjaCu na proizvodnju hormona, $to povecava lucenje T4 i T3 iz Stitnjace
povecavajuci proteolizu tireoglobulina u folikulama zbog ¢ega se hormoni Stitnjace otpustaju u
krv, a njihova koli¢ina u folikulama se smanjuje. TSH povecava i rad simportera natrija i jodida,
povecavajudi time unos jodida u stanice Stitnjace, uslijed ¢ega se odnos stani¢ne i izvanstani¢ne
koncentracije jodida moze visestruko povecati. Potice i jodiranje tirozina te njegovo udruzivanje
u hormone Stitnjace, povecava volumen 1 sekrecijsku aktivnost stanica Stitnjace, te uzrokuje
hipertrofiju stanica Stitnjate mijenjajuci epitel stanica iz kubi¢nog u cilindri¢ni (Guyton i sur.,

2017; Solter, 2007).
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Aktivnosti HPT osi, kao i sve njene komponente, osjetljive su na variranje u koncentraciji
i perifernoj dostupnosti hormona §titnjace, jer i veoma male varijacije u koncentraciji hormona
Stitnjace aktiviraju mehanizam negativne povratne sprege a sve u svrhu kako bi se odrzala

optimalna koncentracija hormona u cirkulaciji.
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Slika 1.5. Pojednostavljeni pregled HPT osi, sinteze hormona stitnja¢e i djelovanja hormona §titnjace u ciljnim
tkivima. U §titnjadi, apsorbirani jod koji je u cirkulaciji prisutan kao jodid, aktivno se transportira preko bazolateralne
membrane folikularnih stanica $titnja¢e pomocu simportera natrija i jodida (NIS), i pasivno kroz apikalnu membranu
pomocu proteinskog prijenosnika pendrina. Tg je glikoprotein ¢iji su tirozinski ostaci supstrati za jodiranje i stvaranje
hormona stitnjace. TPO igra vaznu ulogu u jodiranju Tg-a, koja uz pomo¢ vodikovog peroksida (H20>), veze jod na
tirozinske ostatke. Jodirani tirozini unutar Tg-a se zatim povezuju u tvorbu jodtironina. Spajanjem dva dijodtirozina
nastaje T4, a spajanjem jednog monojodtirozina i jednog dijodtirozina nastaje Ts. Jod se reciklira jodtirozin
dejodinazom (IYD), takoder poznatom kao DEHALIL. 80 % cirkuliraju¢eg hormona T3 nastaje izvan §titnjace
perifernom konverzijom prohormona T4 dejodinazama tip 1 i 2 (D1 i D2). D1 je prisutna u jetri i bubrezima, dok je
D2 uglavnom prisutna u mozgu, skeletnim misi¢ima i srcu. D3 je uglavnom odgovorna za unutarstani¢nu razgradnju
T4 i T3 gdje nastaju rTz i T2, a prisutna je u mozgu, kozi i placenti. Stani¢ni unos T4 i Tz posredovan je membranskim
prijenosnicima MCT8 i MCT10. Hormon T3z se smatra glavnim bioaktivnim hormonom stitnjace, koji pokazuje svoje

ucinke vezanjem na unutarstani¢ne receptore (TR). Preuzeto i prilagodeno iz Medici i sur., 2015.
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1.7.  Vaznost hormona §titnjace

U zdravih ispitanika, koncentracije hormona Stitnjace u serumu pokazuju znacajne razlike
medu pojedincima (interindividualne varijacije), dok je varijabilnost mnogo manja kod iste osobe
tijekom duzeg vremenskog razdoblja (intraindividualna varijacija), ukazujuci na vazan utjecaj
genetickih ¢imbenika na regulaciju hormona Stitnjace Sto zajedno s ¢imbenicima okoliSa, poput
prehrane i pusenja, rezultira specifiénim vrijednostima hormona Stitnjace koji su razliciti za
svakog pojedinca (Andersen i sur., 2002). Dosadasnja istraZivanja su pokazala da i manje
varijacije u koncentraciji hormona $titnjace u serumu, ¢ak i ako su koncentracije hormona stitnjace
unutar referentnih vrijednosti, mogu imati vazne posljedice na klini¢ke ishode, kao $to su
metabolicki sindrom (Ruhla i sur., 2010), ateroskleroza (Toft, 2001), mineralna gustoca kostiju
(Murphy i sur., 2010), fibrilacija atrija (Heeringa i sur., 2008) i bolesti kardiovaskularnog sustava
(Asvold i sur., 2008; Taylor i sur., 2013). Od prehrane, unos joda ima zna¢ajan utjecaj na promjene
koncentracije hormona S§titnjate u serumu. Nedovoljan unos joda povezan je s guSavosScu,
smanjenom proizvodnjom Tas, povecanim omjerom sekrecije T3/T4 i povecanim omjerom
cirkulirajuc¢ih koncentracija T3/T4 (Fisher, 1996).

Kao §to je naglaseno prije, hormoni Stitnjate u krvi cirkuliraju vezani na razlicite
proteinske nosace. Koli¢ina i afinitet vezanja proteinskih nosaca odreduje koli¢inu ukupnih
hormona §titnjace, dok je manja koli¢ina hormona u slobodnom, nevezanom obliku konstantna i
usko povezana s funkcijskim stanjem Stitnjace. Promjene koncentracije proteinskih nosaca
rezultiraju promjenom koncentracije ukupnih hormona S$titnjace, ali ne utjeCu na njihovu
djelotvornost (Solter, 2007). Hormoni §titnjace se otpustaju u krvotok po potrebi i pod utjecajem
TSH. Cak i vrlo male promjene u koncentracijama hormona $titnjade uzrokuju visestruke
promjene u razini TSH u suprotnom smjeru, pa i vrlo mali porast koncentracije hormona T ili T3
moze biti dovoljan da potisne izlu¢ivanje TSH, iako koncentracije T4 i Tz mogu biti unutar
koristi kao pocetni dijagnosticki test u procjeni funkcije Stitnjate. Osim TSH, za utvrdivanje
poremecaja u radu S$titnjaCe mjere se i koncentracije ukupnih (T4 i T3) i slobodnih hormona
Stitnjace (fT4 1 fT3).

U nasim klinickim centrima se rutinski najces¢e, uz TSH, odreduju i koncentracije
ukupnih hormona S§titnjace, a U Svjetskim klinickim centrima sklonost k odredivanju ukupnih ili
slobodnih koncentracija hormona $titnjace je podjednaka, ali u nekim laboratorijima se preferira
odredivanje slobodne koncentracije hormona, fT4 i fT3. Odredivanje koncentracije slobodnih

hormona stitnjace je pouzdanije od odredivanja koncentracije ukupnih hormona u stanjima koja
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utjeCu na promjenu proteinskih nosaca (trudnoc¢a, uzimanje oralnih kontraceptiva, neke nasljedne
bolesti) te je tad zbog poviSene koncentracije proteinskih nosac¢a povisena i koncentracija ukupnih
hormona S§titnjae, a ne zbog poremecaja funkcije Stitnjace (Kusi¢ i sur., 2009). Neke
laboratorijske metode odredivanja slobodnih hormona $titnjace imaju nedostatke, jer nisu sasvim
neovisne o koncentraciji proteinskih nosaca. Za razliku od koncentracije ukupnih hormona
Stitnjace koja se odreduju u nanomolima, koncentracija slobodnih hormona stitnjace se odreduje
u pikomolima, $to moze utjecati na to¢nost (Solter, 2007). Pouzdane metode koje izravno mjere
fT4 1 T3 se temelje na fizickom odvajanju slobodnog od ukupnog hormona (ekvilibrijska dijaliza
ili ultrafiltracija), ali su slozene i skupe za rutinsku primjenu (Kusi¢ i sur., 2009).

Kombiniraju¢i koncentracije hormona Stitnjace dobivaju se parametri homeostaze
Stitnjace koji mogu u odredenim uvjetima dati vrijedne informacije za klini¢ka istrazivanja i
diferencijalnu dijagnozu poremecaja Stitnjace (Dietrich i sur., 2012). Najjednostavnija metoda
kojom se postojeCe znanje o homeostazi Stitnjace iskoriStava u dijagnosticke svrhe je
izraCunavanje omjera Ta/Ts, parametra koji se odrazava na funkciju $titnjace i djelovanje hormona
na tkiva (Mirjanic-Azaric i sur., 2016; Mortoglou i sur., 2004; Wilkin i sur., 1984), a moze se
izraCunati iz ukupnih ili slobodnih hormona Stitnjace (Dietrich i sur., 2012). Pokazano je da je
omjer T3/T4 povisen kod odredenih poremecaja Stitnjace (Amino i sur., 1981; Miyauchi i sur.,
2008; Takamatsu i sur., 1986) i nedostatka joda (Horn i sur., 1975), dok je smanjen kod
netireoidnih bolesti (Laurberg, 1984) i centralnog hipotireoidizma (Sesmilo i sur., 2011). Nadalje,
omjer T3/T4 se odrazava i na prehrambene uc¢inke (Fisher, 1996) i ucinke lijekova na dejodinaciju
(Dong, 2000), a koristan je i kod razlikovanja tireoiditisa od ostalih uzroka tireotoksikoze
(Mortoglou i sur., 2004).
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1.8. Poremecaji funkcije Stitnjace

Za odrzavanje normalne metabolicke aktivnosti u tijelu, u svakom se trenutku mora luciti
to¢no odredena koli¢ina hormona §titnjace, Sto omogucuju posebni mehanizmi negativne povratne
sprege koji djeluju preko HPT osi i tako nadziru koli¢inu lu¢enja Stitnjace. Poremecaji u funkciji
Stitnjace dovode do pojacanog ili oslabljenog rada Stitnjace, Cime se proizvodi viSe ili manje

hormona Stitnjace nego Sto organizmu treba, a to dovodi do nastanka razlicitih bolesti Stitnjace.

1.8.1. Hipotireoza

Hipotireoza je stanje smanjenog stvaranja, izlu¢ivanja i djelovanja hormona Stitnjace $to
dovodi do usporavanja tjelesnog metabolizma (Solter, 2007). Najées¢i simptomi hipotireoze su
umor, suhoca koze i1 kose, oteCenost o¢nih kapaka, uveéanje tjelesne mase, zaboravljivost,
opstipacija, osjetljivost na hladnocu, dispneja i promuklost. Moze biti primarna, sekundarna ili
tercijarna, a zbog mehanizma povratne sprege dolazi do porasta TSH. Sekundarna i tercijarna
hipotireoza se pojavljuju rjede, dok je primarna hipotireoza posljedica poremecaja i bolesti
Stitnjace. Uzrok primarne hipotireoze je nedostatak joda, $to uzrokuje nastanak gusavosti, jer
Stitnjata ne moZe stvarati hormone te se poti¢e stvaranje TSH koji potiCe stanice Stitnjace na
luCenje velike kolicine Tg-a u folikule, pa Stitnjaca postaje sve veca. I drugi, ¢eS$¢i uzrok
oslabljenog rada Stitnjace, je kroni¢na upala StitnjaCe odnosno Hashimotov tireoiditis (HT), $to
dovodi do stvaranja protutijela koja su usmjerena na Tg (TgAt) i TPO (TPOALt), i snizene
koncentracije hormona Stitnjace. Takoder, hipotireoza moze nastati 1 kod lijeCenja hipertireoze
radioaktivnim jodom, nakon primjene antitireoidnih lijekova, i nakon operacije $titnjace kada se
odstrani vecina Zlijezde ili pak cijela Zlijezda. Ako se hipotireoza razvije tijekom adolescencije
moze usporiti rast i razvoj sekundarnih spolnih osobina, a ako se javi u najranijem djetinjstvu
moze doci do zaostajanja u tjelesnom rastu i mentalne zaostalosti odnosno do pojave kretenizma.
Stoga se danas koncentracije hormona Stitnjace kontroliraju odmah po rodenju djeteta. U
laboratorijskoj dijagnostici najvecu vaznost pri postavljanju dijagnoze hipotireoze imaju povisene
vrijednosti TSH 1 snizene vrijednosti T4 (fT4) hormona. Hipotircoza se jednostavno lijeci
uzimanjem nadomjesne terapije hormona §titnjace u obliku sintetskog T4 (levotiroksina) (Guyton
i sur., 2017; Solter, 2007).
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1.8.2. Hipertireoza

Hipertireoza je stanje povecane sinteze, izlu¢ivanja i djelovanja hormona Stitnjace, Sto
dovodi do poja¢anog metabolizma (Solter, 2007). Simptomi koji se javljaju su ubrzan rad srca,
nervoza, prekomjerno znojenje, gubitak tezine uz povecanje apetita, nepodnosljivost topline i
izboCenost o¢iju. Najcesc¢i oblik hipertireoze je autoimuna Basedowljeva ili Gravesova bolest, u
kojoj se stvaraju protutijela koja se vezu za iste membranske receptore kao i TSH time poticuci
trajnu aktivaciju cAMP u stanici i razvoj hipertireoze. Ostali oblici pojacanog rada Stitnjace su
toksicna multinodozna gusa i toksi¢ni adenom gdje ¢vorovi u Stitnja¢i mogu biti uzrokom
hipertireoze (Guyton i sur., 2017; Solter, 2007). U slucaju hipertireoze, vrijednosti TSH su nize
od normalne, a vrijednosti hormona T4 i Tz su poviSene, te u hipertireozi obi¢no viSe poraste
koncentracija hormona T3z, zbog povecanog lucenja T3 i ubrzane konverzije hormona T4u T3 u
perifernim tkivima. LijeCenje ovisi o uzroku hipertireoze i obliku poremecaja, a provodi se
pomocu antitireoidnih lijekova, i to propiltiouracila (PTU) 1 metimazola koji blokiraju TPO,
smanjuju organifikaciju joda i ometaju spajanje jodotironina. PTU u visokim dozama uz to ko¢i i
perifernu konverziju T4 u Ts. Kod tezeg oboljenja provodi se lije€enje radioaktivnim jodom ili se

kirurski uklanja Stitnjaca.
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1.9.  Geneticke studije povezanosti

Jedan od ciljeva humane genetike je identificirati geneticke ¢imbenike koji utjeCu na
nastanak slozenih bolesti. Veliki napredak postignut je zavrSetkom Projekta ljudskog genoma
(engl. Human Genome Project) 2003. godine. Taj projekt, koji je pokrenut 1990. godine, odredio
je DNK slijed cijelog ljudskog genoma, identificirao priblizno 20 000 gena i pohranio te
informacije u javno dostupne baze podataka (Office of Science, 2002). Postoji mnostvo razli¢itih
tehnologija, studija i analitickih alata za identifikaciju gena koji utjecu na nastanak odredene
bolesti, a dva osnovna pristupa koja se koriste su analize vezanosti (engl. linkage analysis) i
studije povezanosti (engl. association analysis). Analize vezanosti se temelje na kosegregraciji
genskih varijanti s bolesti unutar ¢lanova obitelji, a temelje se na Mendelovim principima
nasljedivanja te otkrivaju rijetke alele s viskom u¢inkom na pojavnost bolesti (Bailey-Wilson i
sur., 2011), dok studije povezanosti za cilj imaju identificirati gene, odnosno genske varijante,

povezane s boles¢u ili odredenim fenotipskim svojstvom (Newton-Cheh i sur., 2005).

1.9.1. Genske varijante

Sve geneticke studije usmjerene su na razumijevanje povezanosti uocenih razlika u
fenotipu i temeljnih varijacija u genotipu. Sekvenciranje ljudskog genoma omogucilo je
identifikaciju velikog broja gena koji se nalaze u podlozi brojnih stanja i bolesti. Stovise, danas je
moguce identificirati gotovo svaku gensku varijantu u protein kodiraju¢im regijama kod pojedinca
(sekvenciranjem egzoma) ili u njegovom ¢itavom genomu (sekvenciranjem cijelog genoma).
Svaki ¢ovjek ima dvije kopije svog genoma, po jednu od svakog roditelja, a svaka se kopija sastoji
od niza od oko 3 milijarde baza. Kada se usporeduju dvije kopije ljudskog genoma, bilo u iste
osobe ili izmedu dviju razlicitih osoba, u prosjeku se 1 od 1000 baza razlikuje, odnosno 99,9 %
ih je isto (Majithia i sur., 2016). Glavni izvori geneti¢ke raznolikosti medu ljudima su razlicite
vrste mutacija i rekombinacija genetickog materijala. Mutacije su trajne promjene u strukturi
molekule DNK, koje mogu promijeniti jedan ili vise nukleotida unutar slijeda DNK. Ako se
mutacija dogodi u spolnim stanicama i ne dode do popravka izmijenjenog slijeda molekule DNK,
mutacija se prenosi na potomstvo te se Siri unutar populacije. Mutacije koje poboljSavaju svojstva
organizma se dalje prenose i Sire u populaciji, pa se mutacije smatraju pokretackom snagom
evolucije 1 izvorom geneticke raznolikosti. Kada se mutacija tijekom generacija prosiri u
populaciji i kada je pronalazimo u ucestalosti ve¢oj od 1 % nazivamo je polimorfizmom (Brookes,

1999).
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Polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single-nucleotide polymorphism, SNP) su najc¢esca
vrsta promjena u slijedu molekule DNK gdje dolazi do promjene odnosno supstitucije jednog
nukleotida. lako mnogi polimorfizmi nemaju negativan ucinak na zdravlje covjeka, neki
polimorfizmi mogu imati veéi rizik za razvoj odredenih poremecaja. Polimorfizmi imaju Sirok
spektar bioloskih ucinaka, ovisno o tome gdje se u genomu pojavljuju i mijenjaju li funkciju
sekvence DNK, a mogu se nalaziti bilo gdje u slijedu DNK, u nekodiraju¢im i kodiraju¢im
regijama, u regulatornoj regiji ili u intergenskim regijama. Polimorfizmi u kodiraju¢im,
egzonskim regijama gena, mogu dovesti do promjene aminokiseline u proteinu kojeg taj gen
kodira i time mogu nastati ili djelomi¢no promijenjeni proteini ili potpuno nefunkcionalni
proteini. Polimorfizmi u nekodiraju¢im regijama i unutar regulatornih genskih regija, mogu
utjecati na razinu genske ekspresije, samim time i na koli¢inu proteina kojeg taj gen kodira, zbog
promjene u afinitetu vezanja transkripcijskog faktora, a mogu utjecati i na izrezivanje (engl.
splicing) glasnicke RNK. Ako se polimorfizmi nalaze unutar 3' neprepisujuce regije (engl.
untranslated region, UTR) mogu utjecati na stabilnost mMRNK i na ucinkovitost translacije
proteina (Bush i sur., 2012; Griffith i sur., 2008).

