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1. UvOD

1. UvOD

Poremecaj cirkadijanoga ritma prepoznat je kao poremecaj endokrinog sustava. Cirkadijani
poremecaj takoder utjeCe na rad nekih endokrinih Zlijezda, $to za posljedicu. moze imati
promjene u luc¢enju glukokortikoida, melatonina i hormona hipofize [1]. Trenutne/znanstvene
spoznaje govore u prilog da je melatonin glavni cirkadijani hormen [2]. Melatonin ima
viSestruke bioloske funkcije, ukljucuju¢i promicanje sna, reguliranje cirkadijanihmi'sezonskih
ritmova, usporavanje starenja, antioksidacijske, protuupalne, Kronobiotickeyi epigenetske
regulatorne funkcije. Osim toga, melatonin imam ulogu<u regulacijinuredenih i adaptivnih
imunoloskih odgovora te se povezuje s autoimunim bolestima [3-6]. Zacarani krug izmedu
cirkadijanih poremecaja i poremecaja imunolo$skog odgovora opisan je u razli¢itim upalnim
bolestima [7]. Tako je melatonin, zbog svoje imunoregulacijske funkcije [8-11], povezan s
nekoliko autoimunih bolesti, ukljucujuéi sistemski eritemski lupus, multiplu sklerozu, dijabetes
melitus tipa 1, reumatoidni artritis teupalne bolesti crijeva [3-6,12].

Hashimotovu bolest (Hashimotov. auteimuni, kronicni tireoiditis) vrlo ¢esto prati oslabljena
funkcija stitne zlijezde (primarna hipotireoza) te se procjenjuje daizahvaca oko 1-5 % opce
populacije [13]. Definirana je. smanjenim razinama hormona.Stitne Zlijezde tj. slobodnog
tiroksina (fT4) uz snizenu ili normalnu razinu slobodnog trijodtironina (fT'3) s posljedi¢nim
porastom vrijednosti tireotropnog hormona (ISH) keji se sintetizira u hipofizi (mehanizam
negativae, povratne sprege). U genetski predigponiranih pojedinaca, Hashimotova bolest
pragena je poremeéajem humoralne imunaesti — povecano Stvaranje protutijela na tireoidnu
peroksidazu (anti-TPO) i tireoglobulin (anti-Tg), i u wvecoj mjeri, stani¢no posredovanim
imunoloskim procesima koji dovode do poticanja apoptoze folikularnih stanica stitne zlijezde
[14,15], povecane infiltracije limfocita bstitnu Zlijezdu i unistavanja folikula Stitne Zlijezde, Sto
posljedicno utjeCe na smanjeno, izlucivanje, hormona stitne Zlijezde i razli¢ite metabolicke
promjene (snizene vrijednosti Zeljeza«[16,17] uz povisene razine lipoproteina (kolesterol)
[18,19]). Medutim, kod sekundarne anemije i sekundarne hiperlipidemije moguéa je
reverzibilnosti uz nadomjesno hormonsko lijecenje levotiroksinom (L-tiroksinom ili LT4),
osim kod onih bolesnika kod kojih se radi o genetskim ili nekim drugim mehanizmima koji

uvjetuju poremecaje metabolizma zeljeza i lipida.

Osovina hipotalamus—hipofiza—stitna zlijezda (engl. Hypothalamus-pituitary-thyroid, HPT)

pod kontrolom je cirkadijanog sata preko suprahijazmatske jezgre (engl. Suprachiasmatic

1



1. UvOD

nucleus, SCN) u hipotalamusu. Poremecaji dnevnog profila luc¢enja TSH postoje u nekih
bolesnika s hipotireozom i u bolesnika s primarnom hipertireozom [1]. Neka ranija istrazivanja
pokazala su da postoji povezanost izmedu melatonina i funkcije stitne Zlijezde [20-22]. Na
primjer, melatonin bi mogao, posredno ili neposredno, potisnuti mitozu folikularnih stanica

stitne Zlijezde in vivo te moze potisnuti lu¢enje hormona stitne zlijezde [23,24].

Melatonin i receptori za melatonin prisutni su u Stitnoj zlijezdi ljudi (BioGPS baza'podataka)
temeljem rezultata oligonukleotidnih mikro¢ipova (engl. Microarray), na temelju podataka iz
dva uzroka odrasle stitne zlijezde i dva uzorka fetalne stitn€ zlijezde (http://brogps.org/#goto =
genereport&id = 4544) [25]. Pozitivno imunohistofluorescentno bojanje na receptor MTNR1B
pokazano je i u stitnoj zlijezdi Stakora [26]. .Navedeno upucéuje na potencijalni utjecaj
melatonina na tkivno-specifi¢nu aktivnost gena u stitnej zlijezdi putem receptora MTNR1B [6].
Sporadi¢na ekspresija gena MTNR1B zabiljezena je i U'Stitnoj Zlijezdi Covjeka (sekvenciranje
RNA, 0,43 100xFPKM, https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp:pl?gene=
MTNR1B#expression) [26], lijevom reznju (undva od Sest uzoraka, ekspresija mMRNA), i
preciznije, u folikularnim epitelnim stanicama (imunohistokemijska metoda, jedan preparat,
https://www.nextprot.orglentry/NX"P49286/expression) [27]. Sporadicna.ekspresija MTNR1B
takoder je zabiljezena U lijevem reznju Stitne zlijezde sekvenciranjem ukupne tkivne RNA
(13/124, uzoraka, https:/waww.bgee.org/search/raw-data?pageType=proc_expr_values&dana
_type=RNA. SEQ&data=06a2fd671425f7f52611567¢262458004808486¢) [28], a
imunohistokemijskommetodom - koriStenjem, protutijela “HPA074024 (anti-MTNR1B
protutijelo proizvedeno u zeca) — detektirana je ekspresijasMTNR1B na razini proteina u
folikularnim stanicama stitne Zlijezde (The Human Protein Atlas, www.proteinatlas.org) [29].
Ista, baza, medutim, ne pruza jednoznacne dokaze o genskoj ekspresiji MTNR1B u stitnoj
zlijezdi ljudi (sekvenciranje RNA, pet negativnih uzoraka,
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000134640-MTNR1B/tissue/thyroid+gland) [29].
Sli¢no, ni u Ensembl bazi nije zabiljezena ekspresija MTNR1B gena u tkivu Stitne Zlijezde
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/ExpressionAtlas?db=core;g=ENSG00000134
640;r =11:92969651-92985066).
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1.1.  Stitna Zlijezda

Stitna Zlijezda je endokrina Zlijezda smjestena u srednjem dijelu vrata neposredno ispred
grkljana i dusnika [30]. Ima klju¢nu ulogu u regulaciji metabolizma, rasta i razvoja putem
hormona koje proizvodi [31]. Funkcionalna jedinica stitne zlijezde je folikul. To'sunokrugle
strukture oblozene jednim slojem kockastih ili stupcastih epitelnihy stanica,/poznatih kao
folikularne stanice [30]. Folikularne stanice odgovorne su za sintezu 1 Tué¢enje hormona stitne
zlijezde, a sredis$nje podrudje folikula sadrzi periodnu Kiselinu—Schiff—pozitivankoloid u kojem
je pohranjen tireoglobulin prije intracelularne hidrolize J30]. Parafolikularne ili C-stanice

smjestene su izmedu folikula ili unutar folikularnog epitela [32].

Stitna Zlijezda proizvodi i lugi nekoliko hormona. Hormon tiroksin (T4) proizvode folikularne
stanice i ¢ini 90 % proizvodnje hormona koji sintetizira stitna Zlijezda [33]. Sastoji se od
aminokiseline tirozina i joda te je falikularnim epitelnim stanicama potreban jod za njegovu
sintezu [31]. Glavna uloga T4 je 'da se'pretvara u aktivniji trijodtironin{(T3) u perifernim
tkivima. Stitna Zlijezda izravio izlu¢uje i malu koli¢inu T3, noyveéinalT3 nastaje dirgktno iz
T4. T3 se veze na nuklearne receptore u ciljnim stanicama te utjece na_ekspresiju gena i
povecéava brzinu metabolizmay, sintezu proteina i osjetljivost na.katehelamine (npr. adrenalin)
[32]. T3 ima vaznu ulegu u regulaciji metabolizma, utje€uci na‘rast.i razvoj te regulira rad
mnogih organa i‘tkiva [34]. Oba hormona, T4 i T3, povecavaja bazalni metabolizam, potrosnju
kisika i.stimuliraju proizvodnju topline [31]. Takeder, klju¢ni su'za normalan rast i neuroloski
razvoj, osobite kod, fetusa i dojencadi. Hormoni Stitne Zlijezde povecavaju otkucaje srca,
minutni volumen srca I poticu vazodilataciju, poboljsavajuci protok krvi u mnogim organima.
Sintezu t oslobadanje hormona $titne Zlijezde reguliraju hipotalamus i hipofiza putem
tireotropin oslobadajuc¢eg hormona (engl. Thyrotropin-releasing hormone, TRH) odnosno
TSH. Ova regulacija dio je negativne povratne sprege koja odrzava razine hormona unutar
uskog raspona [32].

Kalcitonin, kojeg luce parafolikularne C-stanice, regulira razinu kalcija i fosfata u krvi [30].
Snizava razinu kalcija u krvi inhibiranjem aktivnosti osteoklasta (stanica koje razgraduju kosti)
I pospjesuje izluCivanje Kkalcija putem bubrega [34]. Osim kalcitonina, parafolikularne C-
stanice proizvode niz drugih peptida, ukljucuju¢i somatostatin, peptid koji oslobada gastrin i
hormon koji oslobada TSH [30,35].
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1.1.1. Sinteza hormona stitne Zlijezde

Sintezu i izlu¢ivanje hormona stitne zlijezde prvenstveno regulira TSH [1]. TSH potjece iz
tireotrofnih stanica (tireotrofa) smjestenih u pars distalis u prednjem reznjujhipofize [1].
Proizvodnja i izlu¢ivanje TSH regulirani su putem TRH. Cirkuliraju¢i hormoni stitnezlijezde
kontroliraju sintezu i oslobadanje TRH i TSH kao dio klasi¢ne petlje negativne povratne sprege
(os HPT) [1,36,37].

TSH je heterodimerni glikoprotein koji se sastoji od a i p podjedinica, te stimulirastitnu zlijezdu
na proizvodnju T4 i T3. TRH koji se izlu¢uje iz podskupameurona u-paraventrikularnoj jezgri
hipotalamusa, putem hipotalamus-hipofiznog portalnog sustava djeluje na oslobadanje TSH iz
hipofize [1,36-38]. TRH se veze na membranski receptor na tireotrofima u pars distalis
prednjeg reznja hipofize i stimulira sintezu TSH indueirajuci ekspresiju mMRNA TSHA i TSHB,
koji kodiraju o i  podjedinice TSH [1,39].

Vezanjem TSH na TSH receptor (engl. Thyroid-stimulating hormone receptor, TSHR) potice
se proizvodnja hormona Stitne zlijezde! putemysekundarnih glasnika — ciklickog adenozin
monofosfata (engl. Cyclic adenoesine \monophosphate, CAMP), i inozitol fosfata [1;40,41].
TSHR sastoji se od izvanstani¢ne podjedinice veli¢ine oko 55,kDa.i_transmembranske
podjedinice veli¢ine,0ko 40 kDa koje su povezane disulfidnim, vezama [41]. TSH receptor
povezan je s G-proteinom.na bazolateralnoj membrani /folikularnih stanica stitne zlijezde
[42,43] | glavni je regulator stitne zlijezde, Signalizacija‘kroz TSHR putem stimulacije
citosolnih.sekundarnth'glasnika potice sintezu hormona stitne Zlijezde i rast folikularnih stanica
stitne zlijezde, [42,44]. Prirodni ligand TSHR je TSH“Kkoji se veze na viSe mjesta u

izvanstani¢noj domeni [42,44].

Sinteza hormona stitne Zlijezde po€inje aktivnim transportom jodida (joda u njegovom
ioniziranom obliku) u folikularne stanice, §to je posredovano simporterom natrijevog jodida
[30,45]. Unutarstani¢ni jodid oksidiratireoidna peroksidaza (engl. Thyroid peroxidase, TPO) i
veze Se na tirozin da bi se formirali hormonski neaktivni jodtirozini — monojodtirozin i
dijodtirozin [30,46] (Slika 1). Stvaranje T4 nastaje spajanjem dviju molekula dijodtirozina, dok
T3 nastaje spajanjem jedne molekule monojodtirozina i jedne molekule dijodtirozina [30].
Molekule jodtironina naknadno se ugraduju u tireoglobulin. Produkt tireoglobulinskog gena,
homodimerni glikozilirani jodo-protein od oko 660 kDa, predstavlja glavni protein unutar stitne

zlijezde (oko 80 %). Sinteza hormona stitne zlijezde ovisi o tireoglobulinu. Tireoglobulin
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proizvode epitelne (folikularne) stanice Stitne Zlijezde, izlucuje se i pohranjuje u lumenu
folikula (koloid) [42,47].

Hipotalamus Paraventrikularne jezgre
\ )
m—iﬁ‘ Predniji rezanj

Koloid 1 “
‘ » , L ) || — Jod TH
’\ o i ] - .
iran; TPO 0T paug DIT
[
Folikularne : 5 .
stanice (tireociti) Tireoglobulin . Tireoglobulin

. Pendrin
Koloid

I V

Folikul Na/l

N simporter

Slika 1. Osovina hipotalamus—hipofiza—stitna Zlijezda i regulacija sinteze hormona stitne
zZlijezde. Paraventrikularne jezgre hipotalamusa sintetiziraju tireotropin oslobadajuci hormon
(TRH) koji poti¢e hipofizu na otpustanje hormona koji stimulira stitnu, zlijezdu (TSH). TSH se
veze na TSH receptor (TSH-R) na stanicama §titne zlijezde (tireocitima) gdje potice stvaranje
tireoglobulina. »Sinteza “hormona stitne zlijezdeszapo€inje aktivaim transportom jodida u
folikularne stanice pomocu simportera natrijevog jodida (Na/l). Unutarstani¢ni jodid oksidira
peroksidaza stitne zlijezde (TPO) te se jodid veze na tirozin djelovanjem TPO c¢ime nastaju
harmonskineaktivni jodtirozini — monojodtirozin (MIT) i dijodtirozin (DIT). Stvaranje
tiroksina (T4) nastaje spajanjem dviju molekula DIT, dok trijodtironin (T3) nastaje spajanjem
jedne molekule MIT i jedne“melekule DIT, sto je posredovano djelovanjem TPO. Molekule
jodtironina naknadno se ugraduju u tireaglobulin. Tireoglobulin se razgraduje oslobadajuci T4
I T3 u krvotok. Hormoni stitne zlijezde se transportiraju do globulina koji vezu hormone stitne
zlijezde (engl. Thyroxine-binding globulin, TBG) i dalje se krvnom cirkulacijom prenose do

ciljnih tkiva.

Tireoglobulin ima vaznu ulogu u skladistenju joda i sintezi hormona stitne Zlijezde [42,44].

Nakon internalizacije iz lumena folikula u folikularne stanice, jodirani tireoglobulin razgraduje
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se kroz lizosomski put, oslobadajuc¢i uglavnom T4 i nesto T3 u krvotok [1]. Nakon sinteze, u
nekim slucajevima tireoglobulin ulazi u cirkulaciju kroz prolaz koji dijelom ovisi o volumenu
Stitne zlijezde. Ulaskom u krvozilni sustav, tireoglobulin je izlozen imunoloSkim stanicama.
Antigenost tireoglobulina ovisi o0 njegovoj razini jodiranja [41] te je .visokojodirani
tireoglobulin antigenskiji [42,44,48,49]. Protutijela na tireoglobulin su primarno 1gG s.glavnim
potklasama 1gG2 koje nalazimo u Hashimotovoj bolesti i IgG4 koji prevladavaju u Gravesovoj
bolesti [42,49]. Stimulacija folikularnih stanica hormonom TSH devodi do.resorpeije koloida
preko apikalnog dijela folikularnih stanica i naknadnog otpustanja T4 i T3 na bazalnom dijelu
stanica gdje zatim ulaze u krvnu cirkulaciju [32]. Jodtirozini se podwvrgavaju naknadnoj
intratireoidnoj dejodinaciji recikliranjem nastalog slobodnog jodida.

Hormoni §titne Zlijezde transportiraju se u serumu doyproteina nosaca [1,37]. TBG je glavni je
proteinski prijenosnik koji ¢ini 75 % vezanog T4 i savavezani T3. Za ostalo odgovorni su
prealbumin i albumin koji vezu T4 [33]. Nevezani, takoder poznati kao slobodni hormoni stitne
Zlijezde (fT4 1 fT3), prenose se u ciljna tkiva membranskim transporterima {33]. Nakon ulaska
u ciljnu stanicu, hormong<stitne zlijezde! metaboliziraju dejodinaze. Enzimi jodtironin
dejodinaze (engl. lodothyronine deledinases, DIO) i prijenosnici, hormona Stitne zlijezde
reguliraju koncentraciju hormona Sstitne zlijezde u tkivu [50}.. Tip 1 jodtironin dejodinaza
(DIO1).i tip 2 jodtironin dejodinaza (D102) funkcioniraju uglavnom_ kao aktivatori hormona
Stitne Zlijezde, stvarajuci T3 iz T4 uklanjanjem jedneg jodas 5" mjesta T4. DIO3 inaktivira
hormone,stitne zlijezde uklanjanjem joda s polozaja pet T3 sto stvara neaktivne jodtironine u

obrnutom smjeru {1;51].

Oslobodent T3 i T4 djeluju kao dio povratne sprege koja inhibira proizvodnju TRH-a u
hipotalamusu | TSH-a u hipofizi [1]. Reeeptor hormona stitne Zlijezde (engl. Thyroid receptor,
TR) ima izoforme, TRa i TRP. Kada se nanjih veze T3, ova dva receptora potiskuju ekspresiju
TRH i TSHB gena vezanjem na“elemeénte odgovora hormona Sstitne zlijezde na DNA. U
prisutnosti ili odsutnosti hormona stitne zlijezde, receptorski kompleksi hormona stitne zlijezde
reguliraju pozitivnu ili negativnu ekspresiju ciljnog gena interakcijom s koaktivatorima,

odnosno korepresorima [1,37].
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1.2.  Autoimune bolesti $titne Zlijezde

Autoimune bolesti se obi¢no klasificiraju kao organ-specifi¢ne ili organ-nespecifi¢ne bolesti.
Najces¢a organ-specificna autoimuna bolest je autoimuna bolest Stitne zlijezde (engl.
Autoimmune thyroid diseases, AITD) [52-54]. AITD su najrasirenije autoimune belesti, a
ukljucuju skupinu bolesti stitne zlijezde koje dijele nalaz promijenjene funkcijesstitne zlijezde
s osjetljivos¢u odredenom kombinacijom genetickih i okolisnil' ¢imbenika”[55].” Glavno
obiljezje AITD su gubitak imunoloske tolerancije i prisutnost, stani¢nogsi humoralnog
imunoloskog odgovora protiv antigena iz stitne zlijezdesS reaktivnomginfiltracijom T- i B-
limfocita, stvaranjem autoprotutijela i, posljedi¢no, razvojem» klinickih manifestacija
[42,56,57].

AITD pogadaju 1 do 2 % populacije, a pet do 10 puta ¢eS¢e su u zena. To je heterogena skupina
bolesti ¢ija je posljedica gubitak «oleraneije na vlastite antigene. Primarna znacajka u
patogenezi AITD je aktivacija it humoralnogyi stanicnog imunoloSkog hodgovora protiv
autoantigena. Autoprotutijela usmjerena, protiv razlicitih antigena stifne zlijezde doprinose
ekspanziji autoimunog edgovora, te imaju funkcionalnu ulogu jer'mogu inducirati izlucivanje
hormona stitne Zlijezde [58].Glavni antigeni stitne Zlijezde.koji mogu inducirati odgovor
posredoyan protutijelima su.TSHR, Tg i TPO [52,59] (Tablica 1): Potpuna etiopatogeneza je i
dalje do kraja nejasna, ali se smatra da razli¢iti geneticki'l okolisni €imbenici imaju ulogu u
razvoju-.autoimunostt, ukljucujuci infekcije, niskesrazine vitamina D, UV zracenje i melatonin
[60,61]. Vecéina navedenih ¢imbenika sezonski variraju, te tako.mogu utjecati na razvoj, tezinu

i progresiju bolesti [62].
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Tablica 1. Znacajke antigena stitne zlijezde

Karakteristike Tg TSHR TPO

Protein :]odlranl' Receptor vez'an uz G- Hemoproteinski enzim
glikoprotein protein

Bro 2748 743 933

aminokiselina

Molekularna 660 85 105-140

tezina (kDa)

Uglavnom domena

- Uglavnom . » sliéna mijeloperoksidazi
Lokalizacija N o Uglavnom izvanstanicna o .
epitopa sredi$nja regija i sodjedinica ili domena sli¢na

C-kraj proteinskoj kontroli
komplementa
Aktivacija signalnih
Skladistenje puteva kojipoticu
. Jqdlda ! . ekspresu.u gena kO.J I Biosinteza hormona
Funkcija proizvodnja kontroliraju rast i e uqes
o . . o Stitne zlijezde
hormona stitne diferencijaciju tireocita i
zlijezde sintezu hormona stitne
zZlijezde
Polozaj na
8024 14931 2p25
kormosomu a q P

Tg — tireoglobulin, TSHR — receptor hormona koji stimulira stitau Zlijezdu; TPO — tireoidna

peroksidaza, kDa —kilo Dalton

Dvije klini¢ki najpoznatije AITD su primarna-autoimunahipertireoza (Flajani-Parry-Graves-
von, Basedowljeva bolest (tj. Gravesova bolest, kako se Cesto skraceno naziva) i primarna
autoimuna hipotireoza koju uzrokuje Hashimotova bolest [55]. Kod osoba s Flajani-Parry-
Graves-von Basedowljevom“holesti pronadena su uz autoprotutijela na TPO i Tg takoder i
autoprotutijela protiv TSH receptora_koja pretjerano stimuliraju stitnu Zlijezdu, uzrokujuéi
primarnu hipertireozu, koju karakterizira prekomjerna proizvodnja hormona stitne zlijezde
[52]. Kod Hashimotove bolesti prisutna su autoprotutijela na TPO i Tg koja su u najveéem broju
destrukcijska, sto dovodi do kroni¢ne upale i uniStavanja tkiva Stitne zlijezde. To rezultira
primarnom hipotireozom, gdje Zzlijezda nije u stanju proizvesti dovoljno hormona [63].
Medutim, anti-TPO i anti-Tg mogu ponekad djelovati i stimulacijski na stanice stitne zlijezde
pri ¢emu uzrokuju povisenje razine T4 i/ili T3, najcesce prolaznog karaktera. Ovo stanje

nazivamo hasitoksikoza [64].
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Anti-TPO prepoznaje svoje konformacijske epitope, posebno na razini imunoloski dominantne
regije, koja se sastoji od dvije preklapajuce regije, A i B regije [41,65]. Anti-TPO ne mogu
prodrijeti kroz uske spojeve izmedu stanica stitne zlijezde, pa se stoga ne mogu vezati na njihov
autoantigen (TPO) [52]. Pokazano je da anti-TPO imaju vaznu ulogu u imunoloskoj patogenezi
primarne hipotireoze kod AITD, te mogu inducirati dvije razlicite vrste citotoksi¢nosti, stani¢nu
citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima od strane prirodnih stanica ubojica (NK) i citotoksi¢nost
ovisnu o komplementu te pridonose smrti tireocita i atrofiji Stitne Zlijezde [41,66,67]. Stanice
Stitne Zlijezde pod ucinkom komplementa mogu osloboditi proupalne molekule, poveéati
destrukciju tkiva i upalnu reakciju te inducirati veci rizik od AITD [52,68,69]. AITD mogu biti
rezultat nekoliko mehanizama, ukljucuju¢i potpuno odsustvo aktivnosti TPO, nemoguénost
TPO da se veze na hem kofaktor, nemogucnost interakcije s tireoglobulinom i abnormalnu
substani¢nu lokalizaciju [52]. Velika vecina polimorfizama gena TPO povezana je s odredenim
rizikom za AITD; medutim, taj je rizik nizak, sto ukazuje na to da su i drugi ¢cimbenici potrebni
za pokretanje i razvoj AITD [52,70,71].

Anti-Tg prepoznaju nativni T-limfociti, a prisutni su u cirkulaciji u 60 do 80 % bolesnika s
AITD [41]. 1gG i IgM anti-Tg niskog afiniteta otkriveni su u bolesnika bez AITD, a IgG1 ili
IgG4 anti-Tg ne mogu stimulirati komplement i nisu odgovorni za pojavu hipotireoze u AITD
[41,66]. Pokazano je da postoji povezanost izmedu varijanti aminokiselina tireoglobulina i
AITD, te znacajna povezanost izmedu polimorfizma gena Tg i varijante humanog leukocitnog
antigena (engl. Human leukocyte antigens, HLA) HLA-DRb1-Arg74 (varijanta koja sadrzi
arginin na mjestu 74) te obje doprinose visokom riziku od AITD [41,72].

Anti-TSHR su protutijela tipa IgG koja vezu TSHR na specifi¢nim veznim mjestima [41]. Anti-
TSHR mogu se klasificirati u dvije skupine: ona koja stimuliraju TSH receptor i ona koja ga
blokiraju. Stimulirajuca protutijela stimuliraju TSHR i vrlo su ¢esta u bolesnika s Flajani-Parry-
Graves-von Basedowljevom bolesti. Blokiraju¢a protutijela povecavaju rizik od primarne
hipotireoze i mogu se otkriti u 10 do 90 % osoba s Hashimotovom bolesti, iako se takoder mogu
nac¢i U manjine pacijenata s Flajani-Parry-Graves-von Basedowljevom bolesti [52]. Anti-TSHR,
narocito stimuliraju¢a, obiljezje su Flajani-Parry-Graves-von Basedowljeve bolest i imaju

specificnu patogenetsku ulogu [41].



1. UvOD

1.2.1. Hashimotova bolest

Hashimotova bolest ili Hashimotov tireoiditis, poznat i kao kroni¢ni limfocitni tireoiditis,
autoimuni je poremecaj u kojem imunoloski sustav napada stitnu Zlijezdu, §to U najvec¢em broju
sluc¢ajeva rezultira primarnom hipotireozom [73]. Bolest je prvi opisao Hakaru/Hashimoto
1912. pod nazivom Struma lymphomatosa [55,74]. Autoprotutijela prisutna u'ovom poremecaju
identificirali su 1956. Roitt i suradnici [55]. Bolest karakterizira limfocitnawinfiltracija
parenhima uzrokujuéi gustu nakupinu limfocita, plazma stanica i makrofaga ponekad s
formiranjem germinativnog centra i prisutno$c¢u tiroidnih autoprotutijela na TPO i/ili Tg
[55,74]. Infiltracija limfocita, osobito T-stanica, unistava folikule Stitne Zlijezde Sto dovodi do

postupne atrofije i fibroze [41,75].

Hashimotova bolest najces¢i je temeljni uzrok primarne hipotireoze [31]. Kod primarne
hipotireoze stitna zlijezda ne proizvedt doveljne koli¢ine svojih hormona. Povijesne gledano
glavni uzrok primarne hipotireoze bio je‘nedostatak joda. Nedostatak joda<@ktivira auteimuni
odgovor i pokrece signalne putove koji vodedo apoptoze, sto devodi do razaranja tkiva stitne
Zlijezde [61,76]. Medutimy U zemljama zapadnog svijeta, prosjecna 0soba unosi visestruko vece
koli¢ine kuhinjske soli.(NaCl)nego sto je potrebno, a poznata.je.¢injenica da se sol na nasem
prostoru jodira od 1953. godine S§to je zakonski regulirano (Zaken obveznom jodiranju soli).
Takoder, udrvatskoj je 1996. uveden Naputak o jodiranju'kuhinjske soli (NN 84/96) kojim se
propisuje.jodiranje s°25 mg kalijeva jodida poskilogramu NaCl-a [77]. Nadalje, globalni
prosjecni unos,soli procjenjuje se na 10,8 grama dnevno, Stoyje dvostruko vise od preporuke
Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) od manje od 5
grama solt dnevno (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/salt-reduction) [78].
Stoga je temeljni razlog primarne hipotireoze u razvijenim zemljama danas Hashimotova bolest
[79], a ne deficit joda. Medutim;, hipotireoza moze nastati i kao posljedica lijecenja primarne
hipertireoze. Nakon primjene radioaktivnog joda u terapijske svrhe ili operacije stitne zlijezde
zbog primarne hipertireoze kod pacijenata s Flajani-Parry-Graves-von Basedowljevom bolesti,
operacije stitne zlijezde zbog zlo¢udnih tumora stitne Zlijezde ili viSeCvoraste Stitne zlijezde,

nastupa tzv. post-terapijska (jatrogena) hipotireoza [80].

Sekundarna hipotireoza posljedica je nedovoljne stimulacije stitne zlijezde zbog patologije
hipofize (nedovoljna proizvodnja TSH), dok je tercijarna hipotireoza posljedica nedovoljne

stimulacije stitne zlijezde zbog patologije hipotalamusa (nedovoljna proizvodnja TRH). One se
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puno rjede javljaju u odnosu na primarnu hipotireozu. Kao uzorci se navode razliciti poremecaji
hipofize ili hipotalamusa poput tumora, apopleksije, trauma glave, otpornost na TRH i TSH,

nedostatak TRH i TSH, do brojnih lijekova koji utjec¢u na rad hipofize i/ili hipotalamusa [80].

Prevalencija Hashimotove bolesti je oko 1 na 1000 odraslih osoba i raste s godinama,
zahvacajuéi do 40 % starijih zena [42,81,82]. Procjenjuje se da oko 3 do 4 % stanovnistva boluje
od Hashimotove bolesti [55]. Hashimotova bolest pojavljuje se sedam puta ¢eS¢e U Zena S
vr$nom incidencijom izmedu 40-¢e i 60-e godine Zivota [74,83] te je ¢es¢a u zemljama s viskom
joda u prehrani [42]. Bijela rasa pokazuje vec¢u incidenciju od crne, dok je rijetka kod
stanovnika Pacifika [84,85]. Hashimotova bolest u oko 20 do 30 % oboljelih nastaje zbog
kombinacije genetske osjetljivosti i ¢imbenika okolisa koji uzrokuju gubitak imunoloske
tolerancije [41], a takoder moze koegzistirati s Flajani-Parry-Graves-von Basedowljevom
bolesti [74].

