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I. Wstep
1. Witamina D

1.1. Struktura i synteza

Witaming D jako czynnik przeciwkrzywiczy zidentyfikowalt w 1922 roku Elmar
McCollum (1). Kilka lat pozniej Frederic Askev jako pierwszy wyizolowal witaming Dy —
ergokalcyferol, a w 1936 roku Adolf Windaus ze wspotpracownikami zbadat szlak
metaboliczny, w ktorym ergokalcyferol jest przeksztalcany do cholekalcyferolu — witaminy
D3 (2). Cholekalcyferol jest postacig nieaktywnag i podlega hydroksylacji w watrobie
do 25-hydroksywitaminy D3 (25(0OH)D3) — kalcydiolu. Kolejna hydroksylacja zachodzi
w nerkach dzigki 1a — hydroksylazie. Wowczas powstaje kalcytriol — aktywna metabolicznie
posta¢ witaminy D3 (1a, 25(0OH),D3). Ten etap aktywacji jest regulowany przez parathormon
(PTH) (3).

Na rycinie 1. przedstawiono wzory strukturalne witaminy D,, D3 oraz aktywnej
postaci witaminy D3. Zwigzki te maja budowe steroidowsg i naleza do sekosteroidow — maja
otwarty pierscien B steroidu. Budowa strukturalna witaminy D warunkuje jej wtasciwosci

hydrofobowe i lipofilne (4).

Ho

witamina Dz witamina D3 la, 25(0H):2Ds

ergokalcyferol cholekalcyferol kalcytriol

Rycina 1. Wzory strukturalne witaminy Dy, D3 oraz 1a, 25(OH),D3 (5).



WSTEP

Dieta nie jest wystarczajacym zrédlem witaminy D dla organizmu. Dodatkowe Zrédlo
witaminy D to jej produkcja w skorze pod wptywem promieniowania ultrafioletowego B
(UVB). Najprawdopodobniej wigkszos¢ witaminy D krazacej we krwi pochodzi z endogennej
syntezy, a jedynie niewielka jej cz¢$¢ jest dostarczana z pozywieniem (3). Stad tez witamina
D nie jest witaming w $cistym tego slowa znaczeniu.

W toku ewolucji cztowieka ekspozycja na $wiatlo stoneczne nie byta powodem
do niepokoju. Jednak wraz z wydluzeniem oczekiwanej dlugosci zycia, powigzano czestsze
wystepowanie nowotworow skory, w tym czerniaka ztosliwego, u o0sOb narazonych
na promieniowanie UV (6). Dzi§ o wiele bezpieczniejsza jest mozliwos¢ doustnej
suplementacji witaming D niz przedluzona ekspozycja na $wiatto stoneczne i ryzyko z tym
zwigzane (7).

Substratem do produkcji witaminy D w skorze jest 7-dehydrocholesterol (7DHC) —
prowitamina D. Zwiazek ten jest zgromadzony w duzej ilosci w blonie komorkowe;j
keratynocytow. Tam, pod wyplywem energii promieniowania UVB (dlugo$¢ fal
290-315nm), peka pierscien B zwigzku 1 powstaje prewitamina Ds;. Nastepnie
prewitamina D3 ulega izomeryzacji do witaminy D3 (rycina 2.) (8, 9).

Reakcja ta nie wymaga obecno$ci katalizatora, a jej wydajnos$¢ zalezy wyltacznie
od dostegpnosci substratu — 7DHC i promieniowania UVB. Z uwagi na duza zawarto§¢ 7DHC
w skorze, czynnikiem ograniczajacym staje si¢ promieniowanie UVB, ktorego fotony musza

dotrze¢ do warstwy podstawnej naskorka (3).

0

izomeryzacja

" O“‘“

7-dehydrocholesterol prewitamina D cholekalcyferol

Rycina 2. Fotosynteza witaminy D3 w skorze.



WSTEP

Nachylenie osi Ziemi wobec orbity sprawia, ze dla obszarow potozonych powyzej 40°
szeroko$ci geograficznej w miesigcach zimowych synteza witaminy zmniejsza si¢ lub ustaje
z powodu braku wystarczajgcej ilo$ci promieniowania UVB (3, 10). Stad zalecenia dla krajow
Europy Centralnej, by suplementowaé¢ witaming D doustnie od wrze$nia do kwietnia (7).
W pozostalych miesigcach ekspozycja na §wiatto stoneczne nieostonietych czesci ciata (twarz
i dlonie) przez okoto 2 godziny tygodniowo pozwala zapewni¢ prawidlowe stezenie
witaminy D w organizmie (3).

Podsumowujac, na wydajnos¢ fotosyntezy prewitaminy D ma wplyw kolor skory,

szerokos$¢ geograficzna, pora roku oraz kulturowo uwarunkowany dobor stroju (11).

1.2. Funkcje

Witamina D i jej znaczenie sg przedmiotem badan od wielu lat. Zanim poznano jej
strukture, juz w 1822 roku polski lekarz Jedrzej Sniadecki zaobserwowal, ze u dzieci
zamieszkujacych centrum Warszawy krzywica wystepowala znacznie czesciej niz u dzieci
urodzonych na obszarach wiejskich. W zwiagzku z tym zalecat kapiele stoneczne dla dzieci
jako profilaktyke 1 leczenie krzywicy (10). Intensywne badania z ostatnich lat
zakwalifikowaly witaming D do grupy hormonéw steroidowych i dowiodly, ze ma ona wptyw
nie tylko na gospodark¢ wapniowo-fosforanowa, ale wykazuje szerokie spektrum dziatania
na organizmy zywe, migdzy innymi kontroluje ekspresj¢ ponad 200 genow (12).

Witamina D (jej aktywna posta¢ — 1a,25(0OH),D3) wykazuje dziatania genomowe
I pozagenomowe. Dziatanie genomowe odbywa si¢ poprzez polgczenie aktywnej postaci
witaminy ze swoistym receptorem (VDR — ang. vitamin D receptor), ktory znajduje si¢
W jadrze komorkowym. Zwigzanie 10,25(0OH);D3; z VDR pozwala na regulacj¢ transkrypcji
genow efektorowych. Wykazano réwniez, ze witamina D moze kontrolowac ekspresje gendow
poprzez wplyw na mikroRNA (miRNA). Z kolei pozagenomowe dziatanie ujawnia si¢ dzigki
blonowemu receptorowi 1a,25(0OH),D;. Efekty moga by¢ bezposrednie (na przyktad
otwieranie kanaldow wapniowych) lub posrednie, poprzez aktywacje¢ drugiego przekaznika
(kinazy C, szlaku Ras/Raf/ERK/MAPK) (3).

Ponizej opisano wplyw witaminy D na wiele waznych aspektow funkcjonowania

organizmow.

Homeostaza wapniowo-fosforanowa
Witamina D jest jednym z czynnikdw koordynujacych homeostaze wapniowo-

fosforanowa. Jej dziatanie na kosci, jelito cienkie, nerki i przytarczyce jest rezultatem



WSTEP

ztozonych interakcji, jakie zachodza pomiedzy st¢zeniem wapnia, fosforanow, 1a,25(OH),Ds,
parathormonu (PTH) oraz fosfatonin (2).

PTH mobilizuje wapn z kosci i wplywa na syntezg aktywnej postaci witaminy D,
jednoczesnie zwigkszajac wydalanie fosforandw z moczem. Sprzezenie zwrotne ujemne
pomigdzy stezeniem 1a,25(OH),D3 i PTH powoduje zahamowanie wydzielania PTH przez
przytarczyce pod wpltywem rosnacego stezenia aktywnej postaci witaminy D. Z drugiej strony
podwyzszone stezenie 1a,25(OH),;D3 hamuje 1a-hydroksylaze i stymuluje 24-hydroksylaze,
co powoduje nasilenie katabolizmu 10,25(OH),D3. Witamina D w jelicie cienkim prowadzi
do wzrostu wchtaniania wapnia ze $wiatla jelita. W nerkach z kolei zwigksza resorpcje
wapnia 1 fosforanéw z moczu pierwotnego. Kolejne sprze¢zenie zwrotne wystgpuje miedzy
stezeniem  fosforanow a  produkcja  10,25(OH),D3;.  Hipofosfatemia  stymuluje,
a hiperfosfatemia hamuje la-hydroksylazg. W nabtonku kanalika proksymalnego nerek
nastepuje hydroksylacja kalcydiolu w pozycji 1a do kalcytriolu. Przewlekta choroba nerek
prowadzi do zmniejszenia aktywnosci 1a-hydroksylazy i niedoboru 10,25(OH);Ds (2, 3).

Witamina D w kos$ciach z jednej strony promuje powstawanie osteoklastow 1 resorpcje
ko$ci (nastgpuje uwalnianie wapnia do krwioobiegu), z drugiej strony wpltywa na funkcje
osteoblastow i stymuluje mineralizacje macierzy kostnej. 10,25(OH);D3 kontroluje ekspresje
wiekszosci gendw zardwno osteoklastow, jak i osteoblastow. W zwiagzku z czym jest ona
niezb¢dna do prawidlowej przebudowy kosci. Dodatkowo brak witaminy D prowadzi
do przerostu nieprawidtowej macierzy kostnej i hipertrofii chondroblastow w ptytce
nasadowej u dzieci, co wigze si¢ z wystgpowaniem krzywicy. U dorostych stwierdzana jest

osteomalacja i osteoporoza z powodu zaburzen mineralizacji kosci (2, 3, 13).

Skora

Skora jest narzadem, w ktorym zachodzi przemiana prowitaminy D w prewitaming D.
Dodatkowo w keratynocytach wykazano obecno$¢ VDR oraz ekspresje 25-hydroksylazy
| lo-hydroksylazy. Dowodzi to regulacji autokrynowej i mozliwosci autonomicznego
zaopatrywania keratynocytéw w witamine Dj;. Stanowi ona wazny czynnik kontrolujacy
wzrost i dojrzewanie keratynocytow (14, 15). Co ciekawe u dzieci z mutacjg VDR obserwuje
si¢ zanik owlosienia po pierwszej fazie katagenu tuz po narodzinach, natomiast niedobor

witaminy D nie prowadzi do takich zaburzen (16).

Uklad sercowo — naczyniowy
U myszy z wylagczonym genem kodujacym VDR zaobserwowano nadci$nienie

tetnicze 1 przerost mig$nia sercowego zalezne od nadmiernego stezenia reniny. Podobne

4



WSTEP

wyniki zanotowano u myszy z brakiem aktywnos$ci 1a-hydroksylazy (17). Natomiast u ludzi
aktywna posta¢ witaminy D zmniejsza produkcje reniny. Najprawdopodobniej dzieje si¢ tak
poprzez oddzialywanie na sekwencj¢ promotorowg reniny. Dalsze obserwacje pozwolily
stwierdzi¢, ze istnieje odwrotna zalezno$¢ miedzy stezeniem 25(OH)D3 a wystepowaniem
nadcis$nienia tetniczego (18).

Wczesniejsze badania sugerowaty, ze niedobdr witaminy D jest zwigzany
Zz wystepowaniem licznych czynnikéw ryzyka zespotu metabolicznego. Jednak te relacje
moga by¢ bardziej ztozone. Niedobor witaminy D moze by¢ réwniez rozwazany jako
konsekwencja otytosci, starzenia si¢ czy zmniejszonej aktywnosci fizycznej, ktére prowadza

czesto do zmniejszonej ekspozycji na $wiatto stoneczne (19).

Miesnie szkieletowe

VDR wykazuje ekspresjc w mioblastach, lecz prawdopodobnie jest nieobecny
w dojrzalych komoérkach migéni poprzecznie prazkowanych (20). Badania obserwacyjne
dowiodly, Ze u dzieci 1 0s6b starszych niedobor kalcytriolu zwigksza ryzyko wystepowania

miopatii (21).

Metabolizm glukozy — cukrzyca typu 2

W patogenezie rozwoju cukrzycy typu 2 najwigksza role odgrywaja zaburzenia
czynno$ci sekrecyjnej komorek [ wysp trzustki oraz wrazliwosci komorek docelowych
na insuling. Gruber podsumowat wptyw stezenia kalcydiolu na gospodarke weglowodanowa.
Dotychczas udowodniono, ze st¢zenie 25(OH)D3; negatywnie koreluje z wystgpowaniem
cukrzycy typu 2 oraz z insulinoopornoscia mierzong wskaznikiem HOMA-IR. Wiele badan
wykazato odwrotng korelacje migdzy stezeniem kalcydiolu a glikemig (22). Przytaczane
sg rowniez badania sugerujace negatywny wptyw niedoboru kalcytriolu na funkcjonowanie
komorek B trzustki. W warunkach prawidlowych 1,25(OH);D3; oddzialuje na uwalnianie
insuliny najprawdopodobniej poprzez kontrole stezenia jonow wapniowych, ktore aktywuja
kanat rianodynowy w komorkach B trzustki oraz poprzez stymulacje ekspresji genu insuliny
(3, 23).

Uklad rozrodczy

Zarowno VDR, jaki i enzymy metabolizujace witaming D wykazuja ekspresje
w komorkach Sertoliego 1 Leydiga oraz w komorkach germinalnych, w tym, w plemnikach.
Kolejnym obszarem zainteresowan naukowcow stat si¢ zwigzek miedzy zaburzeniami erekcji

a witaming D3. Wykazano, Ze jej st¢zenie pozytywnie koreluje ze st¢Zzeniem testosteronu
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I jako$cig nasienia. Z kolei niedobor wigze si¢ z wigkszym ryzykiem wystgpowania
hipogonadyzmu. Badanie obejmujace ponad 3 000 m¢zczyzn pozwolito stwierdzi¢, ze wzrost
ryzyka zaburzen erekcji wystepowat, gdy stezenie 25(OH)D wynosito < 20ng/ml. Z drugiej
strony stezenie > 35ng/ml wyraznie zmniejszato to ryzyko. Dodatkowo witamina D stymuluje
produkcje syntezy tlenku azotu (NO), ktory jest kluczowy dla rozszerzenia naczyn i uzyskania
wzwodu (24).

Probowano znalezé powigzanie miedzy witaming D a plodno$cig kobiet, jednak
dostepne dane literaturowe nie potwierdzaja jednoznaczniec wystepowania takiego zwigzku.
Nie wykazano tez korelacji pomiedzy stg¢zeniem witaminy D3 a st¢zeniem hormonu

antymiillerowskiego (AMH), ktory jest wyktadnikiem rezerwy jajnikowej (25).

1.3. Niedoboér witaminy D

Niedobor witaminy D to globalny problem zdrowotny. Szacuje si¢, ze ponad miliard
ludzi na $wiecie ma niewystarczajace stezenie tej witaminy (10, 26). Przyczynami
niezadowalajagcego stezenia witaminy 25(OH)D sa: niedostateczna podaz w diecie,
ograniczone wchtanianie czy nieprawidlowy metabolizm. Rzadko moze wystgpowac réwniez
oporno$¢ na dziatanie witaminy D. Amerykanskie Towarzystwo Endokrynologiczne oraz
aktualne wytyczne dla Europy Srodkowej definiuja: niedobér witaminy D, jej stezenie
suboptymalne, optymalne oraz stezenie wysokie odpowiednio jako stezenie 25(OH)D <20
ng/ml, 20-30 ng/ml, >30-50 ng/ml oraz >50-100 ng/ml (7). W naszej szerokosci geograficzne;j
niedobor witaminy D jest szeroko rozpowszechniony. W 2014 roku Pludowski
| wspotpracownicy przeprowadzili badania wsérod mieszkancéw polskich miast, z ktorych
wynika, ze 90% populacji charakteryzowalo si¢ niedostatecznym stezeniem witaminy D
(niedobor i stezenie suboptymalne — odpowiednio 67% i 23%). Jedynie 8,4% badanych miato

2

optymalne st¢zenie witaminy D. Dodatkowo u osob z BMI >30 kg/m“ zaobserwowano

istotnie statystycznie nizsze st¢zenia 25(OH)D w poréwnaniu do pozostatej populacji (27).
1.4. Zalecenia suplementacji

Wspotczesne zalecenia odnosnie wskazah do suplementacji witaming D sg precyzyjnie
opisane, zatwierdzone przez grupe¢ ekspertow i oparte na EBM (ang. Evidence Base
Medicine). Do suplementacji stosuje si¢ witaming D3, ktora jest dwa razy bardziej skuteczna
W uzupehianiu niedoborow niz witamina D, (28). Aktualnie obowigzujace wytyczne
wyréwnywania niedoboréw witaminy D dla Europy Srodkowej pochodza z 2013 roku. Dla
dorostych os6b z BMI <30kg/m2 zaleca si¢ suplementacje w dawce 800 — 2000 IU na dobe



WSTEP

zaleznie od masy ciata, w miesigcach wrzesien — kwiecien. Jednak u oséb, u ktérych nie jest

zapewniona efektywna synteza w miesigcach letnich, zaleca si¢ suplementacj¢ przez caty rok

(7).
2. Wplyw witaminy D na funkcjonowanie ukladu odpornosciowego

W ostatnich latach podj¢to intensywne badania na wptywem witaminy D na uktad
odpornosciowy. Do tej pory zauwazono zalezno$¢ miedzy jej stezeniem a wieloma chorobami
autoimmunologicznymi. Wykazano, ze niedobér witaminy D zwieksza ryzyko zachorowania
mi¢dzy innymi na stwardnienie rozsiane, nieswoiste zapalenia jelit, toczen rumieniowaty
uktadowy, cukrzyce typu 1 czy reumatoidalne zapalenie stawow (29-32). Dodatkowo
prawidlowe stezenie witaminy D korzystnie wplywa na przebieg leczenia niektorych typow
nowotworow i zwigksza przezywalnosc¢ (33).

Efekty niedoboru witaminy D obserwowane w skali makro sa konsekwencja procesow
patofizjologicznych zachodzacych na poziomie komorkowym. W opublikowanych pracach
dowiedziono obecno$¢ receptora witaminy D na licznych obwodowych komorkach
immunokompetentnych  (migdzy innymi na komodrkach prezentujacych antygen,
aktywowanych limfocytach T i B, limfocytach naturalnych zabdjcach czy neutrofilach)
(34-36). Ponadto monocyty, makrofagi oraz limfocyty T cytotoksyczne i limfocyty B
wykazujg ekspresje 1a-hydroksylazy, ktora przeksztatca witaming D do postaci aktywnej (34,
37-39).

Ponizej zostanie przedstawione, W jaki sposob witamina D  wplywa
na funkcjonowanie obwodowego uktadu odpornosciowego, chordéb autoimmunologicznych

oraz nowotworow.

2.1. Wplyw witaminy D na komorki prezentujace antygen

Komorki prezentujagce antygen (APC — ang. antigen presenting cells) wykazuja
zdolnos¢ aktywacji naiwnych limfocytow T oraz limfocytow T pamigci immunologiczne;.
Do APC naleza migdzy innymi makrofagi oraz komorki dendrytyczne (DC — ang. dendritic
cells). Zarowno makrofagi, jak i DC moga indukowaé tolerancj¢ immunologiczna, a takze
stymulowac przewlekla reakcj¢ zapalna poprzez wptyw na réznicowanie limfocytow T (40).

Obecnos¢  wewnatrzcytoplazmatycznego VDR wykryto  miedzy  innymi
w spoczynkowych monocytach oraz w DC. Dodatkowo monocyty oraz makrofagi, dzigki
ekspresji  25-hydroksylazy oraz la-hydroksylazy, maja mozliwos¢ przeksztalcania

nieaktywnej witaminy D do kalcytriolu, ktory z kolei wigze si¢ z VDR. Produkcja
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10,25(OH),D3 odbywa si¢ lokalnie w tkankach i miejscu reakcji zapalnej, a cho¢ stanowi
niewielki procent w poréwnaniu z aktywowang witaming D3 przez nerki, odgrywa kluczowa
role w regulacji dostepnosci tej witaminy dla monocytow i DC (34, 39).

Wykazano, ze witamina D wplywa na wymienione powyzej APC 1 decyduje
0 promowaniu przez nie reakcji tolerancji na antygeny (40). Monocyty inkubowane z aktywng
witaming D wykazuja zmniejszenie ekspresji biatek gtownego uktadu zgodnosci tkankowej
klasy Il (MHC — ang. major histocompatibility complex) a takze czgstek kostymulujacych:
CD40, CD80 i CD86 (41, 42). Wszystkie te biatka tworza synapse immunologiczng, a tym
samym biorg bezposredni udzial w rozpoznaniu antygenu. Dodatkowo, monocyty
inkubowane z 10,25(0OH),D3 zmniejszaja wydzielanie cytokin prozapalnych takich jak IL1a,
IL6, IL12 i TNFa. In vivo suplementacja 10,25(OH),D3 powodowata zmniejszenie
wydzielania IL6 przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, a dalej IL6 migdzy innymi
zapobiegata roznicowaniu si¢ limfocytow T w kierunku Treg zaleznego od TGFp. Witamina
D poprzez zmniejszenie produkcji IL6 oraz zwigkszenie wydzielania IL10 moduluje nie tylko
odpowiedz limfocytow T, ale rowniez decyduje o kierunku ich réznicowania (34). Promuje
konwersj¢ w kierunku komorek Treg a jednoczesnie zmniejsza wrazliwo$¢ limfocytow T
efektorowych do wzbudzania odpowiedzi immunologicznej (40).

Witamina 10,25(OH),;D3 hamuje powstawanie niedojrzalych DC z makrofagéw. Poza
tym zmienia profil wydzielanych cytokin dojrzatych DC. Zmniejsza wydzielanie IL12 i IL23,
ktore promuja dojrzewanie limfocytow T w kierunku Thl i Th17. Zwigksza natomiast
produkcje IL10 oraz CCL22, ktore sg zaangazowanie w odpowiedZ immunologiczng zalezng
od Treg i Th2 (34). Co ciekawe DC wyciszajg parakrynowe dziatanie kalcytriolu. Niedojrzate
DC (posiadaja wysoka ekspresje VDR) reaguja na 1a,25(OH),D3, ktora jest produkowana
z kalcydiolu przez dojrzate DC z niewielka ekspresja VDR (35).

2.2. Wplyw witaminy D na limfocyty T

Wskazuje si¢ na cztery potencjalne mechanizmy oddziatywania witaminy D
na limfocyty T (43):

» bezposredni, endokrynny efekt kalcytriolu na komorki T;

» bezposrednie  intakrynne  dzialanie  dzicki  konwersji  25(OH)Ds
do 10,25(0OH),D3 przez limfocyty T;

» bezposrednie parakrynne dziatanie kalcytriolu na komoérki T dzigki konwersji

witaminy D3 do postaci aktywnej przez komorki dendrytyczne i monocyty;
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» posrednie dziatanie poprzez APC bedace pod wpltywem 10,25(OH),Ds.

W limfocytach T réwniez wykazano obecno$¢ VDR. Jednak w przeciwienstwie
do makrofagow 1 DC obecno$¢ VDR jest spotykana nie w spoczynkowych,
aw aktywowanych limfocytach T (44). Witamina 1a,25(0OH),D3; jest potencjalnym
inhibitorem proliferacji komorek T. W jej obecnosci nastgpuje zatrzymanie cyklu
komodrkowego pomiedzy wczesng faze G1 a pozng fazg G1 (45, 46). Ponizej przedstawiony

zostanie wptyw witaminy D na poszczegolne klasy limfocytow T.

Limfocyty T naiwne

Witamina D oddziatuje na limfocyty T naiwne (TO — ang. T naive cell) bezposrednio
oraz posrednio poprzez DC. Boonstra i wspotpracownicy jako pierwsi zwrdcili uwage
na bezposrednie dziatanie kalcytriolu na t¢ subpopulacje limfocytow. Udowodnili oni
w badaniach in vitro na komoérkach mysich, ze 10,25(OH),D3 w obecnosci 1L4 powoduje
roéznicowanie naiwnych limfocytow T pomocniczych (ThO) w kierunku komoérek Th2.
Ponadto stymulacja komoérek ThO przeciwciatami anty-CD3 oraz anty-CD28 w obecnosci
witaminy D rowniez powodowata silng polaryzacj¢ w kierunku Th2 (47).

Posrednie dziatanie tolerogenne witaminy D zostalo potwierdzone w hodowli
mieloidalnych DC inkubowanych w obecnosci 10,25(0OH),D3 co wptywalo na blokowanie
tworzenia synapsy immunologicznej z komoérkami ThO. Wobec zaburzonej prezentacji
antygenow dochodzitlo do braku pobudzenia komoérek TO, co prowadzito do rozwoju

tolerancji na dany antygen (48).

Limfocyty T pomocnicze

W wigkszosci badan in vitro na komoérkach ludzkich, kalcytriol powodowat
zwiekszenie produkcji i sekrecji IL10 przez limfocyty T pomocnicze (Th — ang. T helper
cell), jak rowniez wzrost liczby tych komoérek w grupie os6b zdrowych. Obecnos¢ w hodowli
monocytow powodowata brak wzrostu liczby komoérek T CD4+ IL10+ (34). W innych
badaniach proliferacja ludzkich limfocytow T CD4+ byta zahamowana przez aktywna postaé
witaminy Ds. Jednak w obecnos$ci silnego bodzca takiego jak inkubacja z przeciwciatami
anty-CD3 oraz anty-CD28 efekt ten byt znoszony. Dodatkowo zauwazono, ze w populacjach
0 zmniejszonej aktywnosci proliferacyjnej pod wplywem 10,25(0OH),D3; nastepuje
zmniejszenie produkcji 1L2 (49). Badano rowniez czy podobna zaleznos¢ dotyczy IL6, jednak

wnioski sg sprzeczne.
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Witamina D wptywa rowniez na interakcje limfocytow T CD4+ z limfocytami B.
Lemire wraz z zespolem dostrzegli, ze limfocyty T CD4+ preinkubowane z 10,25(OH);D3
W obecnosci mitogenu szkartatki amerykanskiej stabiej pobudzaja komorki B. Skutkowato

to zahamowaniem produkcji przeciwciat IgG i IgM (50).

Limfocyty Thl

Limfocyty Thl wykazuja niewielka ekspresj¢ VDR w poréwnaniu z pozostatymi
subpopulacjami limfocytow T. Wigkszos¢ badan przeprowadzonych w warunkach in vitro
sugeruje zahamowanie roznicowania limfocytow w kierunku Thl oraz zmniejszenie stezenia
produkowanego przez t¢ subpopulacje interferonu y (INFy) oraz IL2 w obecnosci aktywnej

postaci witaminy D3. Badania in vivo potwierdzaja te doniesienia (34, 48, 51-53).