Osim polimorfizma jednog nukleotida, druge genske varijante koje se pojavljuju u
ljudskom genomu su kratke insercije i delecije (nazvane i indeli), a odnose se na umetanje ili
gubitak jednog ili vise nukleotida u slijedu molekule DNK. Insercije i delecije koji se pojavljuju
u kodiraju¢im regijama gena mogu uzrokovati mutacije pomaka okvira ¢itanja (engl. frameshift
mutations). Buduci da se genetski kod sastoji od tripleta (slijeda od tri baze koje kodiraju jednu
aminokiselinu), mutacije pomaka okvira ¢itanja mijenjaju nacin na koji ¢e se svaka sljedeca baza
u nizu prevoditi u protein, $to moze rezultirati inaktivacijom proteina.

Ljudski genom se razlikuje 1 u broju kopija gena, Sto znac¢i da jedna osoba moze imati
jednu ili viSe kopija pojedinih gena, a rjede jedan ili viSe gena moze u potpunosti nedostajati. Te
vrste genskih varijanti poznate su i kao varijacije u broju kopija (engl. copy number variations,
CNV). CNV-ovi su rezultat insercija, delecija i duplikacija velikih segmenata molekule DNK, a
ti segmenti su dovoljno veliki da ukljucuju i ¢itave gene te mogu utjecati na aktivnost istih. CNV-
ovi imaju velik doprinos genetickoj raznolikosti medu pojedincima jer se procjenjuje da se 0,4 %
ljudskog genoma razlikuje s obzirom na broj kopija gena, Sto bi znacilo da je medu ljudima 99,5
% genoma identi¢no, a ne kao $to je prvobitno procijenjeno na 99,9 % (Levy i sur., 2007). Mnogi
CNV-ovi ne utjecu na zdravlje ili razvoj ¢ovjeka, medutim, neki mogu imati vaznu ulogu u

nastajanju razli¢itih poremecaja.
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Vazno je napomenuti i da sastav parova baza u slijedu molekule DNK nije jedina
molekularna odrednica ekspresije fenotipa, ve¢ je molekula DNK podloZzna i drugim oblicima
modifikacija, poput metilacije citozina ili pakiranju nukleosoma s razliitim biokemijski
modificiranim histonima, od kojih svaki moze promijeniti ekspresiju i funkciju gena. Te
modifikacije dovode do promjene ekspresije gena i stani¢nog fenotipa koje nisu posljedica
promjene sekvence DNK i nazivaju se epigenetske varijacije. Smatra se da su epigenetske
modifikacije normalan dio ljudskog razvoja i jedan od razloga sto razli¢ite stanice imaju razlicita

svojstva, iako dijele identi¢an slijed DNK (Majithia i sur., 2016).

Mutacije mogu nastati spontano, i to najées¢e nastaju zbog gresaka tijekom replikacije
DNK pogresnim djelovanjem enzima polimeraze, gdje moze do¢i do pogresne ugradnje
nukleotida, ili zbog tautomerne promjene baza. Purinske i pirimidinske baze mogu postojati u
tautomernim oblicima, to jest u alternativnim kemijskim oblicima koji se razlikuju u samo jednom
pomaku protona u molekuli. Bioloski vazni tautomeri su keto-enolni oblici timina i gvanina i
amino-imino oblici citozina i adenina (Slika 1.6.). Tautomerni pomaci mijenjaju vezujucu
strukturu molekule, omogucujuéi vezanje vodika s nekomplementarnim bazama (Tamarin, 1999).
Primjerice, tautomerni enolni oblik baze timina se moze spariti s gvaninom, §to nakon replikacije

DNK moze dovesti do trajnih promjena parova baza i u konaé¢nici do mutacije (Slika 1.7.)
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Slika 1.6. Normalni i tautomerni oblici purinskih i pirimidinskih baza DNK. A) Gvanin i timin mogu postojati u keto
obliku ili, rjede, u enolnom obliku. Adenin i citozin mogu postojati u amino obliku ili, rjede, u imino obliku. B)
Primjeri sparivanja rijetkog enolnog oblika timina s uobiGajenim keto oblikom gvanina; i rijetkog imino oblika

citozina s uobi¢ajenim amino oblikom adenina. Preuzeto i prilagodeno iz Brooker, 2005.
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Slika 1.7. Nastanak mutacija tautomernim pomakom baze timina i replikacijom DNK. Preuzeto i prilagodeno iz
Brooker, 2005.

Spontana o$te¢enja molekule DNK mogu nastati gubitkom baza i spontanom
deaminacijom baza. Gubitak baza je posljedica hidrolize N-glikozidnih veza, te je ¢e$¢i gubitak
purinskih baza (depurinacija) nego pirimidinskih baza (depirimidinacija). Zbog kidanja veza
izmedu purinske/pirimidinske baze 1 deoksiriboze, nastaje AP mjesto (apurinsko/apirimidinsko
mjesto) u molekuli DNK, koje moze zaustaviti replikaciju ili uzrokovati jednolancane lomove
(Slika 1.8.). Deaminacija, ili gubitak amino skupine, je rezultat kemijske nestabilnosti
pirimidinske baze citozina te purinskih baza adenina i gvanina. Tim procesom nastaju neprirodne
baze u molekuli DNK, od citozina uracil, od adenina hipoksantin, a od gvanina ksantin, te kada

se ne bi odstranjivale iz molekule DNK, drasti¢no bi promijenile gensku uputu (Zergollern, 1994).
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Slika 1.8. Spontana depurinacija. Dolazi do kidanja veze izmedu gvanina i deoksiriboze, ¢ime se oslobada baza, $to
ostavlja apurinsko mjesto u DNK. Ako apurinsko mjesto ostane u DNK prilikom replikacije, bilo koji od ostala Cetiri

nukleotida se mogu dodati novonastalom lancu. Preuzeto i prilagodeno iz Brooker, 2005.

Osim spontanih, mutacije mogu biti i inducirane, nastale zbog egzogenih $tetnih izlaganja
zraCenju (npr. ultraljubicastom i ionizirajuéem) ili zbog izlozenosti kemijskim mutagenim
¢imbenicima (Dorak, 2017), pa se gore spomenuti proces deaminacije moze inducirati npr.
djelovanjem dusikaste kiseline (HNOz), dovodec¢i do ucestalijeg stvaranja uracila, hipoksantina 1
ksantina nego u normalnim uvjetima. Kemijski mutageni su i alkiliraju¢i spojevi, koji mogu
promijeniti specifinost sparivanja baza $to moze dovesti do supstitucija baza ili zastoja u
replikaciji DNK. Primjeri alkiliraju¢ih spojeva su bojni otrovi (engl. nitrogen mustard) i
etilmetasulfonat (EMS). Mutagena sredstva su i analozi purinskih i pirimidinskih baza (spojevi
sli¢ni normalnim bazama DNK). Primjerice, 5-bromouracil je analog pirimidina, a 2-aminopurin
je analog purina, koji se mogu ugraditi u molekulu DNK prilikom replikacije, izazivaju¢i pogreske

u sparivanju baza (Brooker, 2005).
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1.9.2. Istrazivanja genskih varijanti

ZavrSetkom mapiranja ljudskog genoma otkriveno je 3,7 milijuna SNP-ova u ljudskom
genomu, te je bilo potrebno ispitati njihovu ucestalost u razli¢itim populacijama. To je najprije i
ucinjeno u sklopu medunarodnog projekta ,,HapMap* (engl. International HapMap Project) koji
je zapoceo 2002. godine, a zavrSio 2009. godine, a kasnije i u projektu ,,1000 Genoma” (engl.
1000 Genomes project). Glavni cilj projekta ,,HapMap* je bio otkriti i analizirati uobi¢ajene
obrasce geneticke varijabilnosti ukljuéene u zdravlje i nastanak bolesti u covjeka. HapMap baza
podataka je znatno olakSala provodenje genetickih studija opisujuci haplotipove (kombinacije
alela na istom kromosomu), njihove lokacije u genomu i ucestalost polimorfizama u razli¢itim
populacijama Sirom svijeta. Krajem 2008. godine je zapoceo jos jedan medunarodni projekt ,,1000
Genoma” s ciljem identifikacije i katalogiziranja svih genskih varijanti (SNP-ova i svih vrsta
strukturnih varijanti) unutar genoma koje se pojavljuju s uéestalo§¢u od barem 1 % u istrazivanim
populacijama. Projekt je zavrsio 2015. godine, a provodio se u Cetiri faze. U prvoj fazi projekta je
analiziran i sekvenciran genom 1092 osobe iz 14 populacija, pri ¢emu je otkriveno 38 milijuna
SNP-ova, oko 1,4 milijuna kratkih insercija i delecija te vise od 14 000 veéih delecija (Abecasis i
sur., 2012). U zadnjoj, tre¢oj fazi, sekvenciranjem cijelog genoma i egzoma 2504 osobe iz 26
populacija ukupno je pronadeno i opisano vise od 88 milijuna genskih varijanti i to 84,7 milijuna
SNP-ova, 3,6 milijuna kratkih insercija i delecija te 60 000 strukturnih varijanti (Auton i sur.,
2015). Prema rezultatima projekta ,,1000 Genoma”, genom pojedinca razlikuje se od referentnog
ljudskog genoma na 4,1 do 5,0 milijuna mjesta, te iako vecinu genskih varijanti ¢ine SNP-ovi i
kratki indeli, procjenjuje se i da ljudski genom sadrzi 2100 do 2500 strukturnih varijanti koje

obuhvacaju oko 20 milijuna baza sekvence DNK (Sudmant i sur., 2015).
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1.9.3. Kandidatne geneticke studije i cjelogenomske analize povezanosti

Prve studije povezanosti koje su se pocele provoditi su kandidatne geneticke studije, kod
kojih se istrazivanje bazira na hipotezi koja dovodi u vezu djelovanje kandidatnog gena s
nastankom bolesti. Polimorfizmi unutar odabranog gena se potom odabiru prema svojoj
funkcionalnosti i poloZaju, te se testira njihova povezanost s boles¢u. Dosadasnje kandidatne
studije uglavnom su slijedile bioloske hipoteze, nastale eksperimentalnim dokazima da su
odredeni bioloski putovi vjerojatno ukljuceni u nastanak bolesti (Zondervan, 2011). Posljednjih
nekoliko godina sve vecu paznju poprimaju cjelogenomske studije odnosno cjelogenomske
analize povezanosti (engl. genome-wide association study, GWAS). Kod cjelogenomskih analiza
povezanosti istrazivanje se bazira na pretpostavci da sve genomske regije imaju utjecaj na
nastanak neke bolesti (engl. hypothesis-free), te istrazuju povezanost velikog broja genetickih
varijanti u genomu s razli¢itim bolestima ili fenotipskim osobinama. Provedba cjelogenomskih
studija je omogucéena sekvenciranjem humanog genoma, stvaranjem baze podataka referentnih
haplotipova svjetskih populacija (,,HapMap* i ,,1000 Genoma”), razvojem brzih i jeftinijih
tehnika genotipiziranja te stvaranjem naprednih bioinformatickih alata.

Genske varijante koje se najéesce ispituju u cjelogenomskim studijama su polimorfizmi
jednog nukleotida, ali mogu se istrazivati 1 druge genske varijante kao $to su insercije, delecije i
translokacije. Tipi¢na cjelogenomska studija obuhvaca: (1) odabir velikog broja ispitanika s
bolescu (ili osobinom od interesa) i kontrolnih ispitanika za usporedbu; (2) izolaciju DNK i
genotipizaciju ispitanika (utvrdivanje genotipa pojedinaca, odnosno alela pojedinaca) (3)
provedbu statistickih i ra¢unalnih analiza za utvrdivanje povezanosti genskih varijanti i bolesti
(osobina od interesa) 1 (4) replikaciju identificiranih genetickih varijanti za koje se pokazalo da
su povezane s boles¢u (ili osobinom od interesa) u uzorku neovisne populacije i/ili
eksperimentalnim ispitivanjem funkcionalnih implikacija (Pearson i sur., 2008). U analizu je
potrebno ukljuciti Sto veci broj ispitanika kako bi se uocio ¢ak i jako mali u¢inak genetickih
varijanti, a u pravilu se analizira viSe od milijun genskih varijanti po osobi.

Sve geneticke studije koriste jednu vaznu znacajku u svom dizajnu, a to je postojanje
neravnoteze vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium, LD) unutar genoma, koji je mjera
povezanosti izmedu dvaju alela koji se nalaze jedan blizu drugoga na kromosomu, i nasljeduju se
zajedno ceSce nego Sto bi bilo ocekivano slucajnim nasljedivanjem (Gabriel i sur., 2002). Postoje
razliCite baze podatka koje sadrze informacije o LD strukturi Citavog genoma, pa je time i
olaksano izvodenje cjelogenomskih studija. NajceSce standardne jedinice koje se koriste za prikaz

LD odnosa su D’ i r? (Balding, 2006), ¢ije se vrijednosti kreéu od 0 do 1, te se u genetickim
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analizama Ge$ée koristi I’ kao mjera za statisticku snagu LD. Vrijednost 0 ozna¢ava potpunu
ravnotezu vezanosti (engl. linkage equilibrium), §to podrazumijeva ¢estu rekombinaciju izmedu
dva polimorfizma, a ako je vrijednost ve¢a od 0.8, smatra se da su polimorfizmi u potpunom LD-
u i da se gotovo uvijek nasljeduju zajedno, $to znaci da se ne razdvajaju rekombinacijom (Bush i
sur., 2012; Pearson i sur., 2008). Neravnoteza vezanosti gena (LD) je iznimno koristan parametar
jer se 1 polimorfizmi, koji naizgled ne utjecu na funkcionalnost proteina kojeg kodira zadani gen,
mogu nalaziti u LD-u s mogu¢im uzro¢nim polimorfizmom (engl. causal variant) koji sudjeluje
u nastanku bolesti pa se takvi polimorfizmi smatraju biljezima uzro¢nog polimorfizma. Isto tako,
svi polimorfizmi u podruc¢ju od interesa ne moraju se genotipizirati, ve¢ je dovoljno genotipizirati
dio njih, ili ¢ak samo jedan, koji ¢e ujedno nositi informaciju i o polimorfizmima koji se nalaze u
blizini. Time se uvelike i smanjuje broj polimorfizama koje je potrebno genotipizirati da bi se
obuhvatio cijeli genom. Razvojem slozenih matematickih algoritama omoguéeno je i predvidanje
genotipova polimorfizama koji nisu direktno genotipizirani metodom imputacije, koristeci
informacije genotipiziranih polimorfizama na temelju javno dostupnih referentnih panela, Sto
omogucuje jo$ vecu iskoristivost cjelogenomskih studija jer se time povecava broj polimorfizama
koji se istrazuju, a time i snaga cjelogenomskih studija (Zheng-Bradley i sur., 2016). Geni i
polimorfizmi za koje se otkrije povezanost s nekom boles¢u, mogu sluZiti i kao biljezi za odredenu
bolest te je jedan od ciljeva cjelogenomskih studija koriStenje genetickih faktora rizika za
predvidanje 1 utvrdivanje patogeneze bolesti, Sto u kona¢nici moze utjecati na poboljSanje terapija

koje se trenutno koriste, ali i na sam razvoj novih terapija (Bush i sur., 2012).

26



1.10. Geneticka odredenost hormona Stitnjace

Brojna istrazivanja su pokazala da na koncentracije hormona Stitnjace utjeCu 1 geneticki i
okoli$ni ¢imbenici. Procjenjuje se da je 45 - 65 % ukupne varijacije u funkciji stitnjace odredeno
genetickim ¢imbenicima, a za ostatak varijacije se smatra da su posljedica okoli$nih ¢imbenika
(unos joda i pusenje), ali i individualnih karakteristika (npr. dob, indeks tjelesne mase) (Andersen
i sur., 2014; Medici i sur., 2011). Rezultati blizanackih studija su pokazali da je 39 - 65 %
varijacije serumskih koncentracija hormona TSH i fT4 odredeno genetickim ¢imbenicima
(Hansen i sur., 2004; Panicker i sur., 2008a). U studiji koja je istrazivala serumske parametre
hormona $titnja¢e u meksi¢ko-ameri¢koj populaciji, procjenjuje se da je 26 - 64 % varijacije u
serumskim koncentracijama slobodnih i ukupnih hormona S$titnjaée odredeno genetickim
¢imbenicima (Samollow i sur., 2004), dok je studija Martina i suradnika (1998) pokazala da je 30
% varijacije serumske koncentracije ukupnog Ts i T3z geneticki uvjetovano. Kandidatnim i
cjelogenomskim studijama povezanosti identificirano je preko 40 gena povezanih s funkcijom
Stitnjace, ali uglavnom genske varijante koje su otkrivene su povezane s koncentracijama hormona
TSH, te fT4 i fT3 (Arnaud-Lopez i sur., 2008; Malinowski i sur., 2014; Nielsen i sur., 2017,
Popovic i sur., 2019; Porcu i sur., 2013; Taylor i sur., 2015). Do danas, nije provedena ni jedna

cjelogenomska analiza povezanosti za ukupne koncentracije hormona Stitnjace T4 1 Ta.