Kod Hashimotove bolesti destrukcija stitne Zlijezde i jaanje autoimunog procesa dogada se
najve¢im dijelom putem humoralnog odgovora [86]. Infiltriraju¢e B-stanice (potaknute Th2
citokinima, odnosno IL-4, IL-5 i IL-10) oslobadaju autoprotutijela (uglavnom anti-TPO i anti-
Tg), sto dalje dovodi do razaranja tireocita u mehanizmu stani¢no posredovane citotoksi¢nosti
ovisne o protutijelima (engl. Antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) [87-89].
Protutijela na TPO, prisutna u vise od 90 % oboljelih, mogu fiksirati komplement i potaknuti
citotoksi¢nost ovisnu 0 komplementu. Protutijela na Tg nalaze se u vise od 75 % oboljelih [30],
dok su protutijela na TSH receptor prisutna u 10 % do 15 % oboljelih. Ona blokiraju TSH
receptor sto za posljedicu ima smanjenu proizvodnju T4 i T3 [79]. Zbog smanjene koli¢ine
tireocita, stimulacija stitne Zlijezde s dugotrajno povisenim razinama TSH u pacijenata s
Hashimotovom bolesti moze stimulirati proliferaciju folikularnog epitela ¢ime dolazi do rasta,

odnosno povecanja opsega Stitne zlijezde (nastanak guse ili strume) [84].

Hashimotova bolest ima genetsku predispoziciju i sklona je grupirati se u obiteljima, sto
dodatno ukazuje na jaku genetsku komponentu bolesti [90]. Cak 50 % srodnika u prvom koljenu
oboljelih s Hashimotovom bolesti ima autoprotutijela na stitnu Zlijezdu [30]. Geni humanog
leukocitnog antigena (HLA) klase 11 i njihovi aleli smatraju se vazim ¢imbenicima za nastanak
Hashimotove bolesti [91]. Hashimotova bolest povezana je s odredenim tipovima HLA, kao sto
su HLA-B8, HLA-DR5, HLA-D3 i HLA-DR4 [30,91]. Specificni HLA-DQ aleli, kao $to su

DQA1*0102 i DQB1*0602, negativho su povezani s razvojem Hashimotove bolesti, $to
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ukazuje na potencijalni zastitni u¢inak [92]. Takoder, polimorfizmi jednog nukleotida gena
CTLA4 (engl. Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), koji regulira imunoloski odgovor,
povezani su s razvojem Hashimotove bolesti [93-95]. Polimorfizmi jednog nukleotida razli¢itih
gena mogu pridonijeti od 4,8 % do 5,5 % ukupne genetske varijabilnosti u Hashimetovoj bolesti
[95-97]. Genetski elementi ocituju Se iz ¢injenice da 95 % osoba koje obole su zene [55,98],
Sto snazno ukazuje i na moguc¢u ulogu spolnih hormona u Hashimotovoj bolesti. Testosteron

potiskuje, a estrogen pogorsava eksperimentalni autoimuni tireoiditis [55].

Dijagnoza Hashimotove bolesti temelji se na klinickom pregledu te znakevima i simptomima
bolesti, ultrazvu¢nom pregledu Stitne zlijezde i laboratorijskom nalazu povisenih razina anti-
TPO i/ili anti-Tg [41]. Stitna Zlijezda je skoro uvijek poveéana s prosje¢nom tezinom od 40 do
80 g, a povecanje je obi¢no difuzno i simetri¢no [30]. Klju¢ni nalazi laboratorijskih pretraga su
poviSeni, a nekada i iznimno visoki titri anti-TPO i/ili,anti-Tg u serumu [31]. Anti-TPO
smatraju se najvaznijim laboratorijskim obiljezjem Hashimotove bolesti i prisutna‘su,u oko 95
% oboljelih [84,99]. Nasuprot tome, anti<Tg su prisutna u nizem postotku (60~80 %) i stoga su
manje dijagnosticki pouzdana [100]. CiniSe da povisena razina anti-Tg moze biti izraz
pocetnog, dok povisenadrazina anti-TPO moze biti rezultat kasnijeg imunoloskog odgovora
[84,101]. Povisena razina TSHw prisutnosti normalnih razina T4.i/ili T3 nagovjestava primarnu
subklini¢ku hipotireozu [55]. Ona se medutim Siroko dijagnostiCira zbog prosirene uporabe
testova funkcije stitne zlijezde [74]. Malo se zna o progresiji edtireoidnog u hipotireoidno stanje
kod Hashimotove bolest, a odnosi se na progresiju, subklinicke do ocite (klinicke) hipotireoze
(povisena razina TSH, smanjena razina T4 t/ili T3) uadraslih's Hashimotovom bolesti [74,102].

Lijecenje “Hashimotove bolesti temelji se na lije€enju primarne hipotireoze. Koristi se
nadomjesna terapija hormonima stitnewzlijezde, tj. sintetski oblik levotiroksina (LT4) [41].
Sintetski LT4 lijek je koji oboljeli uzimaju svakodnevno, dozivotno, medutim kod nekih starijih
osoba koje imaju manje potrebe za,hormonima Stitne zlijezde moguce je lijeCenje S LT4

pauzirati, a ponekad ¢ak i u potpunosti prekinuti [55].

1.2.2. Mikronutrijenti kao rizi¢ni ¢imbenici za Hashimotovu bolest

Razliciti dodaci prehrani mogu imati vaznu ulogu u nastanku i razvoju Hashimotove bolesti

[93]. Tako jod moze uzrokovati autoimuni tireoiditis stvaranjem reaktivnih vrsta Kisika,
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povecanjem imunogenosti Tg-a i izravnim stimuliranjem imunoloskog sustava, posebno
dendriti¢nih stanica i pove¢anjem limfocitne infiltracije stitne zlijezde [74]. Hrvatska se smatra
podru¢jem s dovoljnim unosom joda zbog nacionalnih propisa kao dio programa globalne

mreze (engl. lodine Global Network) za poremecaje uzrokovane nedostatkom joda [103,104].

Smanjene razine vitamina D u serumu kod ispitanika s Hashimotovom bolesti povezane su s
metaboli¢kim promjenama u hipotireozi [84]. Normalne koncentracije vitamina D povezane su
sa znaCajnim poboljsanjem funkcije Stitne Zlijezde, naroCito s adaptivnim imunoloskim
sustavom jer vitamin D sprjecava diferencijaciju dendriti¢nih stanica i smanjuje prezentaciju
antigena ¢ime se sprjecava razvoj autoimunih bolesti kao sto je Hashimotova bolest [105,106].
Vitamin D utje¢e na B-limfocite na razli¢ite na¢ine, ukljucujuéi inhibiciju naivne diferencijacije
B-limfocita ili njihovog sazrijevanja u plazma stanice, $to potencijalno moze smanjiti
proizvodnju autoprotutijela [89,107]. Istrazivanja su pokazala da su razine vitamina D u serumu
nize U ispitanika s AITD u odnosu na zdrave ispitanike [41,108]. Takoder, razli¢iti polimorfizmi
gena za receptor vitamina D imaju vaznu ulogu u riziku od nastanka AITD. Literaturni podaci
pokazuju da se nakon Sest mjeseci suplementacije vitaminom D, razine anti-TPO i anti-Tg
mogu znacajno smanjiti, podupiruéi ideju ucinkovitosti vitamina D u smanjenju koncentracije
autoprotutijela u Hashimotovoj bolesti [41]. Kakva je detaljna klini¢ka reperkusija navedenih

promjena, ostaje tek za istraziti.

Zeljezo-ima vaznu ulogu u hemoglobinu i mieglobinu te je uklju¢eno U mnoge vazne
metaboli¢ke procese[61,109]. Zeljezo i selensudjelujuu stvaranju T3 i T4, gdje je jod dio ovih
molekula, a selen je kofaktor dejodinaza koji aktivira T4 pretvarajuci ga u T3 ili inaktivirai T4
1"T3 [93,110]. Osim toga, zeljezo je vazno za aktivnost TPO te njegov nedostatak smanjuje
aktivnost TPO, a moze dovesti i do depresije funkcije stitne Zlijezde te postoji povezanost
izmedu anemije, Stitne zlijezden metaboli¢kog statusa u bolesnika s Hashimotovom bolesti
[111-114]. Naime, TPO se moze aktivirati tek nakon sto se veze za hem kofaktor, koji je
ukljucen u sintezu hormona stitne zlijezde [115], stoga sadrzaj zeljeza utjece na sintezu T3 i T4
[61,116]. Nedavno je utvrdeno da je osovina stitna Zzlijezda—crijeva usko povezana s
Hashimotovom bolesti [117]. Hipotireoza moze dovesti do probavnih abnormalnosti, oslabljene
funkcije crijeva i smanjene apsorpcije Zeljeza. Nedostatak Zeljeza ozbiljno utjece na jodnu
regulaciju Tg-a. Tijelo ne moze ucinkovito apsorbirati Zeljezo iz hrane, Sto dovodi do

malapsorpcije zeljeza [61,115]. Medutim, kod sekundarne anemije moguca je reverzibilnosti
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uz nadomjesno hormonsko lijeCenje s LT4, osim kod onih bolesnika kod kojih se radi o

genetskim ili nekim drugim mehanizmima Kkoji uvjetuju poremecaj metabolizma Zeljeza.

1.2.3. ITM kao rizi¢ni ¢imbenik za Hashimotovu bolest

Kao sto je vec ranije spomenuto, AITD su posljedica medudjelovanja geneticke osjetljivosti i
¢imbenika okolisa koji dovode do smanjene imunoloske tolerancije. Pretilost doprinosi
patogenezi autoimunih bolesti, ukljuc¢ujuc¢i i Hashimotovu bolest [118;419], kroz razlicite
mehanizme, kao $to su kroni¢na upala, stvaranje i lu¢enje adipokinai modulacija imunoloskih
stanica [120,121]. Indeks tjelesne mase (ITM) ¢esto sluzi kao zamjena za ukupnu adipoznost i
koristi se u epidemiolo$skim studijama za procjenu odnosa izmedu pretilosti i razli¢itih
zdravstvenih ishoda [122]. Pretilost pogorsava ozbiljnest odredenih autoimunih bolesti i
smanjuje odgovor na lijeCenje, s time da wvisak tjelesne masti moze potaknuti napredovanje
autoimunih bolesti [123]. PretpostavljaSe da osebe s povisenim ITM magu biti podloznije
razvoju Hashimotove bolesti stoyje podizano rezultatima jedneg opservacijskog, istrazivanja
[124] koje je pokazalo dasu opca Iabdominalna pretilost bile povezane s.pove¢anim rizikom
od Hashimotove bolesti [124]. Rezultati istrazivanja metode Mendelove randomizacije
pokazali su da postoji potencijalna uzro¢na povezanost izmedu ITM i,autoimunog tireoiditisa
[125]. Stoga se pretpostavlja da bi pretilost mogla pridonijetifazvoju/Hashimotove bolesti, sto
bi zauzwvrat moglo rezultirati i njenom progresijom,[123,126].

Studije na blizancima pokazale su da genetski cimbenici ¢inewveliki udio varijance ITM te se
nasljednost procjenjuje izmedu 40 do 70 % [127,228], ali to uvelike varira medu populacijama
I'okruzenjima [129,130]. Takoder, genetska varijanca ITM je veca za Zene nego za muskarce
[129], te bi mogle postojati neke razlike izmedu muskaraca i zena u genetskim ¢imbenicima
koji utjecu na varijacije u ITM-uy, To potencijalno moze biti znacajno u kontekstu Hashimotove

bolesti koja u najvecoj mjeri zahvacazene.

1.3. Melatonin

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je hormon koji je prema biokemijskoj strukturi
indolamin. Proizvodi ga primarno pinealna zlijezda (epifiza), a njegovu sintezu i izlu¢ivanje

regulira ciklus svjetlo-tama [131]. Ima znacajnu ulogu u regulaciji cirkadijanih ritmova,
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ukljucujuéi cikluse spavanja i budnosti. Melatonin takoder posjeduje antioksidativna svojstva i
modulira imunolosku funkciju [132]. Kolokvijalno se naziva ,,hormonom tame* budud¢i da se
proizvodi kao odgovor na tamu koju percipira mreznica oka [133]. Njegova se sinteza smanjuje
izlaganjem svjetlu, pri ¢emu umjetno svjetlo smanjuje proizvodnju melatonina i pevecava rizik
od razli¢itih bolesti [132-134].

Melatonin se biosintetizira iz triptofana te se preko 5-hidroksi-triptofana pretvaraw serotonin
[135] (Slika 5). Serotonin se zatim acetilira u N-acetil serotonin pemocu enzima arilalkilamin
(serotonin) N-acetiltransferaze, koji se zatim pretvara u melatonin pomeéu hidroksiindol-O-

metiltransferaze ili N-acetil serotonin O-metiltransferaze [1354136].

0
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L-triptofan || L.
NH 2

Triptofan-5-hidroksilaza

NH,
Triptamin | ]
NH
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Slika 2. Sinteza melatonina u epifizi€ Enzimi koji sudjeluju u procesu sinteze melatonina

napisani su zelenom bojom.

Biosinteza i izlu¢ivanje melatonina u epifizi odvija se cirkadijanim ritmom, s niskim razinama
proizvedenim danju i visokim razinama nocu. Ovaj cirkadijani ritam proizvodnje i izlu¢ivanja
melatonina u epifizi reguliran je slozenim neuralnim krugom Kkoji pocinje s vlaknima koja
potjecu iz mreznice Oka i projiciraju se do SCN-a hipotalamusa preko retinohipotalami¢kog

sustava [136,137]. Cirkulirajuc¢i melatonin gotovo isklju¢ivo potjece iz epifize [136]. Medutim,
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procjenjuje se da enterokromafine stanice unutar crijeva sadrze vise od 400 puta vece koli¢ine
melatonina od one koju proizvode pinealociti [132]. Poluzivot melatonina krece se od 20 do 40
minuta [138]. Uz vrlo visoku interindividualnu varijabilnost [139], razlike dan-no¢ u ritmu
melatonina znatno su smanjene u starijih osoba [140]. Kod ljudi se opazaju sezonske promjene

u lu¢enju melatonina, kao raniji vrhunac lu¢enja melatonina ljeti u odnosu na zimu/[141].

Ovaj pleiotropni hormon ima nekoliko funkcija [142], no regulacija ecirkadijanog ritma,
ukljucujuéi spavanje i budnost, smatra se najvaznijom [2,143]. On je antioksidans koji stiti od
Stetnih u¢inaka UV svjetla te je stani¢ni zastitnik od oksidativnog stresapesebno povezanog s
redoks statusom stanica i tkiva [132]. Takoder, ukljucen je udrojnesaktivnosti koje ukljucuju
homeostazu mitohondrija, genomsku regulaciju, modulaciju upalnih citokina, izravno utjecuci
na sustavna i akutna protuupalna svojstva [132]. " Melatonin sudjeluje u raznim funkcijama
tijela, medu kojima je njegova imunomodulacijska ulega posljednjih godina dobila visoki
znacaj [136]. Deprivacija melatopina 1 egzogena primjena melatonina mogu, izazvati
imunolosku disregulaciju [144]. Melatonin ima protuupalna svojstva posredovana njegevom
inhibicijom upalnih citokipa, kao i utjecajima na razlicite dijelovel imunoloskog Sustava
[62,145,146]. Melatoninne samo da stimulira proizvodnju prirodnihistanica ubojica, monocita
i leukocita, ve¢ takoder. mijenja ravnotezu T-pomoc¢nih (Th1 i Th2) limfocita uglavhom prema
Th1 odgovorima I poveéava proizvodnju vaznih citokina kao Ste‘su IL-2,7IL-6, IL-12 i INFy
[136]. Melatonin moze modulirati apoptozu, (programiranu’ stani¢nu smrt) u imunoloskim
stanicama, $to. moze pomoci U odrzavanju imunoloske tolerancije 't sprjecavanju prekomjernih
imunoloskih odgovora videnih kod autoimunih bolesti [136]. Ima inhibitorni u¢inak na funkciju
stitne zlijezde Jer djeluje na hipotalamus tako dadolazi'do smanjenja otpustanja TRH [147].
Takoder, moze vezati receptor vitamina D (VDR), pojacavajuéi signalne ucinke vitamina D i
naknadne stani¢ne aktivnosti [132,148]:

Zanimljivo je da djeca proizvode vise melatonina nego odrasli, te proizvodnja melatonina
postupno opada kako ljudi stare, pocevsi od kasnih dvadesetih do pedesetih godina [132]. Na
proizvodnju melatonina mogu utjecati bolesti [149], prehrana [133], okoli$ni ¢imbenici poput
jakog svjetla no¢u [150], upotreba lijekova [151] i stil zivota [132,152].
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1.3.1. Receptori za melatonin

Melatonin ima vaznu ulogu u ispravnom prijenosu signala kroz razlicite receptore, ukljucujuci
membranske i jezgrine receptore, medu kojima su receptor melatonina, nuklearni retinoidni
orphan receptori (ROR), receptor ¢imbenika tumorske nekroze (TNF), Toll-like receptori
(TLR) i Notch receptor [2,153].

U ljudi postoje dva membranska receptora povezana s G-proteinom za melatonin =MTNR1A
(MT1) i MTNR1B (MT2) [2]. Melatonin ispoljava veéinu 'svojih fizioleskih funkcija
djelovanjem preko membranski vezanih receptora MTNRIA T MTNR1B.[136,154]. Navedeni
receptori za melatonin izrazeni su u vecini tkiva, uklju€ujuéi I imunoloski sustav. Receptor
MTNR1B prisutan je u imunoloSskom sustavu [155], ukljuc¢ujué¢i CD4+ i CD8+ limfocite
(oligonukleotidni mikro¢ipovi u dva uzorka “CD4+ 1 dva uzorka CD8+ stanica,
http://biogps.org/#goto = genereport&id = 4544) [25]. Pored toga, melatonin mogu sintetizirati
parafolikularne C-stanice Stitne zlijezde Stakora [156,157], Sto potencijalno ukazuje na znacaj
da polimorfizmi gena MTNR1B mogu/utjecatiyna osjetljivost za razvoj AITD [6]. \lako,
visestruke GWAS studije AITD-a[158-160]me nalaze signal u MTNR1B lokusu rekolict, neke
studije ipak ne isklju¢ujismogucu povezanost MTNR1B s autoimunim belestima [3—6]. Osim
toga, melatonin se_meze vezati na receptore MTNR1B imunocita te na taj nacin kontrolirati
nizvodni unutarstani¢ni‘signalni‘put i izravno modulirati imunoloske reakcije [8-11]. Receptor
MTNR1B gpronaden je u/imunoloskom sustavu ljudi [161], te su receptori za melatonin
(MTNRIA 1"MTNR1B) eksprimirani u ljudskim, B- "1 T-limfocitima [9,155]. Pokazano je
takoder da humanihmonociti izrazavaju reeceptore - melatonina ovisno o njihovom stupnju
sazrijevanja [162]. ' Rezultate ovih istrazivanja dijelom Jjpotvrduju podaci u javnim
repozitorijima. Ekspresija MTNR1B, zabiljeZzena je u leukocitima (pet pozitivnih uzoraka na
oligonukleotidnim mikro¢ipovima, “bez validacije drugom ortogonalnom metodom) i
monocitima (sedam pozitivnih i 20, negativnin uzoraka, sekvenciranje RNA,
https://www.bgee.org/gene/ENSG00000134640) [28], no bez jasnog konsenzusa medu
razli¢itim izvorima. Primjerice, slaba ekspresija zabiljezena je u T-limfocitima, CD4+ i CD8+
klase (oligonukleotidni mikro¢ipovi u dva uzorka CD4+ i dva uzorka CD8+ stanica,
http://biogps.org/#goto = genereport&id = 4544) [25], odnosno u 86 od 870220 ljudskih of
memorijskin CD4+ i u pet od 45628 ljudskih af memorijskih CD8+ stanica pune krvi
(sekvenciranje jednostaniéne RNA, https://cellxgene.cziscience.com/gene-expression, datum

pristupa 3. 11. 2024.) [163]. Nasuprot tome, multimodalni Immune Health Atlas (Human
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Immune System Explorer, alleninstitute.org) ne pruza uvjerljive dokaze o ekspresiji MTNR1B

gena u razli¢itim vrstama imunocita [164].

Na temelju navedenog, za ovo istrazivanje odabrana su tri polimorfizma gena MTNR1B:
rs10830963 (chrl1:92975544 (GRCh38.p14), C>G), rs1387153 /(chr11:92940662
(GRCh38.p14), C>T) i rs4753426 (1193 T>C, chr11:92968430 (GRCh38.p14)/T>C), Odabir
polimorfizama temeljio se na rezultatima prethodnih istrazivanjadi podacima 1Z2GTEx baze
podataka (Tablica 2).

Prvi odabrani polimorfizam rs10830963 analiziran je jer je bio povezan s kronotipom [165], a
temeljem GWAS kataloga s ITM [166] i metabolickim sindromom [167]. Navedeni
polimorfizam nalazi se unutar jednog introna MTNR1B te nema vidljiv u¢inak na vezanje
transkripcijskog ¢imbenika, ali je povezan s prekomjernom ekspresijom MTNR1B [168].
Drugi odabrani polimorfizam jest rs1387153 te je bio povezan s Flajani-Parry-Graves-von
Basedowljevom bolesti u jednom istrazivanju [6] i dijabetesom u drugom [169], a temeljem
GWAS Kkataloga s metabolickim sindromom [170]. To je nekodiraju¢i palimorfizam keji je
smjesten 28 kb uzvodno od 5 regije gena MTNR1B na kromosomu 11g21-q22. Glebalni podaci
0 ekspresiji dostupni iz ljudskih limfoblastoidnih stani¢nih linija nistypokazali da polimorfizam
rs1387153 izravno_utjece nanekspresiju MTNR1B [171]. Medutim, temeljem podataka iz
HaploReg v4.2/baze (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) [172]
vidljivo jesda ‘su‘ polimorfizmi rs10830963 i rsk387153° U snaZnoj neravnotezi alelne
povezanosti (D= 0,84).

Tre€i odabrani,polimorfizam jest rs4753426 (=1193T > C) koji je bio povezan s kronotipom u
dvije studije [173,174]. Navedeni polimorfizam nalazi se.upromotorskoj regiji gena MTNR1B.
Padaci iz'GTEx baze podataka (https://gtexportal.org/home/snp/rs4753426) [175] sugeriraju
transkripcijsku modulaciju ekspresije MTNR1B. Genotip -1193C/C imao je znacajno nize
razine ekspresije gena MTNR1Byu usporedbi sa skupinom homozigotnog genotipa TT u tkivu
Stitne zlijezde.

Frekvencije rjedih alela polimorfizama rs10830963, rs1387153 i rs4753426 temeljem
referentne europske populacije iz baze 1000 Genomes su slijedece: G =0,2883; T =0,2873i1 T
= 0,4980. Na temelju svega navedenog, izabrani polimorfizmi bi mogli biti povezani s
cirkadijalnim fenotipovima kod osoba s Hashimotovom bolesti.
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Tablica 2. Analizirani polimorfizmi gena MTNR1B

) ) rs4753426
Polimorfizam rs10830963 rs1387153
(-1193 T>C)
Pologai chr11:92975544 chr11:92940662 chr11:92968430
010Za
! (GRCh38.p14) (GRCh38.p14) (GRCh38.p14)
Aleli C>G C>T T>C
Frekvencije C=0,712 C=0,713 T =0,498
alela G =0,288 T=0,287 C=0,502
) Intragenska Intragenska
Promjena na o A o
o Intronska substitucija supstitucija, 28 kb supstitucija, promorska
razini DNA N N
uzvodno od 5' regije regija gena MTNR1B
rs10830963 i
1193C/C nize razine
Ucinak na . rs1387153"w'snaznoyj .
Prekomjerna ekspresija . ekspresijeMTNR1B u
razini neravnotezi alelne
MTNRIB . odnosu na T/T genotip
proteina povezanosti (D' =

u'tkivu Stitne Zljjezde
0,84)

Melatonin djeluje kad medulator imunosti posredovane stanicama i protutijelima preko
receptora MITNR1B. vezanih na membranu koje izrazavaju imunoloSke stanice, a promjene
signalnogrputa melatonin-receptor MTNR1B mogu pridenijeti razvoju razli¢itih klini¢kih
fenotipova autoimunih bolesti [6,176,177]. Receptori‘melatonina pomazu regulirati cirkadijani
ritam imunoloskih edgovora [178]. Cirkadijani“sat preko SCN-a kontrolira osovinu HPT te
utje€e na dnevne profile lucenja TSH,[179] te je TSH negativno reguliran melatoninom preko
receptora MTNR1B [180]. Takoder, aktivnost imunoloskih stanica mijenja se ovisno o dobu
dana, a signalizacija melatonina kroz njegove receptore klju¢ni je regulator ovog procesa [181].
Pravilna cirkadijana regulacija imunoloskog sustava klju¢na je za odrzavanje imunoloske
homeostaze i sprjeCavanje nereguliranih imunoloskih odgovora koji mogu dovesti do
autoimunosti [133].

Antioksidativna svojstva melatonina, posredovana preko njegovih receptora, pomazu u zastiti
imunoloskih stanica od oksidativnog stresa [182]. Aktivacija receptora melatonina moze

modulirati imunoloski odgovor protiv antigena stitne Zzlijezde. Smanjenjem proizvodnje

19



1. UvOD

proupalnih citokina i ja¢anjem antioksidativne obrane, melatonin moze pomoc¢i ublaziti

kroni¢nu upalu koja se vidi kod Hashimotove bolesti [183].

Polimorfizmi gena za receptor melatonina (MTNR1A i MTNR1B) mogu utjecati_na osjetljivost
pojedinca na AITD. Polimorfizmi mogu dovesti do promjena u strukturi i funkciji receptora sto
moze utjecati na afinitet vezanja melatonina i nizvodne signalne putove. Ove promjene mogu
promijeniti imunoloske modulacijske u¢inke melatonina, potencijalno utjecuéina rizik od
razvoja AITD [6]. Istrazivanje provedeno u kineskoj populaciji‘pokazalo je da su odredeni
polimorfizmi gena MTNR1B povezani s Flajani-Parry-Graves-ven Basedowljevom bolesti, ali

ne i Hashimotovom bolesti [6].

1.3.2. Melatonin i Hashimotova bolest

Cirkadijani ritam koncentracije melatonina u serumu procijenjen je u Zena Sporemecajima,rada
Stitne zlijezde — s hipotireozom ishipertireozom, te u zdravih zena [147]. Zanimljivo je da se
koncentracije melatoninayu serumu nisu znacajno razlikovale u triyproucavane skupine Zena
[147]. Medutim, koncentracije melatonina bile su u pozitivnoj. korelaciji s TSH u Zena s
hipotireozom. W Zenass hipertireozom uocena je negativna kerelacija “izmedu serumskog
melatoninad T3[147]. Medutim, drugo istrazivanje provedeno u Egiptu pokazalo je kako kod
Hashimetove bolesti postoji statisti¢ki znacajno smanjenje koncentracije melatonina u serumu
u odnosu na_zdrave zene [111]. Signalni put melatonin-receptor MTNR1B povezan je s

imunoloskom/ regulacijom, autoimunim bolestima,i samom stitnom zlijezdom (Slika 3).
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Slika 3. Utjecaj melatonina na rad stitne Zlijezde. Melatonin potiskuje ekspresiju TSH, koji pak

ne moze potaknuti ekspresiju jodtironin dejodinaze 2 (DI02). DIO2 potic¢e sintezu hormona
stitne zlijezde T4 i T3 koja je melatoninom petisnuta. Melatonin takoder inhibira proliferaciju
tireocita ¢ime Se sprjecava nastanak'gusg, te smanjuje koli¢inu slobodnih reaktivnih vrsta Kisika
(ROS, engl. Reactive Oxigen Species), Stosj€ povezano s nizim razinama oksidativaeg stresa.
Kao esencijalni hormon_koji regulira cirkadijani ritam, melatonin doprinesi ponovnom

uspostavljanju cirkadijanog ritma i pozitivno djeluje na stitnuZlijezdu.

U Hashimotovojibolesti, kroni¢na upala i oksidativai stresidoprinose razaranju stitne Zlijezde.
Protuupalni i¢antioksidativni uc¢inci melatonina moguspomegi, U ublazavanju ovih procesa.
Terapija melatoninom u autoimunim bolestima ‘proucavana je na zivotinjskim modelima i u
klinickim ispitivanjima na ljudima®[93,184]. Zanimljivo je da kod Zenki Stakora primjena
melatonina povecava razinu T4 [185],'dok kod oboljelih s hipotireozom kombinacija primjene
melatonina i LT4 smanjuje razinu, TSH i povecava razinu fT4 [186]. Takoder, suplementacija
melatoninom mogla bi smanjiti razinu protutijela na TPO koja su jedan od najvaznijih biljega
autoimune aktivnosti kod Hashimotove bolesti [187]. LijeCenje melatoninom moglo bi biti
vazna Strategija za Hashimotovu bolest. Medutim, nedostaju uvjerljiva istrazivanja na ovu
temu, posebno u svjetlu kompleksne uloge melatonina kao endokrinog i imunoloSkog

modulatora te kao aktivne molekule na stani¢noj razini [93,132].
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1.4. Kronotip

Kronotip se odnosi na prirodnu preferenciju pojedinca za cikluse spavanja i budnosti i obrasce
aktivnosti tijekom razdoblja od 24 sata. Odreduje je li osoba jutarnji tip (rani kronetip), vecernji
tip (kasni kronotip) ili negdje izmedu oba navedena (srednji ili intermedijarni kronotip) [188].
Na kronotip utjecu genetski i okolisni ¢imbenici, te stil Zivota [189]. Kronotip/se procjenjuje
na temelju upitnika MEQ (engl. Morningness-Eveningess Questionnaire). ili"MTCQ (engl.
Munich Chronotype Questionnaire) kojima se odreduje je li osoba vise jutarnjiyili vecernji tip
[190-193].

Kronotip je ponasanje osobe na temelju unutarnjeg, cirkadijanog,/sata potaknuto signalima iz
SCN-a o kojem ovisi hoce li osoba biti jutarnji ili“vecernji tip. Na kronotip pojedinca utje¢u
spol, geneti¢ka podloga i okoli$ni ¢cimbenici [190]. Takeder, s kronotipom su povezani mnogi
poremecaji spavanja, metabolicke, sneuroloske, autoimune bolesti, tumori te ‘preuranjeno
starenje. Kronotip ne ovisi samo' 0 genetickim, i okolisnim ¢imbenicima,, nego i“0ndobi
[194,195].

Zene dostizu svoj_najkasnijinkronotip oko devetnaeste godine. Zivota,, dok su muskarci u
prosjeku kasniji' kronotipovi tijekom cijelog zivota. Ta spolnaazlika nestaje tijekom 50-e
godine zivota $to Se‘podudara s prosjecnom dobi menopauze. @sobe starije od 60 godina obi¢no
postaju.taniji-kronotipovi nego sto su bili kadassu bili djeca."Smatra se da su u promjene
kronotipa ovisne ‘@ dobi ukljuc¢eni endokrinoloski ¢imbenici[194,195]. Procjenjuje se da je
kronotip nasljedan u'50 % slucajeva [190,196] §to je pokazano ha studijama monozigotnih i
dizigotnih blizanaca [197]. Normalna raspodjela kronotipa prema Gaussovoj krivulji ukazuje

da je kronotip poligensko i slozeno sv@jstvo [196].

