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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACTH - kortykotropina (ang. Corticotropin)

APC - komodrka prezentujaca antygen (ang. Antigen Presenting Cell)

Apol - receptor btonowy typu-1 (ang. Apoptosis Antigen 1)

ATG - przeciwciata przeciw tyreoglobulinie (ang. Anti-Thyroglobulin Antibodies)

ATPO - przeciwciata przeciw peroksydazie tarczycowej (ang. Anti-Thyroid Peroxidase

Antibodies)
Bad - biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2-Associated Death Promoter)
Bak - biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2 Homologous Antagonist/Killer)
BAL - ptukanie oskrzelowo-ptucne (ang. Bronchoalveolar Lavage)
Bax - biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2-Associated X Protein)

Bcl-2 - biatko antyapoptotyczne (ang. B-Cell Lymphoma 2)

Bcl-xI - biatko antyapoptotyczne (ang. B-Cell Lymphoma-Extra Large)

BMI - wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index)

cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan (ang. Cyclic Adenosine Monophosphate)

CD - antygeny roznicowania (ang. Cluster of Differentation)

CG - gonadotropina kosméwkowa (ang. Chorionic Gonadotropin)

Claudin - Klaudyna, biatko potaczenia miedzykomdrkowego (ang. Claudin)

CLR - receptory lektynowe typu C (ang. C-type Lectin Receptors)

Ccv - wspotczynnik zmiennosci (ang. Coefficient of Variation)

DC - komérka dendrytyczna (ang. Dendritic Cell)

DcR - biatko rywalizujgce z induktorami apoptozy (ang. Decoy Receptor)

DISC - kompleks sygnatowy indukujacy apoptoze (ang. Death-Inducing Signaling
Complex)

DIT - 3,5-dwujodotyrozyna (ang. Diiodotyrosine)

DL - ligand smierci (ang. Death Ligand)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic acid)
DR - receptor sSmierci (ang. Death Receptor)

Dz - bliznieta dwujajowe (ang. Dizygotic Twins)

FADD - domena $mierci zwigzana z Fas (ang. Fas Associated Death Domain),

Fas - receptor btonowy indukujacy apoptoze (ang. Apoptosis-Inducing Receptor)

FasL - ligand indukujacy apoptoze (ang. Apoptosis-Inducing Ligand)

FCRL3 - biatko regulujgce przypominajace receptor Fc (ang. Fc Receptor-Like Protein 3)

FLICE - domena $mierci zwigzana z Fas (ang. Fas-Associated Death Domain Protein-
Interleukin-1 beta-Converting Enzyme)

FSH - hormon folikulotropowy (ang. Follikulotropin)


http://en.wikipedia.org/wiki/Coefficient_of_variation
http://pl.wikipedia.org/wiki/Kwas_deoksyrybonukleinowy

fT3 - wolna trijodotyronina (ang. Free Triiodothyronine)

fT4 - wolna tyroksyna (ang. Free Thyroxine)

G-CSF - czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw (ang. Granulocyte Colony-
Stimulating Factor)

GD - choroba Gravesa-Basedowa (ang. Graves’ Disease)

GO - orbitopatia tarczycowa w chorobie Gravesa-Basedowa (ang. Graves Orbitopathy)

HLA - ludzki antygen leukocytarny (ang. Human Leukocyte Antigen)

HT - choroba Hashimoto (ang. Hashimoto’s Thyroiditis)

ICAM - biatko adhezyjne miedzykomdrkowe (ang. Intracellular Adhesion Molecule)

IFN-a - interferon alfa (ang. Interferon alfa)

IFN-y - interferon gamma (ang. Interferon gamma)

Ig G - immunoglobulina G (ang. Immunoglobulin G)

IL - interleukina (ang. Interleukin)

IL-2RA - antagonista receptora interleukiny 2 (ang. Interleukin-2 Receptor Antagonist)

JAM - biatko adhezyjne (ang. Junctional Adhesion Molecule)

LH - hormon luteinizujgcy (ang. Lutropin)

LPS - lipopolisacharydy (ang. Lipopolysaccharides)

LYP - cytoplazmatyczna fosfataza tyrozyny (ang. Protein Tyrosine Phosphatase)

MHC - gtéwny antygen zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)

MIT - monojodotyrozyna (ang. Monoiodotyrosine)

MIZS - miodziencze idiopatyczne zapalenie stawdw

MRNA - informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

MZ - bliznieta jednojajowe (ang. Monozygotic Twins)

NADPH- dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate),

NFkB - czynnik jadrowy kappaB (ang. Nuclear Factor kappaB)

NHANES- Narodowe Badanie Odzywiania i Stanu Zdrowia (ang. National Health and
Nutrition Examination Survey)

NK - naturalne komorki cytotoksyczne (ang. Natural Killer cells)

NO  -tlenek azotu (ang. Nitric Oxide)

PG - prostaglandyna (ang. Prostaglandin)

PPT - poporodowe zapalenie tarczycy (ang. Postpartum Thyroiditis)

RAIDD- biatko homologiczne domeny $mierci (ang. Death Adaptor Molecule)

RANK - receptor aktywujacy czynnik jadrowy kappaB (ang. Receptor Activator of NF-
kappaB)

RANKL- ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappaB (ang. Receptor Activator of

NF-kappaB Ligand)


http://pl.wikipedia.org/wiki/Dinukleotyd_nikotynoamidoadeninowy

RBMI - wskaznik Cole’a (ang. Relative Body Mass Index)

RIP - biatko posredniczace (ang. Receptor-Interacting Protein)

RZS - reumatoidalne zapalenie stawéw

SAA - surowiczy amyloid A (ang. Serum Amyloid A)

SD - odchylenie standardowe (ang. Standard Deviation)

SDS - wielokrotno$¢ odchylenia standardowego wtasciwego dla danej populacji (ang.
Standard Deviation Score)

sIL-6R - rozpuszczalny receptor interleukiny 6 (ang. Soluble Interleukin 6 Receptor)

SLE - toczen rumieniowaty ukladowy (ang. Systemic Lupus Erythematosus)

TAO - orbitopatia tarczycowa (ang. Thyroid-Associated Orbitopathy)

TBAb - przeciwciata blokujgce receptor tyreotropiny (ang. Thyrotropin Blocking Antibodies)

TG - tyreoglobulina (ang. Thyroglobulin)

TGF-pB - transformujgcy czynnik wzrostu beta (ang. Transforming Growth Factor )

Th - limfocyt T pomocniczy (ang. T-helper)

TLR - receptory Toll podobne (ang. Toll-like Receptors)

TMB - tetrametylobenzydyna

TNFR - receptor dla czynnika martwicy guza (ang. Tumor Necrosis Factor Receptor)

TNF-a - czynnik martwicy guza alfa (ang. Tumor Necrosis Factor a)

TPO - enzym peroksydaza tarczycowa (ang. Thyroid Peroxidase)

TRADb - przeciwciata przeciwko receptorowi tyreotropiny (ang. Thyrotropin Receptor
Antibodies)

TRADD- domena $mierci zwigzana z receptorem TNF (ang. TNFR-Associated Death
Domain)

TRAF-2- zwigzany z TNFR- czynnik-2 (ang. Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated

Factor 2)

Treg - limfocyty T regulatorowe (ang. Regulatory T Cells)

TSAb - przeciwciata stymulujgce receptor tyreotropiny (ang. Thyrotropin Stimulating
Antibodies)

TSH - tyreotropina, (ang. Thyroid Stimulating Hormone, Thyrotropin)

USG - ultrasonografia (ang. Ultrasonography)

VCAM-1- biatko adhezyjne naczyniowe (ang. Vascular Cell Adhesion Protein 1)

ZO-1 - biatko tworzgce potaczenia miedzykomorkowe typu Scistego (ang. Tight Junction

Protein)



1. WSTEP

Choroby autoimmunologiczne charakteryzuja sie przewlektym przebiegiem z
nastepujgcymi po sobie okresami zaostrzen i remisji, ktére w konsekwencji mogg prowadzic¢
do inwalidztwa, a nawet Smierci. Kluczowg role w patogenezie petnig antygeny jako
integralne skladowe komoérek wilasnego organizmu, zwane autoantygenami oraz
produkowane w celu ich eliminacji autoprzeciwciata. Choroba autoimmunologiczna stanowi
nieprawidtowy, najczesciej specyficzny narzadowo rodzaj odpowiedzi immunologicznej,
skierowanej przeciwko wtasnym antygenom organizmu chorego. Obecnie na swiecie na
choroby autoimmunologiczne choruje ok. 5% ludnosci, z czego prawie 80% stanowig
kobiety. W przewazajacej czesci zidentyfikowano autoantygeny chorobotwércze i znanych
jest ponad 70 jednostek chorobowych o podtozu autoimmunologicznym. Na podstawie
dostepnej wiedzy mozna stwierdzi¢, Zze choroby autoimmunologiczne sg wynikiem
wzajemnej interakcji pomiedzy  kilkoma  czynnikami  sprawczymi:  czynnikami
srodowiskowymi, patogenami, podatnoscig genetyczna, zaburzeniem procesow toleranciji
immunologicznej wobec wiasnych antygendw, mechanizmami apoptozy. Nadal odkrywane
sa nowe autoantygeny przeciwko ktorym skierowana jest odpowiedz wiasnego uktadu

immunologicznego™?.
1.1. Autoimmunologiczna choroba tarczycy AITD

Autoimmunologiczna choroba tarczycy (AITD, Autoimmune Thyroid Disease) jest
najczestsza narzadowo specyficzng chorobg autoimmunologiczng wystepujacg u kobiet i
mezczyzn, ktérej wskaznik rozpowszechnienia na $wiecie wzrasta wraz z wiekiem, w
szczegolnosci wsrod kobiet. Podatnosé na choroby autoimmunologiczne tarczycy zalezy od
ztozonej interakcji wielu czynnikéw. AITD obejmuje kilka powigzanych ze sobag, klinicznie
przeciwstawnych stanéw chorobowych w tym: zapalenie tarczycy typu Hashimoto (HT)
przebiegajace z wolem, zanikowe autoimmunologiczne zapalenie tarczycy manifestujgce sie
niedoczynnosciag tarczycy, poporodowe zapalenie tarczycy (PPT), nadczynno$¢ tarczycy w
przebiegu choroby Gravesa-Basedowa (GD) i orbitopatia tarczycowa (TAQO). Sposréd ww.
chorob tarczycy choroba Hashimoto i choroba Gravesa-Basedowa wystepujg najczescie;.
Jedna postaé choroby moze przechodzi¢ w inng, w zaleznos$ci od postepu procesu

autoimmunologicznego®®**!,



1.1.1. Przewlekte autoimmunologiczne zapalenie tarczycy cAIT

Przewlekte limfocytarne zapalenie gruczolu tarczowego, wole limfocytarne Ilub
choroba Hashimoto jest to najczestszy rodzaj zapalenia tarczycy i najczestsza przyczyna
pierwotnej niedoczynnosci gruczotu tarczowego. W wyniku autoimmunizacji na wtasne
antygeny u okoto 95% pacjentow stwierdza sie w surowicy krwi obecnos$¢ przeciwciat
przeciwko tyreoglobulinie (ATG) oraz przeciwciata przeciwko peroksydazie tarczycowej
(ATPO). Choroba czesto wspdtistnieje z innymi chorobami autoimmunologicznymi jak
cukrzyca typu 1, mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow, zespot Sjogrena, celiakia i
inne®. Jest wyraznie czestsza u kobiet, niz u mezczyzn, a wiekszo$¢ zachorowan
odnotowuje sie u oséb w wieku 45-65 lat. W chorobie wystepuje predyspozycja rodzinna: u
50% czionkéw rodziny chorego stwierdza sie bowiem obecno$¢ przeciwciat
przeciwtarczycowych. Wskazywano na mozliwy zwigzek mutacji w genie HLADRS z rodzinng
predyspozycja do tej postaci zapalenia tarczycy. Wykazano zwigzek z obecnoscig
antygendéw uktadu HLA-DR3, DR5, DR2, DQ1 i B8. Choroba Hashimoto jest gtéwng
przyczyna niedoczynnosci tarczycy u dzieci i miodziezy!. W amerykanskiej populagji
nastolatkow w wieku od 11 do 18 lat w ciggu roku przypada pie¢ nowych zachorowah na
1000 nastolatkow. Choroba wystepuje czesciej wérdd dziewczat niz u chtopcédw. Rzadko
wystepuje ponizej trzeciego roku zycia, zwykle jest to wiek okoto szesciu lat, a szczyt
zachorowanh przypada na 10-11 r. z. Posta¢ kliniczna choroby z wolem jest bardziej
powszechna u mtodocianych pacjentéw!®?.

Pierwsze przypadki choroby opisat w 1912 roku japohski chirurg Hakaru Hashimoto
od ktérego nazwiska pochodzi nazwa choroby™***,

PPT jest to destrukcyjne zapalenie tarczycy ujawniajgce sie w czasie pierwszych 12
miesiecy po porodzie. Wystepuje u 5-9% kobiet po porodzie. Ryzyko wystapienia PPT
zwieksza sie 3-krotnie u kobiet z cukrzyca typu 1. Moze ona réwniez wystgpi¢ po utracie

[12,13]

cigzy w 5-20 tygodniu cigzy .
1.1.2. Choroba Gravesa-Basedowa GD

Choroba Gravesa-Basedowa jest chorobg autoimmunologiczng, w ktorej gtéwnym
autoantygenem jest receptor TSH - TSHR - biatko btony komodrkowej tyreocyta. Jego
pobudzenie przez przeciwciata przeciw receptorowi tyreotropiny (TRAb) powoduje
nadmierng aktywacje czynnosci komoérek pecherzykowych tarczycy, zwiekszenie wydzielania
hormondéw tarczycy tyroksyny i trijodotyroniny, stymuluje wzrost tarczycy, rozwoj jej
unaczynienia, co w konsekwencji objawia sie nadczynnoscig tarczycy. Poniewaz hormony
tarczycy sg produkowane w nadmiarze, dochodzi do zahamowania wydzielania TSH przez
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przysadke. W zaleznosci od rodzaju przeciwciat przeciwko receptorowi TSH moga nasilac¢
sie  odmienne  objawy choroby. W  obecnosci  stymulujgcych  przeciwciat
przeciwreceptorowych (TSI, Thyroid-Stimulating Immunoglobulin), wigzacych sie z TSH,
nastepuje pobudzenie szlaku cyklazy adenylowej/cyklicznegoAMP, prowadzace do wzrostu
wydzielania hormonow tarczycy. Przeciwciata innego rodzaju, takze skierowane przeciwko
receptorowi TSH jak tarczycowa immunoglobulina stymulujgca wzrost (TGI, Thyroid Growth-
Stimulating Immunoglobulin), warunkujg proliferacie nabtonka pecherzykéw tarczycy,
powodujgc nasilenie efektéw TSH-zaleznych: nadczynnos¢ tarczycy, wole migzszowe,
orbitopatie tarczycowa. U niektérych chorych dochodzi do powstawania przeciwciat
przeciwreceptorowych blokujgcych, ktére hamujg wigzanie tyreotropiny z komdrkami
pecherzykowymi tarczycy (TBIl, TSH-Binding Inhibitor Immunoglobulins), co powoduje
niedoczynno$é tarczycy i zanik gruczotu™. Trzeci rodzaj przeciwciat TRAb, to niedawno
odkryte tzw. przeciwciata neutralne (bez sygnalizacji), wigza sie z receptorem TSH przy
pomocy peptydow liniowych w przeciwienstwie do przeciwciat stymulujgcych i blokujacych,
wykorzystujgcych gtéwnie wigzanie poprzez epitopy konformacyjne receptora TSH.
Przeciwciata te nie stymulujg TSHR i nie blokujq dziatania TSH™¢!,

Trzy typy przeciwciat TSHR obecnych w AITD przedstawiono na Rycinie 1.
Objasnienia
(A) Epitop A1 oznacza miejsce, w ktérym przeciwciata stymulujgce wigzg sie z regionem
bogatym w leucyne (LRR, Leucine Rich Repeats), powodujac zmiany strukturalne receptora,
ktére prowadza do transdukcji sygnatu. Epitop A2 reprezentuje podobne - konkurencyjne
wigzanie przeciwciat blokujgcych TSH (réwniez ilustrowane jako najlepsze dopasowanie).
(B) Epitop B oznacza miejsce, gdzie przeciwciata blokujagce TSHR wigzg sie czesciowo do
regionu LRR, ale nie moga doprowadzi¢ do wymaganej zmiany strukturalnej receptora i
transdukcji sygnatu (przedstawiono jako dobre dopasowanie).
(C) Epitop C oznacza miejsce, gdzie neutralne przeciwciata wigzq sie z rozszczepionym i/lub
N kohcowym regionem ektodomeny TSHR, nie powodujgc zmian strukturalnych receptora i
pozostawiajgc region LRR wolny dla wigzania TSH i innych przeciwciat TSHR . Dlatego
neutralne przeciwciata nie powodujg transdukcji sygnatu i nie blokujg wigzania TSH, zatem

sg przedstawione jako niepasujace.
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A B C

Epitopy Ari Az Epitop B Epitop C
Stymulowanie/blokowanie Tylko blokowanie Neutralne TSHR Ab
Nailepsze dopasowanie Dobre dopasowanie Bez dopasowania

c~

Region-bogaty
w leucyne

PR
L2

2 8

\ o

\ +‘1"

Sygnalizacja lub Blokowanie Bez sygnalizaciji
blokowanie Bez blokowania

Rycina 1. Model wigzania przeciwciat TSHR obecnych w autoimmunologicznej chorobie
tarczycy wg Latif R, Morshed SA, Zaidi M, Davies TF. The thyroid-stimulating hormone
receptor: impact of thyroid-stimulating hormone and thyroid-stimulating hormone receptor
antibodies on multimerization, cleavage, and signaling. Endocrinol Metab Clin North Am.
2009; 38:3191*¢!: zmodyfikowany

W rozwoju GD wazng role odgrywa prezentacja swoistych autoantygenéw
tarczycowych przez molekuty zgodnosci tkankowej MHC klasy Il, takie jak HLA-DR3 lub
HLA-DQ, limfocytom pomocniczym T CDA4+, ktére rozpoznajg peptydy autogenowe
receptora. W tym procesie uczestniczy rowniez czasteczka antygenu 4 cytotoksycznych
limfocytow T (CTLA-4), ktéra w prawidtowych warunkach hamuje aktywacje limfocytow T. U
dzieci ponizej 4 roku zycia choroba wystepuje z czestoscig 1:1.000.000/dzieci/rok, u
nastolatkéw ponizej 15 roku zycia wystepuje z czestoscig 8:1.000.000/dzieci/rok i jest
najczestsza postacig nadczynnosci tarczycy w wieku rozwojowym. Szczyt zachorowania
przypada na wiek 11-15 lat i dotyczy 6-8-krotnie czesciej pici zenskiej®.

Dzieci urodzone przez matki, kiére w czasie cigzy leczone byly z powodu
nadczynnosci tarczycy, powinny by¢é obserwowane w kierunku dysfunkcji tarczycy i w razie
potrzeby leczone zaraz po urodzeniu"*®,

Choroba wystepuje 10 razy czesciej u kobiet, co moze sugerowaé znaczenie
estrogenéw w jej powstawaniu. Poza podtozem genetycznym wskazuje sie takze na wptyw
stresu na ujawnienie choroby (moze wystgpi¢ po silnym urazie psychicznym). Palenie tytoniu
zwieksza ryzyko orbitopatii i nadczynnosci tarczycy w przebiegu choroby. Moga jej
towarzyszy¢ inne schorzenia autoimmunologiczne jak: niedokrwisto$¢ ztosliwa, bielactwo,

miastenia, celiakia, reumatoidalne zapalenie stawdw, niedoczynnos¢ kory nadnerczy, czy
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toczen. Nazwa choroby Gravesa-Basedowa pochodzi od irlandzkiego lekarza Roberta
Gravesa i niemieckiego lekarza Karla von Basedowa, ktérzy opisali kilka przypadkéw
choroby w 1835 i 1840 r, [11:19:2021]

1.2. Epidemiologia autoimmunologicznej choroby tarczycy

Przewlekte autoimmunologiczne zapalenie tarczycy okreslane rowniez mianem
zapalenia limfocytarnego, czy choroby Hashimoto wystepuje we wszystkich grupach
wiekowych z czestoscig do 2%, takze u dzieci. Znacznie czesciej u ptci zenskiej, gdyz
dotyczy 0,1%-5% kobiet dorostych w krajach Europy Zachodniej, manifestujgc sie
niedoczynnoscig tarczycy. Zapadalnos¢ oceniana na 0,3-1,5 przypadkéw na 1000, na rok
jest zanizona. W badaniach autopsyjnych stwierdza sie zapalenie tarczycy typu Hashimoto u
14-17 % badanych osdb.

Choroba Gravesa-Basedowa wystepuje u 0,1-0,2% dorostej populacji krajow Europy
Zachodniej, w wiekszosci u oséb mtodszych, gdy w wyniku przewlektej stymulacji tarczycy
poprzez przeciwciata przeciwko receptorowi tyreotropiny rozwija sie nadczynnosc¢ tarczycy.
Predyspozycja dziedziczna odgrywa tu istotng role, poniewaz u >50% chorych wystepujg w
rodzinie inne przypadki AITD. Choroba ma charakter wielogenowy, a stres, palenie tytoniu i

inne czynniki srodowiskowe zwiekszaja ryzyko jej wystapienia*!.

1.3. Etiopatogeneza autoimmunologicznej choroby tarczycy

Autoimmunologiczna choroba tarczycy potwierdzana przez obecno$é w surowicy
przeciwciat skierowanych przeciwko gtéwnym autoantygenom tarczycy: tyreoglobulinie (TG),
peroksydazie tarczycowej (TPO) i receptorowi TSH (TSHR) wystepuje u >10% populaciji
Standéw Zjednoczonych powyzej 12 roku zycia i jest najczestsza przyczyng zaburzen
endokrynologicznych w populacji o prawidtowej podazy jodu. Przeciwciata ATPO sg obecne
prawie u wszystkich pacjentow z chorobg Hashimoto, u dwdch trzecich pacjentek z
zapaleniem tarczycy po porodzie, a takze u 75% pacjentdbw z nadczynnoscig tarczycy
Gravesa-Basedowa?*%?,

Wytworzenie przeciwciat dla TPO, TG i TSHR jest decydujgce dla rozpoznania
autoimmunologicznej choroby tarczycy. Podstawowym patomechanizmem jest brak
tolerancji limfocytéw T, prowadzacy do infiltracji limfocytarnej gruczotu tarczycy przez
limfocyty T CD4+ i CD8+. Na obraz choroby skfada sie obecnos¢ cytokin, takich jak: IL-1j3,
IL-2, IL-6, IFN-y, TNFa, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17 i IL-23, ktére sg produkowane
przez naciekajgce gruczot tarczycy komorki odpornosciowe oraz posredniczg w
cytotoksycznoséci, w powigzaniu ze ztozong odpowiedziag immunologiczng i
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humoralna.®#% W przewlektym autoimmunologicznym limfocytarnym zapaleniu tarczycy
typu Hashimoto dominujag mechanizmy immunologiczne zalezne od limfocytow T,
uszkodzenie komorek tarczycy za posrednictwem uwalnianych cytokin oraz smier¢ komorek
na drodze apoptozy, co skutkuje niedoczynno$cig tarczycy i zanikiem gruczotu. Natomiast w
chorobie Gravesa-Basedowa dochodzi do stymulacji komérek tarczycy i jej nadczynnosci,
wynikajacej z reakcji autoprzeciwciat TRAb. Obie choroby cho¢ klinicznie przeciwstawne
lacza wspodlne procesy immunologiczne, odpowiedzialne za inicjacje proceséw
autoimmunizacii tarczycy®’..

Schemat patogenezy AITD przedstawia Rycina 2.
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Rycina 2. Patogeneza limfocytarnego zapalenia tarczycy typu Hashimoto (HT) i choroby
Gravesa-Basedowa (GD) wg Wang SH, Baker JR: The role of apoptosis in thyroid
autoimmunity. Thyroid 2007; 17(10): 975-979%%: zmodyfikowana

1.3.1. Czynniki genetyczne

Doktadna etiologia AITD nadal pozostaje nieznana, ale interakcja pomiedzy
podatnosciag genetyczng, a wptywem czynnikdw Srodowiskowych wydaje sie miec
podstawowe znaczenie w jej rozwoju. Za progresje choroby odpowiadajg w 79% czynniki
genetyczne, czyli mutacje i polimorfizmy gendéw zwigzanych z funkcjg uktadu
odpornosciowego i w 21% czynniki Srodowiskowe wraz z podatnoscig osobnicza.

Polimorfizmy genetyczne zwigzane z AITD przedstawia Tabela 1.

15



Tabela 1. Polimorfizmy genetyczne zwigzane z chorobami tarczycy wg Weetman AP,
The Immunopathogenesis of Chronic Autoimmune Thyroiditis One Century after
Hashimoto Eur Thyroid J 2012;1:243-2501°!

Polimorfizmy genéw Mozliwy efekt

Geny gtéwnego uktadu zgodnosci | Geny te mogg powodowac destrukcje na drodze
tkankowej (HLA u ludzi) komorkowej (HLA klasy 1), lub przez prezentacije
autoantygenow (HLA klasy II)

Geny komorek odpornosciowych T | CTLA-4 i PTPN22 regulujg aktywacje limfocytéw T;
IL-2RA koduje receptor interleukiny-2;

FCRL3 wptywa na czynnos¢ komoérek T
regulatorowych

Inne geny odpowiedzi CD40 koduje i stymuluje komorki prezentujace
immunologicznej antygen;

CD226 koduje wiasng aktywacje receptora na
komorkach NK

Geny specyficzne dla tarczycy Geny kodujgce dwa autoantygeny tarczycy:
tyreoglobuline i TSH-receptor, moga regulowac ich
dostep do uktadu immunologicznego

Zidentyfikowano kilka genow odpowiedzialnych za powstawanie
autoimmunologicznej choroby tarczycy. Geny immunomodulujgce takie jak: 1. molekuty
gtbwnego kompleksu zgodnosci tkankowej MHC klasy IlI, 2. geny odpowiadajace za
odpowiedz immunologiczng jak: antygen-4-cytotoksycznych limfocytow T (CTLA-4), 3.
czasteczka CD40, 4. biatko fosfatazy tyrozynowej-22 (PTPN 22) oraz geny specyficzne dla
gruczotu tarczowego: 5. TG, 6. TPO i 7. TSHR. Niektdre z nich sg wspdlne dla obu chordb
cAIT i GD, podczas gdy inne sg specyficzne dla GDEY.

Geny te w interakcji z czynnikami Srodowiskowymi takimi jak zakazenia bakteryjne,
stres, palenie tytoniu, zawartos¢ jodu w diecie, prawdopodobnie z powodu wspdlnych
mechanizmow, prowadzg do ujawnienia sie choroby. Mechanizmy i czynniki Srodowiskowe,
ktore mogg wywotac reakcje autoimmunologiczng tarczycy u osob podatnych genetycznie,
sg nadal niejasne, ale interakcja miedzy genami a Srodowiskiem zostata uznana za
zasadniczy proces rozwoju AITDE3,

Rodzinne wystepowanie AITD zostato udowodnione przez badaczy juz wiele lat temu.
Badania wykazaty, ze u 33% rodzenstwa z GD lub cAIT rozwingeta sie AITD, a u 56%
rodzenstwa z AITD produkowane sg autoprzeciwciata przeciwtarczycowe. Badania u bliznigt
potwierdzity dziedziczng podatnos¢ na AITD. Najsilniejsze epidemiologiczne dowody na
genetyczne sktonnosci do AITD pochodzity z badanh bliznigt, ktére wykazujg znacznie wyzszg
podatnos$¢ na AITD wsrdd blizniat jednojajowych (MZ), niz dwujajowych (DZ). W kilku duzych
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badaniach wykazano wysokg zgodnos¢ wystepowania AITD u MZ w poréwnaniu do DZ,
ktora ksztattowata sie na poziomie 35% u MZ i 3% u DZ w chorobie Gravesa, a 55% u MZ i
0% u DZ dla choroby Hashimoto!®233:3435.36]

1.3.1.1. Geny odpowiedzi immunologicznej

1.3.1.1.1. MHC

Region gtdbwnego kompleksu zgodnosci tkankowej MHC stanowi grupe genéw
zlokalizowanych w obrebie chromosomu 6p21, ktére kodujg biatka zwigzane z odpowiedzig
immunologiczna. Region MHC koduje geny, ktére sg pogrupowane w trzy klasy: klasa |
obejmuje geny HLA A, B i C, klasa Il zawiera geny HLA-DR, DP i DQ, i klasa lll, ktorej geny
obejmujg skfadniki komplementu C4, czynnik martwicy guza alfa, biatko szoku termicznego
70 i inne biatka®*?**7],

W chorobie Gravesa-Basedowa wykazano pozytywny zwigzek polimorfizmu genu
HLA-DR3 z wystgpieniem objawéw choroby, w przeciwienstwie do HLA-DR5P%%:3
Czestotliwosé wystepowania HLA-DR3 u pacjentéw chorych na GD wynosi zazwyczaj 40-
55% w poréwnaniu do 15-30% u oséb w ogdlnej populacji. Wérdd oséb rasy kaukaskiej
wykazano efekt predysponujagcy do GD dla HLA klasy Il DR3 (DRB1*03, DQB1*02 i
DQA1*05) i efekt ochronny dla HLA klasy Il DR7 (DRB1*07, DQB1*02, DQA1*02), ale
ostatnie badania sugeruja, ze gtdbwnym allelem decydujagcym o podatnosci na GD jest HLA-
DR3 (HLA-DRB1*03). Dane dotyczace wystepowania haplotypéw HLA w chorobie
Hashimoto sg mniej jasne, niz w GD. Istniejg doniesienia o powigzaniu cAIT i HLA klasy Il
DR4 (DRB1*04, DQB1*03 i DQA1*03) u oso6b rasy kaukaskiej. Chociaz choroby
charakteryzuje szereg wspolnych markeréw genetycznych, to wyrazne rdéznice w regionie
HLA klasy Il miedzy HT i GD, mogag przyczyni¢ sie do immunopatologicznie i klinicznie rozne;j

prezentacji choroby!*%44243,

1.3.1.1.2. CTLA-4

W rozwoju choroby Hashimoto istotng role odgrywajg polimorfizmy w obrebie genu
CTLA-4. Czasteczka ta jest gtdbwnym negatywnym regulatorem aktywacji limfocytow T
poprzez wspoétzawodnictwo w wigzaniu biatka B7, obecnego na powierzchni komoérek
prezentujgcych antygen z czgsteczkg kostymulujacg CD28. Dlatego mutacje w genie CTLA-

4 moga powodowaé nadmierng aktywacje limfocytéw T i rozwdj autoimmunizacji***°.

17



Zwigzanie czagsteczki CTLA-4 z przeciwciatem monoklonalnym daje zwiekszong
proliferacje komoérek T i produkcje interleukiny-2. Dodatkowo polimorfizmy genu CTLA-4 na
chromosomie 2q33 sg zwigzane z wszelkimi formami AITD w wielu populacjach, w tym

(3738 Niedawno przeprowadzona metaanaliza wykazata

wsrod rasy kaukaskiej i japonskiej
istotny zwigzek miedzy polimorfizmem alleli A49G i CT60 z GD i HT"®. Podobne badania na
populacji polskiej przeprowadzita Pastuszak—Lewandowska w 2012 ", Podczas gdy ten
gen odgrywa istotng role w chorobach autoimmunologicznych w ogéle moze nie miec
znaczenia w rozwoju narzadowo-specyficznej autoimmunizacji i nie musi mieé
wystarczajgcej ekspresji fenotypowej w AITD. Tak wiec rola genu CTLA-4 w autoimmunizaciji

tarczycy nadal jest niejasnal*®.
1.3.1.1.3. CD40

Czasteczka CDA40 jest cztonkiem rodziny receptora TNF (TNFR). Jej gen znajduje sie
na chromosomie 20q a czasteczka ma kluczowe znaczenie zaréwno dla wrodzonej jak i
adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej. Jest obecna na powierzchni komodrek
prezentujgcych antygen (APC), w tym komdrek B. Odgrywa zasadniczg role w aktywaciji i
proliferacji limfocytow B, stymulujgc wydzielanie przeciwciat. Gen CD40 jest zwigzany z
chorobg Gravesa-Basedowa. Nadekspresja czgsteczki CD40 w komorkach pecherzykowych
tarczycy prowadzaca do aktywacji limfocytow B, powoduje przewage odpowiedzi
immunologicznej typu Th2, stymulujgc produkcje nastepujagcych cytokin: IL-4, IL-5, IL-6, IL10,
|L-13[32’38’48].

1.3.1.1.4. PTPN 22

Biatko fosfatazy tyrozynowej-22 jest kodowane przez gen PTPN22, znajdujacy sie na
chromosomie 1p13 i kodujacy cytoplazmatyczng fosfataze tyrozyny (LYP)“9. PTPN22 ulega
ekspresji w grasicy, $ledzionie i szpiku kostnym oraz we wszystkich podgrupach
mononuklearnych komoérek krwi obwodowej. Biatko to jest zwigzane z wystepowaniem AITD
jak i innych choréb autoimmunologicznych. Wydaje sie, ze polimorfizm PTPN22 moze byc¢
drugim co do znaczenia genetycznym czynnikiem ryzyka po ukfadzie HLA. Podobnie jak
CTLA-4 posiada funkcje hamowania aktywacji limfocytow T. Przypuszczalnie staba
aktywacja odpowiedzi T-komérkowej, moze doprowadzi¢ do uposledzenia usuwania przez
grasice autoreaktywnych limfocytow T i w powigzaniu ze zwiekszong ekspresjg PTPN22
moze prowadzi¢ do zahamowania produkcji komérek T regulatorowych, ktére chronig przed

autoimmunizacjg®*®".
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W najnowszych badaniach genetycznych wykazano zwigzek polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP Single Nucleotide Polymorphism) genu PTPN22 z
wystepowaniem chorob autiommunologicznych w odrebnych grupach etnicznych. W
populacji koreanskiej polimorfizm genu PTPN22 byt zwigzany z chorobg Hashimoto, a nie
chorobg Gravsa-Basedowa. Natomiast u oséb rasy kaukaskiej istniejg dowody na zwigzek

polimorfizmu w obrebie tego genu z wystapieniem objawéw choroby Gravesa- Basedowa!??.

1.3.1.2. Antygeny tarczycowe

1.3.1.2.1. TSHR

Gen TSHR znajduje sie na chromosomie 14q. TSHR wykazuje ekspresje na
powierzchni komérek pecherzykowych tarczycy, wigze tyreotropine poprzez aktywacje
cyklazy adenylowej i posredniczy w szlaku fosfatydyloinozytolu, prowadzac w efekcie do
produkcji hormonéw tarczycy. Cechg charakterystyczng choroby Gravesa-Basedowa jest
obecnos¢ stymulujgcych autoprzeciwciat TSAb, ktére pobudzajg tarczyce, czego efektem
jest nadczynnos¢ tarczycy. Stad tez gen TSHR jest naturalnym kandydatem
odpowiedzialnym za rozwoj objawow GD. Receptor TSH podobnie jak receptory dla lutropiny
(LH), gonadotropiny kosméwkowej (CG ) i folitropiny (FSH), nalezg do receptoréw hormonéw
glikoproteinowych, zwigzanych z biatkiem G. Skiada sie z N-koncowej domeny
zewnatrzkomorkowej okreslajgcej swoisto$¢ rozpoznawanego hormonu oraz siedmiu

regiondw przezbtonowych sterujacych translacja sygnatu do biatka G252,

1.3.1.2.2. Tyreoglobulina i peroksydaza tarczycowa

Tyreoglobulina, glikoproteina o ciezarze 660 kDa, sktadajgca sie z dwdch
identycznych podjednostek o ciezarze 330 kDa kazda, jest gtdwnym biatkiem
syntetyzowanym przez gruczot tarczowy, stuzy jako matryca dla produkcji hormonow
tarczycy T3 i T4 oraz odgrywa kluczowg role w rozwoju autoimmunizacji tarczycy. Jest
wydzielana przez komorki pecherzykowe tarczycy do $wiatta pecherzyka i przechowywana w
formie koloidu. Mata ilo$¢ TG jest wydzielana do krwioobiegu, gdzie okres pottrwania wynosi
ok. 3 dni. Badania dowiodly, ze jodowanie tyreoglobuliny przez TPO jest przyczyng duzej
immunoreaktywnosci TG, wywierajac wptyw na powstanie choroby i/lub jej nasilenie. Poziom
tyreoglobuliny we krwi moze byC¢ przydatnym markerem w rozpoznaniu nowotworu w
niektorych typach raka tarczycy (szczegdlnie brodawkowatego lub raka pecherzykowego)
oraz moze by¢ podwyzszony w przypadku choroby Gravesa-Basedowa. Co wiecej,

wykazano zZe stezenie TG w surowicy jest zdeterminowane genetycznie i moze wptyng¢ na
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podatno$é na AITDM**!. Zbadano powigzanie polimorfizmu regionu promotorowego genu
TG, zlokalizowanego na chromosomie 8g24, z predyspozycja do wystgpienia AITD u

pacjentéw leczonych IFN-a*®.

Immunizacja tyreoglobuling powoduje autoimmunologiczne
zapalenie tarczycy u zwierzat doswiadczalnych. Opisano i scharakteryzowano mysi model
eksperymentalnego, autoimmunologicznego zapalenia tarczycy EAT (Experimental
Autoimmune Thyroiditis)®®. Przeciwciata ATG sg powszechne u pacjentéw chorych na AITD.
Wysokie miano przeciwciat klas 1gG znaleziono u >80% pacjentow z cAIT. Ponadto 94%
pacjentow chorych na chorobe Hashimoto z dodatnimi przeciwciatami ATG réwniez
posiadato przeciwciata ATPOP!38l,

Peroksydaza tarczycowa - enzym przezbtonowy o masie czasteczkowej 107 kDa
wystepuje w postaci dimeru w pecherzykach tarczycy. Antygen TPO znajduje sie w
szczytowej btonie tyreocyta. Jego gtdwng rolg jest udziat w syntezie hormondw tarczycy,
przez katalizowanie utleniania jodu, jodowanie reszt tyrozyny i sprzeganie jodotyrozyn (MIT -
monojodotyrozyny oraz DIT - dijodotyrozyny) w trijodotyronine (T3) i tetrajodotyronine (T4 ) -
tyroksyne. U ludzi TPO jest kodowana przez gen TPO sktadajacy sie z 17 eksondw,
zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 2. Przeciwciata ATPO najczes$ciej zwigzane
sg z chorobg Hashimoto®®"..

Zarys patogenezy AITD z udziatem czynnikéw genetycznych i Srodowiskowych

przedstawiono na Rycinie 3.
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Rycina 3. Mechanizm patogenezy AITD z udziatem czynnikbw genetycznych i nie-
genetycznych wg Klecha AJ, Barreiro Arcos ML, Frick L, Genaro AM, Cremaschi G. 2008.
Immune-endocrine interactions in autoimmune thyroid diseases. Neuroimmunomodulation
15(1):68-75"%: zmodyfikowany
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1.3.2. Czynniki srodowiskowe

Patogeneza AITD ma charakter wieloogniskowy i uwzglednia ztozone interakcje
miedzy czynnikami genetycznymi i srodowiskowymi. Przynajmniej 20% udziatu przypada
czynnikom srodowiskowym. Nalezg do nich: palenie tytoniu, stresujgcy tryb zycia, podaz
jodu i selenu, leki (amiodaron, lit, interleukina-2, interferon-a, leki antyretrowirusowe),
infekcje bakteryjne i wirusowe, uczulenia, cigza, radiojod. Majg one duze znaczenie w
indukcji i utrzymywaniu reakcji autoimmunologicznych u o0séb predysponowanych
genetycznie. Wspdlne mechanizmy, dzieki ktérym pewne czynniki srodowiskowe mogg
wywotywac chorobe tarczycy, polegajg na zakidceniu funkcji tarczycy, na bezposrednim

toksycznym dziataniu na tyreocyty lub na stymulacji uktadu odporno$ciowego!®®.

1.3.2.1. Palenie tytoniu

Palenie tytoniu sprzyja powstawaniu wola prawdopodobnie na skutek dziatania
tiocyjanianéw. Wigze sie to ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju choroby Gravesa-Basedowa i
mniejszym odsetkiem remisji po leczeniu tionamidem. Palenie tytoniu powoduje uwalnianie
prozapalnych cytokin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 i GM-CSF) biorgcych udziat w autoimmunizacji.
W$&rdd pacjentéw z GD i wspdtistnieniem TAO przewazajg palacze tytoniu. Mechanizm
niekorzystnego wptywu palenia tytoniu na chorobe GD a w szczegdlnosci TAO uwzglednia
aktywacje limfocytow T i B, zwiekszong produkcje IL-2, co prawdopodobnie taczy sie z

hipoksja W przestrzeni oczodotowej, indukowana przez palenie tytoniu 5.

1.3.2.2. Stres

Doniesienia naukowe pokazujg powigzania miedzy stresem a AITD. Pacjenci z
chorobg Gravesa-Basedowa podawali wiecej negatywnych i stresujgcych zdarzen zyciowych
w czasie poprzedzajgcym wystgpienie choroby w poréwnaniu do os6b zdrowych.
Hormonalna reakcja na stres poprzez aktywacje osi podwzgoérze-przysadka-nadnercza,
prawdopodobnie powoduje przetgczenie odpowiedzi immunologicznej z Th1 na Th2, ktora
ttumi odpornos¢ komorkowg i poprawia humoralng, wyjasniajac dlaczego niektére choroby

autoimmunizacyjne sa czesto poprzedzone intensywnym stresem®,

1.3.2.3. Jod
W pobudzeniu autoreaktywnosci tarczycy kluczowe znaczenie ma efekt stymulujgcy

jodu na komorki uktadu immunologicznego takie jak: makrofagi, limfocyty T i B, czgsteczki
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adhezyjne i komorki dendrytyczne. Jod jest wiec gtdwnym modulatorem procesu
autoimmunizacji tarczycy. Stezenie jodu w diecie zalicza sie do gtdwnych zewnetrznych
czynnikow srodowiskowych, majacych wptyw na podatnos¢ zachorowania na AITD.
Odpowiednie spozycie jodu jest niezbedne do syntezy hormondéw tarczycy i warunkuje
prawidtowg czynnosé¢ tarczycy, natomiast nadmiar jodu przyspiesza indukcje
autoimmunologicznego zapalenie tarczycy u genetycznie podatnych oséb®.

Badania populacyjne monitorujgce niedobdr jodu oraz czestos¢ wystepowania AITD
w réznych regionach, wskazujg na silny zwigzek miedzy spozyciem jodu i rozwojem chordb
autoimmunologicznych tarczycy. Czestos¢ wystepowania autoimmunologicznego zapalenia
tarczycy w Stanach Zjednoczonych wzrosta jednoczesnie ze stopniowym wzrostem ilosci
jodu w diecie. W Grecji prospektywne badania u chorych z wolem endemicznym wykazaty
zwiekszenie czestosci wystepowania przeciwciat przeciwtarczycowych, po podaniu
doustnym lub wstrzykiwaniu jodu'®@. W regionach gdzie spozycie jodu jest wysokie czestosé
HT jest wieksza w stosunku do regiondéw, gdzie spozycie jodu jest prawidtowe, czy
stosunkowo niskie. Wreszcie GD najczesciej wystepuje na obszarach o wystarczajacej ilosci
jodu, a wszelkie nie-autoimmunologiczne choroby tarczycy czesciej wystepujg w obszarach

o niskiej zawartosci jodu w diecie!® %3¢,

1.3.2.4. Leki

1.3.2.4.1. Interferon a

Niektére leki mogg wywotaé lub zaostrzy¢ autoimmunizacje tarczycy u osoéb
wrazliwych, podatnych genetycznie. IFN-a, lek stosowany w wirusowym zapaleniu watroby
typu C, wywotuje wytwarzanie autoprzeciwciat, w tym przeciwciat przeciwtarczycowych u
0sb6b genetycznie podatnych. W przebiegu przewlektego autoimmunologicznego zapalenia
tarczycy moze rozwing¢ sie niedoczynnos¢ tarczycy. Istnieje tez ryzyko wywotania choroby
Gravesa-Basedowa®®. Proces zapalny w obrebie tarczycy nie jest odwracalny - nawet po
wielu latach od zakonczenia leczenia IFN-a, stwierdza sie przewlekle zapalenie tarczycy.
Interferon alfa u ok. 10-15% pacjentéw powoduje niedoczynnosé, a u 20-40% powoduje
wytwarzanie przeciwciat przeciwtarczycowych. IFN-a wykazuje dziatanie cytotoksyczne
poprzez zwiekszong ekspresje perforyny i komoérek NK oraz hamowanie limfocytow

pomocniczych Th2 i wzmacnianie odpowiedzi immunologicznej limfocytéw pomocniczych
Thl[55,66,67,68]

23



1.3.2.4.2. Amiodaron

Amiodaron, lek antyarytmiczny, to pochodna benzofuranowa bogata w jod, ktéra w
14-18% przypadkéw wywoluje zaburzenia czynnosci tarczycy - hipotyreoze Ilub
tyreotoksykoze. Dziatanie cytotoksyczne na komorki tarczycy wywiera jego gtdéwny metabolit
dysetyloamiodaron. Ze wzgledu na duzg zawartos¢ jodu (37% masy czasteczkowej),
wykazuje podobne do jodu dziatanie na gruczot tarczowy, wywotujgc autoimmunologiczne

[69]

dysfunkcje tarczycy W normalnych i autoimmunologicznych modelach szczurzych

narazonych na amiodaron opisano zmiany na poziomie komérkowym tj. apoptoze, martwice i

infiltracje makrofagow®*"%,

1.3.2.4.3. Lit

Lit, ktory jest czesto stosowany w leczeniu zaburzen dwubiegunowych, moze byc¢
odpowiedzialny za rozwdéj wola, niedoczynnosci tarczycy lub tyreotoksykozy. Wzrost stezenia
TSH w surowicy krwi indukowany podazg litu moze zwiekszac ekspresje autoantygendéw na
powierzchni tyreocytéw i w ten sposob zaostrza¢ przebieg istniejgcych wczeéniej proceséw

autoimmunologicznych. Ponadto lit wywiera swoiste dziatanie immunomodulujgce!™.