Provedeno je nekoliko kandidatnih studija koje su analizirale ograni€en broj gena
povezanih s koncentracijama hormona (f)Ts i T3 u serumu, a prve kandidatne studije koje su
analizirale povezanost genskih varijanti s koncentracijama hormona stitnjace fokusirale su se na
gene koji kodiraju enzime dejodinaze (D101 i DIO2). U genu DIO1 pronadena su tri
polimorfizma, rs11206244 (DIO1-C785T), rs12095080 (DIO1-A1814G) i rs2235544, povezana
s koncentracijama hormona §titnjac¢e u serumu (posebno s koncentracijama Tz i rT3) kod zdravih
ispitanika u razli¢itim populacijama. Alel T polimorfizma rs11206244 povezan je s viSim
koncentracijama hormona fT4 T4 1 rT3 u kombinaciji s nizim koncentracijama (f)Ts u serumu (de
Jong i sur., 2007; Panicker i sur., 2008b; Peeters i sur., 2003). Kao posljedica toga, ta varijanta
alela povezana je s nizim omjerima T3/rT3z i Ta/T4. Ti podatci sugeriraju negativan utjecaj varijante
DIO1-785T na aktivnost D1, buduc¢i da D1 u jetri ima kljuénu ulogu u proizvodnji hormona T3 iz
hormona T4, kao i u razgradnji rTs. Polimorfizmi rs11206244 i rs12095080 smjeSteni su u 3'-
netranslatiranoj regiji (UTR) u genu DIO1, a polimorfizam rs12095080 je proucavan u manje
studija i pokazao je suprotne rezultate od polimorfizma rs11206244. Alel G polimorfizma

rs12095080 povezan je s veéim omjerom T3/rT3 u dvije neovisne kohorte, §to sugerira da je ta
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varijanta povezana s povecanom aktivno$¢u enzima D1 (de Jong i sur., 2007; Peeters i sur., 2003)
Polimorfizam rs2235544 je pokazao povezanost sa smanjenom koncentracijom hormona fT4irTs,
i pove¢anim omjerom fT3/fT4 (Panicker i sur., 2008b), $to ukazuje na povecanu aktivnost enzima
D1. U kandidatnoj studiji, koja je analizirala ¢ak 68 gena povezanih s koncentracijama hormona
Stitnjae, Medici i suradnici (2011) takoder su pokazali znacajnu povezanost polimorfizma
rs2235544 s fT4, a ta povezanost je potvrdena i u meta-analizi cjelogenomske analize povezanosti
za hormone TSH i fT4 u studiji Porcu i suradnika (2013).

Kandidatne studije za gen DIO2 su se uglavnom usredotoCile na dva polimorfizma,
rs12885300 1 rs225014, smjestena u egzonima. Polimorfizam rs225014 je najbolje prouceni
polimorfizam in vitro, kao i in vivo, ali nije povezan s promjenama koncentracije hormona
Stitnjace, Sto je pokazano u razli¢itim populacijama zdravih ispitanika, ali i u ispitanika s bolestima
Stitnjace (Appelhof i sur., 2005; Guerra i sur., 2013; Panicker i sur., 2008b; Peeters i sur., 2005;
Peeters i sur., 2003). U kandidatnoj studiji Peetersa i suradnika (2005) polimorfizam rs12885300
(DIO2-ORFa-Gly3Asp) je povezan s povecanim omjerom Ta/rTs i Ta/Ts, §to sugerira porast
aktivnosti enzima D2. Medutim, taj rezultat nije ponovljen u drugim kohortama (de Jong i sur.,
2007).

U novije vrijeme cjelogenomske studije su se pokazale uspjesnijima u identificiranju
genskih varijanti povezanih s funkcijom $titnjace. U velikoj meta-analizi cjelogenomske studije
Porcu i suradnika (2013), koja je obuhvatila 26 420 zdravih ispitanika, identificirano je devetnaest
genskih lokusa povezanih s koncentracijom hormona TSH, a medu 17 520 zdravih ispitanika
identificirana su Cetiri genska lokusa povezana s koncentracijom hormona fT4 unutar referentnih
vrijednosti, i to na cjelogenomskoj razini znac¢ajnosti od P <5 x 107%. Identificirani genski lokusi
povezani s koncentracijom hormona TSH se nalaze blizu ili unutar gena PDE8B, PDE10A,
CAPZB, MAF/LOC440389, VEGFA, NR3C2, IGFBP5, NFIA, SOX9, PRDM11, FGF7, INSR,
ABO, MIR1179, NRG1, MBIP, ITPK1, SASH1 i GLIS3, a genski lokusi povezani s koncentracijom
hormona fT4 blizu ili unutar gena D101, LHX3, FOXEL i AADT. Od navedenih devetnaest genskih
lokusa povezanih s TSH, Cetiri genska lokusa su ve¢ otprije identificirana i potvrdena i u drugim
cjelogenomskim i kandidatnim studijama, a to su: PDE8B, CAPZB, NR3C2 i MAF/LOC440389
(Arnaud-Lopez i sur., 2008; Medici i sur., 2011; Panicker i sur., 2010; Rawal i sur., 2012), dok je
za koncentraciju hormona fT4 genski lokus DIO1 potvrden s istim polimorfizmom (rs2235544)
kao i u ranije objavljenim kandidatnim studijama (Medici i sur., 2011; Panicker i sur., 2008Db).
Medutim, zajednicki u¢inak navedenih genskih polimorfizama objasnjava svega 5,64 % varijacije

u koncentraciji TSH, i 2,30 % varijacije u koncentraciji fTa.
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Cjelogenomska studija, provedena na 1346 ispitanika iz kineske populacije, takoder je potvrdila
prethodno prijavljene genske lokuse povezane s koncentracijom hormona TSH, koji se nalaze u
blizini gena FOXE1 i CAPZB, ali su identificirali i novu gensku varijantu povezanu s
koncentracijama TSH, koja se nalazi unutar gena XKR4 (Zhan i sur., 2014). Taylor i suradnici
(2015) su otisli korak dalje te su proveli sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole-genome
sequencing, WGS) kako bi ispitali genske varijante povezane s koncentracijama TSH i fT4 te su
u svojim analizama potvrdili jedanaest ve¢ prethodno objavljenih genetickih lokusa povezanih s
koncentracijama TSH (PDE8B, PDE10A, CAPZB, IGFBP2, NR3C2, VEGFA, FOXEL1, ABO,
MAF, MBIP) te tri povezana s koncentracijama fT4 (DIO1, LHX3, AADT). Nadalje, identificirali
su i nove genske varijante u genima SYN2 i PDE8B povezane s koncentracijama TSH, a u genu
B4GALTG6 genske varijante povezane s koncentracijama fT4. Nedavna studija Teumera i suradnika
(2018), koja je do danas najveca objavljena cjelogenomska studija za koncentracije hormona TSH
i fT4, provedena na 72 167 ispitanika europskog podrijetla, otkrila je devetnaest novih genskih
lokusa povezanih s koncentracijama TSH (DIRC3, TM4SF4, IGF2BP2, HES1, PSORS1CI,
SLC25A37, SULF1, TG, C90rf92, GATAS3, PTEN, CADM1, SPATA13, TSHR, ADCY9, MIR365A,
NSF, BCAS3, PRKX) i Sesnaest novih lokusa povezanih s koncentracijama fT4 (ACMSD, SOX2-
OT, ID4, SLC17A4,LOC728012, CA8, GLIS3, NEK6, FNBP4, SLCO1B1, DIO2, DIO30S, USP3,
SNX29, NCOR1, MCA4R). Zajednicki ucinak navedenih genskih polimorfizama objasnjava 33 %
varijacije u razini TSH, i 21 % varijacije u razini fT4. Neki od novo identificiranih lokusa
ukljucuju i gene koji su prethodno bili ukljuceni u razvoj stitnjace (GLIS3), djelovanje i transport
hormona §titnjace (NCOR1, TTR, SLCO1B1), metabolizam hormona §titnjace (D102, DIO30S) i
karcinom $titnjace (npr. HES1, SPATAL3, DIRC3, 1D4), te je pronadeno vise neovisnih genskih
varijanti u genima PDE8B, DIO1, DIO2, TSHR i CAPZB. U okviru nase istrazivacke grupe,
provedena je cjelogenomska analiza povezanosti s koncentracijama hormona TSH te fT4 i fT3 na
1731 ispitaniku u hrvatskoj populaciji, u kojoj je identificirana genska varijanta unutar gena
EPHB2 povezana s koncentracijom hormona fTz koja je dosegla cjelogenomsku razinu
znacCajnosti, te je identificiran novi genski lokus povezan s koncentracijama TSH, koji se nalazi

uzvodno od gena PTPN1 (Popovic i sur., 2019).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cjelogenomskim analizama povezanosti je identificirano nekoliko desetina genskih varijanti
povezanih s koncentracijama hormona $titnjace — TSH te fT4 i fTs. Do danas, nije provedena niti
jedna cjelogenomska analiza povezanosti za ukupne koncentracije hormona stitnjace T4 i Ta.

Ciljevi ove doktorske disertacije su sljedeci:

1. meta-analizom cjelogenomskih analiza povezanosti odrediti genske varijante povezane s
ukupnom koncentracijom hormona T4 u op¢oj populaciji ispitanika s podrucja grada Splita
i otoka Korcule

2. cjelogenomskim analizama povezanosti odrediti genske varijante povezane s ukupnom
koncentracijom hormona T3 u opcoj populaciji ispitanika s podrucja grada Splita

3. cjelogenomskim analizama povezanosti odrediti genske varijante povezane s omjerom
hormona T3/T4 u opcoj populaciji ispitanika s podruc¢ja grada Splita

4. usporediti rezultate ovog istrazivanja s rezultatima prethodno objavljenih cjelogenomskih
analiza povezanih s fenotipom slobodnih hormona Stitnjace, provedenim u drugim

populacijama.

Navedenim analizama nadopunit ¢e se postojeCe znanje 0 geneti¢koj pozadini funkcije Stitne

zlijezde te doprinijeti boljem razumijevanju bioloskih putova povezanih s funkcijom Stitnjace.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Ispitanici u ovom istrazivanju ukljuceni su u okviru projekta ,,10 001 Dalmatinac -
Hrvatska biobanka“, u kojem su prikupljeni i pohranjeni bioloski uzorci ispitanika te stvorena
opsezna baza genotipskih i fenotipskih podataka. Projekt se provodi od 1999. godine, a
uspostavljen je s ciljem stvaranja registara zdravih ispitanika i pacijenata sa specificnim bolestima
I stanjima, 1 to prikupljanjem reprezentativnog uzorka, provodenjem medunarodno
standardiziranih zdravstvenih anketa, mjerenjem razlicitih biokemijskih parametara, a sve u svrhu
istrazivanja genetickih i okolisnih odrednica zdravlja i bolesti u hrvatskoj populaciji, s posebnim
interesom na izolirane oto¢ne populacije, koje se smatraju prikladnima za istrazivanja zbog
njihove smanjene geneticke i okoli$ne raznolikosti (Rudan i sur., 2009).

Ispitanici ukljuceni u ovo istrazivanje potjecu iz dviju populacija, s podrué¢ja grada Splita (kohorta
Split) i otoka Korcule (kohorta Korcula). Istrazivanja na otoku Korc€uli provedena su 2007.
godine, a sudjelovalo je 969 ispitanika, u dobi od 18 do 98 godina, iz grada Korcule i mjesta
Lumbarda, Ragiée i Zrnovo. Istrazivanja u gradu Splitu provedena su od 2008. do 2009. godine,
a sudjelovalo je 1012 ispitanika koji pripadaju opc¢oj populaciji, u dobi od 18 do 85 godina.
Ispitanici su dobrovoljno sudjelovali u istrazivanju nakon obavjestavanja putem sredstava javnog
informiranja (radijske emisije, posteri, novine, plakati, postanski pozivi) u kojem su bili upoznati
s ciljevima 1 detaljnim informacijama o samom istraZzivanju. Od ispitanika su sakupljani uzorci
krvi, te su nakon obrade serum i plazma pohranjeni na temperaturi od -80°C i koriSteni za razli¢ita
biokemijska mjerenja. Ispitanici su ispunili i nekoliko anketnih upitnika, te su provedena razna
antropometrijska mjerenja, kao 1 mnoga fizioloSka ispitivanja. Prije ukljucivanja u istraZivanje svi
ispitanici su potpisali informirani pristanak odobren od strane Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu (klasa: 003-08/11-03/0005, ur. br: 2181-198-03-04/10-11-0008).
Kako bi u ovo istrazivanje bili ukljuceni isklju¢ivo zdravi ispitanici koji nemaju bolesti Stitnjace,
iz kohorti Split 1 Korc¢ula iskljuceni su ispitanici koji su primali terapiju zbog bolesti Stitnjace,
ispitanici koji su operirali Stitnjacu, ispitanici koji su imali pozitivna protutijela Stitnjace (TgAt >
100 IU/mL, TPOAt > 16 IU/mL) te oni koji su imali koncentracije hormona stitnjace u krvi (Tg,
Ts, TSH, fT3 1 fT4) izvan referentnih vrijednosti (T3: 1.3 - 3.6 nmol/L, T4: 57 - 161 nmol/L, TSH:
0.3 - 3.6 mIU/L, fTs: 3.3 — 6.47 pmol/L i T4 10.29-21.88 pmol/L). U kona¢nici, u ovo

istrazivanje je bilo uklju¢eno 498 ispitanika iz kohorte Korcula 1 623 ispitanika iz kohorte Split.
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3.2.  Fenotipska svojstva

Za odredivanje fenotipskih svojstava ispitanika, a u svrhu ovog istrazivanja, izmjerene su
ukupne koncentracije hormona T4 i T3 u serumu ispitanika. Serum za analizu dobiven je iz uzorka
periferne krvi ispitanika. Nakon centrifugiranja, serum je pohranjen na -80°C, a supernatant s
leukocitima je odmah koristen za izolaciju DNK. Koncentracije hormona T4 i T3 u serumu
ispitanika odredene su kemiluminiscentnom metodom (Hubl i sur.,, 2000) uz pomo¢
komercijalnog kompleta koriste¢i potpuno automatizirani instrument "Liaison Biomedica
Chemiluminescence Analyzer", u Laboratoriju za biokemiju, na Klini¢kom zavodu za nuklearnu
medicinu u Klinickom bolnickom centru Split. Koncentracija hormona T4 izmjerena je
ispitanicima u kohortama Split i Korcula, a koncentracija hormona Tz samo ispitanicima u kohorti
Split (N=577). Ispitanicima za koje su bile dostupne izmjerene koncentracije oba hormona,

izraCunat je omjer Ta/T4 (N=571).

3.3. lzolacija DNK

DNK ispitanika izolirana je u Laboratoriju Katedre za medicinsku biologiju na
Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu, koristenjem komercijalnog kompleta Illustra Nucleon
BACC 3 Genomic DNA Extraction Kit (GE Health Care — Life Sciences, New Jersey, USA)

prema protokolu proizvodaca (https://uk.vwr.com/assetsvc/asset/en_GB/id/17889994/contents).

3.4. Genotipizacija i imputacija

Nakon izolacije, DNK ispitanika je poslana na genotipizaciju u Medical Research Council,
Human Genetic Unit, Edinburgh, Velika Britanija. Genotipizacija ispitanika provedena je
koriStenjem komercijalnih genotipizacijskih platformi tvrtke llumina. Genotipizacija ispitanika s
podrucja grada Splita je provedena na dvije genotipizacijske platforme, pa su 531 ispitanik iz
Splita i svi ispitanici s otoka Korcéule, genotipizirani kori$tenjem HumanCNV370-Duo BeadChip
genotipizacijske platforme koja sadrzi oko 350 000 genskih polimorfizama, a preostali dio
ispitanika s podrucja grada Splita, njih 481, je genotipiziran koristenjem HumanOmniExpress
BeadChip platforme koja sadrzi oko 969 000 genskih polimorfizama.
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Nakon genotipizacije, provedena je kontrola kvalitete uzoraka i dobivenih genotipova.
Standardni set filtera koji se koristi za filtriranje genskih polimorfizama ukljucuje: uspje$nost
genotipiziranja, odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze! (H-W) i udestalost rjedeg alela
(engl. minor allele frequency, MAF), pa su sukladno tome iz analize iskljuceni genski
polimorfizmi ¢iji je postotak uspje$nosti genotipiziranja bio manji od 98 %, genski polimorfizmi
koji nisu bili u H-W ravnotezi (p < 107), te genski polimorfizmi &ija je frekvencija rjedeg alela
bila manja od 1 %. Iz daljnje analize su iskljuCeni i ispitanici Ciji je postotak uspjeSnosti
genotipiziranja bio manji od 97 %.