Ciklusi dan/no¢ i spavanje/budnost reguliraju sva ponasanja i funkcije kod sisavaca. Melatonin,
sluzi kao signal, prenosec¢i informacije o trajanju dnevnog svjetla i tame tijekom godine do
svake stanice, ukljucujuci i one u SCN-u [131]. Ovo naglasava varijacije u dnevno-noénim
ciklusima s godisnjim dobima, naglasavajuc¢i ulogu melatonina u omoguc¢avanju prilagodbe tim
promjenama [198,199]. Cirkadijani poremecaj povezan je s bolestima povezanim s
imunoloskim sustavom, ukljuc¢ujuéi autoimune bolesti. Ritmicke promjene u ekspresiji gena
cirkadijanog sata povezane su s regulacijom imunoloskih funkcija, ukljucujuci broj specifi¢nih

imunoloskih stanica (npr. monocita, neutrofila i limfocita) u cirkulaciji i razine citokina u
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plazmi (npr. TNF-a i IL-6) [200]. Pokazano je da su losa kvaliteta sna i poremecaj cirkadijanog
ritma povezani s povisenim razinama upalnih markera i ve¢im rizikom od autoimunih bolesti
[201]. Veca je vjerojatnost da ¢e osobe s vecernjim kronotipom imati losiju kvalitetu sna i
nedovoljno sna, $to moze pogorsati imunoloSku disregulaciju i povecati rizik od.Hashimotove
bolesti [202,203].

Kronotip je povezan s cirkadijanim ritmom melatonina [2,165]. Osim toga, veéetnji kronotip
povezan je s ve¢im morbiditetom, ukljucujuci vise stope metabolickih poremecaja i autoimunih
bolesti [204]. Pokazano je da su Zene s hipotireozom cesée Imale raninilifjutarnji kronotip u
odnosu na kontrolnu skupinu. Izlozenost svjetlosti, ITM I nedostatak ritmi¢nosti hormona stitne
Zlijezde mogu utjecati na kronotipove Zena koje, imaju hipotireozu [203]. Vecernji kronotip

moze biti povezan s visim razinama TSH i ve¢im rizikom od hipotireoze [205].

Uocena je povezanost izmedu kronotipa 1 polimorfizama gena MTNR1B. Alel G palimorfizma
rs10830963 povezan je s promijenjenim lucenjem melatonina i cirkadijanim fenotipovima
[206], a vecernji kronotip povezan, je s vecimdrizikom od dijabetesa kod @soba S'GG genotipom
polimorfizma rs10830963 gena MTNR1B [2,165]. Osim toga, razine melatonina fluktuiraju
dnevno i moze postojati veza izmedu kronotipa i polimorfizama.gena MTNR1B budu¢i da je G
alel rs10830963 povezan s poveéanom ekspresijom mRNA MTNR1B, [207]. Povecane razine

mMRNA MTNR1B rezultiraju visim razinama signalizacije melatonina/[2,207].

Promjene signalnegputa melatonin-receptor MTNRLB.mogu pridonijeti razvoju i/ili razli¢itim
klinickim fengtipovima autoimunih bolesti [3-6,12]. TSH je negativno reguliran melatoninom
preko receptora MTNR1B [208]. Obrazac lu¢enja melatonina u epifizi odrazava duljinu no¢i i
potiskuje ekspresiju TSH [1]. Kronotipovi su pod utjecajem razli¢itih zdravstvenih stanja pa
tako mogu biti i pod utjecajem Hashimotove bolesti [203]. Oboljeli od Hashimotove bolesti
mogu imati povecan rizik od poremeéaja cirkadijanih fenotipova (kronotipa i spavanja), ali

postoji malo informacija o odnosu izmedu kronotipa i Hashimotove bolesti.

Rezultati navedenih istrazivanja u skladu su s opazanjima u drugim studijama u kojima se
navodi kako su zdravija ponasanja ¢eS¢a medu pacijentima koji imaju tendenciju prema
jutarnjim satima ili jutarnjem kronotipu. Razumijevanje kronotipa pojedinca moze pomoci u

prilagodavanju intervencija i tretmana za optimiziranje ishoda za osobe s AITD. Kronotip
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utjeCe na rizik i progresiju AITD kroz mehanizme koji ukljucuju poremecaj cirkadijanog ritma,

lu¢enje melatonina i imunolosku regulaciju.

1.5.  Dnevna pospanost

Dnevna pospanost, karakterizirana stalnim osje¢ajem umora i pove€anom sklono§éu Spavanja
tijekom dana, Cest je problem kod mnogih zdravstvenih stanja, ukljucuju¢t AKTD kao sto je
Hashimotova bolest. To je mjera poremecaja spavanja,«0dn0sno mjerasporemecaja samog
cirkadijanog ritma. Dnevna pospanost ispituje se s pomo¢u Epwaorthove ljestvice pospanosti
(ESS, engl. Epworth Sleepiness Scale) [209].

Spavanje je svuda prisutan bioloski imperativ koji je evelucijski konzerviran medu vrstama.
Dovoljna koli¢ina kontinuiranog i dubokog spavanja bez cirkadijanog ometanja potrebna je za
odrzavanje kognitivnih funkcija tijekom perioda budnosti te za sprjecavanje fizioleskih
promjena koje mogu imati stetne posljedice za zdravlje. Smanjena duzina spavanjai cirkadijana
desinkronizacija povezane su s dobivanjem na tezini, pretilosti,ndijabetesom, arterijskom

hipertenzijom i povec¢anom smrtnosc¢u [190].

Poremecaj«dnevnog ritma moze biti posljedica vanjskih jpromjena, kao sto je promjena
vremenske zone,ili smjenski rad, ili unutarnjeg pereme¢aja izmjene dana i no¢i samog tijela,
kag sto je sindrom odgodenog usnivanjai Desinkronizacija sna prouzroCena vanjskim
utjecajima mijenja _dmevni ritam drugih bioloskih fumkcija’ u tijelu ukljucujuci tjelesnu
temperaturu i lucenje hormona. Osim nesanice 1 pospanosti to moze prouzroditi mucninu,
slabaost, iritabilnost i depresiju. Ucestale,promjene cirkadijanog ritma, kao $to su ucestala duga
putovanja, smjenski rad, posebne su teske za organizam. Simptomi se povlace nakon nekoliko
dana kad se ritam nanovo uspostavi. Svjetlost najvise utjece na cirkadijani ritam, zato izloZenost
svjetlu, bilo prirodnom, odnosno sun¢evom ili umjetnom svjetlu, nakon vremena kada se zeli

probuditi, ubrzava novo prilagodavanje organizma [197].

Poremecaji spavanja postali su ozbiljan javnozdravstveni problem te su ¢esti u op¢oj populaciji
[210,211]. Poremecaji spavanja imaju negativan ucinak na kvalitetu zivota i zdravstveno stanje
[211]. Poremecaji Stitne zlijezde povezani su s problemima spavanja [212—214]. Nekoliko

endokrinih funkcija mijenja se tijekom procesa od budnog stanja do spavanja. Jedna od
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najuocljivijih endokrinih promjena je aktivnost osovine hipotalamus-hipofiza-stitna Zlijezda
[215]. Kada osoba ima poremecen san, porast razine TSH odgovara poveéanju razine hormona
Stitne Zlijezde [210]. Takoder, u sprezi s cirkadijanim sustavom, spavanje je snazan regulator
mnogih imunoloskih procesa [216]. Istrazivanja redovitog ciklusa spavanja i budnosti pokazala
su da imunoloski parametri poput broja i funkcije leukocita i cirkulirajuéth razina,topivih
imunomodulatornih ¢imbenika, ukljucujuc¢i kemokine i citokine, ‘pokazuju snazne dnevne
ritmove [200,217].

Dnevni profili lu¢enja TSH poremeceni su u nekih bolesnika's hipotireozem I hipertireozom te
cirkadijani ritmovi moduliraju visestruke fizioloske i bihevioralne procese, ukljucujuci cikluse
spavanja i budnosti, oslobadanje hormona i metabolizam. Sve to.0dvija se putem SCN-a koji
kontrolira osovinu hipotalamus—hipofiza—stitna “zlijezda [218]. Stoga, izlu¢ivanje TSH
djelomi¢no kontrolira sredi$nji cirkadijani pacemaker u’SCN [1,219]. U ljudi, cirkulirajuce
razine TSH pokazuju jasan dnevni ritam. Nakon no¢nog vrha u razinama TSH, koneentracije
TSH u plazmi opadaju tijekom ostatka razdoblja,spavanja, sve dok ne dosegnu niske dnevne
razine (Slika 4). Otpustanje<TSHyw krv inhibirano je tijekom spavanja [220,221];.ali nastavlja
se tijekom noc¢nog nedostatka sna. Stega su jutarnje razine TSH u plazmi.otprilike dvostruko
vise kod ljudi koji susimali‘neprospavanu no¢ nego kod ljudi_koji sunormalno spavali [220].
Uz dobro karakterizirani ritam razina TSH u plazmi, kod djudi su takoder zabiljeZzene dnevne

varijacije usazinama hormona stitne zlijezde u plazmi[1].

Spavanje imasvaznu ulogu u odrzavanju ljudskogizdravlja, utjecuc¢i na razlicite vitalne
fizioloske funkcije [222,223]. Regulacija sna“je,zamrSena i podlozna preciznoj fizioloskoj
kontroli [224,225]. Poremecaj cirkadijane regulacije endokrinog sustava predstavlja vazan
mehanizam kojim se posreduju ti nepevoljni ishodi povezani s cirkadijanim poremecajima
[220,226,227]. Krace trajanje 'sha moze posluziti kao neovisni ¢imbenik rizika za subklinicku
hipotireozu [52,224,228]. Suprotnosteme, druga istrazivanja sugeriraju da bi subklinicka
hipotireoza mogla biti temeljni uzrok smanjenog trajanja sna [210,224]. Subklinicka
hipotireoza, definirana kao povisenje razine TSH s normalnim razinama fT4 i/ili fT3, povezana
je s losijim spavanjem, duzom latencijom spavanja i kra¢im trajanjem sna [210]. Spavanje ima
utjecaj na izlu¢ivanje hormona stitne Zlijezde, $to rezultira smanjenjem amplitude cirkadijanog
ritma za TSH i naknadne razine hormona stitne zlijezde [224,229]. Populacijsko istrazivanje
provedeno u Kini pokazalo je da subklini¢ka hipotireoza sluzi kao ¢imbenik rizika za losu
kvalitetu sna [210,224].
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Slika 4. Osovina hipotalamus—hipofiza—§titna zlijezda i sintezaxTSH ovisno o cirkadijanom
ritmu. Os hipotalamus-hipofiza—§titna zlijezda je pod Ccirkadijanom,, regulacijom.
Suprahijazmatska«"jezgra (SEN) prima svjetlosne informacije “0d mreznice kroz
retinohipotalamicki trakt i §alje signal hipotalami¢koj paraventrikularnoj jezgri putem Zivcanih
veza. Kod4judi, lu€enje tireotropin oslobadajuéeg hormona (TRH) i.TSH pokazuje cirkadijani

ritam¢Prilagodene prema [1].

Pospanost tijekom dana ucestali jedSimptom kod bolesnika s AITD, tako i kod Hashimotove
bolesti zbog hipotireoze i s njom povezanih metabolickih i sistemskih u¢inaka. Abnormalna
funkcija stitne zlijezde moze poremetiti arhitekturu spavanja. Osim $to melatonin izravno
djeluje na rad stitne Zlijezde, utjeCe 1'na poremecaje spavanja. Ucinkovito upravljanje zahtijeva
sveobuhvatan pristup koji ukljuc¢uje nadomjesnu terapiju hormonima stitne Zlijezde, rjeSavanje
poremecaja Spavanja, upravljanje upalom, podrzavanje mentalnog zdravlja i promicanje
zdravog nacina zivota. Rjesavanjem ovih ¢imbenika, oboljeli mogu poboljsati kvalitetu sna i

smanjiti dnevnu pospanost, poboljsavajuéi svoju ukupnu kvalitetu Zivota.
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lako su provedena mnoga istrazivanja i identificirani razliciti genetski i okolis$ni ¢cimbenici Koji
bi mogli potaknuti autoimuni odgovor, to¢ni mehanizmi nastanka Hashimotove bolesti jos
uvijek nisu poznati. Signalni put melatonin-MTNR1B mogao bi imati odredenu ulogu u

Hashimotovoj bolesti. Postoje li bioloske interakcije izmedu gena osjetljivosti.ili njihovih

identificirati sve ukljuc¢ene gene i njihove molekularne mehanizme
na autoimune bolesti. U ovom istrazivanju ispitana je mogucéa poveza
MTNR1B s elementima cirkadijanog ritma, kronotipom i dnevno
Hashimotovom bolesti.
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je ispitati povezanost polimorfizama gena za receptor melatonina (MTNR1B) s

cirkadijanim fenotipovima (dnevna pospanost i kronotip) i drugim parametrima.Hashimotove

bolesti kao sto su negativna/pozitivna anti-Tg te ITM.

Specifiéni ciljevi su:

1.
2.

2.1.

odrediti ucestalost polimorfizama gena MTNR1B usoba.s Hashimotovom bolesti;
ispitati povezanost izabranih polimorfizama gena MTNR1B s.elementima cirkadijanog
ritma (kronotipom i dnevnom pospanosc¢u) kod osoba s Hashimotovom bolesti;

ispitati povezanost izabranih polimorfizama gena MTNR1B s prisustvom/odsustvom
anti-Tg u serumu;

ispitati povezanost izabranih polimorfizama gena MTNR1B s ITM-om;

ispitati povezanost polimorfizama gena MTNR1B s primjenom nadomjesne hormenske

terapije s LT4.

Hipoteza

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja jest'da su-elementi cirkadijanoga ritma (kronotip i

dnevna pospanost) pavezani s polimofizmima gena za receptor melatonina (MTNR1B) u osoba

s‘Hashimotovom bolesti.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. lIspitanici

Istrazivanje je provedeno kao presjecno istrazivanje skupine “holesnika § dijagnozom
Hashimotove bolesti u Poliklinici Leptir Zagreb i na Fakultetu za dentalnumedicinui'zdravstvo

Osijek Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo poliklinike Leptir Zagreb (br. 25-10-6-12/23) i
Eticko povjerenstvo Fakulteta za dentalnu medicinu I zdravstvo Osijek Sveucilista Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku (br. 2158/97-97-10-24-03). Provedeno je u skladu s osnovama dobre
klini¢ke prakse, Helsinskom deklaracijom i svim njenimnadopunama, Zakonom o zdravstvenoj
zastiti Republike Hrvatske (NN 121/03) i"Zakonom o pravima pacijenata Republike,Hrvatske
(NN 169/04).

U istrazivanje je ukljuc¢eno 115 osobaambulantno lijecenih u poliklinici Leptir Zagreb kojima

je postavljena dijagneza Hashimotove bolesti i posljedi¢ne primarne klinicke hipotireoze.

Kriteriji zauklju€ivanje ispitanika u istrazivanje su:

- 0sobe starije,.od 18'godina,

- /hipotireoidne @sebe dijagnosticirane nakon iscrpljenja funkcijske pricuve Stitne zlijezde,

- klinicki, ultrazvu€no i laboratorijski potvrdena Hashimotova bolest (pozitivni anti-TPO i
pozitivat anti-Tg, ili pozitivni anti-TPO ili pozitivai anti-Tg),

- 0sobe koje su bile na kontroli u RPaliklinici Leptir tijekom studenog, prosinca, sijecnja ili
veljace (zimski period 2023/2024 godine),

- 0sobe ¢ije su razine anti-TPO, anti<Tg, fT3, fT4 i TSH odredene u istoj ustanovi istom

laboratorijskom metodom kako bi se osigurala usporedivost podataka.

Kriteriji za isklju¢ivanje ispitanika iz istrazivanja:
- 0sobe mlade od 18 godina,

- eutireoidne osobe,

- trudnice,

- 0sobe sa Sec¢ernom bolesti tip 2,
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osobe sa zlo¢udnim bolestima,

osobe s drugim autoimunim bolestima,

osobe s akutnim ili kroni¢nim infektivnim upalnim zbivanjima,

osobe s oralnom suplementacijom joda, selena, mio-inozitola, cinka, magnezija, zeljeza,
vitaminskog B-kompleksa i vitamina D,

osobe koje se lijece hipolipemicima,

vegetarijanci i vegani,

osobe koje konzumiraju kurkumu,

osobe koje imaju kroni¢ne bolesti poput opstruktivne bolesti spavanja (OSA) ili druge

kroni¢ne I neuroloske bolesti koje dovode do poremecaja spavanja.

Prije pocetka istrazivanja, od svih ispitanika zatrazen je pristanak obavijeStene 0sobe za

sudjelovanje u istrazivanju. IstraZivanje je @buhvatilo:

3.2.

anamnesticke i klinicke podatke Ispitanika,

upitnik za odredivanje kronotipa,

upitnik dnevne pospanosti,

uzimanje uzorkakrvi iz periferne vene za biokemijske pretrage,

uzimanje uzorka knviiz periferne vene za genatipizaciju 1 odredivanje polimorfizama gena
MTNR1B.

Metode

Anamnesti¢ki podaci ispitanika obuhvatili su podatke vezane uz Zivotnu dob i spol, tjelesnu

visinu i masu, dok su klini¢ki pedaci obuhvatili primjenu nadomjesne hormonske terapije s LT4

I biokemijske parametre: ukupni kolesterol, trigliceridi, HDL (lipoprotein velike gustoce), LDL

(lipoprotein male gustoce), zeljezo, vitamin D, anti-TPO, anti-Tg, fT3, fT4 i TSH.
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3.2.1. Biokemijske metode

TSH, cirkuliraju¢i hormoni stitne Zlijezde fT3, fT4, anti-Tg i anti-TPO te vitamin D odredeni
su kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom pomocu magnetskih mikrocestica (engl.
Chemiluminescent Microparticle Immuno Assay, CMIA) uz koristenje Abbott (Chicago, IL,
USA) setova kemikalija na potpuno automatiziranom instrumentu Alinity i (Abbott
Laboratories, Chicago, IL, USA). U Tablici 3 navedene su referente vrijednostivi kataloski

brojevi za koristene Abbottove setove kemikalija.

Tablica 3. Referente vrijednosti Abbott setova kemikalijaza CMIA metodu

) Biokemijska . .
Analit Komercijalni naziv testa  Referentna vrijednost
metoda

) Anti-Tg Reagent
Anti-Tg CMIA <115 KIU/mL
Kat.br. 09P34

) Anti<TPO Reagent Kit
Anti-TPO CMIA < 34 kiU /mL
Kat. br. 09P35
Free T3 Reagent Kit
fT3 CMIA 3,95.do 6,8 pmol/L
Kat. br. 07P69
Free 14 Reagent Kit
T4 CMIA 12 do 22 pmol/L
Kat. br, 07P70
TSH Reagent Kit
TSH CMIA 0,27 do 4,2 mU/L
Kat. br, 07P48
25-OH Vitamin'D Reagent
Vitamin D CMIA Kit 50 do 200 nmol/L
Kat. br. 08P4522

CMIA - kemiluminiscentna imunokemijska metoda pomoc¢u magnetskih mikrocestica (engl.

Chemiluminescent Microparticle Immuno Assay)

Kemiluminiscentna imunokemijska metoda pomoc¢u magnetskih mikrocestica (CMIA)
proizvodaca Abbott temelji se na paramagnetskoj kemiluminescentnoj tehnologiji mikrocestica

koja radi na principu slicnom ELISA testu (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), a radi
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se u dva koraka. Luminiscencija je emisija vidljivog ili gotovo vidljivog (300—800 nm) zracenja
koje nastaje kada elektron prijede iz pobudenog stanja u osnovno stanje. Potencijalna energija
koja nastaje u atomu oslobada se u obliku svjetlosti [230]. Cvrsta faza sastoji od magnetskih
kuglica, koriste se nanocestice zlata s dvostrukim ozna¢avanjem. Jedna oznaka jesnonoklonsko
protutijelo specificno za analit, a druga oznaka je peroksidaza hrena, ¢ime sé eksponencijalno
pojacava luminiscentni signal izveden iz imunoreakcije i povezane enzimske reakcije [230].
Prvo, kemiluminiscentne tvari ili enzimi koriste se za oznacavanje antigenaili protutijela ¢ijom
reakcijom nastaje imunoloSki kompleks. Antigeni obiljeZeni| biotinom mijeSaju se sa
specificnim protutijelima na imunoglobine (IgG, ukljuéujuci, IgA “indgM) i magnetskim
Cesticama oblozenim streptavidinom u uzorku Kkoji se testira. ‘Nakon ispiranja dodaje se
enzimom obiljezeni anti-humani 1gG. Kompleksna faza tvori krutu fazu enzimom obiljezenog
sekundarnog kompleksa protutijela, koji se uklanja‘ispiranjem nevezanih enzimom obiljezenih
protutijela i drugih tvari [231]. Nakon toga, kemiluminiscencijski sustav se aktivira kada se
doda luminiscentni supstrat i oksidanS. Enzim na protutijelima oznacenim enzimomkatalizira
luminiscentni supstrat koji emitira fotone. Ti se fotoni mjere instrumentom, a broj fetona
proporcionalan je koli¢ini specificnog protutijela u uzorku [231,232]./Analizator. autematski
izraGunava koncentraciji,autoprotutijela u svakom uzorku seruma pomocu radne krivulje
dobivene kalibracijom.u dvije, tocke glavne krivulje. Ukupna.specifiénost i osjetljivost ove
metode je 99,6 %, odnasno 99,7 % [231]. Cijeli postupak se provodi automatski te je u skladu
s uputama.za dijagnosticke setove kemikalija. Za mnoge kemiluminiscentne sustave postoji
niska _pezadinska razina emisije u odsutnosti analita. ‘Stoga kemtluminiscentni signali rastu
proporcionalna koncentraciji analita [230]¢ Prednost CMIA metode je veca analiticka
osjetljivost i sposobnost to¢ne detekcije poviSenih koncentracija protutijela bez potrebe za
razgjedivanjem uzorka. CMIA metoda omogucuje analiticke postupke s nizim granicama
detekcije analita od ostalih metoda imunotestiranja, te moze odrediti prisutnost protutijela u

jako niskim koncentracijama (granica detekeije = zeptomol 102! mol) [230].

Razina zeljeza odredena je fotometrijskom metodom s ferenom, HDL fotometrijskom metodom
s Kkolesterol esterazom, LDL fotometrijskom metodom s kolesterol esterazom i kolesterol
oksidazom, te triglicerida fotometrijskom metodom s lipazom i glicerol-fosfat oksidazom
(Abbott kemikalije) na automatiziranom uredaju Alinity ¢ (Abbott Laboratories, Chicago, IL,
USA). Razina kolesterola odredena je enzimatskom metodom s kolesterol esterazom setom

kemikalija proizvodac¢a Abbott na automatiziranom uredaju Alinity ¢ (Abbott Laboratories,
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Chicago, IL, USA). Referente vrijednosti za lipidogram i zeljezo zajedno s kataloskim

brojevima navedene su u Tablici 4.

Tablica 4. Referente vrijednosti Abbott setova kemikalija za lipidogram i zeljezo

_ _ . Komercijalni naziv Referentna
Analit Biokemijska metoda N
testa vrijednost
. Ny Iron Reagent Kit 8do 30
Zeljezo Fotometrija s ferenom
Katdbr..08P3920 umol/L
Enzimatska s kolesterol Cholesterol Reagent Kit
Kolesterol <5 mmol/L
esterazom Kat. br. 07P7620
Fotometrijska s kolesterol Ultra HDL Reagent Kit
HDL >1,2 mmol/L
esterazom Kat: br. 07P7520
Fotometrijska s kolesterol Direct LDL Reagent Kit
LDL _ y <3 mmol/L
esterazom i kolesteraloksidazom Kat. br. 07P7120

Y . © Triglyceride,Reagent
~ Fotometrijas lipazom i glicerol- )
Trigliceridi _ Kit 1,7 mmol/L
fosfat.oksidazom
Kat. bra07P7720

3.2.2. Kronatip

Kronotip je odreden na temeljusvalidiranog i na hrvatski jezik prevedenog kratkog
Marningness-Eveningness  Questionnaire (rMEQ) upitnika za procjenu kronotipa
[191,233,234]. Upitnik se sastoji od pet pitanja s cCetiri ponudena odgovora S to¢nim
vremenskim razmacima. Svaki odgovor na pojedino pitanje boduje se s odredenim brojem
bodova te se kronotip odreduje kao zbroj svih bodova iz pet pitanja i osobe se svrstavaju u jedan
od tri tipa kronotipa na temelju kratke MEQ bodovne ljestvice prema Tablici 5. U slu¢aju MEQ

upitnika, sto je ukupan broj bodova vec¢i znaci da je osoba vise jutarnji tip.
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Tablica 5. Kategorije kronotipa na temelju rMEQ bodova

Kronotip Broj bodova
Vecernji tip 0-11
Intermedijarni tip 12 -17
Jutarnji tip 18 -20

3.2.3. Dnevna pospanost

Dnevna pospanost odredena je Epworthovom ‘ljestvicom pespanosti (ESS, engl. Epworth
sleepiness scale) [209,235]. Odobrenje za koristenjenESS upitnika dobiveno je od Mapi
Research Trust, Lyon, France [209,236]=T0 je upitnik s 0sam pitanja za samoprogjenu dnevne
pospanosti osobe — $to je vec¢i broj bodovaina toj ljestvici to je veca dnevna pospanost.
Epworthova skala pospanosti validirana je i prevedena na hrvatski jezikqi kag takva dostupna

je na stranicama Mapi Research Trusta te je Koristena u prijasnjimistrazivanjima [189].

Ispitanici su pitani koliko, je vjerojatno da ¢e zadrijemati ili zaspati u sljede¢im situacijama:
sjedenje ¢itanje, gledanje televizije, inaktivno sjedenje na javnem mjestu (kazaliste, sastanak),
kao putnik unautomebilu® tijekom jednog sata’bez pauze, ‘lezanjeftijekom popodneva kada
okolnostito dozvele, sjedenje i prianje s nekim, tiho sjedenje poslije ruc¢ka bez konzumacije
alkoholnih pi¢a te uautomobilu nakon zaustavljanja na nekolikominuta u prometnoj guzvi. Za
svakiadnavedenih osam okolnosti odgovori su bodovani vrijednostima od nula do tri: 0 — nikad
nebih zadrijemao(la), 1 — postoji mala moguénost da bih zadrijemao(la), 2 — postoji umjerena
mogucnost da bih zadrijemao(la), te 3 = postoji velika mogucnost da bih zadrijemao(la).
Ukupan broj ESS bodova dobiven, je zbrojem svih osam odgovora (0 — 24) te su ispitanici
svrstani u Cetiri kategorije dnevne pospanosti prema Tablici 6.
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Tablica 6. Kategorije dnevne pospanosti na temelju ESS bodova

Dnevna pospanost

Broj bodova

Normalna 0-10
Blaga pospanost 11-14
Umjerena pospanost 15-17
Velika pospanost 18 - 24

3.2.4. Analiza polimorfizama gena MTNR1B

Odabir polimorfizama temeljio se na poznatoj ukljucenosti gena u molekularni mehanizam

regulacije cirkadijanog ritma (kronotip i dnevna pospanost) te na povezanosti polimorfizama s

rizicnim ¢imbenicima za AITD (Tablica 7).

Tablica 7. Popis odredivanih polimorfizama gena receptora za melatonin 1B\(MTNR1B)

Polimorfizam Povezani fenotip

Literatura

Kronotip
Indeks tjelesne mase (GWAS)

Tan i sur. 2020 [165]

Manning i sur. 2012 [166]

rs10830963(C>G) Metabolicki sindrom (GWAS) Park i sur. 2024 [167]
Gravesova bolest Linisur. 2017 [6]
Debljina Zhen i sur. 2015 [237]
Gravesova bolest Lin i sur. 2017 [6]
Poremecaj spavanja Potter i sur. 2016 [238]
rs1387153 (C>T) - )
Debljina Been i sur. 2012 [239]
Metabolicki'sindrom (GWAS) Kraja i sur. 2011 [170]
Kronotip Silva i sur. 2019 [173]
rs4753426 (C>T) Kronotip Santos i sur. 2020 [174]

Sekrecija inzulina

Nikolaev i sur. 2021 [152]

Dodatno, polimorfizam rs4753426 preklapa se s genom SLC36A4 (engl. Solute carrier family

36 member 4) te je njegova ekspresija u stitnoj zlijezdi prikazana na Slici 5. Genotip -1193C/C
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Imao je znacajno nizu razinu ekspresije MTNR1B u odnosu na homozigotni genotip TT u tkivu
Stitne zlijezde [175].

SLC36A4
chr11_92968430 T C b38
Thyroid
2.0
1.0
oo @ = m
" 20
T TC cc

(182) (325) (174)

pvalue: 2 5e-5

Slika 5. Violinski dijagram s podacima o ekspresiji rs4753426 polimorfizma u stitnoj zlijezdi.
Izvor GTEx AnalysisRelease V10 (dbGaP Accession phs000424.v10.p2),
https://gtexportal.org/home/snp/rs4753426, datum pristupa 11. 11:2024.; [175].

3.24.1. " lzolacija DNA iz leukocita pune periferne Krvi

Venska krwispitanika uzeta je nakon venepunkcije uepruvete s podtlakom (Vacutainer, Becton
Dickinson) kojima je dodan antikoagulans EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina). Izdvajanje
leukocitne genomske DNA iz/600 pl pune krvi napravljeno je prema standardnom protokolu
proizvodaca na kolonama sa silikasmembranom [240]. Koristen je QlAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) komplet kemikalija koji sadrzava razli¢ite kemikalije i kolone
za izdvajanje i proc¢is¢avanje DNA. Pritom su napravljene manje izmjene originalnih uputa za

izolaciju preporucenih od strane proizvodaca.

Izdvajanje DNA zapoceto je inkubiranjem 600 pL pune krvi u 600 uL odgovaraju¢eg pufera
za liziranje uz prisutnost 60 pL proteinaze K koja se nalazi u sastavu kompleta reagensa.