1.3.2.5. Zakazenia

Od dawna wiadomo, ze zakazenia odgrywajg role w patogenezie kilku choréb o
podtozu autoimmunologicznym i endokrynologicznym takich jak: toczen rumieniowaty
uktadowy, miastenia gravis, zespot Sjégrena, zespédt Reitera, goraczka reumatyczna i
cukrzyca typu 1. Zardbwno zakazenia bakteryjne jak i wirusowe w tym Helicobacter pylori,
Borrelia burgdorferi, Yersinia enterocolitica, wirusy Coxsackie i retrowirusy stanowig
potencjalny czynnik ryzyka rozwoju autoimmunologicznej choroby tarczycy AITD u oséb
genetycznie predysponowanych. Hipoteza molekularnej mimikry wykorzystuje podobienstwa
sekwencji miedzy biatkami wirusowymi lub bakteryjnymi i biatkiem wilasnym co moze
wywotac krzyzowg odpowiedz immunologiczng na wlasne antygeny, z obnizeniem tolerancji,
w efekcie skutkujac autoimmunizacjg. Szczegodlnie prawdopodobny jest wplyw zakazen na
patogeneze choroby Gravesa-Basedowa'®.

W ostatnich latach udokumentowano obecnos$¢ duzej liczby przeciwciat przeciwko
biatkom bakterii Yersinia enterocolitica u krewnych pacjentéw z AITD. W surowicy krwi
pacjentow z autoimmunologiczng chorobg tarczycy odkryto wystepowanie z wiekszg
czestotliwoscig przeciwciat przeciwko kilku serotypom Yersinia enterocolitica. Wykryto tez

molekularne podobienstwo antygenow btony komdrkowej Yersinia enterocolitica do TSH.
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Co wiecej, miejsca wigzania TSH na powierzchni tej bakterii byty rozpoznawane przez

autoprzeciwciata przeciwko receptorowi TSH"Z.

Mechanizm autoimmunizacji tarczycy przedstawiono ponizej na Rycinie 4.

CZYNNIKI
CZYNNIKI CZYNNIKI
SRODOWISKOWE GENETYCZNE WEWNETRZNE
podaz jodu, leki, MHC, HLA, CTLA4, ptec ieﬁsl:ja, okres
infekcje, stres, CD40, PTNP 22, PKOPOL‘_J owy,
palenie tytoniu TSHR,TPO, TG [l rogm':jnuefyzm

N/

Prezentacja antygenow przez —_—
APC, obnizenie toleranc;ji )
immunologicznej Cytokiny ,
Cytokiny
IFN-y,
TNF-a,
IL-1

. . . Apoptoza,
Niszczenie komorek ‘ cytotoksycznosé
tarCZycy CDS8+

Rycina 4. Mechanizm autoimmunizacji tarczycy w HT wg Zaletel K, Gaberscek S:
Hashimoto's Thyroiditis: From Genes to the Disease. Curr Genomics 2011; 12(8): 576-
588"%l: zmodyfikowany
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1.4. Rola uktadu immunologicznego w patofizjologii AITD

Autoimmunizacyjne zaburzenia funkcji tarczycy tworzg obraz, w ktérym choroba
Gravesa-Basedowa, charakteryzujgca sie nadczynnoscig lezy na jednym biegunie, a
choroba Hashimoto, objawiajgca sie niedoczynnoscig tarczycy na drugim. Przeciwciata
przeciwko antygenom tarczycy sg obecne w obu tych chorobach, ale ich swoiste epitopy sg
rézne, prowadzac do réznic funkcjonalnych przeciwciat. Rozwoj AITD nastepuje w wyniku
utraty tolerancji immunologicznej i reaktywnosci na autoantygeny tarczycy, co doprowadza
do infiltracji gruczotu przez limfocyty T oraz limfocyty B, ktére produkujg charakterystyczne
przeciwciata, z kliniczng manifestacjg nadczynnosci tarczycy w GD i niedoczynnosci
tarczycy, w przewlektym autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy cAIT. Ponadto w cAIT
limfocyty T indukujg apoptoze komérek pecherzykowych tarczycy, prowadzac do destrukcji
gruczotul* ™!,

Przypuszcza sie, ze komérki APC nalezace do gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowe;j
MHC klasy Il, zwlaszcza komorki dendrytyczne, gromadza sie w obrebie gruczotu
tarczowego. Komérki APC prezentujg antygeny swoiste dla tarczycy limfocytom obecnym w
weztach chtonnych, co prowadzi do aktywacji i proliferacji autoreaktywnych limfocytéw T i B.
W ten sposob aktywowane swoiste dla antygendw limfocyty pomocnicze T CD4+, indukujg
powstawanie limfocytow cytotoksycznych T CD8+ oraz aktywujg limfocyty B, produkujace
autoprzeciwciata, tworzac ektopowe osrodki namnazania. Naciekanie gruczotu przez
cytotoksyczne limfocyty T jest przede wszystkim odpowiedzialne za destrukcje migzszu
tarczycy[13'36'75].

Obecnos¢ podgrupy komérek immunologicznie kompetentnych z aktywnoscig
supresyjng, zapobiegajgca potencjalnie szkodliwej odpowiedzi autoimmunologicznej
zawdziecza sie regulatorowym limfocytom T CD4+CD25+ (Treg). Brak komoérek T
regulatorowych u ludzi i u myszy skutkuje rozwojem licznych uktadowych zaburzen
autoimmunizacyjnych takich jak: zapalenie tarczycy, zapalenie stawow, zapalenie btony
$luzowej zotadka, stwardnienie rozsiane, zapalenie jajnika i inne!®""

Obecnie udokumentowano istnienie trzech réznych populacji limfocytow T CD4+:
Th1, Th2 i Th17. Rozwdj i réznicowanie natywnych limfocytow CD4+ w populacje komodrek
Th jest poprzedzony rozpoznaniem antygenu przy wspotudziale MHC klasy |1l i
przekazywaniu sygnatdéw przez komorki dendrytyczne DC, posiadajgce receptory toll-
podobne (TLR) i receptory lektynowe typu C (CLR). Rozwdj komérek Th1 zalezy od IL-12,
komérek Th2 od IL-4, komérek Th17 od TGF-B i IL-6"%,

Komorki Th1 produkujg cytokiny prozapalne IL-2, IFN-y, TNFa, IL-1B, co prowadzi do

aktywacji makrofagéw i efektéw cytotoksycznosci. Natomiast Th2 wydzielajg IL-4, IL-5, IL-6,
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IL-10, IL-13, ktére mogq hamowac produkcje cytokin Th1, ale gtéwnie stymulujg limfocyty B
do produkciji przeciwciat i aktywacje czasteczek antyapoptotycznych!™.,

Charakterystyke odpowiedzi immunologicznej w AITD przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Fenotypowa charakterystyka choroby Hashimoto i Gravesa-Basedowa wg
Fountoulakis S, Tsatsoulis A: On the pathogenesis of autoimmune thyroid disease: a unifying
hypothesis. Clin Endocrinol (Oxf) 2004; 60(4): 397-409°

Parametr Choroba Hashimoto Choroba Gravesa-
Basedowa
CzasteczKki
kostymulujace B7-1 B7-2
Subpopulacja CD+ Przewaga Thl Przewaga Th2
Profil cytokin IL-2, TNF-q, IFN-y, IL-1 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
Kombérki tarczycy |1 Fas,| Bcl-2, |sFas, 1TRAIL-R | |Fas, tFasL, 1Bcl-2, 1sFas, 1TRAIL
Limfocytarne nacieki +++ +
Apoptoza komorek +++ +

W chorobie Hashimoto przewaza odpowiedZ immunologiczna limfocytow Th1,
sprzyjajaca rozwojowi odpornosci komorkowej oraz $mierci komorek pecherzykowych

tarczycy na drodze apoptozy!?®&!

. Proapoptotyczne ligandy i receptory Smierci takie jak:
TNF, FasL i TRAIL obecne na komérkach tarczycy, w warunkach fizjologicznych pozostajg
nieaktywne®®. Jednak ekspresja Fas/FasL indukowana w odpowiedzi Th1 przez infiltracje
prozapalnych cytokin IFN-y, TNF-a i IL-1B aktywuje apoptoze komoérek tarczycy!®*#%

W GD przewaga komoérek Th2 sprzyja odpowiedzi humoralnej, ze zwiekszong
produkcjg przeciwciat przez limfocyty B. Wzrost stezenia immunoglobuliny G (IgG) oraz
cytokin produkowanych przez limfocyty Th2, ktére promujg odpowiedZz humoralng, hamuje
ekspresje Fas/FasL oraz skutkuje aktywacjg czasteczek antyapoptotycznych Bcl-2, ktore
chronia tyreocyty przed apoptozg, zwiekszajg natomiast apoptoze limfocytow
cytotoksycznych naciekajacych tkanke tarczycy!?>8-82,

Nowy podtyp odpowiedzi Th17 moze réwniez braé udziat w patogenezie GD ¥4
Limfocyty Th17, ktére zostaly opisane stosunkowo niedawno, wydzielajg cytokiny prozapalne
(IL-17, IL-17F, 1L-21, IL-22) i odgrywajg wazng role w przewleklych chorobach zapalnych,
takich jak astma i toczen rumieniowaty uktadowy'™®. Odsetek limfocytéw Th17 u pacjentéw z
GD po raz pierwszy opisano w pracy Nanba i wsp., wykazujac wyzszy wskaznik limfocytow
Th17 wsréd chorych nieleczonych lekami przeciwtarczycowymi w poréwnaniu do pacjentow
z remisjq w GD'®®!,
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Badanie profilu limfocytéw Th17 w przewlektym autoimmunologicznym zapaleniu
tarczycy typu Hashimoto ujawnito wiekszg ekspresje genu RORC2 odpowiedzialnego za
roznicowanie fenotypu subpopulacji Th17 jak i wiekszg liczbe samych limfocytow Th17 we
krwi obwodowej i tkance tarczycy chorych na HT, bez potwierdzenia podobnej sytuacji u
pacjentéw chorych na GD®"!. Podobne obserwacje poczynili Idzkowska i Bossowski, wérod
dzieci z nowo rozpoznang HT, otrzymujgc istotne statystycznie podwyzszone stezenie IL-17 i
IL-23, co przemawia za udziatem populacji Th17 w patogenezie HT®®.

Zewnatrzkomorkowy mechanizm tolerancji obwodowej odbywa sie przy udziale
limfocytéw regulatorowych T CD4+CD25+, gtéwnie regulatorowych typu 1 (Tr1). Limfocyty T
regulatorowe zostaly po raz pierwszy opisane w latach 70-tych i 80-tych, kiedy nazwano je
Lsupresorowymi” limfocytami. Badania prowadzone na przestrzeni ostatnich kilku lat
dowiodty kluczowego znaczenia subpopulacji limfocytéw T CD4+CD25+ w odpowiedzi
immunologicznej, w ktérej mechanizm supresorowego dziatania opiera sie na bezposrednim
wplywie na komorki pecherzykéw tarczycy. Zaktada sie obecnie, ze wszystkie limfocyty T
regulatorowe cechujg sie ekspresjg czynnika transkrypcyjnego FoxP3, ktory stanowi
niezbedny element w ich rozwoju i funkcjonowaniu!®®%,

Komorki T regulatorowe odgrywajg istotng role w zaburzeniach tolerancji
immunologicznej na antygeny witasne. Niedobor i uposledzenie funkcji tych komorek moze
sta¢ sie przyczyng powstawania choréb autoimmunizacyjnych tarczycy. Nakano i wsp.!®"
odkryli, ze odsetek komorek T regulatorowych wsrod wewnatrztarczycowych limfocytow byt
nizszy u osob z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

U ludzi i u myszy limfocyty T CD4+CD25+ stanowig okoto 5-10% populacji limfocytéw
T CDA4+. Posredniczg w mechanizmach supresji, poprzez hamowanie wydzielania IL-2 i
wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-4, IL-10, i TGF-B. Tak wiec dziatanie
limfocytéw T regulatorowych moduluje i hamuje reakcje immunologiczng odpowiedzi Th1,
Th2 i Th179%29%1,

Dlatego kliniczna manifestacja autoimmunizacji tarczycy w kierunku obrazu
fenotypowego GD lub cAIT w duzej mierze zalezy od balansu odpowiedzi immunologiczne;j
Thl lub Th2 wywotanej przez APC, oraz od profilu cytokin, ktéry dominuje w tym momencie
w migzszu tarczycy. Fakt, ze oba stany mogg rozwija¢ sie u tej samej osoby w réznych
punktach czasowych sugeruje, ze rownowaga Th1-Th2 i zwigzany z tym profil cytokin jest
dynamicznym procesem, rozwijajgcym sie pod wptywem czynnikOw zewnetrznych,

dziatajgcych w lokalnym $rodowisku gruczotu tarczowego®* %!,
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1.5. Udziat przeciwciat w patogenezie AITD

Autoimmunologiczna choroba tarczycy jest chorobg z autoagresiji, ktéra dotyczy ok.
5% populacji i jest najczestszg chorobg autoimmunizacyjng narzadowo specyficzna.
Aktywowane limfocyty B wydzielajg wiele przeciwciat skierowanych przeciwko gtéwnym
antygenom  tarczycowym. Wystepowanie  przeciwcial  przeciwtarczycowych  jest

charakterystyczng cecha choroby!®®.

1.5.1. Przeciwciata ATPO i ATG

Przeciwciata przeciwko peroksydazie tarczycowej sg markerem
autoimmunologicznym choréb tarczycy. ATPO sg obecne u prawie wszystkich pacjentéw z
chorobg Hashimoto, u dwdch trzecich pacjentéw z zapaleniem tarczycy po porodzie, a takze
w 75% pacjentow z nadczynno$cig tarczycy w przebiegu choroby Gravesa-Basedowa.
Peroksydaza tarczycowa jest gtobwnym enzymem biorgcym udziat w hormonogenezie
tarczycy. Antygen ten zostat zidentyfikowany w 1959 roku jako antygen mikrosomalny
tarczycy. Poziom przeciwciat ATPO zwigzany jest z ekspresja MHC na tyreocytach i
stopniem infiltracji limfocytéw, ktére moga ulec ,uczuleniu” i wyzwoli¢ synteze
autoprzeciwciat® 8. Przeciwciata sg produkowane gtéwnie przez limfocyty infiltrujgce
gruczot tarczowy i tylko w niewielkim stopniu przez miejscowe wezty chtonne lub szpik
kostny. Okazuje sie, ze obecnos¢ gammaglobulin przeciwtarczycowych stwierdzana jest u
12-26% osbéb nie wykazujgcych objawdéw choroby tarczycy i stanowi czynnik ryzyka
ujawnienia sie niedoczynno$ci tarczycy w przysziosci. W przeciwiehstwie do przeciwciat
przeciwtyreoglobulinowych, przeciwciata ATPO sa zdolne do indukowania  uktadu
dopetniacza oraz komodrkowej cytotoksycznosci. Zachodzi tez duza korelacja pomiedzy
stezeniem przeciwciat przeciwperoksydazowych, a obecnoscig naciekéw limfocytarnych
gruczotu tarczowego!">%.

Przeciwciata ATPO majg charakter poliklonalny, heterogenny i skierowane sg ku
réznym czesciom czgsteczki TPO, a wiekszoé¢ z nich rozpoznaje epitopy umiejscowione na
powierzchni enzymu TPO. Znaczenie majg dwa gtdwne immunomodulujace konformacyjnie
regiony A i B (IDR-A i IDR-B) na powierzchni TPO, ktére znajdujg sie w bliskim sgsiedztwie,
a nawet zachodzg na siebie. Badania wykazaly, Zze przeciwciata przeciwko domenie IDR-B
dominujg u wigkszosci pacjentéw z chorobg HT i GD!"%01%%,

ATPO sa obecne réwniez u pacjentow chorych na cukrzyce typu 1 i w innych
chorobach autoimmunizacyjnych: w chorobie Addisona, w reumatoidalnym zapaleniu

stawéw, w zespole Sjégrena, SLE, twardzinie, fiboromialgiil®®*°2,
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W badaniu populacyjnym NHANES Ill czesto$¢ wystepowania przeciwciat ATPO w
USA u zdrowych osoéb rasy biatej wynosita 12,3%, podobnie wsrdéd ludnosci pochodzenia
meksykanskiego 10,1% i znacznie mniej wsrod Amerykandw rasy czarnej 4,5%. Pte¢ zenska
zwigzana jest z 2-4 krotnie wyzszg czestoscig wystepowania ATPO. Natomiast odsetek
przeciwciat wzrasta z wiekiem niezaleznie od pici do prawie 30% u przewlekle chorujacych
osiemdziesieciolatkow. Przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie wystepujg u 97% pacjentow z
chorobg Hashimoto i w ok. 50% przypadkow choroby Gravesa-Basedowa oraz przemijajgco
u 10-20% pacjentéw z podostrym zapaleniem tarczycy (chorobg de Quervaine’a)l*%%,

W  wieloosrodkowym badaniu przeprowadzonym w latach 2007-2010 w Polsce
(PolSenior), wsréd populacji w wieku od 65 do 90 lat, podwyzszone stezenie ATPO
stwierdzono u 19%. Czesto$¢ wystepowania dodatnich ATPO byta wyzsza u kobiet niz u
mezczyzn (26,6% vs. 15.5%). Sposrdéd 1.542 oséb o znanych stezeniach ATPO i TSH w
stanie eutyreozy byto 72%, u 20,6% stwierdzono niedoczynnos$¢ tarczycy a nadczynnosé

tarczycy miato 7,4% badanej grupy™®“.

1.5.2. Przeciwciatla TRADb

TRADb - przeciwciata przeciwko receptorowi tyreotropiny nasladujg funkcje TSH i
wywotujg chorobe, poprzez wigzanie sie z receptorem TSH oraz stymulowanie lub
hamowanie komoérek tarczycy do produkcji hormonéw T3 i T4. Pacjenci z chorobami
autoimmunizacyjnymi tarczycy mogg mie¢ w surowicy zarowno stymulujgce, blokujace jak i

neutralne przeciwciata*®

. Obraz kliniczny choroby jest wynikiem wzglednej sity kazdego
rodzaju przeciwciat. Podczas gdy choroba Gravesa-Basedowa charakteryzuje sie
wytwarzaniem autoprzeciwciat stymulujgcych TSHR-TSAb, inna grupa chorych z
autoimmunologiczng chorobg tarczycy moze posiadac¢ autoprzeciwciata blokujgce aktywacije
TSHR-TBAb. 105109,

Oznaczanie stezenia TRAb jest pomocne w rozpoznaniu réznicowym nadczynnosci
tarczycy, choroby Gravesa-Basedowa o autoimmunologicznej etiologii oraz w przewidywaniu
nawrotéw choroby po leczeniu lekami przeciwtarczycowymi. Pacjenci z wysokim poziomem
TRADb (>10 IU/l) cechujg sie 8,7 do 31,1 razy wiekszym ryzykiem ciezkiego przebiegu GO
oraz majg wysokie prawdopodobienstwo nawrotu choroby Gravesa-Basedowa po wstepnym

1081971 Obecnie do wykrywania przeciwciat TRAb

leczeniu lekami przeciwtarczycowymil
stosuje sie szeroko w Europie i w Japonii testy kompetycyjne drugiej generacji TBII,
opracowane po raz pierwszy przez B. Rees Smith’a i wspdipracownikéw!'®®!. Test ten jednak
nie roznicuje biologicznej aktywnosci przeciwciat TSAb i TBAb, co jest mozliwe przy
zastosowaniu testéw Dbiologicznych, na bazie hodowli komorkowej i ludzkiego

rekombinowanego TSHR, oparte na pomiarze cAMP, jednak ze wzgledu na pracochtonnos¢
30



i koszty, takie testy nie sg stosowane powszechnie. Testy TBIl drugiej generacji majg 100%

swoisto$¢ oraz 96% czuto$¢ diagnostyczngo o,

W testach trzeciej generacji
zastosowano monoklonalne przeciwciata stymulujace (M22) wyprodukowane z limfocytow
pacjentdéw chorych na GD. Przeciwciata obecne w surowicy pacjenta hamujg wigzanie
monoklonalnych przeciwciat stymulujgcych (MAb) z receptorem TSH. Testy te posiadajg

nieznacznie wyzszg czuto$¢ diagnostyczng 98%H7.

1.6. Zjawisko apoptozy

Apoptoza nazywana ,programowang smiercig komorki” jest mechanizm $mierci
komoérkowej, ktory odgrywa wazng role w procesie homeostazy ustroju, przez zapewnienie
wzajemnej rownowagi miedzy namnazaniem i smiercia komoérek oraz bierze udziat w
regulacji immunologicznej proceséw zyciowych komorki. Uszkodzenie mechanizmow
apoptozy moze prowadzi¢ do ogdlnoustrojowej autoimmunizacji, umozliwiajac przetrwanie
autoreaktywnych limfocytow T3],

Regulacja procesu apoptozy nastepuje na poziomie receptoréw smierci i ekspresji ich
ligandéw, biatek adaptorowych, kaskady kaspaz, czynnikéw mitochondrialnych oraz anty- i
proapoptotycznych biatek. Istniejg dwie drogi apoptozy. Droga | zwana ,drogg zewnetrzng”
jest inicjowana przez aktywacje receptorow Smierci na bitonie komérkowej tyreocytow i
nastepuje przez aktywacje kaspazy 8, w dalszej kolejnosci prowadzac do destrukcji
tyreocytow. Droga Il zwana ,drogg wewnetrzng” obejmuje zmiany integralnosci struktury w
obrebie mitochondrium, jest inicjowana przez rézne efektory, co prowadzi do uwolnienia
cytochromu c i aktywacji kaspazy 9. W dalszej czesci kaskady przemian obie drogi zewnetrz-
i wewnatrzpochodna, tacza sie we wspdlnym punkcie, jakim jest kaspaza 314,

Przekazywanie sygnatéw indukujgcych apoptoze odbywa sie za posrednictwem
trzech réznych receptoréw btonowych i odpowiadajacych im ligandéw $mierci. Aktywacja
tego szlaku rozpoczyna sie od pobudzenia receptoréw $mierci, nalezacych do nadrodziny
receptorbw TNF: TNF-R1, Fas, TRAIL-R1 i TRAIL-R2. Potaczenie receptora z ligandem
Smierci skutkuje zmiang konformacji receptora. Interakcja receptor btonowy Fas/ligand Fas
zapoczatkowuje apoptoze przez oligomeryzacje (tgczenie najczesciej po trzy domeny)
zakotwiczonych w cytoplazmie zwigzanych z Fas domen $mierci DD (Death Domain), ktére
lacza sie z czasteczkg posredniczaca FADD (Fas Associated Death Domain), inicjujac
kaskade proteolityczng kaspaz, 8 i 10. Powstaty kompleks DISC (Death-Inducing Signaling
Complex) kontynuuje proteolize kolejnych prokaspaz: 9-3-7. Formowanie kompleksu DISC
podlega kontroli biatek c-FLIP (FLICE Inhibitory Proteins), ktérych rolg jest hamowanie
apoptozy. c-FLIP taczac sie kompetycyjnie z DISC inaktywuje prokaspaze 8, uniemozliwiajac
dalsza kaskade proteolizy kolejno przytaczanych enzymow!5¢,
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TRAIL - (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) indukuje apoptoze przez
oddziatywanie z dwoma receptorami btonowymi DR4 (lub TRAIL-R1) i DR5 (lub TRAIL-R2).
Wystepuje zaréwno w postaci zwigzanej z btong komérkowa tyreocytéw jak i w postaci
rozpuszczalnej. TRAIL ulega ekspresji w wielu prawidtowych tkankach ptodowych, co
sugeruje jego ochronne dziatanie przeciwko cytotoksycznosci komoérek. Jest to poparte
obserwacjami, iz TRAIL moze wzbudza¢ apoptoze w komdrkach nowotworowych, ale nie w
komorkach prawidtowych™ 7118,

Ukitad TNF-o/TNF-R1 jest bardziej rozbudowany i przekazuje sygnaty zaréwno pro jak
i antyapoptotyczne. Po potaczeniu z ligandem takze zmienia sie konformacja regionu
cytoplazmatycznego i zakotwiczone w cytoplazmie biatko TRADD (TNFR-Associated Death
Domain), podobnie jak FADD aktywuje molekuty sygnatowe: czynnik zwigzany z TNF
(TRAF-2), biatko posredniczace (RIP), biatka homologiczne do innych domen $mierci
(RAIDD), skupiajgac je w kompleks receptorowy aktywujacy dalej kaskade kaspaz, 8, 10 i 2.
Potaczenie RIP i TRAF-2 aktywuje réwniez kinaze c-Jun (c-Jun NH2-Terminal Kinase),
inicjujgca transkrypcje gendw odpowiedzialnych za apoptoze.

Do aktywacji wewnatrzkomérkowych enzymoéw proteolitycznych dochodzi rowniez na
drodze zaburzenia integralnosci btony komérkowej mitochondridw, z udziatem rodziny biatek
regulatorowych Bcl-2. Do rodziny tej nalezg biatka proapoptotyczne Bax, Bad, Bak oraz
antyapoptotyczne Bcl-2, Bcl-X, zlokalizowane w obrebie btony mitochondrialnej. Biatka te
miedzy sobg taczg sie w homodimery np. Bcl-2/Bcl-2 lub heterodimery Bcl-2/Bax.

Przezywalno$¢ komoérki pecherzykowej tarczycy zalezy od relacji inhibitoréw lub
promotorow apoptozy. Przewaga biatek proapoptotycznych na zewnetrznej btonie
mitochondrialnej powoduje indukcje apoptozy, przez uwalnianie cytochromu ¢ z wnetrza
przestrzeni mitochondrialnej. Uwolniony do cytozolu cytochrom c taczy sie z czynnikiem
aktywujgcym apoptoze APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) wraz z prokaspazg
9 tworzg apoptosom, co prowadzi do aktywacji kaskady kaspaz, powodujac apoptoze
komorki. Przewaga natomiast biatek antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2 zapobiega
uwalnianiu cytochromu c¢ do cytozolu, chronigc komoérke przed Smiercig. Prawidiowe
tyreocyty wykazuja wysokg ekspresje antyapoptotycznego biatka Bcl-2, natomiast w
tyreocytach pochodzacych z gruczotu, w ktérym toczy sie proces zapalny w przebiegu
przewlektego autoimmunologicznego zapalenia tarczycy, stwierdza sie obnizong ekspresje
tegO bia*ka[28,74,112,119].

Regulacje procesu apoptozy w tyreocycie przedstawiono na Rycinie 5.
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Rycina 5. Regulacja apoptozy w tyreocycie wg Arscott PL, Baker JR, Jr.: Apoptosis and
thyroiditis. Clin Immunol Immunopathol 1998; 87(3): 207-217"**°"; modyfikacje: W. Stacha, M.
Niedziela, M. Miko$ (2007)

1.7. Rola apoptozy w patogenezie cAIT i GD

Liczne dowody sugeruja, ze nieprawidtowa ekspresja Fas/FasL i zaburzenia apoptozy
z udziatem Fas majg znaczenie w etiologii choréb o podtozu autoimmunizacyjnym. Apoptoza
uczestniczy w patogenezie specyficznych narzagdowo choréb autoimmunologicznych, takich
jak choroba Hashimoto i choroba Gravesa-Basedowa.

FasL jest biatkiem btonowym typu Il nalezagcym do rodziny czynnika martwicy guza
TNF o masie czasteczkowej 40 kDa i uczestniczy w cytotoksycznosci komorkowej.
Wczesniej wykrywany byt w aktywowanych limfocytach T. FasL wystepuje takze w jadrach,
przedniej komorze oka, tozysku i moézgu, i innych narzgdach immunologicznie
uprzywilejowanych, z uwagi na eliminacje naciekajacych je limfocytow T2,

Receptor dla FasL - Fas (Apo1/CD95) jest receptorem przezbtonowym typu I,

nalezgcym do rodziny receptorow TNF, ktore aktywujg i sygnalizujg aoptoze we wszystkich
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rodzajach komérek. Na powierzchni tyreocytow pochodzacych od pacjentéw z chorobg
Hashimoto, stwierdzono nadmierng ekspresje Fas i FasL!"%2*%3],

Czynnikiem, ktéry odpowiada za indukcje ekspresji Fas w prawidtowych tyreocytach
jest IFN-y w potgczeniu z IL-1B3 lub TNF-a. Wzajemne interakcje Fas/FasL na powierzchni
sagsiadujgcych tyreocytobw moga wzbudzaé ,bratobdjczg” apoptoze stanowigc istotny
mechanizm niszczenia tyreocytéw w HT!241%],

Histologicznie HT charakteryzuje sie duzymi naciekami limfocytarnymi w obrebie lub
dookota komorek pecherzykowych tarczycy, co przemawia za destrukcjg tych komoérek przy
udziale uktadu immunologicznego. W gruczole tarczowym, w ktérym toczy sie proces
zapalny w przebiegu HT, obserwuje sie wysoki poziom apoptozy, ktéry dotyczy ok. 30%
tyreocytow. Najwiecej apoptotycznych komérek pecherzykowych wystepuje w miejscu
nacieku limfocytarnego, a liczba ich jest uzalezniona od nasilenia procesu zapalnego i fazy
zapalenia’®®.

Mechanizm apoptozy w chorobie Hashimoto z charakterystycznym niszczeniem
komoérek tarczycy moze by¢ konsekwencjg niewtasciwej ekspresji Fas/FasL lub czasteczek
Smierci TRAIL oraz obnizenia ekspresji biatka Bcl-2, ktére jest wywotane przez cytokiny
uwalniane lokalnie w migzszu tarczycy. Zniszczenie komorek tarczycy w
autoimmunologicznej chorobie tarczycy zalezy od T komoérkowej cytotoksycznosci w
potaczeniu z mechanizmami $mierci na drodze apoptozy, skutkujgc masywng apoptozg
tyreocytow. Natomiast apoptoza naciekajgcych limfocytow w GD w potgczeniu ze
zwiekszong ekspresjg biatek antyapopyotycznych z rodziny Bcl-2 na powierzchni komorek
tarczycy, w wyniku ich opornosci na apoptoze prowadzi do rozrostu gruczotu. W
rzeczywistosci limfocyty wystepujace w GD okazujg sie byé bardziej podatne na apoptoze,
w poréwnaniu z wewnatrztarczycowymi limfocytami obecnymi w HT®!,

Réznice w mechanizmach apoptozy prowadzg do powstania dwoch réznych rodzajéw
reakcji autoimmunologicznych w obrebie tkanki tarczycowej. Poréwnanie tkanki tarczycowej
u pacjentéw z GD | HT wykazato znaczace réznice w ekspresji Fas, FasL, Bcl-2 i nasilenia
apoptozy®.

Komorki limfocytow T, cechujace sie ekspresjg FasL, szczegdlnie podgrupa CD8+
mogg wzbudzaé apoptoze w tyreocytach wykazujacych ekspresje Fas w przebiegu
autoimmunologicznego zapalenia tarczycy typu Hashimoto. W chorobie Gravesa-Basedowa
histologicznie nacieki limfocytarne migzszu tarczycy sg mniej rozlegte, a liczba
apoptotycznych tyreocytow jest znikoma, co sSwiadczy o zwiekszonym mechanizmie
przetrwania komorek tyreocytéw i aktywnym procesie zabijania naciekajacych limfocytow.
Proces apoptozy w przebiegu choroby HT i GD jest wiec regulowany przez ekspresje cytokin
proapoptotycznych Fas i FasL oraz antyapoptotycznych czastek Bcl-2, chronigcych tyreocyty
przed apoptozg?®**"],
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W prawidtowej tarczycy, tempo apoptozy jest bardzo niskie, podobnie niski procent
apoptozy zostat wykryty w badaniach immunohistochemicznych tkanki tarczycowej*?®. W
warunkach normalnych podstawowe tyreocyty sg odporne zaréwno na apoptoze zalezng od
TRAIL jak i FasL, pomimo ekspresiji ich receptoréw smierci na powierzchni btony komaérkowej

[129]

pecherzykow tarczycy~~. Komorki tarczycy muszg by¢é pobudzone przez prozapalne

cytokiny: TNF-a, IL-1B Ilub interferonem IFN-y aby ulegly apoptozie w odpowiedzi
immunologicznej z udziatem ligandéw $mierci TRAIL lub FasL**¢*3,

Ligandy i receptory $mierci FasL i TRAIL przedstawia rycina Rycina 6.
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Rycina 6. Ligandy i receptory smierci FasL i TRAIL wg Fountoulakis S, Tsatsoulis A: On the
pathogenesis of autoimmune thyroid disease: a unifying hypothesis. Clin Endocrinol (Oxf)
2004; 60(4): 397-409%%: zmodyfikowane

1.8. Udziat cytokin w patomechanizmie autoimmunologicznej choroby tarczycy

Cytokiny sg glikoproteinami uwalnianymi przez aktywowane komorki réznych tkanek.
Stanowig one sie¢ systemu regulacji wielu procesoéw jak np.: proliferacja, réznicowanie,
sekrecja waznych biologicznie substancji. Odgrywajg kluczowg role w modulowaniu
odpowiedzi immunologicznej, wplywajg na réwnowage pomiedzy utrzymaniem wiasnej
tolerancji i inicjowaniem autoimmunizacji. Ponadto majg wtasciwo$ci hormonopodobne, biorg
udziat w procesach krwiotworzenia, wptywajg na funkcje innych komoérek, sg mediatorami
proceséw zapalnych i odpowiedzi immunologicznej oraz procesdw naprawy i gojenia sie
tkanek.

Cytokiny biorgce udziat w patomechanizmie chorob tarczycy, dziatajg zarowno na
uktad immunologiczny jak i bezposrednio na docelowe komérki pecherzykowe tarczycy.
Uczestniczg w indukcji oraz w fazie efektorowej odpowiedzi immunologicznej i zapalnej,
odgrywajac kluczowa role w patomechanizmie autoimmunologicznej choroby tarczycy, w tym
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choroby Hashimoto oraz choroby Gravesa-Basedowa. W obrebie komérek zapalnych jak i
komorek pecherzykowych tarczycy wykazano obecnos¢ wielu cytokin: IL-1a, IL-1(, IL-2, IL-
4,1L-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, TNF-a i IFN-y™,

Sie¢ cytokin obejmuje cytokiny petnigce zréznicowane funkcje, wilaczajac efekty
zarobwno promowane przez jedne cytokiny, jak i hamowane przez inne cytokiny. Profil
wydzielanych cytokin moze by¢ wuznany jako prozapalny Ilub przeciwzapalny,
proapoptotyczny lub antyapoptotyczny. Pod wplywem przewlektej stymulacji antygenem
makrofagi i limfocyty T CD4+ dzielg sie na komérki odpornosciowe Th1 produkujace cytokiny
biorgce udziat w odpowiedzi komérkowej (IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B8) lub subpopulacje
limfocytéw Th2, wydzielajgce cytokiny zwigzane z odpowiedzig humoralng (IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13) i Th17 produkujace cytokiny prozapalne (IL-17, IL-21, IL-22). Komorki
odpornosciowe Th3 produkujgce gtéwnie TGF[3, opisane stosunkowo niedawno, odgrywajg
istotng role w zakresie ochrony przed wystapieniem choréb autoimmunizacyjnych!*32+%3,
Pomimo proby klasyfikacji autoimmunologicznych choréb tarczycy jako klasyczne choroby
Thl- lub Th2-zalezne, widoczne sg mieszane reakcje immunologiczne Th1/Th2, zaréwno w
HT jak i w GDP*8¢,

Cytokiny sg produkowane zaréwno przez limfocyty jak i komorki pecherzykowe
tarczycy. Doswiadczenia przeprowadzane in vitro potwierdzity produkcje cytokin przez
komorki pecherzykowe tarczycy na skutek stymulacji IL-1B3, IFN-y i TNF-a, co sugeruje
wzrost aktywnos$ci prozapalnej oraz zwiekszenie infiltracji in vivo. Wymienione cytokiny
zwiekszajg ekspresje czasteczek adhezyjnych na powierzchni komoérek pecherzykowych
tarczycy, moga réwniez stymulowac¢ produkcje tlenku azotu (NO) i prostaglandyn (PG),
zwiekszajgc reakcje zapalng w AITD. Cytokiny w tkance tarczycowej rowniez odgrywajg role
w prezentacji antygenow limfocytom T, poprzez zwiekszenie ekspresji antygenéw MHC klasy
i Il na powierzchni komorek pecherzykowych tarczycy, prowadzac do destrukcji gruczotu
tarczowego za pomocg T komérkowej cytotoksycznosci. W chorobach tarczycy zwigzanych z
wystepowaniem oftalmopatii, patogenne dziatanie cytokin: IL-13, TNF-a i IFN-y powoduje
nasilenie procesu zapalnego i proliferacje fibroblastéw, skutkujagce nagromadzeniem
glikozaminoglikanéw w obrebie oczodotu. W chorobie Gravesa-Basedowa IL-13 pobudza
produkcje kwasu hialuronowego w komoérkach nabtonka tarczycy oraz fibroblastach,
przyczyniajac sie do rozwoju wolal3*3%1%],

Na podstawie badan immunohistochemicznych tkanki tarczycowej stwierdzono
obecnos¢ IFN-y w limfocytach naciekajacych gruczot tarczycy, IL-1 w komdrkach srédbtonka
tyreocyta oraz podwyzszong ilos¢ IL-1, IL-6 i TNF-a w komérkach pecherzykowych tarczycy.
W hodowlach komodrkowych IL-1 i IL-6 zwiekszajgq proliferacje komodrek pecherzykowych
tarczycy, ale wykazujg réwniez dziatanie hamujgce na tyreocyty, podczas stymulacji tych
komérek przez TSH!**"],
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Cytokiny w wielu przypadkach wykazujg dziatanie plejotropowe i moga petni¢ funkcje
zaréwno immunostymulujgce jak i immunosupresyjne, zaleznie od rodzaju i miejsca
docelowego dziatania. Dla przyktadu cytokiny IL-2, IFN-y i TNF-a mogg wykazywaé dziatanie
zaréwno pobudzajace jak i hamujace choroby autoimmunizacyjnel® 32,

IFN-y i TNF-a hamujg wzrost i proliferacjg komérek pecherzykowych tarczycy, jednak
nie wplywajg na zywotno$¢ tych komérek™*”). Prozapalne cytokiny jak IL-1B, IL-6 i TNF-a,
generalnie zwigzane z pobudzeniem stanu zapalnego i autoimmunizacjg, mogg réwniez
stymulowa¢ sygnat w kierunku produkcji limfocytow Treg o hamujagcym wplywie na rozwdj
choréb autoimmunizacyjnych!*3,

Cytokiny zwiekszajg reakcje zapalng poprzez stymulacje zaréwno limfocytéw T i B,
co powoduje wytwarzanie przeciwciat i uszkodzenie tkanki tarczycowej na drodze apoptozy,
szczegodlnie w HTHO,

W AITD cytokiny moga modulowaé wzrost i funkcje samych komoérek
pecherzykowych tarczycy, odgrywajac istotng role w pozatarczycowych powiktaniach AITD,
szczegolnie zwigzanych z oftalmopatig tarczycowa. Egzogenne podawanie cytokin np. IFN-a
jest zwigzane z pojawieniem sie zaburzen autoimmunologicznych czynnosci tarczycy oraz

66131 Krupinska i wsp. w grupie

powstaniem przeciwciat przeciwtarczycowych ATPO i ATG!
pacjentéw leczonych interferonem a, (bez objawéw autoimmunologicznych na poczatku
leczenia), odnotowali podwyzszone stezenie przeciwciat przeciwtarczycowych u 17,14%

chorych, po dwunastu miesigcach leczenia interferonem™.
1.8.1. Charakterystyka badanych cytokin

1.8.1.11L-6

Interleukina 6 jest prozapalng cytoking o plejotropowym dziataniu i szerokim spektrum
aktywnosci biologicznej, syntetyzowang przez rézne komérki organizmu. Jej najwazniejsze
funkcje to udziat we wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej, w regulacji ostrych i
przewlektych proceséw zapalnych oraz krwiotworzeniu. Dawniej znana byta pod nazwami:
czynnik stymulujacy limfocyty B2 (BSF-2- B Cell-Stimulatory Factor-2 ), interferon 8 2, biatko
26 kDa, czynnik stymulujacy hepatocyty™**43,

Ludzki gen IL-6 zlokalizowany jest na chromosomie 7p15-p21 i charakteryzuje sie
podobng budowa do genu czynnika stymulujacego kolonie granulocytéw G-CSF™4,

Syntetyzowana jest przez komérki limfoidalne - limfocyty T i B, monocyty, fibroblasty,
synowiocyty, komorki srédbtonka, keratynocyty, komorki mezangium, komorki zrebu szpiku

kostnego, komorki uczestniczace w przebudowie tkanki tgcznej (osteoblasty i chondrocyty)
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oraz niektore komorki nowotworowe. Produkcja IL-6 stymulowana jest takze przez
prozapalne cytokiny IL-1B i TNF-al**%],

IL-6 jest cytoking petnigcg funkcje immunoregulatora, wykazuje dziatanie czynnika
wzrostu, bierze udziat w procesie réznicowania komoérek, odgrywa znaczacg role w
indukowaniu odpowiedzi ostrej fazy oraz jest regulatorem funkcji osteoklastow. Ponadto IL-6
aktywuje 08 podwzgorze—przysadka—nadnercza, indukuje synteze ACTH i wptywa na
wydzielanie hormonoéw przedniego ptata przysadki takich jak: prolaktyna, hormon wzrostu i
lutropinal**®!,

Receptor IL-6 sktada sie z 2 podjednostek: glikoproteiny o masie 80 kDa (IL-6R,
CD126, gp80) oraz glikoproteiny o masie 130 kDa (gp130). IL-6 tgczac sie ze swoistym
receptorem btonowym na powierzchni komérki docelowej wykazuje aktywnosé¢ biologiczng —
dziata jako silny stymulator procesow zapalnych, zwrotnie hamuje natomiast wytwarzanie
TNF-a i IL-1B. W ptynach ustrojowych IL-6R i gp130 wystepujg w postaci rozpuszczalnej:
sIL-6R i sgpl130. sIL-6R w potaczeniu z IL-6 dziata agonistycznie i nie traci zdolnosci do
laczenia sie z receptorami na komoérkach docelowych, a takze wzmaga dziatanie 1L-614".

Interleukina 6 jest gtowna cytoking odpowiedzi ostrej fazy. Syntetyzowana w
odpowiedzi na czynnik zapalny stymuluje hepatocyty do produkcji biatka C-reaktywnego,
surowiczego amyloidu A (SAA), al-antytrypsyny, haptoglobiny i fibrynogenu, réwnoczeénie
za$ wplywa na zmniejszenie syntezy albumin i transferyny. Powoduje nadptytkowos¢ przez
wplyw na megakariocyty i leukocytoze przez pobudzenie komérek prekursorowych

[148,149

hematopoezy’ I Interleukina 6 ma réwniez dziatanie pirogenne i powoduje kacheksje u

zwierzat doswiadczalnych. Jest wiec odpowiedzialna za liczne przejawy odpowiedzi ostrej
fazy, goraczke oraz wyniszczenie w trakcie proceséw zapalnych#.

W organizmie ludzi zdrowych indukowana w trakcie ostrego zapalenia IL-6 petni
istotng funkcje regulacyjna, wptywajac na rekrutacje réznych komaorek zapalnych (neutrofile,
monocyty, limfocyty), stymulacje czynnikow przeciwzapalnych (np. IL-1Ra) oraz ich
usuwanie w procesie apoptozy. W ostrym zapaleniu rola IL-6 polega na ograniczaniu reakcji
zapalnej, w przewlektym zapaleniu ma zas gtdownie dziatanie prozapalne. W przebiegu
infekcji lub podczas powstania odczynu zapalnego nastepuje wzrost produkcji i wydzielania
duzych ilosci IL-6. Zwiekszone stezenia IL-6 wykryto w réznych przewlektych chorobach
zapalnych takich jak RZS, mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawdw, toczen rumieniowaty
uktadowy, zesztywniajace zapalenie stawdw kregostupa, tuszczyca i choroba Crohna!™*®.,

Interleukina 6 ma dziatanie zaréwno prozapalne, jak i przeciwzapalne. Dziatanie
przeciwzapalne wynika z jej zdolnosci do hamowania odpowiedzi zapalnej przez
zmniejszanie syntezy TNF-a, IL-18 i wptyw na ekspresje chemokin. Czynnik martwicy
nowotworéow TNF-a a i IL-1B sg natomiast czynnikami, ktére powodujg istotne zwiekszenie
ekspresji IL-6, a takze innych cytokin z jej rodziny™".
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Rola IL-6 w reakcjach odpornosciowych wynika zaréwno z jej wpltywu na
réznicowanie limfocytéw B i synteze przeciwciat, jak i pobudzaniu wzrostu oraz ré6znicowaniu
limfocytéw T do komérek cytotoksycznych. Dzieje sie to poprzez wzrost ekspresji receptora
dla IL-2 oraz produkcji IL-2. Interleukina 6 wraz z TGF-f3 jest takze czynnikiem réznicowania
limfocytéw T pomocniczych do komérek Th171%,

Interleukina 6 stymuluje dojrzewanie osteoklastow, wptywajac na resorpcje kosci,
przez co jest jednym z gtdwnych czynnikow patogenetycznych osteoporozy. Podwyzszone
stezenie IL-6 obserwuje sie takze w nadczynnosci tarczycy w przebiegu choroby Gravesa-
Basedowa co wigze sie ze wzmozonym obrotem kostnym w GD. Na przestrzeni ostatnich lat
w pismiennictwie duzo uwagi poswieca sie roli IL-6 w patogenezie i rozwoju nowotworéow.
Dowiedziono, ze IL-6 uflatwia wzrost guza poprzez hamowanie procesu apoptozy komoérek
nowotworowych oraz indukcje angiogenezy wokot guza. Wykazano udziat IL-6 w indukcji
wzrostu nowotworu na drodze auto- i parakrynnej. IL-6 i jej receptor sIL-6R znajduje
zastosowanie jako czynnik rokowniczy choroby nowotworowej. Zwiekszenie stezenie IL-6 i
sIL-6R stwierdzono w raku macicy, raku ptuca, raku piersi, raku nerki, jajnika, jelita grubego
oraz w raku gruczotu krokowego, gdzie stezenie wzrastalo wraz z rozwojem
karcynogenezy[152,153,154,155,156,157,158]_

W chorobie Hashimoto i chorobie Gravesa-Basedowa stwierdza sie podwyzszone

stezenia IL-6 , ktéra jest produkowana przez komérki pecherzykowe tarczycy™?.