Kako bi se povecao ukupni broj genskih polimorfizama za analizu, a time i snaga
cjelogenomske studije, napravljena je imputacija genotipova. Imputacija je takoder provedena na
Sveucilistu u Edinburghu na Odjelu za humanu genetiku, koriStenjem racunalnog programa
IMPUTE 2 (Howie i sur., 2009), kojim se izra¢unavaju vjerojatnosti genotipova polimorfizama
koji nisu direktno genotipizirani, koriste¢i javno dostupne referentne panele haplotipova poput
,1000 Genoma* (engl. ,,1000 Genomes project®). Kako je genotipizacija ispitanika s podruéja
grada Splita provedena na dvije razli¢ite genotipizacijske platforme, tako su i podatci imputirani
u dva navrata. Dio ispitanika kohorte Split (Split 2) imputiran je prema referentnom panelu ,,1000
Genoma* i pretvoren u referentni panel koriste¢i raCunalni program SNPTEST (Marchini i sur.,
2010), te je uz referentni panel ,,1000 Genoma“ posluZzio za imputaciju preostalog dijela ispitanika
kohorte Split (Split 1). Svi ispitanici s otoka Korcule imputirani su prema referentnom panelu
,»1000 Genoma*. Kao 1 kod genotipizacije, nakon zavrSetka imputacije, provedena je kontrola
kvalitete imputiranih podataka koriste¢i standardni set filtera, pa su iz analize izbaceni genski
polimorfizmi ¢ija je frekvencija rjedeg alela bila manja od 0.01 i1 genski polimorfizmi koji nisu
bili u H-W ravnoteZi (p < 10”). Racunalni program SNPTEST sadrzi i mjerne podatke za procjenu
kvalitete imputacije (tzv. info score) koja lezi u rasponu od 0 do 1. Ako polimorfizam ima nisku
kvalitetu imputacije, odnosno nizak info score, nije pogodan za daljnju analizu pa su genski

polimorfizmi ¢iji je info score bio manji od 0.4 izbaceni iz analize.

1 H-W ravnoteza - frekvencije alela se nece mijenjati iz generacije u generaciju ako u populaciji nema mutacija,
migracija, geneti¢kog pomaka i prirodne selekcije. Odstupanje od HW ravnoteze kod zdravih ispitanika moze znaditi
da je doslo do nepravilnosti prilikom genotipiziranja, a moZe upozoriti i na postojanje populacijske stratifikacije.
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3.5. Racunalne analize

3.5.1. Racunalni program R

Sve analize u ovom istrazivanju provedene su koriStenjem racunalnog programa R
(version 3.3.1) te dostupnih paketa R (Team, 2017). R je programski sustav za upravljanje
podatcima, za numeri¢ku i grafiCku analizu istih, koji pripada grupi alata otvorenog kdda (engl.
,Lopen-source*), $to znaci da se moze slobodno koristiti i distribuirati. Dostupan je putem interneta

na adresi https://cran.r-project.org/ te radi na razli¢itim platformama kao §to su UNIX, Windows

1 MacOS, te pruZza Sirok izbor metoda za analizu podataka ukljucujudi statisticke testove, linearno
i nelinearno modeliranje i analize vremenskih serija, odnosno klasteriranje. Naprednije grafic¢ke i
numericke analize zahtijevaju procedure sadrzane u paketima (engl. packages), skupovima
generickih funkcija koji nude najsuvremenije moguénosti za obradu podataka. Paketi su takoder

slobodno dostupni na internetu i integrirani izravno sa sustavom R (Team, 2017).

3.5.2. Cjelogenomske analize povezanosti

Cjelogenomske analize povezanosti provedene su za svaki hormon odnosho omjer
zasebno. Kolmogorov-Smirnovljevim testom utvrdeno je da razine hormona nisu normalno
distribuirane stoga je koriStena rang-transformacija za postizanje normalne distribucije podataka.
Metodom linearne regresije, razine hormona T4, T3 i omjera Ts/Ta4, su prvo prilagodene za utjecaj
dobi, spola i BMI (engl. body-mass index), s obzirom na to da te varijable utjecu na koncentracije
istrazivanih hormona. Cjelogenomska analiza povezanosti provedena je koriStenjem linearnog
mjesSovitog modela (engl. linear mixed model), pomocu kojeg se u analizi uzima u obzir i
prilagodba za srodstvo ispitanika, kao i moguca populacijska stratifikacija unutar uzorka. Koristen
je aditivni geneticki model koji pretpostavlja da postoji ujednaceno, linearno povecanje rizika za
svaku kopiju alela. Cjelogenomska analiza povezanosti za kohortu Split provedena je pomocu
raCunalnog programa 'SNPTEST' (Marchini i sur.,, 2010), a za kohortu Koréula pomocu
raunalnih programa ‘GenABEL’ (Karssen i sur., 2016) i ‘“VariABEL’ (Struchalin i sur., 2012),

oba implementirana u program R.
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3.5.3. Meta-analiza

Rezultati pojedina¢nih cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T4 kohorti Split i
Kor¢ula su kombinirani i objedinjeni meta-analizom, primjenom metode inverzne varijance sa
stalnim u¢inkom, koriste¢i racunalni program R. Meta-analizom povecava se snaga studije te se
umanjuje mogucnost dobivanja lazno pozitivnih rezultata. Za procjenu heterogenosti izmedu
veli¢ina uc¢inaka iz pojedinih kohorti koristena je statistika 1? koja moZe poprimiti vrijednosti od
0 % do 100 %. Ako se heterogenost uoci, za meta-analizu koristi se model slu¢ajnih u¢inaka (engl.
random model), u suprotnom se koristi model stalnih u¢inaka (engl. fixed model). S obzirom na
to da heterogenost nije uo¢ena (Hetl?> = 0.0 %), nije bilo potrebe provoditi meta-analizu sa

slu¢ajnim u¢inkom.

3.5.4. Razina znacajnosti

U cjelogenomskim analizama povezanosti testira se nekoliko milijuna polimorfizama,
stoga je potrebno prilagoditi granicu znacajnosti za viSestruka testiranja. Razina statisticke
znaCajnosti za cjelogenomske analize povezanosti odredena je na temelju Bonferronijeve
korekcije, gdje je vrijednost o od 0,05 prilagodena na a. = (0,05/n), a n je broj provedenih testiranja
(ukupan broj polimorfizama), te je cjelogenomska zna¢ajnost odredena na razini P <5 x 1078, U

ovom istrazivanju smo za sugestivnu znacajnost koristili P-vrijednosti izmedu 5 x 108§ 5 x 1076,

3.5.5. Graficki prikaz rezultata

Nakon provedenih cjelogenomskih analiza za svaki hormon pojedina¢no, kao i nakon
meta-analize, rezultati su graficki prikazani Manhattan grafom (engl. Manhattan plot) i kvantil-
kvantil grafom (engl. quantile-quantile plot, Q-Q plot), pomocu paketa "qqman" iz programa R.
Manhattan graf je prikaz svih polimorfizma ukljuc¢enih u cjelogenomsku analizu, u skladu s
njihovim poloZajem na svakom kromosomu u odnosu na negativni logaritam P-vrijednosti te se
polimorfizmi s najznacajnijom povezano$cu (najnizom P-vrijednosti) istiCu na grafu. Kvantil-
kvantil graf prikazuje ocekivanu distribuciju P-vrijednosti u odnosu na dobivene P-vrijednosti.
Faktor genomske inflacije (engl. genomic inflation factor, A) je omjer medijana dobivene i
ocekivane distribucije P-vrijednosti. Ako je A znatno veca od jedan, postoji veca vjerojatnost lazno

pozitivnih rezultata. LocusZoom (dostupan na adresi http://locuszoom.sph.umich.edu/) je

racunalni program za vizualizaciju rezultata koji su dobiveni cjelogenomskim analizama

povezanosti, a koristi informacije o LD strukturi genoma koristeéi referentne panele haplotipova
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HapMap faza II i ,,1000 Genoma“ (Pruim i sur., 2010). Regionalni grafovi povezanosti (engl.
regional association plot) za identificirane genske polimorfizme napravljeni su koristenjem

racunalnog programa LocusZoom.
3.5.6. Bioinformaticke baze podataka
Bionformati¢ke baze podataka i genomski preglednici UCSC i Ensembl koriSteni su za

identifikaciju gena u regijama gdje su identificirani znacajniji genski polimorfizmi. Genomski

preglednik UCSC Genome Browser (dostupan na adresi http://genome.ucsc.edu/) sadrzi

genomske podatke razli¢itih organizama i informacije o svim genima, lokacijama gena na
kromosomu, genskim varijantama, ekspresiji gena, kao i informacije o povezanosti gena, odnosno
genskih varijanti, s razli¢itim bolestima (Kent i sur., 2002). Baza podataka Ensembl (dostupna na

adresi http://www.ensembl.org/) je zajednicki projekt instituta Welcome Trust Sanger i EMBL-

EBI, sa svrhom anotacije niza eukariotskih genoma te daje detaljan opis gena i genomskih regija.
Ensembl sadrzi i informacije o transkriptima gena, genskim varijantama, homologiji sekvenci,
regulatornim elementima i proteinskim domenama (Yates i sur., 2015).

Za interpretaciju mogucih funkcionalnih ucinaka genskih varijanti koriStene su baze
podataka ENCODE, VEP i GTEx. Baza podataka ENCODE (dostupna na adresi

https://www.encodeproject.org/) je javni istrazivacki konzorcij kojeg je uspostavio Nacionalni

institut za istrazivanje ljudskog genoma (NHGRI), a obuhvaca popis funkcionalnih elemenata u
genomu covjeka, ukljucujuéi elemente koji djeluju na razini proteina, ribonukleinske kiseline
(RNK) i regulatorne elemente. U sklopu projekta ENCODE provedeno je mapiranje brojnih
epigenetickih oznaka, uz istovremenu kvantifikaciju transkripcijske aktivnosti na razini cijelog

genoma. VEP (dostupan na adresi https://www.ensembl.org/Tools/VVEP) je Ensemblov ra¢unalni

program Kkojim se takoder odreduje funkcionalni uc¢inak varijanti na transkripte i proteinske
sekvence, kao 1 na regulatorne regije. Za identifikaciju genskih varijanti koje objaSnjavaju
varijaciju na razini ekspresije gena koriStena je baza podataka GTEXx (dostupna na adresi

https://gtexportal.org/home/). GTEX je sveobuhvatni javni resurs za proucavanje tkivne ekspresije

1 regulacije gena, a omogucuje proucavanje ekspresije kvantitativnih obiljezja lokusa (engl.
expression quantitative trait loci, eQTL), odnosno analizu varijanti ekspresije gena izmjerenih u

stanicama i tkivima.
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4. REZULTATI

Nakon primjene kriterija iskljucenja opisanih u prethodnom poglavlju, broj ispitanika
ukljucenih u ovo istrazivanje je 623 ispitanika iz kohorte Split i 498 ispitanika iz kohorte Korcula,
dakle ukupno 1121 ispitanik. Od 623 ispitanika u kohorti Split, njih 347 (56 %) su Zene, a 276
(44 %) muskarci. Prosjec¢na dob ispitanika je 52 godine. U kohorti Korcula od 498 ispitanika, 306
(61 %) Cine zene, a 192 (39 %) su muskarci, s prosje¢nom dobi od 56 godina. Deskriptivna
statistika za fenotipska svojstva ispitanika odnosno za hormone T, T3 i omjer Ta/T4, napravljena
je koriste¢i raCunalni program R, i prikazana je u Tablici 4.1. Zbog odstupanja od normalne
distribucije, za prikaz varijabli koriSten je medijan i interkvartilni raspon. Medijan koncentracije
hormona T4 (s interkvartilnim rasponom) iznosi 115 (99.2, 123) nmol/L u kohorti Split, te 92
(81.9, 112) nmol/L u kohorti Koréula. U cjelogenomskoj analizi povezanosti za hormon T3
ukljuceno je ukupno 577 ispitanika, i to 312 Zena (54 %) 1 265 (46 %) muskaraca, prosjecne dobi
od 52 godine. Medijan koncentracije hormona T3 (s interkvartilnim rasponom) u kohorti Split
iznosi 1.7 (1.5, 1.9) nmol/L. U cjelogenomskoj analizi povezanosti za omjer Ta/T4 sudjelovao je
ukupno 571 ispitanik, od toga 311 Zena (54 %) i 260 muskaraca (46 %), prosjecne dobi od 52
godine. Medijan omjera T3/T4je 0.015 (0.014, 0.018).

Tablica 4.1. Deskriptivna statistika ispitanika u kohortama Split i Korc¢ula za sva tri fenotipa

Fenotip Split Korcula
Ta

N 623 498
Zene, N (%) 347 (56 %) 306 (61 %)
Medijan dobi (qL, qU) 52 (39, 61) 56 (46, 67)

Medijan BMI, kg/m2 (qL, qU)
Medijan T4, nmol/L (gL, qU)
Ts
N
Zene, N (%)
Medijan dobi (qL, qU)
Medijan BMI, kg/m2 (gL, qU)
Medijan T3 nmol/L (gL, qU)
Ta/Ts
N
Zene, N (%)
Medijan dobi (qL, qU)
Medijan BMI, kg/m2 (qL, qU)
Medijan Ts/T4 (gL, qU)

N — broj ispitanika, gL- donji kvartil, qU-gornji kvartil

26.85 (23.9, 29.9)
115 (99.2, 123)

577
312 (54 %)
52 (39, 61)

26.82 (24, 29.87)

1.7 (1.5, 1.9)

571
311 (54 %)
52 (39, 61)
26.78 (24, 29.86)
0.015 (0.014, 0.018)

27.6 (25.0, 30.5)
92 (81.9, 112)
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4.1. Rezultati cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T4

4.1.1. Kohorta Kor¢ula

Nakon provedene cjelogenomske analize povezanosti za hormon T4 u kohorti Korcula, niti
jedan polimorfizam nije dosegao cjelogenomsku razinu znacajnosti (P < 5 x 10®). Dvanaest
polimorfizama je pokazalo sugestiviu znacajnost i to polimorfizmi: rs10144948 u genu AKAP6
na 14. kromosomu, rs388415 u genu MICAL3 na 22. kromosomu, rs150597735 u genu RB1 na
13. kromosomu, rs4808184 u genu SLC25A42 na 19. kromosomu, rs7627911 u genu RPL39L na
3. kromosomu, rs6943525 blizu gena TRBV5-5 na 7. kromosomu, rs1515310 u ZNF385B genu na
2. kromosomu, rs4840920 koji se nalazi u intergenskoj regiji na 8. kromosomu, rs146617292 u
genu GSG1L na 16. kromosomu, rs148741293 u genu RERGL na 12. kromosomu, rs1854944 u
genu FLJ35024 na 9. kromosomu, i rs11959011 u genu WDR41 na 5. kromosomu. Veéina
identificiranih varijanti su intronske varijante. Svi rezultati sa sugestivnom znacajnoscu (P <5 x
10°%) su prikazani u Tablici 4.2. Graficki prikaz rezultata je na Slici 4.1. Faktor genomske inflacije
za cjelogenomsku analizu povezanosti za hormon T4 u kohorti Kor¢ula iznosi A = 0.99 $to upucuje

na nepostojanje genomske inflacije (Slika 4.2.)

Tablica 4.2. Rezultati cjelogenomske analize povezanosti za hormon T.u kohorti Koréula koji su dosegli

sugestivnu znacajnost (P <5 x 10°)

SNP Kr. Pozicija Gen Varijanta  A1/A0 MAF B SE P
rs10144948 14 33041374  AKAPG6 intron G/A 0.141 051 010 1.71x107
rs388415 22 18294211  MICAL3 intron CIT 0.375 -0.40 0.08 2.91x107
rs150597735 13 48885869 RB1 intron T/G 0.036 -1.01 020 4.63x107
rs4808184 19 19217727  SLC25A42 intron AIG 0.16 0.46 0.09 5.18x107
rs7627911 3 186893025 RPL39L intron TIC 0.161 -0.45 0.09 1.34x10°
rs6943525 7 142147218 TRBV5-5 uzvodnood A/T 0.257 -0.42 0.08 1.53x10°

gena
rs1515310 2 180446786 ZNF385B intron T/G 0.369 -0.34 0.07 1.70x10°
rs4840920 8 6241606 - intergenska  C/G 0.195 -0.43 0.09 2.39x10°
rs146617292 16 27958897 GSGI1L intron G/A 0.199 -0.42 0.09 3.47x10°
rs148741293 12 18348647 RERGL intron GIT 0.039 092 020 3.62x10°
rs1854944 9 2436508 FLJ35024 intron G/A 0.42 -0.31 0.07 4.54x10°
rs11959011 5 76803148 WDR41 intron CIT 0.051 -0.80 0.17 4.68x10°

Kr-kromosom, Al-efektni alel, AO-drugi alel, MAF-frekvencija rjedeg alela (engl. minor allele frequency), p-veli¢ina efekta polimorfizma, SE-

standardna pogreska (engl. standard error)
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Slika 4.1. Manhattan graf cjelogenomske analize povezanosti za hormon T4 u kohorti Koréula. Crvena linija
predstavlja cjelogenomsku granicu znadajnosti (P < 5x10%), dok plava linija predstavlja granicu sugestivne
znadajnosti (P < 5x10%). Na osi x su prikazani svi SNP-ovi ukljuceni u cjelogenomsku analizu, u skladu s njihovim
polozajem na svakom kromosomu, u odnosu na negativni logaritam P - vrijednosti na osi y. SNP-ovi s najzna¢ajnijim

asocijacijama (najniZom P - vrijednosti) isti¢u se na grafu.

Q-Q plot T4 Korcula

/.coo.'