Limfocyty Th2

Wplyw witaminy D na limfocyty Th2 nie jest jednoznaczny. Badania przeprowadzane
in vitro na liniach komorkowych mysich i ludzkich sugeruja jednak, ze 1a,25(OH),D3 hamuje
roznicowanie limfocytow w kierunku Th2, lecz nasila sekrecj¢ IL4 przez juz dojrzate

limfocyty Th2 (34, 47).

Limfocyty Th17, Th22
Witamina D w warunkach in vitro zmniejsza sekrecj¢ IL17 oraz IL22 produkowanych
przez limfocyty pomocnicze odpowiednio typu odpowiedzi pomocniczej Thl7 i Th22.

Wyniki badan in vivo nie sg jednak jednoznaczne (52-54).

Limfocyty T regulatorowe

W zwigzku z tym, ze limfocyty T regulatorowe (Treg — ang. T regulatory cell)
stanowig bardzo heterogenng grupe komorek, trudno jednoznacznie stwierdzi¢, jaki wptyw
naich funkcjonowanie ma witamina D. Poczatkowo zaktadano, ze witamina D dziata
na subpopulacje komorek Treg posrednio poprzez wpltyw na prezentowanie antygendow przez
DC. Poézniej Jeffery i wspotpracownicy potwierdzili bezposredni wzrost odsetka Treg
wykazujacych ekspresje CCL4 pod wptywem 1a,25(OH),D5 (49).

W niektorych badaniach in vitro inkubacja z 10,25(OH),D3; powodowata
zahamowanie proliferacji limfocytow T FoxP3+, w innych nie zaobserwowano zmian
w poréwnaniu z hodowlg kontrolng (52). Komoérki Treg FoxP3+ indukowane przez analog
witaminy D3 powodowaty zahamowanie odpowiedzi immunologicznej in vitro. Dodatkowo
komorki T CD4+ CD25- aktywowane przez 1a,25(OH);D3; byly zdolne zahamowac
proliferacje $wiezo wyizolowanych komorek CD4+ CD25- (55).
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Eksperyment, w ktorym suplementowano witaming D u myszy, nie pozwolil
wyciggna¢ jednoznacznych wnioskéw odnosnie jej wplywu na komoérki T CD4+ FoxP3+
(56, 57). U ludzi zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomiedzy stezeniem 25(OH)Dj3 a iloscig
komorek Treg FoxP3+ u pacjentow z SLE (58). Smolders i wspolpracownicy zauwazyli
pozytywna korelacj¢ migdzy stezeniem 25(OH)Dj3 a funkcja Treg. Co prawda liczba komorek
Treg si¢ nie zwigkszala, jednak wraz ze wzrostem stgzenia witaminy D3 wyraznie narastat ich

potencjat do hamowania proliferacji efektorowych limfocytow T (59).

Limfocyty T cytotoksyczne

Wyniki badan oceniajace wptyw 1a,25(OH);D3 na komoérki Tc nie sg jednoznaczne.
Do wnioskow ptynacych z przeprowadzonych eksperymentow nalezaty: zmniejszenie,
zwigkszenie lub brak wptywu na proliferacj¢ komorek Tc. Najprawdopodobniej te odmienne
wyniki uzyskano z powodu zastosowania réoznych metod aktywacji (34). Zaobserwowano
jednak zredukowanie sekrecji IL2 oraz ograniczenie cytotoksycznosci limfocytow Tc (60-62).
Przeprowadzone badania oceny wplywu witaminy D na ludzkie limfocyty Tc nie
uwzgledniaty ich podziatu na subpopulacje Tcl i Tc2 (34). Niedawno Ooi i wspotpracownicy
udowodnili ekspresj¢ 1a-hydroksylazy w limfocytach Tc (38).

2.3. Wplyw witaminy D na komérki NKT

U myszy z wylagczonym genem VDR zaobserwowano trudnosci w prawidiowym
rozwoju tej subpopulacji komoérek. Z drugiej strony myszy z zablokowanym szlakiem
metabolicznym prowadzacym do hydroksylacji 25(OH)D3; miaty komorki NKT z zachowang
funkcja, jednak nasilona apoptoza prekursoréw tych komorek prowadzita do zmniejszenia ich
ilosci. Suplementacja 10,25(OH);D3 nie prowadzita u badanych zwierzat do wzrostu liczby
dojrzatych komorek, jednak u myszy dzikich (WT — ang. wild type) z niedoborem witaminy D
w diecie, powodowata przywrocenie prawidtowej liczby komorek NKT. Dodatkowo
suplementacja u myszy WT powodowala wzrost wydzielania INFy i IL4 przez limfocyty
NKT (63). Prawidtowy rozwoj tak zwanych iNKT (ang. invariant NKT) wymaga ekspresji
VDR (64).

U ludzi komorki iNKT réwniez pozostaja pod kontrolg witaminy D. Zaréwno ich
rozwoj, jak 1 funkcja zalezag od obecnosci VDR i kalcytriolu. Izolowane z obwodowych
komorek jednojadrzastych iNKT wykazywaty optymalng ekspresj¢ VDR dopiero po kilku

dniach stymulacji, w przeciwienstwie do iNKT wyizolowanych z tkanek mysich. Z drugiej
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strony dzialanie 10,25(0OH);D3 na INKT zaré6wno ludzkie, jaki i mysie powodowato

zwiekszenie ekspresji IL4 (65).

2.4. Wplyw witaminy D na komorki NK

U ludzi zaobserwowano wplyw witaminy D na regulacj¢ funkcji komoérek NK.
U pacjentow dializowanych z zaburzong synteza 1a,25(OH),D3, podobnie jak u pacjentow
chorych na krzywice hipofosfatemiczng, stwierdzono uposledzong odpowiedz uktadu
immunologicznego, w tym zaburzenia aktywnosci komorek NK. Poprawa funkcji
nastgpowata po suplementacji 1a,25(OH);D3; albo 1a(OH)Ds. Ponadto u pacjentow
w podesztym wieku aktywno$¢ komorek NK koreluje ze st¢zeniem 25(OH)Ds (66, 67).
W badaniach in vitro potwierdzono zalezny od dawki wzrost aktywnosci badanych komorek,
jednak bez wptywu na ich proliferacje (68, 69). Podobnie jak w przypadku limfocytow T,
dodanie monocytow do medium powodowalo zmniejszenie aktywnosci komoérek NK

pod wptywem 1a,25(OH),D3 (69-71).

2.5. Wplyw witaminy D na limfocyty B

Witamina D nie ma wplywu na spoczynkowe limfocyty B. Obecno$§¢ VDR
stwierdzono w jedynie w aktywowanych komoérkach (36). Co ciekawe aktywacja limfocytow
B powoduje rowniez wzrost ekspresji 1a-hydroksylazy, co prowadzi do aktywacji 25(0OH)D3
(37). W badaniach in vitro kalcytriol wptywa na zmniejszenie proliferacji aktywowanych
limfocytow B oraz nasila ich apoptoze. Po stymulacji naiwnych komorek typu B w obecnosci
aktywnej postaci witaminy Dz nastgpowato zahamowanie roznicowania limfocytow
w kierunku komorek plazmatycznych oraz komorek pamiegci. Skutkowato to zmniejszeniem
syntezy immunoglobulin w klasach IgA, IgM oraz 1gG (72). Wpltyw 10,25(OH),D3
na wydzielanie IgE pozostaje niejasny. W badaniach in vivo potwierdzono zmniejszenie
liczby komorek B pamigci oraz produkcje przeciwcial przeciwko ds-DNA u pacjentéw z SLE
(58).

Niedawno opisana nowa subpopulacja komorek B regulatorowych (Breg) produkuje
IL10. Dodatek 10,25(OH);D; do medium aktywowanych komodrek Breg powoduje
zwigkszenie wydzielania IL10 (37).
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2.6. Witamina D w chorobach autoimmunologicznych

Stwardnienie rozsiane

Istota choroby polega na autoimmunologicznym procesie demielinizacyjnym
osrodkowego ukladu nerwowego. Analiza epidemiologiczna wykazala, ze czgstos¢
wystepowania stwardnienia rozsianego (MS — ang. multiple sclerosis) pozytywnie koreluje
wraz ze wzrostem szeroko$ci geograficznej. Im blizej rownika, tym ekspozycja skory
na stonce jest wicksza i tym mniejsza jest zachorowalnos¢ (52). W patogenezie choroby
gléwng role odgrywaja limfocyty Thl i Thl7, ktore pozostaja pod negatywng kontrolg
kalcytriolu (59).

W ludzi niedobor witaminy D jest jednym z czynnikéw ryzyka wystgpienia MS.
Odpowiada tez za zwigkszong aktywno$¢ choroby w poroéwnaniu z pacjentami z optymalnym
jej stezeniem (73). Jednak w innym badaniu nie zauwazono takiej zaleznosci (59). Ponadto
wykazano, ze witamina D bierze udzial w procesie mielinizacji 1 remielinizacji poprzez

wplyw na komorki progenitorowe oligodendrocytow (74).

Nieswoiste zapalenia jelit

Nieswoiste zapalenia jelit (IBD — ang. inflammatory bowel disease) nalezg do grupy
choréb autoimmunologicznych. Zauwazono rowniez, ze czesto$¢ wystepowania choroby
Lesniowskiego — Crohna zwigksza si¢ wraz ze wzrostem odlegtosci od réwnika (75). Ponadto
wigksze nasilenie aktywnoS$ci procesu zapalnego jest notowane w miesigcach zimowych
I wezesnowiosennych, gdy stezenie witaminy Dj3 jest najnizsze (76). Obserwacje te kolejny

raz podkreslajg istotng role witaminy D3 w patogenezie wyzej wymienionej choroby.

Toczen rumieniowaty ukladowy

SLE jest chorobg z autoimmunizacji, w patogenezie ktorej biorg udzial limfocyty
T i B oraz nadmiernie aktywne DC. Zwigkszona ilo$¢ komorek Th17 a zmniejszona Treg jest
potrzebna, by zainicjowa¢ oraz podtrzymaé sekrecj¢ autoprzeciwcial przez komorki B.
W 2010 roku zwrocono uwage na zaleznos¢ migedzy wigkszag aktywnoscia SLE a niedoborem

witaminy D (31, 77, 78). Jednak nie wszystkie badania prowadzity do takich wnioskoéw (79).

Cukrzyca typu 1

Do rozwoju cukrzycy typu 1 dochodzi gdy autoreaktywne limfocyty Tc przenikng
do wysp Langerhansa i zniszczg komorki B, prowadzac do niedostatecznej produkcji insuliny
przez narzad. Proces aktywacji limfocytow Tc jest zwigzany z wydzielaniem IL12 przez

komorki Thl (80).
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Witamina D korzystnie oddzialuje na komorki B wysp trzustki w dwojaki sposob:
bezposredni oraz posredni. Bezposrednie dziatanie jest mozliwe dzigki ekspresji VDR.
Potaczenie 10,25(0OH);D3 z VDR stanowi stymulujacy czynnik transkrypcyjny dla genu
insuliny (23). Dodatkowo komorki B produkuja la-hydroksylaze, co umozliwia autokrynng
kontrol¢ przy prawidtowym stezeniu 25(OH)D3 (81). Dziatanie posrednie odbywa si¢ poprzez
wplyw witaminy D na rownowage pomiedzy wewnatrzkomoérkowym
a zewnatrzkomoérkowym stezeniem wapnia oraz promowaniem dojrzewania limfocytéw Th

w kierunku Th2 (82).

Reumatoidalne zapalenie stawéw

W patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS) biorg udzial migdzy innymi
nadmiernie aktywowane limfocyty B oraz limfocyty Th17, ktorych liczba jest zwigkszona.
Zaburzenia ukladu immunologicznego prowadza do przewleklego zapalenia tkanki tacznej,
W szczeg6lnosci zapalenia btony maziowej oraz przerostu warstwy podsciotkowej (83, 84).

W 1997 roku stwierdzono obecno$¢ VDR w chondrocytach i synowiocytach (85).
Do tej pory przeprowadzono szereg badan, w ktéorych dowiedziono korelacj¢ miedzy
nasileniem procesu chorobowego a niedoborem 25(OH)D3 (86, 87). Wiadomo, ze niedobor
witaminy D u pacjentow z RZS jest czestszy i bardziej nasilony niz w populacji ogdlnej (88).
Jednak nalezy zwrdci¢ uwage, Ze nasilajace si¢ objawy RZS moga powodowa¢ poglebianie
si¢ niedoboru poprzez ograniczenie aktywnos$ci ruchowej pacjentow 1 zmniejszenie
ekspozycji na §wiatlo stoneczne. Stad tez czg¢$¢ autoréw rozwaza, czy niedobor witaminy D

jest przyczyna, czy tez skutkiem RZS (89, 90).

Luszczyca

Przyspieszenie procesu keratynizacji z okoto 40 dni do zaledwie kilku jest mediowane
miedzy innymi poprzez IL22. Z kolei lokalne podraznienie 1 zapalenie u o0sob
predysponowanych genetycznie powoduje odpowiedZ komorek Th17 (91). W zwigzku z tym,
ze niedobor witaminy D3 wigze si¢ ze wzrostem liczby limfocytow Th17 i Th22,

zapobieganie hipowitaminozie w tej chorobie jest szczegdlnie wazne (90).

Twardzina

W rozwoju twardziny (akumulacji kolagenu w tkankach) gtéwna role odgrywaja
fibroblasty. Jednak na wczesnym etapie choroby limfocyty Thl i Th17 promuja przewlekty
proces zapalny, a nastepnie zaczynajg przewaza¢ komorki Th2 (90). Badania st¢zenia

witaminy D u chorych z twardzing wykazaty, ze wigkszo$¢ pacjentow miala niedostateczne
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stezenie kalcydiolu. Dodatkowo hipowitaminoza D korelowata z nasileniem procesu

chorobowego (92).

2.7. Witamina D w chorobach nowotworowych

Z uwagi na potencjalne dzialanie przeciwnowotworowe (zahamowanie proliferacji,
angiogenezy, nasilenie apoptozy oraz zmniejszanie potencjatu przerzutowania (93)),
witamina D jest rozwazana jako adiuwant terapii nowotworow z uwagi na dobrg tolerancjg,
dostepno$¢ oraz niskg cene (94). Dzi$ wydaje si¢, ze najwigckszy zwigzek wystepuje pomiedzy
niedoborem witaminy D a rakiem jelita grubego, piersi, prostaty oraz czerniakiem (93, 95).

Wyzsze stezenie witaminy D3 wigzato si¢ z a) obnizeniem $miertelnosci u pacjentow
z rakiem jelita grubego i piersi (33); b) zmniejszong progresja nowotworu piersi i skory (33);
¢) zmniejszonym potencjatem tworzenia przerzutow w raku piersi (96); d) lepsza prognoza
przezywalnos$ci w raku prostaty (97).

W patogenezie czerniaka od lat zwracano uwage na niekorzystny wpltyw oparzen
stonecznych. Tymczasem zaobserwowano wzrost czestosci  zachorowan  wraz
ze zwigkszaniem szeroko$ci geograficznej — co wigze si¢ ze zmniejszong produkcja witaminy
D3 w skorze (98). Ponadto stwierdzono, ze niedobér witaminy D w czasie rozpoznania
czerniaka wigze si¢ z wyzszym zaawansowaniem nowotworu w skali Breslowa (99).

Obecnie prowadzone sg badania kliniczne z zastosowaniem analogéow witaminy D —
EB1089, inecalcitolem oraz paricalcitolem. Analogi te wigzg si¢ z VDR i go pobudzaja,

ale maja zmniejszony potencjatl hiperkalcemiczny (95).

3. Choroby autoimmunologiczne tarczycy

3.1. Informacje ogolne

Do choréb tarczycy z autoimmunizacji zalicza si¢ najczes$ciej wystepujace, przewlekle
limfocytowe zapalenie tarczycy (choroba Hashimoto) oraz chorobe Gravesa — Basedowa
(100). Rzadziej wystepujace niebolesne (ciche) zapalenie tarczycy i poporodowe zapalenie
tarczycy sg uwazane za wariant choroby Hashimoto (101). Chorobe Riedla (zapalenie
tarczycy z intensywnym wioknieniem gruczotu) cze$¢ autorOw uwaza za wariant choroby
Hashimoto, inni natomiast wliczajg jg do grupy chordb tkanki facznej (101-104). Etiologie
autoimmunologiczng stwierdza si¢ rowniez w rzadko wystepujacym, przewlektym zapaleniu
tarczycy wywotanym interferonem alfa, gdzie u predysponowanych genetycznie osob lek ten

wywotuje produkcje przeciwcial przeciwtarczycowych (105, 106).
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Ponizej zostanie przedstawiona charakterystyka przewleklego autoimmunologicznego
zapalenia tarczycy. Pozostale postaci nie sg przedmiotem badania, a ich doktadny opis

wykracza poza ramy niniejszej rozprawy.
3.2. Przewlekle autoimmunologiczne zapalenie tarczycy

Przewlekle autoimmunologiczne zapalenie tarczycy (AIT — ang. autoimmune
thyroiditis) nazywane jest rowniez przewlektym limfocytowym zapaleniem tarczycy lub,
od nazwiska odkrywcy, chorobg Hashimoto. Japonski chirurg — Hakaru Hashimoto, w 1912
roku jako pierwszy opisal w gruczole tarczowym rozlane nacieki limfocytarne, atrofi¢
miazszu, wtoknienie oraz metaplazje komoérek pecherzykowych w komoérki oksyfilne u osob,

u ktorych wspotwystepowato wole wraz z niedoczynnoscia tarczycy (107).

Epidemiologia

AIT jest najczgstsza przyczyng niedoczynno$ci tarczycy na  obszarach
0 wystarczajacej podazy jodu w diecie (101). Stanowi rOwniez najczestszy rodzaj zapalenia
tarczycy. Zapadalno$¢ ocenia si¢ na 0,3 — 1,5 przypadkow na 1000 oséb w skali roku
(108, 109). W badaniach autopsyjnych morfologiczne zmiany charakterystyczne dla choroby
stwierdza si¢ u 14 — 17% badanych (110). Czestos¢ wystgpowania AIT rosnie z wiekiem.
Wystepowanie choroby u obu plci nie jest rtownomierne. W$rdd chorych dominuja kobiety
0d 4:1 do 15:1 w stosunku do me¢zczyzn (108, 109, 111). Réwniez rasa odgrywa znaczenie —

cze¢sciej choruja osoby rasy bialej, rzadziej osoby rasy czarnej czy zottej (112).

Czynniki genetyczne

Juz w 1963 roku udowodniono rodzinne wystepowanie AIT i podejrzewano
predyspozycje genetyczng o nieznanym typie dziedziczenia (113). Mimo wielu lat
intensywnych  badan 1 bardziej zaawansowanych technologicznie  mozliwosci
diagnostycznych, tlo genetyczne AIT nie zostalo w pelni wyja$nione. Pojawiajg si¢ natomiast
liczne prace dokumentujgce nowe polimorfizmy genowe, ktore wpltywajg na zwiekszenie
czestosci wystepowania choroby.

Czynniki genetyczne mozna podzieli¢ na dwie grupy. Zespoty chorobowe wywotane
mutacja jednego genu, w ktorych jedna ze sktadowych jest AIT oraz polimorfizmy réznych
genow, ktore zwigkszaja czgstos¢ wystepowania omawianego typu zapalenia. Do pierwszej
grupy naleza mutacje genu AIRE (ang. autoimmune regulator) (114) i genu FOXP3 (115)
do drugiej migdzy innymi sprzezenia z okreslonymi allelami antygenéw zgodnos$ci tkankowe;j
HLA (116, 117).
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Charakterystyke czynnikow genetycznych zwigkszajacych wystepowanie AIT

przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Geny, ktorych polimorfizmy zwigkszajq czestos¢ wystepowania AIT.

Podziat ze wzgledu na funkcje

Gen

Funkcja

Geny gtédwnego uktadu
zgodnosci tkankowej (HLA)

HLA klasy Il

HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DRS5 prezentacja autoantygendw
(HLA-DR3 najwieksze ryzyko AIT) (116-118)

Geny zwigzane z funkcjg CLTA-4 ang. cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
limfocytow T reguluje aktywacje limfocytow T,
wygasza odpowiedz immunologiczng,
polimorfizmy prowadza do wzrostu produkcji przeciwciat
przeciwtarczycowych (117, 119)
PTPN22 ang. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22
inhibitor aktywacji limfocytow T (116, 117)
FcRL3 ang. crystallizable fragment receptor homolog 3
aktywuje limfocyty T,
polimorfizmy zwiekszajg produkcje autoprzeciwciat (117)
TGF81 ang. transforming growth factor 8 1
wydzielany przez komoérki T regulatorowe by wyciszy¢
odpowiedz zapalna (120)
CD40 koduje koreceptor dla komodrek prezentujacych antygen,
hamuje aktywacje limfocytéw T, wspomaga dojrzewanie i
réznicowanie limfocytow B (117)
CD25=IL2RA | koduje podjednostke a receptora interleukiny 2
odgrywa role w obwodowej tolerancji na autoantygeny (118)
IL17F koduje interleukine 17F
ma dziatanie prozapalne (121)
Inne geny zwigzane z CD26 koduje receptor aktywujacy komdrki NK (122)
odpowiedzig immunologiczng | /L12B koduje podjednostke B interleukiny 12 aktywujgcg komarki
NK (121)
TNFa ang. tumor necrosis factor a
cytokina prozapalna produkowang przez wiele typéw
komorek uktadu immunologicznego (123)
IL6 koduje prozapalng interleukine 6 (IL6) (123)
BCL2L15 ang. B-cell lymphoma 2-like protein 15 (116)
MAGI3 ang. membrane associated guanylate kinase WW and PDZ
domain containing 3 (116)
PHTF1 ang. putative homeodomain transcription factor 1 (116)
Geny specyficzne dla tarczycy | TG gen kodujacy tyreoglobuline (117, 124)
GPR103 ang. G protein-coupled receptor 103

modulacja odpowiedzi immunologicznej (116)

Nie

tylko polimorfizmy poszczegblnych gendéw moga zwickszaé

czestose

wystepowania AIT. Na patogeneze moga mie¢ rowniez wptyw cechy epigenetyczne, ktore

skupiaja coraz wigksza uwage naukowcow. U pacjentow z AIT wykazano niedostateczng

metylacje genéw zaangazowanych w regulacje odpowiedzi immunologicznej, migdzy innymi

genu CTLA4 (125). Prowadzone sa obecnie badania w zakresie oceny modyfikacji histonow
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oraz wplywu niekodujagcego RNA na regulacje funkcji uktadu odpornosciowego.
Udowodniono zmniejszenie st¢zenia kilku rodzajow mMIRNA w tarczycy osob z AIT.
W patomechanizmie rozwaza si¢ rowniez inaktywacje chromosomu X, co moze thumaczy¢
wickszg czesto$¢ wystepowania chordb autoimmunologicznych u kobiet (125).

Stwierdzono tez czgstsze wystepowanie AIT z niektérymi aberracjami
chromosomowymi takimi jak zespdét Downa, zespot Turnera oraz zespdt Klinefeltera.
U pacjentow z trisomig 21. chromosomu do$¢ czgsto wystepuje hipotrofia grasicy. Wykazano

ponadto zmniejszong ekspresj¢ genu AIRE (126).

Pozagenetyczne czynniki ryzyka zachorowania na autoimmunologiczne zapalenie
tarczycy

Dotychczas poznano wiele czynnikéw srodowiskowych, ktére zwiekszaja czestose
wystepowania AIT u 0sob na nie narazonych (tabela 2). Wydaje si¢, ze odpowiadajg one
za coraz wigkszg czgsto$¢ AIT. Na Sycylii, przez ostatnie 30 lat zaobserwowano 10-krotny
wzrost zachorowan (127). Podobnie w Austrii w tym samym czasie wystgpit 8-krotny wzrost

rozpoznan AIT w preparatach pooperacyjnych (128).

Tabela 2. Pozagenetyczne czynniki ryzyka zachorowania na AlT.

Czynniki egzystencjonalne Czynniki srodowiskowe

wielorédztwo nadmiar jodu w diecie

infekcje wirusowe i bakteryjne

niedobdr selenu

promieniowanie jonizujgce w niskich dawkach
toksyny

Leki:

- interferon a

warunki higieniczne

wzrost zamoznosci

- alemtuzumab, ipilimumab, pembrolizumab, nivolumab
- inhibitory kinazy tyrozynowej

- lit

- amiodaron

Niewatpliwie czestoS¢ wystepowania AIT ro$nie z wiekiem oraz wystepuje czgsciej
U plci zenskiej. Wydaje sie, ze przebyta cigza zwigksza ryzyko AITD (121). Kondrashova
I wspotpracownicy potwierdzili tez sprawdzenie si¢ teorii higienicznej w tej chorobie (129).
Wzrost zamoznoS$ci spoleczenstw i powigzane z tym lepsze warunki higieniczne Zycia oraz

dieta rowniez zwiekszajg zachorowalno$¢ (121).
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Wsrod pacjentow leczonych interferonem o ryzyko wystapienia AlT byto wigksze niz
populacyjne.  Zaobserwowana zalezno§¢ w  szczegoOlno$ci  dotyczyla  pacjentow
z polimorfizmem genu CTLA-4 (105, 119). Z drugiej strony samo zakazenie niektorymi
chorobami zakaznymi (wirusy WZW typu C, CMV, HCV) lub bakterig Yersinia enterocolica
(w wyniku tak zwanej mimikry antygenowej) powoduje podwyzszenie ryzyka zachorowania
na AIT (121, 130). Prawdopodobnie niektore przeciwciala monoklonalne oraz inhibitory
kinazy tyrozynowej takze przyczyniajg si¢ do wzrostu zachorowan (121, 131), podobnie
jak lit i amiodaron (101).

Przeprowadzono kilka badan odno$nie wplywu palenia tytoniu oraz spozywania
alkoholu na przebieg AIT. Wydaje si¢, ze wsrdd palaczy tytoniu niedoczynno$¢ tarczycy
rozwija si¢ rzadziej wsrod osdb z obecnymi przeciwciatami anty-TPO i anty-TG (132).
Podobne wnioski dotyczg alkoholu wypijanych w matych dawkach (133).

O ile niedobdr jodu w diecie prowadzi do wzrostu czestosci wystgpowania wola,
0 tyle nadmiar jodu sprzyja wystepowaniu AIT. Kolejnym mikroelementem, ktéry budzi
ostatnio duze zainteresowanie naukowcow, jest selen. Niedobor selenu w diecie réwniez
sprzyja rozwojowi choroby. Istniejg przestanki, ze niedobor witaminy D moze zwigkszad
ryzyko AIT (133). Z drugiej strony deficyt witaminy D moze by¢ objawem towarzyszacym
chorobie (134, 135).