Proteinaza K je enzim koji neselektivno razgraduje proteine. Nakon inkubiranja smjese od 10
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minuta pri 56°C i dodavanja 600 uL 100 %-tnog etanola s pomocu kojega dolazi do
precipitacije DNA, smjesa je prebacena na tzv. silika-membranu unutar kolone. Smjesa je
centrifugirana na 6000 g jednu minutu. DNA se veze na membranu, a ostatak smjese prolazi
kroz pore membrane. Ovako izolirana DNA dodatno je proc¢is¢ena dodavanjem razli¢itih
pufera. Prvo je dodano 500 uLL AW1 puferate je smjesa centrifugirana na 6000 g jednusminutu.
Zatim je QIAamp Mini spin kolona prebacena u novu epruvetu te je dodano 500 ulL pufera AW2
i ponovno centrifugirano na 20 000 g tijekom tri minute. Tijekompostupka mijenja se ionska
jakost. U uvjetima visoke ionske jakosti, DNA se veze za kolonu i necistoée se ispiru. U
posljednjem koraku koristen je pufer niske ionske jakosti kojipotice otpustanje DNA s kolone
(cijepa veze izmedu DNA i membrane). QlAamp Mini spin kolena prebacena je u novu
epruvetu i dodano je 200 uLL. AE pufera te inkubirano na sobnoj temperaturi jednu minutu, a
zatim centrifugirano na 6000 g jednu minutu. Izolirana,DNA cuvana je u AE puferu pohranjena
na -20°C.

Nakon izolacije odredena je koncentracija DNAwuzoraka spektrofotometrijskom metodom na
uredaju NanoPhotometer N60-Touch (Implen GmbH, Miinchen, Njemacka). DNA u/otopini
apsorbira svjetlost u ultraljubicastom podrucju od 260 nm. Za odredivanje.koncentracije DNA
u otopini koristenaje. apsorbancija na valnoj duljini 260 nm, dok je omjer apsorbancije
A260/280 posluzio zaprocjenu ¢istoce DNA. Prosje¢na koncentracija DNA uzoraka iznosila
je 54,79 + 9,80 nglul, a ¢istoca 1,82 + 0,01.

3.24.2. Lancanareakcija polimerazom u'stvarnom vremenu

Polimorfizmi gena MTNR1B odredenisuprimjenom komercijalno dostupnih TagMan kompleta
reagensa tvrtke Applied Biosystems [241] pa instrumentu za lan¢anu reakciju polimerazom
(engl. Polymerase chain reaction, PCR)w stvarnom vremenu Applied Biosystems QuantStudio
5 uredaju (Thermo Fisher Scientific, Foster City, California, USA). PCR u stvarnom vremenu
(engl. Real-time PCR) je varijanta PCR-a koja omogucava pracenje nastajanja produkta tijekom
same PCR reakcije na monitoru uredaja. Dok se produkt stvara, intenzitet fluorescencije se
biljeZi, obraduje, analizira i pohranjuje unutar uredaja, a nakon zavrsetka reakcije rezultati su
spremni za daljnju obradu. Prednosti metode PCR-a u stvarnom vremenu u odnosu na

konvencionalni PCR ukljucuju pouzdano otkrivanje promjena u samo jednom nukleotidu te
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uklanjanje potrebe za dodatnom analizom PCR produkata ¢ime Se znaCajno smanjuje

mogucénost kontaminacije i ubrzava proces analize.

PCR reakcije napravljene su u 96-plo¢ama s dvije negativne kontrole (engl. No template contol,
NTC) u kojima je umjesto DNA uzorka dodana jednaka koli¢ina PCR ciste ¥ode. Koristene su
TagMan probe (TagMan Assay) za tri polimofrizma gena MTNR1B (T ablica 8) uz TagMan
Genotyping Master Mix (Applied Biosystems).

Tablica 8. Koristene TagMan probe i fluorescentno oznacenialeli

Aleli
SNP TagMan Assay
VIC FAM
rs10830963 C__ 3256858_10 C G
rs1387153 C__ 1932612_10 C T
rs4753426 C 289583 10 C T

Prije slaganja PCR reakeije, uzorci DNA su razrijedeni u PCR ¢istojwodin(bez nukleaza) kako
bi se dobilo 1-20 ngsDNA po jazici, odnosno konaéna koncentracija DNA u PCR reakciji nije
manja od 0,2 ng/ul.
Ukupni volumen PCR reakeije bio je 12,5 pl:

- 6;25 ul 2x TagMan Genotyping master mix

- 0,31 wh20x TagMan proba pojedinog polimorfizma (TagMan Assay)

= 2 ul genomske DNA

= 3,94 ul voda za PCR (bez nukleaza).

TagMan metodologija zasniva se na 5'-3" egzonukleaznoj aktivnosti AmpliTag Gold DNA
polimeraze. TagMan sonda sadrzi dva fluorofora (reporter, R i prigusiva¢, Q) smjestena na
suprotnim krajevima sonde. Dok su oba fluorofora vezana za sondu, ne dolazi do emitiranja
fluorescencije. Nefluorescentni prigusivaé¢ na 3' kraju emitira svjetlost duze valne duljine, ¢ime
prikriva signal reporterske boje kra¢e valne duljine na 5 kraju. Ovaj ucinak postize se
prijenosom fluorescentne rezonantne energije (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer,
FRET), gdje jedna boja inhibira drugu bez emisije protona. Egzonukleazna aktivnost DNA
polimeraze razgraduje hibridiziranu TagMan sondu samo kada je sonda vezana za ciljni
odsjecak izmedu uzvodne i nizvodne pocetnice, odnosno kad se taj odsjec¢ak umnozava. To
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dovodi do odvajanja reporterske boje od prigusivaca, sto rezultira emisijom fluorescencije
odredene valne duljine. Fragmenti sonde uklanjaju se s ciljnog odsjecka DNA, omogucéujuéi
nastavak polimerizacije. Sonda je blokirana na 3' kraju kako bi se sprije¢ilo njeno produljenje
tijekom PCR-a. Povecanje fluorescentnog signala dogada se samo kada je ciljna sekvenca
komplementarna sondi i amplificirana tijekom PCR reakcije (Slika 6), ¢ime se sprjecava
detekcija nespecificnih umnozavanja [242,243]. Svaka TagMan MGB (engl. Minor /Groove
Binder) sonda sastoji se od reporterske boje koja je vezana na 5' kraj, odnosno VIC ili FAM
(engl. Carboxyfluorescein) boje vezane na 5' kraj sonde za alel 1 1 alel 2. MGB komponenta
povecava temperaturu taljenja sonde, a na 3' kraju nalazi.se nefluoresecentni prigusivac¢ (engl.
Nonfluorescent quencher, NQF).

1. TagMan kemikalije

sonda )"‘Gﬁ sonda /"“-"6 )
podetnica v 0@ & g @ pofetnica
~ DNA kahup GA Py
= =8
3 C/'T

2. Denaturacija i vezanje potetnica

Objasnjenja:
sonda ;"c‘a sonda )"‘GB I;oﬁem.ica V. VICboja
. Y v @ © 7@ _
pocetnica “ AW A (& FAMboja
K= —% @ Prigusivaé
3 /T 5

(mea  Vezanje za manjiutor

3. Produljivanje lanaca

0T TagDMNA polimeraza
podetnica
MG
sonda S/
& g @ Sonda
A
. ' N
poﬁemlc:i G G = Pocetnica
IE I iu Kalip
d :i: . Produzena pocetnica
podudaramje

Slika 6. Shematski prikaz TagMan metodologije. Prilagodeno prema TagMan SNP
Genotyping protokolu [242].

PCR reakcija odvijala se u tri koraka. Prvi korak je denaturacija DNA na 95°C u trajanju od 10
minuta, te zatim 40 ciklusa u kojima su se izmjenjivala denaturacija i vezanje pocetnica i

TagMan sonda na 92°C tijekom 15 sekundi te produljivanje lanaca DNA na 60°C jednu minutu.
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Ocitavanje i analiza genotipova napravljena je programom QuantStudio™ Design & Analysis
v1.5.2. Program istovremeno odreduje genotipove svih DNA uzoraka, tako $to prvo normalizira
fluorescenciju reporterske boje u odnosu na fluorescenciju pasivne referentne_boje u svakoj
jazici. Nakon toga, program izra¢unava normalizirane intenzitete reporterske boje za svaki
uzorak i prikazuje ih na grafu u odnosu na intenzitete boje specifi¢ne zaalele'sondi. Na'temelju

poloZaja uzoraka na grafu, program algoritamski dodjeljuje genotipove (Slika 7).
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Slika 7. Graf distribucije genotipova. Prikazani su rezultati polimorfizma rs4753426 gena
MTNR1B.

Legenda: mnegativna kontrola; @homozigot T/T; @ homozigot C/C; @ heterozigot C/T

40



3. ISPITANICI | METODE

Grupiranje podataka mijenja se duz horizontalne osi (alel C), vertikalne osi (alel T) ili
dijagonalno (aleli C/T). Odstupanja u rezultatima nastaju zbog razlike intenziteta fluorescencije

reporterske boje nakon umnozavanja PCR-om.

3.3.  Plan istrazivanja

Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak te ispunili upitnike,auzorci krviza biokemijske
pretrage i izolaciju DNA uzeti su od strane kvalificiranogsmedicinskog.esablja te proslijedeni
u laboratorije radi odredivanja biokemijskih parametra/1 izolacije DNA te analize

polimorfizama gena MTNR1B.

Analiza povezanosti polimorfizama gena MTNR1B napravljena je podjelom ispitanika u

razli¢ite skupine na temelju specifi¢no postavljenih ciljeva istrazivanja.

Ispitanici su podijeljeni u«@dvije, skupine .na temelju kronotipa. Kako je ‘najzastupljeniji
intermedijarni kronotip,£dok je jutarnji najrjedi, ispitanici su podijeljeni.u dvije skupine na
temelju samoprocjene. kronotipa. Stoga su ispitanici intermedijarnog | jutarnjeg kronotipa
grupirani zajedno te su usporedene razlike izmedu ispitanikacdintermedijarnog i jutarnjeg

kronotipa nasuprotdspitanika s vecernjim kronotipoms

Sli¢gna podjelamnapravljena je za dnevnu pospanost jer je brojispitanika s umjerenom i velikom
dnevnom pospanosti/mali. Na temelju samoprocjene dnevne paspanosti analizirane su razlike
1zmedu 1spitanika s normalnom dnevnom pospanoséu nasuprot onih s povec¢anom dnevnom
pospanosc¢u koja obuhvaca kategorije blage, umjerene i velike dnevne pospanosti na temelju

Epwerthove skale pospanosti.

Za Hashimotovu bolest karakteristicno je da 60 do 80 % bolesnika ima pozitivna anti-Tg,
medutim, dio bolesnika ima negativna anti-Tg (manje od 115 kIU/L). Na temelju
negativnih/pozitivnih anti-Tg ispitanici su podijeljeni u dvije skupine — jednu skupinu ¢ine
ispitanici s negativnim anti-Tg (manjim ili jednakim 115 kIU/L), dok se druga skupina sastoji

od ispitanika s pozitivnim anti-Tg (ve¢im od 115 kIU/L).
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Pretilost je povezana s hipotireozom i Hashimotovom bolesti, a ITM je koristen za procjenu
odnosa izmedu pretilosti i polimorfizama gena MTNR1B. Funkcija stitne zlijezde mogla bi biti
jedan od ¢imbenika koji utje¢e na tjelesnu masu i popratne bolesti poput pretilosti, stoga su
ispitanici na temelju ITM-a podijeljeni u dvije skupine (Slika 8). Kao grani¢na vrijednosti uzet

je ITM od 25 kg/m? na temelju kojeg su ispitanici podijeljeni na one nor j e mase
(ITM jednak ili manji od 25 kg/m?) te na one s prekomjernom tjele m 1 0d
25 kg/m?).

N

® Normalan ITM = 25 kg/m2
" Prekomjerna masa > 25 = 30 kg/m2

Pretilost > 30 kg/m2

3.4. Statisticke metode

Podaci su obradeni u SPSS statistickom programu (26.0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).
Varijable su podijeljene na kvalitativne, numericke i ordinalne te je napravljena deskriptivna
statisticka obrada. Podaci su prikazani primjerenim mjerama sredi$njice i rasprSenja —

artimetickom sredinom i standardnim rasprsenjem, medijanom i interkvartilnim rasponom, kao
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I apsolutnom i relativnom ucestalos¢u. Razlike numerickih varijabli izmedu dvije skupine
testirane su Mann-Whitney U testom, dok su razlike izmedu kategorickih varijabli testirane

Pearsonovim chi-kvadrat (x?) testom.

Chi-kvadrat (y%) test koristen je za utvrdivanje razlika u udjelu klinickih karakteristika i
kategorija kronotipa jutarnji/intermedijarni i vecernjih kronotipova, te Kkategorija 'dnevne
pospanosti. Mann-Whitney U test koriSten je za za odredivanje odnosa izmedu genotipova i
kronotipa te dnevne pospanosti. Kruskal-Wallis test koristen je za odredivanje znacajnosti

odnosa izmedu genotipa i rizi¢nih ¢imbenika za AITD.

Razlike u distribuciji i frekvenciji alela napravljene su 4 testom. Napravljena je analiza
pojedina¢nih polimorfizama prema razli¢itim “medelima nasljedivanja (kodominantni,
dominantni, recesivni) koristenjem pristupa logisticke regresijske analize u sklopu paketa
SNPStats (https://www.snpstats.net/)  [244] s ucestalostima genotipova, proporcijama,
omjerima izgleda (OR), 95 % intervalima pouzdanosti (CI) i Akaikeevim Kkriterijima
informacija (AIC, engl. Akaike, information criterion). Akaikeov Kriterij “informacije je
procjenitelj pogreske predvidanja, a time i relativne kvalitete statistickih modela nasljedivanja
za analizirane polimorfizme. AIC procjenjuje kvalitetu svakog.modela nasljedivanja u odnosu
na svaki od ostalih modela_te omogucuje odabir modela nasljedivanja koji najbolje odgovara
podacima te se oslanja na/asimptotsku aproksimaciju. Najbelji model je model s najmanjim

AIC koji-odgavara minimiziranju ocekivane entropije [244].

Statisticka korelacijavidljiva izmedu razli¢itih'pelimorfizama Koji su blize smjeSteni na istom
Kromosomu naziva se neravnoteza.alelne povezanosti (engl. Linkage disequilibrium, LD).
Napravljena je za tri analizirana polimorfizma gena MTNR1B SHEsisPlus programom
(http://analysis.bio-x.cn/) [245]), Odredene, su vrijednosti relativnog koeficijenta vezane
neravnoteze (Lewontinov D' (|D’[)'—ake e blize jedan, povezanost ispitivanih polimorfizama
je velika) i koeficijenta korelacije (r*> — sto je blize nuli, populacija je blize ravnotezi) izmedu
svakog para polimorfizama. Veé¢i D' i manji r? oznacavaju da je vjerojatnost rekombinacije

izmedu blizih lokusa vrlo mala i obi¢no se ti lokusi prenose u bloku.

Skup polimorfizama koji se zajedno prenose na svakom kromosomu naziva se haplotip. S
obzirom na genotipove uzorka, svaka jedinka ima dva moguca haplotipa, jedan po kromosomu.

Rekonstrukcija haplotipova napravljena je algoritmom PL-CSEM (engl. Partition-Ligation
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Combination-Subdivision Expectation Maximization) koji je sastavni dio SHEsisPlus programa
(http://analysis.bio-x.cn/) [246] nakon 10000 permutacija gdje su rijetki haplotipovi s
frekvencijama ispod 0,05 iskljuceni.

PL-CSEM algoritam napravljen je za u¢inkovitu procjenu haplotipova konstruiranih od velikog
broja dvoalelnih ili multialelnih lokusa u diploidnih pojedinaca. Osnovni koraci CS Strategije
su kombinacija nekih alela kako bi se smanjio ukupan broj za svakiwisealelni lokus (korak
kombinacije), a zatim slijedi EM algoritam za konstrukciju haplotipova's novim alelima, tj. iz
koraka kombinacije. Standardni EM algoritam uzima u obzir sve moguce haplotipove, ali
koriStenjem CS strategije, prvo se kombiniraju aleli kako i se eba lokusai€inila bialelnim, a
zatim se koristi EM algoritam za procjenu haplotipova s novim alelima. U EM koraku u obzir
se uzimaju samo cetiri mogucéa haplotipa. Zatim se u sljedecem koraku zadrzavaju samo
haplotipovi ¢ije su frekvencije veée od grani¢ne vrijednosti, U ovom slucaju 0,05. U koraku
podjele, svaki alel (osim pocetnog alela) podijeljen je na dva dijela, tako da se preostali
haplotipovi razbijaju kako bi se formirao skup haplotipova kandidata za sljedeci EM korak.

Podjela i EM koraci se ponavljaju dok se‘svi alelijne vrate u pocetno stanje:

Tip generaliziranog linearnog modela (GLM), binarna logisticka regresija, koriStena je za
procjenu ucinka genotipova, rs10830963, rs1387153 i rs4753426 gena MTNR1B kod
Hashimotove bolesti za modeliranje vjerojatnosti binarnih'ishoda — jutarnjeg/intermedijarnog
kronotipa, povecéane dnevne pospanosti, pozitivnih anti-Tg,‘pretilosti i primjene LT4. Dob,
ITM, ukupni-koelesterol, trigliceridi, LDL, HDL 4TSH, T3, T4, Z¢ljezo, vitamin D, rMEQ i
ESS koristeni.su kao kovarijate u razlicitim regresijskim modelima. Za svaki model odreden je
Nagelkerke R? | utvrdena je multikolinearnost.

Nagelkerke R? je mjera dobrog uklapanja u logisticki regresijski model i predstavlja prilagoden
Cox & Snell-ov R? tako da pokriva raspon statisticke ljestvice od nula do jedan. Vrijednosti
blize jedan ukazuju na bolju-prilagodbu modela. Vrijednosti Nagelkerke R? manje od 0,2
ukazuju na slab odnos izmedu prediktora i ishoda, vrijednosti izmedu 0,2 i 0,4 oznacavaju
umjeren odnos, dok vrijednosti veée od 0,4 oznacuju jak odnos.

Za otkrivanje multikolinearnosti u regresijskoj analizi koristen je ¢imbenik inflacije varijance
(VIF, engl. Variance inflation factor). Multikolinearnost je prisutna kada postoji korelacija
izmedu vise nezavisnih varijabli u regresijskom modelu. Ukoliko je vrijednost VIF jedan, nema
korelacije izmedu varijable prediktora i drugih varijabli, dok VIF veci od jedan i manji od 10
predstavlja umjerenu korelaciju koja je prihvatljiva. Vrijednost VIF-a jednaka ili veca od 10
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oznacava potencijalno problemati¢nu multikolinearnost i ovisnost vise nezavisnih varijabli u

modelu §to moze utjecati na tumacenje rezultata regresijskog modela.

Razina znacajnosti postavljena je na dvostrani P < 0,05 te su sve P vrijednosti

prema Bonferronijevom testu za visestruko testiranje.

Izraun snage istrazivanja napravljen je programom

(https://csg.sph.umich.edu/abecasis/gas_power_calculator/index.

45



4. REZULTATI

4. REZULTATI

Op¢i i biokemijski podaci 115 ispitanika prikazani su u Tablici 9. Srednja zivotna dob bila je
43 + 12 godina, te su 92,2 % ispitanika Cinile Zene.

Normalan indeks tjelesne mase ima 62 (53,9 %) ispitanika, 33 (28,7 %) dspitanikaypripada
kategoriji prekomjerne tjelesne mase s ITM-om od 25,1 do 30 kg/m?, te. 20 (17,4 %) ispitanika
je pretilo s ITM-om veéim od 30,1 kg/m?. Povisene razine kolesterola zabiljezene suti 73 (63,5
%) ispitanika, dok je povisene razine triglicerida imalo 18 (15,7 %) ispitanika. Snizene razine
HDL kolesterola bile su prisutne kod 16 (13,9 %) ispitanika; a povisenerazine LDL kolesterola
kod 28 (24,3 %) ispitanika. SniZene razine vitamina D imalo je 44 (38,3 %) ispitanika, dok su
snizene razine zeljeza zabiljezene kod 17 (14,8 %) iIspitanika. Na/nadomjesnom hormonskom

lije¢enju s LT4 bilo je 61,7 % ispitanika.

Tablica 9. Op¢i i biokemijski, podatci svih ispitanika (N = 115)

Varijable Medijan Interkvartilnifraspon
Dob (godine) 41 33-50
ITM (kg/m?) 24,43 22,07— 28,76
Kolesterol (mmaol/L) 5,40 4,40 — 6,00
Trigliceridi (mmol/L) 1,30 0,90 - 1,60
HDL (mmol/L) 1,50 1,30 - 1,80
LDL (mmol/L) 2,20 1,60 - 3,00
Zeljezo (umol/L) 14,00 9,00 — 21,00
Vitamin D (nmol/L) 56,70 43,00 — 73,30
Spol N Udio
Zene 106 92,2 %
Muskarci 9 7,8 %
LT4 Ne 44 38,3%
Da 71 61,7 %

ITM — indeks tjelesne mase, HDL — lipoprotein velike gustoc¢e, LDL — lipoprotein niske
gustoée, LT4 — levotiroksin
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Biokemijski parametri Stitne Zlijezde prikazani su u Tablici 10. Samo jedan ispitanik imao je
normalnu razinu anti-TPO, manju od 34 kIU/L, dok je 114 (99,1 %) ispitanika imalo povisene
razine anti-TPO. Medutim, 28 (24,3 %) ispitanika imalo je normalne razine anti-Tg/(anti-Tg do
115 KIU/L), dok je 87 (75,7 %) ispitanika imalo povisene razine anti-Tg.

Tablica 10. Parametri stitne Zlijezde svih_ ispitanika (N'=.115)

Varijable Medijan Interkvartilni raspon
anti-TPO (kIU/L) 260,50 127 — 600,50
anti-Tg (KIU/L) 181,80 120,00 - 300,00
TSH (mUI/L) 11,20 7,90 - 15,70

T3 (pmol/L) 5,40 4,50 - 6,00

fT4 (pmol/L) 15,60 13,70 - 17,40

anti-TPO — protutijela natiroidnu peroksidazu, anti-Tg — tireoglobulinska protutijela, TSH —

tireotropni hormon (tireotropin), fT3 — slobodni trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin

4.1. " Analiza polimorfizama gena MTNR1B

U Tablici 11. prikazana je raspodjela alela u odnosu na referentnu populaciju HapMap baze
podataka kod stanovnika drzave Utah porijeklom iz sjeverne i zapadne Europe (CEU) dobivenu
projektom 1000 Genomes. Raspodjela i u¢estalost genotipova takoder je prikazana u Tablici
11.
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Tablica 11. Raspodjela i ucestalost alela i genotipova gena MTNR1B

MAF* MAF* ]
SNP Rjedi alel Genotip
HB HapMap** a (%)
rs10830963 G 0,465 0,288
rs1387153 T
rs4753426 T

HB — ispitanici s Hashim

** Ucestalost MAF i zapadne

r za autoimune bolesti $titne
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Tablica 12. Povezanosti ¢cimbenika rizika za AITD i polimorfizama gena MTNR1B (N = 115)

rs10830963 rs1387153 rs4753426
Spol 0,001 0,254 0,485
LT4 0,157 0,142 0,931
Dob 0,826 0,347 0,593
IT™ 0,414 0,427 0,462
Kolesterol (mmol/L) 0,945 0,774 0,652
Trigliceridi (mmol/L) 0,956 07119 0,858
HDL (mmol/L) 0,989 0,480 0,619
LDL (mmol/L) 0,092 0,759 0,394
Zeljezo (umol/L) 0,731 0,425 0,057
Vitamin D (nmol/L) 0,045 0,479 0,434

LT4 — levotiroksin, ITM — indeks/jelesne mase, HDL — lipoprotein velike gustoce, LDL —

lipoprotein niske gustoce. Prikazane'su P vrijednosti chi-kvadrat testa

Rezultati ¥ testa 0 povezanosti biokemijskih parametara za AITD, /i polimerfizama gena
MTNR1B prikazani sunu Tablici 13. Pronadena je znaCajnanpovezanost polimorfizma
rs10830963 s anti-Tgd(y* =204,588; df = 160; P.#0,010)te s fT3 (y¥= 152,143; df = 58; P <
0,001).

Tablica 13{Povezanost biokemijskih parametara za AITD 1 pelimorfizama gena MTNR1B
kod ispitanika s Hashimotovem bolesti (N = 115)

(510830963 rs1387153 1s4753426
anti-TPO (KIU/L) 0,995 0,542 0,666
anti-Tg (KIU/L) 0,010 0,450 0,469
TSH (MU/L) 0,877 0,689 0,416
fT3 (pmol/L) <0,001 0,154 0,066
T4 (pmol/L) 0,857 0,220 0,502

anti-TPO — protutijela na tiroidnu peroksidazu, anti-Tg — tireoglobulinska protutijela, TSH —
tireotropni hormon (tireotropin), fT3 — slobodni trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin.
Prikazane su P vrijednosti za chi-kvadrat test
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Analiza neravnoteze alelne povezanosti (engl. Linkage disequilibrium, LD) tri analizirana
polimorfizma (rs10830963, rs1387153 i rs4753426) gena MTNR1B prikazana je relativnim
koeficijentom vezane neravnoteze (Lewontinov D' (|D']) i koeficijentom korelacije.(r?) na Slici
9. Najveca LD zapazena je izmedu rs10830963 i rs1387153 (D' = 0,827; slika 9A), tesizmedu
navedenih polimorfizama postoji mala moguénost rekombinacije. Najmanja zapazena LD je
izmedu rs10830963 i rs4753426 (D' = 0,406). Na slici 9B prikazani su koeficijentirkorelacije,
koji, $to su blize nuli, populacija je blize ravnotezi. Populacija je najblize ravnotezi za
polimorfizme rs10830963 i rs4753426 (r? = 0,121), a<hajvece odstupanje populacije od
ravnoteze Vidljivo je izmedu polimorfizama rs10830963 i rs1387153,(r*> = 0,388).
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Slika 9. Neravnoteza alelne povezanosti (LD) tri odabrana polimorfizma (rs10830963,
rs1387153 i rs4753426). A) relatival koeficijent vezane neravnoteze (D'), B) koeficijent

korelacije (r?).
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4.2.  Kronotip i dnevna pospanost

Ucestalost pojedinih tipova kronotipa prikazana je u Tablici 14. Vecina ispitanika,(60,9 %) ima

intermedijarni kronotip, dok je samo jedan ispitanik (0,9 %) jutarnjeg kronotipa.

Tablica 14. Ucestalost pojedinog tipa kronotipa medu ispitanicima (N'= 115)

Tip N Postotak
Jutarnji tip (> = 18) 1 0,9 %
Intermedijarni (12-17) 70 60,9 %
Vecernji tip (< = 11) 44 38,3 %

Ucestalost razli¢itih tipova dnevne pospanosti prikazana je u Tablici 15. Najvise ispitanika
pripada skupini normalne/dnevne pospanosti (71,3 %), a najmanje skupini velike dnevne

pospanosti (3,5 %).

Tablica 15. Ucestalost kategorija dnevine pospanosti‘(N = 115)

Pospanost N Postotak
Normalna pospanost (0-10) 82 71,3 %
Blaga pospanost (11-14) 20 17,4 %
Umjerena pospanost (15-17) 9 7,8 %
Velika pospanost (= 18) 4 3,5%

Srednja vrijednost kronotipa u cijeloj populaciji ispitanika iznosila je 12,19 + 2,07, dok je
srednja vrijednost samoprocijenjene dnevne pospanosti bila 8,39 + 4,49. Kako raspodjela
kronotipa i dnevne pospanosti ne prati Gaussovu krivulju, vrijednosti kronotipa i dnevne

pospanosti prikazane su na Slici 10 kao medijani s interkvartilnom rasponom
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20+

154

Medijan (IQR)
3

T T
Kronotip Dnevna pospanost

-
Slika 10. Medijani i interkvartilni rasponi (IQR) kronotipa (12; 11-14) i dnevne pospanosti (8;

-12) (N = 115)
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Tablica 16. Povezanost ¢imbenika rizika za AITD s kronotipom i dnevnom pospanosc¢u kod

ispitanika s Hashimotovom bolesti (N = 115)

Kronotip* Dnevna pospanost*
XZ

Spol 4,949

LT4 13,598

Dob 499,278

IT™™ 1136,353

Kolesterol (mmol/L) 434,373

Trigliceridi (mmol/L) 178,163

HDL (mmol/L) 200,651

LDL (mmol/L) 387,649 729,777
Zeljezo (umol/L) 660,359

Vitamin D (nmol/L)

LT4 — levotiroksin, ITM

1667,768

i Stitne zlijezde s kronotipom i
acajna povezanost anti-Tg i

nevnom pospanoscu.
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Tablica 17. Povezanost biokemijskih parametara za AITD s kronotipom i dnevnom

pospanoscu (N = 115)

Kronotip* Dnevna pospanost™

1 P 4 P
anti-TPO (kIU/L) 986,378 0,697 1860,248 0,828
anti-Tg (kIU/L) 898,614 0,008 1667,721 0,005
TSH (mUI/L) 833,323 0,033 1531;095 0,050
fT3 (pmol/L) 251,152 0,952 618,605 0,024
fT4 (pmol/L) 579,322 0,926 1180,799 0,625

anti-TPO — protutijela na tireoidnu peroksidazu, anti-Tg — tireoglobulinska protutijela, TSH —

tireotropni hormon (tireotropin), fT3 — slobodni trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin. *P

vrijednosti za chi-kvadrat, test

4.3.  Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s kronotipom

Povezanost izmedu pojedinih “polimorfizama gena MTNR1B i kronotipa: kod ispitanika s
Hashimotoyom ‘boleésti prikazana je u Tablici 18. Polimorfizmi rs10830963, rs1387153 i

rs4753426 niswbili pavezani s kronotipom u cjelokupnoj populaciji‘ispitanika s Hashimotovom

bolgsti.

Tablica 18. Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s kronotipom (N = 115)

Polimorfizam 12 P

rs10830963 14,416 0,809
rs1387153 17,649 0,610
rs4753426 30,172 0,067
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Odnosi izmedu ucestalosti genotipova istrazivanih polimorfizama gena MTNRI1B i
samoprocjene kronotipa (rMEQ) kod svih ispitanika s Hashimotovom bolesti prikazani su u
Tablici 19. Dodatnom analizom uoc¢ena je znac¢ajna razlika u kronotipu izmedu genotipova CC
i CT polimorfizma rs4753426 (Z = -2,116; P = 0,034).

Tablica 19. Odnos izmedu ucestalosti genotipova gena MTNR1B4 samaoprocjeneskronotipa

(N = 115)

SNP Genotip  MEQ medijan MEQAQR a p*
CcC 12 11 +13,50

rs10830963 CG 11 11-11 14,416 0,809
GG 12 10— 14
CC 12 11 -13,75

rs1387153 CT 12 10-14 17,649 0,610
TT 12 10,50 — 14,50
CGC 12 10-13

rs4753426 cT 12 11-14 30,172 0,067
TT 12 11-14

IQR — intekwvartilni raspons *Chi-kvadrat test

Napravljena je odvojena statisticka@naliza na temelju kategorija samoprocijenjenog kronotipa.
Analizirane su razlike izmedu kategorije vecernjeg kronotipa (n = 44) i intermedijarni + jutarnji
Kronotip (n = 71). Ucestalost I'razlika u alelima analiziranih polimorfizama gena MTNR1B u
odnosu na kategoriju kronotipa ispitanika s Hashimotovom bolesti prikazana je u Tablici 20.
Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih polimorfizma gena MTNR1B na

temelju kategorija kronotipa u populaciji ispitanika s Hashimotovom bolesti.
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Tablica 20. Ucestalost alela polimorfizama gena MTNR1B u odnosu na kronotip (N = 115)

Vecernji (n = Intermedijarni +
Rjedi . ..
SNP ol 44) jutarnji(n=71) OR 95 P
ale

Ucestalost alela ~ Ucestalost alela
rs10830963 G 0,443 0,478
rs1387153 T 0,318 0,338
rs4753426 T 0,454 0,457

OR — omjer izgleda (engl. Odds ratio), Cl — interval po

Takoder, nisu uocene znacajne razlike izmedu razli kategorija kronotipova i analiziranih

genotipova polimorfizama gena MTN Tablica 21).