Opazene -logyo(p)

Ocekivane — log, o(p)

Slika 4.2. Q-Q graf cjelogenomske analize povezanosti hormona T4 u kohorti Kor¢ula koji prikazuje odnos

ocekivanih i dobivenih P-vrijednosti.
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4.1.2. Kohorta Split

U cjelogenomskoj analizi povezanosti za hormon T4 u kohorti Split takoder niti jedan
genski polimorfizam nije dosegao cjelogenomsku granicu znadajnosti (P < 5 x 107%), ali je
identificirano nekoliko sugestivno znadajnih polimorfizama (P < 5 x 10). Polimorfizmi -
rs55635531 koji se nalazi u blizini gena RNF5P1 na 8. kromosomu, rs117510992 u genu SIK2 na
11. kromosomu, rs10795909 blizu gena UPF2 na 10. kromosomu, rs35221505 u genu LRRC34
na 3. kromosomu, rs6817527 u genu STK32B na 4. kromosomu i rs148428310 u genu SLIT1 na
10. kromosomu - dosegli su razinu znacajnosti od P < 5 x 10”. U Tablici 4.3. prikazani su svi
rezultati cjelogenomske analize u kohorti Split koji su dosegli sugestivnu znacajnost. Rezultati
cjelogenomske analize za hormon T4 u kohorti Split graficki su prikazani na Slici 4.3. Faktor
genomske inflacije za cjelogenomsku analizu povezanosti za hormon T4 u kohorti Split iznosi A
= 1.0 (Slika 4.4).

Tablica 4.3. Rezultati cjelogenomske analize povezanosti za hormon T, u kohorti Split koji su dosegli

sugestivnu znacajnost (P <5 x 10)

SNP Kr. Pozicija Gen Varijanta A1/A0 MAF B SE P
rs55635531 8 38434523  blizu RNF5P1 intergenska  A/G  0.018 1.17 0.23 2.92x107
rs117510992 11 111542688 SIK2 intron A/G  0.058 0.70 014 2.94x107
rs10795909 10 11949902  blizu UPF2 intergenska  T/C  0.467 -0.29 0.06 3.25x107
rs35221505 3 169523028 LRRC34 intron AIG  0.022 1.03 0.21 6.41x107
rs6817527 4 5346185 STK32B intron CIT 0.178 0.38 0.08 8.91x107
rs148428310 10 98861221  SLIT1 intron G/A 0.015 -128 026 9.02x107
rs6729430 2 11934756  LPIN1 intron TIC 0.017 1.35 0.28 1.33x10°
rs56061611 2 68032115 LINCO01812 intron CIG 0.089 0.58 0.12 1.43x10°
rs10903963 10 3139701 PFKP intron CIT 0.067 -0.60 0.12 1.82x10°
rs147068102 11 63188901  blizu SLC22A9 intergenska ~A/C  0.027 -0.88 0.19 2.08x10°¢
rs192740101 8 68505728  CPAG6 intron CIT 0.014 -1.49 0.32 2.70x10°
rs76849828 9 129065257 blizu intergenska  T/G 0.045 0.65 0.14 2.97x10°

LOC101929116
rs73586894 6 129183383 blizu LAMA2 intergenska  A/G  0.055 0.60 0.13 4.43x10°
rs35354721 12 118299899 KSR2 intron CIT 0.087 0.47 0.10 4.58x10°®
rs186667740 16 20927053 LYRM1 intron CIT 0.109 0.53 0.12 4.94x10°®

Kr-kromosom, Al-efektni alel, AO-drugi alel, MAF-frekvencija rjedeg alela (engl. minor allele frequency), B-veli¢ina efekta polimorfizma, SE-

standardna pogreska
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Slika 4.3. Manhattan graf cjelogenomske analize za hormon T u kohorti Split. Crvena linija predstavlja
cjelogenomsku granicu znacajnosti (P < 5x107), dok plava linija predstavlja granicu sugestivne znacajnosti (P <
5%10). Na osi x su prikazani svi SNP-ovi ukljudeni u cjelogenomsku analizu, u skladu s njihovim poloZajem na
svakom kromosomu, u odnosu na negativni logaritam P-vrijednosti na osi y. SNP-ovi s najznacajnijim asocijacijama

(najnizom P-vrijednosti) istiCu se na grafu.

Q-Q plot T4 Split

Opazene -loga(p)

Odekivane —10g1o(p)

Slika 4.4. Q-Q graf cjelogenomske analize povezanosti za hormon T, u kohorti Split.
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4.2. Rezultati meta-analize

Rezultati pojedina¢nih cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T4 kohorti Split i
Kor¢ula su objedinjeni meta-analizom. U meta-analizi cjelogenomskih analiza povezanosti za
hormon T4 ukupno je sudjelovao 1121 ispitanik - 623 ispitanika kohorte Split i 498 ispitanika
kohorte Korc¢ula (Tablica 4.1.). U Tablici 4.4. su prikazani svi rezultati meta-analize za hormon
T4 kohorti Split i Korcula, koji su dosegli sugestivnu razinu znacajnosti od P < 5 x 105, a na Slici
4.5. je graficki prikaz rezultata meta-analize. Najmanju P-vrijednost ima polimorfizam
rs12282281 (P = 4.00 x 107, B =-0.88, SE = 0.17, MAF = 0.018, za alel G) koji se nalazi na 11.
kromosomu unutar gena SLC22A9. Regionalni graf povezanosti za taj polimorfizam prikazan je
na Slici 4.7. Osim navedenog polimorfizma, polimorfizmi: rs6756332 u genu FMNL2 na 2.
kromosomu, rs148428310 u genu SLIT1 na 10. kromosomu, rs4973585 u genu NGEF na 2.
kromosomu, rs189994040 u genu SNCA na 4. kromosomu i rs73426512 u genu ZNF397 na 18.
kromosomu, dosegli su sugestivnu znacajnost na razini od P < 5 x 10 (Tablica 4.4.). Sve
navedene varijante su intronske varijante. Pouzdanost rezultata ispitana je faktorom genomske
inflacije koji za meta-analizu iznosi A = 1.0, $to ne ukazuje na povecanu vjerojatnost lazno

pozitivnih rezultata (Slika 4.6.).

Tablica 4.4. Rezultati meta-analize cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T4 u kohortama Split

i Kor¢ula koji su dosegli sugestivnu znacajnost (P <5 x 10F)

SNP Kr. Pozicija Gen Varijanta A1/A0 MAF B SE P

rs12282281 11 63168015  SLC22A9 intron G/A 0.018 -0.88 0.17 4.00x107

rs6756332 2 153198985 FMNL2 intron G/C 0.292 024 0.05 1.04x10°
rs148428310 10 98861221  SLIT1 intron G/A 0.022 -0.87 0.18 1.24x10°
rs4973585 2 233819091 NGEF intron C/T 0478 0.20 0.04 2.31x10°
rs189994040 4 90681795  SNCA intron T/A 0023 073 0.16 3.56x10°
rs73426512 18 32822352  ZNF397 intron T/C 0132 028 0.06 4.25x10°

Kr-kromosom, Al- efektni alel, AO - drugi alel, MAF-frekvencija rjedeg alela (engl. minor allele frequency), B-veli¢ina efekta polimorfizma, SE-

standardna pogreska
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Slika 4.5. Manhattan graf meta-analize cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T, u kohortama Split i
Koréula. Crvena linija predstavlja cjelogenomsku granicu znadajnosti (P < 5x10°€), dok plava linija predstavlja
granicu sugestivne znacajnosti (P < 5x107). Na osi x su prikazani svi SNP-ovi ukljuceni u cjelogenomsku analizu, u
skladu s njihovim polozajem na svakom kromosomu, u odnosu na negativni logaritam P-vrijednosti na osi y. SNP-

ovi s najznacajnijim asocijacijama (najnizom P-vrijednosti) isticu se na grafu.

Q-Q plot

Opazene —logio(p)
3

Ocekivane —logso(p)

Slika 4.6. Q-Q graf meta-analize cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T4 u kohortama Split i Kor¢ula.
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Slika 4.7. Detaljan prikaz regije na 11. kromosomu za lokus rs12282281 unutar gena SLC22A9. Najznacajniji SNP

oznacen je ljubi¢astom bojom, dok boje drugih SNP-ova predstavljaju LD s najznacajnijim SNP-om. Intenzitet boje

ostalih SNP-ova unutar regije predstavlja stupanj njihovog LD-a (r?) s referentnim SNP-om: crvena (r? > 0,8),

narandcasta (0,6 <0,8), zelena (0,4 < 0,6), svijetloplava (0,2< 0,4) i tamnoplave boje (r?<0,2). Ispod grafa su prikazane

lokacije poznatih gena u regiji.
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4.3.

Rezultati cjelogenomskih analiza povezanosti za hormon T3

Rezultati cjelogenomske analize povezanosti za hormon Tz u kohorti Split su prikazani u

Tablici 4.5. 1 na Slici 4.8. Grani¢nu razinu cjelogenomske znacajnosti pokazali su polimorfizmi
rs4712793 (P = 6.09 x 108, B = 0.23, SE = 0.04, za alel G), smjesten na 6. kromosomu koji se
nalazi blizu gena NRSN1, i polimorfizam rs116951285 (P = 6.25 x 108, B =-1.17, SE = 0.22, za
alel C) koji se nalazi na 11. kromosomu unutar gena RAB38. Regionalni grafovi povezanosti za

navedene polimorfizme prikazani su na Slikama 4.10. i 4.11. Polimorfizam rs10192064, koji se

nalazi na 2. kromosomu unutar gena PRKCE je pokazao sugestivnu razinu znacajnosti (P = 2.65 X

107). Ostalih osam polimorfizama, koji su dosegli sugestivnu razinu zna¢ajnosti od P <5 x 10¢,

su intergenske varijante osim polimorfizma rs11036283 koji se nalazi unutar gena LRRC4C

(Tablica 4.5.). Faktor genomske inflacije za cjelogenomsku analizu povezanosti hormona T3 iznosi
A =1.00 (Slika 4.9).

Tablica 4.5. Rezultati cjelogenomske analize povezanosti za hormon T3 u kohorti Split koji su dosegli

sugestivnu znacajnost (P <5 x 10)

SNP Kr.  Pozicija Gen Varijanta AL/A0 MAF B SE P
rs4712793 6 23856930 blizu NRSN1 intergenska G/A 0443 0.23 0.04 6.09x108
rs116951285 11 87858164 RAB38 intron CIT 0.019 -1.17 0.22 6.25x10°®
rs10192064 2 46080402 PRKCE intron CIT 0.350 -0.31 0.06 2.65x107
rs145757720 7 153446714 blizu DPP6 intregenska TIC 0.446 022 0.04 1.21x10°
rs1950580 14 27456562  blizu intergenska G/A 0.041 0.71 0.5 1.63x10°

LOC101927081
rs11036283 11 41216096 LRRC4C intron AIG 0.336 -0.29 0.06 1.69x10°
rs4860544 4 60270968 - intergenska TIC 0.327 029 0.06 1.92x10°
rs149325385 1 71846074  blizu NEGR1 intergenska A/G 0016 121 025 1.92x10°
rs12448370 16 17844082  blizu XYLT1 intergenska A/C 0.399 030 0.06 2.56x10°
rs4807438 19 3309136 blizu CELF5  intergenska A/G 0155 -0.46 0.10 3.30x10°
rs2720957 3 194770434 blizu XXYLT1 intergenska CIG 0.148 -0.44 0.09 3.65x10°

Kr-kromosom, Al- efektni alel, AO-drugi alel, MAF-frekvencija rjedeg alela (engl. minor allele frequency), B-veli¢ina efekta polimorfizma, SE-

standardna pogreska
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Slika 4.8. Manhattan graf cjelogenomske analize povezanosti za hormon Tz u kohorti Split. Crvena linija predstavlja
cjelogenomsku granicu znacajnosti (P < 5x10), dok plava linija predstavlja granicu sugestivne znadajnosti (P <
5x10). Na osi x su prikazani svi SNP-ovi uklju¢eni u cjelogenomsku analizu, u skladu s njihovim poloZajem na
svakom kromosomu, u odnosu na negativni logaritam P-vrijednosti na osi y. SNP-ovi s najznaéajnijim asocijacijama

(najnizom P-vrijednosti) isticu se na grafu.

Q-Q plot T3
w0 ®
=
&
o <
I
g
3
jo R
(@]
o~
o -
T T T T
0 2 4 6

Ocekivane —logg(p)

Slika 4.9. Q-Q graf cjelogenomske analize povezanosti hormona Tsu kohorti Split.
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Slika 4.10. Prikaz regije na 6. kromosomu za lokus rs4712793 blizu gena NRSN1. Najznacajniji SNP oznaden je
ljubi¢astom bojom, dok boje drugih SNP-ova predstavljaju LD s najznacajnijim SNP-om.
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Slika 4.11. Prikaz regije na 11. kromosomu za lokus rs116951285 u genu RAB38. Najznadajniji SNP oznacen je
ljubi¢astom bojom, dok boje drugih SNP-ova predstavljaju LD s najznacajnijim SNP-om. Intenzitet boje ostalih SNP-
ova unutar regije predstavlja stupanj njihovog LD-a (r?) s referentnim SNP-om: crvena (r? > 0,8), naranéasta (0,6 <
0,8), zelena (0,4 < 0,6), svijetloplava (0,2< 0,4) i tamnoplave boje (r>< 0,2). Ispod grafa su prikazane lokacije poznatih

gena u regiji.
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4.4. Rezultati cjelogenomskih analiza povezanosti za omjer T3/Ta

U cjelogenomskoj analizi povezanosti za omjer Ts/T4, polimorfizam rs1182264 je dosegao
cjelogenomsku granicu znac¢ajnosti (P = 2.50 x 107?), a nalazi se na 11. kromosomu izmedu gena
SLC22A9 i HRASLS5. Regionalni graf povezanosti za polimorfizam rs1182264 prikazan je na
Slici 4.14. Sugestivnu razinu znacajnosti (P < 5 x 107") dosegli su polimorfizmi rs4941659 blizu
gena KPNA3 na 13. kromosomu, rs12360138 u genu ZMIZ1 na 10. kromosomu, rs145757720
blizu gena DPP6 na 7. kromosomu, rs4712793 blizu gena NRSN1 na 6. kromosomu, rs4778270
u genu PWRN4 na 15. kromosomu i rs10903963 u genu PFKP na 10. kromosomu, a ostalih pet
polimorfizama prikazanih u Tablici 4.6. — rs6425201, rs9307484, rs146024196, rs10927459,
rs76647776 — dosegli su razinu znacajnosti od P < 5 x 10, Svi rezultati cjelogenomske analize
za omjer T3/T4 su prikazani u Tablici 4.6. a grafi¢ki na Slici 4.12. Za cjelogenomsku analizu

povezanosti za omjer Ta/T4 faktor genomske inflacije iznosi A = 1.00 (Slika 4.13.)

Tablica 4.6. Rezultati cjelogenomske analize povezanosti omjera Ts/T4 u kohorti Split koji su dosegli

cjelogenomsku (P <5 x 10°®) i sugestivnu razinu zna¢ajnosti (P < 5 x 10°®)

SNP Kr. Pozicija Gen Varijanta ~ AL/A0 MAF B SE P
rs11822642 11 63224142  blizu SLC22A9 intergenska T/C 0.042 083 0.15 2.50x10°
i HRASLS5
rs4941659 13 50403124  blizu KPNA3 intergenska  G/A 0.495 030 0.06 1.26x107
rs12360138 10 80958629  ZMIz1 intron G/A  0.039 -0.83 0.16 3.59x107
rs145757720 7 153446714 blizu DPP6 intergenska  T/C 0.442 022 0.04 6.40x107
rs4712793 6 23856930  blizu NRSN1 intergenska  G/A 0438 021 0.04 7.01x107
rs4778270 15 24227492 PWRN4 intron G/A 0495 -0.28 0.06 9.10x107
rs10903963 10 3139701 PFKP intron CIT 0.069 061 012 9.62x107
rs6425201 1 173012804 TNFSF18 intron T/C 0.056 060 0.12 1.80x10°
rs9307484 4 121056511 - intergenska  G/T 0427 -0.28 0.06 2.52x10°
rs146024196 3 24464162 THRB intron T/C 0.015 -1.23 0.26 3.01x10°
rs10927459 1 14861570 KAZN intron A/C 0331 029 0.06 3.00x10°
rs76647776 2 74258169 TET3 intron CIG 0.031 089 0.19 3.04x10°

Kr-kromosom, Al-efektni alel, AO-drugi alel, MAF-frekvencija rjedeg alela (engl. minor allele frequency), p-veli¢ina efekta polimorfizma, SE-

standardna pogreska. Polimorfizam s cjelogenomskom granicom znacajnosti (P < 5 x 10°®) je podebljan.
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Slika 4.12. Manhattan graf cjelogenomske analize povezanosti za omjer Ts/T4 u kohorti Split. Crvena linija

predstavlja cjelogenomsku granicu znadajnosti (P < 5x10%), dok plava linija predstavlja granicu sugestivne

znadajnosti (P < 5x107°). Na osi x prikazani su svi SNP-ovi uklju¢eni u cjelogenomsku analizu, u skladu s njihovim

polozajem na svakom kromosomu, u odnosu na negativni logaritam P-vrijednosti na osi y. SNP-ovi s najznacajnijim

asocijacijama (najnizom P-vrijednosti) isticu se na grafu.
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Slika 4.13. Q-Q graf cjelogenomske analize povezanosti za omjer Ts/T4 u kohorti Split.
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Slika 4.14. Detaljan prikaz regije na 11. kromosomu za lokus rs11822642 koji se nalazi izmedu gena SLC22A9 i
HRASLS5. Najznacajniji SNP oznacen je ljubicastom bojom, dok boje drugih SNP-ova predstavljaju LD s
najznadajnijim SNP-om. Intenzitet boje ostalih SNP-ova unutar regije predstavlja stupanj njihovog LD-a (r?) s
referentnim SNP-om: crvena (r> > 0,8), narancasta (0,6 < 0,8), zelena (0,4 < 0,6), svijetloplava (0,2< 0,4) i tamnoplave

boje (r?< 0,2). Ispod grafa su prikazane lokacije poznatih gena u regiji.
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45. Lokus SLC22A9

U dvije provedene analize pronadeni su genski polimorfizmi unutar ili u blizini gena
SLC22A9 na 11. kromosomu, i to genski polimorfizam rs11822642 povezan s omjerom Ta/Ty,
koji je pokazao cjelogenomsku razinu znacajnosti (P = 2.50 x 10®), i genski polimorfizam
rs12282281, koji se nalazi u intronu gena SLC22A9, povezan s koncentracijom hormona T4 koji
je pokazao sugestivnu razinu znacajnosti (P = 4.00 x 107). Ta dva polimorfizma su u umjerenom
LD-u (r> = 0.42 za europsku populaciju). Genski polimorfizam rs11822642, koji pokazuje
najznacajniju povezanost s omjerom T3/Ts, nalazi se ~46 kb od gena SLC22A9 i ~4 kb od gena
HRASLS5 (Slika 4.14.). Pretrazivanjem bioinformatic¢kih baza podataka (ENCODE, GTEXx, VEP)
nisu pronadeni moguéi funkcionalni ucinci dobivenih genskih polimorfizama kao ni znacajni
eQTL-ovi. Alel T polimorfizma rs1182264 povezan je s visSim omjerom T3/T4 (f = 0.83, SE =
0.15) i smanjenom koncentracijom hormona T4 (P = 0.00066, 3 = - 0.37, SE = 0.11).