Zar6wno narazenie na promieniowanie jonizujace w wywiadzie, jak i na toksyny
zwigkszaja zachorowalno$¢ na AIT. Stwierdzono wigksza czestos¢ wystepowania choroby

U 0sOb narazonych na pestycydy oraz mieszkancoéw okolic zaktadow petrochemicznych (121).

Patogeneza

Patogeneza AIT nie zostala w petni wyjasniona. Uwaza si¢, ze czynniki sSrodowiskowe
mogg wywota¢ chorobe u 0so6b predysponowanych genetycznie (122). W ich obecnosci moze
dojs¢ do btednego rozpoznania antygenow komorek tarczycy jako obcych (136). W proces
przewlektego zapalenia zaangazowana jest odpowiedZ komoérkowa i humoralna.

Uwaza si¢, ze powstanie choroby zalezy od wystapienia nieprawidtowosci funkcji
uktadu immunologicznego, w ktorym gtéwng role odgrywaja limfocyty Thl. Aktywuja one
limfocyty Tc oraz komorki NK, ktére odpowiadaja za niszczenie komorek pecherzykowych.
Ponadto limfocyty Thl wydzielaja cytokiny prowadzace do apoptozy tyreocytow (101).
W wyciszaniu odpowiedzi immunologicznej kluczowa role odgrywaja limfocyty Treg.
Wydzielaja one czynniki przeciwzapalne takie jak TGFP i IL10, jednak w AIT wykazuja
zmniejszong aktywnos¢ (121).
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Powstawanie  przeciwcial ~ przeciwtarczycowych  skierowanych  przeciwko
tyreoperoksydazie (anty-TPO) i przeciwko tyreoglobulinie (anty-TG), a w rzadkich
przypadkach rowniez przeciwcial przeciwko pendrynie, symporterowi sodowo-jodowemu
(NIS — ang. sodium/iodide symporter) czy przeciwciat blokujacych receptor TSH, wynika
najprawdopodobniej z uwolnienia zawartosci komoérek tarczycy do  przestrzeni
migdzykomoérkowej i jest bardziej markerem AIT anizeli przyczyna destrukcji migzszu.

W patogenezie choroby mechanizmy odpowiedzi humoralnej majg dalece mniejsze znaczenie

(101, 108).

Obraz Kkliniczny

AIT ma przebieg przewlekly 1 postepujacy. Rozréznia si¢ dwie postaci kliniczne
choroby: z wolem oraz posta¢ zanikowg. W poczatkowym okresie trwania choroby niewielki
stopien zniszczenia migzszu gruczotu pozwala na zachowanie eutyreozy. W miare postepu
choroby u wigkszo$ci pacjentow rozwija si¢ niedoczynno$é tarczycy. W wyjatkowych
przypadkach gwattownej destrukcji migzszu moga wujawni¢ si¢ objawy sugerujace
nadczynno$¢ gruczotu. Nie sg one skutkiem nadmiernej produkcji hormondéw tarczycy,
a jedynie ich niekontrolowanym uwolnieniem z uszkodzonej struktury gruczolu. Opisane

zjawisko okresla si¢ terminem hashitoxicosis i jest przemijajace (101, 108).

Diagnostyka

Do rozpoznania AlIT konieczne jest stwierdzenie podwyzszonego stezenia przeciwciat
anty-TPO i/lub anty-TG oraz charakterystycznego obrazu ultrasonograficznego tarczycy.
Przeciwciata anty-TPO wystepuja u okoto 95% chorych 1 s3 najczulszym wskaZznikiem
przewlektego  autoimmunologicznego  zapalenia  tarczycy. Przeciwciala  anty-TG
sg stwierdzane w okoto 80% przypadkéw. Zazwyczaj wystepuja jako pierwsze, a ich stezenie
obniza si¢ z czasem trwania choroby (101). Stezenia anty-TPO i anty-TG nie wplywaja
na nasilenie niedoczynnosci tarczycy, jednak najnowsze badania wykazaly, Ze negatywnie
korelujg z jako$cig zycia pacjentow (137). W badaniu ultrasonograficznym charakterystyczne
jest obnizenie echogenicznos$ci migzszu tarczycy oraz pojawienie si¢ licznych pasm
hiperechogenicznych, ktore odzwierciedlajg zwloknienie gruczotu. Opisywane cechy
ultrasonograficzne nasilaja si¢ wraz z czasem trwania choroby. Biopsja aspiracyjna
cienkoiglowa moze ujawni¢ obecno$¢ nacieku z komoérek limfocytarnych. W badaniu
morfologicznym powierzchnia przekroju gruczotu jest blada, koloru szarobrgzowego
I 0 wzmozonej spoistosci. W obrazie mikroskopowym widoczne jest rozlane nacieczenie

jednojadrzastymi komorkami zapalnymi. W tarczycy obecne sa mate limfocyty, plazmocyty
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oraz wtorne grudki chtonne z duzymi osrodkami namnazania. Stwierdza si¢ zwykle zanikowe
pecherzyki tarczycy otoczone komoérkami nabtonkowymi z obfita, kwasochtonng i ziarnistg
(zawierajaca liczne mitochondria) cytoplazmg. Komoérki te nazywane sa oksyfilnymi lub
komorkami Hiirthla. Sg to prawidlowe, szesScienne komorki pecherzykowe, ktore
w odpowiedzi na bodziec uszkadzajacy zostaly zmienione metaplastycznie. Obserwuje si¢
rowniez rozrost $rodmigzszowej tkanki lacznej. W cze$ci przypadkow tarczyca

ma zmniejszong obj¢tos¢ w wyniku przewazajacych procesow widknienia gruczotu (110).

Leczenie i rokowanie
Nie ma skutecznego leczenia AIT. Stosuje si¢ jedynie leczenie objawowe —
substytucje L-tyroksyng (L-T4) w razie wystgpienia niedoczynno$ci tarczycy zardwno

objawowej, jak i subklinicznej (110).

Choroby wspolistniejace

Z uwagi na udziat autoimmunizacji w rozwoju przewlektego limfocytowego zapalenia
tarczycy, chorobie tej moga towarzyszy¢ inne schorzenia 0 podobnym podtozu. Obserwuje si¢
wspotwystepowanie choroby Hashimoto z reumatoidalnym zapaleniem stawow, zespoltem
Sjogrena, toczniem rumieniowatym uktadowym, tuszczyca, chorobg trzewna, anemig ztosliwa
czy innymi chorobami z autoimmunizacji (138). AIT jest sktadowa autoimmunologicznego
zespotu niedoczynnosci wielogruczotowej. W APS typu 1 w 5% przypadkéw obserwowane
jest AIT, ktére towarzyszy pierwotnej niedoczynnosci przytarczyc i nadnerczy oraz
kandydozie skory i bton §luzowych (139, 140). APS typu II wystepuje miedzy innymi pod
postaciag zespolu Schmidta, ktory charakteryzuje si¢ wspotwystgpowaniem pierwotnej
niedoczynnosci kory nadnerczy oraz AIT lub pod postacig zespotu Carpentera, gdy
pierwotnej niedoczynnosci kory nadnerczy i AIT towarzyszy cukrzyca typu 1 (141).
W APS Il AIT jest diagnozowana w 70% przypadkow (139).

4. Dojrzewanie limfocytow T oraz charakterystyka wybranych

komorek ukladu odpornosciowego

Wszystkie komorki uktadu odpornosciowego pochodza z krwiotworczej komorki
macierzystej. W szpiku kostnym dochodzi do jej proliferacji i dojrzewania w kierunku
komorek macierzystych mielopoezy oraz komorek macierzystych limfopoezy. Podczas
procesu mielopoezy powstajg erytrocyty, trombocyty, monocyty, neutrofile, eozynofile,

bazofile oraz mastocyty. Natomiast komoérka macierzysta limfopoezy daje poczatek

21



WSTEP

limfocytom B, T oraz komoérkom NK. Komérki dendrytyczne powstaja zarowno w przebiegu
mielopoezy (typ 1), jak i limfopoezy (typ 1) (142).

Limfocyty B uwalniane ze szpiku kostnego sg w petni dojrzate i gotowe do podjecia
swoich funkcji. Natomiast prekursory komorek T, ktore powstajg bezposrednio z komorki
macierzystej limfopoezy, migruja do grasicy i tam ulegaja dalszej proliferacji i réznicowaniu.
Dojrzate limfocyty B i T staja si¢ komoérkami immunokompetentnymi — zdolnymi
do rozpoznawania swoistych antygenow (142, 143). W niniejszej pracy komorki
te roznicowano w cytometrii przeplywowej na podstawie obecnosci antygenow CD3 1 CD19
— limfocyty T jako komoérki CD3+ CD19-, natomiast limfocyty B jako komorki CD3- CD19+.

Grasica jest narzadem limfopoetycznym zlokalizowanym w gornej czgsci Srddpiersia
tuz za mostkiem. Jest zbudowana z dwdch platow, ktore w swojej strukturze posiadajg kore
oraz rdzen. Najwicksza aktywno$¢ oraz wielko§¢ grasicy stwierdza si¢ w okresie
noworodkowym oraz przedpokwitaniowym. P6Zniej nastgpuje inwolucja narzadu (144).

Grasice zasiedlajg migrujace ze szpiku prekursory komoérek T. W fazie wczesnej
rozwoju w namnazajacych si¢ komodrkach dochodzi do rearanzacji genow receptora
komorki T (TCR — ang. T-cell receptor). Dzigki temu powstaja komorki zawierajace TCR
wrazliwy na duza liczbe réznych antygenow. Kolejnym etapem jest ekspresja antygenow
réznicujacych CD4 oraz CD8 (CD — ang. cluster differentiation). Wowczas komorki stajg si¢
podwojnie pozytywnymi (DP — ang. double positive) limfocytami T (145).

Pozna faza dojrzewania limfocytow T obejmuje selekcje pozytywna i negatywna.
Przez selekcje pozytywna przechodza komorki, zdolne do rozpoznawania antygenu
zwigzanego z MHC. Proces ten ma na celu wytoni¢ komoérki z prawidtowo zbudowanym
TCR. W czasie selekcji pozytywnej dochodzi rowniez do restrykcji MHC — gdy dojrzewajacy
DP limfocyt rozpozna antygen zwigzany z MHC klasy I, wowczas zachowuje antygen
powierzchniowy CD8, a traci CD4 i staje si¢ prekursorem dojrzatej komorki cytotoksyczne;j.
Przeciwnie dzieje si¢, gdy komorka reaguje z antygenem zwigzanym z MHC klasy I,
wowczas powstaje komorka CD4+ CDS-, ktora rozwija si¢ w kierunku limfocyta T
pomocniczego. Po zakonczonym procesie restrykcji MHC wigkszo$¢ komorek staje sie
pojedynczo pozytywna (SP — ang. single positive). Jedynie nieliczne zachowujg zarowno CD4
1 CDS8. Nastepnie selekcja negatywna doprowadza do apoptozy komorek, ktore reaguja
na antygeny wilasne organizmu. Prawidlowy przebieg tego etapu jest szczegolnie istotny dla
zapobiegania wystepowania chordéb z autoimmunizacji. Precyzyjnie regulowana selekcja
pozytywna i negatywna sprawia, ze okoto 95 — 99% tymocytow podlega apoptozie (145,
146).
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U czeéci limfocytow CD4+, ktore w czasie selekcji negatywnej wykazywaty zbyt duze
powinowactwo do reagowania na autoantygeny, dochodzi do ekspresji CD25 oraz czynnika
transkrypcyjnego FoxP3. Dajg one poczatek limfocytom Treg (145).

Doniesienia naukowe ostatnich kilku lat potwierdzaja, ze dojrzewanie limfocytow
to proces bardzo ztozony, a limfocyty T opuszczaja grasicg jako niedojrzale komorki
w postaci wczesnych emigrantow grasiczych (RTE — ang. recent thymic emigrants).
Terminem tym okres$la si¢ niedojrzate limfocyty T CD4+ oraz T CD8+, ktore przebyty
jedynie kilka podziatéw komoérkowych po opuszczeniu grasicy (147, 148). Komorki, ktore
rezyduja w grasicy, wykazuja ekspresje CD127, ale nie CD132. Zatem limfocyty CD127+
CD132- znalezione w krwi obwodowej to RTE (149). Pomiar liczby RTE pozwala na oceng
wyrzutu grasiczego, ktory okresla gotowo$¢ nabytej odpowiedzi immunologicznej do walki
z patogenami. Uwaza sig, ze stosunek liczby RTE do catkowitej liczby tymocytow jest staty
przez cale zycie. Jednakze wraz z inwolucjg grasicy spada ich bezwzgledna liczba (150).
Z wiekiem spada rowniez stosunek RTE do limfocytow T (146). Co ciekawe stwierdzono
zwigkszong migracj¢ RTE do tarczycy objetej zapaleniem w wyniku autoimmunozacji (151).

RTE, dojrzewajac we krwi obwodowej oraz we wtdrnych narzadach limfatycznych,
podlegaja dojrzewaniu w limfocyty TO. Poréwnujac obie subpopulacje komorek stwierdzono,
ze po pobudzeniu antygenem RTE maja mniejszag zdolno$¢ do proliferacji, produkuja
mniejsze ilosci IL2, IL4 oraz IFNYy, a takze wykazuja nizszg ekspresje CD25 (150).

Limfocyty ThO sg to komoérki o wieloletnim czasie przezycia, ktore nie zetkngty si¢
ze swoistym dla nich antygenem. Podlegaja stalej migracji pomi¢dzy krwig a obwodowymi
narzgdami limfatycznymi w celu poszukiwania ewentualnego zagrozenia. Wykazuja one
na swojej powierzchni ekspresje miedzy innymi CD45RA i CD27 (152).

Kontakt limfocyta ThO z swoistym antygenem stymuluje aktywno$¢ mitotyczng
pobudzonej komorki i powoduje klonalne namnazanie limfocytow zdolnych rozpoznaé
I odpowiedzie¢ na dany antygen (144). Z komorki ThO roznicuja sie¢ komorki efektorowe
(153). Po opanowaniu zagrozenia — wyeliminowaniu antygenu, wickszo$¢ aktywowanych
komorek ulega apoptozie. Jedynie nieliczne zostaja przeksztatlcone do komoérek pamigci,
co pozwala na szybsza i bardziej efektywna reakcj¢ w razie ponownej infekcji (144).

Komoérki CD4+ efektorowe oraz komodrki pamigci wykazuja ekspresje CD45RO0.
Migruja one po calym organizmie. Szczeg6Olnie czesto mozna je znalez¢ w tkankach
obwodowych, gdzie istnieje duze ryzyko ponownego wniknigcia patogenu na przyktad blony
sluzowe (153). W celu rozroznienia tych dwoch subpopulacji stosuje si¢ przeciwciata

przeciwko receptorowi chemokiny 7 (CCR7 — ang. chemokine receptor 7). Komorki
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efektorowe CCR7- reaguja szybko na kontakt z antygenem produkcja cytokin i produkcja
perforyn. Komorki pamigci CCR7+ nie prezentuja funkcji efektorowych, jednak
po pobudzeniu swoistym antygenem mogg réznicowac si¢ w komorki efektorowe CCR7-.
Komorki efektorowe zostaly przez Sallusto i wspotpracownikéw nazwane limfocytami Th
pamieci efektorowymi (Th EM — ang. effector memory T helper cells), a komorki pamigci
komorkami Th pamieci centralnej (Th CM — ang. central memory T helper cells) (154).
Komérki Th CM i Th EM mozna odr6zni¢ réwniez na podstawie obecnosci CD27. O ile Th
CM wykazujg ekspresj¢ CD27, Th EM sg CD27- (155).

Sposrod opisywanych powyzej komorek, po kontakcie ze swoistym antygenem, RTE,
limfocyty ThO oraz Th EM i Th CM moga sta¢ si¢ aktywowanymi limfocytami Th.
Wowczas mozna je zidentyfikowaé na podstawie obecnosci antygenu HLA-DR, pdznego
markera aktywacji komorek T, na ich powierzchni (156). Limfocyty Th, ktore nie majg juz
mozliwosci odpowiedzi na swoisty antygen, sa nazywane komoérkami Th terminalnie
zréznicowanymi (Th TD — ang. terminally differentiated T hepler cells) (157). Na rycinie 3.
przedstawiono schemat dojrzewania limfocytow Th.

Limfocyty B (CD3- CD19+) sa zaangazowane w odpowiedz humoralna.
Po poburzeniu swoistym antygenem namnazajg si¢ i roznicuja si¢ w plazmocyty oraz komorki
pamigci. Plazmocyty produkujg przeciwciata skierowane przeciwko obcym antygenom, lecz
takze moga produkowac przeciwciata skierowane przeciwko autoantygenom. Cz¢$¢ komorek
po aktywacji antygenem roéznicuje si¢ w kierunku komoérek pamieci. Sg one w stanie
przetrwa¢ w organizmie przez wiele lat, a w razie ponownej infekcji danym patogenem
umozliwiajg szybka produkcje swoistych przeciwciat. Wsréd komorek B wyroznia sie kilka
subpopulacji. Istnieje rowniez subpopulacja komoérek Breg. Oprocz produkcji przeciwciat
ma ona zdolnos¢ do sekrecji TGF-B oraz IL10, co wptywa migdzy innymi na indukcje¢ Treg
(158-160).

Limfocyty Th (CD3+ CD4+) wspomagaja odpowiedz typu humoralnego
I komorkowego zar6wno poprzez oddzialywanie bezposrednie, jak i poprzez produkowane
cytokiny. Komoérki Th ulatwiaja aktywacje, proliferacj¢ 1 rdéznicowanie limfocytow B
oraz prekursorow komorek Tc, pobudzaja rowniez makrofagi. W zalezno$ci od profilu
produkowanych cytokin dzielg si¢ na rdzne subpopulacje. Limfocyty Thl intensyfikuja
odpowiedz typu komoérkowego, wydzielajac IL12 co pobudza komorki Tc oraz produkujac

INFy co pobudza makrofagi. Za wspomaganie odpowiedzi humoralnej odpowiadaja limfocyty
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Rycina 3. Dojrzewanie limfocytow T pomocniczych.

Legenda:
TRC — receptor limfocytow T
DP — komorka podwojnie
pozytywna
SP — komorka pojedynczo

pozytywna
Treg — limfocyt T regulatorowy

RTE — wczesny emigrant grasiczy
Th — limfocyt T pomocniczy

T, — limfocyt T cytotoksyczny
Th0 — limfocyt T pomocniczy
naiwny

ThCM — limfocyt T pomocniczy
pamigci centralnej

TLEM — limfocyt T pomocniczy
pamigci efektorowej

TwTD — limfocyt T pomocniczy
terminalnie zréznicowany
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Th2. Produkujg one czynniki wzrostu i ré6znicowania komoérek B — IL4, IL5, 1L10, IL13.
Nalezy zaznaczy¢, ze produkcja INFy przez limfocyty Thl wycisza reakcje komoérek Th2,
natomiast IL10 wytwarzana przez Th2 hamuje odpowiedz komoérek Thl. Komorki Thl7
I Th22 produkuja odpowiednio IL17 oraz IL22 o dziataniu prozapalnym (160). Prawidlowa
liczba limfocytow CD4+ wynosi >500/ul, a stosunek ilosci komoérek CD4+/CD8+ wynosi
okoto 2:1. Przy zmniejszonej liczbie moga pojawiac si¢ infekcje oportunistyczne (161).

Limfocyty Tc (CD3+ CDS8+) odgrywajg kluczowg role w zwalczaniu komorek
nowotworowych oraz infekcji wewnatrzkomorkowymi patogenami. Komorki Tc moga
indukowa¢ apoptoze komorek w dwojaki sposob. Po potaczeniu sie z MHC komorki
docelowej i rozpoznaniu obcego antygenu limfocyt Tc uwalnia enzymy proteolityczne, w tym
perforyny i granzymy. Drugi szlak pobudzania jest zalezny od reakcji czasteczek nadrodziny
TNF. Ponadto komoérki Tc wydzielajg cytokiny takie jak: INFy, IL4, IL17. Limfocyty Tc
mogg indukowaé apoptoze¢ autoreaktywnych limfocytow T oraz B, a takze eliminowac
nadmierng odpowiedZ immunologiczng na obce antygeny (160).

Monocyty naleza do grupy komorek zernych. Po opuszczeniu krwioobiegu staja sie
makrofagami (162). Do granulocytow zalicza si¢: neutrofile, ktore jako pierwsze komorki
uktadu odporno$ciowego pojawiaja si¢ w miejscu infekcji i biorg udzial w odpowiedzi
immunologicznej komorkowej (163) oraz eozynofile i bazofile, ktore biorg udziat w reakcji
alergicznej na dany antygen (164, 165).

Komérki NK (CD3- CD16/56+) stanowig element odpornosci wrodzonej. Posiadaja
zdolno$¢ rozpoznawania nieprawidtowych antygenow prezentowanych przez komorki
organizmu 1 eliminowania tych, ktére sa zakazone wirusami, wewnatrzkomorkowymi
bakteriami lub podlegly przemianie nowotworowej. Ponadto komorki NK poprzez sekrecje
cytokin i chemokin modulujg odpowiedZz nabyta. Na swojej powierzchni posiadaja TLRs
(ang. Toll-like receptors). Po pobudzeniu tego receptora komoérki NK uwalniajg duze ilosci
prozapalnego INFy oraz GM-CSF, co powoduje nasilenie reakcji zapalnej (166).

Komorki NKT (CD3+ CD16/56+) sa elementem wrodzonej odpornosci. Sg one
silnym wczesnym zrodtem cytokin takich jak IL4 oraz INFy, w zwigzku z tym posiadaja
wysoki potencjat w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej nabytej. Dodatkowo
wykazuja wihasciwosci cytotoksyczne, w zwigzku z czym biorg udziat w zwalczaniu
wewnatrzkomorkowych  patogenow oraz komoérek nowotworowych (167). U myszy
Z niedoborem komorek NKT zaobserwowano predyspozycje do czgstszego wystepowania

chor6éb z autoimmunizacji. Ponadto aktywacja opisywanych powyzej komorek w réznym
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czasie od zadziatania bodzca wplywala pozytywnie lub negatywnie na przebieg choroby
(168). Natomiast u ludzi z réznymi zaburzeniami autoimmunizacyjnymi obserwowano

zmniejszenie aktywnosci oraz niedobor komorek NTK (34).
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UZASADNIENIE | CEL PRACY

II. Uzasadnienie i cel pracy

Dostepne dane z piSmiennictwa sugerujag wptyw stezenia witaminy D na réznicowanie
i aktywno$¢ komorek obwodowego uktadu immunologicznego. Do tej pory nie opublikowano
jednak zbyt wielu wynikéw badan dotyczacych wpltywu uzupeiniania niedoborow

tej witaminy na uktad odpornosciowy.

Celem pracy bytlo:

1. Zbadanie, czy podawaniec witaminy D wplywa na parametry odpowiedzi
immunologicznej wrodzonej i nabytej u os6b ze stwierdzonym niedoborem
tej witaminy, zarowno zdrowych, jak i chorych z autoimmunologicznym zapaleniem
tarczycy.

2. Wykazanie potencjalnych zmian parametrow odpowiedzi immunologicznej wrodzonej
oraz nabytej w trakcie suplementacji witaming D.

3. Ocena witaminy D jako czynnika regulujacego odpowiedz immunologiczng.
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III. Material i metodyka
1. Grupa badana

Do badania zakwalifikowano 30 chorych kobiet w wieku od 20. do 35. lat z
rozpoznaniem autoimmunologicznego zapalenia tarczycy (AIT) postawionego na podstawie
obecno$ci podwyzszonego stezenia przeciwcial przeciwtarczycowych (anty-TPO i/lub anty-
TG) oraz charakterystycznego dla przewleklego zapalenia tarczycy obrazu
ultrasonograficznego (obnizona echogeniczos¢ gruczotu). Wszystkie zakwalifikowane chore
byly w momencie kwalifikacji w stadium eutyreozy (stezenie tyreotropiny od 0,3 do 3,31
uU/ml). Wiekszos¢ z nich (23 = 76,7%) pobierata L-tyroksyng. Na rycinie 4. przedstawiony
jest schemat kwalifikacji pacjentek do badania. Warunkiem kwalifikacji chorych z AIT do

\

badania bylo stezenie witaminy 25(OH)D <25 ng/ml.
Weryfikacja wstepna

/
11 tysiecy kartotek w poradniach endokrynologicznych

Kryteria wiaczenia:

1. Ptec zenska

2. Wiek20-35 lat

3. RozpoznanieAlT

\4. Eutyreoza /

63 pacjentki

A 4

Druga weryfikacja
Kryteria wytaczenia:
1. Cigza-1
2. Karmienie—1
3. Brak wizyty w ostatnich dwoch latach— 19
4. Witamina D >25ng/ml-12

\
Grupa badana:
30 pacjentek

Rycina 4. Schemat kwalifikacji pacjentek do grupy AIT.
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2. Grupa kontrolna

MATERIAL I METODYKA

Grupe kontrolng stanowito 31 zdrowych kobiet w wieku od 21. do 30. lat.

Kwalifikacje do badania przeprowadzono jak na rycinie 5. Warunkiem kwalifikacji

do badania bylo stezenie witaminy 25(OH)D <25 ng/ml.

przedstawiono w tabeli 3.

Charakterystyke obu grup

\5.

( Wolontariuszki )
Kryteria wiaczenia:
1. Ptec zenska
2. Wiek 20-35 lat
3. Brak choréb tarczycy
J
76 kobiet
( Weryfikacja \
Kryteria wytaczenia:
1. Planowanie cigzy w najblizszych 6 miesigcach—2
2. Brak mozliwosci pobraniakrwi—1
3. Woystepowanieinnychchorob*-11
4, WitaminaD > 25nl/ml-30

Rezygnacja po 1. wizycie—1

\

Grupa kontrolna:
31 kobiet

*

Atopowe zapalenie skory—1
tuszczyca—1
ZespotSjogrena—1

Astma oskrzelowa—2
Alergia —leczenie — 1
Zespot jelita drazliwego— 2

Dysplazja wioknista szpiku—1
Borelioza w trakcie antybiotykoterapii— 1
Tradzik w czasie antybiotykoterapii —1

Rycina 5. Schemat kwalifikacji kobiet do grupy kontrolnej.

30




MATERIAL I METODYKA

Tabela 3. Charakterystyka grupy z AIT i grupy kontrolnej.