1.8.1.2. IL-1B

Interleukina 1 obejmuje rodzine cytokin, do ktérej nalezy ponad 10 czasteczek, m.in.
IL-1a, IL-1B8, IL-1y (IL-18), IL-1g, IL-18, IL-1Ra, IL-1H, jednak opisywane dziatanie
biologiczne tych cytokin zwigzane jest gtéwnie z efektami biologicznymi wywotywanymi przez
IL-1B. Interleukina 1 jest jednym z gtéwnych regulatoréw reakcji zapalnej i immunologicznej,
wydzielanym przez monocyty i makrofagi roznych tkanek. Jest wydzielana przez
keratynocyty, chondrocyty, komorki glejowe, komorki mezangium, komérki $Srodbtonka,
limfocyty B i limfocyty T oraz komodrki NK (Natural Killers). Czynnikiem indukujgcym
powstawanie IL-1 jest LPS (lipopolisacharyd lub endotoksyna) Sciany bakteryjnej, a takze
moga to byé wirusy, bakterie, drozdze, TNF-a oraz inne interleukiny IL-2, IL-3, IL-121¢%,
IL-1a i IL-1B kodowane przez 2 oddzielne geny sa homologiczne w 25%, powstajg w
komorce z prekursorow w wyniku dziatania odpowiednich enzyméw proteolitycznych. W
przeksztatceniu prekursora IL-1B w jej aktywng forme bierze udziat proteaza cysteinowa ICE
(Interleukin 1B-Converting Enzyme). IL-1a jest aktywna juz jako prekursor i wystepuje
wewnatrz oraz na powierzchni komodrek jg wytwarzajacych. IL-1a moze dziata¢ jako
czgsteczka btonowa na sasiednie komérki. IL-18 to postaé gtdwnie sekrecyjna, prawie
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zawsze uwalniana przez monocyty krwi obwodowej. Interleukina 1 stymuluje limfocyty T do
syntezy innych cytokin prozapalnych, wptywa na proliferacje i roznicowanie limfocytéw B.
Ponadto pobudza uwalnianie czynnikdw wzrostu i czynnikdw chemotaktycznych, tym samym
indukuje migracje komoérek zernych i podtrzymuje miejscowy proces zapalny. Jednoczesnie
dziata ogodlnoustrojowo, powodujgac podwyzszenie temperatury ciata, czy zwiekszajac
wytwarzanie biatek ostrej fazy!*®". IL-1Ra jest antagonistg receptora IL-1 i bierze udziat w
regulacji zwrotnej, czyli jest przeciwzapalng proteing konkurencyjnie blokujaca receptor IL-
1R. W przypadku choréb autoimmunizacyjnych tarczycy wszystkie efekty IL-1 sg zwalczane
poprzez aktywacje specyficznych antagonistéw receptorow IL-1 na tyreocytach. Ponadto IL-1
wywotuje lub nasila ekspresje wielu immunologicznie aktywnych czasteczek, takich jak
czasteczki adhezyjne, cytokiny i biatka regulatorowe w komodrkach nabtonkowych tarczycy.
IL-1 moze wiec odgrywac role w stanach fizjologicznych (eutyroza), jak i patofizjologicznych
stanach chorobowych, przyczyniajacych sie do rozwoju chordéb autoimmunizacyjnych
tarczycy!*3.

Istniejg préby hamowania reakcji zapalnych, m.in. w reumatoidalnym zapaleniu
stawdw i wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego przez podawanie pacjentom
rozpuszczalnego receptora IL-1B i IL-1Ra. Przypuszcza sie, ze IL-1Ra hamujac IL-13
stanowi jeden z czynnikdéw ograniczajgcych proces zapalny. Zaburzenie réwnowagi stezen

IL-1/IL-1Ra moze doprowadzié do przewlektego stanu choroby!*®?.

1.8.1.3. TNF-a

TNF-a - (Tumor Necrosis Factor-a), czynnik martwicy guza alfa, kachektyna, to
cytokina o plejotropowym dziataniu, biorgca udziat w odpowiedzi zapalnej i immunologiczne;.
Jest jednym z 22 biatek nalezacych do nadrodziny TNF, biatek regulujacych réznicowanie i
wzrost komérek. Gen kodujacy TNF-a jest zlokalizowany na chromosomie 6 w segmencie
6p23-6912, w poblizu HLA-B i HLA-DG w obrebie locus MHC klasy Ill. W organizmie
wystepuje w dwoch postaciach: jako biatko przezbtonowe o masie czgsteczkowej 26 kDa
oraz jako forma wolna, rozpuszczalna o masie czgsteczkowej 17 kDa. Forma rozpuszczalna
jest odpowiedzialna za wiekszo$¢ funkcji biologicznych TNF-a, natomiast forma
przezbtonowa jest aktywna w procesie apoptozy, w procesach proliferacji komorek, aktywacji
limfocytéw B, czy w powstawaniu zapalenia®?.

TNF-a wytwarzany jest przez makrofagi i monocyty, na skutek aktywacji przez
lipopolisacharydy LPS Sciany komdrkowej bakterii. Rowniez wytwarzany jest przez neutrofile,
keratynocyty, fibroblasty i komérki tuczne. Petni role w odpowiedzi immunologicznej na
infekcje bakteryjne, wirusowe, pasozytnicze, i niektore grzyby. Dziata jako kluczowy
posrednik w miejscowej reakcji zapalnej. TNF-a jest biatkiem ostrej fazy, ktére inicjuje
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kaskade cytokin, zwiekszajac przepuszczalnoS¢ naczyn, odgrywa role w rekrutacji
makrofagow oraz neutrofilow do miejsca infekcji. W wyniku stymulacji przez inne cytokiny
takie jak IFN-y, IL-1B dochodzi réwniez do bezposredniego uwalniania TNF-a.

Znane sg dwa podstawowe typy receptoréw dla TNF: TNFR1 o masie czgsteczkowej
55 KDa, oraz TNFR2 o masie czgsteczkowej 75 kDa. Oba receptory roznig sie pomiedzy
sobg stopniem glikozylacji, w zwigzku z czym moga przekazywac rozne sygnaty komorkom
docelowym. TNFR1 jest charakterystyczny dla wiekszosci komérek zawierajgcych jadro i ma
podobne powinowactwo zaréwno do formy bionowej jak i wydzielniczej TNF-a. Natomiast
receptor TNFR2 wystepuje na fibroblastach, komodrkach $rodbitonka, limfocytach,
makrofagach, tymocytach i jest pobudzany przede wszystkim przez forme btonowag TNF-a.
Biatka receptoréw sktadajg sie z kilku domen: zewnatrzkomoérkowej ECD (Extra Cellular
Domain), przezbtonowej TMD (Trans Membrane Domain) i wewnatrzkomérkowej ICD (Intra
Cellular Domain). W obrebie C- konhca tancucha ICD zlokalizowana jest domena smierci DD
(Death Domain) TNFR1, biorgca udziat w procesie apoptozy.

Aktywacja “"szlaku $mierci” jest mozliwa po przylaczeniu do kompleksu TNFR1-
TRADD (TNFR-Associated Dead Domain) biatka adaptorowego FADD (Fas-Associated
Dead Domain), prowadzac do aktywacji kaspazy 8, ktéra przez proteolityczng aktywacje
kaspazy 3 inicjuje kaskade kaspaz, prowadzac do defragmentacji komorki i w efekcie
doprowadzajac do Smierci komorki. TNFR2 nie tgczy sie z domenami Smierci TRADD w
zwigzku z czym petni niewielkg role w indukcji apoptozy. TNF-a za posrednictwem
receptoréw btonowych ma najwiekszy wptyw na komorki ukfadu immunologicznego oraz
uktadu odpornosciowego. Wraz z innymi cytokinami jak IL-2, IL-6, bezposrednio stymuluje
powstawanie i réznicowanie limfocytow B, limfocytéw T, komoérek NK. Dziatajgc rowniez
posrednio, przez stymulowanie innych mediatoréw IFN-y i IL-1B, wspoétdziata w indukcji
czgsteczek MHC klasy Il, poprzez wigzanie i prezentacje antygenéw limfocytom T. Poprzez
receptory obecne prawie na wszystkich komorkach jadrzastych posiada wiele roznych
wiasciwosci biologicznych: stymuluje powstawanie fibroblastéw i osteoklastow, angiogeneze,
wykazuje dziatanie pirogenne, osteolityczne i prozapalne. TNF-a pobudza osrodek
termoregulacji w podwzgorzu, bezposrednio jak i przez stymulacje syntezy IL-1, powodujgc
wzrost temperatury ciata.

TNF-a wykazuje wiasciwosci przeciwnowotworowe, poprzez bezposrednie dziatanie
na komorki rakowe, przez indukowanie apoptozy tkanek nowotworowych oraz pobudzanie
reakcji immunologicznej przeciw nowotworowi. Natomiast zwiekszone stezenie TNF-a
sprzyja powstawaniu przerzutdw, przez zwiekszenie syntezy czasteczek adhezyjnych
(ICAM-1,VCAM-1), ktore sprzyjaja przyleganiu komoérek nowotworowych do $rodbtonka

naczyn. TNF-a uczestniczy w patomechanizmie choréb autoimmunizacyjnych.
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Korzystne efekty terapeutyczne inhibitorbw TNF-a, zaobserwowano w leczeniu
MIZS/RZS gdzie zastosowano monoklonalne przeciwciata neutralizujagce TNF-a oraz
rozpuszczalne receptory uniemozliwiajgce wigzanie z receptorami powierzchniowymi
komorek. Podejmowano tez proby zastosowania leku bedacego antagonistg czynnika
martwicy guza TNF — 0 nazwie etanercept w leczeniu orbitopatii tarczycowej. W pilotazowym
badaniu przeprowadzonym u 10 pacjentdw leczonych etanerceptem odnotowano
zmniejszenie wskaznika oftalmopatii (Ophthalmopathy Index-Ol) po 6 tygodniach leczenia i

nie stwierdzono zadnych objawéw niepozadanych®4.

1.8.1.4. TRAIL

TRAIL - (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand), to ligand zwigzany z TNF
indukujacy apoptoze, biatko btonowe typu Il nalezgce do nadrodziny TNF. W przeciwienstwie
do innych czlonkéw nadrodziny TNF, ktére oddziatujg z jednym lub dwoma specyficznymi
receptorami, TRAIL potencjalnie moze wchodzi¢ w interakcje z piecioma réznymi
receptorami. Nalezg do nich dwa receptory Smierci DR4 (TRAIL-R1) i DR5 (TRAIL-R2),
receptory DcR1 (TRAIL-R3), DcR2 (TRAIL-R4), DcR3 oraz rozpuszczalny receptor zwigzany
z kosciotworzeniem - osteoprotegeryna (OPG). Dziatanie TRAIL odbywa sie przez indukcje
dwéch roznych sygnatéw smierci: z udziatem kaskady kaspaz oraz indukcji genowej za
posrednictwem NF kappaB.*®®,

Niektére receptory dla TRAIL np. DcR1, DcR2, DcR3 posiadajg zewnatrzkomorkowe
domeny przylaczajace ligand, ale nie posiadajg wewnagtrzkomdrkowych domen $mierci. Sg to
tzw. receptory wabikowe (Decoy Receptors). Przytaczenie czynnika TRAIL przez te
receptory nie powoduje aktywacji szlaku apoptozy. Dziatanie TRAIL jest wiec modyfikowane
przez wigzanie z receptorami, ktére nie moga indukowa¢ apoptozy°®.

Dowiedziono, ze OPG wigze sie TRAIL in vitro, ale z duzo mniejszym
powinowactwem w warunkach fizjologicznej temperatury 37°C, w odniesieniu do naturalnego
jej liganda RANKL167:168],

Badania in vitro wykazaty, ze TRAIL indukuje apoptoze niektérych, ale nie
wszystkich, linii komérek nowotworowych. Spowodowane jest to wigzaniem z receptorami
DR4 i DR5, ktére posiadajg podobne wewnatrzkomérkowe domeny Smierci jak receptory
TNF i Fas/Apo-1, dzieki czemu sg zdolne do aktywacji kaskady kaspaz, indukujac apoptoze.
Poprzez receptory $mierci TRAIL indukuje apoptoze autoreaktywnych limfocytéw T i innych
komoérek zapalnych, natomiast w normalnych zdrowych komaérkach rola TRAIL jest nieznana.
Ekspresje receptorow DR4 i DR5 w komoérkach tarczycy udowodniono za posrednictwem
préby protekcji RNA-azy, testami Western-blot oraz w badaniach immunohistochemicznych
przy uzyciu dwoéch réznych przeciwciatl. Wykazano wzrost ekspresji receptorow TRAIL oraz
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ich regulacje w zapaleniu tarczycy. Ekspresja TRAIL jest najsilniejsza po stymulaciji
tyreocytow przez IFN-y, w potgczeniu z TNF-a i IL-1B8. Komérki wykazujgce obecnos¢ na
swej powierzchni TRAIL powodowaty apoptoze komoérek limfatycznych, natomiast obecnosé
przeciwciat przeciwko TRAIL jg hamowaty®?,

Wykazano réwniez obecno$¢ mRNA TRAIL w limfocytach naciekajacych tarczyce, co
prowadzito do uszkodzenia pecherzykow tarczycy w wyniku bezposredniego kontaktu.
Indukcja TRAIL przez cytokiny prozapalne moze prowadzi¢ do niszczenia tyreocytow w
wyniku ich samobadjczej lub bratobdjczej $miercil® 18

Egzogenny TRAIL hamuje rozwéj autoimmunologicznego zapalenia tarczycy poprzez
zmiane funkcji komoérek biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej. Daje to mozliwosé

zastosowania TRAIL w leczeniu autoimmunologicznych choréb tarczycy™®.

1.8.1.5. FasL

FasL jest biatkiem przezbtonowym typu Il z rodziny czynnika martwicy guza TNF o
ciezarze 40 kDa, ktdére petni wazng role w indukcji apoptozy, poprzez wigzanie z antygenem
Fas obecnym na komdrkach tyreocyta. Posta¢ btonowa FasL jest przeksztatcana do postaci
rozpuszczalnej sFasL przez metaloproteinazy. Rozpuszczalne biatko sFasL wywiera
cytotoksyczne dziatanie prowadzac do apoptozy limfocytéw obwodowych i tyreocytow.
Podwyzszony poziom w surowicy wystepuje w wielu schorzeniach proliferacyjnych,
nowotworach, infekcji HIV. Poziom sFasL jest charakterystyczny w zmienionych chorobowo
ptynach z jam ciata: mézgowo-rdzeniowym, ptynie z bronchoskopii BAL. W chorobach o
podfozu autoimmuizacyjnym podwyzszony poziom wystepuje w surowicy i ptynie stawowym
w MIZS, cukrzycy typu 1, stwardnieniu rozsianym i w HT®*",

Apoptoza Fas-zalezna moze rowniez odgrywac¢ role w usunieciu obwodowych
autoreaktywnych limfocytow T po aktywacji immunologicznej, petnigc wazng role w
homeostazie immunologicznej organizmu. FasL wystepuje na powierzchni komorek
narzadow uprzywilejowanych immunologicznie: jader, macicy, oka, fozyska i modzgu,
uczestniczac w eliminacji naciekéw limfocytarnych. Sugeruje sie, ze aktywacja szlaku
apoptozy Fas/FasL przez cytokiny prozapalne w HT moze odgrywac role w niszczeniu
komoérek pecherzykowych tarczycy, prowadzac do niedoczynnosci tarczycy. W
autoimmunologicznej chorobie tarczycy ekspozycja komoérek pecherzykowych tarczycy na
dwie gtébwne cytokiny prozapalne IL-1, IFN-y indukuje aktywacje receptorow Fas na
powierzchni tyreocytow!™>7,

W GD komoérki tarczycy sg zabezpieczone przed posrednictwem Fas-zaleznej

apoptozy, ale ulegajg hiperplazji, w wyniku stymulacji przez przeciwciata TSAb, pobudzajace
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tarczyce do produkcji nadmiernej ilosci hormonow, co prowadzi do nadczynnosci
tarczycy™'?.

Zaréwno w HT i GD dochodzi do silnej ekspresji liganda FasL, wraz z receptorem
Fas, co tworzy gtéwng droge do zaprogramowanej $mierci komérek tarczycy™??.

Stwierdzono, ze wspofczynnik apoptozy tyreocytow koreluje z klinicznymi objawami
choréb autoimmunologicznych tarczycy. ldentyfikacja czasteczek CD95, CD95L na
powierzchni tyreocyta wykazata, ze stopien ich ekspresji istotnie wptywa na zmiane
aktywnosci apoptozy doprowadzjgc do rozwoju wola lub jego inwolucji* ™,

Schemat apoptozy Fas/FasL zaleznej w autoimmunologicznej chorobie tarczycy

przedstawia Rycina 7.
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Rycina 7. Model apoptozy Fas/FasL-zaleznej w chorobie Hashimoto i Gravesa-Basedowa
wg Fountoulakis S, Tsatsoulis A: On the pathogenesis of autoimmune thyroid disease: a
unifying hypothesis. Clin Endocrinol (Oxf) 2004; 60(4): 397-409®; zmodyfikowany
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Stassi i De Maria dowodzg, ze w zdrowym migzszu tarczycy ekspresja CD95 jest
niewystarczajgca do zapoczatkowania apoptozy. Natomiast w $wiezo wyizolowanych
tyreocytach u pacjentow z HT ekspresja CD95, CD95L jest wzmozona w aktywnej fazie
choroby, co wskazuje na udziat uktadu receptor-ligand w destrukcji gruczotu tarczycy w
HT[123].

1.8.1.6. Ukiad cytokin OPG/RANKL

W ostatnim dziesiecioleciu odkryto i opisano zespét biatek nalezacych do rodziny
cytokin i receptoréw TNF, odgrywajacy kluczowg role w powstawaniu i aktywac;ji
osteoklastow. Biatka te, pozostajgce ze sobg w Scistej zaleznosci, to receptor aktywujacy
czynnik jadrowy kappaB RANK, jego ligand RANKL oraz osteoprotegeryna OPG, dziatajaca
jako rozpuszczalny receptor RANKL.

OPG jest glikoproteina, ktéra powszechnie wystepuje w organizmie. Jest wytwarzana
przede wszystkim przez preosteoblasty, ale mMRNA dla OPG znaleziono takze w ptucach,
nerkach, watrobie, zotadku, jelitach oraz w ukfadzie sercowo-naczyniowym. Natomiast
RANKL nie jest tak powszechnym biatkiem. Jest on syntetyzowany zaréwno przez dojrzate
osteoblasty, ich prekursory, jak i przez aktywowane limfocyty T. RANKL dziatajacy przez
receptor RANK jest czynnikiem aktywujgcym caly proces tworzenia dojrzatych osteoklastow,
a wiec ich réznicowanie, fuzje, funkcjonowanie i przezywanie* 73

Z kolei OPG ma zdolnos¢ przytaczania RANKL (stanowi jego rozpuszczalny
receptor), co uniemozliwia wigzanie sie RANKL z RANK, hamujac proces dojrzewania i
réznicowania osteoklastéw, a w konsekwencji prowadzac do hamowania resorpcji koscit*™!.

OPG réwniez wigze sie z TRAIL (ligand indukujacy apoptoze zwigzany z TNF), w ten
sposéb regulujgc apoptoze komorek tarczycy. System OPG/RANKL/RANK odgrywa
kluczowg role w  patomechanizmach  schorzen kostnych i o podiozu
autoimmunologicznym!*®”.

Wedtug pismiennictwa rola OPG oraz RANKL w fizjologii tkanki tarczycowej nie jest
do konca poznana. W prawidtowej tarczycy stwierdzono obecnos¢ mRNA dla OPG. Ponadto,
poziom mRNA dla OPG w tkance tarczycowej uzyskiwanej podczas operacji pacjentow z
chorobg Gravesa-Basedowa byt 3-krotnie wyzszy w pordwnaniu z innymi chorobami
tarczycy. RANKL i OPG sg produkowane w tarczycy przez komérki pecherzykowe. Indukcja
oraz regulacja ekspresji OPG i RANKL w tarczycy kontrolowana jest przez cytokiny
prozapalne IL-1B, TNFa i TSH">76],

Wedtug ostatnich publikacji OPG i RANKL stanowig swoisty pomost pomiedzy tkanka
tarczycowsq i kostna, a zaburzenia funkcji tarczycy mogq zaktécaé rownowage OPG/RANKL.
W nadczynnosci tarczycy obserwuje sie podwyzszone stezenia OPG zwigzane z nadmiarem
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hormonéw tarczycy i przyspieszonym obrotem kostnym. Leczenie tyreostatyczne prowadzi
do normalizacji stezen OPG oraz markerow obrotu kostnego. Takze w niedoczynnosci
tarczycy stwierdza sie podwyzszone stezenia OPG, ktére normalizujg sie po osiagnieciu
eutyreozy[l77'l78'179].

W nadczynnosci tarczycy dochodzi zaréwno do nasilenia kosciotworzenia, jak i
resorpcji kosci, jednak procesy utraty tkanki kostnej przewazajg nad jej produkcja,
doprowadzajac do redukcji gestosci kosci nawet o 12-20%, wtdrnej osteoporozy i
zwiekszenia ryzyka ztaman!*8*184,

Udziat OPG i RANKL w regulacji gospodarki kostnej przedstawiono na Rycinie 8.

Przewaga aktywnosci Przewaga aktywnosci
kosciogubnej kosciotworczej

Komérka

«

Komérka
zrebu

Prekursor
osteoklasta

Prekursor
osteoklasta

O

l

l

Dojrzewanie osteoklastow

Brak dojrzewania osteoklastow

l

l

Resorpcja kosci

Spowolnienie resorpcji kosci

Rycina 8. Rola szlaku OPG/RANKL/RANK w regulacji gospodarki kostnej wg Raggi P,
Giachelli C, Bellasi A: Interaction of vascular and bone disease in patients with normal renal
function and patients undergoing dialysis. Nat Clin Pract Cardiovasc Med 2007; 4(1): 26-
331182 modyfikacja M. Mikos (2010)
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

2.1. Zatozenia pracy:

W patogenezie przewlektych choréb o podtozu autoimmunologicznym istotng role
odgrywaja czynniki prozapalne, proapoptotyczne i antyapoptotyczne. Czynnikami
prozapalnymi sg: interleukina 1 beta (IL-1B) i interleukina 6 (IL-6). Czynniki proapoptotyczne to
m.in. czynnik martwicy guza alfa (TNF-a), zwigzany z TNF ligand indukujacy apoptoze (TRAIL)
oraz rozpuszczalna forma liganda dla antygenu btonowego Fas APO-1/CD95 (sFasl).
Natomiast czynnikiem antyapoptotycznym jest osteoprotegeryna (OPG), dziatajgca jako
rozpuszczalny receptor liganda dla receptora aktywujgcego jadrowy czynnik wzrostu NF-kB
(RANKL). OPG i RANKL sg to cytokiny z rodziny TNF regulujgce osteoklastogeneze. OPG
rowniez wigze sie z TRAIL, w ten sposob regulujac apoptoze komorek tarczycy.

Czynniki te odgrywajg istothg role w patogenezie autoimmunologicznej choroby
tarczycy (AITD). W przewlektym autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy (cAlT) ma
miejsce niszczenie gruczotu tarczowego na drodze reakcji cytotoksycznych, co prowadzi do
niedoczynnos$ci tarczycy (hipoT), natomiast stymulacja gruczotu przez TRAb w chorobie
Gravesa-Basedowa (GD) prowadzi do nadczynnosci tarczycy (hiperT).

Brak jest natomiast danych literaturowych odnoszacych sie jednoznacznie co do
udziatu poszczegdlnych czynnikbw w rozwoju wymienionych chordb, szczegdlnie brak badan
wyjasniajgcych ich dziatanie w patogenezie autoimmunologicznej choroby tarczycy w grupie

dzieci i mtodziezy.

Celem pracy byta:

1. Ocena stezenia wybranych cytokin: IL-183, IL-6, TNF-a, TRAIL, sFasL, SRANKL i OPG w
surowicy krwi dzieci z autoimmunologiczng chorobg tarczycy:

1) w przewlektym autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy, prowadzgcym do
niedoczynnosci tarczycy (hipoT)

2) w chorobie Gravesa-Basedowa, ktéra w wyniku stymulacji gruczotu prowadzi do
nadczynnosci tarczycy (hiperT).

2. Analiza poréwnawcza grup badanych dzieci (hipoT i hiperT) z grupg kontrolng (zdrowe

dzieci w eutyreozie klinicznej i hormonalnej, bez wola i z ujemnymi przeciwciatami

przeciwtarczycowymi)
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3. PACJENCI | METODY ZASTOSOWANE W PRACY

3.1. Pacjenci

Badaniami objeto dzieci z autoimmunologiczng chorobg tarczycy, hospitalizowane w
Klinice Endokrynologii i Reumatologii Dzieciecej, Szpitala Klinicznego im. K. Jonschera,
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz dzieci objete opiekg
Poradni Endokrynologicznej Szpitala Klinicznego im. K. Jonschera Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Pacjenci byli kierowani do oddziatu i poradni klinicznych ze
wzgledu na podejrzenie autoimmunologicznej choroby tarczycy. Dzieci bedace przedmiotem
badania nie mialy objawéw choréb infekcyjnych lub innych dodatkowych zaburzen,
mogacych wptywac¢ na wyniki badan (m.in. cukrzyca, celiakia, astma oskrzelowa, choroby
nerek, zapalenie stawdw, hiperkortyzolemia), tj. wystepowata izolowana posta¢ choroby. U
wszystkich dzieci przeprowadzono badanie pediatryczne podmiotowe, przedmiotowe,
dodatkowe badania laboratoryjne oraz USG tarczycy.

Grupe kontrolng stanowity dzieci przyjete do Kiliniki na badania diagnostyczne, u
ktérych nie stwierdzono cech ostrej choroby infekcyjnej ani Zadnej choroby przewlektej, a
uzyskane wyniki potwierdzaty prawidtowy stan dziecka.

Do badania wigczono pacjentédw ze sSwiezo zdiagnozowang autoimmunologiczng

chorobg tarczycy, zgodnie z kryteriami wigczenia do badania.

Autoimmunologiczne zapalenie tarczycy, posta¢ klasyczna zapalenia - choroba

Hashimoto potwierdzona przez: 1. wyktadniki kliniczne niedoczynno$ci tarczycy, 2.
wyktadniki hormonalne (podwyzszone stezenie hormonu tyreotropowego TSH), 3. wyktadniki
autoimmunologiczne (dodatnie miano przeciwciat przeciwtarczycowych ATPO i/lub ATG)
oraz 4. badanie ultrasonograficzne tarczycy. Obraz ultrasonograficzny gruczotu tarczowego

prawidtowy i zmieniony zapalnie, przedstawiono na Rycinach 9 i 10 ponizej.
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7. SMGT3N—-15F1. 5 7. SMG73N-15F1. 5

Rycina 9. Prawidlowy obraz normoechogeniczny, jednorodny gruczotu tarczowego w
badaniu ultrasonograficznym - przekréj poprzeczny (ze zbiorow Prof. M. Niedzieli)

T. SMGTSN—-14F1. S 7. SMGTSN-14F1. 5

Rycina 10. Nieprawidtowy obraz hipoechogeniczny (ATPO>3000 IU/ml) gruczotu
tarczowego w badaniu ultrasonograficznym — przekréj poprzeczny (ze zbioréw Prof. M.
Niedzieli)

Choroba Gravesa-Basedowa, najczestsza przyczyna nabytej nadczynnosci tarczycy

u dzieci, w ktoérej stymulacja gruczotu prowadzi do jego nadczynnosci, potwierdzona przez:
1. wykfadniki kliniczne nadczynnosci, 2. wyktadniki hormonalne (podwyzszone stezenie w
surowicy krwi wolnych hormondéw tarczycowych fT4 i /lub fT3 i obnizone stezenie hormonu
tyreotropowego TSH), 3. wyktadniki autoimmunologiczne (dodatnie miano przeciwciat
przeciw receptorowi TSH - TRADb) oraz 4. wykfadniki ultrasonograficzne (hipoechogeniczny

gruczot tarczowy).
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Zgodnie z kryteriami wigczenia wszyscy pacjenci musieli spetnia¢ nastepujace
warunki:
1. Kryteria hormonalne:
e dla hipoT podwyzszone TSH (>4,67 plU/ml)
e dla hiperT obnizone TSH (<0,49 plU/ml), podwyzszone fT4(>1,85 ng/ml)
2. Odpowiedni profil autoimmunologiczny przed wprowadzeniem leczenia:
¢ dla hipoT dodatnie miano przeciwciat ATPO (>60 IU/ml) i/lub ATG (>60 IU/ml)
¢ dla hiperT dodatnie miano TRAb (>1,5 U/l)
3. W badaniu ultrasonograficznym w hipoT i hiperT

¢ hipoechogeniczne obszary lub caty gruczot hipoechogeniczny.

Tylko pacjenci uprzednio nieleczeni L-tyroksyna, badz tyreostatykami byli poddani badaniu
(nowe zachorowanie) oraz w chwili zachorowania pacjenci nie mogli mie¢ wiecej niz 19 lat.
Badaniem objeto facznie 64 dzieci, w tym 45 dziewczat (70,3%) i 19 chtopcow (29,7%) w
wieku od 2 do 18 lat.

Badanych pacjentéw podzielono na trzy grupy:

e grupa A - 22 dzieci z  hipoT, ze $wiezo zdiagnozowanym
autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy, 18 dziewczynek i 4 chiopcow w
wieku od 6 lat do 16 lat

e grupa B - 22 dzieci z hiperT, ze $wiezo zdiagnozowang chorobg Gravesa-
Basedowa, 16 dziewczynek i 6 chtopcéw w wieku od 3 lat do 18 lat

e grupa C - kontrolna, 20 zdrowych dzieci w stanie eutyreozy klinicznej i
hormonalnej, 11 dziewczynek i 9 chtopcéw w wieku od 2 lat do 18 lat

Na wykonanie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w
Poznaniu nr 396/07.

3.2. Wykonane badania

W ramach badania przedmiotowego wykonano pomiary antropometryczne tj. wzrost i
mase ciata. Na ich podstawie wyliczono:
e wskaznik masy ciata BMI wedtug wzoru:

masa ciata (kg)
wskaznik BMI =

[wysoko$é ciata (m)] ?

Wartoéci BMI wyraza sie w kg/m?. Dla dzieci wartosci BMI odnosi sie do siatek
centylowych dla wieku i ptci, opracowanych w Instytucie Matki i Dziecka przez

Palczewska i Niedzwiecka!*®3!.
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e BMI-SDS - ocene BMI odniesiono do wartosci Sredniej BMI i wielokrotnosci
odchylenia standardowego wtasciwego dla danej populacji SDS. Wartoscig graniczng
jest wartosé wskaznika BMI-SDS powyzej dwoch odchylen standardowych dla wieku i
pfci dzieci i mlodziezy do 18 roku zycia

e oraz wskaznik Cole’a (Cl) wyrazony w procentach (%)

BMI pacjenta
Cl = X 100

BMI dla 50 ¢ standard

Wartosci wskaznika Cole’a wyrazone w procentach stuzg do okreslania stanu

odzywienia dzieci i mtodziezy.

U wszystkich pacjentéw oznaczono stezenia w surowicy krwi nastepujacych parametrow:

1. Hormony tarczycy metodg MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay), analizatorem
AXSYM firmy Abbott, w SK im. K. Jonschera UM w Poznaniu w Centralnym
Laboratorium w ramach badan rutynowych

e wolna tyroksyna (fT4)
¢ wolna trijodotyronina (fT3)
e hormon tyreotropowy (TSH)

2. Przeciwciata przeciwtarczycowe metodg radioimmunologiczng RIA (Radioimmuno
Assay) i radioreceptorowg RRA (Radioreceptor Assay), zestawami firmy Brahms w
SK im. K. Jonschera UM w Poznaniu w Centralnym Laboratorium w ramach badan
rutynowych

e przeciwciata przeciw peroksydazie tarczycowej (ATPO)
e przeciwciata przeciw tyreoglobulinie (ATG)
e przeciwciata przeciw receptorowi TSH (TRAb)

3. Stezenie cytokin w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (hipoT), nadczynnoscig
tarczycy (hiperT) oraz w grupie kontrolnej oznaczono bezposrednio po
zdiagnozowaniu klinicznym pacjentéw, przed wprowadzeniem jakiegokolwiek
leczenia. Badanie wykonano w Pracowni Endokrynologii Molekularnej Kliniki
Endokrynologii i Reumatologii Dzieciecej UM w Poznaniu, za pomocg testéw
laboratoryjnych ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay):

e IL-6, IL-1B, TNF-qa, TRAIL, sFasL, firmy BenderMedSystems
e OPG, RANKL firmy Biomedica
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Badania obrazowe tarczycy wykonano przy pomocy aparatu ultrasonograficznego ALOKA
500S8S z glowicg 7,5 MHz (do XII 2009) oraz SSD 3500SX z gtowicg 0 zmiennegj
czestotliwosci 7,5 — 14 MHz (od XII 2009).

3.3. Badania laboratoryjne

Krew po rannym pobraniu na czczo, wirowano w ciggu 30 minut od momentu jej
pobrania w wirébwce z chtodzeniem przez 20 minut, przy 3000 obrotéw/min, a nastepnie
surowice rozdzielono na mniejsze porcje, mrozono i przechowywano w temp.-80°C do czasu
wykonania oznaczen.

Przed wykonaniem oznaczen badane surowice rozmrozono, a odczynniki do

wykonania oznaczenia pozostawiono w temp. pokojowej przez 30 min.

3.3.1. Oznaczenia hormonalne

Stan czynnosciowy tarczycy okreslono poprzez oznaczenie hormondw tarczycy.
Wykonane badania hormonalne u dzieci obejmowaty oznaczenie w ich surowicy krwi TSH
oraz fT4 i fT3. Badania te pozwalaty okresli¢ stan czynnosciowy pacjenta.

Wartosci referencyjne stezen hormonoéw przedstawiajg sie nastepujaco:

o {T4:0,71-1,85 ng/dL;
Czuto$¢ metody 0,4 ng/ml. Precyzja wewnatrz testu 5,9 CV% i pomiedzy
testami wynosi 5,2 CV%

o fT3:1,45-3,48 pg/mL;
Czuto$¢ metody 1,1 pg/ml. Precyzja metody <12 CV% dla niskiej kontroli i <8
CV% dla wysokiej kontroli

e TSH: 0,49-4,67 plU/mL;
Czuto$¢ analityczna zestawu wynosi 0,006 plU/mL. Precyzje wewnatrz
metody ustalono na <8 CV% i <14,6 CV%. mierzone w kilku réznych

panelach.

3.3.2. Oznaczenia przeciwciat przeciwtarczycowych

Celem oceny zaburzeh immunologicznych w surowicy krwi badanych dzieci
oznaczono stezenie przeciwciat przeciwtarczycowych. U pacjentow z przewlektym
autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy najczesciej wystepujg przeciwciata przeciw

tyreoperoksydazowe (ATPO) oraz rzadziej przeciwciata przeciwtyreoglobulinowe (ATG)"".
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Pacjentom 2z chorobg Gravesa-Basedowa oznaczono rowniez przeciwciata przeciw
receptorowi TSH (TRAD).

Metoda oznaczania ATPO w surowicy dzieci

Oznaczanie ATPO wykonano w oparciu o metode RIA, zestawem firmy BRAHMS
(Berlin, Niemcy), wedlug zalecen producenta. Wybrany zestaw jest testem
radioimmunologicznym  kompetycyjnym, stosowanym do ilosciowego oznaczania
autoprzeciwciat ATPO w surowicy ludzkiej z wykorzystaniem techniki optaszczonych
probéwek. W zestawie stosuje sie enzymatycznie aktywng, naturalng peroksydaze
tarczycowg pochodzacg z ludzkich tarczyc. Naturalna struktura antygenu TPO gwarantuje
prawidtowe rozpoznanie wszystkich klas i podklas przeciwciat skierowanych przeciwko
naturalnej strukturze TPO. Objetos¢ krwi potrzebna do wykonania oznaczenia wynosi 20 pl.
Badang prébke krwi po pobraniu odwirowano, uzyskang po odciggnieciu surowice
przechowywano w temperaturze - 80°C do czasu wykonania oznaczen.

Zasada testu

Podczas inkubacji monoklonalne mysie przeciwciata anty-h-TPO zwigzane z fazg
statg i enzymatycznie aktywna naturalna peroksydaza tarczycowa TPO pochodzaca z
ludzkiego gruczotu tarczowego, tworzg kompleks ze znakowanym izotopem jodu ['#
monoklonalnym przeciwciatem ATPO. Autoprzeciwciata ATPO z probek surowicy pacjenta
oraz ze standardéw wspodtzawodniczg z monoklonalnymi przeciwciatami anty-TPO
unieruchomionymi na wewnetrznej $ciance probowki o miejsca wigzania na czasteczce TPO.
Wysokie stezenia przeciwciat ATPO w badanej surowicy ogranicza wigzanie znacznika z
wewnetrzng powierzchnig na $Sciankach probowek fazy statej. Zmierzona aktywnosc jest
odwrotnie proporcjonalna do stezenia przeciwciat w badanej probce surowicy. Po inkubacji,
ilos¢ ludzkiego TPO i znakowane I"™ATPO (znacznik) niezwigzane z probdwka, zostajg
usuniete przez aspiracje lub dekantacje fazy ptynnej. W dalszej kolejnosci zostaje zmierzona
radioaktywnos¢ zwigzanego w probowce znacznika. Pomiar wykonano licznikiem
scyntylacyjnym promieniowania gamma Wizard 1470 Automatic Gamma Counter firmy
Wallac, w ciggu 60 sekumd. Wartosci ATPO odczytano z krzywej standardowej. Do zestawu
dofaczone sg dwie ludzkie surowice wzorcowe o znanym stezeniu przeciwciat
przeciwtarczycowych ATPO.

Wartosci >60 |U/ml zostaty ustalone jako pozytywne. Precyzja metody miedzy testami
wynosi 4,5 CV% a wewnatrz testu 9,1 CV%. Czutos¢ analityczna wynosi 5,5 IU/ml, oparta na

40-krotnym pomiarze standardu O.
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Metoda oznaczania ATG w surowicy dzieci

Oznaczanie ATG wykonano w oparciu o metode RIA, zestawem firmy BRAHMS
(Berlin, Niemcy), wedlug =zalecen producenta. Wybrany zestaw jest testem
radioimmunologicznym  kompetycyjnym, stosowanym do ilosciowego oznaczania
autoprzeciwciat ATG w surowicy ludzkiej z wykorzystaniem techniki opfaszczonych
probéwek. W zestawie stosuje sie oczyszczong naturalng tyreoglobuline, pochodzaca z
ludzkich tarczyc oraz oczyszczone chromatograficznie ludzkie poliklonalne autoprzeciwciata
przeciwko tyreoglobulinie ATG, pozyskane z surowicy pacjentéw z autoimmunologicznym
zapaleniem tarczycy, zastosowane w tescie jako przeciwciata fazy statej. Zapewnia to
mozliwos¢ wykrycia wszystkich klas i podklas przeciwciat. Objetos¢ krwi potrzebna do
wykonania oznaczenia wynosi 20 ul. Badang probke krwi po pobraniu odwirowano, uzyskang
po odciggnieciu surowice przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania
oznaczen.

Zasada testu

Podczas inkubacji zwigzane z fazg statg i unieruchomione na wewnetrznej $cianie
probéwek poliklonalne ludzkie autoprzeciwciata ATG wspotzawodniczg z przeciwciatami
zawartymi w probce badanej surowicy o te same determinanty antygenowe na czgsteczkach
TG znakowanych radioaktywnym 1'*, bedacych znacznikiem reakcji immunologiczne;.
Wysokie stezenie przeciwciat ATG w badanej surowicy ogranicza wigzanie znakowanej 1'*°
tyreoglobuliny z przeciwciatami unieruchomionymi na $ciankach probéwek fazy statej.
Zmierzona aktywnos¢ jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia przeciwciat ATG w badane;j
probce surowicy. Po inkubacji, kompleksy autoprzeciwciata ATG badanej prébki i znacznika
niezwigzane z probéwka, zostajg usuniete w trakcie ptukania. W dalszej kolejno$ci zostaje
zmierzona radioaktywnos¢ zwigzanego w probowce znacznika. Pomiar wykonano licznikiem
scyntylacyjnym promieniowania gamma Wizard 1470 Automatic Gamma Counter firmy
Wallac - w ciggu 60 sekumd. Probki o znanych stezeniach ATG stuza do sporzadzenia
krzywej standardowej, z ktérej odczytuje sie wartosci stezenia ATG znajdujacych sie w
surowicy pacjentéw. Standardy sg kalibrowane na podstawie miedzynarodowego wzorca TG
MRC65/93. Do zestawu dotgczone sg dwie ludzkie surowice wzorcowe o znanym stezeniu
przeciwciat przeciwtyreoglobulinowych ATG.

Wartosci >60 |U/ml zostaty ustalone jako pozytywne. Precyzja metody miedzy testami
wynosi 7,5 CV% a wewnatrz testu 5,5 CV%. Czuto$¢ analityczna wynosi 5,5 IU/ml, oparta na

40-krotnym pomiarze standardu O.
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Metoda oznaczania TRAb w surowicy dzieci

Oznaczanie TRAb wykonano w oparciu o metode RRA, zestawem firmy BRAHMS
(Berlin, Niemcy), wedtug zalecen producenta. Jest to test radioreceptorowy, stosowany do
ilosciowego oznaczania w surowicy ludzkiej przeciwciat przeciwko receptorowi ludzkiej
tyreotropiny TSH z wykorzystaniem techniki optaszczonych probéwek. W zestawie stosuje
sie ludzki rekombinowany receptor TSH, ktérym pokryto wewnetrzng powierzchnie probéwek
reakcyjnych. Znacznikiem jest znakowana izotopem jodu I'?°> bydleca tyreotropina TSH.
Objetos¢ krwi potrzebna do wykonania oznaczenia wynosi 100 pl. Badang probke krwi po
pobraniu odwirowano, uzyskang po odciggnieciu surowice przechowywano w temperaturze -
80°C do czasu wykonania oznaczen.

Zasada testu

Zasada oznaczenia oparta jest na zdolnosci wigzania  przeciwciat
przeciwreceptorowych z receptorem tyreotropiny, unieruchomionym na wewnetrznej sciance
probéwek reakcyjnych. Wigzanie to zapobiega taczeniu sie znakowanego 1'** hormonu
tyreotropowego ze swoistym receptorem. W pierwszym etapie testu, w ktérym dochodzi do
wigzania przeciwciat z receptorem tyreotropiny inkubuje sie probki pacjenta o nieznanym
stezeniu TRAb oraz wzorce o znanym stezeniu TRAb w probowkach pokrytych
rekombinowanym ludzkim receptorem TSH. Po wstepnym przemyciu, w dalszej kolejnoSci
nastepuje wiazanie znacznika, ktérym jest znakowana |I*? bydleca tyreotropina, z pozostatg
iloscig wolnych receptorow TSHR na $cianie probowki reakcyjnej. W trakcie drugiego
ptukania nastepuje usuwanie niezwigzanej znakowanej tyreotropiny. Zwigzang na
powierzchni probowki znakowanag tyreotropine mierzy sie za pomocg licznika
scyntylacyjnego promieniowania gamma. Pozim aktywnosci probki jest odwrotnie
proporcjonalny do ilosci TRAb w badanym materiale. Stezenie TRAb w probce pacjenta
oblicza sie z krzywej standardowej probek o znanej koncentracji TRAb. Standardy sg
kalibrowane na podstawie miedzynarodowego wzorca 90/672, zgodnie ze standardami
WHO. Do zestawu dotaczone sg dwie ludzkie surowice wzorcowe o znanym stezeniu
przeciwciat przeciwreceptorowych TRAbD.

Wartosci stezenia TRAb <1 U/l zostaty ustalone jako negatywne. Wartosci stezenia
TRADb >1,5 U/l zdefiniowano jako pozytywne. Stezenie zawarte pomiedzy 1 a 1,5 U/l uznaje
sie za watpliwe, a pacjenci z tymi wynikami powinni by¢ monitorowani w kierunku
autoimmunologicznej choroby tarczycy. Precyzja miedzy testami wynosi 15,4 CV%, a
wewnatrz testu 15,8 CV%. Czuto$¢ analityczna wynosi 0,3 U/l oparta na 10-krotnym

pomiarze standardu O.
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3.4. Metody oznaczania cytokin

Oznaczenie stezenia czynnikow prozapalnych, proapoptotycznych i
antyapoptotycznych w badanych grupach dzieci: z niedoczynnos$cig tarczycy (hipoT),
nadczynnosciag tarczycy (hiperT) i w grupie kontrolnej w surowicy krwi, wykonano tuz po
zdiagnozowaniu klinicznym, przed wprowadzeniem jakiegokolwiek leczenia. Badanie
wykonano w Pracowni Endokrynologii Molekularnej Kliniki Endokrynologii i Reumatologii
Dzieciecej UM w Poznaniu.