Izmedu hormona T3 i T4 postoji slaba korelacija (r = 0.24), dok je za omjer T3/T4 pokazana
jaca korelacija (s negativnim korelacijskim faktorom) s koncentracijom hormona T4 (r = -0.67, P
< 0.0001), nego s koncentracijom hormona Tz (r = 0.52, P < 0.0001). Na Slici 4.15. dijagramom
pravokutnika (engl. box-plot) prikazana je distribucija hormona T4 i T3z te omjera Ta/T4 u kohorti
Split s obzirom na genotip, za polimorfizme rs11822642 (najznacajniji genski polimorfizam
povezan s omjerom Ta/T4) i rs12282281 (najznacajniji genski polimorfizam povezan s ukupnom

koncentracijom hormona Ta).
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Slika 4.15. Prikaz distribucije hormona Ta, T3 i omjera T3/T4 s obzirom na genotip u kohorti Split za polimorfizme:
a) rs12282281 i b) rs11822642

4.6. Usporedba rezultata s literaturnim podatcima

Tablica 4.7. prikazuje usporedbu cjelogenomskih rezultata iz naSe studije s objavljenim
rezultatima iz literature koji su povezani s fenotipom slobodnih hormona stitnjace (fT3 i fT4) s
obzirom na to da nisu radene cjelogenomske analize povezanosti s koncentracijama ukupnih
hormona Stitnja¢e. Od 26 genskih varijanti tri polimorfizma, prethodno povezana s hormonom
fT4, pokazala su povezanost s omjerom T3/T4 na razini znacajnosti P < 0.05, i to polimorfizmi:
rs17185536 smjesten u genu LOC728012 na 6. kromosomu, rs12907106 smjeSten u genu USP3
na 15. kromosomu, i rs11103377 smjesten u genu LHX3 na 9. kromosomu. Dva polimorfizma,
rs10119187 smjesten u genu GLIS3 na 9. kromosomu i 152235544 smjesSten u genu DIO1 na 1.
kromosomu, prethodno povezani s hormonom fT4, u nasoj analizi pokazali su povezanost s

hormonom T4 na razini znacajnosti P < 0.05.
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Tablica 4.7. Analiza literaturnih podataka GWA studija u meta-analizi hormona T4 i cjelogenomskim analizama povezanosti hormona Tz i omjera T3/T,4

Literatura T4 (meta-analiza) T3 LEAY!

SNP Kr. PMID Al Gen B SE 5 Al/ A0 B SE b B SE 5 B SE b
fT4

rs4954192 2 30367059 T ACMSD -0,03 0,006 93E®” T/C 001 005 0812 -003 0,06 0683 -004 006 0,538
rs6785807 3 30367059 A  SOX2-OT -0,06 0,009 6,97 AIG 003 006 058 -007 008 039 -012 0,08 0,132
rs10946313 6 30367059 T D4 0,04 0,006 62E'2 CIT -002 005 0,719 0,00 006 0949 003 006 0,618
rs9356988 6 30367059 A SLC17A4 -0.05 0,007 5,7E AIG -0,08 005 0,109 -0,02 0,06 0,770 0,10 0,07 0,123
rs17185536 6 30367059 T LOC728012 0,07 0,008 27E2  T/C 004 005 0463 -005 0,07 0449 -0,15 0,07 0,037
rs67583169 8 30367059 C CA8 0,06 0,009 7,112 G/C -0,05 006 0,384 -0,07 0,08 0,405 0,05 0,08 0,573
rs10119187 9 30367059 T  GLIS3 0,05 0,008 80E! CIT -0,13 005 0,016 -008 007 0312 007 007 0329
rs10818937 9 30367059 T  NEKG6 -004 0,006 4,9 T/IC -0,05 005 0,316 -0,04 0,07 0,541 0,00 0,07 0,993
rs11039355 11 30367059 T FNBP4 -0,04 0,006 79E!'  T/C -008 005 0,09 -005 006 0410 003 006 0,639
rs4149056 12 30367059 T  SLCO1B1 -0,05 0,007 63E!'" CIT 007 006 0213 -0,03 0,07 0662 -006 007 0,420
rs225014 14 30367059 T DIO2 0,06 0,006 46EY" cIT -0,08 0,04 0,067 -0,07 0,06 0,224 0,03 0,06 0,647
rs978055 14 30367059 A DIO2 0,04 0,007 11E% AT -002 004 0,731 -004 006 0563 001 0,06 0,860
rs11626434 14 30367059 C DIO30S 0,06 0,007 1,7E!® CIG - 005 0984 005 0,06 0479 0,02 0,06 0,706

0,0009

rs12323871 14 30367059 T  DIO30S -0,05 0,008 14E%  T/C -001 006 0806 -002 008 0810 -0,002 0,08 0,978
rs12907106 15 30367059 C  USP3 -0,04 0,007 3,7E% G/C 002 00 0677 -009 0,07 0187 -014 0,07 0,038
rs8063103 16 30367059 C  SNX29 -0,05 0,009 7.8E” G/C 0,05 0,06 0,393 0,04 0,08 0,601 0,00 0,08 0,968
rs11078333 17 30367059 A NCOR1 0,04 0.006 2,0E'2 T/A -009 005 0,060 002 006 0718 009 006 0,157
rs56069042 18 30367059 A MC4R 0,10 0.017 36E® G/A 0,004 0,15 0,975 0,17 021 0,415 0,10 0,21 0,638
rs2235544 1 25743335 A DIO1 0,15 0,013 52E3* A/C 0,12 0,04 0005 005 0,06 0358 -0,10 0,06 0,091
rs7694879 4 25743335 T AADAT 0,14 0,022 42E' T/C -003 008 07721 011 011 0306 010 011 0,374
rs11103377 9 25743335 G LHX3 0,09 0,013 14E'"  G/A 005 0,04 0291 -0,02 0,06 0,742 -0,11 0,06 0,047
rs113107469 18 25743335 T  B4GALT6 022 0037 13E° TIC 002 011 0824 015 015 0316 007 015 0,635
rs11206244 1 21367965 A DIO1 0,16 0.03 50E T/IC 009 005 005 006 006 033 -005 006 0,379
rs11726248 4 23408906 A  AADAT 0,11 0,019 52E° AIG -0,03 0,07 0,653 0,18 0,09 0,057 0,09 0,09 0,351
rs7860634 9 23408906 A  LHX3 0,10 0,013 23E™ AIG 004 005 0391 -001 0,06 098 -010 006 0,116
fT3

rs67142165 1 30843173 T EPHB2 0,34 0.06 927E° TIC -005 007 0465 -002 009 0829 005 009 0571

Kr. - kromosom; PMID - identifikacijski broj ¢lanka u bazi "PubMed”; A1 — efektni alel, A2 — drugi alel. Polimorfizmi s P-vrijednosti manjom od 0.05 su osjencani.



5. RASPRAVA

Hormoni stitnjace djeluju na gotovo sve stanice u organizmu i bitni su za normalan rast i
razvoj organizma. Poremecaji funkcije Stitnjace su Cesti u op¢oj populaciji, osobito u Zena, te se
dijagnosticki testovi za utvrdivanje bolesti Stitnjace svrstavaju medu najcesce izvodene pretrage
(Kusi¢ i sur., 2009). Klinicka slika bolesti stitnjace vrlo je promjenjiva, a Cesto i nespecifi¢na,
stoga se dijagnoza disfunkcije $titnjace uglavnom temelji na biokemijskim mjerenjima. Parametri
serumske razine hormona $titnjaée pokazuju znacajne razlike izmedu pojedinaca, pri ¢emu su
geneti¢ke varijacije bitni ¢imbenici. Geneticka pozadina povezana s koncentracijama slobodnih
hormona S§titnjate (fT4 i fT3) u zdravih ispitanika istrazivana je u nekoliko kandidatnih i
cjelogenomskih studija te je do danas pronadeno preko 20 gena povezanih s koncentracijama
slobodnih hormona Stitnjace. Iako su slobodni hormoni Stitnjace bioloski aktivni oblici,
identifikacija geneticke pozadine ukupnih koncentracija hormona $titnjaée moze dati jednako
vazne podatke s obzirom na to da predstavljaju ukupnu dostupnost hormona Stitnjace u cirkulaciji.
Takoder, mjerenja ukupnih hormona stitnjace u kombinaciji s drugim testovima Stitnjace, koriste
se u dijagnostici poremec¢aja funkcije Stitnjace i daju pouzdane podatke o stanju Stitnjace, U
odsutnosti bilo kakvih poremecaja vezanja na proteinske nosace. U ovom istraZivanju, u kojem je
sudjelovao sveukupno 1121 ispitanik, provedene su prve cjelogenomske analize povezanosti za
identifikaciju genskih varijanti povezanih s ukupnim koncentracijama hormona Stitnjace Ts i Ts.
Najvazniji rezultat je identifikacija genskih varijanti u genomskoj regiji SLC22A9 koje su pokazale

povezanost s ukupnom koncentracijom hormona T4 i s omjerom T3/Ta.

Cjelogenomskim analizama povezanosti za koncentraciju hormona T4 u kohortama Split i
Korcula nije identificiran ni jedan polimorfizam na cjelogenomskoj razini znacajnosti, ali je
nekoliko polimorfizama pokazalo sugestivnu znacajnost. Da bi povecali snagu studije, rezultati
cjelogenomskih analiza povezanosti za koncentraciju hormona T4 su objedinjeni meta-analizom.
U meta-analizi, genski polimorfizam koji je pokazao najznacajniju povezanost s koncentracijom
hormona T4 je rs12282281, koji se nalazi unutar gena SLC22A9 na 11. kromosomu. Alel G
polimorfizma rs12282281 povezan je sa smanjenom koncentracijom hormona T4 u serumu.

Gen SLC22A9 kodira za transportni protein iz obitelji SLC22, a pripada superobitelji
nosaca otopljenih tvari SLC (engl. Solute Carrier family), drugoj najveéoj skupini membranskih
transportnih proteina koji posreduju u transportu Sirokog spektra molekula (Koepsell, 2013).

Prema dostupnim bazama podataka (dostupno na adresi http://sic.bioparadigms.org/), u
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superobitelji SLC trenutno postoji vise od 400 proteina podijeljenih u 65 obitelji (Bai i sur., 2017),
a obitelj SLC22 je i dio klana obitelji MFS (engl. Major Facilitator Superfamily) (Héglund i sur.,
2010). S obzirom na prijenos supstrata i funkciju koju obavljaju proteini obitelji SLC22, dijelimo
ih u tri podskupine: 1) prijenosnike organskih aniona (OAT, od engl. organic anion transporter),
u koju spada protein SLC22A9, (2) prijenosnike organskih kationa (OCT, od engl. organic cation
transporter) i (3) prijenosnike karnitina (OCTN, od engl. organic carnitine transporters)
(Koepsell, 2013). SLC22A9 (takoder poznat i kao OAT7) je prijenosnik organskih aniona,
eksprimiran pretezno u jetri i smjesten u sinusoidalnoj membrani hepatocita, te za razliku od
ostalih proteina iz obitelji SLC22, pokazuje specifi¢nu selektivnost supstrata prenoseci sulfatirane
konjugate (Shin i sur., 2007) pa prenosi konjugate steroidnih hormona, estron sulfata (engl.
estrone-3-sulfate, E3S) i dehidroepiandrosteron sulfata (engl. dehydroepiandrosterone sulfate,
DHEAS), a posjeduje i jedinstveni mehanizam izmjene sulfatnih konjugata s kratkolan¢anim
masnim kiselinama na sinusoidnoj membrani hepatocita jetre (Shin i sur., 2007).

Hormoni §titnjace ne difundiraju slobodno preko stani¢éne membrane, ve¢ su im za prijenos
preko membrane potrebni specifi¢ni transportni proteini (Hennemann i sur., 2001). Nakon sinteze
u Stitnjaci, hormoni T4 i T3 otpustaju se u cirkulaciju preko bazolateralne membrane prvenstveno
uz pomo¢ prijenosnika MCTS, dok je stani¢ni unos T4 i T3 posredovan i brojnim drugim
membranskim transportnim proteinima. Uz MCT8, pokazano je da MCT10 (Friesema i sur.,
2003), nekoliko proteina iz obitelji OATP (Fujiwara i sur., 2001), LAT (Schweizer i sur., 2014) i
NTCP (Friesema i sur., 1999; Visser i sur., 2010) imaju sposobnost prenosenja hormona Stitnjace,
te svi poznati hormoni stitnjace pripadaju superobitelji SLC, kao i SLC22A9. Medutim, SLC22A9
dosad joS nije bio povezivan s transportom hormona Stitnjace.

Svi navedeni transportni proteini hormona Stitnjaée pokazuju uobicajenu topologiju
sadrze¢i 12 transmembranskih domena (TMD), gradenih od a-uzvojnica, s N- i C- terminalnim
krajevima koji se nalaze unutar stanice (Kinne i sur., 2011), osim prijenosnika NTCP za kojeg je
predvidena struktura od sedam TMD (Hagenbuch i sur., 1994). Za prijenosnike obitelji SLC22,
odnosno podskupinu OAT, u koju spada i SLC22A09, takoder je predvidena struktura od 12 TMD
gradenih od a-uzvojnica s oba terminalna kraja unutar stanice (Roth i sur., 2012). S obzirom na
klasifikacije obrazaca smatanja proteina, MCT8, MCT10 i proteini obitelji OATP i LAT, pripadaju
obitelji MFS, kao i SLC22A9. Tako obitelj proteina OATP takoder pripada obitelji MFS u pogledu
slicnosti sekvenci, evolucijski je udaljenija od MCT8 i MCT10, a LAT1 i LAT2 jo$ su vise
udaljeni od MCT8 (Kinne i sur., 2011). Poravnavanjem sekvenci otkriveno je da MCT8 i njegov
bliski homolog, MCT10, ne sadrze mjesta izvanstani¢ne glikozilacije, kao ni LAT, ali neki drugi

prijenosnici hormona $titnjace, poput proteina iz obitelji OATP, sadrze. Proteini OATP sadrze
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izvanstani¢ne petlje s viSe predvidenih mjesta N-glikozilacije, iako to¢an polozaj ovisi o proteinu.
Velika peta izvanstani¢na petlja sadrzi mnogo konzerviranih cisteinskih ostataka, za koje se
pokazalo da formiraju disulfidne mostove i vazni su za povrSinsku ekspresiju proteina OATP. Kod
OAT-a, postoji velika izvanstani¢na petlja izmedu TMD1 i1 TMD2, vazna za N-glikozilaciju
proteina, a u nekim slu¢ajevima i za njegovu homo-oligomerizaciju (nosi konzervirane cisteinske
ostatke za formiranje disulfidnih mostova), kao i1 velika unutarstani¢na petlja izmedu TMD6 i1
TMD7, ukljucena u posttranskripcijsku regulaciju (Nigam i sur., 2015) (Slika 5.1.) Transportni
proteini hormona Stitnjace predstavljaju primjer konvergentne evolucije, jer je nekoliko obitelji
transportnih proteina evoluiralo u proteine koji su sposobni za transport hormona $titnjace, usprkos

njihovim strukturnim razlikama (Litwack, 2018).