Badany ) p wartosc testu
Grupa Srednia +/- SD Mediana Zakres U Manna-
parametr .
Whitneya
Wiek AIT 27.53 +/-4.14 27.50 20-35 *0.0073
[lata] Kontrolna 24.74 +/- 2.85 25.00 21-30
BMI AIT 23.69 +/- 4.45 22.57 18.22 - 35.49 0.0523
[kg/m?] Kontrolna 21.89 +/-3.86 20.82 16.85 - 32.37
25(0OH)D; AIT 18.4 +/-4.71 19.00 8-25 0.0810
[ng/ml] Kontrolna 20.55 +/-3.35 21.00 14 - 25
Wapn AIT 9.49 +/-0.36 9.50 8.88-10.2 0.7400
[mg/dl] Kontrolna 9.51+/-0.31 9.54 8.9-10.04
Fosfor AIT 3.54 +/-0.41 3.58 2.66-4.3 *0.0029
[mg/dl] Kontrolna 3.88 +/-0.77 3.93 1.27-5.32
PTH AIT 58.5+/-31.32 56.00 16-179 0.2033
[pg/ml] Kontrolna 63.27 +/-21.83 58.00 36-127
TSH AIT 1.9+/-0.91 1.80 0.3-3.31 0.1335
[uu/ml] Kontrolna 2.27 +/-0.83 2.09 0.88-3.99
Legenda:
SD — odchylenie standardowe * —istotnos¢ statystyczna

3. Badania biochemiczne

Badania biochemiczne przeprowadzono w Laboratorium Centralnym Szpitala
Klinicznego im. Heliodora Swigcickiego oraz w Pracowni Endokrynologii Molekularne;
Katedry i Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Material biologiczny do badan stanowita krew obwodowa (2,7 ml) pobierana
do probowki z antykoagulantem (EDTA) — w celu badania morfologii krwi z rozmazem
i stezenia parathormonu (PTH) oraz dodatkowo 2,7 ml do badan cytometrycznych. Pobierano
takze krew obwodowa (4,9 ml) ,,na skrzep” do proboéwki bez antykoagulantu do pozostatych
badan.

Badanie morfologii krwi z rozmazem wykonywano metoda automatyczng — aparat
XN 1000 firmy SYSMEX. Stezenie tyreotropiny (TSH), przeciwciat przeciwko peroksydazie
tarczycowej (anty-TPO) oraz przeciwcial przeciwko tyreoglobulinie (anty-TG) bylo badane
metodg elektrochemiluminescencji (ECLIA) aparatem COBAS 6000 firmy ROCHE.
W aparacie COBAS 6000 oznaczano rowniez stgzenie wapnia catkowitego oraz fosforanow
we Krwi.

Pozostate badania: stezenie witaminy 25(OH)D, parathormonu oraz C — reaktywnego

biatka (CRP — ang. C-reactive protein) nalezacego do grupy bialek ostrej fazy, wykonano
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z wykorzystaniem metody ELISA w Pracowni Endokrynologii Molekularnej Katedry
I Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii i Chorob Wewngtrznych z uzyciem
komercyjnych zestawow opisanych w tabeli 4. Dolna granica czuto$ci testu dla oznaczania
PTH wynosita 1,57 pg/ml a dla CRP 0,1 mg/l. Zestaw firmy EUROIMMUN Polska —
Sp. z 0. 0. do oznaczania stgzenia witaminy D pozwalal na rownolegle oznaczenie 25(OH)D;

I 25(OH)Ds. Dolna granica czutosci testu wynosita 1,6 nl/ml.

Tabela 4. Wykaz zastosowanych zestawow do wykonywania badan metodg
immunoenzymatyczng (ELISA).

Nazwa Producent Numer katalogowy
PTH Intact (human) ELISA Kit DRG International EIA-3645

CRP HS (C-reactive Protein) ELISA Kit DRG International EIA-3954

25-0OH Vitamin D ELISA EUROIMMUN Polska - Sp. z 0. 0. EQ 6411-9601

U chorych z AIT 1 w grupie kontrolnej badania laboratoryjne przeprowadzono wedtug
harmonogramu zawartego w tabeli 5. Przedzial czasowy pomigdzy rozpoczeciem
suplementacji a trzecim miesigcem jest nazywany w pracy ,,pierwszym okresem badania”.
Przedzial czasowy pomigdzy trzecim a szOstym miesigcem suplementacji jest nazywany
»drugim okresem badania”, natomiast przedziat czasowy pomiedzy rozpoczg¢ciem badania

a sz6stym miesigcem suplementacji ,,calym okresem badania”.

Tabela 5. Harmonogram wykonywania badan laboratoryjnych u chorych z AIT
i w grupie kontrolnej.

Badania laboratoryjne Miesiac 0 Miesiac 3 Miesiac 6
Morfologia krwi z rozmazem met. automatycznag 1 1 1
25(0OH)D 1 1 1
Wapn catkowity 1 1 1
Fosforany 1 - -
PTH 1 - -
TSH 1 - 1*
Przeciwciata anty-TPO 1 - 1*
Przeciwciata anty-TG 1 - 1*
CRP 1 - 1
Legenda:

*tylko w grupie z AIT
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4. Badania immunologiczne

Do badan immunologicznych oceny subpopulacji leukocytow krwi obwodowe;j
wykorzystano metode¢ cytometrii przeptywowej krwi obwodowej. Metoda ta umozliwia oceng
sktadu procentowego leukocytow zawierajacych okreslone antygeny, przeciwko ktorym
zostaly uzyte odpowiednie przeciwciata. Wiasciwy dobodr przeciwciat pozwala réznicowac
leukocyty na subpopulacje, a rdézne rodzaje barwnikoéw, ktorymi sg wyznakowane
przeciwciata, umozliwiaja oceng¢ wystepowania kilku antygenow podczas jednego badania.
Rownoleglte wykonanie morfologii krwi zrozmazem umozliwilo przeliczenie sktadu
procentowego na wartosci liczbowe. Do analizy statystycznej wzigto pod uwage wyniki
badan przedstawione jako odsetek catkowitej liczby leukocytow oraz wartosci liczbowe.

Celem oceny zmian odpowiedzi uktadu immunologicznego pod wptywem
suplementacji witaming D3 badanie cytometrii przeplywowej wykonywano u oséb badanych
trzykrotnie: w chwili wlaczenia do badania (potwierdzony niedobor witaminy D, rozpoczgcie
suplementacji dnia nastepnego) oraz po trzech i sze$ciu miesigcach suplementacji.

Badania przeprowadzono w laboratorium Katedry i Zaktadu Immunologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Probki krwi dostarczano nie pozniej niz cztery
godziny od pobrania materiatu.

Oceneg odsetka badanych populacji w krwi obwodowej wykonano metoda cytometrii

przeplywowej z uzyciem przeciwcial monoklonalnych. Charakterystyke uzytych przeciwciat

zestawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Charakterystyka przeciwciat uzytych do analizy cytometryczne;j.

A,n.ty'gen . Fluorochrom Klon Numer Producent
réznicowania katalogowy

CD45/CD14 FITC/Pe 2D1,MpP9 342408 Becton Dickinson
CD3/CD19 FITC/Pe SK7,4G7 342404 Becton Dickinson
CD4/CD8/CD3 FITC/ Pe/ PerCP SK3,SK1,SK7 342414 Becton Dickinson
CD3/HLA-DR FITC/Pe SK7,G46-6 337603 Becton Dickinson
CD3/CD16+CD56 FITC/Pe SK7,B73.1,MY31 340042 Becton Dickinson
CDA45RA FITC L48 335039 Becton Dickinson
CD27 Pe L128 340425 Becton Dickinson
CD31 PE-Cy™7 WM59 563654 Becton Dickinson
CD197 PerCP-Cy™5.5 150503 561144 Becton Dickinson
CD4 APC SK3 561841 Becton Dickinson
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Reakcja antygen — przeciwcialo

Na dno probdéwek cytometrycznych podawano po 5 pl odpowiedniego przeciwciata
i dodawano 100ul krwi obwodowej. Cato$¢ mieszano, a nastepnie inkubowano przez
20 minut w temperaturze pokojowej, chronigc przed dostepem $wiatta. Po uptywie tego czasu
dodawano 2 ml buforu lizujacego (FASC lysing solution, Becton Dickinson) i inkubowano
przez 10 minut bez dostgpu $wiatta. Bufor lizujacy poza liza erytrocytow utrwala komorki
oraz potaczenie antygen-przeciwciato. Po zakonczeniu inkubacji, komorki ptukano
i wirowano dwukrotnie w buforze PBS (Roche Diagnostics) przez 5 minut przy 1500
obrotach na minute w 4°C (kazdorazowo usuwano supernatant). Charakterystyke
zastosowanych odczynnikow przedstawiono w tabeli 7. Akwizycje komorek przeprowadzano
przy pomocy cytometru FACSCanto (BD Biosciences). W celu analizy poszczegolnych

subpopulacji komorek akwizycji poddawano 10000 zdarzen.

Tabela 7. Charakterystyka odczynnikow uzytych do analizy cytometrycznej.

Odczynnik Numer katalogowy Producent
FACS lysing solution, 10X Concentrate 349202 Becton Dickinson
Premixed PBS Buffer,10x 11666789001 ROCHE Diagnostic

Analiza danych

Do analizy danych wykorzystywano oprogramowanie FACSDiva (BD Biosciences).
Subpopulacje limfocytow byty ,.bramkowane” na podstawie parametréw: rozproszen $wiatta
w uktadzie FSC/SSC (ang. forward scatter/side scatter) oraz w oparciu o ekspresje CD45
I brak ekspresji CD14.

W tabeli 8. przedstawiono badane populacje komorek oraz sposob ich identyfikacji

za pomocg przeciwciat.
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Tabela 8. Populacje badanych komorek oraz sposob ich identyfikacji.

Populacja Markery komérek

Leukocyty CD45+

Limfocyty T CD3+ CD19-

Limfocyty B CD3- CD19+

Aktywowane limfocyty T CD3+ HLA/DR3+

Limfocyty Tc CD3+ CD4- CD8+

Limfocyty Th CD3+ CD4+ CD8-

Limfocyty podwdjnie pozytywne (DP) CD3+ CD4+ CD8+

Komoérki NK CD3- CD16/CD56+

Komorki NKT CD3+ CD16/CD56+

Limfocyty Th pamieci centralnej (ThCM) CD3+ CD4+ CD45RA- CD27+

Limfocyty Th naiwne (ThO) CD3+ CD4+ CD45RA+ CD27+

Limfocyty Th pamieci efektorowe (ThEM) CD3+ CD4+ CD45RA- CD27-

Limfocyty T terminalnie zréznicowane (ThTD) CD3+ CD4+ CD45RA+ CD27-

Wczesne emigranty grasicze (RTE) CD3+ CD4+ CD45RA+ CD31+
5. Witamina D

Podczas badania podawano suplement diety firmy UNIPHARM VITRUM® D; Forte
(Vitaminum D3) 2000 j.m.. Dystrybutor UNIPHARM Sp. z o. o., ul. Putawska 428, 02-884
Warszawa przekazat nieodptatnie 260 opakowan po 60 kapsutek VITRUM®™ D3 Forte (numer
partii produkcyjnej WE300) celem przeprowadzenia opisywanego badania.

Podczas pierwszej wizyty pacjentki i wolontariuszki otrzymywaty 2 opakowania
VITRUM® Dj; Forte (na 4 miesiace suplementacji) z zaleceniem zazywania doustnie jednej
kapsutki dziennie podczas positku zawierajacego tluszcze. Po 3 miesigcach kobietom
przekazywano kolejne opakowanie VITRUM® D; Forte na pigty i szosty miesiac

suplementacji.
6. Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono z uzyciem Pakietu Statystycznego R 343.
Z uwagi na graniczng liczebnos$¢ porownywanych grup zadecydowano o stosowaniu testow
nieparametrycznych. Do oceny rdéznic parametrow pomigdzy dwiema grupami
niepowigzanymi zastosowano test U Manna-Whitneya.

Analize statystyczng pomiaréw powtdrzonych (proby powigzane) w obrebie danej
grupy, wykonano stosujac metode ANOVA Friedmanna oraz test zgodnosci Kendalla.
Dla parametrow, dla ktorych przynajmniej jedna z powyzszych ocen statystycznych
wskazywata na roznice istotne statystycznie, jako analiz¢ post-hoc przeprowadzano test
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Wilcoxona. W testach post-hoc zastosowana zostala poprawka Bonferroniego, ktora

wykorzystuje si¢ W przypadku porownan wielokrotnych. W zwigzku z tym
W przeprowadzonych analizach stosowano poziom istotnosci rowny g

Do oceny wystepowania korelacji miedzy zmiennymi wyznaczono wspotczynnik
korelacji Spearmana, a nastepnie badano istotnos$¢ statystyczng wyliczonego wspotczynnika.

Aby sprawdzi¢, czy zmiana danego parametru jest skorelowana ze zmiang stezenia
witaminy D w kolejnych miesigcach zastosowano Repeated Measures Correlation (RMCorr)
— wyznaczano wspotczynnik korelacji dwoch cech w pomiarach powtorzonych oraz jego
poziom istotnosci statystycznej.

We wszystkich testach statystycznych przyjeto poziom istotnosci « = 0,05
(za wyjatkiem miejsc, w ktorych zastosowano poprawke Bonferroniego — wowczas

a = 0,0167).
7. Zgoda komisji bioetycznej i finansowanie

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu — numer uchwaty 544/15 oraz 989/15
(zmiana brzmienia tematu badania na tozsamy z tematem rozprawy doktorskiej). Skan
uchwaty nr 989/15 zamieszczono w suplemencie.

Kazda z badanych kobiet przed rozpocz¢ciem badania zostata poinformowana o jego
celu i proponowanym przebiegu. Nastgpnie podpisata §$wiadoma zgode na udzial w badaniu.
Wz6ér formularza informacyjnego dla pacjentki oraz zgody na badanie zostal zamieszczony
w suplemencie.

Badanie bylo wspotfinansowane ze s$rodkow przyznanych przez Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w ramach konkursu ,,Grant dla Mtodych
NaukowcoOw”. Numer grantu: 502-14-02221355-41176.
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IV. Wryniki
1. Wyniki badan biochemicznych

Zmiany parametréow biochemicznych w czasie badania

W czasie trwania badania zaobserwowano istotny statystycznie wzrost st¢zenia
25(0OH)D zaréwno w pierwszym okresie badania (pomigdzy wigczeniem do badania a trzecim
miesigcem suplementacji), jak 1 drugim okresie badania (pomiedzy trzecim a szdéstym
miesigcem suplementacji) w grupie chorych z AIT jak i w grupie kontrolnej. Ponadto analiza
przeprowadzona dla obu grup tacznie wykazata istotny statystycznie przyrost stezenia badanej
witaminy we wszystkich przedziatach czasowych prowadzonej obserwacji. Na rycinie 6.
przedstawiono rozklad stezenia 25(OH)D w poszczegélnych punktach czasowych badania.

Najwiekszy przyrost stezenia byl obserwowany w pierwszym okresie badania.

— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

Stezenie witaminy 2500H)D [ngiml]

=y

‘ Grupa kontroina

Miesiac badania

Rycina 6. Rozklad stezenia 25(OH)D W poszczegolnych miesigcach
badania (informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 9.).

W trakcie obserwacji stwierdzono istotny statystycznie wzrost stezenia TSH we krwi

uoséb z AIT pomiedzy momentem rozpoczecia i zakonczenia badania. Mediana stezenia
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TSH wzrosta z 1,8 do 2,77 pU/ml. Nie obserwowano istotnych statystycznie zmian st¢zenia
wapnia calkowitego we krwi. Analiza istotno$ci statystycznej zmian stezenia badanych

parametrow biochemicznych w czasie zostata przedstawiona w tabeli 9.

Tabela 9. Ocena istotnosci statystycznej zmian stezenia badanych parametrow
biochemicznych w czasie badania.

AIT Grupa kontrolna Razem

Badany — — . . — — — . .
parametr Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc

0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6
25(0H)D <0.00001 | 0.04724 | <0.00001 | <0.00001 | 0.00096 | <0.00001 | <0.00001 | 0.00016 | <0.00001
Wapn . 0.55768 | 0.70510| 0.82872| 0.65756| 0.41648 | 0.27103 | 0.92782| 0.38328 | 0.36908
catkowity
TSH NA NA | 0.00351 NA NA NA NA NA NA
Legenda:
kolor zielony — istotnie statystyczny wzrost w czasie NA — brak pomiaru danych

Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametrow biochemicznych

W poszczegolnych miesiacach badania

W tabeli 10. przedstawiono korelacje stg¢zenia witaminy 25(OH)D i badanych
parametrow biochemicznych w poszczegdlnych miesigcach obserwacji. Stwierdzono
statystycznie istotng dodatnig korelacj¢ stezenia 25(OH)D i fosforanow we krwi w grupie
kontrolnej na poczatku badania. Nie zaobserwowano istotnie statystycznych Kkorelacji

dotyczacych stgzenia wapnia catkowitego, PTH czy TSH.
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Tabela 10. Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametrow biochemicznych w poszczegolnych miesigcach badania.

WYNIKI

Badany Rodzai M(liesqc 0 M(liesmc 3 Mlct:swlc 6
parametr AIT rupa Razem AIT rupa Razem AIT rupa Razem
kontrolna kontrolna kontrolna
wsp. korelacji -0.1260 -0.2268 -0.1280 -0.0526 0.2311 0.0626 0.1938 -0.0473 0.0951
Wapn catkowity —
p wartos¢ 0.5071 0.2198 0.3257 0.7826 0.2277 0.6377 0.3137 0.8007 0.4700
wsp. korelacji 0.0146 0.3988 0.2231 NA NA NA NA NA NA
Fosforany —
p wartos¢ 0.9388 0.0380 0.0839 NA NA NA NA NA NA
bTH wsp. korelacji -0.3189 0.1415 -0.0770 NA NA NA NA NA NA
p wartos¢ 0.0858 0.4556 0.5586 NA NA NA NA NA NA
TSH wsp. korelacji -0.1033 0,3321 0,14+7 NA NA NA -0.0666 NA NA
p wartos¢ 0.5870 0,0680 0,2494 NA NA NA 0.7313 NA NA
Legenda:

wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji

NA — brak pomiaru danych

kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja
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Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych parametréw

biochemicznych w czasie badania

W przedstawionym badaniu obserwowano zmiany badanych parametréw podczas
podawania witaminy Ds. Przeprowadzono dodatkowa analizg¢, ktoéra pozwala stwierdzié,
Czy obserwowane zmiany sg skorelowane ze wzrostem stezenia 25(OH)D. W tabeli 11.
przedstawiono korelacje stezenia witaminy D i badanych parametréw biochemicznych, ktore
byly mierzone przynajmniej dwukrotnie w czasie trwania badania. Analiza wykazata
statystycznie istotng dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem 25(OH)D a zmiang st¢zenia TSH
we krwi u chorych z AIT.

Tabela 11. Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D i zmian badanych
parametrow biochemicznych W czasie badania.

Badany AIT Grupa kontrolna Razem
parametr wsp. korelacji | p wartos¢ | wsp. korelacji | p wartos¢ | wsp. korelacji | p wartos¢
Wapn catkowity 0.0846429 0.52022 0.1686982 0.19372 0.1279430| 0.16374
TSH 0.4534713 0.01184 NA NA NA NA
Legenda:

wsp. korelacji — wspdtczynnik korelacji kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja

NA — brak pomiaru danych

2. OdpowiedZz immunologiczna komorkowa wrodzona
Zmiany parametrow immunologicznych w czasie badania

Analize istotnosci zmian parametrow odpowiedzi immunologiczne] komorkowej
wrodzonej w czasie przedstawiono w tabeli 12. Ocena ta obejmowata liczbe leukocytow,
limfocytow, monocytow, eozynofilii, bazofili i neutrofili oraz liczby i odsetka komorek NK
I NKT wzgledem catkowitej liczby leukocytow.

W zakresie odpowiedzi immunologicznej komoérkowej zaobserwowano statystycznie
istotny przyrost liczby leukocytéw mierzonych w rozmazie metodg automatyczng
oraz metodg cytometrii przeptywowej w grupie AIT w pierwszych trzech miesigcach
suplementacji. Bioragc pod uwage caty okres badania (pomig¢dzy wilaczeniem do badania
a szostym miesigcem), wykazano roéwniez istotny statystycznie wzrost liczby leukocytow
zmierzonych metodg cytometrii przeptywowej w tej grupie. W grupie kobiet zdrowych
zaobserwowano przyrost liczby leukocytow badanych metoda cytometrii przeptywowe;j

PO szeSciu miesigcach trwania badania.
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Analizujac populacj¢ leukocytéw, zaobserwowano istotny statystycznie wzrost liczby
bazofili w grupie kontrolnej, biorgc pod uwage caly okres badania, szczegodlnie w obu
grupach poddanych tgcznej analizie. Znamiennemu zwigkszeniu ulegta rowniez liczba
neutrofili w pierwszych trzech miesigcach badania u kobiet z AIT.

Istotny statystycznie spadek zarowno odsetka, jak 1 liczby komoérek NKT
zaobserwowano w pierwszym oraz drugim okresie badania. Dotyczylo to zardwno grupy AIT,

jak i grupy kontrolnej.

Tabela 12. Analiza statystyczna zmian parametréow odpowiedzi immunologicznej
komorkowej wrodzonej w czasie badania.

AIT Grupa kontrolna Razem
Badany
parametr Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesiac | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc
0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6

Leukocyty* |0.00549 | 0.40513 | 0.02190 - - - - - -
Leukocyty

D 45+ 0.00003 | 0.89132 | 0.00089 | 0.08962 | 0.38855 | 0.00165| 0.00004 | 0.41497 | <0.00001
Monocyty* - - - - - - - - -
Eozynofile* - - - - - - - - -
Bazofile* - - -10.01945 | 0.07407 | 0.00169 | 0.08168 |0.01579| 0.00058
Neutrofile* |0.00642 | 0.21374 | 0.23009 - - -| 0.00153|0.79099| 0.02451
Komarki

NK % i i i i i i i i i
Komarki

NK i i i i i i i i i

Komorki
NKT %
Komorki

0.61632 0.56463 0.47865
NKT 0.80221 0.50523 0.49217
Legenda:

automatycznym kolor zielony — istotnie statystyczny wzrost w czasie
Leukocyty — CD45+

Komorki NK — CD3- CD16/CD56+
Komorki NKT — CD3+ CD16/CD56+

- wartosci testu ANOVA Friedmana i wspoétczynnika
Kendala nieistotne statystycznie

Na rycinach 7 — 16 przedstawiono rozktady liczb oraz odsetkéw wzgledem catkowitej
liczby leukocytow, badanych parametréw odpowiedzi immunologicznej komoérkowej

wrodzonej.
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— kwartyl gérny
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zakres

—kwartyl dolny
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- Grupa kentrolna

Rycina 7. Rozktad liczby leukocytow (morfologia krwi z rozmazem)
W poszczegdlnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 12.).
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8. Rozktad liczby leukocytow (cytometria przeptywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 12.).
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— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

Bl ar

- Grupa kentrolna

Rycina 9. Rozkiad liczby monocytow (morfologia krwi z rozmazem)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 12.).
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Rycina 10. Rozkiad liczby eozynofili (morfologia krwi z rozmazem)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 12.).
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Rycina 11. Rozkltad liczby bazofili (morfologia krwi z rozmazem)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 12.).
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Rycina 12. Rozklad liczby neutrofili (morfologia krwi z rozmazem)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 12.).
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Rycina 13. Rozklad odsetka komorek NK wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przepbywowa) w poszczegolnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 12.).
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Rycina 14. Rozkiad liczby komorek NK (cytometria przepltywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 12.).

h
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Rycina 15. Rozktad odsetka komorek NKT wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przeplywowa) w poszczegolnych miesigcach badania
badania (informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 12.).
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Rycina 16. Rozktad liczby komdrek NKT (cytometria przepltywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 12.).

h
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Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametréw odpowiedzi

immunologicznej komoérkowej wrodzonej w poszczegélnych miesigcach badania

W tabeli 13. przedstawiono korelacje stgzenia witaminy 25(OH)D i badanych
parametréw odpowiedzi immunologicznej komorkowej wrodzonej w poszczegdlnych
miesigcach badania. Stwierdzono kilka istotnie statystycznych korelacji pomigdzy badanymi
parametrami a st¢zeniem witaminy D. Znamienne statystycznie ujemne korelacje stwierdzono

w przypadku:

a. leukocytéw oznaczanych w morfologii krwi z rozmazem metoda automatyczng
w szostym miesigcu badania u pacjentek z AIT oraz w grupie AIT i kontrolnej
lacznie;

b. monocytow w szostym miesigcu suplementacji w tacznej analizie obu badanych
grup;

c. bazofili w grupie kontrolnej na poczatku badania;

d. neutrofili w sz6stym miesigcu suplementacji w grupie AIT oraz w grupie AIT
i kontrolnej tacznie;

e. odsetka komoérek NK wzgledem catkowitej liczby leukocytow wsrdd pacjentek
z grupy AIT w pierwszym okresie badania.

Nie stwierdzono istotne statystycznych dodatnich korelacji stezenia witaminy
25(0OH)D i badanych parametrow odpowiedzi immunologicznej komorkowej wrodzone;.

Na rycinach 17 — 23 przedstawiono wykresy rozrzutu stezenia 25(OH)D i badanych
parametréw odpowiedzi immunologicznej komorkowej wrodzonej, dla ktorych wystgpuje

istotnos$¢ statystyczna.
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Tabela 13. Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametrow odpowiedzi immunologicznej komdrkowej wrodzonej

W poszczegolnych miesigcach badania.