Wybrane cytokiny oznaczano w oparciu 0 metode immunoenzymatyczng ELISA, z
zastosowaniem zestawéw do ilosciowego oznaczania w surowicy krwi firmy
BenderMedSystem Sscisle wg zalecen producenta:

IL-18 BMS 224/2
IL-6 BMS 213/2
TNF-a tot. BMS 2034
TRAIL BMS 2004
sFasL BMS 260/2
i Biomedica $cisle wg zalecen producenta:
e OPG BI-20402
e SRANKL BI-20452

Metoda oznaczania IL-1B, IL-6, TNF-a total, TRAIL, sFasL

Mikroptytki reakcyjne do oznaczen ELISA zestawami firmy BenderMedSystem z
optaszczonym monoklonalnym przeciwciatem, specyficznym dla danej cytokiny inkubowano
z analizowang probkag surowicy pacjenta. Cytokiny zawarte w badanym materiale wigzaty sie
specyficznie ze swoistymi przeciwciatami | rzedu, unieruchomionymi na powierzchni
mikrostudzienek reakcyjnych, tworzac faze statg. Po dodaniu konjugatu biotyna-anty-ludzkie
przeciwciato, nastepowato wigzanie utworzonego kompleksu z przeciwciatem Il rzedu. W
kolejnym etapie po wyptukaniu zbednych sktadnikéw w trakcie inkubacji z enzymem
peroksydazg chrzanowa HRP sprzezong ze streptawidyng, otrzymano kompleks
immunologiczny o strukturze kanapkowej: optaszczone na ptytce przeciwciato monoklonalne
| rzedu — badana cytokina — przeciwciato moniklonalne Il rzedu - enzym HRP. Po usunieciu
niezwigzanych z kompleksem immunologicznym substancji, do uktadu reakcyjnego dodano
roztwor substratu dla enzymu znacznikowego - tetrametylobenzydyne (TMB). W wyniku

reakcji enzym—substrat, powstata ilos¢ kolorowego produktu, wprost proporcjonalna do ilosci
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cytokiny oznaczanej w badanej probce, oraz dodanych standardéw, tworzacych krzywg
kalibracyjng. Zatrzymanie reakcji nastapito przez dodanie 1 M roztworu kwasu fosforowego.
Do ptukania mikroptytek zastosowano ptuczke automatyczng ETI-System Washer
firmy DiaSorin. Absorbancje odczytano za pomocg czytnika mikroptytek ELx 800 firmy
BioTek Instruments (USA) przy dtugosci fali 450 nm z filtrem referencyjnym 620 nm. Test
poddano ewaluacji za pomocg programu komputerowego Gen 5 przy uzyciu krzywej 4 PL.
Wartosci absorbancji przeliczano na jednostki stezenia badanego parametru w oparciu o
wielopunktowg krzywa kalibracyjna.
Oznaczenia stezen w surowicy IL-1B, IL-6, TNF-a, TRAIL, wyrazano w pg/ml, a sFasL w
ng/ml, OPG i ampli SRANKL w pmol/l.
Parametry reakcji ELISA dla poszczegdlnych cytokin podano w Tabeli 3 .

Tabela 3. Parametry reakcji ELISA zestawdw BenderMedSystem i Biomedica

Cytokina Limit detekaji Precgzﬂa(;(\)/)sern Precyz;ag\;e(?/:)y seriami

IL-18 0,32 pg/ml 8,6 51

IL-6 0,92 pg/ml 5,2 3,4
TNF-a tot 5,0 pg/ml 8,1 7,7

TRAIL 5,4 pg/ml 7,7 6,5
sFasL 0,07 ng/ml 6,1 7
OPG 0,14 pmol/l 10 8
ampli SRANKL 0,02 pmol/l 9 6

Metoda oznaczania OPG

Oznaczenie stezenia osteoprotegeryny w surowicy krwi wykonano w oparciu o
metode immunoenzymatyczng ELISA, z zastosowaniem komercyjnych zestawéw do
ilosciowego oznaczenia osteoprotegeryny firmy Biomedica (Austria, Vienna), numer
katalogowy: BI-20402, wg zaleceh producenta. Zestaw wykrywa obie formy, monomer i
dimer OPG, wigczajac OPG zwigzang z ligandem RANKL. Zestaw przygotowany jest do
oznaczania OPG w ludzkiej surowicy, osoczu EDTA, osoczu z heparyng oraz hodowli
komorkowej. Czas inkubacji wynosi odpowiednio 18-24 godziny, 1 godzina, 20 min. Objetos¢
krwi potrzebna do wykonania oznaczenia wynosi 50 pl. Badang prébke krwi po pobraniu
odwirowano, uzyskang po odciggnieciu surowice przechowywano w temperaturze -80°C do

czasu wykonania oznaczen.
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Technika wykonania

Przed wykonaniem oznaczen badane surowice rozmrozono, a odczynniki do
wykonania oznaczenia pozostawiono w temp. pokojowej przez 30 min. W pierwszym etapie
do dotkow plytek optaszczonych monoklonalnym ludzkim przeciwcialem przeciw
osteoprotegerynie dodaje sie 100 pl buforu, 50 pl kalibratoréw, surowicy dzieci z hipoT i
hiperT oraz surowicy dzieci z grupy kontrolnej. Nastepnie dodaje sie poliklonalne
przeciwcialo anty-OPG znakowane biotyng. W wyniku reakcji powstaje kompleks
immunologiczny osteoprotegeryna-przeciwciato przeciw osteoprotegerynie. Plytke inkubuje
sie przez 24 godziny w temperaturze +4°C. Po zakonczeniu inkubacji, ptytke nalezy
doktadnie przeptuka¢ buforem w celu usuniecia nadmiaru niezwigzanych komplekséw. W
kolejnym etapie po dodaniu 200 pl konjugatu streptawidyna-HRPO przeprowadza sie
inkubacje przez 1 godzine w temp. pokojowej ok. 20°C. Po powtérnym 5-krotnym przemyciu
ptytki i doktadnym usunieciu resztek buforu ptuczacego, do kazdego dotka dodaje sie 200 pl
roztworu substratu. Po 20 minutach inkubacji w ciemnosci, w temp. pokojowej, reakcje
nalezy zatrzymadé, przez dodanie 50 ul roztworu hamujgcego reakcje enzymatyczng.,

Do ptukania mikroptytek zastosowano ptuczke automatyczng ETI-System Washer
firmy DiaSorin. Absorbancje odczytano za pomocg czytnika mikroptytek ELX 800 firmy
BioTek przy dtugosci fali 450 nm z filtrem referencyjnym 620 nm. Test poddano ewaluacji za
pomocg programu komputerowego Gen 5 przy uzyciu krzywej 4 PL. Limit detekcji wynosi
0,14 pmol/l. Precyzja metody wewnatrzoznaczeniowa wynosi 10 CV%, a
miedzyoznaczeniowa 8 CV%.

Wartosci referencyjne podane przez producenta wynosza: mediana 1,8 pmol/l (dla n=1134 i
wieku 19-96 lat).

Oznaczanie ampli SRANKL

Oznaczenie stezenia liganda rozpuszczalnego receptora aktywujgcego jadrowy
czynnik kappaB (ktory jest rowniez ligandem osteoprotegeryny) w surowicy krwi, wykonano
w oparciu o metode immunoenzymatyczng ELISA, z zastosowaniem komercyjnych
zestawow do ilosciowego oznaczenia ampli sSRANKL firmy Biomedica (Austria, Vienna),
numer katalogowy: BI-20452 wg zalecen producenta. Zestaw przygotowany jest do
oznaczania sRANKL w ludzkiej surowicy, osoczu EDTA, osoczu z heparyng oraz hodowli
komoérkowej. Czas inkubacji wynosi odpowiednio 18-24 godziny, 1 godzina, 45 min.
Poniewaz stezenie sRANKL jest zwykle do$¢ niskie w tym tesScie ELISA stosuje sie
dodatkowy uktad amplifikujacy. Objetos¢ krwi potrzebna do wykonania znaczenia wynosi 100
pl. Badang probke krwi po pobraniu odwirowano, uzyskang po odciggnieciu surowice

przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania oznaczen.
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Technika wykonania

Przed wykonaniem oznaczen badane surowice rozmrozono, a odczynniki do
wykonania oznaczenia pozostawiono w temp. pokojowej przez 30 min. W tedcie
wykorzystano technike optaszczonych ptytek. W pierwszym etapie do dotkdw ptytek
optaszczonych ludzka, rekombinowang osteoprotegeryng (receptorem dla RANKL), dodano
100 pl standarddw, surowicy pacjentéw hipoT i hiperT oraz surowicy dzieci z grupy
kontrolnej. Poliklonalne znakowane biotyng przeciwciato anty-sRANKL zastosowano jako
przeciwciatlo detekcyjne. W wyniku reakcji powstaje kompleks immunologiczny o
osteoprotegeryna — rozpuszczalny ligand receptora aktywujgcego czynnik jadrowy kappaB -
poliklonalne przeciwciato anty-sRANKL. Plytke inkubuje sie przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej +18-26°C. Po zakohczeniu inkubacji ptytke nalezy dokfadnie przeptuka¢ buforem,
w celu usuniecia nadmiaru niezwigzanych kompleksow. W kolejnym etapie po dodaniu 200
Ml konjugatu (streptawidyna-fosfataza alkaliczna) przeprowadza sie inkubacje przez 1
godzine w temp. pokojowej 0k.18-26°C. Po powtérnym 5-krotnym przemyciu ptytki i
doktadnym usunieciu resztek buforu ptuczacego, do kazdego dotka dodaje sie 100
roztworu amplifikujgcego A (roztwér soli nieorganicznych i zbuforowanego enzymu) oraz 100
Ml roztworu amplifikujgcego B (stabilizowany roztwér NADPH) wzmacniajgcych reakcje i po
45 minutach inkubacji w ciemnosci, w temp. pokojowej, reakcje nalezy zatrzymacé, przez
dodanie 50 ul roztworu hamujacego reakcje enzymatyczng. Stezenia probek odczytano z
krzywej standardowej.

Do ptukania mikroptytek zastosowano ptuczke automatyczng ETI-System Washer
firmy DiaSorin. Absorbancje odczytano za pomoca czytnika mikroptytek ELX 800 firmy
BioTek przy dtugosci fali 490 nm z filtrem referencyjnym 620 nm. Test poddano ewaluacji za
pomocg programu komputerowego Gen 5 przy uzyciu krzywej 4 PL. Precyzja metody
wewnatrztestowa wynosi 9 CV% a miedzytestowa 6 CV%. Wedtug podanych przez
producenta informacji, poziom detekcji testu wynosi 0,02 pmol/l.

Zakres wartosci referencyjnych podanych przez producenta wynosi dla kobiet:
mediana 0,37 pmol/l (n=635) i dla mezczyzn mediana 0,46 pmol/l (n=394).

Materiat biologiczny do wykonanych oznaczehh byt pobierany jednoczesnie z

pobieraniem krwi do badan niezbednych w ramach prowadzonej diagnostyki i leczenia.
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3.5. Zastosowane metody analizy statystycznej danych

Analize statystyczng danych wykonano w programach komputerowych SPSS 17.0
(SPSS Inc., USA) oraz GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) w srodowisku
Windows na platformie PC. Zgodnos¢ testowanych rozkiadéw zmiennych z rozktadem
normalnym (ze wzgledu na obserwowane licznosci n<100) badano testem Shapiro-Wilk'a (S-
W). W celu poréwnania istotnosci réznic w dwéch grupach w zaleznosci od rozktadu
zastosowano test t-Student’a (t-test) dla zmiennych niepowigzanych (jednorodno$¢ warianciji
badano testem Levene’a) gdy stwierdzano rozktad zgodny z normalnym oraz test U Mann’a-
Whitney’'a (M-W) w pozostatych przypadkach. Przy poréwnaniach réznic miedzy trzema
grupami wykorzystano analize wariancji ANOVA i test post-hoc Newman’a-Keuls’a (N-K) w
przypadku rozktadu normalnego lub test Kruskal'a-Wallis’a i test post-hoc Dunn’a w
przypadku braku zgodnosci badanych zmiennych z rozktadem normalnym. Analizujgc dane
w skali nominalnej stosowano test Chi-kwadrat Pearson’a. Dla oszacowania zaleznosci
miedzy zmiennymi, ze wzgledu na przewage zmiennych, dla ktérych stwierdzono brak
zgodnosci z rozktadem normalnym, obliczono wspdtczynnik korelacji r-Spearman'a
i oceniono jego istotno$¢. Celem oceny hipotetycznej mozliwoéci wykorzystania stezen
badanych cytokin jako markerow nadczynnos$ci lub niedoczynnosci tarczycy wykreslono
krzywe ROC (Receiver Operating Characteristic) i obliczono pole powierzchni pod krzywg
(AUC, Area Under the Curve). Wyznaczono takze punkty odciecia (Cut-Off) dyskryminujace
grupy z optymalng czutoscig i swoistodcig przy pomocy statystyki J-Youden’a. W catej
analizie za znamienne statystycznie przyjeto wartosci p<0,05. Wyniki przedstawiono
w postaci tabel (licznosci, wartosci procentowe, $rednia, mediana, odchylenie standardowe
[SD], rozstep kwartylowy [IQR, Interquartile Range], (minimum, maksimum), histogramoéw
licznosci z krzywg normalnosci oraz — dla testow nieparametrycznych - wykresow
skrzynkowych typu ramka-wasy (Boxplot) przedstawiajgcych linie mediany, ramke réwng
rozstepowi kwartylowemu oraz wasy dla wartosci minimalnych i maksymalnych,
z pominieciem wartosci odstajacych (Outliers) - powyzej 1,5. rozstepu kwartylowego od
mediany - oraz ekstremalnych (Extremes) - powyzej 3 IQR od mediany. Dla zmiennych o
rozktadzie normalnym w statystykach opisowych wykorzystano Srednig i odchylenie
standardowe, natomiast w przypadku braku zgodnosci z rozktadem normalnym — mediane i
rozstep kwartylowy. Graficznie wyniki testébw parametrycznych przedstawiono na wykresach
— stupkach btedoéw (Error Bar), przedstawiajacych s$rednig i 95% przedziat ufnosci (PU)
badanej zmiennej. Korelacje przedstawiono na wykresach rozrzutu (Scatter Plots) z
wykreslong krzywg regresji. Na wykresach i w tabelach przyjeto nastepujgce oznaczenia

symboliczne: ns — brak istotnosci statystycznej; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka badanych grup pacjentéw

Grupa badanai grupa kontrolna

Do badania wigczono 22 pacjentéw z niedoczynnoscig tarczycy (hipoT), w wieku od 6
do 16 lat, w tym 18 dziewczynek (81,8%) i 4 chtopcow (18,2%) oraz 22 pacjentow z
nadczynnoscig tarczycy (hiperT) w wieku od 3 do 18 lat, w tym 16 dziewczynek (72,7%) i 6
chtopcow (27,3%). Grupe kontrolng stanowito 20 dzieci zdrowych dzieci — 11 dziewczynek
(55%) i 9 chtopcow (45%) — w wieku od 2 do 18 lat. W sumie przebadano 64 dzieci (100%).

Rozktady badanych parametrow i wykonanych oznaczen w badanych grupach

pacjentow

Zgodnos¢ rozktadow badanych parametréw z rozktadem normalnym ocenionych na
podstawie testu Shapiro-Wilk’a przedstawiono w ponizszych tabelach. Testowano réwniez
rozktady podgrup wzgledem pici. Hipoteze o rozktadzie normalnym przyjeto dla p>0,05;
zmienne o0 rozktadzie zgodnym z rozktadem normalnym wyrézniono kolorem zielonym, a
zmienne o rozkfadzie niezgodnym z rozktadem normalnych - kolorem czerwonym. Wyniki
przedstawiono w Tabelach 4-7. W Tabeli 4 przedstawiono zastosowane testy normalnosci

rozktadu i istotnosci réznic miedzy trzema grupami badanymi:

Tabela 4. Testy normalnosci rozktadu i istotnosci roznic pomiedzy badanymi grupami

Testy normalnosci rozkladu / testy istotnosci réoznic miedzy grupami
Shapiro-Wilk Roéznice
.| Zgodnosé
Grupa
P21 Isto(tn)osc z rozktadem Zasto;(;\t/vany Post-hoc
P normalnym
hiperT | 22 0,011 nie Kruskal
Wiek [lata] | hipoT | 22| 0,755 tak ruskal- Dunn
Wallis (K-W)
kontrola| 20 0,126 tak
hiperT | 22 0,330 tak Kruskal
BMI [kg/m2] | hipoT |22 0,012 nie ruskal- Dunn
Wallis (K-W)
kontrola | 20 0,084 tak
hiperT | 22 0,889 tak Kruskal
BMI SDS | hipoT 22| 0,019 nie ruskal- Dunn
- Wallis (K-W)
kontrola| 20 0,037 nie
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wskaznik hiperT | 22| 0,940 tak Newman-
Cole'a hipoT |22 | 0,061 tak ANOVA Keuls
[bezwgl.] | kontrola| 20 | 0,100 tak (N-K)
hiperT | 22 0,000 nie Kruskal-
TSH [ulU/ml] | hipoT |22 | 0,000 nie Wallis (K-W) Dunn
kontrola | 20 0,023 nie
hiperT |22 | 0,817 tak Newman-
fT4 [ng/dl] hipoT | 22| 0,387 tak ANOVA Keuls
kontrola | 20 0,599 tak (N-K)
hiperT | 22 0,304 tak Newman-
fT3 [pg/ml] | hipoT | 22| 0,961 tak ANOVA Keuls
kontrola | 20 0,434 tak (N-K)
hiperT | 22 | 0,002 nie Kruskal-
TRAD [IU/] hipoT |16 | 0,052 tak Wallis (K-W) Dunn
kontrola| 7 0,880 tak
hiperT | 22 0,000 nie
ATG [IU/ml] | hipoT | 20| 0,000 nie Wgﬁ:fgf_'w) Dunn
kontrola | 20 0,027 nie
hiperT | 22 | 0,000 nie Kruskal-
ATPO [IU/mI] | hipoT | 22| 0,000 nie Wallis (K-W) Dunn
kontrola | 20 0,002 nie
hiperT | 22 0,000 nie
IL-6 [pg/mi] | hipoT | 22| 0,000 nie Wzlrl:fzf_'w) Dunn
kontrola | 20 0,006 nie
TNFa hiperT 2; 0,042 nie Kruskal- 5
hipoT | 2 0,000 nie e (K. unn
[pg/ml] kontrola | 20 0,000 nie Wallls (K-W)
LB r;]iperT 2; 0,357 tak Kruskal- 5
ipoT |2 0,000 nie : } unn
lpa/mll - Hontrola| 20 | 0.008 nie Wallis (K-W)
TRAIL hiperT 22 0,014 nie Kruskal- 5
hipoT | 2 0,016 nie — unn
[pg/ml] kontrola | 20 0,012 nie Wallls (K-W)
hiperT | 22 0,207 tak Newman-
OPG [pmol/l] | hipoT |22 | 0,777 tak ANOVA Keuls
kontrola| 20 | 0,256 tak (N-K)
SRANKL hiperT 22 0,000 nie Kruskal- 5
hipoT | 2 0,000 nie — unn
[pmol/l] kontrola | 20 0,000 nie Wallls (K-W)
hiperT | 19 0,226 tak Kruskal-
sFasL [ng/ml] | hipoT |11 | 0,549 tak Wallis (K-W) Dunn
kontrola | 15 0,022 nie

W Tabeli 5 przedstawiono zastosowane testy normalnosci rozktadu i istotnosci réznic

w grupie dzieci z nadczynnoscia tarczycy z podziatem ze wzgledu na ptec:
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Tabela 5. Testy normalnosci rozktadu i istotnosci réznic wzgledem pici w grupie

z nadczynnoscig tarczycy

Grupa dzieci z nadczynnoscia tarczycy -
testy normalnosci rozktadu / testy istotnosci réznic miedzy grupami

Shapiro-Wilk Roéznice

Grupa Istotnogé| 290dnosc Zastosowany
n z rozkltadem
(p) test
normalnym

. dziewczynki |16| 0,026 nie Mann-
Wiek [lata] chiopcy | 6 | 0,257 tak Whitney (MW)
dziewczynki 16| 0,137 tak t-Student'a

BMI [kg/m?2] chiopcy | 6| 0,471 tak (t-test)
dziewczynki|16| 0,976 tak t-Student'a

BMI SDS chiopcy | 6| 0,633 tak (t-test)
wsk. Cole'a |dziewczynki|16| 0,936 tak t-Student'a

[bezwgl.] chtopcy | 6 | 0,325 tak (t-test)

dziewczynki 16| 0,000 nie Mann-
TSH [uiU/mi] chtopcy | 6 | 0,406 tak Whitney (MW)
dziewczynki|16| 0,723 tak t-Student'a

T4 [ng/d] chtopcy | 6| 0,575 tak (t-test)
dziewczynki| 16| 0,758 tak t-Student'a

T3 [pg/mi] chiopcy | 6| 0,177 tak (t-test)

dziewczynki 16| 0,003 nie Mann-
TRAD [IU7] chtopcy | 6| 0,179 tak Whitney (MW)

dziewczynki| 16| 0,000 nie Mann-
ATG [IU/ml] chtopcy | 6 | 0,000 nie Whitney (MW)

dziewczynki 16| 0,000 nie Mann-
ATPO [IU/mi] chtopcy | 6| 0,583 tak Whitney (MW)

IL-6 [pg/ml] dziewczynki 16| 0,000 nie Mann-
Pg chtopcy 6 0,001 nie Whitney (MW)
dziewczynki|16| 0,079 tak t-Student'a

TNF-a [pg/ml] chiopcy | 6 | 0,438 tak (t-test)
dziewczynki| 16| 0,280 tak t-Student'a

IL-18 [pg/mi] chopcy | 6| 0,461 tak (t-test)
dziewczynki 16| 0,286 tak t-Student'a

TRAIL [pg/ml] chiopcy | 6| 0,312 tak (t-test)
dziewczynki|16| 0,469 tak t-Student'a

OPG [pmol] chtopcy | 6| 0,476 tak (t-test)

sRANKL dziewczynki| 16| 0,000 nie Mann-
[pmol/I] chtopcy | 6 | 0,243 tak Whitney (MW)
sFasL [ng/m dziewczynki 15| 0,073 tak t-Student'a

g chtopcy | 4| 0,529 tak (t-test)

dzieci

W Tabeli 6 przedstawiono zastosowane testy normalnosci rozkfadu i istotno$ci réznic

W grupie dzieci z niedoczynnoscia tarczycy z podziatem ze wzgledu na pte¢:
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Tabela 6. Testy normalnosci rozktadu i istotnosci réznic wzgledem pici w grupie dzieci

Z niedoczynnoscig tarczycy

Grupa dzieci z niedoczynnoscia tarczycy -
testy normalnosci rozkladu / testy istotnosci réznic miedzy grupami
Shapiro-Wilk Réznice
A Zgodnosé
Grupa
up n Istotnos¢ 2 rozkladem Zastosowany
(P) test
normalnym
: dziewczynki|18| 0,913 tak t-Student'a
Wiek [latal] chtopcy | 4| 0,814 tak (t-test)
dziewczynki|18| 0,008 nie Mann-
BMI [kg/m2] chtopcy | 4| 0,650 tak Whitney (MW)
dziewczynki|18| 0,016 nie Mann-
BMISDS ™ chtopcy | 4 | 0,455 tak Whitney (MW)
wsk. Cole'a |dziewczynki|18| 0,082 tak t-Student'a
[bezwgl.] chtopcy | 4| 0,233 tak (t-test)
dziewczynki |18 | 0,000 nie Mann-
TSH [uit/mi] chtopcy |4 | 0,060 tak Whitney (MW)
dziewczynki| 18| 0,366 tak t-Student'a
T4 [ng/d] chiopcy | 4 | 0,926 tak (t-test)
dziewczynki|18| 0,974 tak t-Student'a
T3 [pg/mi] chiopcy |4 | 0,672 tak (t-test)
chtopcy 2 n.dot. n.dot.* Mann-
TRAD [IU] dziewczynki|14| 0,206 tak Whitney (MW)
dziewczynki|16| 0,000 nie Mann-
ATG [IU/ml] chiopcy | 4| 0,038 nie Whitney (MW)
dziewczynki|18| 0,000 nie Mann-
ATPO [IU/mi] chtopcy | 4| 0,001 nie Whitney (MW)
dziewczynki |18 | 0,000 nie Mann-
L6 lpg/mil ™ iopey | 4| 0,101 tak Whitney (MW)
TNF-a dziewczynki| 18| 0,000 nie Mann-
[pg/ml] chtopcy |4 | 0,031 nie Whitney (MW)
IL-18 dziewczynki|18| 0,000 nie Mann-
[pg/ml] chtopcy | 4| 0,245 tak Whitney (MW)
TRAIL dziewczynki | 18| 0,036 nie Mann-
[pg/ml] chiopcy | 4 | 0,065 tak Whitney (MW)
dziewczynki| 18| 0,627 tak t-Student'a
OPG [pmol] chiopcy | 4 | 0,783 tak (t-test)
SRANKL |dziewczynki|18| 0,000 nie Mann-
[pmol/I] chtopcy |4 | 0,933 tak Whitney (MW)
chtopcy 1 n.dot. n.dot.* Mann-
FasL | :
sFasL [ng/mll 4 iewczynki | 10| 0,698 tak Whitney (MW)

* dla licznosci n=1 i n=2 brak mozliwosci obliczenia statystyki, zatozono koniecznos¢

zastosowania testu nieparametrycznego
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W Tabeli 7 przedstawiono zastosowane testy normalnosci rozktadu i istotnosci réznic

w grupie kontrolnej z podziatem ze wzgledu na ptec:

Tabela 7. Testy normalnosci rozktadu i istotnosci roznic wzgledem ptci w grupie kontrolnej

Testy normalnosci rozkladu / testy istotnosci réznic miedzy grupami
Shapiro-Wilk Réznice
Pte¢ Istotnos¢ Zgodnosc Zastosowany
n z rozkladem
(p) test
normalnym
, dziewczynki| 11 | 0,098 tak t-Student'a
Wiek llata] - = ooy | 9 | 0,822 tak (t-test)
dziewczynki| 11 | 0,218 tak t-Student'a
BMI [kg/m?2] chiopcy | 9 | 0,353 tak (t-test)
dziewczynki| 11 | 0,301 tak t-Student'a
BMI SDS chtopcy 9 0,195 tak (t-test)
wsk. Cole'a |dziewczynki| 11| 0,384 tak t-Student'a
[bezwgl.] chtopcy | 9 | 0,494 tak (t-test)
dziewczynki| 11 | 0,008 nie Mann-
TSH [pIU/ml] chiopcy | 9 | 0,404 tak Whitney (MW)
dziewczynki| 11 | 0,516 tak t-Student'a
fT4 [ng/d] chtopcy 9 0,995 tak (t-test)
dziewczynki| 11 | 0,874 tak t-Student'a
T3 [pg/ml] chiopcy | 9 | 0,328 tak (t-test)
dziewczynki| 4 0,900 tak t-Student'a
TRAD [IU] chtopcy | 3| 0,637 tak (t-test)
dziewczynki| 11 | 0,222 tak Mann-
ATG [IU/ml] chtopcy | 9 | 0,041 nie Whitney (MW)
dziewczynki| 11 | 0,046 nie Mann-
ATPO [IU/mi] chtopcy 9 0,007 nie Whitney (MW)
IL-6 [pg/mi] dziewczynki| 11 | 0,144 tak Mann-
Pg chiopcy | 9 | 0,000 nie Whitney (MW)
TNF-a dziewczynki| 11 | 0,001 nie Mann-
[pg/ml] chtopcy | 9 | 0,017 nie Whitney (MW)
IL-1B dziewczynki| 11| 0,003 nie Mann-
[pg/ml] chiopcy | 9 | 0,458 tak Whitney (MW)
TRAIL dziewczynki| 11 | 0,026 nie Mann-
[pg/mi] chtopcy | 9 | 0,212 tak Whitney (MW)
dziewczynki| 11 | 0,975 tak Mann-
OPG [pmolll = iopey | 9 | 0,030 nie Whitney (MW)
SRANKL dziewczynki| 11 | 0,241 tak t-Student'a
[pmol/l] chtopcy | 9 0,101 tak (t-test)
sFasL [ng/ml] dziewczynki| 7 0,363 tak t-Student'a
¢ chiopcy | 8 | 0,142 tak (t-test)
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Struktura ptci w badanych grupach dzieci

Strukture pici oraz licznosci badanych grup przedstawiono w Tabeli 8 i na wykresie

stupkowym (Wykres 1).

Tabela 8. Struktura ptci badanych grup (Chi-kwadrat p=0,16)

Pieé )
, , Ogoébtem
dziewczynki | chtopcy
Liczebnos¢ 16 6 22
hiperT % z Grupa 72, 7% 27,3% | 100,0%
% z Ple¢ 35,6% 31,6% | 34,4%
% z Ogoétem 25,0% 9,4% 34,4%
Liczebnos¢ 18 4 22
Grupa hipoT % z Grupa 81,8% 18,2% | 100,0%
% z Pte¢ 40,0% 21,1% | 34,4%
% z Ogoétem 28,1% 6,3% 34,4%
Liczebnos¢ 11 9 20
kontrola % z Grupa 55,0% 45,0% | 100,0%
% z Pte¢ 24,4% 47,4% | 31,3%
% z Ogétem 17,2% 14,1% | 31,3%
Liczebnos¢ 45 19 64
Ogétem % z Grupa 70,3% 29,7% | 100,0%
% z Ple¢ 100,0% 100,0% | 100,0%
% z Ogoétem 70,3% 29,7% | 100,0%

Wykres stupkowy

20

Liczebnosé

hiperT

hipoT
Grupa

kontrola

Wykres 1. Struktura ptci badanych grup — wykres stupkowy

Plec

M dziewczynki
M chiopey
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Pomimo wiekszego odsetka dziewczynek w badanych grupach nie stwierdzono

istotnego zwigzku miedzy badang grupa, a strukturg pitci — mozna stwierdzi¢, ze badane

grupy posiadajg poréwnywalng strukture (Chi-kwadrat p=0,16). Jest to korzystne z punktu

widzenia analizy statystycznej.

Zestawienie wynikéw badanych parametréw i wykonanych oznaczen w grupach dzieci

z nadczynnoscia i niedoczynnoscia tarczycy oraz w grupie kontrolnej

Statystyki opisowe badanych grup pacjentow przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Zestawienie wynikbw badanych grup dzieci

Grupa | n |Srednia| SD Mediana| IQR |Minimum |Maksimum
hiperT [22| 12,68 | 4,62 14,75 | 7,09 3,17 18,11
Wiek [lata] | hipoT |22 | 11,39 | 2,68 11,30 | 3,80 6,68 15,99
kontrola | 20 | 11,57 | 4,86 12,72 8,63 1,99 18,00
hiperT |22 | 18,25 | 3,42 18,21 5,49 13,43 25,25
BMI [kg/m2] | hipoT [22| 19,18 | 4,54 18,69 5,45 13,43 33,69
kontrola | 20 | 18,17 | 3,50 17,29 6,98 13,40 24,61
hiperT [22| -0,38 | 1,05 -0,28 1,26 -2,17 1,97
BMISDS | hipoT |22| 0,33 1,54 0,30 2,04 -1,74 4,96
kontrola [ 20 | -0,17 | 1,04 -0,55 1,29 -1,61 1,91
wskaznik | hiperT [22| 0,95 0,13 0,96 0,17 0,71 1,24
Cole'a hipoT | 22| 1,05 0,22 1,05 0,28 0,77 1,62
[bezwgl.] |kontrola|20| 0,97 0,14 0,92 0,15 0,78 1,29
hiperT |22 | 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,03
TSH [plU/mI] | hipoT |22 | 46,76 | 47,59 | 37,34 | 17,69 5,35 220,00
kontrola | 20 | 2,28 0,99 2,42 1,52 1,20 4,67
hiperT |22 | 4,24 1,06 4,22 1,72 2,26 6,00
fT4 [ng/dl] | hipoT |22 | 0,54 0,31 0,61 0,52 0,00 1,09
kontrola| 20 | 1,03 0,12 1,05 0,17 0,86 1,26
hiperT [22| 19,01 | 5,30 20,21 6,07 5,92 26,50
fT3 [pg/ml] | hipoT |22 | 2,10 0,97 2,28 1,27 0,01 3,99
kontrola | 20 | 2,70 0,56 2,72 0,63 1,11 3,47
hiperT |22 | 24,05 | 20,76 | 16,75 | 24,60 4,20 87,30
TRAb [IU/I] | hipoT |16 | 0,69 0,35 0,65 0,60 0,30 1,50
kontrola| 7 | 0,51 0,31 0,50 0,50 0,00 0,90
hiperT |22 | 426,51 | 649,85 | 101,50 | 552,48 | 9,00 2141,00
ATG [IU/mI] | hipoT |20 | 533,75 | 770,25 | 124,00 | 589,45 | 33,70 2000,00
kontrola |20 | 18,90 | 9,41 20,00 | 4,50 0,00 36,00
hiperT |22 [2280,18 |1080,42 | 3000,00 |1536,75| 15,00 3000,00
[?LLFr’nCI’] hipoT | 22 | 2597,41| 912,93 | 3000,00 | 111,50 | 163,00 | 3000,00
kontrola |20 | 13,80 | 12,52 | 10,00 | 29,25 0,00 30,00
hiperT |22 | 1,96 1,79 1,60 0,04 0,39 9,18
IL-6 [pg/ml] | hipoT |22 | 2,09 2,13 1,60 0,07 0,39 11,10
kontrola | 20 | 1,40 0,53 1,56 0,37 0,12 2,48
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Grupa | n |Srednia| SD Mediana| IQR |Minimum |Maksimum
hiperT | 22| 10,44 | 831 | 13,63 | 1528 | 0,00 28,51
[;gm‘] hipoT | 22| 19,57 | 31,95 | 1508 | 21,94 | 0,00 143,44
kontrola | 20 | 6,43 | 7.26 | 006 | 12,81 | 0,00 17,75
hiperT | 22| 1,45 | 067 | 1,39 | 127 | 026 2,68
[rIJIEJ_/:nﬁ] hipoT | 22| 258 | 1,80 | 216 | 087 | 0,11 9,53
kontrola | 20 | 1,48 | 0,70 | 1,88 | 104 | 0,1 2,38
hiperT | 22| 97,15 | 39,05 | 88,06 | 51,81 | 52,31 | 21534
[;z/An'ﬁ] hipoT |22 | 69,08 | 46,61 | 62,43 | 4231 | 5,90 208,85
kontrola | 20 | 68,55 | 53,28 | 60,66 | 44,63 | 1,04 194,59
hiperT | 22| 448 | 2,01 | 468 | 286 | 1,17 8,30
[p?npocfll] hipoT | 22| 3.79 | 1.28 | 3,77 | 1,79 | 1,60 6,37
kontrola| 20 | 3,02 | 1,17 | 3,00 | 198 | 1.6 5,51
hiperT | 22| 0,39 | 058 | 020 | 033 | 0,00 2,10
SRANKL |
ol |hipoT [22] 038 | 045 | 023 | 035 | 000 2,10
kontrola| 20 | 0,27 | 0,34 | 0,09 | 048 | 0,00 1,21
hiperT | 19| 0,14 | 007 | 014 | 009 | 0,00 0,25
[i';";‘;']] hipoT | 11| 027 | 011 | 026 | 014 | 0,11 0,50
kontrola| 15| 0,09 | 0,10 | 0,06 | 015 | 0,00 0,34

Statystyki opisowe wykonanych badan w grupie dzieci z nadczynnoscia tarczycy

podzielonej na podgrupy ze wzgledu na pte¢ przedstawiono w ponizszej Tabeli 10:
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Tabela 10. Zestawienie wynikéw grupy dzieci z nadczynnoscig tarczycy, podziat pod

wzgledem pfci

Ple¢ n |Srednia| SD Mediana IQR Min. Maks.
. dziewczynki| 16 | 11,95 4,87 13,94 8,48 3,17 17,66

Wiek [lata]
chtopcy 6 | 14,62 3,50 16,01 5,86 8,79 | 18,11
dziewczynki| 16 | 18,41 3,77 17,30 6,64 13,43 | 25,25
BMITkaim2] = ooy | 6 | 17.81 | 2.45 | 1857 | 3.80 | 13,60 | 20,38
BMI SDS dziewczynki| 16 | -0,19 1,13 -0,11 1,61 -2,17 1,97
chtopcy 6 | -0,88 0,59 -0,85 1,18 -1,72 | -0,24
wsk. Cole'a |dziewczynki|16 | 0,98 0,14 0,99 0,22 0,75 1,24
[bezwgl ] chtopcy 6 | 0,88 0,10 0,90 0,16 0,71 0,97
dziewczynki| 16 | 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,03
TSH [plU/mi] chiopcy | 6 | 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 | 0,01
T4 [ng/dI] dziewczynki| 16 | 4,09 0,98 4,03 1,77 2,26 5,51
chtopcy 6 | 4,63 1,23 4,52 2,35 2,83 6,00
dziewczynki | 16 | 17,91 5,51 19,10 7,93 592 | 26,50

fT3 [pg/ml]
chtopcy 6 | 21,95 3,58 20,63 6,86 17,68 | 26,42
TRAb [IU/l] dziewczynki| 16 | 24,64 22,65 16,75 22,00 4,20 87,30
chiopcy 6 | 22,48 16,35 20,70 33,68 5,70 41,70
ATG [IU/mI] dziewczynki| 16 | 415,77 | 600,76 112,00 747,65 9,00 |2000,00
chtopcy 6 | 455,17 | 830,43 | 101,50 | 690,50 | 45,00 |2141,00
ATPO dziewczynki | 16 | 2395,63|1122,21| 3000,00 | 1094,25| 15,00 |3000,00
[IU/mI] chtopcy 6 |1972,33| 983,98 | 2037,50 | 1945,25 | 529,00 |3000,00
dziewczynki| 16 | 1,75 0,83 1,60 0,04 1,10 4,85

IL-6 [pg/ml]
chiopcy 6 2,53 3,30 1,60 2,79 0,39 9,18
TNF-a dziewczynki| 16 | 10,68 8,88 13,63 15,39 0,00 28,51
[pg/ml] chtopcy 6 9,81 7,27 10,14 12,58 0,00 18,23
IL-18 dziewczynki| 16 | 1,45 0,71 1,34 1,29 0,26 2,68
[pg/ml] chtopcy 6 1,45 0,61 1,59 1,02 0,69 2,38
TRAIL dziewczynki| 16 | 90,66 30,18 85,89 47,45 52,31 | 150,74
[pg/ml] chtopcy 6 | 114,46 | 56,39 102,43 85,35 61,66 | 215,34
OPG dziewczynki| 16 | 4,48 2,03 4,68 2,70 1,17 8,30
[pmol/l] chtopcy 6 4,48 2,17 4,21 3,59 2,14 7,78
sRANKL |dziewczynki|16 | 0,49 0,66 0,32 0,47 0,00 2,10
[pmol/l] chfopcy | 6 | 0,13 0,13 0,10 0,21 0,01 | 0,36
sFasL dziewczynki| 15| 0,14 0,08 0,14 0,09 0,00 0,24
[ng/ml] chtopcy | 4 | 0,14 0,08 0,12 0,14 0,06 | 0,25

Statystyki opisowe wykonanych badah w grupie dzieci z niedoczynnoscia tarczycy

podzielonej na podgrupy ze wzgledu na pte¢ przedstawiono w ponizszej w Tabeli 11.
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Tabela 11. Zestawienie wynikéw — grupa dzieci z niedoczynnoscig tarczycy, podziat pod

wzgledem pfci

Ple¢ n |Srednia| SD Mediana| IQR Min. Maks.
Wiek [lata] dziewczynki| 18| 11,88 | 2,62 11,69 | 3,99 | 6,72 | 15,99
chtopcy | 4| 9,18 1,88 9,42 353 | 6,68 | 11,20
dziewczynki| 18| 19,21 4,66 19,44 5,45 13,43 33,69
BMITkg/m2] = opcy | 4 | 19.01 | 461 | 1834 | 849 | 14.12 | 2524
BMI Sps | dziewczynki| 18| 0,27 1,54 0,32 2,06 | -1,74 | 4,96
chtopcy | 4| 0,58 1,72 0,19 312 | -1,06 | 3,00
wsk. Cole'a |dziewczynki|18| 1,03 0,21 1,05 0,29 | 0,77 1,62
[bezwgl.] chtopcy |4 | 1,11 0,25 1,03 0,45 0,90 1,48
dziewczynki| 18| 41,96 | 49,26 | 31,29 | 23,66 | 5,35 | 220,00
TSH [ulU/mi] chtopcy | 4 | 68,36 | 36,63 | 70,00 | 64,92 | 33,44 | 100,00
£74 [ng/d] dziewczynki| 18| 0,55 0,33 0,61 0,55 | 0,00 1,09
chtopcy | 4| 0,51 0,26 0,53 0,50 | 0,19 0,79
¢T3 [pg/ml] dziewczynki | 18| 2,07 0,98 2,25 1,27 | 0,01 3,99
chiopcy | 4| 2,21 1,06 2,31 1,96 | 0,81 3,40
dziewczynki| 14| 0,74 0,34 0,80 0,45 | 0,30 1,50
TRAD [IUA] chtopcy | 2| 0,30 - 0,30 - 0,30 0,30
ATG [IU/MI] dziewczynki | 16 | 505,74 | 762,37 | 107,50 | 590,95 | 33,70 | 2000,00
chiopcy | 4 | 645,75 | 911,34 | 262,00 |1504,25| 59,00 | 2000,00
ATPO dziewczynki | 18 | 2628,78 | 902,84 | 3000,00 | 111,50 | 163,00 | 3000,00
[IU/ml] chiopcy | 4 |2456,25|1087,50 | 3000,00 |1631,25 | 825,00 | 3000,00
dziewczynki| 18| 2,23 2,34 1,60 019 | 0,39 | 11,10

IL-6 [pg/mlI]
chiopcy | 4 | 1,50 0,31 1,60 0,52 | 1,05 1,74
TNF-a dziewczynki |18 | 22,06 | 34,78 | 15,08 | 22,55 | 0,00 | 143,44
[pg/ml] chtopcy | 4| 8,38 9,44 8,49 16,45 | 0,00 | 16,56
IL-1B8 dziewczynki| 18| 2,73 1,89 2,16 091 | 1,23 9,53
[pg/ml] chtopcy | 4| 1,90 1,25 2,31 2,23 | 0,11 2,87
TRAIL dziewczynki| 18| 69,94 | 50,94 | 56,80 | 50,43 | 5,90 | 208,85
[pg/ml] chtopcy | 4 | 6521 | 21,89 | 74,06 | 36,89 | 32,90 | 79,84
OPG dziewczynki| 18| 3,74 1,25 3,64 1,76 | 1,60 6,37
[pmol/l] chtopcy | 4| 3,98 1,60 4,20 3,00 | 1,84 5,69
SRANKL |dziewczynki|18| 0,42 0,48 0,36 0,37 | 0,00 2,10
[pmol/l] chiopcy | 4| 0,16 0,07 0,15 0,13 | 0,09 0,24
sFasL dziewczynki| 10| 0,27 0,12 0,26 0,17 0,11 0,50
[ng/ml] chiopcy |1 | 0,27 - 0,27 - 0,27 0,27

Statystyki opisowe wykonanych badan w grupie kontrolnej podzielonej na podgrupy

ze wzgledu na pte¢ przedstawiono ponizej w Tabeli 12.
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Tabela 12. Zestawienie wynikow — grupa kontrolna, podziat pod wzgledem pici

Pteé n |Srednia| SD |Mediana| IQR | Min. | Maks.
Wiek [latal dziewczynki|11| 13,10 | 4,14 | 14,70 | 7,31 | 6,41 | 18,00
chiopcy |9 | 9,70 |525| 912 |9,72| 1,99 | 17,13
dziewczynki|11| 18,86 | 3,77 17,93 | 8,12 | 14,49 | 24,61
BMITkg/m2] = opey | 9 | 17.34 | 3.15 | 16.42 | 554 | 13.40 | 22,31
BMI SDS  |9Ziewczynki|11]| -010 | 113 | -0,58 | 1,66 |-1,61| 184
chtopcy 9| -0,26 | 099 | -0,52 127 |-136| 1,91
wsk. Cole'a |dziewczynki|11| 0,98 | 0,16 | 092 | 0,22 | 0,78 | 1,29
[bezwgl.] chtopcy 9 0,96 | 0,12 0,92 0,15 | 0,78 1,19
dziewczynki|11| 1,97 0,90 1,48 1,65 | 1,20 3,69
TSH [plU/mi] chiopcy |9 | 267 |1,00| 249 |1,28]| 137 | 4,67
dziewczynki|11| 1,01 | 0,13 | 1,01 |021| 0,86 | 1,26
frang/dll I Hiopey 19| 1,06 | 010| 1,06 | 016 | 090 | 1,23
73 [pg/mi] dziewczynki|11| 2,63 | 040 | 256 | 044 | 1,88 | 3,46
chiopcy | 9| 278 |0,72| 292 |0,82]| 1,11 | 3,47
dziewczynki| 4 | 0,43 | 0,33 | 045 | 0,63 | 0,00 | 0,80
TRAD [1U] chiopcy | 3| 063 |0,31| 0,70 - 1030 | 0,90
dziewczynki|11| 18,45 [12,33| 20,00 |23,00| 0,00 | 36,00
ATG [1U/mi] chiopcy | 9 | 19,44 | 445 | 20,00 | 3,50 | 9,00 | 25,00
ATPO dziewczynki|11| 10,91 [10,81| 8,00 |15,00| 0,00 | 30,00
[IU/ml] chiopcy | 9 | 17,33 |14,17| 25,00 |30,00| 0,00 | 30,00
dziewczynki|11| 1,45 | 058 | 1,60 | 0,99 | 0,48 | 2,48

IL-6 [pg/ml]
chiopcy | 9| 1,34 |048| 156 |0,36| 0,12 | 1,60
TNF-a dziewczynki|11| 5,61 | 7,51 | 0,38 |14,59| 0,00 | 16,71
[pg/ml] chfopcy |9 | 742 | 7,27 | 11,04 |12,81| 0,00 | 17,75
IL-1B dziewczynki|11| 1,52 0,71 1,88 0,72 | 0,01 2,06
[pg/ml] chtopcy |9 | 1,44 [0,73| 1,77 |1,15| 0,18 | 2,38
TRAIL dziewczynki|11| 62,95 |51,40| 67,74 |49,82| 1,04 | 194,14
[pg/ml] chtopcy | 9 | 75,40 |57,81| 46,34 |79,52| 9,35 | 194,59
OPG dziewczynki|11| 3,31 [ 096 | 331 |120| 1,65 | 4,81
[pmol/l] chiopcy | 9| 266 |136| 1,89 |19 | 1,46 | 5,51
sRANKL |dziewczynki|11| 0,43 | 0,40 0,41 0,60 | 0,00 1,21
[pmol/l] chtopcy |9 | 0,08 |[008| 005 |0,13| 0,00 | 0,24
sFasL dziewczynki| 7 | 0,12 | 0,12 | 0,08 | 0,18 | 0,00 | 0,34
[ng/ml] chtopcy |8 | 007 |007| 006 |010]| 0,00 | 0,21
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Histogramy rozkladu czestosci badanych parametréw i wykonanych oznaczen w

grupach dzieci - wykresy

Rozktady badanych parametréw i wykonanych oznaczen przedstawiono na
ponizszych histogramach. Zastosowano identyczne skale pomiarowe i zakresy dla kazdego
oznaczenia w trzech grupach (hiperT, hipoT, kontrolna) celem tatwego poréwnania
rozktadéw zmiennej. Relacje obserowanych wartosci do zakresow prawidtowych zawarto w

komentarzach. Histogramy przedstawiajg rowniez krzywg rozktadu badanych zmiennych.