Izvanstanicni prostor

COOH

Unutarstani¢ni prostor

Slika 5.1. Tlustracija predvidene topologije prijenosnika organskog aniona (OAT). Transmembranske domene
povezane su velikom izvanstani¢nom i unutarstani¢énom petljom, s oba N- i C- kraja unutar stanice (G - mjesta

glikozilacije; P - mjesta fosforilacije). Prilagodeno i preuzeto iz Nigam i sur., 2015.
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Osim S§to pokazuje slicnu topologiju u sekundarnoj strukturi od 12 TMD, SLC22A9
pokazuje i sli¢nosti s ostalim transportnim hormonima $titnjace prenoseci iste supstrate - sulfatne
konjugate i konjugate steroidnih hormona (E3S i DHEAS). Transportni proteini OATP1B1 i
OATPI1B3 iz obitelji OATP, ukljuceni su u transport hormona T4 i T3 (Abe i sur., 1999; Abe i sur.,
1998), ali je OATP1B1 ukljucen i u prijenos njihovih sulfata - T4S i T3S (van der Deure i sur.,
2008b). Proteini obitelji OATP takoder pokazuju i tkivnu specifi¢nost pa su proteini OATP1BL1 i
OATP1B3 eksprimirani iskljuc¢ivo u jetri, u sinusoidalnoj ili bazolateralnoj membrani hepatocita,
kao i SLC22A9. Protein OATP2B1 prenosi konjugate steroidnih hormona, E3S i DHEAS (Kullak-
Ublick i sur., 2001; Pizzagalli i sur., 2003), ali osim u jetri lokaliziran je i u placenti i na apikalnoj
membrani epitelnih stanica crijeva. OATP1A2 je prijenosnik soli zuénih kiselina i
sulfobromftaleina (BSP, od engl. sulfobromophthalein) u jetri, ali i hormona stitnjace T4, T3 1 1T3
(Kullak-Ublick i sur., 1995). Takoder, pokazano je da olaksava i prijenos njihovih sulfata T4S, T3S
i r'T3S te je osim u jetri eksprimiran i u mozgu i bubrezima (van der Deure i sur., 2010). Proteini
OATP ne prenose samo hormone Stitnjace ve¢ i druge organske anione, soli Zucnih kiselina,
neutralne spojeve pa ¢ak i katione. Svi ¢lanovi proteina podobitelji OATP1 koji prenose hormone
Stitnja¢e smjeSteni su na istom klasteru (zajedno s povezanim pseudogenom) Kkoji se nalazi u
kromosomskoj regiji 12p12, i uz to, u prosjeku pokazuju oko 50 % homologije u slijedu
aminokiselina (van der Deure i sur., 2010).

Tkivnu specifi¢nost pokazuje i transportni protein NTCP koji je lokaliziran u jetri, a
ukljucen je u transport hormona Ta, T4S 1 T3S, ali i E3S i DHEAS (Visser i sur., 2010). U usporedbi
s drugim prijenosnicima iz podskupine OAT, SLC22A9 takoder pokazuje tkivnu specificnost s
dominantnom ekspresijom u jetri, a pokazuje i specifi¢nu selektivnost supstrata prenoseci sulfatne
konjugate (Shin i sur., 2007). Pokazano je da je sulfatacija vazan put u metabolizmu hormona
stitnjace (van der Deure i sur., 2008b), a sulfatni oblici hormona §titnjace (T4S, T3S) imaju niske
koncentracije u cirkulaciji jer se brzo razgraduju enzimom dejodinaza tipa 1, istim enzimom koji

je odgovoran za pretvorbu i aktivaciju hormona Tsu bioloski aktivan Tz (Wu i sur., 2005).
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U istoj genomskoj regiji na 11. kromosomu, u blizini gena SLC22A9, polimorfizam
rs11822642 povezan s omjerom T3/Ts, dosegao je cjelogenomsku razinu znacajnosti, jedini u
ovom istrazivanju. Alel T polimorfizma rs11822642 povezan je s ve¢im omjerom T3/T4 (P = 2,11
x 10°®) i smanjenom koncentracijom hormona T4 (P = 6.6.x 10#). Ova regija uklju¢uje i druge gene
iz obitelji nosaca otopljenih tvari, SLC22A10, SLC22A24 i SLC22A25, koji su svi dio podobitelji
SLC22A, kao i SLC22A9 (Slika 4.14.), te posreduju u prijenosu razlicitih spojeva od toksina iz
okoli$a, endogenih metabolita do razlicitih lijekova. Sva Cetiri transportna gena iz podobitelji
SLC22A - SLC22A10, SLC22A24, SLC22A25 i SLC22A9 - smjestena su na istom klasteru gena
koji se nalazi na poziciji 11q12.3, te usporedbom sekvenci pokazuju 50 do 75 % sli¢nosti
(Jacobsson i sur., 2007; Nigam i sur., 2015). Geni SLC22A10 i SLC22A25 imaju ograni¢enu
ekspresiju u jetri, dok je za SLC22A24 pokazano da je pretezno eksprimiran u bubregu (Jacobsson
i sur., 2007). To¢na funkcija ovih proteina, kao i supstrata koje prenose, jos uvijek nije do kraja
razjasnjena, ali je za gene iz obitelji nosaca otopljenih tvari ve¢ ranije pokazano da filogeneticki
srodni proteini prenose iste ili sli¢ne supstrate (Eraly i sur., 2004; Jacobsson i sur., 2007; Wu i sur.,
2009).

Cjelogenomskim analizama povezanosti i analizama egzoma su identificirani polimorfizmi
unutar gena obitelji SLC22A koji su povezani s koncentracijama razli¢itih hormona i metabolita.
Vise neovisnih GWAS studija otkrilo je jaku povezanost polimorfizama s koncentracijama
steroidnih metabolita u genima obitelji SLC22A i to na cjelogenomskoj razini znacajnosti. U
studiji Ruth i suradnika (2016) identificiran je polimorfizam rs112295236 uzvodno od gena
SLC22A9, a nizvodno od gena SLC22A24 i SLC22A25. Taj je polimorfizam pokazao
cjelogenomsku razinu znacajnosti s koncentracijom progesterona. U najnovijoj GWAS studiji,
Yee i suradnici (2019) otkrili su jaku povezanost polimorfizama rs11231341 unutar gena
SLC22A24 s koncentracijama androsteron glukuronida i etioholanolon glukuronida, takoder na
cjelogenomskoj razini znacajnosti. Analizom egzoma, u studiji koju su proveli Yamada i suradnici
(2017), pokazano je da je polimorfizam rs11231397 koji se nalazi u genu SLC22A25 znacajno
povezan s fibrilacijom atrija u japanskoj populaciji. Alel C polimorfizma rs11231397 predstavlja

faktor rizika za nastanak tog stanja, iako funkcionalni znacaj ove povezanosti ostaje nepoznat.
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Postojanje dvaju signala u istoj genomskoj regiji povezanih s koncentracijom hormona T4
i omjerom Ta/T4, potvrduje relevantnost ove genomske regije, koju je svakako potrebno dalje
istraziti. Uzimajuci u obzir predvidenu sekundarnu strukturu od 12 TMD (Roth i sur., 2012; Nigam
I sur., 2015) i sli¢nosti U prijenosu istih supstrata s ostalim transportnim proteinima hormona
Stitnjace, a posebice sa superobitelji OATP (Kullak-Ublick i sur., 2001; Pizzagalli i sur., 2003; van
der Deure i sur., 2008b), i s obzirom na dominantnu ekspresiju SLC22A09 u jetri, rezultati upucuju
na potencijalnu ulogu SLC22A9 kao novog transportnog proteina hormona $titnjace. Medutim,
potrebno je provodenje funkcionalnih studija da bi se utvrdio znac¢aj SLC22A9 in vivo, a potrebne

su i daljnje analize kako bi se razjasnili ovi rezultati.

Jos jedan novi transportni protein iz superobitelji SLC identificiran je u nedavnoj velikoj
meta-analizi Teumera i suradnika (2018). Pokazano je da je polimorfizam rs9356988 povezan s
koncentracijom hormona fT4 na cjelogenomskoj razini znacajnosti, a nalazi se u genu SLC17A4 i
pripada obitelji SLC17, ¢iji €lanovi prenose razlicite organske anione. SLC17A4 je prijenosnik
organskih aniona a posebno je eksprimiran u jetri, te bubrezima i gastrointestinalnom traktu
(Togawa i sur., 2012). U istoj toj studiji SLC17A4 je dalje ispitivan in vitro gdje su funkcionalne
analize pokazale da je ljudski SLC17A4 sposoban transportirati i hormone Stitnjace T4 i Ta3.
Nadalje, s obzirom na uocene ucinke SLC17A4 na transport T4 i T3, dodatno su testirali i
povezanost identificirane genske varijante u genu SLC17A4 s koncentracijom homona T3 i

omjerima Ta/fT4 i fT3/fT4, gdje je potvrdena povezanost rs9356988 i s omjerom Ta/fTa.

Pokazano je da polimorfizmi u genima koji kodiraju transportne proteine hormona §titnjace
mogu utjecati na prijenos hormona Stitnja¢e preko stanicne membrane, a samim time 1 na
koncentracije hormona §titnjace u serumu i tkivima (van der Deure i sur., 2007). Polimorfizmi u
genima OATP1B1 i OATP1B3 detaljno su proucavani jer utje¢u na interindividualnu varijabilnost
u odgovoru pojedinaca na lijekove (Smith i sur., 2005). Do danas se samo jedno istrazivanje
fokusiralo na povezanost polimorfizma rs4149056 (Vall74Ala) u genu OATP1B1 s
koncentracijama hormona Stitnjae u serumu, te je pokazano da je alel C povezan s viS§im
koncentracijama T4S i rTs, i nizim omjerom Ts/rTs (van der Deure i sur., 2008b). Ostala
istrazivanja koja su istrazivala povezanost polimorfizama transportnih proteina s koncentracijama
hormona Stitnjace imala su ispitivani uzorak ogranicene veli¢ine i kontradiktorne rezultate (Lago-

Leston i sur., 2009; Roef i sur., 2013; van der Deure i sur., 2008).
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Od ostalih pet sugestivno znacajnih polimorfizama dobivenih u meta—analizi za hormon
Tz, jedino je gen NGEF u kojem se nalazi intronska varijanta rs4973585 (P = 2.31x10°), prethodno
povezan s relevantnim fenotipom povezanim s funkcijom Stitnjace. NGEF igra kriti¢nu ulogu u
stvaranju neuronskih veza te djeluje kao neuronski ¢imbenik izmjene nukleotida gvanin (engl.
neuronal guanidine nucleotide exchange factor). Studija iz Koreje je pokazala da je gen NGEF
diferencijalno eksprimiran u papilarnom tumoru Stitnjace (PTC) i da bi mogao biti potencijalni
biomarker za taj tip tumora (Chung i sur., 2012). Wang i suradnici (2016) razvili su panel koji ima
izvrsne performanse u razlikovanju benignih od malignih ¢vorova §titnjace, kombiniranjem samo

Cetiri gena, a medu njima je i NGEF.

Osim cjelogenomske znacajnosti koju je pokazao polimorfizam rs11822642, u
cjelogenomskoj analizi povezanosti za omjer Ta/T4 identificirano je jo§ jedanaest polimorfizama
sa sugestivnom znac¢ajnoscéu. Polimorfizam rs146024196 (P = 3.01x10°) nalazi se u genu THRB
(engl. Thyroid Hormone Receptor Beta), ¢iji je proteinski produkt jedan od jezgrenih receptora za
hormon T3z koji posreduje u bioloskim aktivnostima hormona Stitnja¢e. Gen kodira tri izoforme
proteina, TRPB1, TRP2 i TRP4, ukljucenih u regulaciju transkripcije ciljnih gena, time utjecuci na
viSe fizioloskih procesa, poput rasta stanica, diferencijacije, apoptoze i odrZzavanja metabolizma.
THRB je takoder ukljucen u patologiju brojnih bolesti, ukljucujuéi sindrom otpornosti na hormone
Stitnjaée (RTH, od engl. Resistance to Thyroid Hormone), pretilost, neurodegenerativne
poremecaje 1 rak. Takoder, mehanizam jezgrenog receptora TR je povezivan i s negenskim
mehanizmima djelovanja $to ima ucinak na angiogenezu i proliferaciju stanica raka (Davis i sur.,
2008; Puzianowska-Kuznicka i sur., 2013). Mutacije u genu THRB uzrokuju sindrom RTH
(Alberobello i sur., 2011) kojeg karakterizira guSavost i visoka razina cirkuliraju¢ih hormona
Stitnjace T3 | T4 s normalnim ili blago povisenim vrijednostima TSH. Neke genske varijante
identificirane u genu THRB pokazale su povezanost s razinom TSH u serumu, medutim, rezultati
nisu bili konzistentni (Sorensen i sur., 2008) ili su bili temeljeni na jednoj populaciji (Arnaud-
Lopez i sur., 2008). U studiji Medicija i suradnika (2011), tri polimorfizma u genu THRB pokazala
su povezanost s promijenjenim vrijednostima TSH u serumu, ali nakon korekcije za viSestruka

testiranja ti polimorfizmi nisu postigli statisticku znacajnost.
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THRB moze djelovati i kao tumor supresorski gen, a poremecaji ekspresije THRB nadeni su u
razli¢itim vrstama karcinoma. Jedan od karcinoma u kojem je primije¢ena poremecena ekspresija
THRB je svjetlostani¢ni papilarni karcinom bubreznih stanica (engl. clear cell renal cell
carcinoma, ccRCC), najcesci tip bubreznog karcinoma. Zanimljivo je da se gen THRB nalazi
unutar kromosomske regije 3p21-25, poznate i kao vruce mjesto (engl. hot spot) za mutacije u
genima uklju¢enim u patogenezu ccRCC-a. Uloga epigenetskih promjena u poremecajima THRB
istrazivana je u nekoliko studija, pogotovo uloga nekodiraju¢ih molekula RNK, zvane mikroRNK
(engl. microRNA, miRNA) koje imaju klju¢nu ulogu u posttranskripcijskoj regulaciji genske
ekspresije. Wojcicka i suradnici (2014) analizirali su ekspresiju THRB u ccRCC-u i pokazali su da
nenormalna ekspresija gena THRB ne proizlazi iz metilacije DNK u promotorskoj regiji gena
THRB, ve¢ na ekspresiju THRB u ccRCC-u utjec¢u mikroRNK, i to miR-155 i miR-425 koje se
izravno vezu unutar 3' UTR regije gena THRB, te je povisena ekspresija ovih mikroRNK u ccRCC-
U popra¢ena smanjenom regulacijom THRB-a. U studiji Jazdzewskog i suradnika (2011) pokazano
je da mikroRNK izravno inhibiraju ekspresiju THRB u papilarnom karcinomu $titnjaée (PTC).
Ako dode do hipermetilacije promotorskih regija moze do¢i do smanjene aktivnosti, pa i utiSavanja
gena, Sto dovodi do niza promjena. Tako je hipermetilacija promotorske regije DNK koja doprinosi
utiSavanju THRB, zabiljezena u nekoliko karcinoma, ukljucujuéi karcinome dojke, Stitnjace, pluca
i leukemije, a istrazivanja su pokazala da su stope metilacije THRB-a vrlo razli¢ite u bolesnika,
bududi je hipermetilirani THRB otkriven u 25 — 80 % analiziranih karcinoma (Dunwell i sur., 2009;
Iwasaki i sur., 2010; Joseph i sur., 2007; Ling i sur., 2010).

Sugestivnu znacajnost u cjelogenomskoj analizi povezanosti za omjer Ts/T4 pokazao je i
polimorfizam rs12360138 (P = 3.59 x 107), smjesten na 10. kromosomu u intronskoj regiji gena
ZMIZ1. Gen ZMIZ1 kodira protein koji je ¢lan obitelji proteina PIAS (engl. protein inhibitor of
activated STAT), koji reguliraju aktivnost razli¢itih transkripcijskih ¢imbenika, ukljucujuci
androgene, Smad 3/4 i p53 (Li i sur., 2006). Tuccili i suradnici (2015) pokazali su da je ekspresija
ZMIZ1 deregulirana u tkivima papilarnog karcinoma stitnjace, $to vjerojatno i doprinosi progresiji
tumora. Polimorfizam rs4778270 nalazi se u intronskoj regiji gena PWRN4 (engl. Prader-Willi
region non-protein coding RNA 4), dok se polimorfizam rs10903963 nalazi u intronskoj regiji gena
PFKP. Taj gen kodira za enzim fosfofruktokinazu u trombocitima i igra klju¢nu ulogu u regulaciji
glikolize, pretvaranjem fruktoza-6-fosfata u fruktozu-1,6-bisfosfat. Enzim fosfofruktokinaza je
povezana i s glavnim prijenosnikom glukoze u tijelu - GLUT4 (ili SLC2A1), a kontrolirana je i
koncentracijom hormona Ts Rezultati studije Moellera i suradnika (2006) pokazali su da

aktiviranje signalnog puta fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K, od engl. phosphatidylinositol-3-
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kinases) interakcijom hormona Stitnjaée Tz i TRB u citoplazmi, moze dovesti do indirektne
ekspresije gena GLUT1, PFKP i MCT4 (ili SLC16A4), pokazuju¢i time negenski ucinak
kompleksa T3-TRp u citoplazmi, doprinose¢i ukupnom ucinku hormona S$titnjace na ekspresiju
gena (Moeller i sur., 2006).

Polimorfizam rs10927459 nalazi se u intronskoj regiji gena KAZN. Protein kodiran genom
KAZN ima ulogu u povezivanju dezmosoma, stani¢noj adheziji, organizaciji citoskeleta i apoptozi
(Sevilla i sur., 2008; Wang i sur., 2009). Le Pennec i suradnici (2015) u svojoj studiji proveli su
kvantifikaciju RNK, metodom RNA-Seq, u uzorcima razli¢itih tipova karcinoma $titnjace te su
identificirali Cetiri nova fuzijska gena, od kojih je najistaknutiji bio KAZN-C1ORF196. Provedena
analiza uzoraka RNK iz razlic¢itih tipova tumorskog tkiva Stitnjace otkrila je da se transkript KAZN-
a ponavljao u bolesnika i s papilarnim (PTC), folikularnim (FTC) i anaplasti¢nim karcinomima
Stitnjace, dok nije bio prisutan u normalnom tkivu Stitnjace, ukazujuéi da je taj transkript specifican
za karcinome i da bi mogao biti koristen kao novi dijagnosticki marker za razlikovanje benignih
tumora $titnjace od zlocudnih tumora Stitnjace (Le Pennec i sur., 2015).