Miesigc 0 Miesiac 3 Miesiac 6
Badany Rodzaj G G G
rupa rupa rupa
parametr AIT P Razem AIT P Razem AIT P Razem
kontrolna kontrolna kontrolna
Leukocvty* wsp. korelacji 0.0869 0.0810 0.1135 -0.2489 -0.1811 -0.2035 -0.3072
u ALl | TY.9409
vty p wartos¢ 0.6481 0.6648 0.3838 0.1848 0.3382 0.1188 0.0927
wsp. korelacji 0.0697 0.0288 0.0658 0.0274 -0.0660 -0.0098 -0.1623 0.0339 -0.0329
Leukocyty CD45+ —
p wartos¢ 0.7145 0.8822 0.6205 0.8858 0.7289 0.9410 0.4091 0.8563 0.8044
Monocvty* wsp. korelacji 0.0174 0.0425 0.0420 -0.1128 -0.2252 -0.1732 -0.2329 -0.3191
Yy p wartosc 0.9272 0.8205 0.7478 0.5527 0.2316 0.1857 0.2241 0.0802
£ file wsp. korelacji 0.2756 -0.1927 0.0516 0.0967 -0.1340 -0.0042 0.0809 0.0507 0.0704
ozynotiie p wartos¢ 0.1404 0.2991 0.6928 0.6113 0.4802 0.9749 0.6765 0.7866 0.5930
Bazofile* wsp. korelacji 0.1863 -0.1016 -0.3056 -0.1403 -0.2258 0.1377 -0.1094 0.0237
zofi
p wartos¢ 0.3243 0.4360 0.1006 0.4595 0.0828 0.4762 0.5579 0.8572
Neutrofile* wsp. korelacji 0.0183 -0.0232 -0.0198 -0.1719 -0.2114 -0.1835 -0.3450
eutrotiie p wartos¢ 0.9235 0.9016 0.8798 0.3637 0.2621 0.1606 0.0573
. wsp. korelacji -0.0761 -0.0221 -0.0105 0.1541 -0.0674 0.0538 -0.1982 -0.0680
Komarki NK % —
p wartos¢ 0.6896 0.9094 0.9373 0.4161 0.6088 0.7858 0.2852 0.6088
Komérki NK wsp. korelacji 0.0078 -0.0784 0.0088 -0.2759 0.1298 -0.0745 0.0417 -0.1512 -0.0630
omork p wartos¢ 0.9673 0.6860 0.9473 0.1400 0.4943 0.5718 0.8332 0.4168 0.6357
. wsp. korelacji 0.2505 -0.1988 -0.0028 -0.1226 0.3800 0.1690 0.0133 0.2032 0.1038
Komarki NKT % —
p wartosé 0.1818 0.3011 0.9835 0.5187 0.0697 0.1969 0.9464 0.2729 0.4339
Komarki NKT wsp. korelacji 0.2735 -0.2017 0.0651 -0.1381 0.3421 0.1376 -0.0398 0.2102 0.0849
omork p wartos¢ 0.1436 0.2940 0.6241 0.4669 0.0696 0.2945 0.8408 0.2564 0.5225
Legenda:
* — metoda oznaczania: morfologia krwi z rozmazem automatycznym wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji

Komérki NK — CD3- CD16/CD56+
Komérki NKT — CD3+ CD16/CD56+
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Wsp. korelagji (Spearmana) = -0.37 |, p-wartcsc = 0.0481

SteZenie witaminy 25(0HID [nafmi]

Fally

Rycina 17.

(morfologia krwi z rozmazem) pacjentek z AIT w szostym miesigcu badania.

W -~ o

Leukocyty [ x1 Da,"'ul] (morfologia krwi z rozmazem)
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Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i liczby leukocytow

Wsp. korelacji (Spearmana) = -0.323 , p-wartosc = 0.0109

[=1]

SteZenie witaminy 25(0HI0 [ngfmi]

Pl

Rycina 18.

badania.

9 ] =2
= = =

Leukocyty [ =1 III:J,."'!.lI] (morfologia krwi = rozmazem)

Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i liczby leukocytow
(morfologia krwi z rozmazem) kobiet z obu grup w szostym miesigcu
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Wsp. korelacji (Spearmana) = -0.25 | powartosc = 0.0498
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Monocyty [ x1 Ela,n"ul] (morfologia krwi z rozmazem)
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Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i liczby monocytow
(morfologia krwi z rozmazem) kobiet z obu grup w szostym miesigcu

Wsp. korelaci (Spearmana) = -0.27 , pwartosc = 0.0407

L ] L ]
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Bazofile [ x1 Da,n"ul] {morfologia krwi z rozmazem})

Rycina 20. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i liczby bazofili (morfologia
krwi z rozmazem) kobiet z grupy kontrolnej w momencie wigczenia
do badania.
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Rycina 21. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i liczby neutrofili (morfologia
krwi z rozmazem) pacjentek z AIT w szostym miesigcu badania.

SteZenie witaminy 25(0HID [ngdmi]

[=1]

Fally

Wsp. korelacji (Spearmana) = -0.28 , p-wartosc = 0.0042

[} = [e=)

Neutrofile [ =1 Da,."'!.LI] (morfologia krwi z rozmazem)

Rycina 22. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i liczby neutrofili (morfologia
krwi z rozmazem) kobiet z obu grup w széstym miesigcu badania.
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Wsp. korelacji (Spearmana) = -0.368 , p-wartosc = 0.0489

Stezenie witaminy 25(0HD [ngiml]

o = =

Komarki NI % [%] (cytometria przephywowa)

Rycina 23. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i odsetka komorek NK
wzgledem catkowitej liczby leukocytow (cytometria przeptywowa) pacjentek
Z AIT w trzecim miesigcu badania.

an

Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych parametrow

odpowiedzi immunologicznej wrodzonej w czasie badania

Analizujac otrzymane wyniki badan, stwierdzono pozytywne istotne statystycznie
korelacje pomigdzy zmiang st¢zenia witaminy D 1 zmianami w czasie nast¢pujacych

parametrow (test statystyczny: Repeated Measures Correlation):

a. leukocytami zmierzonymi w badaniu morfologii krwi z rozmazem automatycznym
w grupie AIT 1 facznej analizie grupy AIT 1 kontrolnej;

b. leukocytami zmierzonymi metoda cytometrii przeptywowej w grupie AIT,
kontrolnej oraz obu grupach Iacznie;

c. bazofilami w grupie kontrolnej oraz obu grupach tacznie;

d. neutrofilami w grupie AIT oraz obu grupach tgcznie.

Istotne statystycznie negatywne korelacje wystgpowaly pomiedzy wzrostem st¢zenia
witaminy D a zmiang odsetka komorek NKT wzgledem catkowitej liczby leukocytow
w grupie AIT, grupie kontrolnej oraz obu grupach tacznie. Dodatkowo korelacja

ta wystgpowata rowniez pomiedzy zmiang stezenia 25(OH)D a liczba komoérek NKT w grupie
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kontrolnej i tacznej analizie obu grup. Analize statystyczng tych parametréw przedstawiono
w tabeli 14.

Tabela 14. Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych
parametrow odpowiedzi immunologicznej wrodzonej w czasie badania.

Badany parametr éIT _ Grupa I('f)ntrolna _ Raﬁem _
wsp. korelacji p warto$¢ | wsp. korelacji | p wartos¢ | wsp. korelacji | p wartos¢
Leukocyty* 0.3827570 0.00254 0.2144937| 0.09411 0.2622140| 0.00367
Leukocyty CD45+ 0.5380528 0.00001 0.2987603 | 0.02041| 0.4012272| 0.00001
Monocyty* 0.0219485 0.86780| -0.0975119| 0.45086| -0.0486970| 0.59582
Eozynofile* -0.1197343 0.36217| -0.1984252| 0.12210| -0.1607629| 0.07815
Bazofile* 0.1761401 0.17823 0.3543394 | 0.00472| 0.2640280| 0.00343
Neutrofile* 0.3074692 0.01686 0.2246356| 0.07921 0.2339196 | 0.00981
Komorki NK % 0.0088594 0.94690| -0.1015350| 0.44015| -0.0528036| 0.57011
Komarki NK 0.3016271 0.02025 0.1097355| 0.40391 0.1767022| 0.05560
Komérki NKT % -0.3155217
Komérki NKT -0.2441260|  0.06241| -0.4022203
Legenda:

* — metoda oznaczania: morfologia krwi z wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji
rozmazem automatycznym
Komérki NK — CD3- CD16/CD56+

Komérki NKT — CD3+ CD16/CD56+ kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja

3. Odpowiedz immunologiczna humoralna wrodzona
Zmiany stezenia CRP w czasie badania

Po sze$ciu miesigcach suplementacji witaming D3 CRP ulegto istotnemu statystycznie
wzrostowi u kobiet z grupy kontrolnej oraz w tacznym podsumowaniu obu badanych grup,
co przedstawia tabela 15. W grupie kontrolnej mediana wynosita poczatkowo 0,5 mg/dl
I wzrosta do 1,1 mg/dl. Mediana dla obu grup tacznie ulegta zwigkszeniu z 0,4 mg/l

do 0,6 mg/l.

Tabela 15. Analiza statystyczna zmian stezenia CRP w czasie badania.

Bad AIT Grupa kontrolna Razem
adany
parametr Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc

0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6

CRP NA NA |0.01681 NA NA | 0.00453 NA NA | 0.00033
Legenda:
NA — brak pomiaru danych kolor zielony — istotnie statystyczny wzrost w czasie
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Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i CRP w poszczegolnych miesigcach badania

Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji pomigdzy st¢zeniem witaminy D a stezeniem CRP w czasie trwania badania,

co przedstawiono w tabeli 16. Rozktad stezenia CRP w poszczegdlnych miesigcach podczas suplementacji przedstawia rycina 24.

Tabela 16. Korelacja stezenia witaminy 25(OH)D i stezenia CRP w poszczegolnych miesigcach badania.

Miesigc 0 Miesiac 3 Miesigc 6
Badany Rodzaj G G G
parametr AIT rupa Razem | AIT rupa Razem AIT rupa Razem
kontrolna kontrolna kontrolna
CRP wsp. korelacji -0.1644 -0.0054 -0.1174 NA NA NA -0.1982 -0.1992 -0.2243
p wartos¢ 0.3853 0.9770 0.3675 NA NA NA 0.3027 0.2828 0.0849
Legenda:
wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji NA — brak pomiaru danych
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Rycina 24. Rozkiad stezenia CRP na poczqtku oraz po szesciu miesigcach
badania (informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 15.).

Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz CRP w czasie

— kwartyl gérny
—mediana

—kwartyl dolny

‘ Grupa kontraina

WYNIKI

Zmiany st¢zenia CRP w czasie badania byly dodatnio skorelowane ze wzrostem

stezenia witaminy D u pacjentek z grupy AIT oraz kobiet z obu grup lacznie,

Cco przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Korelacja zmian stezenia 25(OH)D i CRP w czasie badania.

AIT Grupa kontrolna Razem
Badany parametr " y " y = oy
wsp. korelacji | p wartos¢ | wsp. korelacji | p wartos$¢ | wsp. korelacji | p wartos¢
CRP 0.3920671 0.03213 0.1311456 0.47433 0.2710784 | 0.03459
Legenda:

wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji

kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja
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4. Odpowiedz immunologiczna komoérkowa nabyta

Zmiany parametrow odpowiedzi immunologicznej komodrkowej nabytej w czasie

badania

Wsrod badanych parametréw odpowiedzi immunologicznej komoérkowej nabytej
wickszos¢ uleglta zmianom w czasie suplementacji witaming Dj3. Istotny statystycznie wzrost
w grupie AIT zaobserwowano dla liczby limfocytoéw oznaczanych w morfologii krwi
Zrozmazem metoda automatyczng w pierwszych trzech miesigcach suplementacji oraz
w calym okresie badania. Podobnie zaobserwowano istotny statystycznie wzrost liczby
limfocytow T, limfocytow Th, Tc, ThO oraz Th CM. O ile wzrost liczby limfocytow Tc
stwierdzono w pierwszych trzech miesigcach suplementacji i w calym okresie badania,
to wzrost odsetka tych limfocytow wzgledem catkowitej liczby leukocytow wystepowat
w drugim okresie badania. Istotnemu statystycznie zwickszeniu ulegla takze liczba RTE
W pierwszej czesci badania, a odsetek wzgledem catkowitej liczby leukocytow i liczba
limfocytow Th TD zwigkszyly si¢ w drugim okresie badania. W grupie chorych z AIT
stwierdzono znamienny statystycznie spadek odsetka aktywowanych limfocytow T w calym
okresie badania.

W grupie kontrolnej istotny statystycznie wzrost stwierdzono glownie pomigdzy
poczatkiem a széstym miesigcem badania. Dotyczyto to liczby limfocytow T, Th, Tc i ThO.
Liczba limfocytow Th CM znamiennie statystycznie wzrosla w pierwszym okresie badania
oraz w catym okresie obserwacji, natomiast zardéwno odsetek wzgledem catkowitej liczby
leukocytow, jak i liczba limfocytow Th TD wzrosta jedynie w drugim okresie badania.
W grupie kontrolnej istotnemu statystycznie zmniejszeniu ulegt odsetek limfocytow Th TD
wzgledem catkowitej liczby leukocytow w pierwszym okresie badania oraz odsetek
limfocytow Th CM wzgledem catkowitej liczby leukocytow w drugim okresie badania.
Ponadto zmniejszyl si¢ odsetek aktywowanych limfocytow T wzgledem calkowitej liczby
leukocytow zarowno w pierwszej czesci badania, jak i w calym okresie obserwacji.
Dodatkowo zmniejszeniu ulegta liczba aktywowanych limfocytow T w czasie szeSciu
miesigcy suplementacji.

W  1Iacznej analizie obu grup zaobserwowano statystycznie istotny wzrost
w pierwszym i drugim okresie badania w zakresie liczby limfocytow T, Th, Tc, ThO, Th EM,
Th CM oraz RTE. Dodatkowo liczba limfocytow Th EM znamiennie statystycznie wzrosta

pomiedzy trzecim a szostym miesigcem suplementacji. Cho¢ w drugim okresie badania nie
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ulegta zwigkszeniu liczba limfocytow Tc, to istotnie statystycznie zwigkszyt si¢ ich odsetek
wzgledem catkowitej liczby leukocytow. Ciekawe zmiany istotne statystycznie
zaobserwowano w zakresie limfocytow Th TD, ich odsetek wzgledem catkowitej liczby
leukocytow w pierwszym okresie badania spadl, by w drugim okresie wzrosng¢. W drugim
okresie badania zwigkszyla si¢ takze liczba tych komorek. Odsetek aktywowanych
limfocytow T wzgledem catkowitej liczby leukocytow zmniejszyt si¢ istotnie statystycznie
W pierwszym okresie badania i po szeSciu miesigcach obserwacji. Oceng statystyczng zmian
opisywanych parametréw przedstawiono w tabeli 18., a na rycinach 25 — 45 rozktady liczb
oraz odsetkow wzgledem catkowitej liczby leukocytow, badanych parametrow odpowiedzi

immunologicznej komorkowej nabyte;.
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Tabela 18. Analiza statystyczna zmian parametrow odpowiedzi immunologicznej

komorkowej nabytej w czasie badania.

Badany AIT Grupa kontrolna Razem

parametr Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesiac | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc
0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6

Limfocyty* 0.00847 | 0.48894 | 0.00461 - - - - - -

Limfocyty T % - - - - - -1 0.11204 | 0.03037 | 0.00163

Limfocyty T 0.00002 | 0.66526 | 0.00007 | 0.06850 | 0.28021 | 0.00090 | 0.00003 | 0.25025 | <0.00001

Limfocyty Th % | 0.05067 | 0.44914 | 0.69022

Limfocyty Th 0.00003 | 0.89132 | 0.00122 | 0.13289| 0.25571 | 0.00105 | 0.00005 | 0.38127 | <0.00001

Limfocyty Tc % 0.27936 | 0.00552 | 0.00913

- - -| 0.16316 | 0.01426 | 0.04048

Limfocyty Tc 0.00062 | 0.17185 | 0.00014 | 0.06143 | 0.26399 | 0.00165 | 0.00019 | 0.06122 | <0.00001

Limfocyty i i i i i i i i i

TDP %

Limfocyty T DP - - - - - - - - -

RTE % - - - - - - - - -

RTE 0.00026 | 0.56631 | 0.07587 - - -1 0.00051 | 0.19281 | 0.00689

Limfocyty ThO % - - -1 0.67295| 0.10173 | 0.96116 - - -

Limfocyty ThO 0.00003 | 0.76721 | 0.01013 | 0.03085| 0.15256 | 0.00896 | 0.00002 | 0.39790 | 0.00032

Limfocyty

ThEM % - - -1 0.27880 | 0.08349 | 0.61405 | 0.20604 | 0.07397| 0.96741

Limfocyty ThEM - - - - - -1 0.00918 | 0.01145| 0.00124

Limfocyty

ThCM % - - -1 0.09135 0.85828 - - -

Limfocyty ThCM | 0.00040 | 0.94554 | 0.00788 | 0.01301 | 0.89089 | 0.00608 | 0.00002 | 0.90388 | 0.00014

#'gg";’ty 0.02538 | 0.00306 | 0.61424 0.01433 | 0.06887 0.00009 | 0.09676
(']

Limfocyty ThTD | 0.53378 | 0.00196 | 0.11608 | 0.05753 | 0.00608 | 0.17788 | 0.09058 | 0.00004 | 0.85694

Aktywowane | 1 eoa | (17836 0.25613 0.05894

limfocyty T %

Aktywowane - - -| 0.04270| 0.37786 - - -

limfocyty T

Legenda:

* —metoda oznaczania: morfologia krwi z rozmazem Limfocyty ThCM (pamieci centralnej) — CD3+ CD4+ CD45RA-

automatycznym CD27+

Limfocyty T— CD3+ CD19-

Limfocyty Th — CD3+ CD4+ CD8-

Limfocyty Tc — CD3+ CD4- CD8+

Limfocyty DP (podwdjnie pozytywne) — CD3+ CD4+ CD8+
RTE (wczesne emigranty grasicze) — CD3+ CD4+ CD45RA+
CD31+

Limfocyty ThO — CD3+ CD4+ CD45RA+ CD27+

Limfocyty ThEM (pamieci efektorowej) — CD3+ CD4+
CD45RA- CD27-

Limfocyty ThTD (terminalnie zréznicowane) — CD3+ CD4+
CD45RA- CD27-
Aktywowane limfocyty T — CD3+ HLA/DR3+

kolor zielony — istotnie statystyczny wzrost w czasie

- wartosci testu ANOVA Friedmana i wspdtczynnika Kendala
nieistotne statystycznie
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— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

Bl ar

- Grupa kentrolna

Rycina 25. Rozktad liczby limfocytow (morfologia krwi z rozmazem)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 18.).

Limfocyty T % [%] (cytometria przephywiona)

B0 1

701

=

Miesiac badania

— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

== Piiy

- Grupa kontrolna

Rycina 26. Rozkiad odsetka limfocytow T wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

Bl ar

- Grupa kentrolna

Rycina 27. Rozklad liczby limfocytow T (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 18.).

Limfocyty Th % [%] (cytometria przephywonna)

B0

701

401

301

ik

a 3
Miesiac badania

=

— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

== Piiy

- Grupa kontrolna

Rycina 28. Rozklad odsetka limfocytow Th wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) poszczegolnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 29. Rozkiad liczby limfocytow Th (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 30. Rozkiad odsetka limfocytow Tc wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 31. Rozktad liczby limfocytow Tc (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 32. Rozkiad odsetka limfocytow T DP wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 33. Rozktad liczby limfocytow T DP (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 18.).

RTE % [%] (cytometria przephywonia)

401

=

Miesiac badania

— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

== Piiy

- Grupa kontrolna

Rycina 34. Rozktad odsetka RTE wzgledem catkowitej liczby leukocytow
(cytometria
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).

przeplywowa) w  poszczegolnych — miesigcach  badania
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Rycina 35. Rozktad liczby RTE (cytometria przeptywowa) w poszczegdlnych
miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej Zamieszczono

w tabeli 18.).
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Rycina 36. Rozkiad odsetka limfocytow ThO wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 37. Rozklad liczby limfocytow ThO (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 38. Rozkiad odsetka limfocytow Th EM wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 39. Rozkiad liczby limfocytow Th EM (cytometria przepltywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 40. Rozklad odsetka limfocytow Th CM wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).

=
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Rycina 41. Rozktad liczby limfocytow Th CM (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 42. Rozktad odsetka limfocytow Th TD wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przephywowa) w poszczegdlnych miesigcach badania
(informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 43. Rozktad liczby limfocytow Th TD (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej

zamieszczono w tabeli 18.).
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Rycina 44. Rozktad odsetka aktywowanych limfocytow T wzgledem
catkowitej liczby leukocytow (cytometria przepltywowa) w poszczegolnych
miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej Zamieszczono
w tabeli 18.).
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Rycina 45. Rozktad liczby aktywowanych limfocytow T (cytometria
przeplywowa) w  poszczegolnych  miesigcach  badania  (informacje
0 istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 18.).

Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametréow odpowiedzi

immunologicznej komorkowej nabytej w poszczegolnych miesiagcach badania

Analizujac  wystgpujace zaleznosci stezenia witaminy 25(OH)D i badanych
parametrow, Stwierdzono trzy istotne statystycznie korelacje (tabela 19). Wszystkie
dotyczyly grupy kontrolnej na poczatku badania. Dodatnig korelacj¢ stwierdzono pomiedzy
stezeniem witaminy D a odsetkiem RTE i odsetkiem limfocytow ThO wzgledem caltkowitej
liczby leukocytéw, natomiast ujemna dotyczyla odsetka limfocytow Th CM wzgledem
catkowitej liczby leukocytow.

Na rycinach 46 — 48 przedstawiono wykresy rozrzutu stezenia 25(OH)D i badanych
parametréw odpowiedzi immunologicznej komorkowej nabytej, dla ktérych wystepuje

istotnos$¢ statystyczna.
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Tabela 19. Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametréw odpowiedzi immunologicznej komorkowej nabytej w poszczegdlnych
miesigcach badania. Czesé I/11.

Badany Miesiagc 0 Miesigc 3 Miesiac 6
parametr Rodzaj AIT Grupa Razem AIT Grupa Razem AIT Grupa Razem
kontrolna kontrolna kontrolna
. wsp. korelacji 0.0736 0.0731 0.0942 -0.1063 -0.1937 -0.1336 0.1459 -0.1816 -0.0039
Limfocyty* p warto$é 0.6992 0.6959 0.4701 0.5760 0.3050 0.3088 0.4503 0.3282 0.9764
Limfocyty T % wsp. korelacji 0.0159 0.0730 0.0663 0.2496 -0.0094 0.1312 -0.0998 0.2026 0.0466
p wartosc 0.9337 0.7067 0.6177 0.1834 0.9615 0.3218 0.6132 0.2743 0.7258
. wsp. korelacji 0.0038 0.0675 0.0705 0.1138 -0.0032 0.0466 -0.1985 0.1066 -0.0350
Limfocyty T p wartosc 0.9841 0.7279 0.5955 0.5494 0.9868 0.7259 0.3111 0.5682 0.7923
Limfocyty Th % wsp. korelacji -0.1073 -0.0274 -0.0272 -0.0468 0.0417 -0.0262 -0.2134 -0.1939 -0.1839
p wartosc 0.5725 0.8877 0.8383 0.8061 0.8268 0.8423 0.2757 0.2960 0.1632
. wsp. korelacji -0.0319 0.0551 0.0339 0.0470 -0.0283 0.0011 -0.2720 -0.0371 -0.1079
Limfocyty Th p wartosc 0.8670 0.7765 0.7986 0.8053 0.8819 0.9933 0.1614 0.8427 0.4161
Limfocyty Tc % wsp. korelacji -0.0616 0.1002 -0.0155 0.0004 -0.0604 -0.0119 0.1385 0.1716 0.1466
p wartosc¢ 0.7463 0.6052 0.9070 0.9981 0.7510 0.9283 0.4822 0.3559 0.2680
Limfocyty Tc wsp. korelacji -0.0556 0.0223 0.0036 -0.0131 -0.1238 -0.0369 0.0189 0.1125 0.0658
p wartosc¢ 0.7704 0.9085 0.9782 0.9451 0.5147 0.7794 0.9239 0.5470 0.6207
Limfocyty T DP % wsp. korelacji 0.1117 -0.2583 -0.0698 -0.0499 0.1260 0.0252 0.2241 -0.1137 0.0245
p wartosc¢ 0.5568 0.1761 0.5992 0.7933 0.5071 0.8486 0.2517 0.5426 0.8541
. wsp. korelacji 0.2179 -0.2228 0.0060 -0.0984 0.1507 0.0018 0.0724 -0.0941 -0.0081
Limfocyty T DP p wartosc 0.2473 0.2453 0.9643 0.6049 0.4265 0.9891 0.7143 0.6147 0.9514
RTE % wsp. korelacji 0.0590 0.4791 0.2248 0.0577 0.1860 0.0631 -0.1144 0.1786 0.0794
p wartosc 0.7841 0.0280 0.1377 0.7662 0.4194 0.6631 0.6124 0.3539 0.5798
wsp. korelacji -0.0717 0.3183 0.1218 -0.0192 0.0809 0.0216 -0.0758 0.1894 0.0675
RTE p wartosc 0.7393 0.1597 0.4254 0.9211 0.7273 0.8814 0.7373 0.3250 0.6377
Limfocyty ThO % wsp. korelacji -0.0309 0.4300 0.1703 0.0494 0.1470 0.0660 -0.1920 0.0091 -0.0449
p wartosc 0.8808 0.0442 0.2473 0.7953 0.4384 0.6161 0.3278 0.9613 0.7355
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Tabela 19. Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametréw odpowiedzi immunologicznej komorkowej nabytej w poszczegdlnych
miesigcach badania. Czesé I/11.