Tablica 21.

50 (9-11)
11111y @ -0,365 0,715
10 (9-11)
11 (9-11)
10 (9-10,75) 2-14) -0,271 0,786
10 (9,7 13 (12-16)
13 (12-14)
4753426 13 (12-15) -0,125 0,901
TT 11 (10-11 14 (12-14)

rMEQ — kronotip, ESS — dnevna pospanost. Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilni

raspon. *Mann-Whitney U test
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Ucestalost kodominantnih, dominantnih i recesivnih modela genotipova izmedu kategorija

vecernjih i intermedijarnih + jutarnjih kronotipova prikazane su u Tablici 22.

Tablica 22. Modeli genotipova gena MTNR1B na temelju

Modeli genotipova rs10830963 rs13871
P 0,35 0,15
Kodominantni OR 1,00 0,49
model 95 % ClI 0,40-1,84 0,20-1,18
AIC 156,9 158,9 155,2

Dominantni

model

1,67

Rew'vni ‘

model 0,39-1,76> 0,68-4,10
1 155,8
gl. Odds ratio), Cl val i (engl. Confidence interval),

2 O K

AIC — engl. Akaike in

Analizirani su haplotipovi na temelju kategorija kronotipova. Ucgestalost predvidenih
haplotipova prikazana je u Tablici 23. Usporedbom cetiri najcesca haplotipa izmedu ispitanika

vecernjeg te intermedijarnog i jutarnjeg kronotipa nije pronadena statisticki znac¢ajna razlika.
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Tablica 23. Ucestalost i raspodjela mogucih haplotipova gena MTNR1B na temelju kategorija
kronotipova

Ucestalost
Ucestalost L OR
rs10830963 rs1387153 rs4753426 intermedijarni
vecernji ) B (95%Cl)
+jutarnji
1,13
G T C 0,28 0,28 0,71
(0,58-2,20)
0,96
C C C 0,20 0,19 0,92
(0,46-2,01)
0,72
G C T 0,09 011 0,53
(0,26-2,01)
0,85
G C C 0,06 0,06
(0,24-3,03)

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.

Razlike u biokemijskim parametarima za AITD u odnosu na‘tip kronotipa prikazane su u
Tablici 24. Pacijenti jutarnjeg i intermedijarnog kronotipa imaju znacajne.vise razine fT3 u
odnosu na pacijentenvecernjeg, kronotipa. Ostali biokemijskizparametri, ne razlikuju se na

temeljutipa kronotipas

Tablica 24. Razlikeu biokemijskim parametrima stitne, zlijezde ovisno o kronotipu (N = 115)

Intermedijarni #+ jutarnji (n =

Varijable Vecernji (n = 44) 1) Z p*

anti-TPO (kIU/L) 240,45 (116,25-437,63) 270,5 (127-690) -0,791 0,429
anti-Tg (kIU/L) 172,5(121,88-217,13) 190 (100,5-330) -0,881 0,379
TSH (mU/L) 39,8 (7,7-13,38) 12,1 (7,9-18,4) -1,341 0,180
fT3 (pmol/L) 2,8 (14,53-17,38) 5,2 (4,4-5,8) -2,160 0,031
T4 (pmol/L) 11 (14,53-17,38) 15,1 (13,3-17,4) -1,425 0,154

anti-TPO — protutijela na peroksidazu stitne zlijezde, anti-Tg — tireoglobulinska protutijela,
TSH - tireotropin, fT3 — slobodni trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin. Podaci su prikazani
kao medijan i interkvartilni raspon. *P vrijednosti za Mann-Whitney U test.
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U Tablici 25. prikazane su razlike u rizicnim ¢imbenicima za AITD u odnosu na tip kronotipa.
Nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu vecernjeg tipa i intermedijarnog + jutarnjeg

kronotipa kod pacijenta s Hashimotovom bolesti.

Tablica 25. Razlike u ¢imbenicima rizika za AITD ovisno okronotipu (N =:115)

Intermedijarni + jutarnji (n

Varijable Vecernji (n = 44) ~71) Z P

Spol (n, Zene) 40 (90,9 %) 66 (93 %) -0,396 0,692
LT4 27 (61,4 %) 44 (61,9 %) -0,065 0,948
Dob 41 (37-50) 41 (32-51) -0,665 0,506
IT™ 25,07 (22,11-29;07) 24,27(22,03-28,67) -0,342 0,732
Kolesterol (mmol/L) 5,15 (4,43-5,9) 5,5 (4,5-6) -1,132" 0,258
Trigliceridi (mmol/L) 1,3.(0,9-1,48) 1,3 (0,9-1,6) -0,949 0,342
HDL (mmol/L) 1,5(1,4-1,8) 1,5(1,3-1,9) -0,217" 0,828
LDL (mmol/L) 2,2 (1,6-3) 2,2 (1,6-3,1) -0,760 0,447
Zeljezo (umol/L) 12,85(8-19,75) 15,5 (9-22) -1,446 0,148
Vitamin R (nmol/L) 56,5 (43,7-78,6) 57 (43-73,3) -0,029 0,977

LT4=levotiroksin, ITM — indeks tjelesne mase, HDL = lipoprotein velike gustoce, LDL —
lipoprotein niske gustoc¢e. Podaci su prikazani kao medijanii interkvartilni raspon. *P

vrijednosti za Mann-Whitney U test.

Napravljen je binarni logisticki wegresijski 'model za procjenu neovisnog ucinka izabranih
polimorfizma nakon prilagodbe za €imbenike rizika na temelju dvije kategorije kronotipa uz
vecernji kronotip kao referentu kategoriju. Model je pokazao da su ispitanici s intermedijarnim
+ jutarnjim kronotipovima imali zna¢ajno nize razine fT3 (P =0,033; OR =0,42; 95 % CI1 0,19-
0,93), ali vise razine trigliceridia (P = 0,047; OR = 3,12; 95 % CI 1,02-9,60), te grani¢no vise
razine zeljeza (P = 0,050; OR =1,07; 95 % CI 1,00-1,14) sto je prikazano u Tablici 26.

Za navedeni model VIF ¢imbenici iznosili su od 1,043 do 3,874 §to znaci da ne postoji

multikolinearnost izmedu kategorija kronotipa i bilo koje druge varijable u modelu te
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multikolinearnost ne utjece na tumadenje regresijskog modela. Nagelkerke R? za navedeni

model iznosio je 0,236.

Tablica 26. Omjeri izgleda za ispitanike s intermedijarnim i jutarnjim kronetipomprilagodeni

za ¢imbenike rizika ukljuc¢ene u binarni logisticki regresijski model.

Cimbenici Beta SE OR (95% CI) P

Dob (godine) -0,010 0,019 0,99 (0,95~ 1,03) 0,589
ITM (kg/m?) -0,022 0,046 0,98 (0,89 — 1,07) 0,636
TSH (MU/L) -0,024 0,056 0,98 (0,88 —1,09) 0,663
T3 (pmol/L) -0,857 0,403 0,42 (0,19 - 0,93) 0,033
T4 (pmol/L) -0,113 0,172 0,89 (0,64 — 1,25) 0,511
Kolesterol (mmol/L) 0,153 0,317 1,17 (0,63 - 2,17) 0,628
Trigliceridi (mmol/L) 1,139 0,573 3,12 (1,02 — 9,60) 0,047
HDL (mmol/L) 0,045 0,169 1,05 (0375 — 1,46) 0,791
LDL (mmol/L) -0,090 0,311 0,91 (0,50—1,68) 0,772
Zeljezo (umol/L) 0,067 0,034 1,07(1,00— 1,14) 0,050
rs10830963 (CC) 0,046 1,058 1,05 (0,13 —18,25) 0,965
rs10830963,(CG) 2029 4019 0(0) 1,00
rs1387153 (CC) -0,650 14178 0,52,(0,05 — 5,25) 0,581
rs1387153 (CT) -0,532 0.743 0,59 (0,14 — 2,52) 0,474
rs4753426 (CC) 0,150 0,724 1,16 (0,28 — 4,80) 0,835
r$4753426 (CT) 1,005 0,646 2,73 (0,77 - 9,69) 0,119

SE — standarna greska, OR — omjer izgleda, Cl — interval pouzdanosti.
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4.4. Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s dnevnom pospanoséu

Povezanost izmedu pojedinih analiziranih polimorfizama gena MTNR1B i dnevne pospanosti
kod ispitanika s Hashimotovom bolesti prikazana je u Tablici 27. Na razini cijele ispitivane
populacije pronadena je statisticki znacajna povezanost polimorfizma 4510830963 gena
MTNR1B i dnevne pospanosti (x> = 133,540; df = 38; P < 0,001). Polimorfizmi rs1387153 i
rs4753426 nisu bili povezani s dnevnom pospanos¢u U cjelokupnej populacijivispitanika s
Hashimotovom bolesti.

Tablica 27. Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s dnevnoem pospanoscu (N = 115)

Polimorfizam i P

rs10830963 133,540 <0,001
rs1387153 32,502 0,721
rs4753426 39,319 0,411

*P wrijednosti chi-kvadrat testa

Odnositizmedu ucestalosti genotipova istrazivanith polimorfizama gena MTNR1B i dnevne
pospanosti (ESS) koed. svih ispitanika s Hashimotovom bolesti_prikazani su u Tablici 28.
Uodena je povezanost dnevne pospanostini rs10830963 genotipova (x? = 133,540; df = 38;
P<0,001). Dodatna analiza rs10830963 genatipova pokazala je znacajnu razliku u dnevnoj
pospanosti.izmedu CG i GG genotipova (Z = -1,705; P.= 0,037) te CC i CG genotipova (Z = -
1,711; P = 0,032).
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Tablica 28. Odnos izmedu ucestalosti genotipova gena MTNR1B i dnevne pospanosti (N =

115)

SNP Genotip  Medijan IQR 12 p*
CC 8 5,50-11,50

rs10830963 CG 0 0 133,540 <0,001
GG 8 5,50-12
CC 8 5-11

rs1387153 CT 9 5,75-13 32,502 0,721
TT 7 5,50 — 9,50
CcC 9 612

rs4753426 CT 8 5=12 39,319 0,411
TT 8 3-9

IQR — intekvartilni raspon. * P vrijednosti chi-kvadrat testa

Na temelju kategorija samoprocjene dnevne pospanosti napravljena,jé statisticka analiza za
kategorije normalne dnevne pespanosti (n = 82) i povecanerdnevne pospanosti (n = 33).
Ucestalosti alela analiziranih polimorfizama gena, MTNR1B u.donosu na kategorije dnevne
pospanostidispitanika s Hashimotovom bolesti, prikazane su u Tablici 29. Nije pronadena
statisti€Kivznacajna razlika niti jednog od, analiziranih polimorfizma gena MTNR1B izmedu

kategorija dneune pospanosti u populaciji ispitanika s Hashimotovom bolesti.

Tablica 29. Ucestalost alela polimorfizama gena MTNR1B u odnosu dnevnu pospanost (N =

115)
Normalna (n = Poveéana (n =
Rjedi
SNP ol 82) 33) OR 95%CIl P*
ale
Ucdestalost alela Ucestalost alela
rs10830963 G 0,469 0,454 0,941 0,53-1,67 0,836
rs1387153 T 0,347 0,287 0,758 0,41-1,41 0,384
rs4753426 T 0,481 0,393 0,699 0,39-1,25 0,226

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti. *P vrijednosti chi-kvadrat testa
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Razlike izmedu kategorija dnevne pospanosti i genotipova polimorfizama gena MTNR1B nisu
bile znacajne, a prikazane su u Tablici 30.

Tablica 30. MTNR1B genotipovi i dnevna pospanos

] Normalna Povecana
SNP Genotip
(n=82) (n=33)
cC 6 (5-8) 13,5 (1215,

rs10830963 CG - - 0,881

GG  7(4-825  13(13-16)
CC  6(4258) 125(1

rs1387153 cT 13 (13-17) -0,552
TT (15-16)
cC 4 (12-16)

rs4753426 cT 13 (12-15)
13 (12-18)

‘odaci W ani kao'medijan i interkvartilni r: W

thih, dominantnih i rec Xdel notipova izmedu kategorija

ce sti
Ine T povecane dnevne pospanosti prikazane Tablici 31.

a
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Tablica 31. Modeli genotipova polimorfizama gena MTNR1B na temelju kategorija dnevne
pospanosti (N = 115)

Modeli genotipova rs10830963 rs1387153 rs4753426
P 0,7 0,15 047
Kodominantni OR 1,06 0,72 1,27
model 95 % CI 0,47-2,39 0,31-1,70 0,51-3,16
AIC 143,2 140,1 142,3
P 0,84 0,98 0,39
Dominantni OR 1,09 0,99 1,47
model 95 % CI 0,48-2,45 0,44-2,22 0,62-3,46
AIC 141,8 1419 1411
P 0,93 0,072 0,26
Recesivni OR 1,04 3,47 1,81
model 95 % CI 0,4642,33 0,75-16,12 0,62-5,30
AIC 1419 139,6 1406

OR — omjer izgleda, CI'=interval pauzdanosti, AIC — engl. Akaike information’criterion.

U Tablici 32. prikazane su ucestalosti predvidenih” haplotipova na temelju kategorija dnevne
pospanosti. Usporedbem’ etiri najcesca haplotipa izmedu ispitanika normalne i povecane
dneyvne pospanostiypronadena je statisticki znacajna razlika whaplotipu GCC (OR =0,22; 95 %
C10,06-0,87; P = 0,033).

Tablica 32. Ucestalost i raspodjela'mogucih haplotipova gena MTNR1B na temelju kategorija

dnevne pospanosti

Ucestalost Ucgestalost

rs10830963 rs1387153 rs4753426 normalna povecana  OR (95 % CI) P

ESS ESS
G T C 0,29 0,14 1,16 (0,48-2,81) 0,741
C C C 0,17 0,27 0,47 (0,21-1,07) 0,070
G C T 0,11 0 0,57 (0,16-2,02) 0,391
G C C 0,05 0,19 0,22 (0,06-0,87) 0,033

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.
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Nisu zapazene znacajne razlike u biokemijskim parametarima za AITD izmedu normalne i

povecane dnevne pospanosti kod ispitanika s Hashimotovom bolesti (Tablica 33.).

Tablica 33. Razlike u biokemijskim parametrima stitne zlijezde ovisne o dnevnoj pospanosti

(N = 115)
Varijable Normalna (n = 82) Poveéana (n =133) Z p*
anti-TPO (KIU/L) 288 (139,21-550,45) 250 (202,2-755) -0,176 0,860
anti-Tg (kIU/L) 164 (109,13-235) 200 (142,25 325,9)° -1,806 0,071
TSH (mU/L) 11,05 (7,8-15,8) 1,4 (8,8-16,6) 0,519 0,603
fT3 (pmol/L) 5,4 (4,58-5,93) 5,6/(4,5-6) -0,931 0,352
T4 (pmol/L) 15,8 (13,68417,8) 14,9 (13,7-16,65) -0,869 10,385

anti-TPO — protutijela na tiroidnu peroksidazu, anti-Tg — tireoglobulinska protutijela, TSH —
tireotropni hormon (tireotropin), fT3 — slobodni trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin. Podaci

su prikazani kao medijani interkvartilni raspon. *P vrijednosti za‘Mann-Whitney U test.

Na temelju podatakaw, Fablici 34. nisu uocene znacajne, razlike.izmedu kategorija normalne i
pove€ane dnevne pospanosti U rizicnim €imbenicima za Hashimotovu bolest. Medutim, svi

muskarci ukljuéeni U istrazivanje pripadali Su-kategoriji hormalne dnevne pospanosti.

65



4. REZULTATI

Tablica 34. Razlike u ¢imbenicima rizika za AITD ovisno o dnevnoj pospanosti (N = 115)

Normalna (n=82)  Poveéana (n = 33) Z P
Spol (n, zene) 73 (89 %) 33 (100 %) -1,974 0,048
LT4 52 (63,4 %) 19 (57,6 %) -0,580 0,562
Dob 41 (34,75-53) 40 (30,5-48) -1,201 0,230
IT™ 24,19 (21,99-28,48) 25,49 (22,37-29,58) -0,890 0,373
Kolesterol (mmol/L) 5,4 (4,5-6) 5,2 (4,05-5,9) -1,145 0,250
Trigliceridi (mmol/L) 1,3 (0,9-1,6) 1,2 (0,9=1;55) -0,431 0,666
HDL (mmol/L) 1,5(1,3-1,8) 1,6/(1,3-1,9) -0,752 0,452
LDL (mmol/L) 2,3(1,68-3,1) 2 (1,1-2,94) -1,485 0,137
Zeljezo (umol/L) 14 (9-19,25) 17 (10-23,5) -1,730 0,084
Vitamin D (nmol/L) 57,5 (43,23-73,08) 56,5(43-80,9) -0,136 0,892

LT4 — levotiroksin, ITM — indeks/jelesne mase, HDL — lipoprotein velike gustoce, LDL —

lipoprotein niske gustoc¢e. Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilniraspon. *P

vrijednosti-zaiMann-Whitney U test.

Napravljen je binarni logisticki regresijski model za\procjenu neovisnog ucinka izabranih

polimorfizma nakon prilagodbe za ¢imbenike rizika na temelju kategorija dnevne pospanosti

uz inormalnu {pospanost kao referentu kategoriju. Genotip CT polimorfizma rs1387153 (P =

0,031; OR =7,13;95 % CI 1,19 — 42,62) pozitivao je povezan s povecanom dnevhom

pospanosc¢u. Nadalje, model je pokazao da ispitanici s pove¢anom dnevnom pospano§¢u imaju
znacajno vise razine zeljeza (P = 0,027;,0R = 1,08; 95 % CI 1,01-1,16) Sto je prikazano u

Tablici 35. VIF ¢imbenici multikelinearnosti za navedeni model iznosili su od 1,045 do 3,876

Sto znaci da ne postoji korelacija izmedu kategorija dnevne pospanosti i varijabli ukljucenih u

model te multikolinearnost ne utje¢e na tumacenje regresijskog modela. Nagelkerke R? za

navedeni model iznosio je 0,233.
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Tablica 35. Omjeri izgleda za ispitanike s pove¢anom dnevnom pospanoscu prilagodeni za

¢imbenike rizika ukljucene u binarni logisticki regresijski model.

Cimbenici Beta SE OR (95% ClI) P

Dob (godine) -0,032 0,021 0,97 (0,93 -1,01) 0,128
ITM (kg/m?) 0,029 0,049 1,03 (0,93~ 1,13) 0,563
TSH (mU/L) -0,003 0,062 1,00 (0,88 — 1,13) 0,958
fT3 (pmol/L) 0,181 0,397 1,20 (0,55 2,61) 0,649
fT4 (pmol/L) -0,077 0,186 0,934(0,64—1,33) 0,680
Kolesterol (mmol/L) -0,219 0,334 0,80 (0,42 1,55) 0,512
Trigliceridi (mmol/L) -0,338 0,400 0,71 (0,33 - 1,56) 0,399
HDL (mmol/L) 0,058 0,161 1,06 (0,77 — 1,45) 0,721
LDL (mmol/L) -0,012 0,323 0,99 (0,53 — 1,86) 0,971
Zeljezo (umol/L) 0,078 0,035 1,08 (1,01 -1,16) 0,027
Vitamin D (nmol/L) 0,005 0,011 1,01 (0,98 —1,03) 0,656
rs10830963 (CC) 0,654 1,001 1,92 (0,27.— 13,68) 0,513
rs10830963 (CG) 2116 4.019 0 (0) 1,00
rs1387153 (CC) 1025 1234 2,79 (0,25 +31,31) 0,406
rs1387153 (CT) 1,964 0,912 7,13(1,19 — 42,62) 0,031
rs4753426 (CC) 1,207 0,794 3,34 (0,70 — 15,87) 0,129
r§4753426 (CT) 0,500 0,717 1,65 (0,40 - 6,72) 0,485

SE — standarna greska, OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.

45. Razlike u polimorfizmimagena MTNR1B na temelju anti-Tg

Na temelju prisutnosti anti-Tg ispitanici su podijeljeni u dvije kategorije — jednu skupinu su
¢inili ispitanici s negativnim anti-Tg (manjim ili jednakim od 115 kIU/L), dok se druga skupina
sastojala od ispitanika s pozitivnim anti-Tg (ve¢im od 115 kIU/L). Rezultati Mann-Whitney U
testa o razlici u rizicnim ¢imbenicima za Hashimotovu bolest ovisno o prisutnosti i odsutnosti

anti-Tg prikazani su u Tablici 36. Ispitanici s negativnim anti-Tg imaju znacajnije vise razine
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triglicerida od ispitanika s pozitivnim anti-Tg (Z = -2, 503; P = 0,012).

Tablica 36. Rizi¢ni ¢imbenici za AITD ovisno o razini anti-Tg (N = 115)

anti-Tg<115 klU/L

anti-Tg>115 klU/L

Varijable (n=28) (n=87) P
M (IQR) M(IQR)

Spol (Zene, N, %) 27 (96,4 %) 79 (90,8 %) 0,337
LT4 (N, %) 16 (57,1 %) 55(63,2 %) 0,567
Dob (godine) 41 (33-52,5) 41 (35250) 0,602
ITM 24,09 (21,8-30,76) 24,45(22,23-28,67) 0,92
Kolesterol (mmol/L) 5,45 (4,48-5,98) 5,3 (4,3-6) 0,873
Trigliceridi (mmol/L) 1,4 (141-1,8) 1,2 (0,9-1,5) 0,012
HDL (mmol/L) 1,5/(1,3-1,85) 1,5(1,3-1,8) 0,630
LDL (mmol/L) 2,25 (1,6-3,55) 2,2 (1,63) 0,533
Zeljezo (pmol/L) 14,6 (9,68-21) 14(9-21) 0,615
Vitamin D (nmol/LY) 58 (43,08-71) 55,3(43-79,8) 0,527
rMEQ 12,5 (11-14) 12 (1013) 0,148
ESS 8 (5,25-10) 8 (5412) 0,857

LT4 — levotiroksin, ITM — indeks tjelesne.mase, HDL —lipoprotein velike gustoce, LDL —
lipoprotein niske gusto¢e, IMEQ — kronotip, ESS — dnevna pospanost, M — medijan, IQR —

intekvartilni raspon. *P vrijednosti:za Mann-Whitney U test

Razlike u biokemijskim parametarima za AITD ovisno o negativnim ili pozitivnim anti-Tg
prikazane su u Tablici 37. Ispitanici’s negativnim anti-Tg imaju znacajnije niZe razine anti-
TPO (Z =-3,340; P =0,001) i TSH (Z = -3,835; P<0,001) te znacajnije vise razine fT3 (Z = -
2,612; P =0,009) i fT4 (Z =-3,712; P<0,001) od ispitanika s pozitivnim anti-Tg.

68



4. REZULTATI

Tablica 37. Razlika u biokemijskim parametarima za AITD ovisno o anti-Tg (N = 115)

anti-Tg<115 kIU/L anti-Tg>115 kIU/L
Varijable (n=28) (n=287) P
M (IQR) M (IQR)
anti-TPO (kIU/L) 165,5 (96,5-268) 343 (144-800) 0,001
TSH (mU/L) 7,95 (6,53-10,59) 12,2 (8,9-17,6) <0,001
fT3 (pmol/L) 5,9 (5-6,2) 5,3 (4,4-5,8) 0,009
T4 (pmol/L) 17,4 (15,9-18,65) 14,9 (183,3-16,9) <0,001

ITM — indeks tjelesne mase, anti-TPO — protutijela na tireoidnu,peroksidazu, anti-Tg —
tireoglobulinska protutijela, TSH — tireotropni hormon (tireotropin), fT3 — slobodni
trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin, M — medijan, IQR — intekvartilni raspon. *P vrijednosti

za Mann-Whitney U test.

Ucestalost alela analiziranih pelimorfizama gena MTNR1B u odnosu na negativna ili pozitivna
anti-Tg kod ispitanika s, Hashimotovom- bolesti prikazana je u TFablici 38. Nije pronadena
statisticki znacajna razlikayizmedu “@analiziranih polimorfizma gena MTNR1B ovisno o

negativnim ili pozitivnim anti-Tg,u populaciji ispitanika s Hashimotovom bolesti.

Tablica 38. Ugestalost alela polimorfizama genaMTNR1B u odnosu na razinu anti-Tg

(N'=115)
anti-Tg<115 anti=Fg>115
Rjedi
SNP ol kIU/L (n'=28) kIU/L (n =87) OR 95 % CI p*
ale
Ucdestalost alela Ucdestalost alela
rs10830963 G 0,428 0,477 122 0,66-2,23 0,527
rs1387153 T 0,285 0,344 132 0,68-2,54 0,513
rs4753426 T 0,482 0,448 0,87 0,48-1,59 0,757

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.
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Razlike u ucestalosti genotipova istrazivanih polimorfizama gena MTNR1B ovisno o prisutnosti

anti-Tg prikazani su u Tablici 39. te nisu uoc¢ene znacajne razlike.

Tablica 39. MTNR1B genotipovi u odnosu na razine anti-Tg (N
anti-Tg<115 kIU/L (n = anti-Tg>115

SNP Genotip 28)
cC 16 (57,1 %)
rs10830963 CG -
GG 12 (42,9 %)
cC 14 (50 %)
rs1387153 CT 12 (42,9 %) 30 (34,5 %) 0,563
TT 15 (17,2 %)
cC 28 (32,2 %)
rs4753426 CT

TT

Podaci su prikazani na i relativna ucestalost. P vrij i nn-Whitney U test.

L 2
alost
ih

u¢ k
z anti-Tg p

\ 4
\ 4

tnih, dominantnih i ivni de notipova izmedu negativnih i
zani su u Tablici 40.
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Tablica 40. Modeli genotipova gena MTNR1B na temelju anti-Tg skupina

Modeli genotipova rs10830963 rs1387153 rs4753426
P 0,68 0,35 0,73
Kodominantni OR 0,82 1,20 1,50
model 95 % CI 0,35-1,94 0,49-2,96 0,5444,16
AIC 132,9 131,6 133
P 0,62 0,87 0,47
Dominantni OR 0,80 0,93 4,42
model 95 % CI 0,34-1,90 0,4042,19 0,54-3,74
AIC 131,4 131,6 1311
P 0,69 0,16 0,96
Recesivni OR 0,84 0,37 0,98
model 95 % CI 0,36-1,99 0,08-1,73 0,35-2,75
AIC 131,5 129,7 131,7

OR — omjer izgleda, CI =~ intervahpouzdanosti, AIC — engl. Akaike information-criterion.

Napravljen je binarni logisticki regresijski model za procjenu neovisnog ucinka izabranih

polimorfizmamnakon prilagodbe za ¢imbenike rizika na temeljuspozitivnih anti-Tg pri cemu su

negativni anti-Tg bili referentna kategorijasMedel je.pokazao znacajnu negativnu povezanost
pozitivnih anti-Tg s kronotipom (P = 0,0215 OR.= 0,72; 95 % C10,55-0,95) sto je prikazano u

Tablici 41.-Nagelkerke R? za navedeni model iznosioje 0,377, dok su se VIF ¢imbenici kretali

od; 1,070 do 3,888. Na temelju VIE cimbenika nije utvrdena multikolinearnost izmedu

pozitivnih anti-Tg i drugih varijabli u“medelu te multikolinearnost ne utje¢e na tumacenje

regresijskog modela.
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Tablica 41. Omjeri izgleda za ispitanike s pozitivnim anti-Tg prilagodeni za ¢imbenike rizika

ukljucene u binarni logisticki regresijski model.

Cimbenici Beta SE OR (95% ClI) P

Dob (godine) 0,037 0,024 1,04 (0,99 - 1,09) 0,121
ITM (kg/m?) -0,085 0,060 0,92 (0,82~ 1,03) 0,155
TSH (mU/L) 0,059 0,110 1,06 (0,86 — 1,32) 0,591
fT3 (pmol/L) -0,201 0,480 0,82 (0,32 - 2,10) 0,675
fT4 (pmol/L) -0,379 0,227 0,68,(0,44-1,07) 0,095
LT4 terapija -0,055 0,597 0,95 (0,29 3,05) 0,927
Kolesterol (mmol/L) 0,542 0,421 1,72 (0,75~ 3,93) 0,199
Trigliceridi (mmol/L) -0,340 0,274 0,71(0,42 -1,22) 0,216
HDL (mmol/L) 0,100 0,180 1,10 (0,78 — 1,57) 0,580
LDL (mmol/L) -0,354 0,371 0,70 (0,34 — 1,45) 0,340
Zeljezo (umol/L) 0,009 0,042 1,01 (0,93 - 1,09) 0,829
Vitamin D (nmol/L) -0,014 0,013 0,99 (0,96 —1,01) 0,270
rMEQ -0,324 0,140 0,72 (0,55 —~0,95) 0,021
ESS 0,082 0,067 1,03(0,91 - 1,18) 0,634
rs10830963 (CC) -0,945 1,189 0,3940,04 —3,99) 0,427
rs10830963 (CG) 2028 4,019 0(0) 1,00
161387153 (CC) -0,454 1,442 0,64 (0,04 — 10,73) 0,753
rs1387153(CT) 1.470 1,082 0,23 (0,03-1,92) 0,174
rs4753426 (CC) -0,431 0,960 0,65 (0,10 —4,27) 0,654
1$4753426 (CT) 0,015 0,790 1,01 (0,22 - 4,77) 0,985

SE — standarna greska, OR —omjer izgleda, Cl — interval pouzdanosti.