6 Wykres 2. Histogram wieku
Srednia= 12,68 . .. . .
OdehStd. = 4,619 W grupie dzieci z nadczynnoscig

s N=

tarczycy.
4 Brak zgodnosci z rozktadem
g \ normalnym (Shapiro-Wilk
& 37 E
(8]

\\ p=0,011).
| 3 3
" / 2

3 1 1
0 -'T"/
0 2 4 -] -] 10 12 14 16 18 20
Wiek [lata]
Wykres 3. Histogram wieku
S 1, w grupie dzieci
61 N=22 7 grup
/ Z niedoczynnoscig tarczycy.
Rozktad zgodny z rozktadem
g 4 normalnym (Shapiro-Wilk
8 - p=0,755).
5
2+ 4 4
0 T /I \

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Wiek [lata]
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Wykres 4. Histogram wieku
w grupie kontrolnej.
Rozkfad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,126).

Wykres 5. Histogram BMI
W grupie dzieci z nadczynnoscig
tarczycy.
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk p=0,33).

Wykres 6. Histogram BMI
W grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk p=0,012).
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Wykres 7. Histogram BMI
w grupie kontrolnej.
Rozktad zgodny z rozktadem

normalnym (Shapiro-Wilk p=0,084).

Wykres 8. Histogram BMI-SDS
w grupie dzieci z nadczynnoscig
tarczycy. U n=1 pacjentki (4,5%)
stwierdzono niedobdr masy ciata tj. BMI
ponizej dwdch odchylen standardowych
od sredniej dla wieku (BMI-SDS= -
2,17). Przewazajgca czesc¢ pacjentéw
miata BMI-SDS ponizej wartosci
Sredniej dla wieku (n=17). Rozktad
zgodny z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p=0,889).

Wykres 9. Histogram BMI-SDS
w grupie dzieci z niedoczynnosciag,
tarczycy. U dwojga pacjentéw - jednej
dziewczynki i jednego chtopca -
stwierdzono otytos¢, tj. BMI-SDS > 2 (3;
4,96). Przewazajgca czes$¢ pacjentow
miata BMI-SDS powyzej wartosci
Sredniej dla wieku (n=13). Brak
zgodnosci z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p=0,019).
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Wykres 10. Histogram BMI-SDS
w grupie kontrolnej.

U wszystkich pacjentow stwierdzono
prawidtowg mase ciata przyjmujac
kryterium BMI-SDS, ktére miescito sie
w zakresie (-2; 2). Brak zgodnosci z
rozktadem normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,037).

Wykres 11. Histogram wskaznika
Cole’a w grupie dzieci

z nadczynnoscig tarczycy. Wedtug
kryterium wskaznika Cole’a u n=2 (9%)
dzieci mozna rozpoznac wyniszczenie
(<0,75), u n=5 dzieci (23%) niedowage
(0,75-0,89); u n=12 (54,5%) prawidtowg

mase ciata (0,9-1,09); u n=2 (9%)

nadwage (1,1-1,19) i u 1 pacjenta
(4,5%) otytos¢ (>1,2). Rozktad zgodny
z rozktadem normalnym (Shapiro-Wilk

p=0,94).

Wykres 12. Histogram wskaznika
Cole’a w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy. Wedtug
kryterium wskaznika Cole’a u n=7 dzieci
(32%) mozna rozpoznac¢ niedowage
(0,75-0,89); u n=8 (36%) prawidtowg
mase ciata (0,9-1,09); u n=3 (14%)
nadwage (1,1-1,19) i u n=4 pacjentéw
(18%) otytos¢ (>1,2). Rozktad
granicznie zgodny z rozktadem

normalnym (Shapiro-Wilk p=0,061).
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Wykres 13. Histogram wskaznika
Cole’a w grupie kontrolnej. Wedtug
kryterium wskaznika Cole’a u n=7 dzieci
(35%) mozna rozpoznac¢ niedowage
(0,75-0,89); u n=10 (50%) prawidtowg
mase ciata (0,9-1,09); u n=1 (5%)
nadwage (1,1-1,19) i u n=2 dzieci (10%)
otytos¢ (>1,2). Rozktad zgodny z
rozktadem normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,1).

Wykres 14. Histogram
stezenia TSH w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.

U wszystkich pacjentow(100%)
stwierdzono ekstremalng
supresje TSH — stezenie bliskie
0 plU/ml.

Brak zgodnosci rozkfadu
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p<0,001).

Wykres 15. Histogram
stezenia TSH w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy.

U wszystkich pacjentow
(100%) stwierdzono stezenia
powyzej gornej granicy normy

tj. 4,67 plU/ml, w tym wartosci
ekstremalnie wysokie. Brak
zgodno$ci rozkfadu z
rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p<0,001).
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Wykres 16. Histogram stezenia
TSH w grupie kontrolnej.

U wszystkich pacjentow (100%)
stwierdzono prawidtowe
stezenia TSH w zakresie 0,49-
4,67 plU/ml.

Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p=0,023).

Wykres 17. Histogram stezenia fT4
W grupie dzieci
Z nadczynnoscig tarczycy.

U wszystkich pacjentow (100%)
stwierdzono podwyzszone stezenia
fT4, powyzej gérnej granicy normy

wynoszgcej 1,85 ng/dl. Rozktad

zgodny
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,817).

Wykres 18. Histogram stezenia
fT4 w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy.

U n=16 (64%) pacjentéw
stwierdzono obnizone stezenia fT4
(<0,71 ng/dl), u pozostatych n=8
(36%) stezenia byty w dolnej
granicy normy (0,71 ng/ml).
Rozktad zgodny
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,387).
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Wykres 19. Histogram stezenia fT4
w grupie kontrolnej.

U wszystkich dzieci stezenia fT4
byty prawidtowe (0,71-1,85 ng/dl).
Rozktad zgodny
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,599).

Wykres 20. Histogram stezenia fT3
W grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.

U wszystkich pacjentow
stwierdzono stezenia znacznie
powyzej gornej granicy normy

wynoszacej 3,48 pg/ml,

obserwowano rowniez liczne wyniki
ekstremalnie wysokie.
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk p=0,304).

Wykres 21. Histogram stezenia fT3
w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy.

U n=5 (23%) dzieci stwierdzono
stezenia obnizone (<1,45 pg/ml), a
u pozostatych n=17 (77%)
prawidtowe (1,45 - 3,48 pg/ml).
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk p=0,961).
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Wykres 22. Histogram stezenia
fT3 w grupie kontrolnej.

U wszystkich dzieci stwierdzono
prawidtowe stezenia fT3 (1,45 -
3,48 pg/ml).

Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,434).

Wykres 23. Histogram stezenia
TRAb w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy.

U wszystkich pacjentow
stwierdzono dodatnie (>1,5 U/)
stezenia TRAb, w tym stezenia

ekstremalnie wysokie.

Brak zgodnosci rozktadu

z rozktadem normalnym

(Shapiro-Wilk p=0,002).

Wykres 24. Histogram stezenia
TRADb w grupie dzieci

Z niedoczynnoscig tarczycy,
oznaczenia wykonano u n=16
dzieci. U n=2 (12,5%) stezenia
TRADb byty watpliwe (1-1,5 U/l),
u pozostatych n=14 ujemne (<1
U/l; 87,5%). Rozktad granicznie
zgodny z rozkladem normalnym

(Shapiro-Wilk p=0,052).
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Wykres 25. Histogram stezenia
TRADb w grupie kontrolnej,
oznaczenia wykonano u n=7
dzieci, u wszystkich uzyskano
wyniki ujemne (<1 U/l).
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,88).

Wykres 26. Histogram stezenia
ATG w grupie dzieci
Z nadczynnoscig tarczycy.

U wszystkich pacjentow
stwierdzono podwyzszone
stezenia ATG (>60 IU/ml), w tym
wartosci ekstremalnie wysokie.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).

Wykres 27. Histogram stezenia
ATG w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy
(oznaczono u n=20 dzieci).

U n=5 (25%) stwierdzono
wartosci (<60 IU/ml), u
pozostatych (n=15; 75%) —
wartosci (>60 IU/ml), w tym
ekstremalnie wysokie. Brak
zgodno$ci rozkfadu
Z rozkladem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).
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Wykres 28. Histogram stezenia
ATG w grupie kontrolnej.

U wszystkich dzieci stwierdzono
wartosci prawidtowe (<60 [U/ml).
Brak zgodnosci rozktadu
z rozkladem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,027).

Wykres 29. Histogram stezenia
ATPO w grupie dzieci
Z nadczynnoscig tarczycy.
U n=21 (95,5%) stwierdzono
podwyzszone stezenie (>60
[U/ml), natomiast u 1 dziecka
(4,5%) - (<60 IU/mlI).
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).

Wykres 30. Histogram stezenia
ATPO w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy.

U wszystkich dzieci stwierdzono
podwyzszone stezenie (>60
IU/ml), w tym przewazajgce

wartosci ekstremalnie wysokie.

Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).

83



Czestosé

Czestosé

Czestosé

250
Srednia = 13,80
OdchStd. = 12,522
N=20
200
150
100
50—
l20
v T T I | T I |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
ATPO [IU/mI]
20
Srednia= 1,96
OdchStd. = 1,793
N=22
16
10
18
5_/ ]
0 - 1 [
| | | I 1 I T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
IL6 [pg/mi]
20
Srednia=2,09
OdchStd. = 2,131
N=22
15
10
16
5]
//\
2 ]2 [
0 T T T T T T T T

IL-6 [pgiml]

Wykres 31. Histogram stezenia
ATPO w grupie kontrolnej.

U wszystkich dzieci
stwierdzono stezenia (<60
[U/ml). Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p<0,001).

Wykres 32. Histogram stezenia
IL-6 w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p<0,001).

Wykres 33. Histogram stezenia
IL-6 w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci rozkfadu
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p<0,001).
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Wykres 34. Histogram stezenia
IL-6 w grupie kontrolnej.
Brak zgodnosci rozkfadu

z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,006).

Wykres 35. Histogram stezenia
TNF-a w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,042).

Wykres 36. Histogram stezenia
TNF-a w grupie dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci rozkfadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).
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Wykres 37. Histogram stezenia
TNF-a w grupie kontrolnej.
Brak zgodnosci rozkfadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,023).

Wykres 38. Histogram stezenia
IL-1B w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.
Rozktad zgodny
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,357).

Wykres 39. Histogram stezenia
IL-18 w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci rozktadu z
rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).
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Wykres 40. Histogram stezenia IL-
18 w grupie kontrolnej.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,008).

Wykres 41. Histogram stezenia
TRAIL w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.
Brak zgodnosci rozkfadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,014).

Wykres 42. Histogram stezenia
TRAIL w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,016).
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Wykres 43. Histogram stezenia
TRAIL w grupie kontrolnej.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p=0,012).

Wykres 44. Histogram stezenia
OPG w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,207).

Wykres 45. Histogram stezenia
OPG w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy.
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,777).
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Wykres 46. Histogram stezenia
OPG w grupie kontrolne;.
Rozktad zgodny z rozktadem
normalnym (Shapiro-Wilk
p=0,256).

Wykres 47. Histogram stezenia
SRANKL w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).

Wykres 48. Histogram stezenia
SRANKL w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy.
Brak zgodnosci rozktadu z
rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).
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Wykres 49. Histogram stezenia
SRANKL w grupie kontrolne;.
Brak zgodnosci rozktadu
z rozktadem normalnym (Shapiro-
Wilk p<0,001).

Wykres 50. Histogram stezenia
sFasL w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy
(oznaczenie wykonano u n=19
dzieci). Rozktad zgodny
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p=0,226).

Wykres 51. Histogram stezenia
sFasL w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
(oznaczenie wykonano u n=11
dzieci). Rozktad zgodny
z rozktadem normalnym
(Shapiro-Wilk p=0,549).
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6 Wykres 52. Histogram stezenia
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Histogramy czestosci badanych parametréow i wykonanych oznaczen - oméwienie

Wiek pacjentéw w grupie z nadczynnoscig tarczycy miescit sie w zakresie od 3 do 18
lat, w grupie z niedoczynno$cig tarczycy od 6 do 15 lat, a w grupie kontrolnej od 2 do 18 Iat.
Zaréwno w grupie kontrolnej, jak i z nadczynnoscig tarczycy najwiecej, tji. n=6 dzieci
stwierdzono w przedziale 14-16 lat; w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy najliczniejszy
byt przedziat wieku 10-12 lat (Wykresy 2-4). Najwyzszg mediane wieku (14,8 lat) stwierdzono
w grupie z nadczynno$cig tarczycy, najnizszg w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (11,3 lat),
w grupie kontrolnej mediana wieku wyniosta 12,7 roku (Tabela 9).

Stan odzywienia pacjentdw oceniono przy pomocy nastepujgcych parametrow:
wskaznika masy ciata BMI, standaryzowanego BMI, tj. BMI-SDS (Standard Deviation Score)
oraz wskaznika Cole’a. W grupie dzieci z nadczynnosciag tarczycy BMI ksztattowato sie od
13,4 do 25,3 kg/m? BMI-SDS od -2,17 do 1,97, a wskaznik Cole’a od 71% do 124%.
W grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy BMI miescito sie w zakresie 13,4 do 33,7 kg/m?
(wartos¢ maksymalna sposréd wszystkich badanych grup), BMI-SDS -1,74-4,96, a wskaznik
Cole’a 77-162%. W grupie kontrolnej obserwowano wartosci BMI pomiedzy 13,4 a 24,6
kg/m?, BMI-SDS -1,61 a 1,91 i wskaznika Cole’a w zakresie 78—129%. Najwyzszg mediane
BMI i BMI-SDS stwierdzono w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (kolejno 18,7 kg/m?i 0,3),
najnizszg w grupie kontrolnej (kolejno 17,3 kg/m?i -0,6), w grupie z nadczynno$cig tarczycy
mediana BMI wyniosta 18,2 kg/m?, a mediana BMI-SDS -0,3 . Najwyzszg $rednig wskaznika
Cole’a odnotowano réwniez w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (105%), najnizszg w grupie
kontrolnej (92%), posrednig warto$¢ stwierdzono w grupie z nadczynnoscia tarczycy (96%)
(Tabela 9).
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W odniesieniu do wartosci prawidtowych BMI-SDS i wskaznika Cole’a mozna poczynic¢

nastepujgce obserwacje co do badanych grup:

1.

3.

W grupie z nadczynnoscia tarczycy u n=1 pacjentki (4,5%) stwierdzono niedobor
masy ciafa tj. BMI ponizej dwdch odchylen standardowych od sSredniej dla wieku
(BMI-SDS=-2,17). Przewazajaca czes¢ pacjentow miata BMI-SDS ponizej wartosci
Sredniej dla wieku (n=17). Natomiast wedtug kryterium wskaznika Cole’a u n=2 (9%)
dzieci mozna rozpozna¢ wyniszczenie (<0,75), u n=5 dzieci (23%) niedowage (0,75-
0,89); un=12 (54,5%) prawidtowg mase ciata (0,9-1,09); u n=2 (9%) nadwage (1,1-
1,19) i u 1 pacjenta (4,5%) otyto$¢ (>1,2) (Wykresy 5, 8, 11, Tabela 9).

. W grupie z niedoczynnoscia tarczycy u dwojga pacjentéw - jednej dziewczynki

i jednego chiopca - stwierdzono otytos¢, tj. BMI-SDS >2 (3; 4,96). Przewazajgca
czes$é pacjentow miata BMI-SDS powyzej wartosci sredniej dla wieku (n=13). Wedtug
kryterium wskaznika Cole’a u n=7 dzieci (32%) mozna rozpozna¢ niedowage (0,75-
0,89); u n=8 (36%) prawidtowg mase ciata (0,9-1,09); u n=3 (14%) nadwage (1,1-
1,19) i u n=4 pacjentow (18%) otytos¢ (>1,2) (Wykresy 6, 9, 12, Tabela 9).

W grupie kontrolnej u wszystkich pacjentéw stwierdzono prawidtowg mase ciata
przyjmujac kryterium BMI-SDS, ktére miescito sie w zakresie (-2; 2). Wedtug
kryterium wskaznika Cole’a u n=7 dzieci (35%) mozna rozpozna¢ niedowage (75-
89%); u n=10 (50%) prawidtowg mase ciata (90-109%); u n=1 (5%) nadwage (110-
119%) i u n=2 dzieci (10%) otytos¢ (>120%) (Wykresy 7, 10, 13, Tabela 9).

Parametry hormonalnej (stezenie TSH, fT3, fT4) i autoimmunologicznej (przeciwciata

TRADb, ATG i ATPO) funkcji tarczycy wykazywatly znaczne zréznicowane w zaleznosci od

badanej grupy dzieci - stanu nadczynnosci, niedoczynnosci tarczycy i eutyreozy:

1.

W grupie dzieci z nadczynnoscia tarczycy u wszystkich (n=22, 100%) dzieci
stwierdzono ekstremalng supresje TSH (stezenia w zakresie 0—0,03 plU/ml, znacznie
ponizej dolnej granicy normy rownej 0,49 ulU/ml). Stwierdzono takze podwyzszone
stezenie fT4 (u 100% pacjentéw w zakresie 2,26—6,0 ng/dl, powyzej goérnej granicy
normy réwnej 1,85 ng/dl). Podobnie zaobserwowano znacznie podwyzszone stezenie
fT3 (u 100% dzieci w przedziale 5,92-26,5 pg/ml, rowniez powyzej gornej granicy
normy wynoszacej 3,48 pg/ml). Stwierdzono réwniez dodatnie stezenie TRAb u
(100%, >1,5 U/l) oraz znacznie podwyzszone stezenie ATG u (100%, >60 1U/ml).
Natomiast podwyzszone stezenie przeciwciat ATPO (>60 1U/ml) w badanej grupie z
nadczynnoscig tarczycy obserwowano u 95,5% dzieci (n=21) a u jednego pacjenta
(n=1; 4,5%) w tej grupie stezenie ATPO bylo prawidtowe. Mediana stezenia TSH w
tej grupie wyniosta 0 pulU/ml i byta to najnizsza mediana wsrdd trzech grup badanych

dzieci. Srednie stezenie fT4 wynosito 4,24 ng/dl (najwyzsze z obserwowanych), a
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Srednie stezenie fT3 byto réwna 19,01 pg/ml (réwniez najwyzsze wsrdd badanych
grup pacjentow). Mediana stezenia TRAb byta rowna 16,75 U/l (i byta najwyzsza).
Mediana stezenia ATG wynosita 101,5 1U/ml (i byta wartoscig posredniag, pomiedzy
mediang stezenia w grupie z nadczynnoscig tarczycy i kontrolng). Natomiast mediana
stezenia ATPO wynoszaca 3000 IU/ml (stanowita warto$¢ najwyzsza w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy, réwng wartosci ATPO oznaczonej w grupie dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy.) (Wykresy 14, 17, 20, 23, 26. 29; Tabela 9).

. W grupie z niedoczynnoscia tarczycy u wszystkich badanych (100%) stwierdzono

podwyzszone stezenie TSH (w przedziale 5,35-220 ulU/ml, powyzej gornej granicy
zakresu referencyjnego 4,67 plU/ml). U n=16 (64%) pacjentow stwierdzono obnizone
stezenie fT4 (<0,71 ng/dl), u pozostatych n=8 (36%) stezenie byto w dolnej granicy
zakresu (0,71 ng/dl). U n=5 (23%) dzieci stwierdzono obnizone stezenie fT3 (<1,45
pg/ml), a u pozostatych n=17 (77%) w zakresie (1,45-3,48 pg/ml). Stezenie
przeciwciat TRAb u n=14 (87,5%) dzieci byto ujemne (<1 U/l), a u pozostatych (n=2,
12,5%) byto watpliwe - mieszczace sie w szarej strefie (1 -1,5 U/l). U n=15 dzieci
(75%) w grupie z niedoczynnoscig tarczycy stwierdzono podwyzszone (>60 IU/ml)
stezenie przeciwciat ATG — w tym ekstremalnie wysokie > 2000 1U/ml, a u n=5 dzieci
(25%) stwierdzono prawidtowe stezenie ATG(<60 IU/ml). U wszystkich dzieci
stwierdzono podwyzszone stezenie ATPO (100%, >60 IU/ml), w tym przewazajace
wartosci ekstremalnie wysokie >3000 IU/ml. (Wykresy 15, 18, 21, 24, 27. 30; Tabela
6). Mediana stezenia TSH w tej grupie wyniosta 37,34 ulU/ml (i byta najwyzszg
obserwowang mediang w badanych grupach), natomiast $rednie stezenie fT4 rowne
0,54 ng/dl (byto najnizsze wsréd badanych grup i ponizej zakresu referencyjnego).
Srednie stezenie fT3 wyniosto 2,1 pg/ml (réwniez bylo najnizsze ze $rednich w
badanych grupach). Mediana stezenia TRAb w grupie dzieci z niedoczynnoscig
tarczycy wynosita 0,65 U/l (byta to wartos¢ posrednia mediany), natomiast mediana
stezenia ATG=124 IU/ml (byta najwyzsza mediang w badanych grupach dzieci), oraz
mediana stezenia ATPO 3000 IU/ml (réowniez stanowita warto$¢ najwyzsza, rowng

wartosci w grupie z nadczynnoscig) (Wykresy 15, 18, 21, 24, 27. 30; Tabela 9).

. W grupie kontrolnej wszystkie badane parametry hormonalne (stezenie TSH, fT3,

fT4,) oraz immunologiczne (przeciwciata TRAb, ATG i ATPO) miescity sie w zakresie
referencyjnym. Mediana stezenia TSH w tej grupie wyniosta 2,42 plU/ml (stanowita
wartos¢ posrednig), $rednie stezenie fT4=1,03 ng/dl (stanowito wartos¢ posrednia),
srednie stezenie fT3=2,7 pg/ml (réwniez byta wartoscig posrednig), mediana stezenia
TRAb=0,5 U/l (byta najnizsza mediang), mediana stezenia ATG=20 IU/ml (réwniez

najnizsza obserwowana), oraz mediana stezenia ATPO=10 IU/ml (réwniez byla
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najnizszg mediang obserwowang w badanych grupach dzieci.) (Wykresy 16, 19, 22,
25, 28, 31; Tabela 9).

Stezenia oznaczanych cytokin

Stezenie IL-6 w grupie dzieci z nadczynno$cig tarczycy miescito sie w zakresie: 0,39—
9,18 pg/ml. W grupie z niedoczynnoscig tarczycy obserwowano stezenie IL-6 w zakresie od
0,39 do 11,1 pg/ml (wartos¢ maksymalna) a w grupie kontrolnej stezenie IL-6 miescito sie
od 0,12 do 2,48 pg/ml. We wszystkich badanych grupach przedziat stezenia IL-6 (1-2 pg/ml)
byt najbardziej liczny. Mediany stezenia IL-6 w grupie nadczynnos$cig i niedoczynnoscig
tarczycy byly rownie (1,6 pg/ml), najnizszg mediane zaobserwowano w grupie kontrolnej
(1,56 pg/ml) (Wykresy 32-34,Tabela 9).

Stezenie TNF-a w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy wynosito od 0 do 28,51
pg/ml, a w grupie z niedoczynnoscig tarczycy od 0 do 143,44 pg/ml (maksimum) oraz w
grupie kontrolnej od 0 do 17,75 pg/ml. W grupie z nadczynnoscig tarczycy przedziaty 0-10 i
10-20 pg/ml byty réwnoliczne (n=10; 45,5%), w grupach z niedoczynnoscig tarczycy i
kontrolnej najliczniejszy byt przedziat 0-10 pg/ml (kolejno n=9; 40,9% i n=11; 50%).
Najwyzsza mediane stezenia stwierdzono w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (15,08
pg/ml), a najnizszg w grupie kontrolnej (0,96 pg/ml), natomiast w grupie z nadczynnoscig

tarczycy mediana stezenia TNF-a wyniosta 13,63 pg/ml (Wykresy 35-37, Tabela 9).

Obserwowane stezenie IL-1f w grupie dzieci z nadczynnos$cig tarczycy miescito sie
w zakresie: 0,26—-2,68 pg/ml, w grupie z niedoczynnoscig tarczycy w zakresie: 0,11-9,53
pg/ml (maksimum) i w grupie kontrolnej: 0,01 (minimum) — 2,38 pg/ml. Przedziat (2-3 pg/ml)
osiggat maksymalng liczno$¢ w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (n=9; 40,9%). W grupach
z nadczynnoscig tarczycy i kontrolnej najliczniejszy byt przedziat o nizszym stezeniu (1-2
pg/ml), (kolejno n=9; 40,9% i n=10; 45,5%). Najwyzsza mediane stezenia stwierdzono
w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (2,16 pg/ml), najnizsza mediane, co ciekawe, w grupie
Z nadczynnoscig tarczycy (1,39 pg/ml), natomiast w grupie kontrolnej mediana stezenia IL-1

wyniosta 1,88 pg/ml ( i byta wartoscig posrednia). (Wykresy 38-40, Tabela 9).

Stezenie TRAIL w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy ksztattowato sie w zakresie
od 52,31 do 215,34 pg/ml (maksimum), w grupie z niedoczynnoscia tarczycy w zakresie: 5,9
— 208,85 pg/ml, natomiast w grupie kontrolnej od 1,04 (minimum) do 194,59 pg/ml. W grupie
dzieci z nadczynnoscig tarczycy najliczniejszym przedziatem stezenia TRAIL byt przedziat
(50-75 pg/ml), (n=8; 36,4%). W grupie dzieci z niedoczynnoscig maksymalne, réwnoliczne
przedziaty to: (25-50, 50-75, 75-100 pg/ml,) w sumie u n=15 (68,2%) dzieci. Natomiast w
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grupie kontrolnej najliczniejszy przedziat stezenia TRAIL to (25-50 pg/ml), (n=8; 40%).
Najwyzszg mediane stezenia TRAIL stwierdzono w grupie z nadczynnoscig tarczycy (88,06
pg/ml), najnizszg w grupie kontrolnej (60,66 pg/ml), a w grupie z niedoczynnoscig tarczycy
mediana stezenia TRAIL wyniosta 62,43 pg/ml (Wykresy 41-43, Tabela 9).

Stezenie OPG w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy miescito sie w zakresie od
1,17 (minimum) do 8,3 pmol/l (maksimum). W grupie z niedoczynnoscig tarczycy stezenie
OPG wynosito od 1,6 do 6,37 pmol/l, a w grupie kontrolnej od 1,46 do 5,51 pmol/l.
Najliczniejszym przedziatem w grupie z nadczynnoscig tarczycy byt przedziat (2-3 pmol/l),
(n=6; 27,3%). Natomiast w grupach dzieci z niedoczynnoscig tarczycy i w kontrolnej byt to
przedziat (3-4 pmol/l), (kolejno n=8; 36,4% i n=7; 35%). Najwyzsze Srednie stezenie OPG
stwierdzono w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy (4,48 pmol/l), najnizsze Srednie
stezenie w grupie kontrolnej (3,02 pmol/l). W grupie dzieci z niedoczynno$cig tarczycy

mediana stezenia OPG wyniosta 3,79 pmol/l (Wykresy 44-46, Tabela 9).

Stezenie SRANKL w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy ksztattowato sie od 0 do
2,1 pmol/l (maksimum), oraz w takim samym zakresie w grupie z niedoczynnoscig tarczycy:
od 0 do 2,1 pmol/l (rowniez maksimum). Natomiast w grupie kontrolnej zakres stezen
SRANKL byt nizszy i wynosit od 0 do 1,21 pmol/l. Najliczniejszym przedziatem stezenia
sRANKL we wszystkich grupach byt przedziat od 0 do 0,25 pmol/l, (n=12; 54,5% w grupach
Zz nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy i n=13; 65% w grupie kontrolnej). Najwyzszg
mediane stezenia sRANKL stwierdzono w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (0,23 pmol/l),
najnizszg w grupie kontrolnej (0,09 pmol/l), a w grupie z nadczynnoscig tarczycy mediana
stezenia sSRANKL wyniosta 0,2 pmol/l (Wykresy 47-49, Tabela 9).

Stezenie sFasL w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy ksztattowato sie od 0
(minimum) do 0,25 ng/ml. W grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy byt to zakres od 0,11
do 0,5 ng/ml (maksimum), natomiast w grupie kontrolnej od 0 do 0,34 ng/ml. W grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy najliczniejszym przedziatem stezenia sFasL byt przedziat (0,1-
0,15 ng/ml), (n=7; 36,8%), a w grupie z niedoczynnoscig tarczycy przedziat 0,25-0,3 ng/ml,
(n=4; 36,3%). Natomiast w grupie kontrolnej najwiecej wynikéw znalazto sie w zakresie 0—
0,05 ng/ml, (n=6; 40%). Najwyzszgq mediane stezenia sFasL stwierdzono w grupie dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy (0,26 ng/ml), najnizszg w grupie kontrolnej (0,06 ng/ml), w grupie z
nadczynnoscig tarczycy mediana stezenia sFasL wyniosta 0,14 ng/ml. (Wykresy 50-52,
Tabela 9).
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4.2. Poréwnanie badanych parametrow w badanych grupach dzieci - réznice i
korelacje

Roéznice badanych parametrow z uwzglednieniem podziatu na pteé w grupach dzieci

Zz nadczynnoscia i niedoczynnoscia tarczycy oraz w grupie kontrolnej

Réznice w grupie dzieci z nadczynnoscia tarczycy w zaleznosci od pici przedstawiono
w Tabeli 13.
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Tabela 13. Zestawienie istotnosci réznic w grupie dzieci z nadczynnoscig

w zaleznosci od pici

tarczycy

Plec¢ n | Srednia | Mediana is:;ﬁﬁg{éé
ot 5 0
owraa et 13 s | 2| e
BMI SDS dz;\;chzz; ‘ 166 :8:;2 :8:;; pigfigtzrfs)
wskaznik Cole'a |dziewczynki|16| 098 | 0,99 (t-test) /
[bezwgl.] chiopcy | 6 | 0,88 0,90 p=0,11 (ns)
TS UM 6 001 T 000 | =055 (19
Mg T 46s | 452 | o)
g Bl e o0 | e
(B se] e e oy
ATe UM 451y | 10150 | p056 (n9
o |Emeoni 10 st oo ooy
oo [Emeoniel 15 [ is0 | qwny
TNE g oar | 1014 | p-0sa(ng
IL-18 [pg/ml] dzlmcng; & 166 132 123 pz(g,tggtzr{s)
TRAIL [pg/ml] dzle;]\;\;c;é/; : 166 19104266 18052'?493 pig}gitzr;)
oropmn (B S i bon,
SRANKL [pmalt]_ | 030 | p-otns)
e 09m) | “Giopey 14 | 014 | oi2 | pnains

Stwierdzono brak istotnych roznic otrzymanych wynikow pomiedzy dziewczynkami i

chtopcami w grupie z nadczynnoscig tarczycy, co jest korzystne z punktu widzenia analizy

statystycznej (reprezentatywnos¢ grupy).
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Réznice w grupie dzieci z niedoczynnoscia tarczycy w zaleznosci od pici

przedstawiono w ponizszej Tabeli 14.

Tabela 14. Zestawienie roznic w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy w zaleznosci od

ptci

i chtopcami w grupie z niedoczynnoscig tarczycy.

Ple¢ n | Srednia | Mediana i s;?r?;/éé

Wiek [lata] dzﬂfgg; X 148 191,’1888 191,;1629 p=(g,t6e$tgr{s)

M kgim2l - I50r | s34 | p08 (9
BMI SDS dzﬁ‘ff:g;k' 148 8:52-,; gjfé p=(0|\,/IE\3A7/)(:IS)

wskaznik Cole'a | dziewczynki | 18 | 1,03 1,05 (t-test) /
[bezwgl ] chiopcy | 4 | 1,11 | 1,03 |p=054(ns)

TSH Uy AW 18488 | A N s
T4 [ng/d] dszsg;ki = 8:? 8:291, p(zt[)t,egs&{s)

Mafpgim) A8 ey

TRAb [IU/]] dz'ceh\ffng; L 124 8:;3 8:28 ng\,/l;/\zl)(és)

ATG um) K3 o ot
o i 18 s o | oy
IL-6 [pg/ml] dzﬁf::g; < 148 ié(s; 128 p:(ol\,/lgg)(ils)

TNF-a [pg/ml] dz;eh\;\/ocpzél; a 148 282”3086 185,’4098 p:(OI\,/IX\?/)(:IS)
IL-1B [pg/ml] dzli‘f(’f:g;ki 148 jf,f; ;;2 pz(gl,\évznls)
e S e AN
OPG [pmolll dzleh‘ff:é’;ki 148 2:;3 f{jﬁé pz(g,t$zslt2r:s)
st o [ B 36|04z | o36 |
o e [Emmm [l 0 oz | amnr

Stwierdzono réwniez brak istotnych réznic wynikéw pomiedzy dziewczynkami
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W grupie kontrolnej nie stwierdzono istotnych rdznic wartosci analizowanych
zmiennych ze wzgledu na pte¢ poza roznicg stezenia SRANKL — obserwowano istotnie
wyzsze stezenie u dziewczat (Srednio 0,43 pmol/l) w poréwnaniu do chtopcow (srednio 0,08

pmol/l; p=0,015). Wyniki przedstawiono w ponizszej Tabeli 15 i na Wykresie 53.

Tabela 15. Istotno$¢ réznic w grupie kontrolnej w zaleznosci od pici

Ple¢ n | Srednia | Mediana is;[)ﬁg/éé
Wiek [latal dzi\;\f:g; “I's 193:’7100 19%’1720 020,12 (05)
ourom S 0068 | e
Tl e
wsk. Cole'a  |dziewczynki| 11| 0,98 0,92 (t-test) /
[bezwgl.] chtopcy [ 9| 0,96 | 092 | p=0,66 (ns)
TSH [uIU/ml] dz;iﬁ‘:;g; . 191 ;2; ;:ig p=(()'\,/IZ\LA6/)(:1$)
T4 [ng/dI dz;i\;vocng;ki 191 18615 18(13 . :(;[)tgésltz rfs)
fT3 [pg/ml] dzliﬁfgy” . 191 ;32 332 p:(B',t?Ztirfs)
om0 085 | vy
ATG U | ey (9 | 19.4 | 7000 | =087
srvomy Bk i 0ot ot | w1
oo [Emmmilis e 1 | noy
INF-o [pg/ml] dz;er]\;\;c:é/;ki 191 ig; 101,33084 p:(ol\,/ls\;/z)(:] o
LB gl [ et T 177 | p-orong
roa oo 1 s s oy
crcipmon | Hesconiinl a1 | sn | w1
SRANKL [pmol/] dZiceh‘;‘;C:g;ki 191 8:32 gzgé ngjgef;’(g*)
s g || 7| 012 | 000 | v
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p=0,015

95% PU sRANKL [pmolfl]

T
dziewezynki chiopey
Pleé

Wykres 53. Roznica stezenia sRANKL w grupie kontrolnej pomiedzy dziewczynkami
i chtopcami (test t-Student’a; p=0,015)

Réznice badanych parametréw i wykonanych oznaczen w grupach dzieci z

nadczynnoscia i niedoczynnoscia tarczycy oraz w grupie kontrolnej

Przeanalizowano istotno$¢ réznic badanych parametrow miedzy badanymi grupami,

podsumowanie zamieszczono w ponizszej Tabeli 16.
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Tabela 16. Zestawienie istotnosci réznic wynikdéw miedzy grupami dzieci

Test post-hoc

Grupa | n |Srednia|Mediana is;(iito/s'é (Kruskal-Wallis: test Dunn’a /
ANOVA: test Newman’a-Keuls’a)
hiperT | 22| 12,68 | 14,75 - \
Wiek [0 K-w/ N
llata] ipoT |22 | 11,39 11,30 p=0,31
kontrola | 20 | 11,57 | 12,72 (ns) ﬁ
hiperT | 22| 18,25 | 18,21 - N
BMI [0 KW/ \
hipoT |22 | 19,18 18,69 p=0,8
[kg/m2]
kontrola| 20 | 18,17 | 17,29 WSS
hiperT |22| -0,38 | -0,28 - N
o 1P W N
SpS hipoT |22 | 0,33 0,30 p=0,31
kontrola| 20 | -0,17 | -0,55 (ns) k
wskaznik |_hiperT [22] 0,95 | 0,96 | ANOVA/ Q
Cole'a | hipoT (22| 1,05 1,05 p=0,15
[bezwgl.] [kontrola| 20| 0,97 | 0,92 (ns) N
TSH hiperT | 22| 0,01 0,00 K-W / hipoT vs. hiperT: p<0,001 (s***)
[ulU/mi] hipoT |22 | 46,76 37,34 | p<0,001 hipoT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
H kontrola| 20 | 2,28 2,42 (s***) hiperT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
T4 hiperT |22 | 4,24 4,22 | ANOVA/ | hipoT vs. hiperT: p<0,001 (s***)
[ng/dI] hipoT |22 | 0,54 0,61 p<0,001 hipoT vs. kontrola: p<0,05 (s*)
¢ kontrola | 20 | 1,03 1,05 (s**%) hiperT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
3 hiperT | 22| 19,01 | 20,21 | ANOVA/| hipoT vs. hiperT: p<0,001 (s***)
[bg/mi] hipoT |22 | 2,10 2,28 p<0,001 hipoT vs. kontrola: p>0,05 (ns)
P9 kontrola | 20 | 2,70 2,72 (s***) hiperT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
TRAD hiperT | 22| 24,05 16,75 K-W / hipoT vs. hiperT: p<0,001 (s***)
/] hipoT | 16| 0,69 0,65 p<0,001 hipoT vs. kontrola: p>0,05 (ns)
kontrola| 7 0,51 0,50 (s***) hiperT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
ATG hiperT |22 | 426,51 | 101,50 K-W / hipoT vs. hiperT: p>0,05 (ns)
[Iu/mi] hipoT |20 | 533,75 | 124,00 | p<0,001 hipoT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
kontrola | 20 | 18,90 | 20,00 (s**) hiperT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
ATPO hiperT | 22 |12280,18 | 3000,00 | K-w / hipoT vs. hiperT: p>0,05 (ns)
[Iu/mi] hipoT |22 |2597,41| 3000,00 | p<0,001 hipoT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
kontrola | 20 | 13,80 | 10,00 (s**%) hiperT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
L6 hiperT [22| 1,96 1,60 KW / w
. hipoT 22| 2,09 1,60 p=0,48
[pg/ml]
kontrola| 20| 1,40 | 1,56 (NS) RN
hiperT | 22| 10,44 | 13,63 - N
TNF-a h.p ~ KW/ \
[pg/ml] ipoT 19,57 15,08 | p=0,067
kontrola | 20 | 6,43 0,96 (ns) %
IL-1p hiperT |22 1,45 1,39 K-W / hipoT vs. hiperT: p<0,01 (s**)
[og/ml] hipoT |22 | 2,58 2,16 p=0,002 hipoT vs. kontrola: p<0,05 (s*)
P9 kontrola | 20 | 1,48 1,88 (s**) hiperT vs. kontrola: p>0,05 (ns)
TRAIL hiperT | 22| 97,15 88,06 K-W / hipoT vs. hiperT: p<0,05 (s*)
[og/ml] hipoT | 22| 69,08 62,43 | p=0,013 hipoT vs. kontrola: p>0,05 (ns)
kontrola | 20 | 68,55 | 60,66 (s¥) hiperT vs. kontrola: p<0,05 (s*)
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) Test / Test post-hoc
Grupa | n |Srednia|Mediana istotnosé (Kruskal-Wallis: test Dunn’a /
ANOVA: test Newman’a-Keuls’a)
OPG hiperT | 22| 4,48 4,68 | ANOVA/ hipoT vs. hiperT: p>0,05 (ns)
[omol/l] hipoT |22 | 3,79 3,77 p=0,013 hipoT vs. kontrola: p>0,05 (ns)
P kontrola | 20 | 3,02 3,00 (s¥) hiperT vs. kontrola: p<0,01 (s**)
hiperT [22| 0,39 | 0,20 - N
SRANKL [P KW/ \
hipoT | 22| 0,38 0,23 p=0,33
[pmol/l]
kontrola| 20| 0,27 | 0,09 GOSN
sFasl hiperT |19 | 0,14 0,14 K-W / hipoT vs. hiperT: p<0,05 (s*)
[ng/mi] hipoT |11 | 0,27 0,26 p<0,001 hipoT vs. kontrola: p<0,001 (s***)
9 kontrola | 15| 0,09 0,06 (s™%*) hiperT vs. kontrola: p>0,05 (ns)

Nie stwierdzono istotnych réznic wieku oraz parametréw stanu odzywienia: BMI, BMI-
SDS i wskaznika Cole’a miedzy grupami z nadczynnoscig, niedoczynnoscig tarczycy
i kontrolng (kolejno test Kruskal'a-Wallis’a p=0,31, p=0,8, p=0,31 i ANOVA dla wskaznika
Cole’a p=0,15).

Stwierdzono istotne statystycznie réznice (p<0,001) wszystkich parametréw
hormonalhych: TSH, fT4, fT3 i wyktadnikédw immunologicznych: TRAb, ATG i ATPO miedzy
badanymi grupami. Wszystkie z powyzszych obserwowanych réznic sg bezposrednio
zwigzane z przeciwstawnymi, ekstremalnymi stanami hormonalnymi nadczynno$ci i
niedoczynnosci tarczycy w poréwnaniu do grupy kontrolnej i potwierdzajg prawidtowy dobor

pacjentow do grup badanych. Obserwowane réznice przedstawiono na Wykresach (54-59).

- Wykres 54. Réznice stezenia TSH
miedzy badanymi grupami
200-] (test Dunn’a:
hipoT vs. hiperT: p<0,001/ s***),
= 150 voo1 hipoT vs. kontrola: p<0,001 / s***),
5 p<0,
2 hiperT vs. kontrola: p<0,001 / s***)
¥ 100 *
p<0,001 p<0,001
50
---------------- ?——-----------3734
ofogj====me========S=------- - === - - 249
hip:erT hip‘oT kon:‘.rola
Grupa
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Grupa
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=]
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2
g
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p<0,001
200
p<0,001
€L ns
oo o T . — - - - o5
T T T
hiperT hipoT kontrola
Grupa

Wykres 55. Réznice stezenia fT4
miedzy badanymi grupami (test
Newman’a-Keuls’a:
hipoT vs. hiperT: p<0,001 / s***,
hipoT vs. kontrola: p<0,05 / s*,
hiperT vs. kontrola: p<0,001 / s***)

Wykres 56. Rdéznice stezenia fT3
miedzy badanymi grupami
(test Newman’a-Keuls’a:
hipoT vs. hiperT: p<0,001 / s***,
hipoT vs. kontrola: p>0,05 / ns,
hiperT vs. kontrola: p<0,001 / s***)

Wykres 57. Réznice stezenia TRAb
miedzy badanymi grupami
(test Dunn’a:
hipoT vs. hiperT: p<0,001 / s***,
hipoT vs. kontrola: p>0,05 / ns,
hiperT vs. kontrola: p<0,001 / s***)
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25007 Wykres 58. Roznice stezenia ATG
% miedzy badanymi grupami
20007 ’ ° (test Dunn’a:

hipoT vs. hiperT: p>0,05 / ns,

= 1500 - .
5 hipoT vs. kontrola: p<0,001 / s***,
o i . *kk
% 000 hiperT vs. kontrola: p<0,001 / s***)
p<0,001
|
500
ns p<0,001
Ll e bl = defelepelsfepelet el {1
hlpIerT hiploT kontlrola
Grupa
S I e . T T 3000} Wykres 59. Réznice stezenia
2500- . ATPO miedzy badanymi grupami
. (test Dunn’a:
2000 hipoT vs. hiperT: p>0,05/ ns,
= p<0.001 hipoT vs. kontrola: p<0,001 / s***,
= 1500
E hiperT vs. kontrola: p<0,001 / s***)
1000
5001 p<0,001
o+—————-— —_ - - = = o ——— —
hipIerT hipIoT konll:rola
Grupa

Stezenie TSH w grupie z niedoczynno$cig tarczycy (mediana 37,34 plU/ml) byto
wyzsze i réznito sie bardzo istotnie statystycznie od stezenia TSH w grupie z nadczynnoscig
tarczycy (mediana O plU/ml; p<0,001) oraz od stezenia TSH w grupie kontrolnej (mediana
2,42 plU/ml; p<0,001). Stezenie TSH w grupie kontrolnej i z nadczynnoscig tarczycy rowniez
réznito sie w bardzo istotny sposéb pomiedzy obiema grupami (p<0,001) (Wykres 54).

Analizujac stezenie fT4 w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy stwierdzono wyzsze
stezenie fT4 (Srednia 4,24 ng/dl), niz w grupie kontrolnej (Srednia 1,03 ng/dl; p<0,001) i
grupie dzieci z niedoczynnos$cig tarczycy (sSrednia 0,54 ng/dl; p<0,001). Rdznice te byly
bardzo istotne statystycznie. Podobnie stezenie fT4 pomiedzy grupg kontrolng a grupg dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy réznito sie w istotny sposob (p<0,05) (Wykres 55).
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Najwyzsze stezenie fT3 stwierdzono w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy
(Srednia 19,01 pg/ml), byto wyzsze i roznito sie bardo istotnie statystycznie od stezenia w
grupach: z niedoczynno$cig tarczycy (srednia 2,1 pg/ml; p<0,001) i kontrolnej (Srednia 2,7
pg/ml; p<0,001). Natomiast stezenie fT3 w grupie z niedoczynnoscig tarczycy nie roznito sie

istotnie od stezenia w grupie kontrolnej (p>0,05) (Wykres 56).

Stezenie TRAb w grupie z nadczynnoscig tarczycy (mediana 16,75 IU/l) byto bardzo
wysokie i znamiennie statystycznie wyzsze w porownaniu ze stezeniem w grupie z
niedoczynnoscig tarczycy (mediana 0,65 1U/I; p<0,001) oraz stezeniem w grupie kontrolne;j
(mediana 0,5 IU/I; p<0,001). Nie stwierdzono istotnych réznic miedzy stezeniem TRAb w

grupie z niedoczynno$cig tarczycy i kontrolnej (p>0,05) (Wykres 57).