Badany Miesigc O Miesiac 3 Miesigc 6
parametr Rodzaj AIT Grupa Razem AIT Grupa Razem AIT Grupa Razem
kontrolna kontrolna kontrolna
Limfocyty Tho wsp. korelaji -0.0313 0.3317 0.1474 0.0129 0.0169 0.0154 10.1108 0.0600 -0.0167
p wartosé 0.8795 0.1315 03173 0.9460 0.9292 0.9069 0.5746 0.7486 0.9001
Limfocyty Th E 9 |WP-korelac 0.0926|  -0.1895 -0.0412 0.0268| -0.2378|  -0.0795 0.2789| -0.2137| -0.0562
b wartosc 0.6527 0.3982 0.7812 0.8880 0.2058 0.5458 0.1507 0.2483 0.6726
Limfocyty Th e |- korelac 0.0752|  -0.2533 -0.0481 0.0488| -0.1197|  -0.0498 0.1374| -0.1845|  -0.0359
b wartosc 0.7149 0.2553 0.7452 0.7980 0.5285 0.7053 0.4857 0.3203 0.7872
Limfocyty Th CM % | 5P korelaci -0.0830 - -0.2062 -0.1036|  -0.2062 -0.1000|  -0.0291 0.0853 0.0257
b wartosc 0.6869 0.1598 0.5861 0.2744 0.4470 0.8833 0.6481 0.8466
Limfocyty Th o |Wep-korelac 0.0086|  -0.3385 -0.1279 0.0143| -0.0992| -0.0606|  -0.2032 0.0981| -0.0263
b wartosc 0.9668 0.1233 0.3864 0.9404 0.6019 0.6456 0.2997 0.5995 0.8434
Limfocyty ThTD % |WP-korelaci 0.0610|  -0.0359 0.0375 0.1170| -0.1435|  -0.0058 0.1451| -0.2177| -0.0826
b wartosc 0.7673 0.8741 0.8001 0.5382 0.4492 0.9651 0.4613 0.2395 0.5337
lmfocyty Thp |- Korelac 0.0491 0.0023 0.0759 0.1009|  -0.1144 0.0096 0.0908| -0.2316| -0.0677
b wartosc 0.8116 0.9920 0.6080 0.5959 0.5472 0.9422 0.6460 0.2100 0.6104
Aktywowane wsp. korelacji 0.2842|  -0.0528 0.0755 0.1849|  -0.1063 0.0251 0.2130 0.0036 0.0578
limfocyty T % b wartosc 0.1351 0.7896 0.5768 0.3280 0.5761 0.8493 0.2764 0.9845 0.6639
Aktywowane wsp. korelacji 0.2558|  -0.0764 0.1047 0.1833|  -0.0818 0.0433 0.1185 0.0135 0.0331
limfocyty T b wartosc 0.1805 0.6992 0.4382 0.3324 0.6673 0.7424 0.5482 0.9424 0.8032
Legenda:

* —metoda oznaczania: morfologia krwi z rozmazem automatycznym

Limfocyty T— CD3+ CD19-

Limfocyty Th — CD3+ CD4+ CD8-
Limfocyty Tc — CD3+ CD4- CD8+
Limfocyty DP (podwdjnie pozytywne) — CD3+ CD4+ CD8+
RTE (wczesne emigranty grasicze) — CD3+ CD4+ CD45RA+ CD31+

Limfocyty ThO — CD3+ CD4+ CD45RA+ CD27+

Limfocyty ThEM (pamieci efektorowej) — CD3+ CD4+ CD45RA- CD27-
Limfocyty ThCM (pamieci centralnej) — CD3+ CD4+ CD45RA- CD27+
Limfocyty ThTD (terminalnie zréznicowane) — CD3+ CD4+ CD45RA- CD27-
Aktywowane limfocyty T — CD3+ HLA/DR3+
wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji

kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja

71




WYNIKI

Wsp. korelacji (Spearmana) = 0.48 | powartosc = 0.028
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Rycina 46. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D 1 liczby wczesnych

emigrantow grasiczych (cytometria przeptywowa) kobiet z grupy kontrolnej
w momencie rozpoczecia badania.

Wsp. koreladji (Spearmana) = 0.43 | p-wartosc = 0.0442
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Rycina 47. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i odsetka limfocytow Th
naiwnych wzgledem catkowitej liczby leukocytow (cytometria przephywowa)

kobiet z grupy kontrolnej w momencie rozpoczecia badania.
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Wsp. korelacji (Spearmana) = -0.45 | p-wartcsc = 0.0344
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Rycina 48. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i odsetka limfocytow Th
pamieci centralnej wzgledem catkowitej liczby leukocytow (cytometria
przeplywowa) kobiet z grupy kontrolnej w momencie rozpoczecia badania.

Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych parametréow

odpowiedzi immunologicznej nabytej w czasie badania

Zaobserwowano istotne statystycznie korelacje pomiedzy wzrostem st¢zenia
witaminy D a zmiang badanych parametrow odpowiedzi komérkowej nabytej. Dla szesciu
sposrdd badanych parametréow (limfocyty T, Th, Tc, ThO, Th CM oraz RTE) stwierdzono
dodatnia korelacj¢ w grupie AIT, grupie kontrolnej oraz dla obu grup lacznie. Wzrost odsetka
limfocytow T wzgledem catkowitej liczby leukocytéw 1 liczby limfocytow Th EM byt
dodatnio skorelowany ze wzrostem st¢zenia witaminy D w grupie AIT oraz w tacznym
podsumowaniu obu grup. Pozytywna korelacja zmiany odsetka limfocytow Tc wzgledem
catkowitej liczby leukocytow i zmian stezenia badanej witaminy byla obecna jedynie
w grupie AIT.

Negatywng korelacj¢ stwierdzono miedzy zmiang st¢zenia witaminy D a odsetkiem
limfocytow Th DP wzgledem catkowitej liczby leukocytow w grupie AIT 1 obu grupach

facznie, odsetkiem limfocytow Th TD wzgledem caltkowitej liczby leukocytéw w obu
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grupach tacznie oraz odsetkiem aktywowanych limfocytow T wzgledem catkowitej liczby

leukocytow w grupie kontrolnej i obu grupach tacznie. Dane przedstawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych
parametrow odpowiedzi immunologicznej nabytej w czasie badania.

AIT Grupa kontrolna Razem

Badany parametr - - » » — >

wsp. korelacji | p warto$¢ | wsp. korelacji | p wartosé¢ | wsp. korelacji | p wartos¢
Limfocyty* 0.1865082| 0.15362| -0.1122245| 0.38516| 0.0115787| 0.89969
Limfocyty T % 0.4665485| 0.00020| 0.0863372| 0.51557| 0.2779223| 0.00241
Limfocyty T 0.6168728| <0.00001| 0.3129572| 0.01580| 0.4516506 | <0.00001
Limfocyty Th % 0.0473831| 0.72156| 0.1482095| 0.25842| 0.0915806| 0.32398
Limfocyty Th 0.5002400| 0.00005| 0.3114588| 0.01542| 0.3906250| 0.00001
Limfocyty Tc % 0.2825759 | 0.03012| -0.0317819| 0.80951| 0.1555391| 0.09260
Limfocyty Tc 0.5544288| 0.00001| 0.2952700| 0.02200| 0.4231800 | <0.00001
Limfocyty T DP % -0.3370609 [NONOOOOAN -0.1379640| 0.29316] -0.2525165 ||NONONSEON
Limfocyty T DP -0.1342488| 0.31072| -0.0281990| 0.83064| -0.0828053| 0.37269
RTE % -0.1125783| 0.45633| -0.1328018| 0.40783| -0.1189865| 0.27520
RTE 0.3788267| 0.00943| 0.3625148| 0.01984| 0.3709801| 0.00044
Limfocyty ThO % 0.0187103| 0.89215| -0.0337533| 0.81038| -0.0005944| 0.99515
Limfocyty ThO 0.4132758 | 0.00172| 0.2989417| 0.02967| 0.3553209| 0.00017
Limfocyty Th EM % 0.1098270| 0.42475| -0.0296683| 0.83298| 0.0627381| 0.52089
Limfocyty Th EM 0.3800779| 0.00421| 0.2404045| 0.08292| 0.3171536| 0.00087
Limfocyty ThCM % | -0.0580066| 0.67400| 0.0937595| 0.50428| 0.0058580| 0.95225
Limfocyty Th CM 0.4589426| 0.00042| 0.3026166| 0.02763| 0.3580112| 0.00015
Limfocyty Th TD % -0.2169513| 0.11161| -0.2142877| 0.12337| -0.2141919
Limfocyty Th TD -0.0034146| 0.98026 | -0.1438501| 0.30412| -0.0465356
ﬁ:}}’:c’sz’;’i”; -0.1497403| 0.26190| -0.4386784
ﬁ:as:ﬁne 0.0759280| 0.57107| -0.2355114| 0.07255| -0.0691045| 0.46106
Legenda:

* — metoda oznaczania: morfologia krwi z rozmazem

automatycznym

Limfocyty T—CD3+ CD19-

Limfocyty Th — CD3+ CD4+ CD8-
Limfocyty Tc — CD3+ CD4- CD8+
Limfocyty DP (podwdjnie pozytywne) — CD3+ CD4+ CD8+
RTE (wczesne emigranty grasicze) — CD3+ CD4+ CD45RA+

CD31+

Limfocyty ThO — CD3+ CD4+ CD45RA+ CD27+

Limfocyty ThEM (pamieci efektorowej) — CD3+ CD4+

CD45RA- CD27-

Limfocyty ThCM (pamieci centralnej) — CD3+ CD4+ CD45RA-
CD27+Limfocyty ThTD (terminalnie zréznicowane) — CD3+

CD4+ CD45RA- CD27-
Aktywowane limfocyty T — CD3+ HLA/DR3+

kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja
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5. OdpowiedZz immunologiczna humoralna nabyta
Zmiany parametréw odpowiedzi immunologicznej humoralnej nabytej w czasie badania

Stwierdzono istotny statystycznie wzrost liczby limfocytow B w grupie AIT oraz obu
grupach tacznie w pierwszym okresie badania oraz po szeSciu miesigcach suplementacji
witaming D. Dodatkowo w grupie AIT obserwowano poczatkowo istotny statystycznie wzrost
odsetka limfocytow B wzgledem catkowitej liczby leukocytow w pierwszym okresie badania,
a nastgpnie spadek w drugim okresie badania. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zmian st¢zenia przeciwciat anty-TPO czy anty-TG. Analizg statystyczng opisywanych

parametrow przedstawiono w tabeli 21.

Tabela 21. Analiza statystyczna zmian parametréw odpowiedzi immunologicznej
humoralnej nabytej w czasie badania.

AIT Grupa kontrolna Razem
Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesigc | Miesiac
0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6 0-3 3-6 0-6

Badany
parametr

Limfocyty B% | 0.00602 |JSIO0NGH 0.63072 - - - - - -

Limfocyty B 0.00002 | 0.08352 | 0.00331 - - - | 0.00002 | 0.20007 | 0.00059
Anty-TPO NA NA | 0.69168 NA NA NA NA NA NA
Anty-TG NA NA| 0.73749 NA NA NA NA NA NA
Legenda:

mfocyty 8~ £3- DS+ kolor czerwony ~istotnie statystyczny spadek w czasie |
Anty-TPO — przeciwciata przeciwko tyreoperoksydazie - ; - :
kolor zielony — istotnie statystyczny wzrost w czasie

- wartosci testu ANOVA Friedmana i wspotczynnika Kendala
nieistotne statystycznie

tarczycowe;j
Anty-TG — przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie
NA — brak pomiaru danych

Na rycinach 49 — 52 przedstawiono rozktady liczb oraz odsetkow wzgledem
catkowitej liczby leukocytow, badanych parametréw odpowiedzi immunologicznej

komoérkowej wrodzone;.
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— kwartyl gérny
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zakres

—kwartyl doiny

n

Limfocyty B % [%] (cytometrnia przephynowna)

BT

- Grupa kentrolna

0 3
Mieziac badania
Rycina 49. Rozkiad odsetka limfocytow B wzgledem catkowitej liczby
leukocytow (cytometria przeplywowa) w poszczegolnych miesigcach
badania (informacje o istotnosci statystycznej zamieszczono w tabeli 21.).

o

G000

4000 1

- kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny
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BT

- Grupa kontrolna

Limfocyty B[ x1 I’.‘IE;"' W ] {cytometria przephywoaa)

0 3

Miesiac badania
Rycina 50. Rozkltad liczby limfocytow B (cytometria przeplywowa)
W poszczegolnych — miesigcach — badania  (informacje o  istotnosci
statystycznej zamieszczono w tabeli 21.).
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— kwartyl gérny
—mediana

—kwartyl dolny

BT

- Grupa kentrolna

Rycina 51. Rozklad stezenia przeciwcial anty-TPO na poczgtku
oraz po szesciu miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 21.).

arty-Tg [IUimI]

1 B

Miesiac badania

— kwartyl gérny

—mediana

zakres

—kwartyl dolny

BT

- Grupa kontrolna

Rycina 52. Rozkiad stezenia przeciwcial anty-TG na poczgtku
oraz po szesciu miesigcach badania (informacje o istotnosci statystycznej
zamieszczono w tabeli 21.).
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Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametrow odpowiedzi

immunologicznej humoralnej nabytej w poszczegélnych miesiacach badania.

Stwierdzono istotnie statystyczng ujemng korelacj¢ migedzy stezeniem witaminy D
a odsetkiem limfocytow B wzgledem catkowitej liczby leukocytow W trzecim miesigcu
badania w grupie kontrolnej. Dla pozostatych analizowanych parametrow nie stwierdzono
istotnych statystycznie Kkorelacji. Dane przedstawiono w tabeli 22. Na rycinie 53.
przedstawiono wykresy rozrzutu st¢zenia 25(OH)D i badanych parametrow odpowiedzi

immunologicznej humoralnej nabytej, dla ktérych wystepuje istotnos¢ statystyczna.
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Tabela 22. Korelacje stezenia witaminy 25(OH)D i badanych parametrow odpowiedzi immunologicznej humoralnej nabytej

W poszczegolnych miesigcach badania.

Miesiagc 0 Miesigc 3 Miesigc 6
Badany Rodzaj G Grupa Grupa
parametr AIT rupa Razem AIT up Razem AIT P Razem
kontrolna kontrolna kontrolna
) wsp. korelacji -0.0479 -0.1327 -0.0741 0.0776 -0.1685 0.3369 -0.0922 0.0970
Limfocyty B % —
p wartosé 0.8015 0.4926 0.5772 0.6835 0.2021 0.0796 0.6218 0.4646
Limfocvty B wsp. korelacji -0.0107 -0.2310 -0.0662 0.0223 -0.2535 -0.1166 0.1569 -0.0426 0.0592
imfoc
vty p wartosé 0.9552 0.2279 0.6185 0.9070 0.1845 0.3793 0.4254 0.8200 0.6560
ANtv-TPO wsp. korelacji 0.1262 0,0118 -0,0806 NA NA NA -0.1965 NA NA
n -
¥ p wartosé 0.5064 0,9498 0,5369 NA NA NA 0.3068 NA NA
ANYTG wsp. korelacji -0.1378 -0,1839 -0,2694 NA NA NA -0.1352 NA NA
nty-
¥ p wartosc 0.4678 0,3218 0,0869 NA NA NA 0.4842 NA NA
Legenda:

Limfocyty B—CD3- CD19+

Anty-TPO — przeciwciata przeciwko tyreoperoksydazie tarczycowe;j

Anty-TG — przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie

wsp. korelacji — wspétczynnik korelacji
NA — brak pomiaru danych
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Stezenie witaminy 25(0HD [ngiml]

0

Wsp. korelacji (Spearmana) = -0.45 | p-wartosc = 0.0154

o

[en]

Limfocyty B % [%] (cytometria przephwowa)
Rycina 53. Wykres rozrzutu stezenia 25(OH)D i odsetka limfocytow B
wzgledem catkowitej liczby leukocytow (cytometria przeptywowa) u kobiet
Z grupy kontrolnej w trzecim miesigcu badania.
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Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych parametréow

odpowiedzi immunologicznej humoralnej nabytej w czasie badania

Analizujagc zmiany stezenia witaminy D 1 zmiany w czasie badanych parametréw

odpowiedzi immunologicznej humoralnej nabytej, stwierdzono istotne statystycznie dodatnie

korelacje w zakresie liczby limfocytow B w grupie pacjentek z AIT oraz w obu grupach

tacznie (tabela 23).

Tabela 23. Korelacje zmiany stezenia witaminy 25(OH)D oraz zmian badanych
parametrow odpowiedzi immunologicznej humoralnej nabytej w czasie badania.

Badany AIT Grupa kontrolna Razem
parametr wsp. korelacji | p wartos¢ | wsp. korelacji | p wartosé | wsp. korelacji | p wartos¢
Limfocyty B % 0.1054370 0.42675| -0.0795785 0.54909| -0.0031275| 0.97330
Limfocyty B 0.4277609 0.00073 0.2229578 0.08963 0.3195735| 0.00044
Anty-TPO 0.1727834 0.36121 NA NA NA NA
Anty-TG -0.0239421 0.90006 NA NA NA NA
Legenda:

Limfocyty B — CD3- CD19+
Anty-TPO — przeciwciata przeciwko tyreoperoksydazie

tarczycowe;j

Anty-TG — przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie

NA — brak pomiaru danych
kolor zielony — istotnie statystyczna dodatnia korelacja
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V. Dyskusja

Szereg badan wskazuje, ze witamina D ma istotny wplyw na funkcje uktadu
immunologicznego. Wigkszo$¢ badan zostata jednak przeprowadzona w warunkach in vitro,
zar6wno na liniach komorkowych mysich, jak i1 ludzkich. Natomiast niewiele jest badan
invivo u ludzi oceniajagcych wplyw suplementacji witaming D na uktad odpornosciowy.
Wielu autorow wskazuje na modulujace witasciwosci wspomnianej witaminy w AIT, lecz
badano jedynie jej wplyw na stezenie autoprzeciwcial, w tym przeciwciat
przeciwtarczycowych, bez wyjasnienia tta komorkowego tych obserwacji i bez wchodzenia
W komoérkowe mechanizmy interakcji komorek immunologicznych. W prezentowanej pracy
podjeto si¢ zbadania wptywu suplementacji witaming D3 na immunokompetencje uktadu
odpornosciowego u chorych z AIT. Przedstawione wyniki dotycza prospektywnego badania,
przeprowadzonego w warunkach in vivo u pacjentow z AIT oraz w grupie 0os6b zdrowych.

W prezentowanym badaniu nie zaobserwowano roznic istotnych statystycznie zakresie
badanych komorek uktadu odporno$ciowego pomigdzy grupa AIT a grupa kontrolng w chwili
wlaczenia do badania. Trudno poréwnaé przedstawione wyniki z danymi z piSmiennictwa,
poniewaz do tej pory nie przeprowadzano takich badan. W tym zakresie badania

sg pionierskie.
1. Ocena parametréw biochemicznych

W badaniu Kim i wspotpracownikow stwierdzono, ze pacjenci z AIT, ktorzy maja
niedobor witaminy D majg tez wyzsze stezenia TSH 1 wykazuja wyzsze ryzyko
niedoczynnosci tarczycy (169). Ujemng korelacj¢ pomigdzy stezeniem witaminy D i TSH
wykazal zespot Zhanga. Stwierdzona korelacja wystgpowata niezaleznie od st¢zenia
hormonéw  tarczycy  (170). Podobne  wyniki badan  opublikowat  Mackay
ze wspoOlpracownikami (153). Natomiast Bouillon ze wspotpracownikami stwierdzili,
ze stezenie witaminy D nie r6zni si¢ pomiedzy grupami pacjentow z AIT w hipotyreozie
czy eutyreozie, a takze w grupie kontrolnej. Podobne wnioski przedstawit zespot Effraimidisa
U pacjentow ze $wiezo rozpoznanym AIT w poréwnaniu z grupa kontrolng (132). Brak
korelacji miedzy stezeniem witaminy D a stgzeniem TSH stwierdzili takze inni badacze (171).
W randomizowanym badaniu Anarakiego stwierdzono brak wplywu suplementacji

witaming D na stg¢zenie TSH po trzech miesigcach podawania witaminy D (172). W obecnym
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badaniu podczas sze$ciomiesigcznego okresu obserwacji stwierdzono istotny statystycznie
wzrost st¢zenia TSH u pacjentek z AIT. Mimo, ze stezenie TSH pozostawato w granicach

normy przez caty okres badania, to tendencja byta wyrazna.

2. OdpowiedZ immunologiczna komérkowa wrodzona

Leukocyty, monocyty i granulocyty

W dostepnych danych z pismiennictwa brak jest informacji co do selektywnej oceny
poziomu subpopulacji leukocytéw, monocytow czy granulocytow we krwi obwodowe;j
U pacjentow z AIT w odniesieniu do st¢zenia witaminy D. W przeprowadzonym w niniejszej
pracy badaniu wykazano istotne statystycznie zwickszenie liczby leukocytow w badanych
grupach, a tendencje zmian byly zalezne od zmian stgzenia witaminy D. Obserwowane
zmiany leukocytow w czasie byly selektywne i nie dotyczyly wszystkich subpopulacji.
Nie zauwazono natomiast zmian liczby monocytow w czasie trwania badania.

Niewiele jest danych oceniajacych liczbe eozynofili we krwi obwodowej u pacjentow
z AIT. Ekambaram wskazuje na istotno$¢ oceny liczby eozynofili w materiale cytologicznym
uzyskanym z BACC. Nie odnosi si¢ jednak do liczby eozynofili we krwi obwodowej, co jest
jednak zupetnie odrgbnym przedziatem komorkowym (173). W przeprowadzonym obecnie
badaniu nie wykazano zwigzku pomigdzy liczba eozynofilii a suplementacja witaming D.
Zauwazono natomiast wzrost liczby bazofili w czasie calego okresu suplementacji w grupie
kontrolnej oraz w tacznym podsumowaniu obu grup pomigdzy rozpoczeciem a zakonczeniem
badania oraz w drugim okresie suplementacji. W prezentowanym badaniu zaobserwowano
wzrost liczby neutrofili u pacjentow z AIT oraz w tgcznym podsumowaniu obu grup. Wzrost

ten byl skorelowany ze wzrostem stezenia witaminy D.

Komorki NT i NKT

Do tej pory komorki NK 1 NKT w AIT badano jedynie w pracach Liu oraz Guo. Liu
wraz ze wspOlpracownikami przeprowadzit analiz¢ cytometryczng, w ktorej stwierdzono
wigkszy odsetek komoérek NK u pacjentow z cigzkim AIT w poréwnaniu z AIT
o umiarkowanym przebiegu. Nie wystgpowata natomiast roznica istotna statystycznie
pomiedzy chorymi z AIT a grupa kontrolng w zakresie badanych komorek (174). Zespot Guo
odkryl, ze u pacjentow ze §wiezo zdiagnozowanym AIT w eutyreozie odsetek komorek NKT
byt wiekszy niz u 0sob w grupie kontrolnej (175).

Pozostate dostgpne badania posrednio wskazuja na udziat komérek NT w patogenezie

AIT. Rizzo ze wspoipracownikami zauwazyt zwigkszong aktywnos$¢ komoérek NK przeciwko
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tyreocytom zainfekowanym HHV-6 u pacjentéw z AIT. Stad tez autorzy uwazaja, ze infekcja
HHV-6 jest jednym z czynnikow ryzyka prowadzacym do rozwoju AIT poprzez zwigkszenie
sekrecji cytokin prozapalnych przez komorki NK, co z kolei moze podtrzymywac przetrwatly
stan zapalny tarczycy u pacjentow z AIT (176). Z drugiej strony upo$ledzona aktywnos$¢
komorek NK jest zwigzana z defektem produkcji lub tez aktywnos$ci perforyn, co moze
prowadzi¢ do rozwoju choréb autoimmunologicznych (177). Posrednie badanie aktywnos$ci
komorek NK przeprowadzit zespot Wu, ktéry stwierdzit zmniejszong ekspresje perforyn
w populacji komorek NK u dzieci z AIT (178). Ashouri ze wspotpracownikami zauwazyl,
ze z AIT zwigzane jest wystepowanie wariantow genu KIR, ktoére bardziej aktywnie
pobudzaja efektorowe funkcje komorek NK (179).

W niniejszym badaniu nie stwierdzono roéznic pomigdzy st¢zeniem 1 odsetkiem
komoérek NK wzgledem catkowitej liczby leukocytoéw u pacjentow z AIT 1 w grupie
kontrolnej, nie wykazano réwniez zmiany badanych parametrow w czasie pod wptywem
suplementacji witaming D. W odniesieniu do komoérek NKT zaobserwowano istotnie
statystyczny spadek zaré6wno odsetka wzgledem catkowitej liczby leukocytow, jak i liczby
bezwzglednej w grupie oséb z AIT oraz grupie kontrolnej. Nalezy zauwazy¢, ze AIT jest
procesem antygenowo swoistym dla migzszu tarczycy, a badanie cytometryczne ocenia
komorki obecne we krwi obwodowej. Obserwowane zmiany moga by¢ zwigzane nie
z catkowita liczba a z redystrybucja komodrek. Na poziom oraz aktywnos$¢ opisywanych
komorek moze rowniez wptywaé czas trwania AIT. Uwaza si¢, ze udzial komorek NK jest
istotny w poczatkowej fazie autoimmunizacji (180). Lee przeprowadzil badanie na myszach
w ktérym stwierdzit, ze suplementacja witaming D moze modulowa¢ odporno$¢ wrodzong
poprzez zwigkszenie aktywnosci komorek NK (ekspresja cytokin, receptorow oraz efekt
cytotoksyczny). Jednak efekt obserwowano jedynie u myszy szczuptych w przeciwienstwie

do myszy otytych (181).
3. OdpowiedZz immunologiczna humoralna wrodzona

Dotychczas w niewielu badaniach doszukiwano si¢ powigzan pomi¢dzy niedoborem
witaminy D a stezeniem CRP u pacjentow z AIT. Vonda ze wspdlpracownikami stwierdzit
brak zmian st¢zenia CRP po trzech miesigcach suplementacji witaming D w dawce 4300 U
dziennie. Zaobserwowal natomiast istotny statystycznie wzrost st¢zenia wapnia. Przy czym
stezenia wapnia zarowno na poczatku, jak i po trzech miesigcach badania pozostawato
w granicach normy (182). We wspomnianym wczesniej randomizowanym badaniu zespotu
Anarakiego zaobserwowano brak zmian st¢zenia CRP po trzech miesigcach suplementacji
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(172). W wykonanym w niniejszej pracy badaniu zaobserwowano wzrost stgzenia CRP
po szeSciu miesigcach suplementacji (stezenie CRP podczas kwalifikacji do badania,
jak i na zakonczenie pozostawalo w granicach normy). Dotychczasowe badania z tego
zakresu trwatly krocej niz przedstawione w niniejszej pracy, stad tez mozna wysnu¢ wniosek,

ze efekt suplementacji witaminy D ujawnia si¢ w pozniejszym czasie.

4. OdpowiedZ immunologiczna komorkowa nabyta

Limfocyty

Patogeneza AIT jest ztozona, uczestniczy w niej wiele réznych populacji komorek
uktadu odpornosciowego. W pisSmiennictwie najczesciej opisuje si¢ oddzielnie role
limfocytow T i B w AIT (183-185). W obecnym badaniu, w zwigzku z zastosowaniem metod
takich jak rozmaz krwi obwodowej metoda automatyczna oraz odpowiedniego zestawu
przeciwcial w cytometrii przeptywowej, oceniono rowniez catlkowita liczbe limfocytow.
Co ciekawe, w trakcie obserwacji nastapit wzrost liczby badanych komorek, a ich przyrost byt
skorelowany ze wzrostem stezenia witaminy D. Nie oceniano dotychczas tego parametru
uktadu immunologicznego u pacjentow z AIT w czasie wyrdéwnywania niedoboru
witaminy D. Istotnym przy tym pytaniem pozostaje, czy wzrost ten bardziej dotyczy
mobilizacji komoérek ze szpiku i co si¢ z tym taczy, zwigkszenia repertuaru swoistosci
antygenowej, czy tez jedynie proliferacji istniejacej puli komodrek o ustalonej juz swoistosci

antygenowe;j.