Polimorfizam rs76647776 nalazi se u intronskoj regiji gena TET3 (engl. Tet Methylcytosine
Dioxygenase 3), koji pripada obitelji metil-citozin dioksigenaza, koje imaju ulogu u procesu
demetilacije DNK. Metilacija na 5. ugljikovom atomu citozina, pri ¢emu nastaje baza 5-metil
citozin (5mC), a koja se odvija u dijelovima DNK u kojima iza citozina slijedi gvanin, tzv. CpG
dinukleotidnim sekvencama (engl. cytosine-phosphate-guanine), jedna je od cestih epigenetskih
modifikacija prisutnih u ljudskom genomu. Dioksigenaza ima sposobnost kataliziranja konverzije
5mC u 5-hidroksimetilcitozin (5hmC), a posreduje i pretvorbu 5hmC u 5-formil citozin (5fC) i
pretvorbu 5fC u 5-karboksil citozin (5caC). Nadalje, selektivno se veZe za promotorska podrucja
ciljnih gena i pridonosi regulaciji ekspresije brojnih razvojnih gena (Xu i sur., 2012). Uz ulogu u
demetilaciji DNK, TET3 je takoder ukljucen u regrutaciju transferaze O-GIcNAc (O-vezana N-
acetilglukozaminiltransferaza, OGT) na aktivnim promotorima H3K4me3 pa smanjenje aktivnosti
TET3 ili OGT rezultira izravnim smanjenjem H3K4me3 i istodobno smanjenom transkripcijom
(Deplus i sur., 2013). Proteini TET imaju i vaznu ulogu u reprogramiranju epigenetskog kromatina
u zigoti nakon oplodnje. U istrazivanju Guana i suradnika (2017) otkriven je mehanizam, neovisan
0 katalitickoj aktivnosti TET3, za poboljsanje funkcije jezgrenih receptora hormona Stitnjace
TRali TRPI. Interakcijom i stabilizacijom vezanja TR na kromatin, TET3 ga §titi od ubikvitacije,
razgradnje proteasoma i pogoduje aktiviranju ekspresije gena u prisutnosti hormona T3 Ta studija
pokazala je nacin djelovanja TET3 kao neklasi¢nog koaktivatora jezgrenih receptora TR-a,

moduliraju¢i stabilnost 1 pristup kromatinu, ali ne 1 njihovu transkripcijsku aktivnost.
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U cjelogenomskoj analizi povezanosti s koncentracijom hormona Ts, sugestivnu razinu
znacajnosti pokazao je polimorfizam rs10192064 (P = 2.65 x 107), smjesten na 2. kromosomu
unutar gena PRKCE, koji kodira protein PKCe (engl. protein kinase C epsilon). PKCe je jedna od
izoformi proteina koje pripadaju obitelji serin- i treonin- Kinaza, a ima razli¢ite funkcije u
razli¢itim tipovima stanica, a sudjeluje i u razli¢itim stani¢nim signalnim putovima. Smatra se da
je ekspresija i aktivacija PKCe povezana sa stanicnom transformacijom i tumorigenezom, a
sposobnost PKCe da promice tumorigenezu povezana je s regulacijom apoptoze. Knauf i suradnici
(1999) pokazali su da je PKCe uklju¢ena u signalizaciju apoptoze u stanicama Stitnjace te da
gubitak ekspresije ili funkcije PKCe moze sudjelovati u tumorigenezi Stitnjace inhibirajuci
programiranu stani¢nu smrt. U nekoliko studija koje su istrazivale karcinome $titnjace primjecene
su epigenetske modifikacije koje obuhvacaju nekodirajuée RNK, pogotovo miR-146, gdje su
utvrdene abnormalnosti miR-146 kod odredenih papilarnih karcinoma S§titnjace (PTC). U
istrazivanju Zhang i suradnika (2014) otkriveno je da je u vecini uzoraka PTC-a bila niza ekspresija
PKCe zbog povisene razine miR-146a koja se veze unutar 3' UTR regije gena PRKCE, smanjujuci
tako ekspresiju PKCe u karcinomima Stitnjace. Ekspresija miR-146a ovisi o aktivaciji jezgrinog
¢imbenika kappa B (engl. nuclear factor kappaB, NF-kB), a u PTC-u ekspresija NF-xB je
povisena, te je miR-146a regulirana u PTC-u negativnom povratnom spregom s NF-«xB, time
suzbijaju¢i ekspresiju PKCe. Istrazivanje Zhanga i suradnika (2014) potvrdilo je tumorsku
supresiju uloge miR-146a u stanicama karcinoma $titnjace §to doprinosi apoptozi putem PKCe
ciljane miR-146a u PTC-u te su njihova otkri¢a potvrdila da je i miR-146a ukljuc¢ena u mehanizam

povratne sprege signalnog puta NF-xB u PTC-u.

Ostali geni sa sugestivnom znac¢ajnoséu P = 5 x 10 dobiveni cjelogenomskim analizama
hormona T3, omjerom T3/T4 i meta-analizom hormona T4, nemaju jasnu poveznicu s fiziologijom
Stitnjace. Polimorfizam rs6425201 nalazi se u intronskoj regiji gena TNFSF18 koji kodira za
citokin koji pripada obitelji ¢imbenika tumorske nekroze (TNF). Pokazano je da modulira
prezivljavanje T-limfocita u perifernim tkivima, eksprimiran je u endotelnim stanicama te se
smatra vaznim za interakciju izmedu T-limfocita i endotelnih stanica. Polimorfizam rs6756332
nalazi se u intronskoj regiji gena FMNL2 koji igra ulogu u regulaciji stani¢ne morfologije i
organizacije citoskeleta. Pove¢ana ekspresija FMNL2 uocena je u tumoru debelog crijeva (Zhu i
sur., 2011), a takoder i u metastazama limfnih ¢vorova (Kitzing i sur., 2010). Polimorfizam
rs148428310 nalazi se u intronskoj regiji gena SLIT1 koji kodira za proteine koji vezuju i aktiviraju
receptore ROBO (engl. roundabout) te imaju vaznu signalnu ulogu u neurolo§kom razvoju veéine

zivotinja. Polimofizam rs189994040 nalazi se u intronskoj regijii gena SNCA koji kodira protein
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alfa-sinuklein, a defekti SNCA su ukljuceni u patogenezu Parkinsonove i Alzheimerove bolesti
(Linnertz i sur., 2014; Siddiqui i sur., 2016). Polimorfizam rs73426512 nalazi se u intronskoj regiji
gena ZNF397 koji kodira protein s N-terminalnom SCAN domenom, a dulja izoforma sadrzi devet
C2H2 domena cinkovih prstiju u C-terminalnoj domeni. Pokazano je da skracena izoforma
ZNF397 moze djelovati kao transkripcijski represor, a studije su pokazale da i delecija dijela
proteina ZNF397 kojem nedostaje devet domena cinkovih prstiju moze aktivirati transkripciju
(Wuisur., 2003). Polimorfizmi rs4941659, rs145757720 i rs4712793 su intergenske varijante koje
se nalaze blizu gena KPNA3, DPP6 i NRSN1. Gen KPNA3 kodira za podjedinicu alfa-3 importina
te je ukljuéen u unos proteina u stani¢nu jezgru (Takeda i sur., 1997). Gen DPP6 kodira
membranski protein tip II koji je ¢lan obitelji serinskih proteaza. Taj protein nema aktivnost
dipeptidil-aminopeptidaze (Strop i sur., 2004), najvjerojatnije zbog odsutnosti konzerviranog
serinskog ostatka, koji je normalno prisutan u katalitickoj domeni serinskih proteaza, ali modulira
aktivnost kalijevog kanala KCND2 (Soh i Goldstein, 2008). Gen NRSN1 (engl. neurensin 1) kodira
protein eksprimiran u mozgu koji ima ulogu u zivéanom sustavu. Polimorfizam rs116951285
nalazi se u intronskoj regiji gena RAB38 koji kodira protein koji ima vaznu ulogu u kontroli
proizvodnje melanina, biogeneze melanosoma (Gerondopoulos i sur., 2012) i u sazrijevanju
fagosoma (Seto i sur., 2011). Polimorfizam rs11036283 nalazi u intronskoj regiji gena LRRC4C
(engl. leucine-rich repeat-containing protein 4c), za kojeg se smatra da je ukljuéen u razvoj i
tumorigenezu ziv€anog tkiva, ali to¢na funkcija proteina kodiranog tim genom nije poznata. Ostali
polimorfizmi, rs149325385, rs12448370, rs4807438 i rs2720957, dobiveni cjelogenomskom
analizom povezanosti s hormonom T3 u kohorti Split, su intergenske varijante najblize genima
NEGR1 (engl. neuronal growth regulator 1), XYLT1 (engl. xylosyltransferase 1), CELF5 (engl.
CUGBP Elav-Like Family Member 5), i XXYLT1 (engl. xyloside xylosyltransferase 1).

64



Od 26 polimorfizama iz prethodno objavljenih cjelogenomskih studija, koji su povezani s
fenotipovima slobodnih hormona Stitnjace, u naSem istrazivanju dva su polimorfizma pokazala
povezanost s ukupnim koncentracijama hormona T4 tri s omjerom T3/T4 na razini znacajnosti P
< 0.05 (Tablica 4.7.). Najvecu povezanost pokazao je polimorfizam rs2235544 (P = 5 x 10%)
smjesten u genu D101, koji je pokazao povezanost s ukupnom koncentracijom hormona T4.. DIO1
kodira za enzim dejodinazu tip 1 (D1) koja je prisutna u jetri, bubrezima i Stitnjaci te igra klju¢nu
ulogu u stvaranju bioloski aktivnog hormona Tz iz T4, a takoder inaktivira hormon T4 u rTs. Taj
polimorfizam je bio medu prvim polimorfizmima identificiranim u kandidatnim studijama, a
kasnije je potvrden i u svim meta-analizama u razli¢itim populacijama. Polimorfizam rs2235544
gena DIO1 utje¢e na koncentracije hormona T4, rTs i omjer fTs/fT4, posredno utjecuéi na
aktivnost enzima D1, a ponovio se i u ovom istrazivanju §to dodatno potvrduje njegovu povezanost
s regulacijom hormona S§titnjace, ali i vjerodostojnost rezultata u ovom istrazivanju. Drugi
polimorfizam povezan s hormonom T4 je rs10119187 (P = 0.016), smjesten u genu GLIS3. Taj
polimorfizam je povezan s koncentracijama fT4 (Teumer i sur., 2018), a jo$ jedan polimorfizam u
istoj genskoj regiji je povezivan i s koncentracijama TSH. GLIS3 kodira jezgreni protein s pet
C2H2 domena cinkovih prstiju. Djeluje kao supresor i aktivator transkripcije, a posebno je uklju¢en
u razvoj beta stanica gusterace, Stitnjace, oka, jetre i bubrega. Lokus GLIS3 ima i potencijalni
klinicki znacaj s obzirom na to da su mutacije u tom genu povezane s kongenitalnim
hipotireoidizmom i neonatalnim dijabetesom (Senee i sur., 2006).

S omjerom T3/T4 najvecu povezanost pokazao je polimorfizam rs11103377 smjeSten u genu
LHX3 na 9. kromosomu. Gen LHX3 kodira za transkripcijski ¢imbenik koji ima klju¢nu ulogu u
razvoju hipofize. Mutacije u LHX3 uzrokuju sindrom kombiniranog nedostatka hormona hipofize
(engl. combined pituitary hormone deficiency 3, CPHD3) a karakterizira ga niska koncentracija
hormona fT4 i TSH, kao i potpuni nedostatak hormona rasta, prolaktina i gonadotropina. Povezan
je i s promjenjivim senzoneuralnim gubitkom sluha i manjkom adrenokortikotropnog hormona
(Netchine i sur., 2000; Ramzan i sur., 2017). Polimorfizam rs11103377 povezan je s povecanim
koncentracijama TSH i fT4, te pozitivna povezanost LHX3 i s TSH i fT4 sugerira ucinak tog alela
na razini HPT osi. Preostala dva polimorfizma povezana s omjerom T3/Ts, a koja su pokazala
razinu znacajnosti od P < 0.05, polimorfizam rs17185536 smjesten u genu LOC728012 i
polimorfizam rs12907106 smjesten u genu USP3, u ovom istrazivanju su pokazali suprotan smjer

ucinka u odnosu na objavljene rezultate s fT4 (Tablica 4.7.).
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Osim §to je ovo do sada jedina cjelogenomska studija koja je provedena za ukupne
koncentracije hormona Stitnjace, prednost ovog istrazivanja je pazljiv odabir ispitanika. Iz
istrazivanja smo iskljucili sve ispitanike koji su imali bilo kakve bolesti §titnjace, ispitanike Cije
vrijednosti hormona (T3, T4, TSH, fTz i fT4) nisu bile u referentnim vrijednostima ili su imali
pozitivna protutijela na $titnjacu (TPO i Tg), pa se moze re¢i da su u ovo istrazivanje bili ukljuéeni
iskljucivo zdravi ispitanici, bez ikakvih poremecaja u radu stitnjace. Takoder, svi ispitanici potjecu
iz homogene populacije ¢ime je izbjegnut utjecaj populacijske stratifikacije.

Glavno ogranicenje ovog istrazivanja je mali uzorak. Za usporedbu, nedavna studija Teumera
i suradnika (2018), koja je do danas najveca objavljena cjelogenomska studija povezanosti za
koncentracije hormona TSH i fT4, provedena je na 72 167 ispitanika europskog podrijetla. Nadalje,
nedostatak ovog istrazivanja je Sto nema i odgovarajuce replikacijske kohorte za ukupnu
koncentraciju hormona T4 i Ts. lako su identificirane genske varijante povezane s ukupnim
koncentracijama hormona $titnjaée u genomskoj regiji SLC22A9, i to na cjelogenomskoj razini
znacajnosti, nuzno je potvrditi navedenu povezanost u istraZivanjima na znatno ve¢em uzorku, a
bilo bi potrebno i provodenje funkcionalnih studija kako bi se potvrdio znacaj ovih rezultata in

Vivo.
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6. ZAKLJUCAK

U posljednjih nekoliko godina napredak genetickih istrazivanja doveo je do otkri¢a velikog
broja novih gena povezanih s (dis)funkcijom §titnja¢e. Razumijevanje geneticke osnove funkcije
StitnjaCe je izuzetno znacajno jer su istraZivanja pokazala da ¢ak i suptilne varijacije u funkciji
StitnjaGe mogu imati znacajne klinicke uéinke. Cjelogenomske analize povezanosti dosad su bile
vrlo uspjesne u identificiranju novih genetic¢kih odrednica funkcije $titnjace, ipak, najveci udio
genske varijacije koji utjeCe na funkciju Stitnjace i dalje je ostao neobjasnjen.

Cilj ove doktorske disertacije bio je identificirati geneti¢ke ¢imbenike koji reguliraju
ukupne koncentracije hormona §titnjace T4 i T3, kao i omjer Ta/T4. Provedenim analizama prvi put
su definirane genske varijante povezane s ukupnim koncentracijama hormona Stitnjace.
Usporedbom dobivenih rezultata s prethodno objavljenim rezultatima za slobodne hormone
Stitnjace, potvrdene su dvije genske varijante povezane s ukupnom koncentracijom hormona T4 i
genska varijanta povezana s omjerom Ta/T4 na razini znacajnosti P < 0.05. Meta-analizom
cjelogenomske analize povezanosti za ukupnu koncentraciju hormona Ty identificirana je
povezanost s lokusom koji obuhvaca gen SLC22A9, te je u istoj genomskoj regiji utvrdena
povezanost i s omjerom Ta/T4. Gen SLC22A9 kodira protein koji prenosi organske anione te
posreduje u prijenosu Sirokog spektra razli¢itih molekula. Brojne studije potvrdile su kako postoje
specifi¢ni prijenosnici hormona Stitnjace, te je pokazano da polimorfizmi u genima koji kodiraju
za transportne proteine hormona Stitnjace mogu dovesti do izmijenjenog transportnog kapaciteta.
Takvi polimorfizmi ne utje¢u samo na prijenos hormona $titnjace preko stani¢éne membrane, vec i
na koncentracije hormona $titnja¢e u serumu, ali i u tkivima. Dva polimorfizma, rs12282281 i
rs11822642, koja su unutar/blizu gena SLC22A9 imaju zna¢ajnu povezanost s promjenom ukupne
koncentracije hormona T4 i omjerom Ta/T4. Protein SLC22A9 pripada superobitelji nosaca
otopljenih tvari SLC, u koju pripadaju i svi do sad identificirani prijenosnici hormona stitnjace.
Takoder, pokazuje sli¢nosti s ostalim transportnim proteinima hormona $titnjace prenoseci iste
supstrate, te je isklju¢ivo eksprimiran u jetri, koja je glavni metabolicki organ u kojem vecina
hormona T3 nastaje dejodinacijom hormona Tas. Rezultati upuc¢uju na potencijalnu ulogu SLC22A9

kao novog transportnog proteina hormona Stitnjace.
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Vazan sljedec¢i korak bio bi provodenje funkcionalnih studija kako bi se utvrdio znacaj
SLC22A9 in vivo, kao i potvrda pronadene povezanosti u neovisnoj populaciji. Osim navedenih
studija, potrebno je provesti i analize na ve¢em broju ispitanika, s ciljem otkrivanja novih uzro¢nih

genskih varijanti, kako bi se otkrio jos i sad velik dio nepoznate nasljednosti u funkciji Stitnjace.
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