Analizirani su haplotipovi izmedu skupina ovisno o negativnim i pozitivnim anti-Tg.
Ucestalosti predvidenih haplotipova prikazane su u Tablici 42. Usporedbom cetiri najcesca

haplotipa izmedu ispitanika s negativnim i pozitivnim anti-Tg nije pronadena znacajna razlika.
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Tablica 42. Ucestalost i raspodjela mogucih haplotipova gena MTNR1B na temelju
negativnih/pozitivnih anti-Tg

Ucestalost Ucestalost
rs10830963 rs1387153 rs4753426 anti-Tg<115 anti-Tg>115

KIU/L KIU/L
G T C 0,23
C C C 0,23 0,556
-2,95)
2,63
G C T 0,14 ‘ ,
@ (0,77-9,02)
1,45
G C C 0,05 0,06 0,640

(0,31-6,68)

| — interval pouzdanosti.

rij dnu skupinu su ¢inili ispitanici
sastojala od ispitanika s
-om veéim od 25 kg/m? (Tablica 43).

zapazene znaCajne razlike na elju kategorija ITM-a u rizicnim ¢imbenicima za

shimotovu bolest.
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Tablica 43. Povezanosti ¢cimbenika rizika za AITD ovisno o ITM-u (N = 115)

ITM<25 (n = 64) ITM>25 (n = 51)

Varijable M £ SD M= SD P

Spol (zene, N, %) 59 (92,2 %) 47 (92,2 %) 0,995
LT4 40 (62,5 %) 31 (60,8 % 0;851
Dob (godine) 42,16 + 12,61 43,08 + 11,45 0,513
Kolesterol (mmol/L) 5,31+1,02 534 +1,16 0,924
Trigliceridi (mmol/L) 1,42 +1,07 1,34+0,74 0,695
HDL (mmol/L) 1,84+ 1,38 1,70+ 1,23 0,353
LDL (mmol/L) 2,44 1,01 2,42 +1728 0,524
Zeljezo (umol/L) 15,76 + 6,59 13,76 + 7,29 0,108
Vitamin D (nmol/L) 58,83 + 23,33 62,98 + 21,31 0,289
rMEQ 12,38 + 1,94 11,96 + 2,23 0,378
ESS 7,92 #4,72 8,89 £ 4,15 0,217

LT4 — levotiroksin, ITM/= indeks tjelesne mase, HDL — lipoprotein velike gustoce, LDL —

lipoprotein niske gustoc¢e, IMEQ — kronotip, ESS — dnevna pospanost, M — srednja vrijednost,

SD — standardno rasprsenje. *P vrijednosti zaMann-Whitney U test

Razlike u biokemijskim parametarima za AITD. na temelju kategorija ITM-a prikazane su u

Tablici 44.dspitanici s ITM-om ve¢im od 25 kg/m?.ifaju grani¢no znacajno nize razine fT4

(Z'=-1,616; P =0,050) od ispitanika s,normalnim ITM-om.
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Tablica 44. Razlike u biokemijskim parametarima za AITD ovisno o ITM-u (N = 115)

ITM<25 (n = 64) ITM>25 (n = 51)
Varijable P
M + SD M £ SD
anti-TPO (kIU/L) 403,04 = 372,79 468,44 = 512,07 0,987
anti-Tg (kIU/L) 221,18 + 175,15 252,584 215,89 0,719
TSH (mU/L) 12,43 + 6,84 14,28 + 8,29 0,106
fT3 (pmol/L) 5,31+0,72 5,27 + 0,88 0,841
fT4 (pmol/L) 15,90 + 2,40 15,05+2,55 0,050

ITM — indeks tjelesne mase, anti-TPO — protutijela na tiregidnuperoksidazu, anti-Tg —
tireoglobulinska protutijela, TSH — tireotropni hormon (tireotropin), fT3 — slobodni
trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin, M — srednja vrijednost, SD — standardno rasprsenje. *P

vrijednosti za Mann-Whitney. U test.

Ucestalosti i razlike u alelima@naliziranih polimorfizama gena MTNR1B u odnasu.na ITM kod
ispitanika s Hashimotovom bolestiprikazane su u Tablici 45. AlelG,polimorfizma rs10830963
znacajno je ¢eséi u osoba s ITIM-om veéim od 25 kg/m? te postoji statisticki znacajna razlika u
frekvenciji polimorfizma rs10830963 gena MTNR1B ovisno o ITM (% = 5,73; OR = 1,84; 95
% CI 1,09-3,11; P'= 0,022). Frekvencije polimorfizmama«s1387153 i rs4753426 nisu se

razlikovale s‘obzirom na kategoriju ITM-a u populacijrispitanika’s Hashimotovom bolesti.

Tablica 45. Ucestalost alela polimorfizama gena MTNR1B u odnosu na ITM (N = 115)

ITM<25 ITM>25
Rjedi
SNP ol (n=164) (n=51) OR 95 % CI P
ale
Ucdestalostalela ' Ucestalost alela
rs10830963 G 0,398 0,549 1,84 1,09-3,11 0,022
rs1387153 T 0,32 0,343 1,11 0,64-193 0,714
rs4753426 T 0,484 0,421 0,78 0,46-1,31 0,342

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.
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Odnosi izmedu ucestalosti genotipova istrazivanih varijanti gena MTNR1B i kategorija ITM-a
prikazani su u Tablici 46. Nije uo¢ena znacajna razlika izmedu kategorija ITM i genotipova
analiziranih polmorfizama.

Tablica 46. MTNR1B genotipovi u odnosu na ITM

SNP Genotip ITM<25 (n = 64)
cC 38 (59,4 %)
rs10830963 CG 1 (1,6 %)
GG 25 (39,1 %)
cC 32 (50 %)
rs1387153 CT 23 (35,9 %) 19 (37,3 %) 0,944
TT 8 (15,7 %)
cC 17 (33,3 %)
rs4753426 CT

TT

Podaci su prikaz

L 2
alost

u¢ i kado tnih, dominantnih i sivni de notipova izmedu ispitanika s
ednakim ili manjim od 25 kg/m? u su_na ones ITM-om veéim od 25 kg/m?

zane su u Tablici 47.
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Tablica 47. Modeli genotipova gena MTNR1B na temelju ITM kategorija

Modeli genotipova rs10830963 rs1387153 rs4753426
P 0,15 0,94 0,61
Kodominantni OR 0,54 0,84

model 95 % ClI 0,26-1,14 0,28-2,5
AIC 160,1 163,8

P 0,13 0,75
Dominantni OR 0,56
model 95 % CI 0,27-1,18
AIC 159,6
P 0,09
Recesivni OR

model 95 % ClI 0,31-2,03

161,9

OR — omjer izgleda, CI

Analiziran

pri

&

eu

¢anog |
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Tablica 48. Ucestalost i raspodjela mogucih haplotipova gena MTNR1B na temelju kategorija
ITM-a

Ucestalost  Ucestalost
rs10830963 rs1387153 rs4753426 OR (95% CI) P
ITM<25 ITM>25

0,71
C C T 0,26 0,34 0,243
(0,40-1426)
1,69
G C T 0,14 0,09 0,214
(0,73-8,91)
1,43
G T C 0,32 0,25 0,218
(0,81-2,55)
0,86
C C C 0,19 0,21 0,642
(0,44-1,65)

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.

Napravljen je binarni logisticki regresijski model za procjenu neovisneg,ucinka izabranih
polimorfizma nakonsprilagodbe za ¢imbenike rizika na temelju, dvije kategorije 1TM-a uz
normalan ITM kao referentnu kategoriju. Polimorfizam rs10830963, genotip GG, povezan je s
povecanimdizikom od viseg ITM-a (P = 0,03130R =2;35; 95% CI1 1,08-5,09). Nadalje, model
logistiékesregresije pokazao je da ispitanici s povecanim KT M-0m imaju znacajn0 nize razine
fT4 (P =0,030; OR =.0,79; 95 % CI 0,64-0,98), kao sto.je prikazano u Tablici 49. Nagelkerke
R? za mavedeni model iznosio je 0,178, a VIF €imbenici od 1,022 do 3,664 $to znaci da ne
postoji multikolinearnost izmedu 1EM-a > 25 kg/m?'i drugih varijabli uklju¢enih u model te

multikolinearnost ne utjece na tumacenje rezultata regresijskog modela.
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Tablica 49. Omjeri izgleda za ispitanike s prekomjernom tjelesnom tezinom/pretiloséu

prilagodeni za ¢imbenike rizika ukljucene u binarni logisticki regresijski model.

Cimbenici Beta SE OR (95% ClI) P

Dob (godine) 0,005 0,018 1,01 (0,91-1,04) 0,717
TSH (mUI/L) 0,009 0,063 0,99 (0,91-1,09) 0,877
T3 (pmol/L) 0,296 0,332 1,44 (0,74-2,84) 0,287
fT4 (pmol/L) -0,210 0,106 0,79 (0,64-0,98) 0,030
Kolesterol (mmol/L) -0,066 0,300 0,93 (0;52-1,67) 0,808
Trigliceridi (mmol/L) -0,121 0,236 0,89 (0,56-4,41) 0,614
HDL (mmol/L) -0,136 0,185 0,86 (0,61-1,25) 0,466
LDL (mmol/L) 0,094 0,285 1,11 (0,64-1,93) 0,705
Zeljezo (umol/L) -0,045 0,032 0,86 (0,89-1,02) 0,162
Vitamin D (nmol/L) 0,010 0,010 1,01 (0,99-1,03) 0,310
rs10830963 (GG) 0,879 0,405 2,35 (1,08-5,09) 0,031
rs10830963 (CG) 2,182 4,019 0 (0) 1,00
rs1387153 (TT) 0,715 0,510 0,49 (0,18 — 1,33) 0;161
rs1387153 (CT) 0,051 0,712 1,05 (0,26 — 4,25) 0,942
rs4753426 (TT) -0,068 0,319 0,931(0,50—1,74) 0,831
rs4753426 (CT) 0,015 0,657 1,02,(0,28=3,68) 0,812

SE« standradna greska, OR — omjer izgleda, CI = interval pouzdanosti.

47. Razlike u polimorfizmima gena»MTNR1B na temelju primjene nadomjesne

hormonske terapije s LT4

Na temelju primjene nadomjesne hormonske terapije s LT4 ispitanici su podijeljeni u dvije
kategorije — jednu skupinu ¢inili su ispitanici koji nisu uzimali terapiju (bez LT4), dok su drugu
skupinu ¢inili ispitanici koji su uzimali terapiju (s LT4). Razlike u ¢imbenicima rizika za AITD

ovisno o primjeni LT4 prikazane su u Tablici 50 te nisu uo¢ene znac¢ajne razlike.
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Tablica 50. Razlike u ¢imbenicima rizika za AITD ovisno o primjeni LT4 (N = 115)

Ne LT4 (n =44) DalLT4(n=71)
Varijable P
M (IQR) M (IQR)
Spol (zene, N, %) 41 (93,2 %) 65 (91,5 %) 0,752
Dob (godine) 41 (36,25-53,75) 41 (32-48)

I™ 24,62 (22,34-28,61)
Kolesterol (mmol/L) 5,45 (4,45-6)
Trigliceridi (mmol/L) 1,35 (0,83-1,6)
HDL (mmol/L) 1,6 (1,3-1,9)
LDL (mmol/L) 2,15 (1,45-2,9)
Zeljezo (umol/L) 13,85 (9-20,75)

Vitamin D (nmol/L) 56,5 (44,75-70,9) 58 (43-80,8)

12 (11-13)

8 (5-11
LT4 — levotiroksin, IT ase, HDL — lipopratein velike gust

lipoprotein niske gustoce, rMEQ — kronotip, ESS — dnevna pospanost M — medijan, IQR —
P
ntekvartllnl raspon P VrljedI‘IOStI za Ma@
e u biokemij parametarima za wle LT4 prikazane su u Tablici
O zlike'nisu zapaZene ni za jedan o ih parametara.

rMEQ
ESS
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Tablica 51. Razlike u biokemijskim parametarima za AITD ovisno o primjeni LT4 (N = 115)

Ne LT4 (n = 44) Da LT4 (n=71)
Varijable P
M (IQR) M (IQR)
anti-TPO (kIU/L) 237,2 (147,63-590,38) 300,8 (110-600,5) 0,769
anti-Tg (kIU/L) 152,75 (100,5-108,98) 190 (120-300,5) 0.210
TSH (MUIL) 9,9 (7,4-14,45) 11,6 (8,7-17,2) 0,092
fT3 (pmol/L) 5,55 (4,75-6,08) 5,4 (4,5-5,8) 0,172
T4 (pmol/L) 15,8 (13,95-18,3) 156 (18,6-17,1) 0,265

LT4 — levotiroksin, M — medijan, IQR — intekvartilni raspon, anti-TPO — protutijela na
tireoidnu peroksidazu, anti-Tg — tireoglobulinska protutijela, TSH — tireotropni hormon
(tireotropin), fT3 — slobodni trijodtironin, fT4 — slobodni tiroksin. P vrijednosti za Mann-
Whitney U test.

Ucestalosti i razlike u alelimaanaliziranih polimorfizama gena MTNR1B u odnosu na primjenu
LT4 kod ispitanika s Hashimotovom bolesti prikazane sum Tablici 52. Alel G polimorfizma

rs10830963 znacajuije je rjede zastupljen u ispitanika.na terapiji s LT4,

Tablica 52. Ucestalost alela polimorfizama gena MTNR1B u odnosu na primjenu LT4

(N =115)
Ne LT4 DalLT4
Rjedi
SNP ol (n=44) (n=71) OR 95 % ClI P
ale
Udestalostaleld  Ucestalost alela
rs10830963 G 0,568 0,401 1,96 1,14-3,36 0,014
rs1387153 T 0,352 0,317 0,85 0,49-1,49 0,579
rs4753426 T 0,455 0,458 1,01 0,59-1,73 0,962

OR — omjer izgleda, CI — interval pouzdanosti.

81



4. REZULTATI

Razlike u ucestalosti genotipova istrazivanih polimorfizama gena MTNRI1B i primjeni

nadomjesne hormonske terapije s LT4 prikazani su u Tablici 53 pri ¢emu nisu uoc¢ene znacajne
razlike.

Tablica 53. MTNR1B genotipovi u odnosu na nadomjesnu hor
(N =115)
SNP Genotip Ne LT4 (n = 44)

cC 19 (43,2 %)
rs10830963 CG -

GG 25 (56,8 %)
cC 18 (40,9 %) 38 (53,5 %)
rs1387153 cT

21 (29,6 %)
12 (16,9 %)

TT
CC
rs4753426 CT

9 (20,5 %)

utna i relativna uces‘ost P u '

3 Mann-Whitney U test.

O\mh dominantnih |&\\\tlpova u odnosu na primjenu

rikazane su u Tablici 54.

Podac1‘pr|ka
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Tablica 54. Modeli genotipova gena MTNR1B u odnosu na primjenu LT4

Modeli genotipova rs10830963 rs1387153 rs4753426
P 0,13 0,14 0,93
Kodominantni OR 1,97 0,88 0,95
model 95 % CI 0,92-4,24 0,27-2,88 0,3342,77
AIC 155 155,2 158,9
P 0,095 0,19 0,87
Dominantni OR 1,91 1,66 1,07
model 95 % ClI 0,89-4,08 0,7843,56 0,47-2,43
AIC 154,2 155,3 157
P 0,069 0,41 0,79
Recesivni OR 2,02 0,63 0,88
model 95 % CI 0,94-4,33 0,21-1,93 0,35-2,22
AIC 153,7 156,3 157

OR — omjer izgleda, CI =~ intervahpouzdanosti, AIC — engl. Akaike information-criterion.

Napravljen je, binarniylogisticki regresijski model za procjenu..neovisnog uc¢inka izabranih

polimorfizma nakon prilagodbe za cimbenike “rizika “na, temelju primjene nadomjesne

hormonske terapije’'s LT4 (Tablica 55). Genotip GG polimorfizma rs10830963 negativno je
povezanisgprimjenom LT4 (P = 0,036; OR =0,43;795 % CI 0,19-0,95). Nadalje, model

logisticke regresije pokazao je da ispitanici na terapiji s LT4 imaju grani¢no znacajno vise

razine zeljeza (P = 0,050; OR&,1,07; 95%,CI 1,00-1,14) te znac¢ajno manju dnevnu pospanost
(P =0,038; OR =0,90; 95 % C1'0,81-0,99).
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Tablica 55. Omjeri izgleda za ispitanike na terapiji s LT4 prilagodeni za ¢cimbenike rizika

ukljucene u binarni logisticki regresijski model.

Cimbenici Beta SE OR (95% ClI) P

Dob (godine) -0,025 0,019 0,98 (0,91 -1,01) 0;189
BMI 0,023 0,046 1,02 (0,93 - 1;12) 0,626
TSH (mU/L) -0,029 0,054 0,97 (0,87 — 1,08) 0,591
fT3 (pmol/L) -0,437 0,374 0,65 (0,31 —1,35) 0,243
fT4 (pmol/L) -0,087 0,166 0,92 (0,66 — 1,27)) 0,598
Kolesterol (mmol/L) 0,026 0,307 1,03 (0,56 - 1,88) 0,932
Trigliceridi (mmol/L)  -0,140 0,241 0,87 (0,54 —4,39) 0,560
HDL (mmol/L) 0,290 0,274 1,34 (0,78 - 2,29) 0,291
LDL (mmol/L) -0,037 0,290  0,9640,55 — 1,70) 0,899
Zeljezo (umol/L) 0,066 0,034 1,07 (1,00 — 1,14) 0,050
Vitamin D (nmol/L) 0,008 0,010 1,01 (0,99 - 1,03) 0,445
rMEQ -0,033 0,205 0,97 (0,79—1,19) 0,752
ESS -0,110 0,053 0,90 (0,81 - 0,99) 0,038
rs10830963 (GG) -0,846 0,404 0,43 (0,19 — 0,95) 0,036
rs10830963 (CG) 2,131 4,019 0(0) 1,00
rs1387153 (TT) 0,710 0,569 2,03,(0,67=6,20) 0,213
rs1387153,(CT) -0,814 0,754 0,44 (0,20 - 1,94) 0,280
rs4753426 (TT) -0,367 0,368 0,69 (0,34 —1,43) 0,318
rs4753426 (CT) 0,627 0,639 1,87 (0,54 — 6,56) 0,327

SE — standradna greska, OR'—omjer izgleda, Cl — interval pouzdanosti.

Za navedeni model VIF ¢imbenici iznosili su od 1,059 do 3,881 sto znaci da ne postoji
multikolinearnost izmedu primjene terapije s LT4 i bilo koje druge varijable u modelu te
multikolinearnost ne utje¢e na tumacenje rezultata modela. Nagelkerke R? za navedeni model

iznosio je 0,195.
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Analizirani su haplotipovi izmedu ispitanika koji primjenjuju i neprimjenjuju nadomjesnu
terapiju s LT4. Usporedbom cetiri najcesca haplotipa izmedu ispitanika ovisno o primjeni LT4
pronadena je statisticki znacajna razlika u GCT haplotipu koji je puno ucestaliji u ispitanika
koji ne primjenjuju nadomjesnu terapiju (P = 0,009; OR 4,47; 95 % CI1 1,48 — ) (Tablica

56).
aelju primjene

Tablica 56. Ucestalost i raspodjela moguéih haplotipova gena M
LT4

Ucestalost

OR (95 % CI)
rs10830963 rs1387153 rs4753426

bez L

0,76 (0,42-1,35) 0,368

1,36 (0,69-2,69)

0,402
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Melatonin je hormon koji proizvodi epifiza, a posjeduje imunomoduliraju¢a svojstva te utjece
na brojne fizioloSke procese putem cirkadijanog ritma [248]. Poremecaji u signalnom putu
melatonina, potencijalno zbog polimorfizama u genima za receptore melatonina, mogu
doprinijeti disregulaciji imunoloskog sustava uo¢enoj kod Hashimotove ‘bolesti [176,177].
Navedeno upucuje na to da treba dodatno istraziti kako cirkadijani ritam posredstvom hormona
melatonina i njegovih receptora (MTNR1A i MTNR1B) utje¢e 'na AITD, aliyi potencijalno
Stetne promjene cirkadijanog ritma. Razumijevanje genetskih ¢imbenikakeji utjecu na funkciju
receptora melatonina moglo bi pruziti vrijedan uvid u temeljne‘'mehanizme koji pokrecu razvoj
ovog autoimunog stanja. 1z dosadasnje literature vidljivo je da nisu provedena istrazivanja koja
bi pokazala jesu li polimorfizmi gena za receptor melatonina povezani s Hashimotovom bolesti,
niti kako su povezani s cirkadijanim fenotipovima — Krenotipom i dnevnom pospanoscu kod

pacijenata s Hashimotovom bolesti.

Predmetno istrazivanje provedeno, je kao istrazivanje povezanosti genotipa i fenotipa, kako bi
se odredilo koji su pelimorfizmi gena za receptor melatonina, (MTNR1B) povezani s
cirkadijanim fenotipom u“oboljelih od Hashimotove bolesti. Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem napravljenim.na populaciji bolesnika s Hashimotovom bolesti podijeljenih u
razli¢ite skupine na temelju cirkadijanih fenotipova, anti-Tgy‘primjene LT4 i indeksa tjelesne
mase, pokazuju,da su-neki polimorfizmi_gena MINR1Byreceptora za melatonin povezani s
dnevnom pospanoséu, ITM-om i nadomjesnom terapijom s LT4. Nije pronadena povezanost
izmedu razlicitih kronotipova i Hashimotove bolesti, ali je pokazano kako su neki od
analiziranth polimorfizama gena MINR1B povezani's biokemijskim parametrima kao $to su
anti-Tg i fT3. Takoder, odredeni biokemijski parametri povezani su s kronotipom i dnevnom
pospanosc¢u osoba s Hashimotovem bolesti, a medu njima su anti-Tg, TSH i fT3. S druge strane,
nisu pronadeni dokazi koji podupiruspevezanost polimorfizma rs4753426 i rizi¢nih ¢imbenika
za Hashimotovu bolest, ali su zato analizirani polimorfizmi rs10830963 i rs1387153 povezani

S rizi¢nim ¢imbenicima za Hashimotovu bolest.

Identifikacija specifi¢nih polimorfizama povezanih s Hashimotovom bolesti mogla bi imati
vazne implikacije za prevenciju bolesti, ranu dijagnozu i personalizirane pristupe lije¢enju.
Razumijevanjem genetske podloge Hashimotove bolesti, klinicari bi mogli razviti ciljane

terapije ili preventivne strategije koje se bave disregulacijom signalnog puta melatonina.
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5.1. Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s kronotipom i dnevnom pospano$cu

Kronotip je pod utjecajem slozene interakcije gena, hormona (poput melatonina i kortizola) i
vanjskih ¢imbenika. Epidemioloske studije pokazale su da kroni¢ni cirkadijani peremecaj ima
dugoroc¢ne posljedice za ljudsko zdravlje i vazan je ¢cimbenik nacina zivota Kji pridonosi riziku
od razvoja pretilosti, dijabetesa, raka i kardiovaskularnih bolesti [1,249,250]; ‘Ovim
istrazivanjem nije pronadena povezanost izmedu analiziranih polimorfizama genasMTNR1B i
kronotipa kod osoba s Hashimotovom bolesti, no to ne znac¢i da ona ne postoji. Medutim,
polimorfizam rs10830963 gena MTNR1B bio je povezan_ s dnevnom pespanoscéu kod osoba s
Hashimotovom bolesti, dok je model logisticke regresije pokazao da je genotip CT

polimorfizma rs1387153 povezan s pove¢anom dnevnom pospanosti.

Arosemena 1 suradnici pokazali su kako su jutarnji “Kronotipovi znaajno ¢e$¢i U Zena S
hipotireozom [203], dok Wanga i suradniciynisu uocili znacajnu povezanost izmedu dnevne
pospanosti i hipotireoze s autoimunom gtiologijem [224]. Navedene razlike mogu se pripisati
koristenju razli¢nih upitnika za, odredivanje kronotipa, MTCQ naSuprot ‘MEQ, 4li pak
drugacijim Kriterijima za ukljucivanje i iskljuéivanje ispitanika iz, istrazivanja, kao $to su
smjenski rad, apneja.u.snu rdrugi. Takoder, vazno je napomenuti da je odredena kombinacija
polimorfizama razli¢itih gena viSe povezana s Kronotipom nego pojedinacni polimorfizmi
[251]. Bez.obzira na kronotip, pojedinac moze imati poremeéaje sna i pospanosti, to znaci da
bi polimerfizmi, gena “MTNR1B mogli biti povezani sa,kvalitetom sna, ali ne nuzno i sa
vremenskim obrascem spavanja i budnosti, @dnosno kronotipom. Kod osoba s Hashimotovom
bolesti, moguca je ve€a prevalencija vecernjih kronotipova zbog toga Sto hipotireoza moze
uzrekovati-umor i smanjenu razinu energije tijekomdana, a potencijalno bolju budnost naveéer
[252]. To moze biti povezano s izmijenjenom hormonalnom regulacijom zbog autoimune
reakcije. U ovom istrazivanju'ked osoba's Hashimotovom bolesti prevladao je intermedijarni
kronotip (60,9 %), dok je vecernji hio.zastupljen s 38,3 %, a jutarnji je bio najmanje zastupljen
sa svega 0,9 %, te dobivena raspodjela kronotipova u ovom istrazivanju moze utjecati na
dobivene rezultate. Medutim, istrazivanje provedeno samo na zenama s hipotireozom pokazalo

je da je jutarnji kronotip znacajno zastupljeniji s ¢ak 56 % [203].

Osim navedene raspodjele kronotipova, polimorfizmi rs10830963, rs1387153 i rs4753426 gena
MTNR1B mogu utjecati na funkciju melatoninskog receptora, ali ne moraju imati snazan utjecaj

na bioloski sat koji odreduje kronotip. Kronotip je slozeni fenomen koji je pod utjecajem vise
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gena i okolisnih ¢imbenika kao $to su duzina izlaganja svjetlosti, radno vrijeme i navike
spavanja [253], dok ovi polimorfizmi mozda vise utje¢u na metabolizam ili na signalni put
melatonina [254], ali ne i na preferenciju vremena spavanja i budnosti. Medutim, nosioci G
alela rs10830963 mogli bi imati velike koristi od prilagodbe svog nacina Zivota.tako da zbog
posla i drustvenih obaveza nisu prisiljeni doruc¢kovati rano ujutro, kada su im‘razine melatonina
jos uvijek visoke [255]. Naime, odgoden jutarnji pad melatonina; te ‘pomak u /lucenju
melatonina prema kasnijem porastu navecer kod nositelja alela Grs10830963 mogao bi biti
povezan s kronotipom i spavanjem [254]. Istrazivanje Vejrazkova.i suradnika,provedeno na
opcoj populaciji pokazalo je da nema povezanosti izmédu rs10830963 gena MTNR1B i
kronotipa [254]. Specifi¢ni polimorfizmi gena MTNR1B mogu imati, ulogu u signalnom putu
melatonina preko receptora za melatonin, ali vjergjatno nisu glavni ¢imbenici koji odreduju
hoce li osoba biti jutarnji ili vecernji tip. Drugi geni i, cimbenici mozda imaju veci utjecaj na
kronotip. Rezultati pokazuju da polimorfizmi rs10830963, rs1387153 i rs4753426 nisu
povezani s kronotipom kod osoba s Hashimoetovom bolesti te da ti polimorfizmi viseutjecu na
specifi¢ne aspekte kvalitete sna (ka0 $tosu dnevna pospanost ili problemi sa spavanjem),nego
na preferenciju vremena kada oseba prirodne zeli biti budna ilisspavati; odnosnoskronotipom.
Kronotip pojedinca utje€e na ekspresiju mnogih gena, ali i razinesmelatonina. Potencijalnu
ulogu cirkadijanog._peremec¢aja u napredovanju AITD jos treba detaljno istraziti te pruziti

moguénost za ublazavanje AlTD sa stajalista kronomedicine [7].

Takoder;,kod Hashimetove bolesti upalni procesi,su cesti, te ' mogu pokrenuti zacarani kKrug
imunoloskog odgovora i poremetiti cirkadijani ritam [256—258]. VVanjski ¢imbenici okolisa, kao
Sto Jeporemecaj svjetla, te intervencije povezane s imunoloskim sustavom mogu utjecati na
cirkadijant ritam ekspresije gena u_Stitnoj zlijezdi $to moze biti povezano s kronotipom [7].
Istrazivanje provedeno na populaciji 1097 Finaca s kronotipom odredenim rMEQ upitnikom i
pracenih tijekom sedam godina pokazalo je ta su zene vecernjeg kronotipa imale znacajno veci
porast tjelesne mase i ITM-a u odnesu ha Zene jutarnjeg kronotipa [259]. Zene vedernjeg
kronotipa bile su sklonije povecanju antropometrijskih obiljezja, sto su autori djelomicno
objasnili  depresijom. Slicno je opazeno kod pacijenata s hipotireozom i
intermedijarnim/vecernjim kronotipom [203]. Medutim, rezultati ovog istrazivanja ne ukazuju
na povezanost kronotipa s ITM, te nije uocena razlika u ITM-u temeljem kategorija kronotipa
oboljelin od Hashimotove bolesti. Unato¢ temeljitoj analizi, nikakav ucinak analiziranih

polimorfizama gena MTNR1B na kronotip nije bio ocit.
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Mendelova studija randomizacije provedena na 452 071 osobi iz UK Biobank baze nije uocila
znacajnu vezu izmedu hipotireoze i dnevne pospanosti kao ni dnevnog drijemanja [224].
Povecani poremecaji spavanja zapazeni su kod osoba sa subklinickom hipotireozom [210], dok
je u ovom istrazivanju vecina oboljelih imala normalnu dnevnu pospanost (71,3.%), no ona je
bila povezana s polimorfizmom rs108309630 gena MTNR1B, dok navedeni/olimarfizam nije
bio povezan s obrascima spavanja u opcoj populaciji u Ceskoj 2[254,260]. Upravo taj
polimorfizam rs10830963 moze djelovati na funkcionalnost melatoninskeg receptora i time
moze promijeniti kako tijelo reagira na melatonin. Ovaj polimorfizam moZe pogorsati
disfunkciju melatoninskih receptora, S$to remeti prirodniy, ritamy,spavanja. Navedeni
polimorfizam povezan je sa disbalansom u metabolizmu glukoze 1 inzulinske osjetljivosti, sto
moze Nneizravno utjecati na osjecaj umora. Tako, rjedi alel G povecava izrazaj receptora za
melatonin u gusteraci Sto dovodi do pojacanog signaliziranja melatonina i povecava rizik od
dijabetesa tipa 2 [261], te je dijabetes povezan s prekomjernom dnevnom pospanoscéu [262].
Rizi¢ni alel G rs10830963 MTNR1BatjeCe ha dinamiku luc¢enja melatonina, te mozeyproduziti
trajanje endogene proizvodnje melatonina kasnije ujutro tako da ranije wvrijeme spavanja u
kombinaciji s alelom G moze povecati rizikéod dijabetesa u usporedbi's kasnijim vremenom
spavanja [255]. Isto tak@xsu AITD poevezane s dijabetesom tipa 2 [263]..Oslabljena funkcija
melatoninskog receptora zbog polimorfizma rs10830963 mogla bi- dodatno pojacati ove
simptome, jer poremegéen cirkadijani ritam moze doprinijeti kroni€nom umoru, poremeé¢enom
spavanju i dnevnojjpospangsti kod ovih osoba, Osim navedenog, melatonin ima vaznu ulogu u
imunomedulaciji i smanjenju uc¢inaka citokinskenoluje povezane s njegovom upotrebom za

poboljsanje sna [132].