Limfocyty T

Analizujac populacje komorek T, zaobserwowano wzrost ich liczby wraz ze wzrostem
stezenia witaminy D. Podobna korelacja wystgpowata dla zmiany odsetka limfocytow T
wzgledem catkowitej liczby leukocytow, jednak nie dotyczyla grupy kontrolnej. Oceniajac
subpopulacje limfocytow Th 1 Tc, rowniez zaobserwowano dodatnig korelacje pomig¢dzy
zmiang st¢zenia witaminy D a zmiang liczby wspomnianych komoérek w grupie kobiet z AIT,
kontrolnej oraz podsumowujac obie grupy lacznie. Ponadto odsetek limfocytow Tc wzgledem
catkowitej liczby leukocytow zwigkszyt sie¢ w drugim okresie badania u pacjentek z AIT oraz

w obu grupach facznie.

Dojrzewanie limfocytow Th
Dowiedziono, Ze zmniejszona roznorodno$¢ subpopulacji komoérek T, zwigzana

z dysfunkcjg grasicy 1 zmniejszonym wyrzutem grasiczym, jest cze¢sto obserwowana u osob
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starszych, co prowadzi do zwigkszonej podatnosci na infekcje, choroby autoimmunologiczne
oraz nowotworowe (9). Przedmiotem mojego zainteresowania byly takze poszczegolne etapy
dojrzewania limfocytow Th, ktore opuszczajg grasice. W prezentowanym badaniu, jako
pierwsza ocenitam wplyw suplementacji witaming D na dojrzewanie komoérek Th.

W badanych populacjach, zaréwno pacjentek z AIT, kobiet z grupy kontrolnej,
jak i w tagcznym podsumowaniu obu grup, wzrost liczby RTE oraz limfocytow Th naiwnych
byl pozytywnie skorelowany ze wzrostem stezenia witaminy D. Podobnie zwigkszenie liczby
limfocytow Th CM. Natomiast wzrost liczby limfocytow Th EM byl skorelowany
ze wzrostem stezenia witaminy D w grupie pacjentek z AIT oraz w tacznym podsumowaniu
obu grup. Podczas gdy istotny statystycznie wzrost zaobserwowano jedynie w tacznym
podsumowaniu obu grup.

Wigkszos$¢ obserwowanych zmian nastgpowala w pierwszym okresie badania — wraz
z najwigkszym przyrostem st¢zenia witaminy D. Nastepnie, mimo dalszej suplementacji,
dynamika wzrostu st¢zenia witaminy D spadata. Cz¢$¢ badanych parametrow na przyktad
liczba i odsetek limfocytow Th TD wzglgdem catkowitej liczby leukocytow wzrastaty dopiero
w drugim okresie badania. Przy czym odsetek wzgledem catkowitej liczby leukocytow,
ale nie liczba tych limfocytow, zmniejszyly si¢ w pierwszym okresie badania w grupie
kontrolnej oraz w tacznym podsumowaniu obu grup. Mimo Ze zaobserwowano poczatkowo
spadek, anastgpnie wzrost odsetka limfocytow Th TD wzglgdem catkowitej liczby
leukocytow, ujawnita si¢ istotna statystycznie ujemna korelacja pomiedzy zmiang stg¢Zenia
witaminy D a zmiang odsetka badanych komorek wzgledem catkowitej liczby leukocytow
W tacznym podsumowaniu obu grup.

Wydaje si¢, ze w zwigzku z obserwowanymi tendencjami, zwigkszenie liczebnosci
badanych populacji pozwolitoby zaobserwowa¢ zmiany zaréwno u kobiet z AIT,
jak i w grupie kontrolnej. Zwraca uwagg fakt, ze suplementacja witaming D nie jest
komorkowo wybiorcza i wptywa w taki sam sposob na limfocyty ThO, Th CM oraz RTE

U 0s6b zdrowych, jak i tych z autoimmunizacja.

Aktywowane limfocyty Th

Za udzialem witaminy D w przeciwdzialaniu autoimmunizacji przemawia fakt
zmniejszenia w czasie jej suplementacji liczby aktywowanych limfocytow T. Efekt taki byt
obserwowany w obu badanych grupach niezaleznie od wystepowania AIT. Podczas rozmowy
z kobietami podczas kwalifikacji do badania oraz podczas wizyty po sze$ciu miesigcach nie

zaobserwowano zmian W czestosci wystgpowania infekcji. Mozliwe, ze komorki
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aktywowane, przechodzac do tkanek, zubazaja populacje¢ aktywowanych limfocytow we krwi
obwodowej. Zjawisko zmniejszenia liczby 1 odsetka tych komorek wzgledem calkowitej
liczby leukocytow obserwowane w niniejszej pracy moze by¢ efektem przesunig¢cia komorek
do przedzialu tkankowego. Niestety potwierdzenie tej hipotezy wymagaloby wykonywania
badan biopsyjnych u pacjentow z AIT oraz ze zdrowsg tarczyca, CO przekracza zakres
zaplanowanego badania i zgody komisji bioetycznej.

5. OdpowiedZ immunologiczna humoralna nabyta

Przeciwciala anty-TPO i anty-TG

Dotychczas przeprowadzono kilka badan nad wptywem suplementacji witaming D
na stezenie przeciwciat przeciwtarczycowych. Mimo zZe jest to najczesciej badany obszar
zagadnien zwigzanych z wplywem witaminy D na uklad immunologiczny oséb z AIT,
wnioski ptyngce z badan nadal nie sg jednoznaczne. Mazokopakis w swoim badaniu oceniat
stezenia przeciwcial anty-TPO u pacjentdow po czterech miesigcach suplementacji
witaming D3 w dawkach od 1200 do 4000 IU dziennie. W poréwnaniu z warto$ciami
wyjsciowymi obserwowano spadek stg¢zenia przeciwcial anty-TPO o 20%. Ponadto
stwierdzono ujemng korelacje pomigdzy stezeniem 25(OH)D a stezeniem anty-TPO (186).
W 2017 roku ukazata si¢ publikacja polskich autorow, ktorzy kobiety z AIT oraz
z niedoborem witaminy D poddawali suplementacji w ilosci 2000 IU cholekalcyferolu
dziennie przez sze$¢ miesigcy. W wynikach zwrdécono uwage na zmniejszenie st¢zenia anty-
TPO oraz potencjalizacj¢ dziatania witaminy D poprzez réwnoczesne podawanie statyny
(187). Chaudhary ze wspotpracownikami przeprowadzit badanie, w ktorym podawano 60000
IU witaminy D, raz w tygodniu przez osiem tygodni, pacjentom z jej niedoborem oraz
wspotistniejacym AIT. Autorzy roéwniez uzyskali spadek stezenia anty-TPO (188). Spadek
zarowno anty-TPO jaki i anty-TG stwierdzono w badaniu Simseka, w ktorym przez miesigc
pacjenci z niedoborem witaminy D oraz z AIT zazywali 1000 IU cholekalcyferolu dziennie
(189). Podobne obserwacje poczynit Ucan u pacjentow poddanych suplementacji 50000 U
witaminy D tygodniowo przez osiem tygodni (190) oraz zespot Wanga u pacjentow
po potrocznym leczeniu niedoboru witaminy D (170).

Kilku autoréw przeprowadzitlo badanie stezenia witaminy D oraz przeciwciat
przeciwtarczycowych u pacjentéw z AIT. Jako pierwsze powigzanie migdzy st¢zeniem

witaminy D a AIT stwierdzita Kivity, ktéra zauwazyla, ze u pacjentow z AIT czesciej
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wystepuje niedobdr opisywanej witaminy niz w populacji kontrolnej. Ponadto stwierdzita ona
wystepowanie zalezno$ci pomi¢dzy obnizonym stezeniem witaminy D a podwyzszonym
stezeniem anty-TPO (191). Bozkurt postawit teze, ze nasilenie niedoboru witaminy D jest
zalezne od czasu trwania AIT oraz stezenia przeciwcial anty-TPO oraz anty-TG (192).
Nalbant i wspotpracownicy stwierdzili wyzsze st¢zenia anty-TPO i anty-TG u pacjentow
z niedoborem oraz nieoptymalnym st¢zeniem 25(OH)Ds; (193). Negatywna korelacje
pomiedzy stezeniem witaminy D a anty-TPO oraz anty-TG opublikowaly zespoty Shin 1 Unal
(194, 195). Natomiast u dzieci stwierdzono jedynie ujemng korelacj¢ pomiedzy stezeniem
witaminy D i anty-TPO (196).

Oprécz przytoczonych analiz istnieja takie, w ktorych, podobnie jak w obecnym
badaniu, stwierdzono brak korelacji pomigdzy stezeniem witaminy D a stezeniem przeciwciat
przeciwtarczycowych (171, 197, 198). Yasmeh z zespotem stwierdzili, ze AIT nie jest
zwigzane z wicksza czestotliwoscia wystgpowania niedoboru witaminy D w pordéwnaniu
z grupa kontrolng. W obrebie badanej grupy nie udowodniono wystgpowania korelacji
pomiegdzy stezeniem witaminy D a stezeniem przeciwciat anty-TPO czy anty-TG. Natomiast
analiza wylacznie mezczyzn pozwolita stwierdzi¢ wystepowanie korelacji pomiedzy
stezeniem witaminy D a stezeniem anty-TG (199).

W wykonanym w niniejszej pracy badaniu nie stwierdzono wystepowania zaleznos$ci
pomiedzy stezeniem witaminy D a st¢zeniem badanych przeciwcial przeciwtarczycowych
zardwno na poczatku badania, jak i po wyréwnaniu niedoboru witaminy D. Nie stwierdzono
réwniez zmian w st¢zeniu anty-TPO oraz anty-TG w czasie trwania badania. Trudno oceniaé
tak  rozbiezne wyniki  otrzymywane przez autorOw  wspomnianych  badan.
Najprawdopodobniej majg na to wptyw rézne warunki prowadzenia badan, w tym przede
wszystkim: czas trwania i intensywnos¢ suplementacji, okres obserwacji, wiek i pte¢ badanej
populacji a takze szeroko$¢ geograficzna, co taczy si¢ z intensywnoscig nastonecznienia.
W jedynym opublikowanym dotad randomizowanym badaniu przedstawiono wyniki zblizone
do prezentowanych w niniejszym badaniu. Ananaki ze wspoOtpracownikami przeprowadzit
trwajace 12 tygodni randomizowane badanie, w ktérym podawano 50000 IU witaminy D
tygodniowo pacjentom z jej niedoborem oraz chorujacych na AIT. Po 12. tygodniach
nie stwierdzono zmian stezenia przeciwcial przeciwtarczycowych w grupie pacjentow

leczonych witaming D oraz w grupie otrzymujacej placebo (172).
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Limfocyty B

W obecnym badaniu stwierdzono wzrost wartosci bezwzglednych i odsetka
limfocytow B wzgledem calkowitej liczby limfocytéw w grupie pacjentow z AIT
w pierwszym okresie badania, natomiast spadek ich odsetka wzgledem catkowitej liczby
limfocytow miedzy trzecim a szOstym miesigcem suplementacji. W  badaniu
przeprowadzonym na zdrowych myszach Lee ze wspolpracownikami stwierdzit,
ze suplementacja witaming D przez 12 tygodni nie wptywa na zmiang liczby limfocytow B
(181). Wydaje sie, ze wptyw witaminy D jest odleglejszy w czasie. By¢ moze wydtuzenie
czasu trwania badania pozwoliloby zaobserwowaé spadek stezenia przeciwcial

W pozniejszym okresie jako efekt zmniejszenia si¢ liczby limfocytow B.
6. Metody

W przedstawionym w niniejszej pracy badaniu uzyskano niewielkie rdznice
W pomiarach populacji leukocytow w morfologii krwi z rozmazem metoda automatyczng oraz
oceng w badaniu cytometrig przeptywows. Dokladne dane zostaty przedstawione w tabeli |
w suplemencie. W obu populacjach odnotowano istotnie statystycznie przyrosty liczby
badanych komorek, jednak w grupie z AIT dzigki ocenie cytometrycznej wykazano
dodatkowo istotny statystycznie wzrost réoznych populacji komérkowych w trakcie trwania
badania. Roznice te wynikaja najprawdopodobniej z r6znych metod pomiaru.

W cytowanych pracach badania byly prowadzone w réznych porach roku. Niektore
ocenialy pacjentow w miesigcach zimowych inne catorocznie. Wyniki, ktore przedstawiono
W niniejszej pracy, uzyskano z badania, ktore przeprowadzone bylo w latach 2015 — 2017.
Warunkiem kwalifikacji do badania bylo stwierdzenie stg¢zenia 25(OH)D <25 ng/ml
niezaleznie od trwajacej pory roku. Nalezy podkresli¢, ze badanie trwato sze$¢ miesiecy,
a analiz¢ wynikéw przeprowadzono w oparciu o stgzenie witaminy D, ktorej zrédtem mogta

by¢ zaréwno suplementacja jak i ekspozycja na $wiatto stoneczne.

7. Potencjalne mechanizmy Immunomodulujacego dzialania
witaminy D

Obserwowany jest zwigzek pomiedzy niedoborem witaminy D a czestszym

wystepowaniem niektorych chorob autoimmunologicznych, co wida¢ na przyktad

z rozmieszczenia ich czgstosci wystgpowania wzgledem szerokosci geograficznej. Biorgc pod

uwage obecno$¢ komorek pamieci zdolnych do reakcji z autoantygenami, suplementacja
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witaming D moze nie skorygowaé dziatania juz istniejacych komoérek pamigei, a wptynaé
jedynie na te, ktore dopiero dojrzewaja. Z drugiej strony w obecnosci witaminy D nastepuje
mniej skuteczna indukcja limfocytow T przez komorki prezentujgce antygen (48).
W przeprowadzonym badaniu stwierdzono negatywna korelacje pomi¢dzy zmiang stezenia
komorek DP a zmiang st¢zenia witaminy D, co moze §wiadczy¢ o dojrzewaniu limfocytow T
w grasicy, badz tez redystrybucji tkankowej. Grasicg powinny opuszczaé jedynie te komorki,
ktore po selekcji negatywnej nie beda reagowaty z autoantygenami. Mozna przypuszczac,
ze dziatanie witaminy D polega réwniez na regulacji dojrzewania limfocytow w grasicy,
coma wplyw na podloze autoimmunizacji 1 czgstoSci wystepowania choréb
autoimmunologicznych. W tabeli 24. podsumowano wyniki prezentowanych w tej pracy

badan na tle dostgpnych danych pis$miennictwa.
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Wyniki wiasne

Komorki AT l Grupa kontrolna Dostepne pismiennictwo Bibliografia
KOMORKI ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ WRODZONEJ
Leukocyty N T = (200)
Monocyty - - 4 MHC-II* JIL12* (34, 41, 42)
J CcD4o* =IL6" | IL6*
{1 CD80* IL12*
1CD86* 3 TNFy"™
MCCL22*
DC NA NA { pobudzenia limfocytow T* LMHC 11* (34, 48)
JiL2z* J CD40*
23 4 CD8O*
MIL10* 4 CD86*
MCCL22*
Eozynofile - - { potencjat prozapalny eozynofilii N Iiczbyh (201-203)
{' uwalnianie peroksydazy
Bazofile - ™ M (204)
Neutrofile T - J potencjat prozapalny neutrofili" (205, 206)
{ odpowiedz zapalng w tkankach"
Komorki NK N N poprawa funkcji* N szybkos¢ sekrecji granzymu (66, 67, 69-
N ziarnistosci* A* 71)
Limfocyty NKT J J M liczby komdrek NKT* MNFy* (63)
™ IL4*
KOMORKI ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ NABYTEJ
Limfocyty ™ -
Limfocyty T ™ ™ Jproliferacja” (45, 46, 53)
Limfocyty Th ™ T 1 IL10* J liczby komérek T CD4+* (49, 50, 52,
JIL2* J INFy* 61, 207)
J IL6* ™ IL4*
Limfocyty Th DP - - M (208)
RTE ™ - = (209)
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Wyniki wiasne

Komorki AT Grupa kontrolna Dostepne pismiennictwo Bibliografia

Limfocyty ThO ™ T M liczby komérek Tho* (47, 58, 210)
M réznicowania w kierunku Th2*

J réznicowania w kierunku Th1*

Limfocyty Th1 NA NA J liczby komérek Th1" =" JI2* (48,51, 52,
L INFy* N ILg* 58)

Limfocyty Th2 NA NA ™ IL4* J liczby Th1 ™ (47, 53)

Limfocyty Th17 NA NA ¢ IL17* = liczby Th17 " (53, 54)

Limfocyty Th22 NA NA J1L22%* (53, 54)

Limfocyty Th EM - - N u dzieci (211)

Limfocyty Th CM - N = u dzieci (211)

Limfocyty Th TD ™ poczatkowo , =" (58)

nastepnie T

Aktywowane limfocyty T N NE wygaszanie przewlekle aktywowanych limfocytéw T w chorobach (212)
autoimmunologicznych

Limfocyty Tc ™ ™ ™, L, = liczby komérek Tc* J cytotoksycznosci* (60-62)
14 J INFy *

Limfocyty Treg NA NA M liczby Treg CCLA+" A CD4+ FoxP3+"* (32,49, 52,
N ekspresji FoxP3* J, = liczby Treg* I * 58, 59, 210)
™ IL10*

Limfocyty B ™ - J réznicowania w kierunku plazmocytéow* = " (72, 213,

J réznicowania w kierunku komérek pamieci* = " 214)
J proliferacja* J 1gM M

N apoptozy* J 1gG P

| IgA*

Limfocyty Breg NA NA N IL10* (37)

Legenda:

* — human in vitro N —wzrost

" _ human ex vitro {4 —spadek

" — human in vivo = —brak wptywu

* —mouse in vitro
M . .
— mouse in vivo

NA — brak danych
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8. Podsumowanie

Dzisiaj trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy niedobdér witaminy D jest czynnikiem
predysponujagcym do wystgpienia AIT. Wyniki dostepnych badan nie daja jednoznacznej
odpowiedzi. Czes¢ autorow wrecz zastanawia si¢, czy niedobor witaminy D jest przyczyng
czy moze skutkiem AIT (135, 186). Istnieja doniesienia, ze optymalne st¢zenie witaminy D
zmniejsza presj¢ na procesy autoimmunizacyjne i normalizuje interakcje komorek
immunokompetentnych.

Zaktada si¢, ze immunomodulacyjny wptyw witaminy D na uktad odpornos$ciowy jest
generowany poprzez zwigkszony potencjat do odpowiedzi na rézne nowe antygeny
(zwickszenie liczby komorek RTE i Th0). Wydaje si¢ tez, ze obserwacja kilkuletnia pacjentek
ocenianych w badaniu bylaby szczegélnie cenna w ocenie, czy ten zwiekszony potencjat

przelozy sie na przyktad na zmniejszong czgsto$¢ wystepowania infekcji.
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WNIOSKI

Wnioski

Uzupetnienie niedoboru witaminy D wplywa na parametry odpowiedzi
immunologicznej wrodzonej i nabytej u o0s6b zdrowych, jak i chorych
z autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy.

Wplyw witaminy D na badane parametry uktadu immunologicznego jest najbardziej
widoczny po trzech miesigcach od momentu rozpoczg¢cia suplementacji.

Podawanie witaminy D powoduje zmiany zarowno w zakresie odpowiedzi
immunologicznej wrodzonej (dotyczace granulocytéw 1 komorek NKT),
jak i w zakresie odpowiedzi immunologicznej nabytej (dotyczace wyrzutu wczesnych
emigrantow grasiczych i limfocytow T).

Wyniki badan sugeruja, ze suplementacja witaming D wplywa na poprawe
parametrow immunologicznych, nie jest ona jednak jedynym czynnikiem regulujacym

odpowiedz immunologiczna.
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VII. Streszczenie

Znaczenie witaminy D poznano juz w XVII wieku, kiedy to odkryto, ze brak
ekspozycji na $wiatlo stoneczne jest przyczyna krzywicy u dzieci. Dalsze badania nad tym
zwigzkiem zaowocowaty zakwalifikowaniem witaminy D do grupy hormonow steroidowych
I wykazaly jej szerokie spektrum dziatania na organizmy zywe. Dzisiaj wiadomo, ze wptywa
ona na wiele aspektow funkcjonowania organizmow zywych, w tym na uktad
immunologiczny.

Weczedniejsze badania wykazaty, ze niedobdr stezenia witaminy D sprzyja
wystepowaniu  chorob  autoimmunologicznych. Do  grupy choréb o podiozu
autoimmunizacyjnym nalezy autoimmunologiczne zapalenie tarczycy (AIT). Dotychczasowy
obszar zainteresowan naukowcoéw dotyczyt gltownie wplywu witaminy D na stezenie
przeciwcial przeciwtarczycowych — jednak wnioski plynace z przeprowadzonych badan
pozostaja niejednoznaczne.

Dostepne dane piSmiennictwa sugerujag wpltyw st¢zenia witaminy D na réznicowanie
i aktywnos$¢ komorek obwodowego uktadu immunologicznego. Dotychczas jednak nie
przeprowadzono badania in vivo u ludzi oceniajacego dtugotrwaly efekt suplementacji
witaming D na uktad immunologiczny u os6b z AIT. Celem pracy byto stwierdzenie, w jaki
sposob suplementacja witaming D wplywa na immunokompetencje uktadu odpornosciowego
u chorych z AIT oraz u kobiet z grupy kontrolnej.

Przeprowadzono prospektywne interwencyjne badanie, do ktorego zakwalifikowano
30 pacjentek z AIT w eutyreozie, bez chordb towarzyszacych oraz 31 ochotniczek
z wykluczona choroba gruczolu tarczowego. U wszystkich kobiet stgzenie witaminy
25(0OH)D wynosito <25 ng/ml. Pacjentkom przekazano preparat VITRUM® Dj Forte, ktory
zazywaly raz dziennie (2000 IU/dobg¢) przez szes¢ miesiecy. W chwili wlaczenia do badania
oraz po trzech 1 sze$ciu miesigcach suplementacji witaming D3 pobierano do badan krew
zylng. Kazdorazowo wykonywano badania st¢zenia witaminy 25(OH)D i wapnia
catkowitego, morfologi¢ krwi obwodowe] z rozmazem oraz cytometri¢ przeptywowa.
Podczas pierwszej wizyty oznaczano rowniez stezenie tyreotropiny, przeciwcial przeciwko
tyreoperoksydazie (anty-TPO) i tyreoglobulinie (anty-TG), stezenia biatka C — reaktywnego
(CRP) a takze fosforanéw 1 parathormonu. U wszystkich kobiet w szostym miesigcu
suplementacji ponownie oznaczano CRP a u pacjentek zakwalifikowanych do grupy z AIT

wykonywano dodatkowo badania ste¢zenia TSH, anty-TPO oraz anty-TG.
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W cytometrii przeplywowej oceniano we krwi obwodowej nastepujace populacje
limfocytow (liczbe oraz odsetek z leukocytow): T, T pomocniczych (Th), T cytotoksycznych
(Tc), T podwojnie pozytywnych (T DP), Th naiwnych (ThO), Th pamigci efektorowej (Th
EM), Th pamigci centralnej (Th CM), Th terminalnie zrdéznicowanych (Th TD)
I aktywowanych limfocytow T, a takze limfocytow B. Oceniano takze populacje komorek
NK, NKT i wezesnych emigrantéw grasiczych (RTE).

Wszystkie osoby przed wigczeniem do badania zostaly poinformowane o celu,
proponowanym przebiegu badania oraz wyrazily §wiadomg zgode na udzial w badaniu,
a na przeprowadzenie badania uzyskano zgodg¢ lokalnej Komisji Bioetyczne;.

W przeprowadzonym badaniu stwierdzono, ze nastgpit statystycznie istotny wzrost
stezenia 25(OH)D w obu badanych grupach, bardziej wyrazony w pierwszym okresie badania
(pomiedzy poczatkiem badania a trzecim miesigcem suplementacji) niz w drugim okresie
badania (pomigdzy trzecim a sz6stym miesigcem suplementacji).

Zaobserwowano zmiany wielu badanych parametrow zaréwno odpowiedzi
immunologicznej wrodzonej, jak i nabytej w trakcie trwania badania. W grupie chorych z AIT
stwierdzono istotny statystycznie wzrost ilosci leukocytow, neutrofili, liczby limfocytow T,
Th, Tc oraz odsetka Tc wzgledem catkowitej liczby leukocytéw, ThO, Th EM, Th CM, RTE
oraz liczby 1 odsetka limfocytéw B, natomiast spadek liczby i odsetka komodrek NKT oraz
odsetka aktywowanych limfocytow T. W grupie kontrolnej zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost ilo$ci bazofili, leukocytéw, limfocytow T, Th, liczby i1 odsetka Tc, Th,
liczby 1 odsetka Th CM, liczby 1 odsetka limfocytow B oraz CRP, natomiast spadek ilosci
I odsetka komorek NKT oraz liczby i odsetka aktywowanych limfocytow T. Wzrost stezenia
witaminy D byl pozytywnie skorelowany w obu badanych grupach z réZznymi populacjami
limfocytow T, natomiast ujemnie skorelowany z odsetkiem komorek NKT oraz
aktywowanych limfocytow T. W prezentowanym badaniu suplementacja witaming D
nie miata wptywu na st¢zenie przeciwciat anty-TPO oraz anty-TG.

Otrzymane wyniki pozwolity na wysnucie nastepujacych wnioskow:

1. Uzupelnienie niedoboru witaminy D wplywa na parametry odpowiedzi
immunologiczne] wrodzonej i nabytej u oso6b zdrowych, jak i chorych
z autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy.

2. Wplyw witaminy D na badane parametry uktadu immunologicznego jest najbardziej

widoczny po trzech miesigcach od momentu rozpoczgcia suplementacji.
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3. Podawanie  witaminy D  powoduje  zmiany  zarbwno w  zakresie
odpowiedzi immunologicznej wrodzonej (dotyczace granulocytow i komorek NKT),
jak i w zakresie odpowiedzi immunologicznej nabytej (dotyczace wyrzutu wczesnych
emigrantow grasiczych i limfocytow T).