Najwyzsze stezenie ATG stwierdzono w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (mediana
124 |U/ml), byto ono istotnie wyzsze niz stezenie ATG w grupie kontrolnej (mediana 20
IU/ml; p<0,001). Stezenie ATG w grupie dzieci z nadczynno$cig tarczycy (mediana 101,5
IlU/ml) byto réwniez istotnie wyzsze niz stezenie w grupie kontrolnej (p<0,001). Nie
stwierdzono istotnych roznic stezenia ATG miedzy grupami 2z nadczynnoscig

i niedoczynnoscig tarczycy (p>0,05) (Wykres 58).

Stezenie ATPO w grupach z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy (w obu
grupach mediana stezenia ATPO wyniosta 3000 IU/ml) byto wysoce istotne statystycznie
wyzsze od stezenia ATPO w grupie kontrolnej (mediana 10 1U/ml; p<0,001 dla obu réznic).
Stezenie ATPO w grupach z nadczynno$cig i niedoczynnoscig nie réznito sie istotnie miedzy
sobg (p>0,05) (Wykres 59).

Poddano analizie stezenie oznaczonych cytokin: IL-6, TNF-a, IL-18, TRAIL,
OPG, sRANKL i sFasL w grupach dzieci z nadczynnoscia, niedoczynnoscia tarczycy i

w grupie kontrolnej

Nie stwierdzono istotnych réznic stezen IL-6, TNF-a i SRANKL miedzy badanymi
grupami dzieci (test Kruskal’a-Walis’a; kolejno p=0,48, p=0,067 i p=0,33).

Stwierdzono natomiast bardzo znamienne statystycznie roznice stezenia cytokin: IL-
18 i sFasL (test Kruskal'a-Walis’a; kolejno p=0,002 i p<0,001) oraz istotne réznice stezenia
TRAIL (test Kruskala-Walis’a; p=0,013) i OPG (ANOVA; p=0,013), pomiedzy badanymi

grupami dzieci, co przedstawiono na ponizszych Wykresach (60-63).
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Wykres 60. Rdznice stezenia IL-13
miedzy badanymi grupami
(test Dunn’a:
hipoT vs. hiperT: p<0,01 / s**,
hipoT vs. kontrola: p<0,05 / s*,
hiperT vs. kontrola: p>0,05 / ns)

Wykres 61. Réznice stezenia
TRAIL miedzy badanymi grupami
(test Dunn’a:
hipoT vs. hiperT: p<0,05 / s*,
hipoT vs. kontrola: p>0,05 / ns,
hiperT vs. kontrola: p<0,05 / s*)

Wykres 62. Rdznice stezenia
OPG miedzy badanymi grupami
(test Newman’a-Keuls’a:
hipoT vs. hiperT: p>0,05/ ns,
hipoT vs. kontrola: p>0,05/ ns,
hiperT vs. kontrola: p<0,01 / s**)
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Ly Wykres 63. Réznice stezenia

sFasL miedzy badanymi grupami

i ’ (test Dunn’a:

pe " hipoT vs. hiperT: p<0,05 / s*,
% T = hipoT vs. kontrola: p<0,001 / s***,
E o S o I hiperT vs. kontrola: p>0,05 / ns)

, I p<0,001
______________ e
A7
fffffff i
0 T

T 1 T
hiperT hipoT kontrola

Grupa

Stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze stezenie IL-13 w grupie dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy (mediana 2,16 pg/ml) w poréwnaniu z grupg dzieci z
nadczynnoscig tarczycy (mediana 1,39 pg/ml); (p<0,01) i grupg kontrolng (mediana 1,88
pg/ml); (p<0,05). Nie stwierdzono istotnej roéznicy stezenia IL-18 miedzy grupg dzieci z

nadczynnoscig tarczycy i kontrolng (p>0,05) (Wykres 60).

Zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie TRAIL w grupie dzieci z nadczynnoscig
tarczycy (mediana 88,06 pg/ml) w poréwnaniu z grupg z niedoczynnoscig tarczycy (mediana
62,43 pg/ml; p<0,05) i kontrolng (mediana 60,66 pg/ml; p<0,05). Nie stwierdzono istotnej
roznicy stezenia TRAIL miedzy grupg z niedoczynnoscig tarczycy a kontrolng (p>0,05)

(Wykres 61).

Stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze stezenie OPG w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy ($rednia 4,48 pmol/l) w poréwnaniu z grupg kontrolng (Srednia
3,02 pmol/l; p<0,01). Nie stwierdzono istotnych roznic stezenia OPG miedzy grupq dzieci
z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy (Srednia 3,79 pmol/l; p>0,05) oraz

niedoczynnoscig tarczycy i kontrolng (p>0,05) (Wykres 62).

Zaobserwowano réwniez znamiennie statystycznie wyzsze stezenie sFasL w grupie
dzieci z niedoczynnoscig tarczycy (mediana 0,26 ng/ml) w poréwnaniu z grupg kontrolng
(mediana 0,06 ng/ml; p<0,001) oraz w stosunku do grupy dzieci z nadczynnoscig tarczycy
(mediana 0,14 ng/ml; p<0,05). Réznica stezenia sFasL w grupie dzieci z nadczynnoscig i

kontrolnej byta nieistotna statystycznie (p>0,05) (Wykres 63).
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Korelacje badanych parametréow i wykonanych oznaczen, w grupach dzieci

Zz nadczynnoscia i niedoczynnoscia tarczycy oraz w grupie kontrolnej

W kazdej z badanych grup (dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy oraz

kontrolnej) przeanalizowano korelacje nieparametryczne wybranych parametréw:

1. Korelacje stezenia badanych cytokin (IL-6, TNF-a, IL-1B8, TRAIL, OPG, sRANKL,
sFasL) miedzy sobg w grupach pacjentéw

2. Korelacje stezenia badanych cytokin (IL-6, TNF-a, IL-18, TRAIL, OPG, sRANKL,
sFasL) z wiekiem, parametrami stanu odzywienia (BMI, BMI-SDS, wskaznik Cole’a) i
parametrami hormonalnymi i immunologicznymi (stezenie TSH, fT4, fT3, TRADb, ATG,
ATPO).

Podsumowanie korelacji badanych cytokin miedzy sobg w grupach pacjentow przedstawiono

w ponizszej Tabeli 17.

Tabela 17. Korelacje nieparametryczne r-Spearman’a i ich istotnos¢ — badane cytokiny
w grupach: dzieci z nadczynnoscig tarczycy — kolor czerwony, dzieci z niedoczynnoscig
tarczycy — kolor zoétty, grupa kontrolna — kolor zielony (p<0,05 oznaczono * / p<0,01

0znaczono **)

IL-6 TNF-a IL1-B TRAIL OPG sSRANKL
[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] | [pg/ml] f[pmol/l] [pmol/l]
TNFa |1 [ 082 Ll
pomi) |p |
-1 [r| o [045 [-088 KAl
[pg/mi] |p o WW LISSIII IS
T R Y S NN 777/
[pg/ml] |p * A K
opG |r| 051 0,69 0,44 0,54 [l
[pmol/] |p|  * * * = YA,
SRANKL |r] 0,67 o 053 | 054 [Ziiii
[pmol/] |p *ox * XSS
sFasL |I] 0,54 0,72 0,61
(ng/mi] [p ns - ns ns - —
hiperT - czerwony | hipoT - zétty | kontrola - zielony

Poszczegdlne korelacje badanych cytokin w grupie dzieci z nadczynnoscia tarczycy

(Tabela 17: kolor czerwony) przedstawiono na ponizszych Wykresach (64-70)
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Wykres 64. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
IL-6 i TNF-a
w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy
r-Spearman’a=0,62 (p<0,01)

Wykres 65. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
TRAIL i TNF-a
W grupie dzieci
Z nadczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,43 (p<0,05)

Wykres 66. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
OPG i TNF-a
W grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,69 (p<0,01)
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Wykres 67. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
SRANKL i TNF-a

w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy
r-Spearman’a=0,67 (p<0,01)

Wykres 68. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
sFasL i TNF-a
w grupie dzieci
z nadczynno$cig tarczycy
r-Spearman’a=0,54 (p<0,05)

Wykres 69. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
OPGIiIL-6
W grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,51 (p<0,05)
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Wykres 70. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
OPG i sSRANKL
w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,54 (p<0,01)

Stwierdzono nastepujace istotne, dodatnie korelacje nieparametryczne: IL-6 i TNF-a
(r =0,62; p<0,01), TRAIL i TNF-a (r=0,43; p<0,05), OPG i TNF-a (r=0,69; p<0,01), SRANKL i
TNF-a (r=0,67; p<0,01), sFasL i TNF-a (r=0,54; p<0,05), OPG i IL-6 (r=0,51; p<0,05), OPG i

SRANKL (r=0,54; p<0,01). Zwraca uwage fakt, ze wszystkie stwierdzone istotne korelacje sg

dodatnie, co sugeruje ich synergistyczne dziatanie w nadczynnosci tarczycy — jednoczesny

wzrost ich stezen. Powyzszy profil korelacji cytokin jest specyficzny dla grupy badanych

dzieci z nadczynnoscig tarczycy — zadnej z siedmiu powyzszych istotnych korelacji nie

stwierdzono w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy ani w grupie kontrolnej.

Zaobserwowane korelacje badanych cytokin w grupie dzieci z niedoczynnoscia

tarczycy (Tabela 17: kolor zétty) przedstawiono na ponizszych Wykresach (71-75).
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Wykres 71. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
IL-1B i TNF-a
w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,45 (p<0,05)

Wykres 72. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
IL-18 1 OPG
w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,44 (p<0,05)

Wykres 73. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
TRAIL i OPG
w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,54 (p<0,01)
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Stwierdzono nastepujace istotne, dodatnie korelacje nieparametryczne w grupie
dzieci z niedoczynnoscig tarczycy: IL-1B i TNF-a (r=0,45; p<0,05), IL-1B i OPG (r=0,44;
p<0,05), OPG i TRAIL (r=0,54; p<0,01), sSRANKL i TRAIL (r=0,53; p<0,05), OPG i sFasL
(r=0,72; p<0,05). Podobnie jak w grupie z nadczynnoscig tarczycy stwierdzono dodatnie
korelacje, co sugeruje synergistyczne dziatania ww. cytokin w niedoczynnosci tarczycy — ich
jednoczesny wzrost stezenia, jednak obserwowany profil korelacji jest catkowicie inny — nie

stwierdzono zadnej wspolnej, istotnej korelacji w obu przeciwstawnych klinicznie grupach

pacjentow.

Korelacja IL-1B i TNF-a obserwowana w grupie kontrolnej jest rowniez istotna, ma
natomiast przeciwstawny, ujemny charakter (r=-0,58; p<0,01), odwrotnie niz w grupie
Z niedoczynnoscig tarczycy — wraz ze wzrostem stezenia IL-13 maleje stezenie TNF-a.
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IL1-b [pgiml]

sFasL [ng/ml]

W obu grupach obserwowana zaleznosc¢ jest istotnha, jednak w niedoczynnosci tarczycy
obserwuje sie odwrdcenie zaleznoéci w porownaniu do grupy kontrolnej (korelacja ujemna ->
dodatnia). Ponadto w grupie kontrolnej stwierdzono réwniez dodatnig zaleznosé sFaslL i
SRANKL (r=0,61; p<0,01). Obie istotne zaleznosci przedstawiono na ponizszych Wykresach
(761 77).

- Wykres 76. Ujemna korelacja
’ r-Spearman‘a= -0,58 (p<0,01) nieparametryczna
2,0— IL'1 B | TNF'G
w grupie kontrolnej
1,57 r-Spearman’a= -0,58 (p<0,01)
1,07
o
57 o
0 I
| I I I I
0 5 10 15 20
TNF-a [pgiml]
o Wykres 77. Dodatnia korelacja
r-Spearman‘'a=0,61 (p<0,01) nieparametryczna
° sFasL i SRANKL
3 . ,
w grupie kontrolnej
r-Spearman’a=0,61 (p<0,01)
2] ° °
Q
1 ® o
o [s]
o
0-| oo o
I I | I I I |
,00 20 40 60 .80 1,00 1,20
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Poza zmiang charakteru istotnej korelacji IL-1B i TNF-a w grupie kontrolnej nie
ujawniono innych istotnych korelacji stwierdzanych w grupach dzieci z nadczynnoscig

i niedoczynnoscig tarczycy, co potwierdza obserwacje, ze stwierdzone korelacje sg
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charakterystyczne dla stanéw patologicznych nadczynnoéci i niedoczynnosci tarczycy,

a ponadto ich profil pozwala réznicowac te stany miedzy sobg oraz z grupg kontrolna.

Przeanalizowano réwniez korelacje stezenia badanych cytokin (IL-6, TNF-a, IL-1j,
TRAIL, OPG, sRANK i sFasL) z wiekiem, stanem odzywienia (BMI, BMI-SDS, wskaznik
Cole’a) oraz parametrami hormonalnej i immunologicznej funkcji tarczycy (stezenie TSH,
fT4, fT3, TRAb, ATG i ATPO). Wyniki podsumowano w ponizszej Tabeli 18.

Tabela 18. Korelacje nieparametryczne r-Spearman’a i ich istotnos¢ — parametry stanu
odzywienia, tyreometaboliczne i badane cytokiny w grupach: dzieci z nadczynnoscig
tarczycy — kolor czerwony, dzieci z niedoczynnoscig tarczycy — kolor zétty, grupa kontrolna —

kolor zielony (p<0,05 oznaczono * / p<0,01 oznaczono **)

IL-6 TNF-a IL1-B TRAIL OPG SRANKL sFasL
[pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] [pg/ml] [pmol/l] | [pmol/l] [ng/ml]
Wiek [lata] % ns ns ns ns ns O’:W ns
BMI s ns ns ns ns ns ns
[kg/m2] |p
BMI SDS % ns ns ns ns ns ns O’fB
w.Cole'a | 1 ns ns ns ns ns ns ns
[bezwgl.] |p
TSH 1T s ns ns ns ns 0,51 ns
[uIlU/mI] |p *
fT4 [ng/dl] % ns ns ns 0’:18 O,il4 ns O’*SS ns
fT3 [pg/ml] % ns ns ns o,:19 ns O’*SZ ns
TRAD r 0,50
num  [pl ns ns ns ” ns ns ns
ATG r
numi - [p) ns ns ns ns ns ns ns
ATPO r 0,54 0,47 -0,50 0,46
numi [p ns ” . " ns . ns
hiperT - czerwony \ hipoT - zéity kontrola - zielony

Istotne statystycznie korelacje w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy

przedstawiono szczegotowo na ponizszych Wykresach (78-82).
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Wykres 81. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
SRANKL i ATPO
w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,46 (p<0,05)

Wykres 82. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
sFasL i BMI SDS

w grupie dzieci
z nadczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,46 (p<0,05)

stwierdzono nastepujgce istotne

korelacje: IL-B i ATPO (r=0,47; p<0,05), TRAIL i fT4 (r=0,48; p<0,05), TRAIL i TRAb (r=0,50;
p<0,01), SRANKL i ATPO (r=0,46; p<0,05) oraz sFasL i BMI-SDS (r=0,46; p<0,05). W

grupach dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy stwierdzono tylko jedng, wspolng

istotna, dodatnig korelacje: TRAIL i fT4 (w grupie z niedoczynnoscig tarczycy r=0,44,

p<0,05). Poza tym profile korelacji réznity sie i byty specyficzne dla wszystkich trzech

badanych grup.

szczegotowo na ponizszych Wykresach (83-88).

Istotne korelacje w grupie dzieci z niedoczynnoscia tarczycy przedstawiono
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Wykres 83. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
TNF-a i ATPO
w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,54 (p<0,01)

Wykres 84. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
TRAIL i fT4
w grupie dzieci
Z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,44 (p<0,05)

Wykres 85. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
TRAIL i fT3
W grupie dzieci
z niedoczynnos$cig tarczycy
r-Spearman’a=0,49 (p<0,05)
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Wykres 86. Ujemna korelacja
nieparametryczna
SRANKL i TSH
w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a= -0,51 (p<0,05)

Wykres 87. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
SRANKL i fT4
w grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,53 (p<0,05)

Wykres 88. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
SRANKL i fT3
W grupie dzieci
z niedoczynnoscig tarczycy
r-Spearman’a=0,52 (p<0,05)
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TRAIL [pgiml]

sRANKL [pmolil]

W grupie dzieci z niedoczynnos$cia tarczycy stwierdzono nastepujace, istotne
korelacje: TNF-a i ATPO (r=0,54; p<0,01), TRAIL i fT4 (r=0,44; p<0,05), TRAIL i fT3 (r=0,49;
p<0,05), sRANKL i TSH (r=-0,51; p<0,05), sRANKL i fT4 (r=0,53; p<0,05) oraz sSRANKL i fT3
(r=0,52; p<0,05). Jak wspomniano powyzej, poza dodatnig korelacjg TRAIL i fT4 profil

obserwowanych Kkorelacji byt specyficzny dla grupy dzieci z niedoczynno$cig tarczycy —

podobnych istotnych korelacji nie stwierdzono w pozostatych grupach.

W grupie kontrolnej stwierdzono dwie istotne korelacje: ujemng TRAIL i ATPO (r=-
0,5; p<0,05) i dodatnig korelacie sRANKL i wieku pacjentow (r=0,47; p<0,05), co

przedstawiono na ponizszych Wykresach (89-90).
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Wykres 89. Ujemna korelacja
nieparametryczna
TRAIL i ATPO
w grupie kontrolnej

r-Spearman’a=-0,5 (p<0,05)

Wykres 90. Dodatnia korelacja
nieparametryczna
SRANKL i wieku pacjentow
w grupie kontrolnej
r-Spearman’a=0,47 (p<0,05)
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Stwierdzone istotne korelacje w grupie kontrolnej nie powtorzyly sie w dwdch
pozostatych grupach badanych, co pozwala stwierdzi¢, Zze sg one rowniez specyficzne dla tej

grupy i scisle powigzane jedynie z stanem prawidtowej czynnosci tarczycy.

4.3. Analiza krzywych ROC

Metoda krzywych ROC stuzy do oceny przydatnosci badania (w przypadku niniejszej
pracy - stezenia cytokin) jako markera stanu patologicznego. Umozliwia wyznaczenie pola
powierzchni pod krzywg (AUC), czyli wartosci asymptotycznie dazacej do jednosci dla
hipotetycznego badania o stuprocentowej czutosci i swoistosci, a takze punktu odciecia (cut-
off), ktory dyskryminuje grupy badang i kontrolng z maksymalng czutoscig i swoistoscig. Dla
badanych cytokin obliczono pole powierzchni pod krzywa ROC (AUC), jego przedziat ufnosci
oraz istotnos¢ roéznicy danego pola powierzchni pod krzywg od 0,5, czyli wartosci
charakterystycznej catkowicie losowego testu diagnostycznego (brak dyskryminaciji grup,
czutos¢ i swoistos¢ rzutu monetq).

W pracy wykorzystano metode krzywych ROC do identyfikacji cytokin, ktorych
stezenie bedzie w najwiekszym stopniu pozwalato réznicowaé grupy:

1. dzieci z nadczynnoscig tarczycy i grupe kontrolng
2. dzieci z niedoczynnoscig tarczycy i grupe kontrolng

3. dzieci z nadczynnoscig tarczycy i niedoczynnoécig tarczycy

Wspobtrzedne punktu odciecia, odpowiadajace punktowi krzywej o maksymalnej wartosci

sumy czutosci i swoistosci wyznaczono przy pomocy statystyki J-Youden’a wedtug wzoru:

J Youden'a = max(czuto$¢ + swoistosc)

Krzywe ROC: réznicowanie dzieci z nadczynnoscia tarczycy z grupa kontrolng

W analizie przyjeto nastepujace zatozenia:

1. Dodatnia wartos¢ zmiennej stanu: przynaleznos¢ do grupy z nadczynnoscia tarczycy;
grupa kontrolna: zdrowa kontrola

2. Wyzsze wyniki wskazujg na test bardziej dodatni dla cytokin: IL-6, TNF-a, TRAIL,
OPG, sRANKL, sFasL (ze wzgledu na wyzszg mediane w grupie hiperT vs. kontrola)

3. Nizsze wyniki wskazujg na test bardziej dodatni: IL-18 (ze wzgledu na nizszg

mediane w grupie hiperT vs. kontrola)

Wyniki analizy przedstawiono w ponizszej Tabeli 19.
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Tabela 19. Podsumowanie analizy ROC grupy dzieci z nadczynnoscia tarczycy i kontrolnej.

AUC istotnie rézne od 0,5 wyrézniono kolorem zielonym, brak istotnych réznic - kolorem

czerwonym
Powierzchnia pod krzywa: hiperT vs. grupa kontrolna

Asymptotyczny 95%
_ . przedzial ufnosci
Zmienna Powierzchnia Blad Istotnosc Dolna Goérna

testowana standardowy | asymptotyczna « «

wartos¢ wartos¢

graniczna | graniczna

IL-6 [pg/ml] 0,570 0,091 0,435 0,392 0,749
TNF-a [pg/ml] 0,652 0,085 0,092 0,485 0,820
IL-1B [pg/ml] 0,523 0,094 0,801 0,338 0,707
TRAIL [pg/ml] 0,720 0,083 0,015 0,558 0,883
OPG [pmol/l] 0,716 0,080 0,017 0,559 0,873
SRANKL [pmol/l] 0,567 0,091 0,458 0,389 0,745
sFasL [ng/ml] 0,698 0,097 0,055 0,495 0,888

Dla TRAIL i OPG stwierdzono AUC istotnie rézne od 0,5: kolejno 0,72 dla TRAIL
(p=0,015) i 0,716 dla OPG (p=0,017); obie wartosci AUC sg poréwnywalne. Obie istotne
krzywe ROC przedstawiono na ponizszych Wykresach 91 i 92.

1,0 :J
————————————— -~~~ — - -~ Jogs5
TRAIL=54,6 L
0,8
0,6
o
‘o
=]
=
N
O
0.47 AUC=072
(p=0,015)
0,24
- o3
0,07 | T T | T
0,0 0.2 0.4 06 08 1,0

1 - Swoistosé

Wykres 91. Krzywa ROC stezenia

TRAIL,

grupa dzieci z nadczynnoscig tarczycy

vs. grupa kontrolna,
AUC=0,72 (p=0,015),

punkt odciecia 54,6 pg/ml,
czutosé: 95,5%,

swoistosé: 50%
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1.07 ||  Wykres 92. Krzywa ROC stezenia OPG,
i = grupa dzieci z nadczynnoscig tarczycy
0,87 vs. grupa kontrolna,
AUC=0,716 (p=0,017),
067 punkt odciecia 4,54 pmol/l,
g | | ope=4s : czuto$é: 54,5%,
8 0.4- F swoistos$¢: 90%
b001)
0.2
0.0 | , , | |
0,0 02 04 06 08 10

1 - Swoistosé

Na podstawie powyzszych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze TRAIL i OPG sg markerami
nadczynnosci tarczycy o przecietnej skutecznosci na podstawie wartosci AUC; TRAIL
cechuje sie bardzo wysoka czutoscig (95,5%), ale niska swoistoscig (50%); OPG wykazuje
zas niskg czutos¢ (54,5%) i wysoka swoistos¢ (90%), testy te wiec uzupetniajg sie. Stezenia
obu markeroéw sg podwyzszone w nadczynnosci tarczycy w poréwnaniu do dzieci zdrowych

w eutyreozie.

Krzywe ROC: réznicowanie dzieci z niedoczynnoscia tarczycy z grupa kontrolng

W analizie przyjeto nastepujgce zatozenia:
1. Dodatnia warto$¢ zmiennej stanu: przynalezno$¢ do grupy z niedoczynnoscig
tarczycy; grupa kontrolna: zdrowa kontrola
2. Wyzsze wyniki wskazujg na test bardziej dodatni dla wszystkich badanych cytokin: IL-
6, TNF-qa, IL-18, TRAIL, OPG, sRANKL, sFasL (ze wzgledu na wyzszg mediane w

grupie z niedoczynnoécig vs. kontrola)

Wyniki analizy przedstawiono w ponizszej Tabeli 20.
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Tabela 20. Podsumowanie analizy ROC grupy dzieci z niedoczynnos$cia tarczycy

i kontrolnej. AUC istotnie rozne od 0,5 wyrdzniono kolorem zielonym, brak istotnych roznic -

kolorem czerwonym

Powierzchnia pod krzywa: hipoT vs. grupa kontrolna

Asymptotyczny 95%
_ . przedzial ufnosci
Zmienna Powierzchnia Blad Istotnosc Dolna Goérna

testowana standardowy | asymptotyczna ‘< <z

wartos¢ wartos¢é

graniczna | graniczna

IL-6 [pg/ml] 0,601 0,088 0,262 0,428 0,774
TNF-a [pg/ml] 0,691 0,082 0,034 0,529 0,852
IL-1B [pg/ml] 0,770 0,073 0,003 0,627 0,914
TRAIL [pg/ml] 0,531 0,091 0,734 0,353 0,709
OPG [pmol/l] 0,661 0,084 0,074 0,496 0,827
SRANKL [pmol/l] 0,630 0,092 0,151 0,450 0,809
sFasL [ng/ml] 0,897 0,064 0,001 0,772 1,000

Zidentyfikowano trzy cytokiny, dla ktorych AUC istotnie roznito sie od 0,5: sFasL
(AUC=0,897 — wartos¢ najwyzsza w catej analizie ROC; p=0,001), IL-1 (AUC=0,77;
p=0,003) i TNF-a (AUC=0,691; p=0,034). Krzywe ROC dla badanych cytokin przedstawiono
ponizej na Wykresach (93-95).

o
9 o545
= TNF-a=14,7
M
[&]
0,4
AUC=0,691
(p=0,034)
0,21
0ol D18
I I I I I |
0,0 0.2 04 06 08 10

1 - Swoistosé

Wykres 93. Krzywa ROC
stezenia TNF-q,
grupa dzieci z niedoczynnoscig tarczycy
vs. grupa kontrolna,
AUC=0,691 (p=0,034),
punkt odciecia 14,7 pg/ml,
czutosc¢: 54,5%,

swoistos$é: 85%
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10d Wykres 94. Krzywa ROC stezenia IL-1,
| P / grupa dzieci z niedoczynnoscig tarczycy
. / vs. grupa kontrolna,
08 | J/
// AUC=0,77 (p=0,003),
. // punkt odciecia 2,1pg/ml,
o o5 1 L1b=214 /_/_A ______ @ czutosé: 59,1%,
=]
N / swoistos¢: 95%
o /
04 | //
o 2
/
0,2 /
/
/
0.05
0,0
I I I I I I
0,0 0.2 04 06 08 1,0
1 - Swoistosé
- ----- _ - @ Wykres 95. Krzywa ROC
A B P / stezenia sFasL,
/ rupa dzieci z niedoczynnoscig tarczyc
05- J: Y grup y a ycy
// vs. grupa kontrolna,
i e AUC=0,897 (p=0,001),
o %] ' /// punkt odciecia 0,104 ng/ml,
=]
5 / czutosé: 100%,
o 5 /
0.4 ' // AUC=0,897 swoistosé: 73,3%
Vs (p=0,001)
d
0,21 ya
/
/
P
o:o o',z o,'4 o:s o',a 1,'0

1 - Swoistos¢

Na podstawie powyzszych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze sFasL jest
najskuteczniejszym markerem niedoczynnosci tarczycy, gdyz wartos¢ AUC wynoszgca
0,897 jest najbardziej zblizona do jednosci, czyli cechy charakterystycznej optymalnego testu
diagnostycznego. Sposrod wszystkich analizowanych cytokin, cechuje sie ponadto bardzo

wysoka czutoscig (100%) i wysoka swoistoscig (73,3%).
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Zarowno IL-18, jak i TNF-a sg nieco stabszymi markerami niedoczynnosci tarczycy
w odniesieniu do zdrowej grupy kontrolnej — cechujg sie wysokg swoistoscig (95% i 85%) i
przecietng czutoscia (59,1% i 54,5%) — stwierdzenie u pacjentow stezen tych cytokin ponize;j
punktow odciecia z wysokim prawdopodobienstwem wyklucza niedoczynnosc¢ tarczycy.
Stezenia wszystkich trzech wymienionych markeréw sg podwyzszone w niedoczynnosci

tarczycy.

Krzywe ROC: réznicowanie grup dzieci z nadczynnoscia i niedoczynnoscia tarczycy

Zmodyfikowano parametry analizy ROC celem weryfikacji hipotezy o mozliwosci
dyskryminacji obu grup dzieci z zaburzeniami hormonalnymi, przyjmujac nastepujace
zatozenia:
1. Dodatnia wartos¢ zmiennej stanu: przynaleznos¢ do grupy z nadczynnoscig tarczycy;
grupa kontrolna: niedoczynnosc tarczycy
2. Wyzsze wyniki wskazujg na test bardziej dodatni dla: TRAIL, OPG, (ze wzgledu na
wyzszg mediane w grupie z nadczynnoscig vs. niedoczynno$¢ tarczycy)
3. Nizsze wyniki wskazujg na test bardziej dodatni dla: IL-6, TNF-a, IL-1B, SRANKL,
sFasL (ze wzgledu na nizszg mediane lub rownos¢ median i nizszg srednig /IL-6/

w grupie z nadczynnoscig vs. niedoczynnosé tarczycy)
Wyniki analizy przedstawiono w ponizszej Tabeli 21.

Tabela 21. Podsumowanie analizy ROC grupy dzieci z nadczynnoscia i niedoczynnoscia
tarczycy. AUC istotnie rézne od 0,5 wyrdzniono kolorem zielonym, brak istotnych réznic -

kolorem czerwonym

Powierzchnia pod krzywa: hiperT vs. hipoT

Asymptotyczny 95%
, . przedziat ufnosci

Zmienna Powierzchnia Blad Istotnosc Dolna Gérna

testowana standardowy |asymptotyczna v r . x

wartosc¢ wartosc¢

graniczna | graniczna

IL-6 [pg/ml] 0,536 0,088 0,681 0,363 0,709
TNF-a [pg/ml] 0,572 0,089 0,411 0,397 0,748
IL-1B [pg/ml] 0,773 0,073 0,002 0,629 0,916
SRANKL [pmol/l] 0,572 0,088 0,411 0,400 0,745
sFasL [ng/ml] 0,833 0,090 0,003 0,656 1,000
TRAIL [pg/ml] 0,731 0,077 0,009 0,580 0,883
OPG [pmol/l] 0,584 0,089 0,342 0,410 0,757
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Trzy z przebadanych cytokin pozwalajg na skuteczne réznicowanie grup dzieci
z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy: IL-1B (AUC=0,773; p=0,002) i sFasL
(AUC=0,833; p=0,003) — oba bedace markerami niedoczynnoéci tarczycy oraz TRAIL
(AUC=0,731; p=0,009), wczesniej zidentyfikowany jako marker nadczynnosci tarczycy.

Krzywe ROC badanych cytokin przedstawiono na ponizszych Wykresach (96-98).

107 Wykres 96. Krzywa ROC stezenia IL-1B,
. grupa dzieci z niedoczynnoscig tarczycy
0,87 | vs. dzieci z nadczynno$cig tarczycy,
C T Tz -~ - o] AUC=0,773 (p=0,002),
0,6 punkt odciecia 1,7 pg/ml,

czutosé: 72,7%,

swoistos$é: 86,4%

Czulosé

0,4
AUC=0,773
(p=0,002)
0,2
O’O_Ié I I | I ]
0,0 0,2 04 06 0,8 1,0
1 - Swoistosé
1,0 ; Wykres 97. Krzywa ROC
7 P P / y yw
sFasL=0,241 stezenia sFasL,
08— grupa dzieci z niedoczynnoscig tarczycy
vs. dzieci z nadczynnoscig tarczycy,
0.6 AUC=0,833 (p=0,003),
:_E_‘ punkt odciecia 0,241 ng/ml,
3
o czuto$¢: 94,7%,
0,4 g AUC=0,833
: (p=0,003) swoistosé: 72,7%
0,2
0.273
O,O—I | | T | I
0,0 0,2 04 06 08 1,0

1 - Swoistosé
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1,0'0_955 ___________ 7 Wykres 98. Krzywa ROC
RSl stezenia TRAIL,
0,87 grupa dzieci z nadczynnoscia tarczycy
vs. dzieci z niedoczynno$cig tarczycy,
0.6 AUC=0,731 (p=0,009),
‘_g punkt odciecia 54,2 pg/ml,
o 0.4 czutosé: 95,5%,
A(lsgtig’o? swoistos$é: 45,5%
0,2
0.545
0":)_I I I | I ]
0,0 0.2 04 06 08 1,0

1 - Swoistosé

IL-1B, charakterystyczna dla niedoczynnosci tarczycy, pozwala réwniez réznicowac
grupy dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy z podobng skutecznoscig jak grupy
Z niedoczynnoscig tarczycy i kontrolng (AUC=0,773; p=0,002 vs. AUC=0,77; p=0,003), przy
nizszej wartosci punktu odciecia (1,7 pg/ml vs. 2,1 pg/ml), z wyzszg czutoscig (72,7% vs.
59,1%) i nieco nizszg swoistosciag (86,4% vs. 95%) (Wykres 94 i 96).

Ponadto sFaslL, zidentyfikowany wczesniej réwniez jako marker niedoczynnosci
tarczycy, pozwala bardzo efektywnie réznicowaé grupy dzieci z nadczynnoscig
i niedoczynnoscig tarczycy (AUC=0,833; p=0,03 vs. AUC=0,897; p=0,001) przy wyzszej
wartosci punktu odciecia (0,241 ng/ml vs. 0,104 ng/ml), nieco nizszej, ale nadal bardzo
wysokiej czutosci (94,7% vs. 100%) i poréwnywalnej swoistosci (72,7% vs. 73,3%). sFasL
cechuje sie zatem najwiekszg zdolnoscig réznicowania grup dzieci z niedoczynnoscig
tarczycy i grupa zdrowg oraz obu schorzeh tarczycy u dzieci (nadczynnosé i niedoczynnosc)

miedzy sobg ( prezentuje najwyzsze wartosci AUC) (Wykres 95 i 97).

TRAIL, charakterystyczny dla grupy dzieci z nadczynnoscig tarczycy, umozliwia
rowniez réznicowanie grup dzieci z nadczynnosciag i niedoczynnoscig tarczycy
z poréwnywalng skutecznoscig (AUC=0,731, p=0,009 vs. AUC=0,72, p=0,015), przy
porownywalej wartosci punktu odciecia (54,2 pg/ml vs. 54,6 pg/ml), takiej samej czutosci
(95,5%) oraz niskiej swoistosci w obu przypadkach (45,5% vs. 50%). Wykres 91 i 98.

Na podstawie catej analizy krzywych ROC nalezy stwierdzi¢, ze stezenie sFasL jest
optymalnym parametrem dyskryminujgcym wszystkie grupy — osigga bardzo wysoka czutosc
i wysokg swoistoS¢ w roznicowaniu grupy dzieci z niedoczynnoscig tarczycy i grupg dzieci

zdrowych oraz grup dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy miedzy soba.
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4.4. Podsumowanie wynikéw

1. Struktura pfci badanych grup byta porownywalna (brak istotnych réznic).

2. Stwierdzono brak istotnych réznic miedzy dziewczynkami i chtopcami w grupach
dzieci: z nadczynno$cig i niedoczynnoécig tarczycy pod wzgledem badanych
parametrow (wiek, BMI, BMI-SDS, wskaznik Cole’a, TSH, fT4, fT3, TRADb,
ATG, ATPO, IL-6, TNF-q, IL-18, TRAIL, OPG, sRANK, sFasL).

3. W grupie kontrolnej stezenie sSRANKL byto istotnie wyzsze u dziewczat w poréwnaniu
do chtopcow, nie stwierdzono istotnych réznic pod wzgledem pici pozostatych
badanych parametréw (wiek, BMI, BMI-SDS, wskaznik Cole’a, TSH, fT4, fT3, TRADb,
ATG, ATPO, IL-6, TNF-q, IL-18, TRAIL, OPG, sFasL).

4. Trzy badane grupy (dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy oraz
kontrolna) nie réznity sie istotnie miedzy soba: wiekiem, BMI, BMI-SDS, wskaznikiem
Cole’a oraz stezeniami: IL-6, TNF-a i SRANKL.

5. Stwierdzono istotne réznice pomiedzy trzema badanymi grupami (dzieci

z nadczynnoscig i niedoczynno$cig tarczycy oraz kontrolng) w stezeniach:

a. TSH
i. hipoT > hiperT
ii. hipoT > kontrola
iii. hiperT < kontrola
b. fT4
i. hipoT < hiperT
ii. hipoT < kontrola
iii. hiperT > kontrola
c. fT3
i. hipoT < hiperT
ii. hiperT > kontrola
d. TRADb
i. hipoT < hiperT
ii. hiperT > kontrola
e. ATG
i. hipoT > kontrola
ii. hiperT > kontrola
f. ATPO
i. hipoT > kontrola
ii. hiperT > kontrola
g. IL-1B
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hipoT > hiperT
hipoT > kontrola

h. TRAIL

i. hipoT < hiperT

ii. hiperT > kontrola
i. OPG

i. hiperT > kontrola
j. sFasL

hipoT > hiperT

hipoT > kontrola.

Stwierdzono istotne korelacje nieparametryczne pomiedzy stezeniami badanych
cytokin (IL-6, TNF-a, IL-1B, TRAIL, OPG, sRANKL, sFasL) w grupach dzieci:
a. W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy dodatnie korelacje stezen:
i. TNF-ailL-6
i. OPGilL-6
ii. TRAILi TNF-a
iv. OPGiTNF-a
v. SRANKL i TNF-a
vi. sFasL i TNF-a
vii. SRANKL i OPG
b. w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy dodatnie korelacje stezen:
i. IL-181i TNF-a
i. IL-1B8iOPG
iii. TRAILiOPG
iv. TRAIL i SRANKL
v. sFasLiOPG
C. W grupie kontrolnej:
i. ujemng korelacje IL-13 i TNF-a
ii. dodatnig korelacje sFasL i SRANKL
d. nie stwierdzono podobnych wspdlnych korelacji w trzech badanych grupach
dzieci, a korelacja IL-1B i TNF-a w grupie dzieci z niedoczynnoscia tarczycy
I kontrolnej miata przeciwstawny charakter.
e. stwierdzone profile korelacji stezen cytokin byty charakterystyczne dla danej
grupy dzieci o okre$lonym schorzeniu tarczycy.
Zidentyfikowano nastepujace istotne korelacje nieparametryczne stezenia badanych
cytokin (IL-6, TNF-a, IL-1B, TRAIL, OPG, sRANK i sFasL) z wiekiem, stanem
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8.

odzywienia (BMI, BMI-SDS, wskaznik Cole’a) oraz parametrami hormonalnymi i
immunologicznymi (stezenie TSH, fT4, fT3, TRAb, ATG i ATPO):
a. W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy dodatnie korelacje stezen:
i. IL-1B8i1ATPO
ii. TRAILifT4
ii. TRAILiTRAb
iv. SRANKL i ATPO
v. sFasL i BMI-SDS
b. w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy dodatnie korelacje stezeh:
i. TNF-aiATPO
ii. TRAILifT4
iii. TRAILifT3
iv. SRANKL ifT4
v. SRANKLifT3
vi. oraz ujemng korelacje SRANKL i TSH
C. w grupie kontrolnej:
i. ujemng korelacje TRAIL i ATPO
ii. dodatnig korelacje SRANKL i wieku pacjentow
d. dodatnia korelacja TRAIL i fT4 byta wspdlna dla grup dzieci z nadczynnoscig
i niedoczynnoscig tarczycy
e. ponadto stwierdzone profile korelacji byty charakterystyczne dla danej grupy.
Analiza krzywych ROC:
a. grupy dzieci z nadczynnoscig tarczycy i kontrolng réznicuje:
i. stezenie TRAIL (bardzo wysoka czutosc¢, niska swoisto$c)
ii. stezenie OPG (niska czutosc¢, bardzo wysoka swoistosc)
b. grupy dzieci z niedoczynnoscia tarczycy i kontrolng réznicuje:
i. stezenie TNF-a (niska czuto$¢, wysoka swoistosc)
ii. stezenie IL-1B (niska czuto$¢, bardzo wysoka swoistosc)
iii. stezenie sFasL (bardzo wysoka czuto$¢, wysoka swoisto$c)
C. grupy dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig tarczycy roznicuje:
i. stezenie IL-1B (przecietna czuto$é, wysoka swoistosc)
ii. stezenie sFasL (bardzo wysoka czuto$¢, wysoka swoistos¢)
iii. stezenie TRAIL (bardzo wysoka czutos¢, niska swoistos¢)
d. najwiekszg zdolnos¢ réznicowania badanych grup w catej analizie krzywych

ROC wykazato stezenie sFasL.
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5. DYsSKUSsJA

Badania ostatnich lat potwierdzity istotne znaczenie cytokin prozapalnych,
proapaptotycznych i antyapoptotycznych w patogenezie autoimmunologicznej choroby
tarczycy. Dowiedziono, ze te drobnoczasteczkowe glikoproteiny kontrolujg proliferacje,
réznicowanie i apoptoze komoérek tarczycowych. Zwiekszone lub obnizone wydzielanie
cytokin odgrywa wazng role w patogenezie autoimmunologicznej choroby tarczycy,
manifestujgcej sie niedoczynnoscig tarczycy w wyniku przewlektego autoimmunologicznego
zapalenia tarczycy lub nadczynnoscia w chorobie Gravesa-Basedowa. W przewlekliym
autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy ma miejsce niszczenie gruczotu tarczowego na
drodze reakcji cytotoksycznych, natomiast w chorobie Gravesa-Basedowa dochodzi do
rozrostu gruczotu na skutek stymulacji komoérek pecherzykowych przez przeciwciata
przeciwreceptorowe TRAD.

Wobec niepokojgcego zjawiska wzrostu zachorowan réwniez w najmtodszych
grupach wiekowych, autoimmunizacyjne zaburzenia czynnosci tarczycy stajg sie waznym
problemem pediatrycznym. W pracy podjeto prébe okreslenia stezenia cytokin prozapalnych:
IL-1B i IL-6, proapoptotycznych: TNF-a, TRAIL, sFasL i RANKL i antyapoptotycznej OPG w
surowicy dzieci i mtodziezy w wieku rozwojowym. Wyniki przeprowadzonych badan wtasnych
zaowocowaty interesujgcymi obserwacjami, dotyczacymi patogenezy autoimmunologicznej
choroby tarczycy.

Niektore prozapalne cytokiny moga by¢ produkowane w formie biatek zwigzanych z
btong komdrkowg tyreocyta, podczas gdy inne sg uwalniane jako rozpuszczalne czgsteczki o
wysokim powinowactwie do receptorow powierzchniowych btony komérkowej. Cytokiny
wspoétdziatajg ze soba, a tgczny wptyw wielu réznych cytokin oraz mediatoréw molekularnych
stanowi wzor reaktywno$ci tkanek, charakterystyczny dla danego schorzenia
autoimmunologicznego. Profil cytokin okre$la rodzaj organo-specyficznej odpowiedzi
immunologicznej w autoimmunologicznych chorobach tarczycy, manifestujgcych sie
odmiennymi objawami klinicznymi. Prawdopodobnie udziat komérek tarczycowych w
odpowiedzi immunologicznej polega zaréwno na zdolnosci do produkcji cytokin jak i na
sposobie reagowania na nie.

Prozapalne cytokiny IL-1, IL-6 i inne IL-8, TGF-B, IL-16 oraz chemokiny CXCL10,
CXCL-19, RANTES aktywujg limfocyty T pamieci i sg syntetyzowane przez tyreocyty in
vitro*®*#1  Cytokiny moga modulowaé wzrost i funkcje komoérek nabtonkowych

tarczycy™**®l |L-1, TNF-a, INF-a, B i y hamujg zalezny od TSH wychwyt 1'?® i wydzielanie

[187 [188]

hormonéw tarczycy w hodowlach kultur ludzkich tyreocytéw!™®”). Gerard i wsp.!*®® wykazali,
ze stymulowanie tyreocytow kombinacjg cytokin o profilu Thl: IL-1a i INF-y powoduje
zmniejszenie produkcji peroksydazy tarczycowej TPO i obnizenie ekspresji mMRNA enzymu.

132



Gianoukakies i wsp."® w swoich badaniach dowiedli, Zze IL-1B8 indukuje produkcje
hialuronianu przez komérki nabtonka tarczycy oraz fibroblasty tarczycowe, przyczyniajac sie
do rozwoju choroby Gravesa-Basedowa z wolem. Jest prawdopodobne, Zze wystepowanie w
wewnatrztarczycowym $rodowisku roznych mediatorow molekularnych, w tym cytokin i
przeciwciat przeciwtarczycowych moduluje funkcje tarczycy oraz przyczynia sie do
powstawania wola.

Studia dotyczace ekspresji cytokin w autoimmunologicznej chorobie tarczycy nie sg
jednoznaczne, a badania w grupie dzieci i mtodziezy stanowig rzadkosé. Wiekszo$¢ badan
zwigzanych z udziatem cytokin w autoimmunologicznej chorobie tarczycy opiera sie na
wynikach badan in vitro ekspresji gendw cytokin obecnych w komérkach pecherzykowych
tarczycy lub na ocenie wydzielanych cytokin in vivo przez linie komérkowe tarczycy. Poziom
cytokin we krwi obwodowej jest wypadkowq dziatania parakrynnego i autokrynnego cytokin
wystepujacych lokalnie w srodowisku tarczycy, dodatkowo ocena stezenia jest ograniczona
metodologicznie i zalezna od precyzji, czutoéci i swoisto$ci metody oznaczania®.