Genotip CT polimorfizma rs1387153 povezan je s pove¢anom dnevnom pospanosti u osoba s
Hashimotovom bolesti u ovom istrazivanju. Rezultati meta-analize pokazali su da je kratko i
dugo trajanje spavanja u interakciji s polimorfizmom rs1387153 gena MTNR1B. Dodatno,
pokazano je da je visi ITM u interakeiji‘s kratkim i dugim trajanjem sna kod nositelja alela T
rs1387153 [264]. Ova interakcija pruza dodatnu potporu za potencijalnu ulogu trajanja sna i
pospanosti u modificiranje povezanosti izmedu polimorfizama povezanih s cirkadijanim i
kardiometaboli¢kim ishodima [265] te vaznosti normalnog trajanja sna od sedam do devet sati
za optimalno zdravlje. lako u ovom istrazivanju nije uocena povezanost polimorfizma
rs1387153 s ITM-om, visoka ucestalost rizicnog alela T medu pojedincima europskog
podrijetla (u¢estalost rjedeg alela prema HapMap za europsku populaciju je 0,28, dok je u ovom
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istrazivanju 0,33), zahtijeva daljnje istrazivanje ove povezanosti i ispitivanje potencijalne uloge

veceg broja alela T na dnevnu pospanost.

Funkcija stitne Zlijezde usko je povezana sa sezonskim ritmovima koji ukljucuju, promjene u
raspolozenju, imunoloskoj funkciji, trajanju i amplitudi lu¢enja melatonina, endokrinejfunkciji
I ekspresiji gena [1,266,267]. Tako je ovo istrazivanje pokazalo da je haplotip GCC, odnosno
kombinacija alela polimorfizama rs10830963, rs1387153 i rs4753426 genaiMTNR1B, povezan
S povecanom dnevnom pospano$éu ha temelju samoprocjene putem Epworthove skale
pospanosti, a najvjerojatnije zbog njegovog utjecaja na funkeiju, melatoninskih receptora i na
cirkadijani ritam. Vec¢ je spomenuto da je alel G [rs10830963» povezan s inzulinskom
rezistencijom i ve¢im osjecajem umora i pospanosti, dok sam haplotip moze oslabiti funkciju
melatoninskog receptora, Sto dovodi do naruSenog Ciklusa spavanja, kraceg sna nocu i veéeg
osjec¢aja umora tijekom dana. Disbalans metabolizma“glukoze moze doprinijeti pove¢anom

osjecaju umora i dnevnoj pospanostif268].

Postoji dvostruka povezanost izmedu Spavanja i osovine hipotalamus-hipofiza-§titna zlijezda,
pri ¢emu ovi povezani hemeostatskimehanizmi medusobno ovise jedan.o drugome kako bi
osigurali u¢inkovitu-fiziolosku,izvedbu [224]. Karakteristike i.trajanje sha imaju vaznu ulogu
u modulaciji cirkadijanog obrasca lucenja TSH, T3 i T4 [224,269]. Cirkadijani ritam luc¢enja
navedenih hormaona odrzava se i bez kontrole SCN-a |7,270]«Ovim istrazivanjem pokazano je
da posteji, povezanost izmedu TSH i kronotipa, te, TSH Ixdnevne pospanosti. Povisene razine
TSH, karakteristicne za hipotireozu kod ‘Hashimotove bolesti, mogu pridonijeti vecernjem
Kronotipu zbog smanjene energije i pojacane pespanosti b jutarnjim satima, dok niske razine
TSH u slu¢ajevima hipertireoze mogu povecati jutarnju budnost i energiju. Moguce objasnjenje
visih korelacija TSH s jutarnjim kronotipom moze biti povezano s visim izlu¢ivanjem TSH u
ranim vecernjim satima i vrsnim, izlu¢ivanjem tijekom rane no¢i [203,205]. Vise razine TSH
pomicu cirkadijani sat prema jutru.f203]. Vecernji kronotipovi imaju vecu vjerojatnost
nezdravog ponasSanja i veci rizik od pretilosti [203] koji je dodatno povecan kod osoba s
Hashimotovom bolesti. Takoder, na lu¢enje TSH utjece melatonin putem receptora za
melatonin [1,271]. Visoka razina TSH uz niske razine T3 i T4 ukazuje na smanjenu funkciju
stitne zlijezde. Ovi hormoni klju¢ni su za odrzavanje normalne razine energije i budnosti. S
niskim razinama hormona Sstitne zlijezde dolazi do usporavanja metabolizma, §to uzrokuje
osje¢aj umora i iscrpljenosti. Posljedica toga je kroni¢na dnevna pospanost, ¢ak i nakon

adekvatnog sna. Isto tako kroni¢ni nedostatak sna remeti ritmi¢ko lucenje TSH [1,221].
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Generalizirani poremecaj endokrinog sustava jedan je od vaznih mehanizama za koje se smatra
da posreduje u Stetnim ucincima cirkadijane neuskladenosti [1,250,272]. Naime, povecane
razine TSH povezane su s losom kvalitetom sna [210]. Nedostatak kvalitetnog sna moze
pojacati dnevnu pospanost jer tijelo ne dobiva dovoljno odmora. Gubitak sna moze utjecati na
funkciju osovine hipotalamus-hipofiza-stitna zlijezda $to je povezano s povecanim lucenjem
TSH [210,273,274]. Nakon restrikcije spavanja dolazi do znacajnog smanjenja TSH, sto
ilustrira jedinstveni utjecaj sna na izlu¢ivanje TSH [224,273]. Odnos izmedu hormona stitne
Zlijezde i1 ciklusa spavanja i budnosti ostaje nejasan [224]. PoviSene razine hormona stitne
Zlijezde povezane su sa skracenim trajanjem sna. Pretpostavlja ‘sendacpovisenje T4 kao
posljedica nedostatka sna sluzi kao adaptivni fizioloski odgovor,za promicanje budnosti
[214,224].

Uocena je | znacajna povezanost razina fT3 i dnevne pospanosti. Kod Hashimotove bolesti
razina fT3 moze biti snizena, §to imaznacajan utjecaj na dnevnu pospanost. fT3 aktivno utjece
na tjelesne stanice, ubrzava metabolizam'i omogucuje normalno funkcioniranje organa itkiva
te izravno utjece na razinu energije.i budnost,jer potice proizvodnju energije u stanicama [275].
Kada je razina fT3 niskagmetabolizam. je usporen, Sto znaci da tijeloyproizvodi manje energije.
Ova energetska ,,kriza dovedi do kroni¢nog umora, iscrpljenosti i povecane potrebe za snom
tijekom dana [276].

Anti-Tg.sama po sebine uzrokuju dnevnu pospanost; ali su pokazatelj aktivne autoimune
reakcije i povecanewupale u tijelu, te su zna€ajno povezana s,dnevnom pospanos$éu U OvOom
istrazivanju. Anti-Tg mogu doprinijeti dnevnej pospanosti zbog smanjenog metabolizma i
energije tlirpak kroni¢ne upale koja,dodatno doprinest osje¢aju umora i iscrpljenosti. Tako je
istrazivanje na animalnim modelima pokazalo da cirkadijani poremecaj ne potice razvoj
autoimunosti Stitne Zlijezde 1Zravno, nego, utje¢e na limfocitnu infiltraciju stitne Zlijezde
poprac¢enu prekomjernom proizvodnjem anti-Tg i citokina [7]. Povecane razine anti-Tg mogu
biti povezane s tezim oblikom bolesti i izrazenijom upalom, §to moze dodatno poremetiti
hormonalnu ravnotezu 1 utjecati na cirkadijani ritam [7,277]. Ovakvi rezultati pokazuju

postojanost uzajamne veze izmedu poremecaja cirkadijanog ritma i AITD.
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5.2.  Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s klini¢kim pokazateljima hipotireoze

Uzrok Hashimotove bolesti ovisi 0 kombinaciji genetske osjetljivosti i okoli$nih rizi¢nih
¢imbenika, §to odreduje gubitak imunoloske tolerancije s posljedi¢énim autoimunim napadom
na stitnu zlijezdu [41]. Smatra se da je 79 % predispozicije uzrokovano genetskim ¢imbenicima,
od ¢ega 21 % utjecaja imaju okolis i spolni hormoni [79]. Postoje tri utvrdena genetska markera
(HLA razreda Il, CTLA4 i PTPN22) [278] ¢iji su polimorfizmi povezani s Hashimotovom
bolesti [84]. Nekoliko je predlozenih gena ¢iji su polimorfizmi povezani s Hashimotom, kao
Sto su geni za Tg, VDR, IFN-y, IL-4 te TNF-a [278]. Hashimotova bolest uglavnom nije bila
istrazivana U studijama povezanosti genoma (GWAS), a najblizi fenotip koji je bio istrazivan

na razini genoma u dvije odvojene studije jest hipotireoza [279,280].

Sinteza hormona stitne zlijezde regulirana je osovinom hipetalamus-hipofiza-stitna Zlijezda pod
cirkadijalnom kontrolom [1,270,281]. U¢inci cirkadijanog hormona melatonina na ljudske
bolesti su brojni [282], a uglavnom se o¢ituju kroz membranski receptor 42,143]. U'serumu
bolesnika s Hashimotovom<bolesti dolazi do znacajnog smanjenja frazine melatonina sto
ukazuje na povezanost izmedu puta melatonina i Hashimotove bolesti [111]. Kako melatonin
ima imunomodulatorne ucinke, poremecaji U njegovoj signalizaciji zbog polimorfizama u genu
za receptor melatonina, mogu “pridonijeti disregulaciji imunoloskog sustava uocenoj kod
Hashimotove bolesti [176,177]. Polimorfizmi genasMTNR1B mogu utjecati na izrazaj ili
funkciju.receptora za'melatonin, mijenjajuci takosodgovor, imunoloskog sustava i pridonoseci

razvoju Hashimotave bolesti [90].

Poznato je da melatonin moze suprimirati aktivnest stitne Zzlijezde, ukljucujuéi regulaciju
sinteze T3 i T4. Ovim istrazivanjem pokazano je da je polimorfizam rs10830963 povezan s
razinom fT3. Navedeni polimarfizam mozepromijeniti funkciju melatoninskog receptora, sto
moze dovesti do promijene u naCinu-na koji melatonin utjece na Stitnu Zlijezdu. To moze
uzrokovati promijene u pretvorbi T4 u fT3 (bioloski aktivan oblik hormona), sto bi moglo
objasniti povezanost razina fT3 s ovim polimorfizmom kod osoba s Hashimotovom bolesti.
Pretvorba T4 u T3 dogada se u perifernim tkivima (jetra, bubrezi) te polimorfizam rs10830963
u genu MTNR1B moze utjecati na metabolicke puteve uklju¢ene u konverziju ovih hormona,
potencijalno kroz modulaciju inzulinske osjetljivost, upale ili oksidativhog stresa.
Polimorfizam rs10830963 moze smanjiti u¢inak melatonina, potencijalno povecéavajuci upalni

odgovor u §titnoj zlijezdi | pogorsavajuc¢i oStecenje tkiva stitne Zlijezde, Sto moze izravno
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utjecati na razine fT3 [283]. Povezanost razine fT3 s polimorfizmom rs10830963 gena
MTNR1B kod osoba s Hashimotovom bolesti vjerojatno je rezultat interakcije izmedu

melatoninskog signalnog puta, regulacije stitne zlijezde i imunolo§kih procesa.

Serumsko zeljezo je klju¢no za pravilno funkcioniranje mnogih enzimskih sustava/ za sintezu
hormona stitne zlijezde. Nedostatak zeljeza moze dovesti do smanjenja.sinteze hormona stitne
zlijezde, smanjenja aktivnosti enzima TPO i razvoja hipotireoze. Polimorfizam rs4753426 gena
MTNR1B bio je grani¢no povezan s razinama zeljeza kod ispitanikas Hashimotovom bolesti u
ovom istrazivanju te bi mogao imati neizravnu ulogu u.regulaciji metabolizma Zeljeza kod
osoba s Hashimotovom bolesti. Naime, polimorfizmi gena MTNR1B mogu biti povezani s
metabolizmom glukoze i apsorpcijom Zzeljeza iz _hrane. Speeifi¢ni polimorfizmi, kao sto je G
alel rs10830963, pogorsavaju nepovoljni metabolizam glukoze u vezi s poveéanjem unosa
zeljeza hranom [284]. Takoder, disregulacija cirkadijanogyritma moze utjecati na metabolizam
zeljeza, smanjujuci njegovu dostupnost 1 apsorpciju. Polimorfizam rs4753426 moze,povecati
osjetljivost na upalne procese ili ‘poremetiti’ cirkadijanu regulaciju protuupalnih odgovora.
Povecana upala moze dovesti do smanjene dostupnosti zeljeza jer ga tijelo skladisti kao
odgovor na upalu ¢ime sé.smanjuje njegova dostupnost bakterijamay285}..S obzirom na to da
serumsko zeljezo ima,vaznu ulogu u sintezi hormona stitne Zlijezde, bilo kakva disregulacija
povezana s ovim polimorfizmom mogla bi dodatno udtjecatic na_.simptome hipotireoze,
ukljucujuéisumor i  Iscrpljenost, te povecati potrebusza regulacijom Zeljeza i hormonalnog

statusa.ked tih osoba.

Melatonin i vitamin D imaju sinergisticke u¢inke na imunoloski sustav. Ovim istrazivanjem
pokazano je da je polimorfizam rs10830963 gena MTNR1B povezan s razinama vitamina D kod
osoba s Hashimotovom bolesti. Mnoga istrazivanja i meta-analize pokazale su da su razine
vitamina D znacajno nize u ispitanika s Hashimotovom bolesti nego u zdravih [89,286-288].
Time je pokazano da postoji povezanost izmedu nedostatka vitamina D, patogeneze
Hashimotove bolesti i hipofunkcije stitne zlijezde [84,289,290]. Receptori vitamina D (VDR)
Siroko su prisutni u podru¢jima mozga povezanima sa spavanjem ukljucujuéi hipotalamus
[291]. Cirkadijani pacemaker u SCN-u Salje signale koji induciraju sintezu melatonina u epifizi
pod prigusenim svjetlom [292], a pretpostavlja se da vitamin D ima vaznu ulogu u regulaciji
melatonina jer su razine vitamina D regulirane izlaganjem suncevoj svjetlosti [293]. Budu¢i da
sunceva Svjetlost takoder utjece na cirkadijane ritmove, to dodatno ukazuje na njenu vaznost u

regulaciji sna [294]. Ovim istrazivanjem nije uo¢ena povezanost dnevne pospanosti s razinama
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vitamina D kod bolesnika s Hashimotovom bolesti, jer je vecina oboljelih (61,7 %) imala
normalne razine, u odnosu na njih 38,3 % koji su imali smanjene razine vitamina D, iako su
ispitanici s normalnom dnevnom pospanoséu imali vise razine vitamina D u odnosu na one s
povec¢anom dnevnom pospano$c¢u, ali ta razlika nije bila znac¢ajna. Manjak vitamina D bio je
povezan s poremecajima spavanja [295-297] Sto sugerira da je status vitamina D jedan od
modulatora cirkadijanog ritma [293]. Pinealna zlijezda pretvara 5-hidroksi-triptofan u
melatonin kako bi se poboljsao san no¢u [298]. Oba oblika vitamina D, 25(OH)D i aktivni oblik
1,25(0OH)2D slijede 24-satni obrazac [299] s najvi§im razinama u podne kada je vise sunceve
svjetlosti, a najnizima navecer kada je manje sunceve svjetlosti [293]. Tijekom dana, kada su
razine vitamina D visoke, izrazaj triptofan hidroksilaze 2 se povecava, te se proizvodi dovoljno
serotonina za poboljsanje raspoloZenja, dok no¢u kada se razina vitamina D u serumu smanjuje,
ekspresija triptofan hidroksilaze 1 poveéava se u pinealnoj zlijezdi i poti¢e proizvodnju 5-
hidroksi-triptofana, koji se zatim pretvara u melatonin s uc¢inkom poboljSanja sna [293].
Takoder, ucinci vitamina D na san i raspolozenje mogu biti povezani s imunoloskim sustavom.
Kao imunomodulatorna molekula, vitamin D je ukljucen u regulaciju upalnih markera poput
TNF-0.[293]. U nedostatku vitamina D, upalni markeri su poviseni, $to moZe negativno utjecati
na san i raspolozenje [300]. Niska razina vitamina D kod osoba s polimorfizmom rs10830963
mogla bi pogorsati disbalans u imunoloskoj funkciji, povec¢avajuéi upalu i autoimuni napad na
Stitnu zlijezdu, te osobe s navedenim polimorfizmom i nedostatkom vitamina D mogu imati
vedi rizik od razvoja metaboli¢kih poremecaja, ukljucujuci inzulinsku rezistenciju i povecanje
ITM-a, §to dodatno opterecuje stitnu Zlijezdu i pogorsava simptome Hashimotove bolesti [301].
Medutim, niske razine vitamina D u pretilih pacijenata mogu biti posljedica nedovoljnog unosa
vitamina D, pove¢ane masne ili misi¢ne mase ili polimorfizama u enzimima koji metaboliziraju
vitamin D [302,303]. | pretilost i nedostatak vitamina D doprinose kroni¢noj upali niskog
stupnja, za koju se smatra da doprinosi razvoju poremecaja spavanja [304]. Isto tako
polimorfizam rs10830963 gena MTNR1B moze pojacati upalne odgovore putem poremecaja
melatoninskog signala, sto dovodi do vece proizvodnje protuupalnih i upalnih citokina [180].
Osim polimorfizama gena MTNR1B, na razine vitamina D u osoba s AITD, mogu utjecati i
polimorfizmi u receptoru za vitamin D [105]. Isto tako, suplementacija vitaminom D moze
poboljsati klinicke parametre vezane uz AITD kao $to su smanjenje razina titra anti-TPO i anti-
Tg [89]. Kombinacija niskih razina vitamina D i rs10830963 polimorfizma moze rezultirati
tezim simptomima, ukljucujuci jaci autoimuni napad na stitnu zlijezdu i ozbiljnije metabolicke

poremecaje.
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5.3.  Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s Hashimotovom bolesti ovisno o razini

anti-Tg

Pozitivna anti-Tg i poveéane razine anti-Tg protutijela pronadena su u 5590 % pacijenata s
Hashimotovom bolesti [55]. Pronadena povezanost izmedu razina anti-Tg ifpolimorfizma
rs10830963 gena MTNR1B kod osoba s Hashimotovom bolesti u0vom-istrazivanji moze se
objasniti kroz ulogu melatonina, imunoloskog sustava i disfunkcije stitne zlijezde. Promijene u
funkciji melatoninskih receptora, koje mogu nastati zbog polimorfizmas10830963, mogu
utjecati na imunoloski balans. Disfunkcija melatoninskih™ receptora moze doprinijeti
narusavanju imunoloske kontrole i pojacanoj proizvodnji autoprotutijela, ukljuéujuci anti-Tg.
Vise od 10 % Zena ima pozitivna anti-Tg protutijela, @aoko 2 % pokazuje klinicke manifestacije
bolesti [305], dok muskarci predstavljaju jednu desetinu.ove prevalencije [84,306]. Oslabljena
regulacija hormona i imunoloskih odgovoraimoze uzrokovati porast razina anti-Tg protutijela
kod osoba s Hashimotovom bolesti.

Autoimunost stitne Zlijezdedzazvana jodompovezana je s anti-T1g [74]; odnosnoyprekomjerni
unos joda inducira aut@imunost stitne Zlijezde povecanjem imunegenesti tireoglobulina u
genetski predisponiranih osoba [84,307]. Takoder, disregulacija melatoninskog puta moze
povecati proizvadnju upalnih citokina, sto pak moze pojacati autoimuni.napad na stitnu zlijezdu

| povecati razine anti-Tg protutijela.

Osim sto polimorfizam rs10830963 gena MTNR1B kod osoba,s Hashimotovom bolesti moze
poremetiti signalni put melatonina, na razine anti-=-Tg moguutjecati i drugi signalni putevi medu
kojima seistice NF-«B signalni put. Nuklearni faktor(NF)-«B signalni put kontrolira niz vaznih
bioloskih funkcija, ukljuc¢ujuc¢i imunoleske i upalne odgovore, diferencijaciju, rast stanica,
tumorigenezu i apoptozu. NF-xB transkripcijski ¢imbenik regulira ekspresiju citokina,
¢imbenika rasta i efektorskih enzima.kao odgovor na ligaciju stani¢nih stanica na receptore
ukljucene u imunoloski odgovor i upalu [308]. NF-«B signalni put takoder kontrolira ekspresiju
velikog broja gena koji imaju funkciju u regulaciji imunoloskih i upalnih odgovora, ukljucujuéi
citokine, kemokine, adhezijske molekule i druge imunoregulacijske proteine [308]. Ekspresija
gena ovisna o NF-kB neophodna je za odrzavanje normalne strukture i funkcije stitne Zlijezde
[308]. U stitnoj Zlijezdi NF-«xB signalizacija presudna je za prezivljavanje tireocita i izrazaj
kriti¢nih markera §titne Zlijezde, uklju¢uju¢i TPO i Tg [308].
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Zanimljivost ovog istrazivanje jest da osobe s negativnim razinama anti-Tg (manjim od 115
KIU/L) imaju vise razine triglicerida od osoba s povisenim razinama anti-Tg, dok se u drugim
markerima dislipidemije nisu razlikovali. Takvi rezultati su oc¢ekivani, jer lijeCenje hormonima
Stitne zlijezde Cesto snizava razinu kolesterola u bolesnika s hipotireozom [79]. Za osobe s
Hashimotovom bolesti karakteristicno je da imaju povisene razine ukupnog kolesterola, LDL-
a i triglicerida [79]. Pokazano je da postoji povezanost izmedu AITD i dislipidemije, te osobe
s pozitivnim protutijelima stitne zlijezde treba pomnije pratiti zbog dislipidemije i
kardiovaskularnih dogadaja [309] zbog njihove sklonosti povecanju ITM-a i metabolickom
sindromu [310].

5.4. Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s\Hashimotovom bolesti ovisno o ITM-

u

Ovo istrazivanje potvrduje povezanost izmedu polimorfizma rs10830963 genaMTNR1B I TM-
a > 25 kg/m? u osoba s Hashimotevom bolesti. Alel G i genotipGG polimorfizma.rs10830963
bili su ¢es¢i u oboljelih@yprekomjernem tjelesnom masom/pretiloséu. Koncentracije fT4 bile
su povezane s prekomjernom masom/pretilosc¢u u logisti¢koj regresiji. Poremecaji u signalnim
putevima melatonina, yjerojatno zbog polimorfizama u genimadeceptora melatonina, mogu

disregulirati,imunoloski sustav bolesnika s Hashimotevom-belesti [176,177].

Nedostatak prethodnih istrazivanja ogranicava usporedbu nalaza ovog istrazivanja. Veliki udio
varijacija 1ITM-a moze se pripisati genetskim ¢imbenicima, npr. nasljednost u studijama
blizanaca kretala se od 40 % do 70 % [127,128]. Buduci da je pretilost kroni¢na, relapsirajuca,
multifaktorska, neurobihevioralna bolest sa slozenom genetskom arhitekturom, malo je
vjerojatno da bilo koja genetska,varijanta moze objasniti nalaze studije. Na poligenu prirodu
pretilosti utje¢u kumulativni i malruéinci vise od 500 gena povezanih s pretilos¢u u interakciji
s ¢cimbenicima okolisa [311]. Druge karakteristike medu populacijama treba uzeti u obzir kada
se raspravlja o ITM-u [129,130]. Nadalje, ¢ini se da je uloga genetskih ¢imbenika u ITM-u
izrazenija U zena [129]. Spolne razlike imaju populacijski znacaj buduc¢i da je Hashimotova

bolesti sedam do 10 puta ¢esc¢a u zena [312].

Kao sto je prethodno navedeno, melatonin regulira ciklus budnosti-spavanja, ali takoder ima

ulogu u metabolizmu glukoze, osjetljivosti na inzulin i potro$nji energije. U osoba s
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Hashimotovom bolesti uo¢ena je povezanost izmedu rjedeg alela G polimorfizma rs10830963
I prekomjerne tjelesne mase/pretilosti. Opcenito, vecina pretilih osoba je metabolicki
,nezdrava“ [313]. Metabolicki sindrom je obi¢no povezan s arterijskom hipertenzijom u
bolesnika s Hashimotovom bolesti s visim koncentracijama TSH i poviSenim razinama

autoprotutijela stitne zlijezde [103,314].

Hipotireoza i usporeni metabolizam, ¢esti klini¢ki nalazi kod osoba s Hashimotovem bolesti,
te polimorfizam rs10830963 mogu pogorsati metabolicke poremeéaje i povecati ITM. Taj je
polimorfizam povezan s povisenim razinama glukoze nataste I 'rizikom od.dijabetesa tipa 2, kao
I snizenim razinama adiponektina [315]. Prethodna studija “ukazuje na vezu izmedu
polimorfizma rs10830963 i metaboli¢kih poremecaja, kao $to je poremecéena regulacija glukoze
u krvi i poveéana inzulinska rezistencija [254], sto dovodi do prekomjernog skladiStenja masti
I povecanja ITM-a.

Povecana tjelesna masa, ¢esto povezana s povecanim rizikom od metabolickih abnormalnosti,
snazno je povezana s disfunkcijom$titne/zlijezde,[126,316]. Stanice stitne Zlijezde oslobadaju
oksidaze koje kataliziraju proizvednju'ROS-a [316,317], koje pak osteuju strukturu stanica i
stabilnost genoma [316]. Zastitni ucinak melatonina protiv ostecenja izazvanih ROS-om |
pretilosti sugerira da.bi dodatak melatonina mogao biti u¢inkevita Intervencijska terapija za
bolesti povezane sa starenjem [132,318]. Poremecaji spavanja, kao Sto su nesanica, pospanost
tijekom dana ili losa kvaliteta sna, remete hormonalnu ravnotezu poyecanjem razina hormona
grelinakoji stimulira apetit, sto dovodi do debljanja. Stovise, debljanje se takoder moze pripisati
stresu povezanom Sikroni¢nim tireoiditisom i utjecajima svjetlosnih poremecaja [7]. Osobe s
Hashimotovom bolesti ¢esto imaju povecanu tjelesnu masu u usporedbi sa zdravim osobama.
Povecanje masne mase tijekom faze hipotireoze obi¢no se normalizira nadomjesnom terapijom
s LT4 [319]. lako je pretilost poznati &imbenik rizika za hipotireozu, uloga gubitka tjelesne

mase u smanjenju rizika za hipotireozu je mala [320].

Hormoni stitne zlijezde mogu utjecati na aktivnost masnog tkiva, a metabolicke promjene
vezane uz masno tkivo uoc¢ene su kod nedostatka ili prekomjerne proizvodnje hormona stitne
zlijezde. Dok su ucinci hipotireoze i hipertireoze na tjelesnu masu dobro dokumentirani, dokazi
0 povezanosti izmedu ITM-a i suptilnih varijacija hormona stitne zlijezde u 0soba s eutireozom
su ograni¢eni [321]. Milionis i suradnici pokazali su da nema razlike u serumskim
koncentracijama fT3 u odnosu na ITM, niti koncentracije fT3 koreliraju s ITM-om [321].

Nasuprot tome, druge su studije izvijestile da se koncentracije fT3 povecavaju S povecanjem
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pretilosti [322,323]. Pretile osobe, iako su bile eutireoidne, imale su vise koncentracije fT3 od
osoba normalne tjelesne mase [323].

Ovim istrazivanjem uofene SU grani¢no znacajno nize vrijednosti fT4 kod osoba s
Hashimotovom bolesti s prekomjernom tjelesnom masom. Sosa-Lopez i sur. izvijestili su o
negativnoj korelaciji izmedu koncentracije fT4 i stupnja pretilosti [322]. [Sli¢cno, Milionis i
suradnici izvijestili su o negativnoj korelaciji izmedu koncentracije T4 i pretilosti [321]. Ovo
istrazivanje uocilo je povezanost izmedu polimorfizma rs10830963 1 koneentracije hormona
fT4 u osoba s Hashimotovom bolesti s povisenim ITM-om. Kako je we¢ navedeno,
polimorfizam rs10830963 moze modulirati funkciju receptora, MTNRLIB ¢ime se mijenja
siganlizacija putem melatonina sto moze utjecati na dejodinaze 1 pretvaranje T4 u akivan oblik
T3 sto za posljedicu ima utjecaj na razinu fT3 [283]. Takoder, nize'razine fT4 kod osoba s ITM
veéim od 25 kg/m? vjerojatno su rezultat medudjelovanja izmedu signalnog puta melatonina,
regulacije stitne zlijezde i imunoloskih procesa. Ovi nalazi sugeriraju potencijalnu povezanost
izmedu normalne funkcije stitne zlijézde 1 promjena ITM-a; medutim, dokazi su‘neuvjerljivi
[321]. Kategorija pretilosti takoder utje€e na promjene u funkciji Stitne Zlijezde, $to moze
utjecati na normalan rasponskonecentraCija harmona stitne Zlijezde [322]. Promjene u_funkciji
Stitne zlijezde svrstavaju'se u primarne, a promjene u tjelesnoj masi u sekundarne. Temeljni
uzrok moze biti pojedinacni il multifaktorski, ali to¢ni biologki.mehanizmi nisu u potpunosti
shvaceni. Mogu€a hipoteza, je bilateralna interakcija izmedu Stitne zlijezde i masnog tkiva
[123]. Varijacije unormalnoj funkciji titne Zlijezde povezane su s promjenama tjelesne mase.
Ovo istrazivanje nije uocilo znacajnu razliku u kencentracijama TSH izmedu osoba normalne
tjelesne mased osoba s prekomjernom tjelesnom masom/pretilih. Nasuprot tome, Milionis i
suradnici izvijestili su o0 znacajno visim koncentracijama*TSH u osoba s visim ITM-om, ali
samo u muskaraca s hipotireozom, kod kojih je nadena negativna korelacija izmedu TSH i ITM-
a [321]. Nadene visoke koncentracije TSH mogu biti posljedica blage insuficijencije Stitne
zlijezde, vjerojatno pogorsane pretiloséu [83], buduci da TSH pozitivno korelira s ITM-om
samo u zena S prekomjernom tjelesnomdmasom s povisenim koncentracijama autoprotutijela na
Stitnu Zlijezdu [203,322,324].

Ovakvi rezultati upu¢uju na to da normalna funkcija stitne Zlijezde moze biti povezana s
promjenama ITM-a, ali ne postoji jasna povezanost [321]. Takoder, stupanj pretilosti povezan
je s promjenama u funkciji stitne Zlijezde koje mogu utjecati na normalan raspon razina

hormona stitne zlijezde [322].
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5.5.  Povezanost polimorfizama gena MTNR1B s nadomjesnom hormonskom terapijom
sLT4

Ovim istrazivanjem pokazano je da je alel G polimorfizma rs10830963 gena MTNR1B cesce
zastupljen u pacijenata s Hashimotovom bolesti koji nisu bili na“nadomjesngj hormonskoj
terapiji s LT4. Model logisticke regresije pokazao je da osobe koje‘se lijeée s LT4rimaju vise
razine serumskog zeljeza i manju dnevnu pospanost u odnosu na @sobe koje' ne uzimaju LT4.
Takode, haplotip GCT polimorfizama rs10830963, rs13871531 rs4753426,¢esci je u osoba koje

ne uzimaju LT4.

Alel G polimorfizma rs10830963 povezan je S, poremecenim izlucivanjem inzulina,
inzulinskom  rezistencijom i pretilos¢u [325-327]., Osobe s ovim metabolickim
komorbiditetima mozda ne¢e odmahdtrebati terapiju s LT4 ako je njihova hipotireoza blaga ili
subklinicka, $to potencijalno dovodi dovece prevalencije alela G u nelijeenoj populaciji. U
ovom istrazivanju uoceno jeda je.alel G rs10830963 cesci kod esoba sHashimatevom bolesti
koji se ne lijeCe s LT4sto se moze, obajsniti na nekoliko nacina, iako_su izravni dokazi
ograniceni. Receptoriimelatonina poput MTNR1B utjecu na cirkadijane ritmove [207], ali nema
izravnih dokaza koji qpovezuju rs10830963 s funkcijom stitne Zlijezde ili potrebom za
lijeCenjem,s, L T4. Medutim, poremecaji U cirkadijanem ritmu mogu utjecati na metabolic¢ko
zdravlje [328], 8to moze neizravno utjecati na odluke o lijecenju. lako ovim istrazivanjem nije
uogena razlika,u razinama TSH i fT4 u odnosu na primjenu nadomjesne hormonske terapije s
L T4, na zivotinjskim modelima Zenki Stakora pokazano je da primjena melatonina poveéava
razinu T4[185], dok kod osoba s hipotireozom kombinacija melatonina i LT4 smanjuje razinu
TSH i povecava razinu fT4 [186]. Primjena visokih doza melatonina ujutro ili navecer takoder
je' povezana s promjenama u-razinama glukoze i Iucenju inzulina ovisnim o polimorfizmu
rs10830963 [261,329]. Polimorfizmi«rs1387153 i rs10830963 u jakoj Su neravnoteZzi
povezivanja barem u nekim etnickim skupinama, tako da njihovi uéinci na abnormalnosti
glukoze mogu ovisiti jedan o drugom [330]. Najvise istrazeni polimorfizam MTNR1B
rs10830963 povezan je s produljenom proizvodnjom melatonina koja bi mogla olaksati razvoj
hiperglikemije u specifiécnim uvjetima okoline. Prikupljanje dodatnih informacija o
cirkadijanim ritmovima, endogenim signalnim putovima melatonina i polimorfizmima

melatoninskih receptora kod osoba s Hashimotovom bolesti moglo bi pomoc¢i u razvoju novih
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preventivnih strategija temeljenih na individualnom cirkadijalnom ritmu i genetskim

znacajkama [152].

Opazane viSe razine zeljeza kod osoba s Hashimotovom bolesti koji se lije¢e s LT4.u usporedbi
s onima koji ne uzimaju LT4 moze se objasniti meduigrom izmedu hormona stitne zlijezde i
metabolizma zeljeza. Hashimotova bolest usporava metabolicke, procesg, ukljuéujuci
gastrointestinalnu funkciju, $to moze narusiti crijevnu apsorpciju’ zeljeza. Lije¢enjc s LT4
poboljsava normalne razine hormona stitne zlijezde, pokretljivost €rijeva i apsorpciju hranjivih
tvari, ukljucujuci Zeljezo. Lijecenje subklinicke hipotireoze s LT4 pojagava odgovor na oralnu
terapiju zeljezom, $to dovodi do visih razina zeljeza i feritina u serumu u usporedbi s osobama
koji ne uzimaju LT4 [331,332]. Takoder, lije¢enjeS\LT4 poboljsava proizvodnju crvenih krvnih
stanica i smanjuje sideropeni¢nu anemiju izazvanu-hipotireozom [332]. Ovaj proces povecava
potraznju 1 koriStenje Zeljeza, Sto moze potaknuti u€inkovitiji metabolizam i skladistenje
zeljeza. Kombinacija LT4 i nadomjestaka Zeljeza rezultira znacajno ve¢im pobolj§anjima u
hemoglobinu, feritinu i razinama Zeljezad serumu,u usporedbi sa samim nadomjestkom Zeljeza
[332]. Hormoni stitne Zlijezde neephodni.su za eritropoezu (proizvodnju eritrocita).i regulaciju
enzima ukljucenih u metabolizam Zeljeza [333]. Hipotireoza remetivte procese, sto dovodi do
funkcionalnog ili apselutnog nedostatka zeljeza. Normalizirajuéi funkelju stitne zlijezde, LT4
pomaze.U ponoynoj uspostavi pravilne regulacije ovih putova, pfidonose¢i visim izmjerenim
razinama Zzeljeza [334]. Hormoni stitne Zlijezde utjecu na hepcidin koji je glavni regulator
homeostaze zeljeza. Hipotireoza povecava razineshepcidina, koji'smanjuje apsorpciju zeljeza.
Terapija s LT4snizava razine hepcidina, poboljSava apsorpCijuzeljeza i povecava cirkulirajuce
zeljezo [17]. Pored toga, Hashimotova bolest ukljucuje kroni¢nu upalu, koja moze dovesti do
funkcionalnog nedostatka zeljeza zbog upalne sekvestracije zeljeza posredovane citokinima.
Terapija s LT4 moZe pomoc¢i u smanjenju upale tijekom vremena, §to dovodi do poboljsane
dostupnosti zeljeza i visih izmjerenih razina zeljeza u krvi [17]. Kako je ve¢ spomenuto
nedostatak zeljeza smanjuje aktivnastenzima TPO [335] $to je pokazano u stani¢nim modelima
koji eksprimiraju TPO [336]. Stupanj smanjenja aktivnosti enzima bio je povezan s razinom
nedostatka Zeljeza. U slucaju nedostatka zeljeza, vezanje T3 na njegov nuklearni receptor je
poremeceno [337,338]. Dodatno, nedostatak zeljeza rezultira smanjenom aktivnoséu
dejodinaze i smanjenim koriStenjem T3 iz krvotoka [339]. Nedostatak Zeljeza jedan je od
¢imbenika koji pokreée upalni proces u stitnoj zlijezdi, $to izmedu ostalog dovodi do stvaranja

protutijela protiv stitne Zlijezde. Meta-analiza pokazala je da nedostatak zeljeza u Zena
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reproduktivne dobi dovodi do dvostrukog povecéanja rizika od povisenih razina anti-TPO i anti-
Tg [340].

Hipotireoza i dnevna pospanost mogu imati dvosmjernu vezu, sa simptomatskim.preklapanjem
koje je povezano s povec¢anim metabolickim komorbiditetima i hormonskem disregulacijom
[341]. Oboljeli od Hashimotove bolesti cesto imaju nesanicu ili poremecene cirkadijane
ritmove, koje LT4 pomaze normalizirati reguliranjem funkcije stithe Zlijezde [34%]. U ovom
istrazivanju, osobe lijeene s LT4 imale su manju dnevnu pospanst u usporedbi s onima koji
nisu uzimali LT4. Moguce objasnjenje za pronadenu sazliku jest das<hipotireoza remeti
metabolic¢ke i neuroloSke procese, sto dovodi do umorai prekomjerne dnevne pospanosti, dok
lijeenje s LT4 uspostavlja normalnu razinu hormona stitne zlijezde, poboljsavajuci ukupni
metabolizam i regulaciju energije [342]. Hormoni Stitne Zlijezde imaju vaznu ulogu u funkciji
mozga, ukljucujuci regulaciju neurotransmitera. Hipotireoza moze oslabiti kognitivnu budnost
I uzrokovati pospanost tijekom dana‘[343]. LT4 znacajno smanjuje dnevnu pospanest nakon
svega Cetiri do osam tjedana terapije [344]. Takoder, pokazano je da LT4 skracuje trajanje
no¢nog sha i poboljsava Judnest tijekom dana te je taj_cinak[vjerojatne. posljedica

normalizacije ciklusa spavanja i budnesti ovisnih o hormonima stitne zlijezde [342].

5.6.  Prednosti i'0graniéenja istraZivanja

Ovo istrazivanje jedinstveni je rad u kojem je istrazena povezanost razli¢itih polimorfizama
gena 'za receptor melatonina (MTNR1B) s elementima cirkadijanog ritma u osoba s
Hashimotovom bolesti. Sli¢na istrazivanja ovom istrazivanju U Republici Hrvatskoj do sada
nisu nikada provodena. U istrazivanju Su usporedene razlike u ucestalosti pojedinih
polimorfizama, modela genotipeva i haplotipova izmedu osoba s Hashimotovom bolesti na
temelju pozitivnih nalaza anti-Tg protutijela, primjene LT4 i ITM-a. Takoder, ispitana je razlika
izmedu tipova kronotipa i dnevne pospanosti u navedenih osoba. Ovakvim pristupom problemu
Hashimotove bolesti otvara se moguc¢nost za nastavak istrazivanja u multicentricnim studijama

s ve¢im brojem ispitanika te boljem razumijevanju povezanosti cirkadijanog ritma i AITD.

Prednost ovog istrazivanja je $to je uzorak ispitanika relativno homogen po pitanju dobi, etnicke
pripadnosti i drustvenog okruzenja. Istrazivanja su pokazala da su melatonin, klju¢ni enzimi

potrebni za sintezu melatonina i receptori za melatonin prisutni u Stitnoj Zlijezdi, Sto sugerira
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da melatonin moze utjecati na ekspresiju gena specifi¢nih za $titnu Zlijezdu, te sintezu i
regulaciju hormona stitne Zlijezde [345]. Rezultati ovog istrazivanja nadograduju nasSe
razumijevanje patofizioloskih procesa uklju¢enih u nastanak Hashimotove bolesti, te
zahtijevaju dodatna istrazivanja s procjenom kronotipa i drugih vaznih elemenata.cirkadijanog
ritma na vec¢em broju ispitanika, kao i ukljucivanje kontrolne skupine zdravih ispitanika. U
danasnje doba personalizirane medicine, znanje o kronotipu i dnevnojpospanostl pojedinacne
osobe moze biti vrlo vazno za lijeenje te se moze ukljuciti kao vazna sastavnica dijagnostickog
i terapijskog procesa. lako su dobiveni rezultati znacajni, tesko ih je primijenitiu dijagnosti¢ke

I prognosticke svrhe.

Ovo istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja. Prvo ogranicenje je veli¢ina uzorka, ali prikladan
okvir za uzorkovanje bio je mogu¢ samo tijekom uobiéajene klinicke obrade unutar medicinske
ustanove. Takva veli¢ina uzorka mogla je utjecati na preciznost i pouzdanost te povecati
varijabilnost. S ve¢im brojem ispitanika mogla bi se posti¢i bolja povezanost genotipa i
fenotipa. Pored velikih vrijednosti omjera izgleda i velikih raspona 95 %-tnih intervala
pouzdanosti, te male ucestalosti pojedinih genotipova tesko je potvrditi pravu znacajnosti
dobivenih rezultata. Ni jedan rezultat povezanosti genotip-fenotip nije dovoljno jak da bi
statisticki bio uvjerljiv bez velikog broja ispitanika. Drugo, moguce je da ispitivani
polimorfizmi gena MTNR1B nisu funkcionalno povezani s Hashimotovom bolesti, te bi u tom
slucaju trebalo potraziti funkcionalne polimorfizme ili skupinu funkcionalno znacajnih
polimorfizama koji bi mogli biti jace povezani s nastankom Hashimotove bolesti. Trece,
koristenjem upitnika za procjenu jutarnjeg i vecernjeg Kronotipa, te dnevne pospanosti
ispitanici su subjektivno procijenili svoj cirkadijani ritam. Procjena bi bila objektivnija da se
digitalno snimala duljina i kvaliteta spavanja svakog sudionika. Takoder, u obzir nisu uzeti
podaci rade li ispitanici u smjenama te jesu li unazad mjesec dana putovali avionom (jet lag)
$to znadajno moze utjecati na njihove rezultate kronotipa i dnevne pospanosti. Cetvrto, razine
melatonina nisu mjerene u ovom istrazivanju, a povezanost polimorfizama MTNR1B s razinama
melatoninom u serumu tek treba razjasniti. Treba napomenuti da su maksimalne koncentracije
specificne za pojedinca i dobi. Nakon 25 ili 40 godina, proizvodnja melatonina u pinealnoj
Zlijezdi pada na 60 % od razine nadene kod mladih odraslih osoba. Kod osoba starijih od 90
godina postoji stalan pad vrijednosti od ¢ak 20 % u odnosu na razinu za mlade odrasle osobe,
pri ¢emu su prosjecne vrijednosti melatonina uvijek vise kod Zena [346,347]. Takoder, bilo bi
vrijedno procijeniti povezanost izmedu polimorfizama gena MTNR1B, razina melatonina i

klini¢ke tezine bolesti. Peto, budu¢i da se izlozenost i ishod procjenjuju istovremeno u
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presjeCnim istrazivanjima, ovaj dizajn studije je minimalno informativan za uzro¢no
zakljuc¢ivanje. Ipak, unato¢ metodoloskim ograni¢enjima, moze pruziti uvid u uzro¢ne ucinke
izlozenosti bolesti [348]. Stoga su potrebne metodoloski zahtjevne longitudinalne studije kako
bi se temeljito razjasnio slozeni meduodnos izmedu polimorfizama gena MTNR1B i funkcije
Stitne Zlijezde te kronotipa, dnevne pospanosti, anti-Tg, ITM-a i primjene LT4 u osoba s
Hashimotovom bolesti. Sesto, Hashimotova bolest uzrokovana je interakcijom izmedu
genetskih, okoli$nih i egzistencijalnih ¢imbenika, od kojih genetski ¢imbenici doprinose do 75
% patogeneze bolesti. Stovise, procijenjeno je da se samo 5,5 % predispozicije za Hashimotovu
bolest moze objasniti do sada odredenim genetskim cimbenicima [349]. Sedmo, u ovom
istrazivanju nisu analizirane epigeneticke modifikacije koje pridonose autoimunim patogenim
mehanizmima, a Sto bi moglo pridonijeti to¢nijoj dijagnozi Hashimotove bolesti, adekvatnijem

izboru nacina lijeCenja te preciznijem predvidanju ishoda lijecenja [84].

U klini¢koj praksi kontinuum poremecaja Stitne zlijezde obiljezavaju dva ekstrema stanja:
hipotireoza i hipertireoza. Treba podic¢i svijest 0 egrani¢enjima takve bivarijantne percepcije i
slozenosti interakcija s razlig¢itim¢imbenicima rizika [350]. Budu¢i da signalni put melatonin-
MTNR1B utjec¢e na imunelosku regulaciju, autoimune bolesti i stitnu zlijezdu, treba razmotriti
njegovu potencijalnuulogu U Hashimotovoj bolesti. lako je ova.strazivanje na jedinstven nacin
istrazilo. povezanost polimorfizama gena MTNR1B s kronotipomy dnevnom pospanoséu, anti-
Tg, kategorijama ITM-a i primjenom LT4 u oseba s Hashimotovom bolesti te unato¢ prosirenju
znanja.debivenog rezultatima, potrebna su daljnjadstrazivanja Sa strozim dizajnom studije kako

bi se osigurala;validacija genetskih varijactjakoje su tosnovieve autoimune bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istrazivanja i na temelju dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

1. Dnevna pospanost osoba s Hashimotovom bolesti povezana je 's polimorfizmom
rs10830963 gena MTNR1B te je haplotip GCC polimorfizama rs10830963yrs1387153
i rs4753426 povezan s pove¢anom dnevnom pospanoscu. Uocena je povezanost dnevne
pospanosti s anti-Tg, fT3 i fT4. Logisticka regresija pokazalagje da je genotip CT
polimorfizma rs1387153 povezan s povecanom dnevnom, pospanoséu u osoba s

Hashimotovom bolesti.

2. Polimorfizmi rs10830963, rs1387153 i rs4753426 gena MTNR1B nisu povezani s
kronotipom osoba s Hashimotovem bolesti. Kronotip je negativno“pevezan s
pozitivnim anti-Tg, a logisti¢ki regresijski model pokazao <je. da su. @sobe
intermedijarnog + jutarnjeg kronotipa imale znacajno nize razine fT3; ali vise razine

triglicerida i zeljeza.

3. _Razine anti-Tg/povezane su s polimorfizmom rs10830963 gena MTNR1B, te osobe s

pozitivnim@nti-Tg Imaju znacajno nize razine,triglicerida.

4. 1TM je povezan s rs10830963 polimorfizmomgena MTNR1B te su alel G i genotip GG
polimorfizma rs10830963 ¢esc¢i u osobays Hashimotovom bolesti s ve¢im ITM-om.

Takoder, osobe s ITM-om > 25 kg/m? imaju znac¢ajno nize razine fT4.

5. Alel G polimorfizmars10830963 &esc¢i je u osoba s Hashimotovom bolesti koje ne
uzimaju nadomjesno hormensko lijeCenje s LT4, a genotip GG navedenog
polimorfizma negativno je povezan s primjenom LT4. Haplotip GCT, rs10830963,
rs1387153 i rs4753426 polimorfizama ¢esci je u oboljelih koje nisu lijeeni s LT4.

Oboljeli lijeceni s LT4 imaju znacajno manju dnevnu pospanost i vise razine zeljeza.

6. Razine slobodnog trijodtironina (fT3) i vitamina D povezane su s rs10830963
polimorfizmom gena MTNR1B.
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8. SAZETAK

Hashimotova bolest je autoimuni poremecaj kod kojeg imunoloSki sustav napada stitnu
zlijezdu. Karakterizira ga patoloska infiltracija T-limfocita koji uniStavaju_folikule Stitne
zlijezde §to dovodi do atrofije i fibroze Stitne Zlijezde i posljedi¢no do hipotireoze. Za
Hashimotovu bolest vazna je interakcija izmedu gena, ¢imbenika wokoliSa i epigenetskih
modifikacija te ima jaku genetsku predispoziciju i sklona je grupirati se t-abiteljimasMelatonin
je hormon kojeg proizvodi pinealna Zlijezda u mozgu, a njegovu Sintezu i izluéivanje regulira
ciklus svjetlo-tama. Ima znacajnu ulogu u regulaciji cirkadijanih ritmova;aukljucujuci cikluse
spavanja i budnost te u ispravnom prijenosu signala kroz razli€ite receptore. Melatonin
posjeduje antioksidativna svojstva i modulira imunolosku funkciju. Receptor za melatonin,
MTNRI1B, vazan je u signalnom putu kontrole nizvednih unutarstani¢nih signalnih puteva i
modulaciji imunoloskih reakcija putem kojih utjeCe wna proizvodnju citokina, stani¢nu
proliferaciju i diferencijaciju. Melatonin \djeluje kao modulator imunosti pasredovanih
stanicama i protutijelima preko MTNR1B receptora vezanih na membranu, koje izrazavaju
imunoloske stanice, a promjene signalnog puta melatonin-receptor MTNR1B mogu pridonijeti
razvoju ili razli¢itim klini€kim fenotipevima autoimunih bolesti. Pelimorfizmi gena za receptor
melatonina (MTNR1A,. MTNR1B) mogu utjecati na osjetljivost pojedinca na autoimune bolesti
Stitne Zlijezde. Cilj istrazivanja Je ispitati mogucu povezanost polimorfizama gena MTNR1B s
elementima, cirkadijanog,/ ritma, kronotipom 1 dnevnom pospanoséu u bolesnika s
Hashimetovomhbolesti. U istrazivanju je sudjelovalo 115 pacitjenta s Hashimotovom bolesti
prosjecne dobik43'+£12 godina, te su zene prevladavaless 92,2 %. Dnevna pospanost pacijenata
s Hashimotovom baolesti bila je povezana s polimorfizmima rs10830963 i rs1387153 gena
MTNR1B,“dok polimorfizmi rs10830963, rs1387153 i rs4753426 nisu bili povezani s
kronotipom. Indeks tjelesne mase bio‘je;povezan s rs10830963 te je alel G ¢es¢i u pacijenata s
Hashimotovom bolesti s veéim indeksom, tjelesne mase. Takoder, razine protutijela na
tireoglobulin (anti-Tg) i slobodnog F3«bile su povezane s polimorfizmom rs10830963 gena
MTNR1B. Alel G polimorfizma rs10830963 ¢es¢i je u pacijenata koji nisu bili na nadomjesnoj
hormonskoj terapiji LT4, te je genotip GG navedenog polimorfizma negativno povezan s
primjenom LT4. Dobiveni rezultati sugeriraju da polimorfizmi gena za receptor melatonina
mogu dovesti do promjena u strukturi i funkciji receptora $to moze utjecati na afinitet vezanja
melatonina i nizvodne signalne putove. Takoder, mogu imati vaznu ulogu u razvoju

Hashimotove bolesti te daljnja istrazivanja trebaju razjasniti precizne mehanizme kako ovi
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polimorfizmi utjecu na cirkadijane fenotipove kod Hashimotove bolesti te istraziti potencijalne

terapijske intervencije usmjerene na put receptora melatonina.
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

Hashimoto's disease is an autoimmune disease in which the immune system attacks the thyroid
gland. It is characterized by a pathological T-lymphocyte infiltration that destroys the thyroid
follicles, leading to atrophy and fibrosis of the thyroid gland and, consequently,
hypothyroidism. The interaction of genes, environmental factors, and, epigenetic changes is
important for Hashimoto's disease, as it has a strong genetic predisposttion and runsin families.
Melatonin is a hormone produced by the pineal gland in the brain. Its synthesis and secretion
are regulated by the light-dark cycle. It plays an importantsole in,regulating‘circadian rhythms,
including sleep and wake cycles, and adequately transmitting signals through various receptors.
Melatonin has antioxidant properties and modulates immune function. The melatonin receptor
MTNR1B plays an important role in downstream ‘intracellular signaling pathways and in the
modulation of immune responses, through which it“influences cytokine production, cell
proliferation, and differentiation. Melatonin acts as a modulator of cell-mediated andantibody-
mediated immunity via membrane-bound MTNR1B receptors expresseddby immune cells.
Alterations in the melatonin-MTNR1B  receptor signaling pathway may contribute to the
development of various¢elinical phenotypes of autoimmune diseases. Polymorphisms in the
melatonin receptor gene (MTNR1A and MTNR1B) may influence.an individual's susceptibility
to autoimmune /thyroid diseases.” The research aims to investigate the possible association
between MINR1B<gene polymorphisms and elements of ‘circadian rhythm, chronotype, and
daytime.sleepiness inpatients with Hashimoto's disease. The study involved 115 patients with
Hashimoto's disease; with an average age of 43+12years, with women outnumbering men by
92.2%. Daytime sleepiness in patients with ‘Hashimoto's disease was associated with the
rs10830963 and rs1387153 polymorphisms of the ' MTNR1B gene, while the rs10830963,
rs1387153, and rs4753426 polymorphisms were not associated with chronotype. Body mass
index was associated with rs10830963, and,the G allele is more common in patients with a
higher body mass index with Hashimete's disease. Thyroglobulin antibodies (anti-Tg) and free
T3 levels were also associated with the rs10830963 polymorphism of the MTNR1B gene. In
addition, the G allele of the rs10830963 polymorphism is more common in patients who did
not receive LT4 hormone replacement therapy, and the GG genotype of the above
polymorphism is negatively associated with LT4 intake. The results suggest that melatonin
receptor gene polymorphisms may lead to changes in the structure and function of the receptor
that may affect melatonin binding affinity and downstream signaling pathways. They may also

play an essential role in developing Hashimoto's disease. Further research should clarify the
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exact mechanisms of how these polymorphisms influence the elements of the circadian rhythm
in Hashimoto's disease and investigate potential therapeutic interventions targeting the

melatonin receptor signaling pathway.
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10. ZIVOTOPIS

Davor Lesi¢, mag. phisioth., roden je 12. listopada 1982. godine u Vinkovcima. Zavrsio je
(opéu) gimnaziju u Zupanji. Upisao je preddiplomski studij Fizioterapije Sveucilista u Splitu,
Sveucilisni odjel zdravstvenih studija, gdje je diplomirao 2006." Godine. Potom  upisuje
diplomski studij Fizioterapije na Fakultetu za dentalnu medicinu i zdravstve Sveugilista Josipa
Jurja Strossmayera u Osijeku, koji zavrsava 2019. godine. Pripravnicki staz odradio je u Domu
zdravlja Zupanja te Opéoj zupanijskoj bolnici VinkovcigPoslije polozendg drzavnog ispita
radio je u Nado centru Osijek, na Fakultetu za dentalnu medicinu‘i zdravstvo, Fizio Educa, te
kao fizioterapeut u kadetskom i seniorskom rukometu. Poslijediplomski interdisciplinarni
sveucilis$ni doktorski studij Molekularne bioznanosti na Sveuc¢ilistu Josip Juraj Strossmayer u
Osijeku, u suradnji s Institutom Ruder Boskovi¢ u Zagrebui Sveucilistem u Dubrovniku, upisao
je u akademskoj godini 2019/2020. Autor jei koautor devet struc¢nih i znanstvenihpublikacija
kao i kongresnih sazetaka. Sudjelovao je' na znanstvenim i stru¢nim skupovima, kao aktivni i

pasivni sudionik. Clan je Hrvatske komore fizioterapeuta. Aktivno se slizi engleskim jezikom.

Dodatno se usavrsavao U struci na brojim tec¢ajevima i radionicama medu kojima su: 2021 MFR
Miofascijalna Relaksacija .modul 4/4 , Zagreb; 2020 Cupping therapy, Zagreb; 2019
Homeopatija - osnovni nivo Medunarodno udruzenje za promociju i razvoj kvantne medicine,
Beograd (Srbija); 2018 Kvantna medicina — osnovni nivo; 2017 Akupunktura Il — prakti¢na
primena; 2017 Akupunktura — osnovni nivo; 2014 Yumeiho Therapy Grade 2 Yumeiho, Osijek
(Hrvatska); 2014 Atlas Specialist Atlas Profilax, Osijek (Hrvatska); 2010 The Noam Tyroler
School of Thai Acupressure and Thai Massage Thai Healing Alliance International, Zagreb
(Hrvatska); 2009 Kinesio Taping Clinical Reasoning KT3 Kinesio Taping Association
International, Zagreb (Hrvatska); 2009 KT1 - KT2 Kinesio Taping Association International,
Zagreb (Hrvatska); te 2009 Yumeiho Yumeiho, Osijek (Hrvatska).

Popis objavljenih radova:

1. Skrlec I, Biloglav Z, Lesi¢ D, Talapko J, Zabié |, Katalini¢ D. Association of MTNR1B
Gene Polymorphisms with Body Mass Index in Hashimoto’s Thyroiditis. Int. J. Mol. Sci.
2025, 26, 3667. doi: 10.3390/ijms26083667.
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Talapko J, Eri¢ S, Mestrovi¢ T, Mravak MS, Juzbasi¢ M, Katalini¢ D, Beki¢ S, Mursi¢
D, Flam J, Beli¢ D, Le§i¢ D, Fure§ R, Markanovi¢ M, Skrlec I. The Impact of Oral
Microbiome Dysbiosis on the Aetiology, Pathogenesis, and Development of Oral Cancer.
Cancers (Basel). 2024;16(17):2997. doi: 10.3390/cancers16172997.

Candrli¢ S, Sabanovi¢ D, Mahagek K, Holik D, Miskulin M, Benes M¢ Miskulinyl, Véev
I, Lesi¢ D, Candrli¢ M. Zdravstvena skrb u slavonskom Provincijalu tijekom 19. stolje¢a.
Acta Med Hist Adriat. 2024;21(2):321-334. doi: 10.31952/amha.21.2.7.

Miskulin I, LeSi¢ D, Kovacevi¢ J, Dumi¢ J, Curdinjakovié VL, Dumi¢ bk, Miskulin M.
Knowledge and Attitudes toward Vaccination in Creatian,Adolescents, the Influence of
the Internet. Central European Journal of Paediatrics. 2024;20(1):1 — 13. doi:
10.5457/p2005-114.353.

Kovacevic J, Fotez I, Miskulin I, Lesic D, Miskulin M, Berlancic T, Vukoja I, Candrlic
S, Palenkic H, Candrlic M. Different Patterns of Mental Health Outcomes among Road
Traffic Crash Survivors: A Prospective Cohort Study. Int. J. Environ. Res. Public Health.
2021;18(4):1564. doi: 10.3390/ijerph18041564.

Lesi¢ D, Iza S, dvankovi¢| . Aizioterapijske intervencije kod » poremecaja
temporomandibularmog zgloba. Physiotherapia Croatica. 2021;19(1).245-254.

Miskulin I, Raguz Z, Mujki¢ A, Miskulin M, Lesié¢ D, Candrli¢ M, Vukoja I, Kovacevic¢
J, Candrli¢ S, Palenki¢ H. Mothers' attitudes, regarding parental styles'and child abuse in
Croatia. Cent: Eur. J., Paediatr. 2021;17(1):87-92, doi; 10.5457/p2005-114.293.

1za.S, [vankovié¢ |, Lesi¢ D. Aurikulo akupunktura. Zdravstveni glasnik (Health bulletin).
2021;7(2):93-101. doi: 259982.

Lesi¢c D, Grgi€ A, Mari¢ S. Vjezbanjeni kvaliteta zivota kod zena starije dobi.
Physiotherapia Croatica. 2020;18:167-172.

Popis kongresnih sazetaka:

1.

Iza S, Ivankovi¢ |, LeSi¢ D. Aurikulo akupunktura. Zdravstveni glasnik (Health bulletin).
2021; 1 (7):93-101.

Lesic D, Iza S, Grgi¢c A. “Primjena dekompresijske terapije kraljeznice kod
cervikobrahijalnog sindroma — prikaz slucaja“ 7. Medunarodni znanstveno-struc¢ni skup
,Fizioterapija u sportu, rekreaciji i wellnessu‘, Vukovar 2021.

Ili¢ I, Mujki¢ R, Lesi¢ D, Mari¢ S. Latinski - ,,zivi* jezik medicinske terminologije. Festival

znanosti. 2021.
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Tecajevi trajne edukacije

1.

Drugi poslijediplomski tec¢aj stalnog medicinskog usavrsavanja kategorije

,»Rehabilitacija u klinickoj medicini* — kardiovaskularna rehabilita 019 -
11/10/2019)
Medunarodni znanstveni skup Physiotherapia Croatica 2019
Drugi poslijediplomski tecaj stalnog medicinskog usavrsa
SRCE* (25/06/2020 — 26/06/2020)
Drugi kongres KOKOZ-a i Hrvatski kongres imedi rava s medunarodnim
sudjelovanjem (4/12/2020.- 4/03/2021)
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