W AITD udokumentowano wystepowanie odpowiedzi immunologicznej typu Th1 i
Th2, ale specyficzna patogenetyczna rola cytokin w obu przeciwstawnych klinicznie stanach
chorobowych nie jest jednoznaczna. cAIT charakteryzuje sie niszczeniem komorek tarczycy i
dominujgcg odpowiedzig immunologiczng typu Thl, wydzielaniem cytokin IL-13, IL-2, TNF-a
i IFN-y. Przeciwnie, w GD gdzie nadczynnos¢ tarczycy indukowana przez stymulujgce
przeciwciata TSAb przewaza nad niszczeniem tkanek, dominuje wzor wydzielania cytokin
typu Th2 takich jak: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13. Odpowiedzi Th1 i Th2 korelujg z
charakterystycznym profilem cytokin. Dziatania cytokin sg roznorodne, a efekty tego
dziatania mogg by¢ hamowane lub promowane przez inne cytokiny. Komérki Th1 sg
zaangazowane W reakcje zapalne oraz komoérkowg odpowiedz immunologiczna.
Odpowiadajgce im cytokiny promujg reakcje cytotoksyczne i procesy zapalne, uczestniczac
w opoéznionej reakcji nadwrazliwosci tkanek. Cytokiny Th2 zwiekszajg produkcje przeciwciat
oraz uczestniczg w humoralnej odpowiedzi immunologicznej, promujac reakcje alergiczne i
odpornosciowe. Przewaga wydzielania cytokin Th1 lub Th2 waha sie od jednego stanu
chorobowego do drugiego i moze prowadzi¢ do réznej immunopatologicznie odpowiedzi.
Cytokiny wydzielane przez obie populacje limfocytow T wykazujg wzajemnie hamujgce
dziatanie oraz mogq przesung¢ rownowage odpowiedzi immunologicznej w kierunku Thl lub
Th2Pl,

Nanba i Watanabe!®®

I zbadali proporcje wystepowania odpowiedzi immunologicznej
typu Thl, Th2 i Th17 oraz produkowanych cytokin IFN-y IL-4 i IL-17 w przebiegu choroby
Hashimoto oraz Gravesa-Basedowa. llos¢ komoérek Th1 we krwi obwodowej byta wyzsza u
pacjentdw z ciezkim przebiegiem HT niz u pacjentéw z fagodng postacig HT (p<0,05), a ilo$¢
komoérek Th2 byta nizsza u pacjentéw z ciezkim przebiegiem HT, niz u pacjentéw z tagodng
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chorobg HT (p<0,001). Dlatego stwierdzono wyzszy stosunek odpowiedzi Th1/Th2 w ciezkim
przebiegu HT (p<0,001). Udziat limfocytéw Th17 u pacjentow z AITD byt wyzszy niz w grupie
kontrolnej, a iloé¢ tych komérek u pacjentdéw z oporng na leczenie postacig GD byta wyzsza,
niz w grupie pacjentow z GD w czasie remisji (p<0,05).

W przedstawianej pracy wtasnej zbadano stezenie cytokin o profilu Th1: IL-18 i TNF-
a oraz Th2: IL-6 w surowicy dzieci ze zdiagnozowanym przewlektym autoimmunologicznym
zapaleniem tarczycy, przebiegajacym z niedoczynnoscig tarczycy oraz w surowicy dzieci z
chorobg Gravesa-Basedowa manifestujgca sie nadczynnoscig tarczycy, w obu stanach
chorobowych przed wprowadzeniem leczenia. Najwyzsza mediane stezenia IL-1B
stwierdzono w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy (2,16 pg/ml), najnizsza w grupie
Z nadczynnoscig tarczycy (1,39 pg/ml), natomiast w grupie kontrolnej mediana stezenia IL-1
wyniosta 1,88 pg/ml. Stezenie IL-1B roznito sie istotnie pomiedzy badanymi grupami dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy i nadczynnosciag tarczycy (p<0,01) oraz niedoczynnoscig tarczycy i
grupg kontrolng (p<0,05). Nie odnotowano réznicy stezenia IL-18 pomiedzy grupg dzieci z
nadczynnoscig tarczycy i grupa kontrolng (p>0.05). Wyniki potwierdzajq istotniejszg role IL-
18 w niedoczynnej fazie przewlektego autoimmunologicznego zapalenia tarczycy niz w fazie
nadczynnej ciezkiej postaci GD u dzieci. Najwyzszg mediane stezenia TNF-a stwierdzono w
grupie z niedoczynnoscig tarczycy (15,08 pg/ml), a najnizsza w grupie kontrolnej (0,96
pg/ml), natomiast w grupie z nadczynnoscig tarczycy mediana stezenia TNF-a wyniosta
13,63 pg/ml. W pracy wiasnej nie stwierdzono istotnych réznic stezenia TNF-a miedzy
badanymi grupami dzieci (p=0,067). Natomiast mediany stezenia IL-6 w grupie z
nadczynnos$cig i niedoczynnoscig tarczycy byty réwnie (1,6 pg/ml), a mediana w grupie
kontrolnej byta nieco nizsza i wynosita (1,56 pg/ml). W pracy wiasnej nie stwierdzono
istotnych réznic stezenia IL-6 pomiedzy badanymi grupami dzieci (p=0,48). Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna przypuszczag, ze IL-6 nie odgrywaja istotnej patologicznej roli w
autoimmunologicznej chorobie tarczycy u dzieci.

Dotychczas patofizjologiczna rola cytokin w rozwoju AITD nie jest jasno okreslona.
Dziatanie cytokin moze wigzac¢ sie z utratg funkcji bariery nabtonka tarczycy i promowaniem
dostepu komoérek uktadu odpornosciowego do antygendw wewnagtrzpecherzykowych.
Cytokiny IL-1B TNF-a, IFN-y znane sg ze zmiany integralnosci nabtonka poprzez zmiane
ekspresji i lokalizacji biatek przezbtonowych, tworzacych potgczenia miedzykomorkowe w
roznych komodrkach nabtonkowych organizmu czlowieka. Przewlekly proces zapalny moze
utatwi¢ to dziatanie poprzez nadmierng aktywacje uktadu immunologicznego i indukcje
syntezy autoprzeciwciat "°**9192 Naciekanie tarczycy przez odporno$ciowe komérki T i B
charakterystyczne dla AITD, umozliwia lokalne uwalnianie cytokin prozapalnych. Ponadto
cytokiny takie jak IL-1, IL-6, IL-8 sg réwniez wytwarzane przez komorki tarczycy w AITD oraz
wplywajq bezposrednio na zapalenie tarczycy %,
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Rebuffat i wsp."*¥ badali wptyw prozapalnych cytokin IL-18 i TNF-a na szczelnosé
nabtonka tyreocytéw w autoimmunologicznych chorobach tarczycy. Cytokiny te stymulujg
wydzielanie IL-6 i mogg modyfikowac¢ integralnos¢é nabtonka poprzez zmiane ekspresji biatek
przezbtonowych i komoérek adhezyjnych. Aby zbadac¢ role cytokin autorzy przebadali profile
ekspresji biatek przezbtonowych, tworzacych potgczenia komérkowe typu zwierajgcego
(Junction proteins) ZO-1, Claudin, JAM-A oraz cytokin prozapalnych w ludzkich preparatach
tarczycy, za pomocg testow immunochemicznych. Takze zbadano wptyw IL-18 na
integralnos¢ nabtonka w hodowlach tyreocytéw pacjentéw chorych na chorobe Hashimoto,
technikg Western-blot. Wysoki poziom ekspresji wymienionych biatlek w komdrkach
pecherzykowych tarczycy wykazano w chorobie Gravesa-Basedowa, w przeciwienstwie do
zmniejszonej ekspresiji biatek taczacych JAM-A i ZO-1 w komadrkach tarczycy pochodzacych
od pacjentéw chorujgcych na zapalenie tarczycy typu Hashimoto. Potwierdza to utrate
integralnosci komorek pecherzykowych tarczycy, na skutek zachodzacych w HT procesow
zapalnych oraz apoptozy. Wyniki te wskazuja, ze w chorobie Hashimoto i w chorobie
Gravesa-Basedowa wystepujg rozne wzorce ekspresji biatek tworzacych potgczenia
miedzykomoérkowe a zmiana ich ekspresji skutkuje utratg integralnosci nabtonka komdérek
pecherzykowych tarczycy w HT. Wykazano, ze IL-18 modyfikuje szczelno$¢ nabtonka
tyreocytow, zmieniajgc ekspresje i lokalizacje biatek taczacych Claudin i ZO-1. Potwierdza to
wazna patogenetyczna role, jaka odgrywa IL-1B w autoimmunizacji tarczycy™®".

W pracy wlasnej w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy stwierdzono nastepujaca
dodatnig korelacje IL-1B i TNF-a oraz dodatnig IL-1B i OPG (odpowiednio: r=0,46 i r=0,44;
p<0,05 i p<0,05,) a w grupie kontrolnej ujemng korelacje IL-13 i TNF-a (r=-0,58; p<0,01).

Podwyzszone stezenie IL-13 oraz dodatni profil korelacji potwierdzajg zapalny
charakter przebiegu choroby Hashimoto u dzieci.

Analiza krzywych ROC wykazata, ze IL-1B posiada dobrg skutecznos$¢ réznicowania
pomiedzy dzieCmi zdrowymi i chorymi z niedoczynnoscig tarczycy w przebiegu przewlektego
autoimmunologicznego zapalenia tarczycy (AUC=0,77; p=0,003) o czutosci (59,1%) i o
wysokiej swoistosci (95%). Stwierdzenie u pacjentéw stezenia IL-1 ponizej punktu odciecia
2,1 pg/ml z wysokim prawdopodobienstwem wyklucza niedoczynnos¢ tarczycy. Ponadto
stwierdzono znacznie wyzsze stezenie IL-13 w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy w
poréwnaniu do grupy z nadczynnoscig tarczycy. Krzywa ROC dla IL-1B wykazata wysokg
czuto$¢ (72,7%) i wysoka swoistos¢ (86,4%) réznicowania grupy dzieci z przewlekig
autoimmunologiczng chorobg tarczycy i chorobg Gravesa-Basedowa 2z podobng
skutecznos$cig jak grupy z niedoczynnoscig tarczycy i kontrolng (AUC=0,773; p=0,002 vs.
AUC=0,77; p=0,003), przy nizszej wartosci punktu odciecia 1,7 pg/ml vs. 2,1 pg/ml. Rezultat

ten potwierdza, ze stezenie IL-13 w surowicy moze byC¢ skutecznym markerem
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niedoczynnosci tarczycy w przewlektym autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy. Stezenie
IL-18 jest podwyzszone w niedoczynnosci tarczycy.

Prozapalne efekty dziatania cytokin prezentowane in vivo sg wynikiem
synergistycznego lub antagonistycznego dziatania dwéch lub kilku cytokin. Badacze
korzystajgc z ilosciowych metod analitycznych zbadali cytokiny produkowane przez komorki
pecherzykowe tarczycy, ktére aktywujg limfocyty T oraz limfocyty B i tym samym sprawujg
kluczowg role w koordynowaniu reakcji immunologicznych w  patogenezie
autoimmunologicznej choroby tarczycy™*.

Obecnos¢ TNF-a w surowicy pacjentdow z autoimmunologiczng chorobg tarczycy
moze by¢ waznym bodzcem do produkcji IL-6. Prowadzono badania dotyczace profilu
cytokin TNF-a i IL-6 w surowicy dorostych pacjentoéw chorych na AITD w nadczynnosci i

194]

niedoczynnosci tarczycy przed i po normalizacji funkcji tarczycy! Dane literaturowe

potwierdzajg podwyzszony poziom IL-6 i TNF-a zaobserwowany w nadczynnosci tarczycy w

133,195,196,197,198]

przebiegu choroby Gravesa-Basedowa! oraz w przypadku oftalmopatii

tarczycowej®%,

Odmienne spostrzezenia poczynili Weetman i wsp.** ktérzy nie odnotowali
podwyzszonego poziomu IL-6 u pacjentéw z nadczynnoscig tarczycy. Podobnie badania

Pichler i wsp.?

w grupie 39 pacjentdw ze sSwiezo zdiagnozowang chorobg Gravesa-
Basedowa wykazaty wyzsze wartosci IL-6 tylko w 4 przypadkach GD w poréwnaniu ze
zdrowg grupg kontrolna.

201 przebadali grupe 27 dorostych pacjentéw w wieku 58-64 lat z

Kiziltunc i Basoglut
nieleczong nadczynnoscig tarczycy i 23 z nieleczong niedoczynnoécig tarczycy, poréwnujac
srednie stezenia cytokin TNF-a i IL-6 do grupy 18 zdrowych pacjentéw. Stezenie obu
badanych cytokin bylo wyzsze w grupie pacjentéw z hiperT, natomiast nizsze w grupie
pacjentow z hipoT, w porownaniu do stezenia w grupie kontrolnej (p<0,001). Po
zastosowaniu leczenia wartosci stezenia cytokin TNF-a i IL-6 zmniejszyly sie w grupie
pacjentow z hiperT (p<0,01), ale wzrosty w grupie z hipoT (p<0,05). Podobnie Akalin i

wsp.2%4

odnotowali podwyzszone stezenie IL-6 w grupie pacjentéw z nadczynnoscig
tarczycy w przebiegu GD. Wyniki tych prac sugerujg, iz IL-6 moze modulowa¢ czynno$¢
komorek tarczycy, poniewaz odgrywa wazng role w réznicowaniu komoérek B i aktywacii
komorek T, a uwalnianie IL-6 przez tyreocyty moze zwiekszy¢ wewnatrztarczycowq reakcje
uktadu odpornosciowego w chorobie Gravesa-Basedowa.

W prezentowanej pracy wtasnej stwierdzono dodatnig korelacje obu badanych
cytokin IL-6 z TNF-a w nadczynnoéci tarczycy (r-Spearman’a=0,62; p<0,01), ktora
potwierdzita obserwacje autoréw cytowanej pracy Kiziltunc i wsp.?®. Wraz ze wzrostem
stezenia TNF-a roénie stezenie IL-6 w nadczynno$ci tarczycy u dzieci. Podobnie jak
wymienieni autorzy, tak tez i w pracy wiasnej nie zaobserwowano zadnych korelaciji
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badanych cytokin IL-6 i TNF-a z wyktadnikami stanu hormonalnego tarczycy (fT3, fT4 i TSH)
w grupach pacjentdw z nadczynnoscia, niedoczynnoscig tarczycy i w grupie kontrolnej. Moze
to sugerowac¢ podobny efektorowy mechanizm immunologiczny, wystepujacy w badanych
grupach pacjentow.

W nadczynnosci tarczycy TNF-a stymuluje produkcje i wydzielanie IL-6 przez
osteoblasty a dodatnie korelacje obu cytokin moga potwierdza¢ sposéb synergistycznego
dziatania oraz zaangazowanie w proces resorpcji ko$ci.??*4 W pracy wtasnej, w grupie
dzieci z nadczynnoscig tarczycy wykazano dodatnie korelacje IL-6 i TNFa z cytokinami
bioracymi udziat w procesie osteoklastogenezy: TNF-a z sRANKL (r=0,67; p<0,01) IL-6 z
OPG (r=0,51; p<0,05) i TNF-a z OPG (r=0,69; p<0,01) oraz cytokinami proapoptotycznymi
TNF-a z TRAIL (r=0,43; p<0,05) i TNF-a z sFasL (r=0,54; p<0,05). Wszystkie stwierdzone
istotne korelacje majg dodatni charakter, co sugeruje ich synergistyczne dziatanie w
nadczynnosci tarczycy i jednoczesny wzrost stezen. Powyzszy profil korelacji cytokin jest
specyficzny dla grupy badanych dzieci z nadczynnoscig tarczycy — zadnej z powyzszych
istotnych korelacji nie stwierdzono w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy ani w grupie
kontrolnej.

Cytokiny obecne w komorkach pecherzykowych tarczycy sa odpowiedzialne za
mechanizmy cytotoksyczne w AITD, cho¢ w literaturze spotyka sie sprzeczne opinie na ten
temat. W rzeczywisto$ci nie jest jeszcze dostatecznie jasne w jakim stopniu stezenia cytokin
w surowicy pacjentow chorych na AITD wynikajg z patofizjologicznej funkcji tarczycy a w
jakim z reakcji autoimmunologicznych. Ponadto inne czynniki, takie jak terapia
przeciwtarczycowa, aktywno$¢ pro- i antyapoptotyczna oraz wiek moga miec rézny wptyw na
stezenie i efekty dziatania krgzacych cytokin.

Jiskra i wsp.?®! okreslili stezenie panelu cytokin sIL-2R, IFN-y, TNF-a, IL-10, CD30,
Bcl-2 w grupie 28 nieleczonych pacjentéw z GD i 24 z HT w poréwnaniu do 15 oso6b
zdrowych, stwierdzajac podwyzszone wartosci TNF-a, IL-10, sIL-2R w grupie chorych z GD
w poréwnaniu do pacjentow z HT i z grupg kontrolng. Autorzy uwazaja, ze zmiany stezenia
cytokin pacjentéw z GD bardziej wynikajq z patofizjologicznej funkcji tarczycy niz z aktywac;ji
uktadu immunologicznego.

194 w grupie 20 pacjentéw z nie leczong nadczynnoécia tarczycy

Badacze Diez i wsp.!
i 20 z nieleczong niedoczynnoscig tarczycy wykazali podwyzszony poziom TNF-a i STHFR-1
przed wprowadzeniem leczenia w obu stanach chorobowych. Po leczeniu nadczynnosci
tarczycy uzyskano znaczgce obnizenie TNF-a i redukcje poziomu TNFR-1, natomiat leczenie
L-tyroksyng pacjentdw z niedoczynnoscig nie przyniosto zmian stezen obu parametréw.
Wyzsze stezenia cytokin w nadczynnosci tarczycy zwigzanej z GD czeéciej ulegaja
normalizacji w wyniku leczenia, podczas gdy u pacjentéw z niedoczynnosciag tarczycy nie
obserwuje sie obnizenia stezenia cytokin po osiggnieciu normalizacji funkcji tarczycy.
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W innym badaniu Aust i wsp.™4

wykazali wysoki poziom mRNA TNF-a w tkankach
pacjentow z chorobg Hashimoto ale niski poziom u pacjentéw z GD co sugeruje, ze limfocyty
pochodzgce z tarczycy pacjentow z niedoczynnosciag tarczycy potencjalnie mogg wydzielaé
TNF-a.

W pracy witasnej jakkolwiek stezenia TNF-a nie roznity sie statystycznie pomiedzy
badanymi grupami dzieci z niedoczynnoscig, nadczynnoscig i kontrolng, najwyzszg mediane
stezenia TNF-a stwierdzono w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (15,08 pg/ml), a najnizszg
w grupie kontrolnej (0,96 pg/ml). Analiza krzywych ROC wykazata, ze TNF-a réznicuje dzieci
zdrowe i dzieci z niedoczynnoscig tarczycy (AUC=0,691; p=0,034) z czutoscig (54,5%) i
swoistoscig (85%). TNF-a mozna zatem uzna¢ markerem niedoczynnosci tarczycy w
przebiegu przewlektego autoimmunologicznego zapalenia tarczycy z wyznaczonym punktem
odciecia 14,7 pg/ml. Tak wiec stezenie TNF-a jest podwyzszone w niedoczynnosci tarczycy
u dzieci w przebiegu zapalenia tarczycy typu Hashimoto w poréwnaniu ze zdrowa grupg
dzieci. Ponadto, w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy stwierdzono istotng dodatnig
korelacje: TNF-a i ATPO (r=0,54; p<0,01). Podobng korelacje miedzy ATPO i wydzielaniem

[206]

cytokin TNF-a i IFN-y zaprezentowali w pracy Karanikas i wsp“™. Ostatnio zostata

potwierdzona hipoteza wykazujgca, ze przeciwciata ATPO mogg promowaé TPO-zalezng
produkcje cytokin, w tym IFN-y, TNF- a i IL-61°7),

Rola cytokin w patomechanizmie AITD jest jednak nadal niejasna, a dane literaturowe
o skutkach klinicznych dziatania cytokin w obrebie gruczotu tarczowego sa kontrowersyjne.
Do tej pory przedstawiono tylko kilka badan dotyczacych zwigzkow miedzy IL-6 i zapaleniem
tarczycy typu Hashimoto. W doswiadczeniach na zwierzetach IL-6 odgrywa niewielkg role w
rozwoju autoimmunologicznego zapalenia tarczycy.?*® W ostatnim badaniu Rugerri i wsp.?*
znalezli podwyzszony poziom IL-6 u pacjentdw z chorobg Hashimoto. Podobne wyniki

210 Gtéwnym wnioskiem cytowanych badan bylo wykazanie

otrzymata Sieminska i wsp.!
podwyzszonego stezenia IL-6 w surowicy pacjentow z chorobg Hashimoto w poréwnaniu z
grupag kontrolng, co wskazuje ze IL-6 jest zaangazowana w rozwoj tej choroby. Podwyzszone
stezenie IL-6 i przewlekla aktywacja ukfadu immunologicznego tarczycy w chorobie
Hashimoto moze prowadzi¢ do zaburzenia budowy sciany naczyn i moze powodowac

211]

dysfunkcje $rédblonka naczyn®*!. Badania innych autoréw dowiodly, ze IL-6 sprzyja

miazdzycy poprzez mechanizmy bezposrednio zwigzane z przebudowg srédbtonka naczyn i
posrednio poprzez stymulowanie watroby do produkgji biatka C-reaktywnego?*%%*3!,

W pracy wiasnej w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy nie stwierdzono istotnej
roznicy stezenia IL-6 w poréwnaniu z grupg kontrolng ani pomiedzy grupami dzieci z
niedoczynnoscig i nadczynnoscig co wskazuje, ze stezenie IL-6 nie odgrywa istotnej

patologicznej roli w grupie miodocianych pacjentéw z AITD.
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Proces zaprogramowanej $mierci komorki regulowany jest przez odpowiednig
ekspresje pro- i antyapoptotycznych biatek, ktoérych ekspresja i wzgledne ilosci decydujg o
podatnosci komorki na apoptoze. Apoptoza odgrywa wazng role w patogenezie
autoimmunologicznej choroby tarczycy, wptywajac na procesy chorobotwdrcze prowadzace
do uszkodzenia komorek pecherzykowych tarczycy. Zniszczenie komorek tarczycy i/lub
infiltrujgcych limfocytow w AITD jest gtdwnie konsekwencjg proceséw apoptotycznych w
poftaczeniu z cytotoksycznoscig komoérkowg CD8+ oraz aktywacjg uktadu dopetniacza i
zmianami w potaczeniach miedzykomoérkowych w btonie komoérkowej tyreocyta.
Zewnatrzpochodna, zalezna od receptoréw droga aktywacji procesu apoptozy przez
wzajemne oddziatywanie tzw. ligandéw i receptoréw $mierci zostata doktadnie zbadana™®.
Przezbtonowe przekazywanie sygnatéw inicjujgcych apoptoze jest procesem, w ktéry
zaangazowane sg trzy rézne receptory btonowe i ich ligandy. Indukcja apoptozy nastepuje
przez tgczenie czynnika martwicy guza TNF-a z jego receptorem btonowym TNF-R1.
Receptor Fas (Apo-1 lub CD95), ktéry jest biatkiem przezbtonowym typu | i czionkiem
nadrodziny receptora TNF taczy sie z jego ligandem FaslL, bedacym biatkiem
przezbtonowym typu 1%, TRAIL (Apo2L), ligand z rodziny receptora TNF indukuje apoptoze
przez wigzanie ze swoimi receptorami $mierci TRAIL-R1 (DR4) i TRAIL-R2 (DR5)?2!>2%],

W dalszej kolejnosci dochodzi do aktywacji enzymow proteolitycznych kaspaz, ktére
niszcza komorki tarczycy. W normalnych okolicznosciach droga Fas jest hamowana przez
obecnosc¢ biatek antyapoptotycznych Bcl-2, Bcl-xL i cFLIP, natomiast w stanach zapalnych
nastepuje aktywacja szlaku apoptozy przez cytokiny uwalniane w srodowisku zmienionej

[217]

zapalnie tarczycy* . Badania in vitro wykazaty, ze stezenie TSH hamuje Fas-zalezng

[218

apoptoze, natomiast brak TSH aktywuje proces apoptozy?®. Cytokiny IFN-y wspdlnie z

TNF-a lub IL-18 moga aktywowa¢ Fas-zalezng apoptoze w hodowlach komodrek
pecherzykowych tarczycy?'?.

Receptory dla TRAIL sg rowniez stymulowane w komérkach tarczycy przez cytokiny
prozapalne!®. TRAIL moze posredniczyé w programowanej $mierci komérki w odpowiednich
warunkach®!. Bretz i wsp.®? wykazali w badaniach in vitro, ze ekspresja TRAIL w
komorkach pecherzykowych tarczycy byta pobudzana przez produkcje cytokin prozapalnych
IFN-y, TNF-a i IL-1B. Tak wiec cytokiny prozapalne takie jak IFN-y, TNF-a i IL-18 mogg
wplywaC na obraz immunologiczny procesu apoptozy. Dodatkowym czynnikiem
wywotujagcym proces programowanej $mierci komorki jest TGF-B. Jego uwolnienie z komorek
tarczycy jest stymulowane przez naskérkowy czynnik wzrostu (EGF). W $winskich
pecherzykach tarczycy zaréwno TGF-B jak i EGF moga indukowaé proces apoptozy!??%,
Dlatego tez mechanizm apoptozy w zapaleniu tarczycy typu Hashimoto wydaje sie by¢
indukowany przez cytokiny wydzielane przez limfocyty T, obecne w ogniskach naciekéw

[221]

zapalnych w lokalnym s$rodowisku tarczycy“*”. W chorobie Hashimoto widoczny jest
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mechanizm Fas-zaleznej apoptozy wraz z obnizong ekspresjg Bcl-2, ktéry jest inhibitorem
apoptozy i jest silnie wyrazony w prawidlowych tyreocytach™®. W badaniu
immunohistochemicznym Kaczmarek i wsp.”?? wykazano nizsza ekspresje Bcl-2 i kaspazy-3
u pacjentéw z niedoczynnoscig tarczycy w poréwnaniu do oséb z grupy kontrolnej. Wynik ten
dowodzi, ze apoptoza odgrywa wazng role w patogenezie autoimmunizacyjnych choréb
tarczycy, prowadzac do uszkodzenia komérek tarczycy.

W zmienionej zapalnie tarczycy w zapaleniu tarczycy Fountoulakis i wsp.t?%?%]
zaobserwowali wysoki procent apoptozy w komodrkach pecherzykowych tarczycy,
przylegajacych do limfocytéw w poréwnaniu ze zdrowg tkankg tarczycowa, gdzie nawet w
minimalnym stopniu nie odnotowano apoptozy i obecnosci biatka FasL. W zapaleniu tarczycy
typu Hashimoto zaobserwowano réwniez wieksza liczbe komorek CD8+ wyrazajacych
ekspresje Fas niz u 0séb zdrowych. W badaniach Carli Giordano i wsp.?*"! indukcja procesu
apoptozy wewnatrz komorek tarczycowych pacjentow z chorobg Hashimoto zostata
potwierdzona przez obecnosci FasL w tyreocytach oraz interakcje autokrynng Ilub
parakrynng Fas i FasL. Ponadto aktywowane limfocyty T sg mozliwym zrédiem FasL i moga
bra¢ udziat w apoptozie tyreocytbw za posrednictwem innych mechanizméw
cytotoksycznych, w ktérych posredniczg prozapalne cytokiny IL-18 i TNF-a.

Bossowski i wsp.”?! w jednym z nielicznych badan dotyczacych patogenezy
autoimmunologicznej choroby tarczycy w grupie dzieci i mtodziezy z zapaleniem tarczycy
typu Hashimoto i chorobg Gravesa-Basedowa, okreslili aktywno$é apoptotyczng cytokin
Fas/FasL i kaspazy 8 w przebiegu obu przeciwstawnych klinicznie chorob tarczycy. W
analizie ekspresji czynnikéw apoptozy Fas i FasL na powierzchni komoérek tarczycy
wykazano ich istotnie wyzszy odsetek u pacjentéw z HT (ok. 38%, 26%) w poréwnaniu z
pacjentami z GD (18%, 14%). U pacjentéw z HT wykazano znacznie nizszy odsetek
limfocytow naptywajgcych do gruczotu tarczowego z ekspresjg Fas i FasL (13%,22%) w
poréwnaniu z grupg dzieci z GD (odpowiednio 33%, 43%). W analizie ekspresji kaspazy 8 w
badanych grupach dzieci i miodziezy wykazano jej obecnos¢ u pacjentéw z
autoimmunologicznymi schorzeniami tarczycy w prazku p55 (kDa) za pomocg metody
Western-blot. Obserwacje ww. autoréw potwierdzajg mechanizm niszczenia komorek
tarczycy w wyniku procesow apoptozy zachodzacych za posrednictwem ligandow i
receptorow Fas/FasL obecnych na powierzchni komoérek pecherzykowych tarczycy u
pacjentow z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto, prowadzac w efekcie do niedoczynnosci
tarczycy. Przeciwnie wzrost aktywnosci procesu apoptozy w obrebie limfocytéw u pacjentow
z chorobg Gravesa-Basedowa moze doprowadzi¢ z kolei do przewagi proliferacji nad
eliminacjg komorek tarczycy, a w konsekwencji odpowiadac¢ za rozrost gruczotu tarczowego i
apoptoze naciekajacych limfocytow. Jednoczesna indukcja ekspresji czasteczek
antyapoptotycznych Bcl-2, Bcl-xL, wywotana przez cytokiny Th2 powoduje opornos$é
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tyreocytow na przebiegajacg za posrednictwem Fas apoptoze, zwiekszajgc ich
przeiycie[zg'gl’83'119’123’124'170'225'226].

Oprocz btonowej postaci receptora Fas, biatko to jest wykrywane w postaci
rozpuszczalnej (sFas). sFas jest forma receptora Fas pozbawiong regionu przezbtonowego

na drodze alternatywnego splicingul®”

. Uwaza sie, ze sFas wigzac sie z FasL chroni
komorki docelowe przed apoptozg indukowang za posrednictwem Fas, przez hamowanie
interakcji Fas/FasL??"%?. Natomiast rozpuszczalna forma liganda sFasL jest proteolitycznym
produktem btonowej postaci FasL, powstatym z udziatem metaloproteinaz, przy czym jego
rola w procesie apoptozy nie jest do konca wyjasniona. Posta¢ sFasL jest mniej
cytotoksyczna niz zwigzany z biong FaslL, ale rozpuszczalna forma sFasL zachowuje
zdolnos¢ do wspoétdziatania z Fas. Jest wiec prawdopodobne, ze sFasL indukuje apoptoze
tyreocytdw i limfocytdw prezentujacych na swej powierzchni ekspresje biatka Fas??%%9,
Oddziatywanie sFas/sFasL odgrywa wazng role w uktadzie odpornosciowym i
utrzymaniu homeostazy wewnatrz gruczotu tarczowego. Prace wielu autorow nad ekspresjg
rozpuszczalnych form sFas i sFasL w autoimmunologicznej chorobie tarczycy przyniosty
sprzeczne doniesienia. Wplyw obu cytokin na aktywnos¢ apoptotyczng badano w chorobie

Gravesa-Basedowa. Zasugerowano, ze poziom sFas w surowicy odgrywa wazng role w

[231 [232]

patogenezie GD™?*Y. Potwierdzity to badania Feldkamp i wsp.?*? stwierdzajace podwyzszone

stezenie sFas w nadczynnosci tarczycy, ktére byto konsekwencjg choroby, niezaleznie od
podstawowego schorzenia tarczycy. W chorobie Gravesa-Basedowa przebiegajacej z
oftalmopatia sFas zostat uznany markerem stuzacym do oceny zachodzacego procesu
immunizacyjnego®®®¥ oraz aktywnosci procesu zapalnego®®* lub pozwalajgcym ocenié¢ stan

rekonwalescencji w oftalmopati Gravesa®®. Ostatnio w badaniu Andrikoula i

Z¥lodnotowano podwyzszony poziom sFas u pacjentéw z wolem.

wsp

Stezenie sFasL badano w chorobie Gravesa-Basedowa jako kandydujacy marker
oceny przebiegu choroby. Badanie Wang i wsp.?*®! wykazato podwyzszone stezenie sFasL u
nieleczonych pacjentéw z chorobg Gravesa-Basedowa z wysokim mianem TRAb oraz u
chorych w trakcie remisji z niskim mianem TRAb. Wczesniej podobng zaleznos¢ stwierdzili

[237

Takeda i wsp.®" wykazujac podwyzszone wartoéci sFasL w chorobie Gravesa-Basedowa.

238l\yykazaty wysokie stezenia p53 i sFasL w osoczu chorych

Wyniki badan Kotomecki i wsp.!
z fagodnymi i ztosliwymi guzami tarczycy. Potwierdzajg one znaczacg role p53, sFasL i
apoptozy w nowotworach tarczycy. Ekspresja obu biatek moze by¢ wskaznikiem zwiekszonej
apoptozy i przydatna w przedoperacyjnej diagnozie guzow tarczycy.

Istnieje kilka sprzecznych doniesien o stezeniu w surowicy rozpuszczalnej formy
sFasL zaangazowanej w proces apoptozy komérek tarczycy w niedoczynnosci tarczycy.
Dotyczy to badan, w ktdérych oznaczono stezenie w surowicy sFasL w chorobie Hashimoto.

[239]

Mysliwiec i wsp. nie stwierdzili istotnych roznic stezenia sFasL w grupach pacjentéw z
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niedoczynnoscig tarczycy w przebiegu choroby Hashimoto, pacjentéw w eutyreozie
leczonych L-tyroksyna, w grupie pacjentéw z nadczynnoscig tarczycy w chorobie Gravesa-
Basedowa oraz w eutyreozie leczonych metimazolem z grupg kontrolng. Natomiast w grupie
z GD wykazano pozytywng korelacje sFasL z ATG. Fountoulakis i wsp.'" stwierdzili, ze
pomiary sFasL byty ponizej poziomu czutosci testu zaréwno u pacjentéw z HT i GD oraz w

grupie kontrolnej. Odmienne wyniki zaprezentowali Kandror i wsp.?*"

. Przeprowadzone
przez autorow badania wykazaly, ze wiecej niz jedna trzecia probek surowicy pacjentéw z
autoimmunologiczng chorobg tarczycy w tym z przewlektym limfocytarnym zapaleniem
tarczycy i rozsianym wolem toksycznym, posiadato podwyzszone stezenie sFasL, co
potwierdzito hipoteze autorow o cytotoksycznym dziataniu rozpuszczalnej formy sFasL na
komorki tarczycy w cAIT.

Wyniki cytowanego badania sg zgodne z wynikami uzyskanymi w pracy wiasnej. W
badaniach wtasnych najwyzszg mediane stezenia sFasL stwierdzono w grupie dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy (0,26 ng/ml), najnizszg w grupie kontrolnej (0,06 ng/ml), a w grupie
z nadczynnoscig tarczycy mediana stezenia sFasL wyniosta 0,14 ng/ml. Zaobserwowano
znamiennie statystycznie wyzsze stezenie sFasL w grupie dzieci z niedoczynno$cig tarczycy
w poréwnaniu z grupg kontrolng (p<0,001) oraz w stosunku do grupy dzieci z nhadczynno$cia
tarczycy (p<0,05). Réznica stezenia sFasL w grupie dzieci z nadczynnoscig i w grupie
kontrolnej nie byta istotna statystycznie (p>0,05). Znamienne statystycznie wyzsze stezenia
sFasL u dzieci z przewleklym autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy moga
odzwierciedlaé wzmozong ekspresje Fas na tyreocytach i zachodzacg tam apoptoze, w
ktorej posredniczy uktad Fas/sFasL, prowadzac w efekcie do destrukcji tkanki tarczycy.

W grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy w przebiegu autoimmunologicznego
zapalenia tarczycy stezenie sFasL korelowato dodatnio ze stezeniem OPG, (r=0,72; p<0,05),
€co moze sugerowac, ze w chorobie Hashimoto jednocze$nie zachodzi proces apoptozy oraz
hamowania resorpcji kosci, chronigcy przed osteoporoza oraz procesem kalcyfikacji naczyn.
Natomiast stwierdzona dodatnia korelacja sFasL z TNF-a w grupie dzieci z nadczynnos$cig
tarczycy manifestujgcg sie w chorobie Gravesa-Basedowa (r=0,54; p<0,05) moze
potwierdza¢ jednoczesnie zachodzacy proces stymulacji i apoptozy.

W przedstawionej pracy nie zaobserwowano korelacji sFasL z wyktadnikami
hormonalnej czynno$ci tarczycy TSH, fT3, fT4 oraz markerami odpowiedzi humoralnej ATG,
ATPO i TRAb. Wykazano dodatnig korelacje sFasL z BMI-SDS w grupie dzieci z
nadczynnoscig tarczycy (r=0,460; p<0,05).

Analiza krzywych ROC wykazata, ze sFasL jest najskuteczniejszym markerem
niedoczynnosci tarczycy u dzieci z przewleklym autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy,
gdyz wartos¢ (AUC=0,897; p=0,001) jest najbardziej zblizona do jednosci, z punktem
odciecia 0,104 ng/ml. Cechuje sie ponadto bardzo wysokg czutoscig (100%) i wysokg
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swoistoscig (73,3%). Ponadto sFasL, pozwala bardzo efektywnie réznicowaé grupy dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy i nadczynnoécig tarczycy (AUC=0,833; p=0,03) przy wyzszej
wartosci punktu odciecia 0,241 ng/ml i nieco nizszej, ale nadal bardzo wysokiej czutosci
(94,7%) i porownywalnej swoistosci (72,7%). sFasL cechuje sie zatem najwiekszg z
badanych cytokin zdolnoscig réznicowania grup dzieci z niedoczynnoscig tarczycy w
przebiegu zapalenia tarczycy i grupg zdrowg oraz obu schorzen tarczycy u dzieci miedzy
soba (przewlekle autoimunologiczne zapalenie tarczycy i choroba Gravesa-Basedowa).

Wiadomo, ze zaburzenia czynnosci tarczycy w organizmie cziowieka powodujg
zaktécenia obrotu kostnego, skutkujgc utratg masy kostnej. Hormony tarczycy wytwarzane
przez tyreocyty i przechowywane formie koloidu majg wptyw na proces roznicowania sie
osteoklastow!?**?*2 Badania ostatnich lat nad patofizjologig uktadu kostnego jednoznacznie
zidentyfikowaty profil cytokin, ktére odgrywajg wazna role w homeostazie tkanki kostnej i sg

243,244,245

niezbedne do przebudowy koscit . Nalezg do nich osteoprotegeryna, RANK -

receptor aktywujacy jadrowy czynnik kappaB i jego ligand RANKL. RANKL produkowany
przez osteoblasty wigze sie z receptorem RANK na powierzchni osteoklastéw,
zapoczatkowujac kaskade reakgcji, ktére prowadza do resorpcji kosci®*®. Osteoprotegeryna,
cztonek z rodziny TNFR, dziata jako rozpuszczalny receptor zaréwno dla liganda RANKL jak
i liganda zwigzanego z TNF indukujgcego apoptoze TRAIL. OPG wykazuje dziatanie
ochronne i hamujgce proces osteoklastogenezy. Nadekspresja OPG u transgenicznych

myszy skutkuje osteopetrozg a uszkodzenie genu OPG powoduje osteoporoze oraz wzrost

liczby dojrzatych osteoklastow!?*”.

175]

Hofbauer i wsp.'"™® w swoich badaniach wykazali, ze RANKL i OPG sg produkowane

w tarczycy przez komoérki pecherzykowe i regulacja ich wydzielania jest indukowana przez

cytokiny IL-18, TNF-a i TSH, a synteza ta moze by¢ modulowana przez proces

autoimmunizacii tarczycy!"®.

Uktad OPG/RANK/RANKL jako molekularna triada wywiera dominujgcy wplyw na
kosci, uktad odpornosciowy i system naczyniowy, a takze odgrywa wazng role w wielu

chorobach nienowotworowych, takich jak osteoporoza, choroby Pageta, zapalenie stawdw i

choroby ukfadu krazenia®*®!.

Niektére badania sugerujg, ze OPG dziata rowniez jako wazna cytokina regulujgca,

249

majaca wplyw na zmiany miazdzycowe w uktadzie naczyniowym'**?., Badania populacji ludzi

dorostych wykazaty, ze OPG moze by¢ markerem ryzyka sercowo-naczyniowego®?.

251

W prospektywnym badaniu Browner i wsp.?*" w grupie prawie 500 kobiet, wykazane

wysokie wartosci OPG wigzaly sie ze zwiekszong $miertelnoscig sercowo-naczyniowa.

%2 stwierdzili zwigzek miedzy poziomem OPG

W innym badaniu, autorzy Jono i wsp.!
oraz stopniem nasilenia choroby wiencowej u pacjentéw poddawanych koronarografii. W
kilku niezaleznych osrodkach stwierdzono, ze jawna niedoczynnos¢ tarczycy oraz
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subkliniczna niedoczynnos¢ tarczycy sa zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem sercowo-
naczyniowym!?5324],

Nagasaki i wsp.'"® wykazali, ze stezenie OPG w osoczu wzrasta znaczaco w
niedoczynnos$ci tarczycy i zmniejsza sie wyraznie po zastosowaniu leczenia L-tyroksyna.
Podobne wnioski przedstawili w swej pracy Guang-da i wsp.?*®, ktérzy odnotowali znacznie
wyzsze stezeniem OPG w jawnej i subklinicznej niedoczynnosci tarczycy przed leczeniem w
poréwnaniu z grupg kontrolng (p<0,01). Po normalizacji czynnosci tarczycy, poziom OPG w
obu grupach ulegt znacznemu obnizeniu (p<0,01), a zmiany stezenia OPG wykazaly
znaczaca dodatnig korelacje ze zmianami TSH (p<0,05) oraz ujemng korelacje ze zmianami
w obrebie srédbtonka naczyn (p<0,01) u pacjentdw z niedoczynnoscig tarczycy w trakcie
leczenia. Wymienieni autorzy w pracach swych sugeruja, ze podwyzszone stezenie OPG
moze by¢ zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem choréb naczyniowych u pacjentow z
niedoczynnoscig tarczycy. Wspodlne dziatanie triady czasteczek OPG/RANK/RANKL moze
wiec stanowi¢ most taczacy metabolizm kosci, biologie naczyn i odpornosé immunologiczna.
Ponadto, OPG jest zdolna do wigzania TRAIL, ktérego ekspresje stwierdzono w limfocytach
T, komoérkach srodbtonka i komérkach miesni gtadkich, wywierajac dziatanie ochronne
poprzez zapobieganie apoptozie naciekajgcych komoérek zapalnych w miazdzycy tetnic i
chorobach sercowo-naczyniowych!?*®l,

Olesen i wsp.”®" sugerujg, ze OPG moze odgrywaé szczegdlng role w miazdzycy i
zwapnieniu tetnic wiencowych pacjentéw chorych na cukrzyce. Anand i wsp.?*® w swoim
badaniu stwierdzili, ze podwyzszone wartosci osteoprotegeryny, mogg by¢ wykorzystywane
jako marker predykcyjny, stuzacy do identyfikacji pacjentow z wysokim ryzykiem chorob
sercowo-naczyniowych w przebiegu cukrzycy typu 2.

Prowadzone badania in vitro wykazaly, ze OPG promuje przezycie komoérek
nowotworowych. Uwaza sie, ze bezposredni ochronny wptyw OPG na komorki nowotworowe
jest zwigzany z omawianym poprzednio fgczeniem sie z TRAIL a tym samym zapobieganiem
i hamowaniem indukowanej przez TRAIL aktywacji szlakéw apoptotycznych w komadrkach
nowotworowych®®. Opisang zalezno$¢ potwierdzono w badaniach in vitro komérek
nowotworowych tarczycy™’®. Inne badania wykazaty, ze OPG promuje réwniez przezycie linii
komérkowych raka piersi, prostaty i jelita®®?°*?%4  QOsteoprotegeryna wywiera réwniez
proangiogenny wptyw na komorki srédbtonka naczyn ale mechanizmy te nie sg jeszcze w

peini poznane!?®?.

W pracy Heymann i wsp.t™®

wykazano po raz pierwszy ekspresje
OPG/RANK/RANKL w patologicznych komorkach pecherzykowych tarczycy i w
mikrosrodowisku  przerzutow do wezidw chionnych. Tak wiec triada cytokin

OPG/RANK/RANKL moze odgrywac role w patogenezie guzéw pecherzykowych tarczycy.
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Innym stanem, w ktéorym obserwuje sie utrate masy kostnej jest nadczynnosé
tarczycy. Wzrost stezeh OPG u chorych z nadczynnos$cig tarczycy moze odzwierciedlac jej
regulacyjny mechanizm zapobiegajacy przed nasilonym obrotem kostnym, ktory jest
indukowany przez nadczynnos$é tarczycy?°2%54%%%l Hipoteze te wydaje sie popieraé fakt, ze
istnieje wyrazna korelacja pomiedzy OPG a markerami obrotu kostnego™’”.. Kilka ostatnich
publikacji podaje, ze OPG i RANKL mogg by¢ zaangazowane w powigzanie pomiedzy
czynnoscig hormonalng tarczycy i metabolizmem kostnym w patologii tarczycy. Tak wiec,
towarzyszacy nadczynnosci wzrost stezenia OPG powigzany jest z nadmiarem hormondéw

[177

tarczycy!*’”. Ponadto mRNA OPG wystepuje bardziej obficie w prébkach chirurgicznych

tarczycy w chorobie Gravesa-Basedowa w poréwnaniu z innymi chorobami tarczycy!™’®.
Poziom OPG réwniez koreluje z warto$ciami biomarkerow metabolizmu kostnego podczas
leczenia przeciwtarczycowego pacjentéw z chorobg Gravesal?®®!.

(2671 \wykazano, ze hamujaca terapia hormonem tarczycy u

W pracy Mikosch i wsp.
mezczyzn ze zréznicowanym rakiem tarczycy pobudza proces degradacji kostnej, w
nastepstwie wystgpienia zaburzonej réwnowagi OPG/RANKL.

W przedstawionej pracy wiasnej zostato oznaczone stezenie osteoprotegeryny,
rozpuszczalnej formy liganda receptora aktywujgcego czynnik jadrowy kappa B sRANKL i
zwigzanego z TNF liganda indukujgcego apoptoze TRAIL w surowicy krwi dzieci chorych na
autoimmunologiczng chorobe tarczycy, w tym w grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy
wywotanej na skutek przewlektego autoimmunologicznego zapalenia tarczycy w przebiegu
choroby Hashimoto i w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy w chorobie Gravesa-
Basedowa, w poréwnaniu do grupy zdrowych dzieci w eutyreozie.

Stezenie OPG w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy mieécito sie w zakresie od
1,17 (minimum) do 8,3 pmol/l (maksimum). W grupie z niedoczynnoscig tarczycy stezenie
OPG wynosito od 1,6 do 6,37 pmol/l, a w grupie kontrolnej od 1,46 do 5,51 pmol/l.
Najliczniejszym przedziatem w grupie z nadczynnoscig tarczycy byt przedziat (2-3 pmol/l),
(n=6; 27,3%). Natomiast w grupach dzieci z niedoczynnoscig tarczycy i w kontrolnej byt to
przedziat (3-4 pmol/l), (kolejno n=8; 36,4% i n=7; 35%). Najwyzsze Srednie stezenie OPG
stwierdzono w grupie dzieci z nadczynnos$cig tarczycy (4,48 pmol/l), najnizsze Srednie
stezenie w grupie kontrolnej (3,02 pmol/l). W grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy
Srednia stezenia OPG wyniosta 3,79 pmol/l. W pracy wiasnej nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic stezenia OPG w zaleznosci od pfci zarbwno w grupie dzieci z
nadczynnoscig tarczycy, niedoczynnoscig tarczycy jaki i w grupie kontrolnej.

Badania wielu autorow wskazujg, ze OPG petni istotng role nie tylko w chorobach
metabolicznych kosci, ale réwniez w innych stanach patologicznych®®®?. Najwiecej badan
dotyczy oséb dorostych. Badania prowadzone w ciggu ostatnich lat nad osteoprotegeryng w
populacji dzieciecej, nie sg zbyt liczne. Nie mozna wynikéw badan dotyczacych stezenia
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OPG u ludzi dorostych bezposrednio odnies¢ do populacji dzieci i mtodziezy. W badaniach
Masi i wsp. wykazano, ze stezenie OPG w populacji dzieciecej jest znaczaco nizsze niz u
dorostych?™. Zblizone wyniki oznaczen OPG u dzieci w odniesieniu do grupy kontrolnej
potwierdzajg badania innych autoréw #2724, Jakkolwiek sg doniesienia o znacznie wyzszych
wartosciach. Rossio i wsp. odnotowali w grupie kontrolnej stezenie OPG 21,35 £ 2,05
pmol/l)?”®. Brakuje wcigz danych okres$lajacych wartosci referencyjne dla populacji dzieci i
miodziezy, uwzgledniajgcych dynamiczny metabolizm tkanki kostnej w wieku rozwojowym.

W populacji ludzi dorostych badania dotyczace OPG przedstawili w kohortowym
badaniu obejmujgcym 1134 zdrowych kobiet i mezczyzn w wieku od 19 do 81 lat i starszych
Kudlacek i wsp. Oznaczyli oni srednie stezenie OPG, ktére w catej przebadanej populacji
wynosito 2,54 + 2,57 pmol/l. Autorzy wykazali znaczacy wzrost stezenia OPG wraz z
wiekiem. U kobiet ponizej 30 lat od 2,25 + 1,05 pmol/l, oraz u kobiet starszych po
menopauzie w wieku 61-70 lat 3,48 x 3,15 pmol/l, az do 11,3 + 5 pmol/l u kobiet powyzej 81
lat. W populacji mezczyzn wyniki ksztattowaly sie podobnie od 2,03 = 1,31 pmol/l u
mtodszych mezczyzn, do 11,3 + 0,39 pmol/l powyzej 80 lat?".

W literaturze opisujgcej role osteoprotegeryny w populacji dzieciecej ciekawe badania
przeprowadzit Buzi*?! Przebadat 88 dzieci, okreslajac stezenie OPG i RANKL w surowicy.
Badana populacja obejmowata dzieci zdrowe, z mtodzienczym idiopatycznym zapaleniem
stawéw, chorobg Turnera oraz przedwczesnym dojrzewaniem ptciowym. Srednie stezenie w
grupie dzieci zdrowych wynosito 4,05 + 1,63 pmol/l. Wartosci OPG u dzieci mtodszych od 1-4
lat (5,87 £ 2,22 pmol/l), byty znamiennie wyzsze niz u dzieci starszych w wieku 4-14 lat (3,55
+ 0,97 pmol/l). W wyniku obserwacji stwierdzono zblizone wartosci OPG u dzieci
starszych do wartosci stezen OPG oznaczanych u dorostych. W przedstawionym
opracowaniu w badaniu wilasnym nie stwierdzono zwigzku miedzy stezeniem OPG a
wiekiem badanych dzieci.

W dostepnym pismiennictwie badania OPG w populacji dzieciecej przewaznie
obejmujg mate grupy dzieci, bardzo zréznicowane pod wzgledem wieku, pici oraz diagnozy.
Dotyczg roznych schorzen wieku dzieciecego takich jak: cukrzyca typu 1, nerwiak
zarodkowy, choroba Kawasaki, histiocytoza z komérek Langerhansa, miodziencze

idiopatyczne zapalenie stawéw, zespdt Turnera, atrezja drég zotciowych[¢73275:276.277.278.279]

(31 przeprowadzonej na grupie 26 dzieci z rozpoznang

W pracy Galluzzi i wsp.
cukrzyca typu 1 stwierdzili wyzszy poziom OPG 3,58 + 0,72 pmol/l w poréwnaniu z grupg
kontrolng 45 zdrowych dzieci 2,01 + 0,6 pmol oraz korelacje OPG z iloscig masy kostnej i
HBAlc. Autorzy stwierdzaja, ze OPG moze by¢é markerem zmniejszonej masg kostnej oraz
uszkodzenia naczyn u dzieci cierpigcych na cukrzyce typu 1.

W badaniu Simonini i wsp.?""

zaobserwowali u 58 dzieci z chorobg Kawasaki
znamiennie wyzsze stezenie OPG (5,05 pmol/l) niz u 40 dzieci zdrowych (2,0 pmol/l) oraz
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pozostatych dzieci z grup poréwnawczych: wybranych 30 dzieci gorgczkujacych (4,03 pmol/l)
oraz 18 z mtodzienczym toczniem rumieniowatym (3,42 pmol/l).

U dzieci z chorobg Les$niowskiego-Crohna, w badaniu Sylvestra Srednie stezenie
OPG wyniosto 4,24 + 1,74 pmol/l i bylo wyzsze od 3,38 + 0,83 pmol/l w grupie kontrolnej®*’2.
Wyniki te w wiekszosci pokrywajg sie z doniesieniami innych autorow stwierdzajgcych

273 odnotowali wyzszy poziom OPG w

podobng zaleznos¢ stezenia OPG. Rosso i wsp.
grupie 18 dzieci z histiocytozg komérek Langerhansa, w poréwnaniu do grupy kontrolnej 20
dzieci. Stezenie OPG przed wigczeniem leczenia wyniosto 95,0 £ 12,5 pmol/l a 21,35 + 2,05
pmol/l w grupie kontrolnej. Wyzsze wartosci korelowaty z podwyzszonym stezeniem TNF-a i
innych markeroéw stanu zapalnego. Poziom OPG byt nizszy u dzieci z litycznymi zmianami w
kosciach.

Natomiast Granchi i wsp.?"® w grupie 54 pacjentéw z nerwiakiem zarodkowym
stwierdzita statystycznie nizszy poziom OPG w poréwnaniu z grupg kontrolng 35 dzieci
niezaleznie od stopnia zaawansowania choroby.

Jedna z niewielu prac badajacych role osteoprotegeryny z udziatem wiekszej grupy
dzieci i mtodziezy wykonana zostata w 2008 roku przez Gannage Yared na grupie 106
dzieci. W badaniu tym nie wykazano réznicy znamiennej statystycznie pomiedzy stezeniem
OPG w populacji dzieci otytych (5,17 pmol/l) a grupg kontrolng (4,96 pmol/l ). W populacji
dzieci otytych autorzy stwierdzili brak powigzania OPG z BMI, poziomem cholesterolu,
triglicerydéw i HDL. Stwierdzono natomiast pozytywna korelacje OPG z HOMA-IR i CRP!%%,

W pracy wiasnej stwierdzono korelacje stezenia osteoprotegeryny z cytokinami
charakteryzujgcymi stan zapalny i cytokinami proapoptycznymi. W grupie dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy OPG korelowata dodatnio z IL-18 (r=0,44; p<0,05) i sFasL (r=0,72;
p<0,05) oraz z ligandem TRAIL (r=0,54; p<0,01). Prawdopodobnie potwierdza to powigzanie
zapalenia tarczycy z procesem apoptozy stymulowanym m. in. przez IL-1 w przewleklym
autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy. Natomiast w grupie dzieci z nadczynnoscig
tarczycy stezenie OPG dodatnio korelowato z IL-6 (r=0,51; p<0,05) cytoking stymulujacq
proces resorpcji kosci oraz z TNF-a (r=0,69; p<0,01) i z rozpuszczalnym ligandem receptora
SRANKL (r=0,54; p<0,01) czyli z cytoking pobudzajaca proces osteoklastogenezy. Wszystkie
stwierdzone istotne korelacje majg dodatni charakter, co sugeruje ich synergistyczne
dziatanie w nadczynnosci i niedoczynnosci tarczycy i jednoczesny wzrost stezen w obu
stanach funkcji tarczycy. Nie stwierdzono zadnej wspdlnej, istotnej korelacjiw obu
przeciwstawnych klinicznie grupach pacjentow. Réwniez nie stwierdzono korelacji OPG ze
stanem odzywienia (BMI, BMI-SDS, wskaznik Cole’a) parametrami hormonalnej czynnosci
tarczycy TSH, fT4, fT3 i wyktadnikami immunologicznymi ATG, ATPO, TRAb w badanych

grupach dzieci.
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Waznym celem badania wtasnego byto wykazanie réznicy stezenia OPG w surowicy
krwi pomiedzy badanymi grupami dzieci z nadczynnoscig tarczycy, niedoczynno$cia oraz
grupa kontrolng. Stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze stezenie OPG w grupie
dzieci z nadczynnoscig tarczycy (sSrednia 4,48 pmol/l) w poréwnaniu z grupg kontrolng
(Srednia 3,02 pmol/l),(p<0,01). Nie stwierdzono istotnych roznic stezenia OPG miedzy grupg
dzieci z nadczynno$cig i niedoczynnoscig tarczycy ($rednia 3,79 pmol/l),(p>0,05) oraz
niedoczynnoscig tarczycy i kontrolng (p>0,05). Znamiennie wyzsze stezenie OPG w grupie
dzieci z nadczynnoscig tarczycy w przebiegu GD wskazywa¢ moze na osteoprotekcyjne
dziatanie OPG w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Analiza krzywych ROC wykazata, ze OPG jest skutecznym markerem nadczynnosci
tarczycy u dzieci. Réznicuje on grupe dzieci z nadczynnoscig tarczycy w chorobie Gravesa-
Basedowa z dzieémi zdrowymi w eutyreozie i bez objawéw immunologicznych choroby
tarczycy (AUC=0,716; p=0,017), z czutoscig 54,5% i swoistoscig 90%, w punkcie odciecia
4,54 pmol/l. Prawdopodobnie im wyzsze stezenie OPG w surowicy to z wiekszg pewnoscig
mozna stwierdzi¢ nadczynnos$¢ tarczycy w przebiegu choroby Gravesa-Basedowa u dzieci.

RANKL wykazuje ekspresje na powierzchni wielu komorek, przede wszystkim
osteoblastéw. Najczesciej wystepuje w formie zwigzanej z komorkg, chociaz istnieje rowniez
W postaci rozpuszczalnej, utworzonej za posrednictwem proteazy. RANK przez wigzanie z
RANKL promuje réznicowanie osteoklastow, aktywacje i przezycie w procesie budowy kosci.
Dane eksperymentalne wykazaly, ze rolg uktadu RANK/RANKL jest faworyzowanie
osteoklastogenezy in vitro oraz indukowanie osteoporozy i hiperkalcemii warunkach in vivo.
Ponadto myszy pozbawione RANKL wykazujg patologiczny wzrost masy kostnej oraz brak
dojrzatych osteoklastow!?82%2,

W badaniach wtasnych stezenie sSRANKL w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy
ksztattowato sie od 0 do 2,1 pmol/l (maksimum) oraz w takim samym zakresie w grupie z
niedoczynnoscig tarczycy: od 0 do 2,1 pmol/l (rbwniez maksimum). Natomiast w grupie
kontrolnej zakres stezenn sRANKL byt nizszy i wynosit od 0 do 1,21 pmol/l. Najwyzszg
mediane stezenia sSRANKL stwierdzono w grupie z niedoczynnoscig tarczycy (0,23 pmol/l),
najnizszg w grupie kontrolnej (0,09 pmol/l), a w grupie z nadczynnoscig tarczycy mediana
stezenia sRANKL wyniosta 0,2 pmol/l. Stwierdzono istotng réznice stezenia sRANKL w
zaleznosci od pici pomiedzy dziewczynkami i chiopcami w grupie kontrolnej.
Zaobserwowano istotnie wyzsze stezenia u dziewczat (Srednio 0,43 pmol/l) w poréwnaniu do
chtopcow (srednio 0,08 pmol/l; p=0,015).

Nie stwierdzono istotnej réznicy stezenia sSRANKL miedzy badanymi grupami dzieci
(test Kruskal’a-Walis’a; p=0,33), co nie potwierdza mozliwosci wykorzystania tej cytokiny jako
parametru diagnostycznego w réznicowaniu autoimmunologicznej choroby tarczycy u dzieci
ze zdrowymi dzie¢mi. Stwierdzono nastepujace korelacje sRANKL z markerami obrotu
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kostnego w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy: sRANKL z OPG (r=0,54; p<0,01),
SRANKL i TNF-a (r=0,67; p<0,0) oraz sRANKL i ATPO (r=0,46; p<0,05). Ws$réd dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy stezenie sSRANKL korelowato dodatnio z cytoking proapoptotyczng
TRAIL (r=0,53; p<0,05) oraz hormonami fT3 (r=0,52; p<0,05) i z fT4 (r=0,53; p<0,05) oraz
ujemnie z TSH (r=-0,51; p<0,05). W grupie kontrolnej stwierdzono korelacje sRANKL z
sFasL (r=0,61; p<0,01) i dodatnig sRANKL z wiekiem pacjentéw.(r=0,47; p<0,05). Profile
korelacji stezenia sRANKL w obu grupach badanych dobrze charakteryzujg te dwa
odmienne Kklinicznie schorzenia tarczycy u dzieci. Stwierdzone istotne korelacje dodatnie,
sugerujg ich synergistyczne dziatanie i jednoczesny wzrost ich stezen.

Stezenie TRAIL w grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy ksztaltowato sie w zakresie
od 52,31 do 215,34 pg/ml (maksimum), w grupie z niedoczynnoscig tarczycy w zakresie: 5,9
— 208,85 pg/ml, natomiast w grupie kontrolnej od 1,04 (minimum) do 194,59 pg/ml.
Najwyzszg mediane stezenia TRAIL stwierdzono w grupie z nadczynnoscig tarczycy (88,06
pg/ml), najnizszg w grupie kontrolnej (60,66 pg/ml), a w grupie z niedoczynnoscig tarczycy
mediana stezenia TRAIL wyniosta 62,43 pg/ml. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic stezenia TRAIL w zaleznosci od pici zarbwno w grupie dzieci z nadczynno$cig
tarczycy, niedoczynnoscig tarczycy jaki i w grupie kontrolne;.

W grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy wykazano korelacje TRAIL z markerami
obrotu kostnego sRANKL (r=0,53; p<0,05) i jego rozpuszczalnym receptorem OPG (r=0,54;
p<0,01) oraz hormonami tarczycy fT3 (r=0,49; p<0,05) i wspdlng z nadczynnoscig korelacje
TRAIL i fT4 (r=0,44; p<0,05). W grupie kontrolnej stwierdzono natomiast ujemng korelacje z
przeciwciatami ATPO (r=-0,5; p<0,05).

Zaobserwowano istotnie statystycznie wyzsze stezenie TRAIL w grupie dzieci z
nadczynnoscig tarczycy (mediana 88,06 pg/ml) w poréwnaniu z grupg z niedoczynnoscig
tarczycy (mediana 62,43 pg/ml),(p<0,05) i kontrolng (mediana 60,66 pg/ml)(p<0,05). Nie
stwierdzono istotnej roznicy stezenia TRAIL miedzy grupa z niedoczynno$cig tarczycy a
kontrolng (p>0,05). W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy stezenie TRAIL korelowato
dodatnio ze stezeniem TNF-a (r=0,43; p<0,05) oraz z hormonami tarczycy fT4 (r=0,48;
apoptozy zaleznej od TRAIL u dzieci z nadczynnoscig tarczycy w przebiegu GD.
Wystepujace w nadczynnos$ci tarczycy u dzieci z chorobg Gravesa-Basedowa korelacje
TRAIL mogg potwierdza¢ zachodzacy jednoczesnie proces apoptozy i stymulacji gruczotu
tarczowego.

Analiza krzywych ROC wykazata, ze TRAIL jest skutecznym markerem nadczynnosci
tarczycy u dzieci. Réznicuje on grupe dzieci z nadczynnoscig tarczycy w przebiegu choroby
Gravesa-Basedowa z dzie¢mi zdrowymi w eutyreozie i bez objawdéw immunologicznej
choroby tarczycy (AUC=0,72; p=0,015) z czutoscig 95,5% i swoistoscig 50% w punkcie
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odciecia 54,6 pg/ml. Ponadto TRAIL mozna uzna¢ markerem nadczynnosci tarczycy, ktory
pozwala na skuteczne roéznicowanie grup dzieci z chorobg Gravesa-Basedowa i dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy w przebiegu przewlektego autoimmunologicznego zapalenia
tarczycy (AUC=0,731; p=0,009), z czutoscig 95,5% i swoistoscig 45,5% w punkcie odciecia
54,2 pg/ml. Stezenie TRAIL jest podwyzszone w hadczynnosci tarczycy u dzieci.
Podwyzszony poziom cytokin w surowicy dzieci z AITD odzwierciedla aktywacije i
wzajemne oddziatywanie odpowiedzi Th1 i Th2, ktére mogg by¢ zwigzane z dtugotrwatym
stanem zapalnym oraz procesem destrukcyjnym gruczotu tarczowego. Na podstawie
zebranych danych mozna stwierdzi¢, ze hormonalnie i klinicznie przeciwstawne obrazy AITD
u pacjentéw pediatrycznych charakteryzujg sie wystepowaniem zréznicowanych profili
cytokin prozapalnych oraz czynnikéw proapoptotycznych i antyapoptotycznych. Powyzsze
obserwacje wydajg sie wskazywac na istotng role badanych cytokin w patogenezie obu
przeciwstawnych klinicznie schorzen tarczycy u dzieci. Pomimo coraz wiekszej wiedzy i stale
prowadzonych badan w wielu krajowych i zagranicznych o$rodkach, mechanizm dziatania i

patogenetyczna rola cytokin w AITD u dzieci nadal pozostajg nie w petni poznane.
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6. WNIOSKI

1. W fazie niedoczynnej przewleklego autoimmunologicznego zapalenia tarczycy
stwierdza sie wyzsze stezenie IL-1[, anizeli w fazie nadczynnej choroby Gravesa-
Basedowa u dzieci.

2. lIstotnie podwyzszone wartosci TRAIL u pacjentdw z chorobg Gravesa-Basedowa
wskazujg, ze zarowno stymulacja (z udzialem TRADb), jak i apoptoza (z udziatem
TRAIL) zachodzg jednoczesnie w nadczynnosci tarczycy w przebiegu choroby
Gravesa-Basedowa u dzieci.

3. W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy w przebiegu choroby Gravesa-Basedowa
obserwuje sie znamiennie wyzsze stezenie OPG, w poréwnaniu do grupy kontrolnej i
grupy dzieci z przewleklym autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy.

4. Wartosci stezen cytokin IL-13, TNFa, sFasL, TRAIL i OPG w oparciu o analize¢ ROC
sq parametrami diagnostycznymi, réznicujgcymi dzieci z autoimmunologiczng
chorobg tarczycy z grupg dzieci zdrowych. sFasL jest szczegdélnym markerem,
najlepiej réznicujgcym (najwieksza czutos¢ i swoistos¢) grupe dzieci z
niedoczynnoscig tarczycy w przewlektym autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy, z
grupg dzieci z nadczynnoscig tarczycy w chorobie Gravesa-Basedowa oraz z dzieémi
zdrowymi w eutyreozie.

5. Korelacje cytokin IL-1B, IL-6, TNF-a, TRAIL, sFasL, RANKL i OPG pomiedzy sobg
oraz z wiekiem, stanem odzywienia, parametrami hormonalnej funkcji tarczycy TSH,
fT4, fT3 i odpowiedzi immunologicznej TRAb, ATG i ATPO charakteryzujg badane
grupy dzieci i sg powigzane z okreslonym stanem nadczynnosci i niedoczynnosci
tarczycy u dzieci. Ponadto odmienne profile korelacji pozwalajg réznicowac te stany
miedzy sobg oraz ze zdrowg grupg kontrolna.

6. Nie obserwuje sie istotnych statystycznie réznic stezenia cytokin IL-6, TNFa, SRANKL
pomiedzy przeciwstawnymi klinicznie i hormonalnie grupami dzieci z nadczynnoscig i

niedoczynnoscig tarczycy oraz grupg dzieci zdrowych.
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7. STRESZCZENIE

Patogeneza autoimmunologicznej choroby tarczycy (AITD), prowadzacej w
konsekwencji do uszkodzenia tarczycy jest wieloczynnikowym procesem, w ktérym wazng
role odgrywajg podatno$¢ genetyczna oraz czynniki srodowiskowe. Autoimmunologiczne
zaburzenia funkgcji tarczycy tworza obraz, na ktéry sktadajg sie dwa przeciwstawne klinicznie
i hormonalnie stany funkcji tarczycy: przewlekle autoimmunologiczne zapalenie tarczycy
(cAIT), objawiajgce sie niedoczynnoscig tarczycy oraz choroba Gravesa-Basedowa (GD),
charakteryzujgca sie nadczynnoscig tarczycy. Rozwdj AITD nastepuje w wyniku utraty
tolerancji immunologicznej i reaktywnosci na autoantygeny tarczycy, co doprowadza do
infiltracji gruczotu przez limfocyty T oraz limfocyty B, ktére produkujg charakterystyczne
przeciwciata. Ponadto w cAIT limfocyty T indukujg apoptoze komoérek pecherzykowych
tarczycy, prowadzac do destrukcji gruczotu. Komérki Th1 produkujg cytokiny prozapalne IL-
2, IFN-y, TNFa, IL-1B, co prowadzi do aktywacji makrofagow i efektédw cytotoksycznosci.
Natomiast Th2 wydzielajg cytokiny IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, ktére moga hamowaé
produkcije cytokin Th1, ale gtéwnie stymulujg limfocyty B do produkcji przeciwciat i aktywac;ji
czasteczek antyapoptotycznych. OPG i RANKL, cytokiny z rodziny TNF regulujace
osteoklastogeneze, majg istotne znaczenie w chorobach o podtozu autoimmunologicznym.
OPG rowniez wigze sie z TRAIL, w ten sposdb regulujac apoptoze komorek tarczycy.

Celem pracy byta ocena stezenia wybranych czynnikow prozapalnych IL-1B, IL-6 i
cytokin proapoptotycznych TNF-a, sFasL, TRAIL, sRANKL i antyapoptotycznej OPG w
dwéch przeciwstawnych klinicznie i hormonalnie schorzeniach tarczycy, w grupach dzieci z
autoimmunologiczng choroba tarczycy.

Materiat i metody: Badaniem objeto 64 dzieci, w tym 44 nowo zdiagnozowanych,
nieleczonych dzieci z cAIT i GD: 22 pacjentéw z niedoczynnoscig tarczycy w wieku od 6 do
16 lat, 18 dziewczynek (81,8%) i 4 chiopcéw (18,2%) oraz 22 pacjentéw z nadczynnoscig
tarczycy w wieku od 3 do 18 lat, w tym 16 dziewczynek (72,7%) i 6 chtopcéw (27,3%). Grupe
kontrolng stanowito 20 dzieci zdrowych dzieci — 11 dziewczynek (55%) i 9 chtopcow (45%) w
wieku od 2 do 18 lat. Grupy te nie réznity sie rozktadem ptci. U wszystkich dzieci oznaczono
hormony tarczycy TSH, fT4, fT3, przeciwciata ATG, ATPO, TRAb oraz zmierzono mase ciata
i wzrost, obliczono wskazniki BMI, BMI-SDS i wskaznik Cole’a. Stezenia cytokin w grupach
pacjentow z cAIT, GD i kontrolnej oceniano na poczatku choroby przed wprowadzeniem
leczenia. Zestawy stosowane do oznaczania stezenia cytokin w surowicy krwi (Biomedica,
BenderMedSystem) byly oparte na technice immunoenzymatycznej ELISA. Do pomiaru
absorbancji uzyto czytnika do mikroptytek Elx 800 firmy Bio-Tek Instruments. Stezenie: IL-
1B, IL-6, TNF-a, sFasL, TRAIL, wyrazano w pg/ml, zas OPG i sRANKL w pmol/l. Podczas

analizy wynikéw wykorzystano elementy statystyki opisowej, testy nieparametryczne oraz
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krzywe ROC. Za znamienne statystycznie przyjmowano wyniki testowania, dla ktérych
poziom istotnosci byt mniejszy lub réwny 0,05.

Wyniki i wnioski. Stwierdzono brak istotnych réznic miedzy dziewczynkami i
chtopcami w grupach dzieci z niedoczynnoscig i nadczynnoscig tarczycy pod wzgledem
badanych parametréw (wiek, BMI, BM-SDS, wskaznik Cole’a, TSH, fT4, fT3, TRAb, ATG,
ATPO, IL-6, TNF-a, IL-18, TRAIL, OPG, sRANK, sFasL).

Nie stwierdzono istotnych réznic wieku oraz parametréw stanu odzywienia: BMI, BMI-
SDS i wskaznika Cole’a miedzy grupami z nadczynnoscia, niedoczynnoscig tarczycy i grupg
kontrolng (kolejno test Kruskal'a-Wallis’a p=0,31, p=0,8, p=0,31 i ANOVA dla wskaznika
Cole’a p=0,15).

W badaniu stwierdzono istotne statystycznie rdéznice (p<0,001) wszystkich
parametrow hormonalnej funkgcji tarczycy: TSH, fT4, fT3 i wyktadnikédw immunologicznych:
TRAb, ATG i ATPO miedzy badanymi grupami dzieci. Wszystkie z powyzszych
obserwowanych réznic byly bezposrednio zwigzane z przeciwstawnymi stanami
hormonalnymi nadczynnosci i niedoczynnosci tarczycy.

Badane grupy dzieci z nadczynnos$cig i niedoczynnoscig tarczycy oraz kontrolna nie
roznity sie istotnie miedzy sobg stezeniami cytokin: IL-6, TNF-a i SRANKL (kolejno test
Kruskal'a-Wallis’a: p=0,48, p=0,067, p=0,33).

W surowicy krwi dzieci z niedoczynnosciag tarczycy w cAIT stwierdzono znamiennie
wyzsze wartosci stezenia IL-18 (mediana 2,16 pg/ml) w poréwnaniu z grupg dzieci z
nadczynnoscig tarczycy w GD (mediana 1,39 pg/ml); (p<0,01) i z grupg kontrolng (mediana
1,88 pg/ml); (p<0,05) oraz znamiennie wyzsze stezenia sFasL (mediana 0,26 ng/ml) w
poréwnaniu do grupy dzieci z nadczynnoscig tarczycy (mediana 0,14 ng/ml; p<0,05) i do
grupy kontrolnej (mediana 0,06 ng/ml; p<0,001).

W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy w przebiegu choroby Gravesa-Basedowa
stwierdzono znamiennie wyzsze stezenie cytokin: TRAIL (mediana 88,06 pg/ml) w
poréwnaniu do grupy z niedoczynnoscia tarczycy (mediana 62,43 pg/ml; p<0,05) i do grupy
kontrolnej (mediana 60,66 pg/ml; p<0,05) oraz znamiennie wyzsze stezenie OPG ($rednia
4,48 pmol/l) w poréwnaniu z grupg kontrolng (srednia 3,02 pmol/l; p<0,01).

Powyzsze obserwacje wydajg sie wskazywaé na istotng role badanych cytokin
prozapalnych, proapoptotycznych i antyapoptotycznych w patogenezie obu przeciwstawnych
klinicznie schorzen tarczycy u dzieci.

Wyniki analizy krzywych ROC pozwolity okresli¢ przydatno$¢ stezenia badanych
cytokin jako parametru diagnostycznego w AITD, w celu rdznicowania dzieci z
autoimmunologiczng chorobg tarczycy od dzieci zdrowych. Cytokiny IL-18 (AUC=0,77,
p=0,003), TNF-a (AUC=0,691; p=0,034) i sFasL (AUC=0,897; p=0,001) mogg by¢ uznane
markerami réznicujgcymi grupe dzieci z przewleklym autoimmunologicznym zapaleniem
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tarczycy z dzieémi zdrowymi w stanie eutyreozy z czuto$cig kolejno: 59,1%, 54,5% i 100%
oraz swoistoscig kolejno: 95%, 85% i 73,3%. Stezenia wszystkich trzech wymienionych
markeréw rosng w niedoczynno$ci tarczycy. Cytokiny TRAIL (AUC=0,72; p=0,015) i OPG
(AUC=0,716; p=0,017) skutecznie roznicujg grupe dzieci z nadczynnoscig tarczycy w
przebiegu choroby Gravesa-Basedowa z dzieémi zdrowymi z czutoscig kolejno: (95.5% i
54,5%) oraz swoistoscig kolejno: (50% i 90%). Stezenia obu markerow rosng w
nadczynnosci tarczycy w poréwnaniu do dzieci zdrowych w eutyreozie. Natomiast cytokiny
IL-18 (AUC=0,773; p=0,002), sFasL (AUC=0,833; p=0,003) i TRAIL (AUC=0,731; p=0,009)
mogg by¢ markerami najlepiej réznicujgcymi grupe dzieci z niedoczynnoscig tarczycy w
przewlektym autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy z grupa dzieci z nadczynnoscig
tarczycy w chorobie Gravesa-Basedowa z czutoscig (kolejno 72,7%, 94,7% i 95,5%) oraz
swoistoscig (kolejno: 86,4%, 72,7% i 45,5%). Cytokiny te réznicujg skutecznie oba
przeciwstawne Klinicznie stany funkcji tarczycy. Ponadto sFasL, zidentyfikowany wczesniej
réwniez jako marker niedoczynnosci tarczycy, pozwala bardzo efektywnie réznicowac grupy
dzieci z nadczynnoscia i niedoczynnoscig tarczycy (AUC=0,833; p=0,03 vs. AUC=0,897,
p=0,001) przy wyzszej wartosci punktu odciecia (0,241 ng/ml vs. 0,104 ng/ml), nieco nizszej
ale nadal bardzo wysokiej czutosci (94,7% vs. 100%) i poréwnywalnej swoistosci (72,7% vs.
73,3%). Stezenie sFasL jest zatem optymalnym parametrem cechujacym sie najwiekszg
zdolnoscig réznicowania dzieci z niedoczynno$cig tarczycy z grupg dzieci zdrowych oraz obu
schorzen tarczycy u dzieci cAIT i GD miedzy soba.

Przeanalizowano istotne korelacje nieparametryczne pomiedzy stezeniem badanych
cytokin w trzech grupach dzieci. W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy stwierdzono
nastepujgce istotne, dodatnie korelacje nieparametryczne badanych cytokin: TNF-a i IL-6
(r=0,62; p<0,01), TRAIL i TNF-a (r=0,43; p<0,05), OPG i TNF-a (r=0,69; p<0,01), sRANKL i
TNF-a (r=0,67; p<0,01), sFasL i TNF-a (r=0,54; p<0,05), OPG i IL-6 (r=0,51; p<0,05), OPG i
sRANKL (r=0,54; p<0,01). Wszystkie stwierdzone istotne korelacje majg dodatni charakter,
co sugeruje ich synergistyczne dziatanie w nadczynnosci tarczycy i jednoczesny wzrost ich
stezenia. Powyzszy profil korelacji cytokin jest specyficzny dla grupy badanych dzieci z
nadczynnoscig tarczycy — zadnej z powyzszych istotnych korelacji nie stwierdzono w grupie
dzieci z niedoczynnoscig tarczycy ani w grupie kontrolnej. W grupie dzieci z niedoczynnoscig
tarczycy stwierdzono nastepujgce istotne, dodatnie korelacje nieparametryczne badanych
cytokin: IL-1B i TNF-a (r=0,45; p<0,05), IL-1B i OPG (r=0,44; p<0,05), OPG i TRAIL (r=0,54;
p<0,01), sRANKL i TRAIL (r=0,53; p<0,05), OPG i sFasL (r=0,72; p<0,05). Podobnie jak w
grupie z nadczynnoscig tarczycy stwierdzono dodatnie korelacje, co sugeruje synergistyczne
dziatania w/w cytokin w niedoczynnosci tarczycy — ich jednoczesny wzrost stezenia — nie
stwierdzono zadnej wspdlnej, istotnej korelacji w obu przeciwstawnych Kklinicznie grupach
pacjentow.

154



Przeanalizowano réwniez korelacje stezenia badanych cytokin (IL-6, TNF-a, IL-14,
TRAIL, OPG, sRANK i sFasL) z wiekiem, stanem odzywienia (BMI, BM-SDS, wskaznik
Cole’a) oraz parametrami hormonalnymi i immunologicznymi funkgcji tarczycy (stezenie TSH,
fT4, fT3, TRAb, ATG i ATPO). W grupie dzieci z nadczynnoscig tarczycy stwierdzono
nastepujgce istotne korelacje: IL-1B i ATPO (r=0,47; p<0,05), TRAIL i fT4 (r=0,48; p<0,05),
TRAIL i TRADb (r=0,50; p<0,01), sRANKL i ATPO (r=0,46; p<0,05) oraz sFasL i BMI-SDS
(r=0,46; p<0,05). W grupie dzieci z niedoczynnoscig tarczycy stwierdzono nastepujace,
istotne korelacje: TNF-a i ATPO (r=0,54; p<0,01), TRAIL i fT4 (r=0,44; p<0,05), TRAIL i fT3
(r=0,49; p<0,05), sRANKL i TSH (r=-0,51; p<0,05), sRANKL i fT4 (r=0,53; p<0,05) oraz
sRANKL i fT3 (r=0,52; p<0,05). W grupach dzieci z nadczynnoscig i niedoczynnoscig
tarczycy stwierdzono jedna, wspolng istotng, dodatnig korelacje: TRAIL i fT4 (w grupie z
niedoczynnoscig tarczycy r=0,44; p<0,05). Poza tym profile korelacji réznity sie i byty
specyficzne dla wszystkich trzech badanych grup. W grupie kontrolnej stwierdzono dwie
istotne korelacje: ujemng TRAIL i ATPO (r=-0,5; p<0,05) i dodatnig korelacje sRANKL i
wieku pacjentow (r=0,47; p<0,05). Stwierdzone istotne korelacje w grupie kontrolnej sg
rébwniez specyficzne dla tej grupy i $cisle powigzane jedynie ze stanem prawidtowe;
czynnosci tarczycy.

Stwierdzone profile korelacji stezen badanych cytokin IL-1B, IL-6, TNF-a, TRAIL,
sFasL, RANKL i OPG pomiedzy sobg oraz pomiedzy stezeniem cytokin a wiekiem, stanem
odzywienia, parametrami hormonalnej funkcji tarczycy TSH, fT4, fT3 i odpowiedzi
immunologicznej TRAb, ATG, ATPO dobrze charakteryzujg badane grupy dzieci i sg scisle
powigzane z okreslonym stanem czynno$ci tarczycy u dzieci (nadczynnosci, niedoczynno$ci
i eutyreozy) Ponadto odmienne profile korelacji pozwalajg réznicowac te stany miedzy sobg
oraz ze zdrowg grupag kontrolna.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze hormonalnie i Klinicznie
przeciwstawne obrazy AITD u pacjentow pediatrycznych charakteryzujg sie wystepowaniem
zréznicowanych profili cytokin prozapalnych oraz czynnikdw proapoptotycznych i
antyapoptotycznych. Powyzsze obserwacje wydajg sie wskazywac¢ na istotng role badanych

cytokin w patogenezie obu przeciwstawnych klinicznie schorzen tarczycy u dzieci.
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8. SUMMARY

The pathogenesis of autoimmune thyroid disease (AITD), leading in consequence to
damage of thyroid gland, is a multifactorial process with environmental factors and genetic
susceptibility both playing important role. Autoimmune thyroid dysfunction makes up an
image consisting of two opposing clinical and hormonal states of thyroid function: chronic
autoimmune thyroiditis (CAIT) presenting as hypothyroidism and Graves' disease (GD),
characterized by hyperthyroidism. AITD occurs as a result of loss of immunological tolerance
to self-antigens and the reactivity of the thyroid gland, which leads to infiltration of the gland
by T and B cells that produce specific antibodies. Moreover, T cells induce apoptosis of
thyroid follicular cells in cAlT, leading to the destruction of the gland. Thl cells produce pro-
inflammatory cytokines IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B, which lead to the activation of
macrophages and cytotoxic effects. Th2 secrete IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, which can
inhibit the production of Thl cytokines and stimulate B cells to produce antibodies and
activate synthesis of anti-apoptotic molecules. OPG and RANKL, members of TNF family
regulate osteoclastogenesis as well as play a role in autoimmune diseases. Moreover, OPG
binds TRAIL, thus regulating apoptosis of thyroid gland.

The aim of study was to evaluate the concentration of selected proinflammatory
factors IL-1a, IL-6, proapoptotic cytokines TNFa, sFasL, TRAIL, SRANKL and antiapoptotic
cytokine OPG in two opposite clinical and hormonal thyroid diseases in the studied groups of
children with autoimmune thyroid disease.

Materials and methods: The study group consisted of 64 newly diagnosed,
untreated children with cAIT and GD: 22 patients with hypothyroidism from 6 to 16 years old,
including 18 girls (81.8%) and 4 boys (18.2%) and 22 patients with hyperthyroidism from 3 to
18 years old, including 16 girls (72.7%) and 6 boys (27.3%). The control group consisted of
20 healthy children -11 girls (55%) and 9 boys (45%) - from 2 to 18 years old. These groups
did not differ significantly in gender distribution. In all subjects we assessed thyroid hormones
(TSH, fT3, fT4), thyroid antibodies (ATG ATPO, TRAb), measured weight and height,
calculated BMI, BMI-SDS and Cole index. Cytokine concentrations in patients with cAIT, GD
disease and control group was evaluated before treatment introduction. The kits applied to
determine cytokines concentration in serum (Biomedica, BenderMerSystem) were based on
ELISA technique. To measure the absorbance we used microplate reader Elx 800, Bio-Tek
Instruments. Concentrations of IL-18 IL-6, TNF-a, sFasL, TRAIL were expressed in pg/mL,
whereas OPG and sRANKL in pmoL/L. In analysis of the results descriptive statistics,
nonparametric tests and ROC curves were used. The statistically significant test results was

assumed when significance level was less than or equal to 0.05.
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Results and conclusions. We found no significant differences between boys and
girls in groups of children with hypothyroidism and hyperthyroidism in tested parameters
(age, BMI, BMI-SDS, the Cole index, TSH, fT4, fT3, TRAb, ATG, ATPO, IL-6 , TNF-a, IL-1,
TRAIL, OPG, sRANK, sFasL).

There were no significant differences in age and nutritional status parameters: BMI,
BMI-SDS and Cole index between the groups with hyperthyroidism, hypothyroidism and
control (Kruskal'a-Wallis test, p=0.31, p=0.8, p=0.31 and ANOVA for the Cole index p= 0.15).

The study identified statistically significant differences (p <0.001) of all parameters of
thyroid hormone function: (TSH, T4, fT3), immune markers: (TRAb, ATG, ATPO) between
the analized groups of children. All of these observed differences are directly related to the
opposing states of hormonal hyperthyroidism and hypothyroidism compared to the control
group.

Studied group of children with hyperthyroidism, hypothyroidism and control did not
differ significantly in concentrations of cytokines: IL-6, TNF-a and sRANKL. (Kruskal'a-Wallis
test: p=0.48, p=0.067, p=0.33, respectively).

In serum of children with hypothyroidism in the course of cAIT we found significantly
higher concentrations of proinflamatory cytokine IL-13 (median 2.16 pg/mL) compared to
hyperthyroidism (median 1.39 pg/L)(p<0.01) and control group (median 1.88 pg/mL)(p<0.05)
and significantly higher concentrations of sFasL (median 0.26 ng/mL) compared to
hyperthyroidism (median 0.14 ng/mL)(p<0.05) and vs. control (median 0.06 ng/mL)(p<0.001).

In children with hyperthyroidism in the course of Graves' disease we found
significantly higher levels of proapoptotic cytokine TRAIL (median of 88.06 pg/mL) compared
to hypothyroidism (median of 62.43 pg/mL)(p<0.05) and control (median 60.66
pg/mL)(p<0.05) and significantly higher levels of antiapoptotic cytokine OPG (mean 4.48
pmol/L) vs. control (mean 3.02 pmoL/L)(p<0.01).

These observations seem to indicate importance of proinflammatory cytokines,
proapoptotic and antiapoptotic factors in the pathogenesis of both opposing clinical thyroid
disorders in children.

The results of ROC curve analysis enabled determination of usefulness of monitoring
cytokine concentrations in order to discriminate children with autoimmune thyroid disease
from healthy children. Cytokines IL-18 (AUC=0.77, p=0.003), TNF-a (AUC=0.691, p=0.034)
and sFasL (AUC=0.897, p=0.001) discriminated healthy and autoimmune-hypothyroid
children with sensitivity of 59.1%, 54.5% 100%, respectively and specificity of 95%, 85%, and
73.3%. The concentrations of these markers increase in hypothyroidism. Cytokines TRAIL
(AUC=0.72, p=0.015) and OPG (AUC=0.716, p=0.017) differentiate a group of children with
hyperthyroidism in the course of Graves' disease from healthy children with sensitivity of
95.5% and 54.5% and specificity of 50% and 90%. The concentrations of both markers
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increase in hyperthyroidism compared with euthyroid healthy children. However, IL-13
(AUC=0.773, p=0.002), sFasL (AUC=0.833, p=0.003), TRAIL (AUC=0.731, p=0.009) also
exhibit a potential to differentiate group of children with hypothyroidism in cAIT from group of
children with hyperthyroidism in Graves' disease with sensitivity of 72.7%, 94.7%, and
95.5%, respectively and specificity of 86.4%, 72.7%, 45,5%. These cytokines differentiate
clinically opposing states of thyroid function. Furthermore sFasL, previously identified as a
marker of hypothyroidism, enables efficient discrimination of children with hyperthyroidism
from hypothyroidism (AUC=0.833, p=0.03 vs. AUC=0.897, p=0.001) with a higher cutoff
value (0.241 ng/mL vs. 0.104 ng/mL), slightly lower, but still very high sensitivity (94.7% vs.
100%) and comparable specificity (72.7% vs. 73.3%). sFasL therefore has the greatest
ability to differentiate hypothyroid and healthy children, and both thyroid disorders -
hyperthyroidism and hypothyroidism - among themselves.

In the study we found significant non-parametric correlation between cytokines
concentrations in three groups of children. In children with hyperthyroidism we found the
following significant, nonparametric positive correlations: TNF-a and IL-6 (r=0.62, p<0.01),
TRAIL and TNF-a (r=0.43, p<0.05), OPG and TNF-a (r=0.69, p<0.01), sSRANKL and TNF-a
(r=0.67, p<0.01), sFasL and TNF-a (r=0.54, p<0.05), OPG and IL-6 (r=0.51, p<0.05), OPG
and sRANKL (r=0.54, p<0.01). All identified significant correlations are positive, suggesting
their synergistic effect in hyperthyroidism and a simultaneous increase of their concentration.
This cytokine profile is highly specific for children with hyperthyroidism, since none of the
above correlations were found in either children with hypothyroidism in cAIT or control group.
In the studied group of hypothyroidism we found the following significant, positive correlation:
IL-18 and TNF-a (r=0.45, p<0.05), IL-1p and OPG (r=0.44, p<0.05), OPG and TRAIL (r=0.54,
p<0.01), TRAIL and sRANKL (r=0.53, p<0.05), OPG and sFasL (r=0.72, p<0.05). Likewise as
in the group with hyperthyroidism positive correlation suggests a synergistic action of
cytokines in hypothyroidism - the simultaneous increase of their concentration. Again, the
observed profile of correlations is specific, there was no common significant correlation in
both clinically opposite groups of children.

We also analyzed correlations of IL-6, TNF-a, IL-1B, TRAIL, OPG, sRANK and sFasL
with age, nutritional status (BMI, BMI-SDS, Cole index) and hormonal and immunological
parameters (TSH, fT4, fT3, TRAb, ATG and ATPO). In children with hyperthyroidism
following significant correlations were found: IL-18 and ATPO (r=0.47, p<0.05), TRAIL and
fT4 (r=0.48, p<0.05), TRAIL and TRAb (r=0.50, p<0.01), sRANKL and ATPO (r=0.46,
p<0.05) and sFasL and BMI-SDS (r=0.46, p<0.05). In children with hypothyroidism following,
significant correlations were found: TNF-a and ATPO (r=0.54, p<0.01), TRAIL and T4
(r=0.44, p<0.05), and TRAIL and fT3 (r=0.49, p<0.05), sRANKL and fT4 (r=0.53, p<0.05),
SsRANKL and fT3 (r=0.52, p<0.05) and negative correlation sRANKL and TSH (r=-0.51,
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p<0.05). In children with hyperthyroidism and hypothyroidism, only one common significant
positive correlations was found: TRAIL and fT4 (in the group with hypothyroidism r=0.44,
p<0.05). In addition, the correlation profiles differ and they are specific for all three groups.
The control group showed two significant correlations: negative TRAIL and ATPO (r=-0.5,
p<0.05) and a positive correlation SRANKL and age of patients (r=0.47, p<0.05). This
significant correlations in the control group are also specific to this group and closely linked
only to euthyroid state.

Observed profiles of correlation between concentrations of cytokines IL-1B, IL-6, TNF-
a, TRAIL, sFasL, RANKL and OPG among themselves and between cytokine levels and
thyroid hormone parameters: TSH, fT4, fT3 and immune response: ATG, ATPO, TRAb
characterized groups of studied children and are highly associated with specific state of
thyroid gland function in children. In addition, the correlation profiles of these conditions allow
to differentiate between them and the healthy control group.

Based on the obtained results it can be concluded that the hormonal and clinical AITD
contradictory images in pediatric patients are characterized by different profiles of
inflammatory cytokines and pro-apoptotic and anti-apoptotic factors. These observations
seem to indicate the important role of cytokines in the pathogenesis of both opposing clinical
thyroid disorders in children.
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