4. Wyniki badan sugeruja, ze suplementacja witaming D wplywa na poprawe
parametroéw immunologicznych, nie jest ona jednak jedynym czynnikiem regulujacym

odpowiedz immunologiczng.
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SUMMARY

VIII. Summary

The importance of vitamin D has been known from 17th century, when the lack
of sunlight was linked with rickets in children. Further studies brought information that
vitamin D belongs to the steroid hormones and showed its wide effects on the living
organisms. Today we know that vitamin D influences many aspects of health, especially
function of immune system.

Previous studies revealed that vitamin D deficiency facilitates incidence and
prevalence of autoimmune diseases. The autoimmune thyroiditis (AIT) belongs to the group
of disorders caused by autoimmune process. Most of studies were related to the effect
of vitamin D on the concentration of the antithyroid antibodies, but drawn conclusions still
remain elusive.

Data from publications suggest the influence of vitamin D on differentiation and
activity of peripheral immune system cells. Up to now there are no studies conducted in vivo
in humans evaluating the long-term effect of vitamin D supplementation on immune system
in patient with AIT. The aim of the study was survey of the effect of Vitamin D
supplementation on the immunocompetence of immune system in female patients with AIT
and in control group.

The prospective intervention study was conducted, where 30 females with euthyrotic
AIT without associates disorders and 31 woman from control group without thyroid disorders
were qualified. In all women the concentration of 25(OH)D was below <25 ng/ml.
Al participants were treated with 2000 units per day of VITRUM® Ds Forte for six months.
At the moment of enrollment to the study and after three and six months of supplementation,
the blood samples were collected. Measurements of 25(OH)D and total calcium
concentrations together with the CBC and flow cytometry were performed on every visit.
During the first visit concentration of TSH, anty-TPO, anty-TG, CRP, phosphates and PTH
were measured. In all patients in the sixth month of supplementation CRP and in patients with
AIT — concentration of TSH, anty-TPO and anty-TG were evaluated.

The subsequent lymphocytes population were estimated using (number and percentage
of WBC) flow cytometry: T lymphocytes, T helper (Th), T cytotoxic (Tc), T double positive
(T DP), Th naive (ThQ), Th effector memory (Th EM), Th central memory (Th CM),
Th terminally differentiated (Th TD), activated lymphocytes T and lymphocytes B.
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Population of monocytes, basophils, eosinophils, neutrophils, NK, NKT and recent thymic
emigrants (RTE) were also evaluated.

All participants prior to enrollment to the study signed informed conscious consent
and the study was approved by local Bioethical Committee.

Conducted study revealed that concentrations of 25(OH)D significantly increased
in both studied groups. The rise in 25(OH)D concentrations was more evident in the first part
of the study (between zero and third months of supplementation) then in the second part of the
study (between third and six month of supplementation).

During supplementation, changes of many studied parameters concerning innate and
adaptive immune response were observed. In patients with AIT the significant increase
in WBC, neutrophils, number T lymphocytes, Th, number and percentage of Tc relative
to WBC, ThO, Th EM, Th CM, RTE, B lymphocytes and percentage of B lymphocytes was
observed, but the decrease of number and percentage of NKT and percentage of activated
lymphocytes T was found. In the control group study revealed the significant increase
in number of WBC, basophils, T lymphocytes, Th, number and percentage of Tc relative
to WBC, number and percentage of Th CM, number and percentage of lymphocytes B, CRP
and decrease in number and percentage of NKT cell, number and percentage of activated
lymphocytes T wasobserved. The increase in vitamin D concentrations was positively
correlated with different lymphocytes T populations, but negatively correlated with NKT
and activated T lymphocytes in both studied groups. There was no influence of vitamin D
supplementation on the anty-TPO and anty-TG blood concentrations.

Obtained results let to draw the following conclusions:

1. Vitamin D supplementation affects the innate and adaptive response both
in healthy women and in patients with AIT.

2. The influence of vitamin D on studied immune system parameters is especially
observed after three months of supplementation.

3. Vitamin D supplementation affects the innate immune response (regarding NKT
cells and granulocytes) and adaptive immune response (RTE and T lymphocytes).

4. Results of the study suggested that vitamin D supplementation leads to the
improvement of immune parameters but this is not the only factor regulating

immune reactions.
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XII. Suplement

1. Wyniki badan ($rednie wraz z odchyleniami standardowymi, mediany, zakresy danych
parametrow immunologicznych 1 biochemicznych oraz wartosci p testu
U Manna —Whitneya dla poréwnania mediany grupy z AIT oraz kontrolnej).

2. Formularz informacyjny oraz zgoda na badanie.

3. Zgoda komisji bioetyczneyj.
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Tabela |. Wyniki badan. Czes¢ I/1V.

SUPLEMENT

Miesigc 0 Miesigc 3 Miesigc 6
Badany wartoéé wartoéé wartosé
Grupa | $rednia P Srednia P Srednia P
parametr +/-5D Mediana Zakres testu +/-SD Mediana Zakres testu +/-SD Mediana Zakres testu
umMw umMw umMw
ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA WRODZONA — KOMORKOWA
* AT 5.73 +/- 1.35 5.75 3.51-8.26 6.32 +/- 1.65 6.21 3.85 - 10.08 6.26 +/- 1.54 6.30 3.42-11.06
LeUkogcyty / 0.5446 / 0.9081 / 0.7843
[x10°/ul] K 5.98 +/- 1.56 5.98 3-10.67 6.53 +/- 2.48 5.90 2.98-15.84 6.49 +/-1.7 6.03 3.21-11.11
Leukocyty AIT 162.67 +/- 154.94 52.3-255.31 200.65 +/- 203.75 | 102.83-315.21 203.62 +/- 194.54 126.64 - 390.26
52.89 58.07 57.88
CD45+ 180 é7 v 0.1665 209 45 o 0.8467 o 5‘2 v 0.2733
[x10°/ul] K 4757 181.69 44.07 - 255.5 co.65 202.54 | 89.66-370.17 0.0 212.86 128.1-386.81
Monocyty* | AIT 0.52 +/-0.17 0.50 0.25-0.91 00308 052 +/-0.14 0.48 0.3-0.82 0.6185 0.55 +/- 0.14 0.54 0.28-0.89 07334
[x10°/ul] K 0.59 +/- 0.22 0.56 0.32-1.49 ' 0.56 +/- 0.21 0.54 0.29-1.26 ’ 0.54 +/- 0.14 0.52 0.3-1.04 '
ile* |AIT 0.18 +/-0.1 0.16 0.04 - 0.48 0.18 +/-0.11 0.16 0.04 - 0.56 0.17 +/- 0.09 0.16 0.03-0.4
Ec[);zg%fulll? K 0.19 +// 0.19 0.14 0.02-1.11 05979 o9 +; 0.15 0.14 0.04 - 0.59 0.5981 0.17 +§ 0.13 0.13 0.04 - 0.57 0.2797
Bazofile 0.04 +/- 0.02 0.03 0.01-0.07 0.04 +/- 0.02 0.03 0.02 - 0.08 0.04 +/- 0.02 0.04 0.01-0.1
file* AIT / / /
[x10%/ul] K 0.03 +/- 0.01 0.03 0-0.05 0.0837 0.04 +/-0.02 0.03 0.01-0.09 0-8012 0.04 +/- 0.02 0.04 0.01-0.09 0-675
Neutrofile* | AIT 3.04 +/- 0.88 2.94 1.52-4.72 3.45+/-1.26 3.21 1.64-5.85 3.3+/-1.23 3.11 1.4-7.32
[iultog/;ﬁ K 2.89 ; 1.34 2.77 1.11-6.89 0-2729 3.54 ; 2.29 2.86 1.2-13.18 04619 3.32 // 1.23 3.47 1.05-6.27 07337
R +/-1. . . - 0. . +/- 2. . s . . +/- 1. . . - 0.
Komérki Nk % AT 9.6 +/- 3.65 9.40 2.4-19.4 9.72 +/-3.89 9.45 2.9-19.2 9.61 +/- 4.75 9.30 27-24.7
0
) . 0.7559 0.8625 ) 3 0.9093
[%] K 10592;'/ 10.20 3-27.2 10.4 +/- 4.85 8.90 4.1-223 10522;/ 8.70 3.7-26.5
L AIT 157418 +/- | 119995 | 456.73 - 4952.98 1907.63+/- | 1e1676 | 633.99-3996.72 1973.79+/ | 1c1895 | 613.96-5619.74
Komarki NK 936.83 902.31 1239.76
[X103/u|] 1969.61 +/- 0-1443 2201.67 +/- 0.6010 2312.32 +/- 0.4196
K 116129 1798.50 | 449.53-5113.09 1375 31 1970.80 |726.26 - 6211.48 163284 1967.94 | 762.3-7648.96
8.71 +/-
Komaorki NKT % | AIT 4.95 2.5-88.7 2.79 +/- 1.84 2.30 0.2-79 3.79 +/- 5.98 2.20 03-32.4
omo ry' % 16.16 0.4666 / 0.1989 / 0.3161
[%] K 6.21+/-5.9 4.40 1.3-29.6 2.7+/-2.81 1.50 0.1-13.1 2.92+/-3.37 1.80 0.1-15.4
1647.67 +/- 553.26 +/- 800.7 +/-
Komérki NKT | AT 107037 783.93 |307.39 - 22645.82 oues 206.47 416.03 | 34.26-1605.14 3206 1354.32 395.17 41.8-7289.71 ons
[x10°/u] K 1140.48+/- | g0/ 41 | 96.96-5173.55 ' 526134/ | 3355y | 22.71-2216.44 . 602.13+/- | 3c55y | 28.33-3556.04 '
1125.09 : : : 506 : : : 733.26 : . :
ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA WRODZONA — HUMORALNA
CRP [mg/] AIT 1.36 +/- 2.41 0.50 0.1-11.7 01913 NA NA NA \A 2.17 +/-3.21 1.10 0.1-14.9 0.0232
& K 0.93 +/-1.86 0.30 0.1-10 : NA NA NA 1.13 +/- 1.64 0.50 0.1-79 ‘
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Tabela |. Wyniki badan. Czesé I1/V.

SUPLEMENT

Bad Miesigc O Miesigc 3 Miesigc 6
adany Grupa £ . p wartos¢ & . p wartos¢ & . p wartos¢
parametr P S:/Ed:éa Mediana Zakres testu S:;:d;;a Mediana Zakres testu S+rt/adsn||)a Mediana Zakres testu
UMW UMW UMW
ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA NABYTA — KOMORKOWA
Limfocyty* AIT 1.95 +/-0.55 1.92 0.7-2.92 0.0514 2.14 +/- 0.6 2.15 1.11-3.43 0.7785 2.84+/-3.4 2.21 1.34-20.3 0.8591
[X103/u|] K 3.28 +/-5.23 2.28 0.45-30.5 2.2 +/-0.58 2.15 1.29-3.73 2.3+/-0.71 2.15 0.25-4.04
Limfocyty T % AIT 64.15 +/- 8.45 65.25 45.5-78.7 0.1015 66.97 +/- 7.57 67.25 49.3-78.1 0.8708 68.76 +/- 7.16 68.70 52.9-82.5 0.5640
[%] K 66.82 +/-7.94 69.10 46.8-77.2 ) 67.32 +/- 6.67 67.55 53-77.6 ) 69.12 +/-7.5 70.60 47.9 - 83 )
10502.57 +/- 2918.28 - 13563.4 +/- 5513.71- 14058.65 +/- 8405.07 -
Limfocyty T AT 3735.26 10599.25 16986.13 4415.06 14026.60 22253.83 4363.09 13287.11 26303.52
[x10°/ul] « 12164.53 +/- 12286.37 2221.23- 0.0971 14248.89 +/- 1405772 6079.08 - 0.7747 15168.62 +/- 14500.68 | 8006:25- 0.3301
3602.92 ) 18483.93 5008.03 ) 27874.03 4491.47 ) 25956.92
Limfocyty Th% | AIT 57.74 +/- 8.34 57.40 41.6-75.3 0.5956 58.7 +/- 8.39 57.95 38.8-75.2 0.9024 57.85 +/- 8.96 55.80 44.5 - 75 0.3869
[%] K 58.53 +/- 7.68 57.90 41.4-71.3 ) 58.82 +/- 8.09 59.50 43.7-73.4 ) 59.72 +/- 8.33 60.00 43.5-75.3 )
9544.22 +/- 2484.2 - 11990.84 +/- 6223.85 - 11898.32 +/- 6851.06 -
Limfocyty Th AT 3789.2 9266.57 17270.88 0.1964 4668.39 11557.71 21975.62 0.7043 4437.89 10459.40 27005.99 02178
[x103/u|] K 10605.51 +/- 10447 54 2468.03 - ’ 12351.35 +/- 11801.11 5745.33 - ’ 13271.31 +/- 11696.36 7016.84 - ’
3234.63 ) 16888.29 4577.62 ) 23047.6 4790.66 ) 26728.36
Limfocyty Tc % AIT 32.93 +/-7.64 33.20 18.8-45.9 0.9335 32.67 +/-7.21 32.40 21.4-45.1 0.9712 34.74 +/- 8.02 35.95 20.1-47.2 0.4755
[%] K 33.16 +/-7.11 32.30 20.4 - 48.5 ) 32.85 +/-6.77 32.60 22-47.9 ) 33.21+/-7.02 32.70 21.2-48.1 )
5252.7 +/- 1923.7 - 6385.59 +/- 3105.56 - 6964.32 +/- 3722.23 -
Limfocyty Tc AT 1948.67 4941.20 9405.74 01713 1789.16 6372.06 9203.82 0.7691 2248.87 6433.92 13561.08 0.5315
[x10°/ul] « 5930.59 +/- £839.79 1793.73 - ’ 6861.02 +/- £386.28 2447.77 - ’ 7160.77 +/- 2045.53 3940 - :
2007.6 ) 11204.14 2682.13 ) 14288.68 1966.47 ) 10732.68
|_|mfocy°ty TDP% |AIT 4.43 +/- 3.64 3.70 1-19.6 06765 3.43+/-2.72 2.75 0.7-12.6 06184 2.99 +/- 1.63 2.60 1.2-7.9 0.8494
%] K 3.58 +/-1.82 3.70 09-7.6 3.25 +/- 2.62 2.50 1-14.7 2.91+/-1.46 2.60 0.9-6.3
697.49 +/- 135.98 - 143.03 - 587.09 +/- 242.88 -
Limfocyty TOP | A1 568.23 485.28 2276.16 2931 682.1+/-504.3 | 473.94 3076.27 ) 305.25 485.46 1572.73 2021
[x103/ul] K 653.57 +/- 594.93 39.66 - 0.493 640.69 +/- 546.16 219.36 - 0.8918 607.97 +/- 556.28 182.57 - 0.79
369.76 ) 1491.13 491.42 ) 2773.58 289.47 ) 1454.75
RTE % AT 37.37 +/-9.79 36.60 26-58.1 0.2506 37.54 +/-9.02 37.90 23.4-55.6 05178 38.15 +/-9.06 39.10 24-59.5 03316
[%] K 40.51 +/- 10.51 41.80 18.2-55.3 ) 39.29 +/-9.19 39.60 21.4-57.5 ) 39.77 +/- 8.89 40.50 17.5-55.1 )
6419.87 +/- 1864.4 - 7914.56 +/- 2406.29 - 8079.56 +/- 3039.29 -
RTE AT 2780.53 >861.52 12094.97 0.4100 3709.29 723751 17494.15 0.8579 3558.08 749028 18849.56 0.4223
[x103/u|] K 7308.43 +/- 7778.68 3260.83 - ’ 7709.09 +/- 7771.37 2914.01 - ’ 8713.96 +/- 8074.97 2594.04 - ’
2698.22 ) 13950.08 2443.05 ) 13401.53 3515.97 ) 19959.24
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Tabela . Wyniki badan.

Czesé NIV,

SUPLEMENT

g Miesigc O Miesigc 3 Miesigc 6
Badany > Y py
Grupa Srednia p wartosc Srednia p wartosc Srednia P wartosc
parametr +/-5D Mediana Zakres testu +/-SD Mediana Zakres testu +/-SD Mediana Zakres testu
) umMw ) umMw B umMmw
cd. ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA NABYTA — KOMORKOWA
Limfocyty ThO % | AIT 47.86+/-10.69 | 47.70 30.5-67.6 02773 | 482241153 | 4810 29.4- 68 04317 48.56 +/- 10.3 50.75 318-66.2 | o
%] K 51.13+/-11.91 | 53.70 26-67.8 : 50.4 +/- 10.38 50.50 25.8-65.5 : 51.46 +/- 10.95 52.30 25.6 - 68.9 :
8171.16 +/- 2147.69 - 10118.13 +/- 3023.29 - 10219.56 +/- 4535.13 -
Limfocyty Tho | " 3682.85 7587.60 17258.82 02621 4841.75 8997.47 20204.96 0.5616 4526.26 883352 | 5388301 03855
[X10°/ul] . 9180.12 +/- 033845 4618.24 - : 1037353/ | g0 o 4043.76 - : 11509724/ | oo | 3794.71- :
3237.83 : 17322.63 3532.23 : 18212 4690.1 : 26651
- o | AIT 7.75+/-3.82 7.20 2.8-19 7.12 +/-3.61 6.45 2.7-19 8.06 +/- 4.64 6.30 2.3-24.2
Limfocyty ThEM % 0.7959 0.7075 0.3349
(%] K 7.74 +/- 4.68 5.90 43151 6.99 +/- 4.48 6.00 2.4-256 7.5 +/- 4.63 6.40 2-225
1230.56 +/- 387.53 - 1344.65 +/- 391.74- 1553.19 +/- 509.24 -
Limfocyty Them | 1 607.51 1096.66 2496.75 08456 590.51 1202.23 2927.41 0.5486 802.93 1377.56 4523.32 08562
[x10*/ul] . 1333.23 +/- 109016 490.82 - : 1477.27 +/- 134280 349.33 - : 1575.9 +/- 149994 530.17 - :
803.96 : 3239.6 979.26 : 4036.69 966.88 : 5195.52
Limfocyty ThCM % | AIT 42.77 +/-9.33 44.10 19.9-57 oaosl | 23644976 4335 24.5-60.5 04531 41.88 +/- 8.94 42.15 232581 [
%] K 39.91 +/- 8.69 38.60 28-59.9 : 41.95 +/- 8.18 41.60 31.2-61.4 : 40.07 +/- 7.85 38.70 28.8 - 60.1 :
6898.88 +/- 3484.86 - 8376.09 +/- 4332.2- 8241.07 +/- 4618.66 -
Limfocyty Them | A7 2139.64 651157 11215.84 07085 1808.17 8317.48 10927.03 09372 1794.5 818363 | 115015 0.4553
[X10°/ul] . 7091.52 +/- 65269 3756.06 - : 8954.72 +/- 900,01 3892.54 - : 8665.13 +/- an018 | 438L75- :
2126.64 : 11294.26 4022.53 : 20827.99 2311.38 : 14198.12
Limfocyty ThTD % | AIT 161+/-1.92 0.75 02-75 1.02+/-1.11 0.65 0-5.4 15+/-1.63 0.85 03-7.4
7091 4 1
%] K 1.22+/-0.9 1.10 0.1-3.7 0.709 0.67 +/- 0.51 0.50 0-2.1 0.4055 0.98 +/- 0.83 0.70 0-3.3 0.1808
295.89 +/- 39.33- 224.27 +/- 349.03 +/- 57.05 -
Limfocyty ThD | 7 453.15 113.86 1914.81 04661 318.15 119.39 0-1660.18 03484 548.96 169.77 2887.92 03855
bao/ul K 227.43 +/- 19144 | 2152-933.72 | 140.8 +/-120.95 |  90.32 0-464.81 - 202.88 +/- 17318 | 0-55a19 |
209.36 : : : : : : : 156.59 : :
Aktywowane | AT 4.15 +/- 1.75 3.70 1.6-89 3.69 +/- 1.71 3.15 1.4-89 3.55+/-3.33 2.65 43119
limfocyty T % 0.1953 0.0282 0.0607
(%] K 3.85+/-2.26 2.95 0.9-10.8 3.02 +/-2.31 2.20 03-95 2.56 +/- 1.94 2.10 0.6-10.6
647.14 +/- 184.46 - 713.47 +/- 215.95 - 699.67 +/- 171.12-
Alﬁqyf"(‘)’:";’a?e AT 312.68 618.26 1361.63 08804 312.41 690.66 1259.73 0.0678 635.17 565.86 3551.37 01855
[xlog‘/’ ‘1] ‘ 704.02 +/- c15.01 158.65 - : 625.43 +/- 26994 68.14 - : 540.69 +/- 42999 135.72- :
H 474.42 : 2055.39 516.45 : 1933.54 423.25 : 2447.67
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SUPLEMENT

Tabela I. Wyniki badan. Czes¢ INIV.
g Miesigc O Miesigc 3 Miesigc 6
Badany > > py
Grupa Srednia p wartosc Srednia p wartosc Srednia p wartosc
parametr +/-5D Mediana Zakres testu +/-SD Mediana Zakres testu +/-SD Mediana Zakres testu
) uMw B uMw ) umMw
ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA NABYTA — HUMORALNA
1 0 - - - - - -
Limfocyty B % AlIT 11.32 +/-3.69 10.80 4.7-18 0.6221 12.52 +/-4.24 12.35 5.3-21.2 0.7338 10.72 +/-3.14 10.25 5.4-20.7 0.5286
[%] K 12.31 +/-4.77 10.40 5.3-29.7 12.02 +/-3.23 12.45 7-213 11.18 +/-3.42 11.40 4.7-19.3
1845.45 +/- 570.06 - 2479.13 +/- 947.76 - 2169.34 +/- 1139.73 -
Limfocyty B AIT 935.44 166131 4263.64 0.0881 1055.69 229942 5356.96 0.7973 872.25 1908.50 4440.36 0.2012
[X103/ul] 2160.53 +/- 1083.67 - ' 2568.48 +/- 983.12 - ' 1085.29 - ’
K 883.96 2044.79 4292.33 1167.25 2253.61 5034.35 2442.64 +/-957 2338.67 4816.19
156.83 +/- 171.86 +/-
A[r:Ly/—;FI’]O AlIT 145.08 96.00 5-578 0.0000 NA NA NA NA 154.02 131.00 5-600 NA
K 10.03 +/-5.53 10.00 5-36 NA NA NA NA NA NA
Anty-TG AlIT 406.43 +/- 240.50 18 - 4000 NA NA NA 403.1 +/- 702.05 212.00 14 - 3095
[qum” 750.31 ' 0.0000 NA ' ' ] NA
K 13.29 +/- 6.48 11.00 10-44 NA NA NA NA NA NA
PARAMETRY BIOCHEMICZNE
25(0OH)D AlIT 18.4 +/-4.71 19.00 43337 0.0810 36.63 +/-7.73 36.50 22-51 0.5838 39.9+/-9.18 42.00 15-58 0.5195
[ng/dl] K 20.55 +/- 3.35 21.00 14 -25 35.7 +/-7.64 34.00 23-52 41.65 +/-7.34 41.00 27-61
Wapn catkowity | AIT 9.49 +/-0.36 9.50 8.88 - 10.2 0.7400 9.46 +/- 0.33 9.39 8.89-10.37 0.0760 9.5+/-0.33 9.57 8.97 - 10.29 0.3787
[mg/dl] K 9.51 +/-0.31 9.54 8.9-10.04 9.57 +/-0.27 9.55 9.02 -10.17 9.59 +/-0.23 9.63 9.11 - 10.05
TSH AlIT 1.9+/-0.91 1.80 0.3-3.31 0.1335 NA NA NA NA 3.28 +/-2.27 2.77 0.22-10.34 NA
[wU/ml] K 2.27 +/-0.83 2.09 0.88 - 3.99 : NA NA NA NA NA NA - NA
Legenda:

* —metoda oznaczania: morfologia krwi z rozmazem automatycznym

Leukocyty — CD45+

Komorki NK — CD3- CD16/CD56+
Komérki NKT — CD3+ CD16/CD56+
Limfocyty T— CD3+ CD19-
Limfocyty Th — CD3+ CD4+ CD8-
Limfocyty Tc — CD3+ CD4- CD8+

Limfocyty DP (podwdjnie pozytywne) — CD3+ CD4+ CD8+
RTE (wczesne emigranty grasicze) — CD3+ CD4+ CD45RA+ CD31+
Limfocyty ThO — CD3+ CD4+ CD45RA+ CD27+
Limfocyty ThEM (pamieci efektorowej) — CD3+ CD4+ CD45RA- CD27-

Limfocyty ThCM (pamieci centralnej) — CD3+ CD4+ CD45RA- CD27+
Limfocyty ThTD (terminalnie zréznicowane) — CD3+ CD4+ CD45RA- CD27-
Aktywowane limfocyty T — CD3+ HLA/DR3+

Limfocyty B—CD3- CD19+

Anty-TPO — przeciwciata przeciwko tyreoperoksydazie
Anty-TG — przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie

NA — brak pomiaru danych
K —grupa kontrolna

test UMW — test U Manna - Whitneya
kolor zotty — istotnos¢ statystyczna
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FORMULARZ INFORMACYJNY DLA PACJENTKI

Niniejszy formularz dostarcza informacji na temat badania, jego celu, a takze zagrozeniach
i korzysciach zwigzanych z udziatem.

Katedra i Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb Wewngtrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu we wspolpracy z Katedra Immunologii Klinicznej prowadzi badania wptywu
podawania witaminy D3 u 0s6b z jej niedoborem na uktad odpornosciowy cztowieka. W ramach tych
badan planowana jest analiza morfologii krwi, parametrow biochemicznych gospodarki wapniowo-
fosforanowej oraz wykonanie cytometrii przeptywoweyj.

Kierownikiem projektu jest lek. Katarzyna Piatek, a badania beda odbywaty si¢ pod nadzorem
dr hab. n. med. Grzegorza Dworackiego prof. UM i dr hab. Katarzyny Ziemnickiej prof. UM. Pacjenci
bioracy udzial w badaniu nie sg poddawani zadnym dodatkowym procedurom diagnostycznym.
Badania beda przeprowadzone w surowicy krwi (10,3ml) w czasie rekrutacji do badania oraz po 3.1 6.
miesigcach suplementacji witaming Dj;. Osoby biorace udzial w badaniu otrzymaja bezplatnie
zarejestrowany w Polsce preparat witaminy Ds w iloSci wystarczajacej na 6. miesiecy suplementacji
po 1. kapsutce (2000 IU) dziennie.

Wszelkie uzyskane informacje beda opracowywane w warunkach pelnej poufnosci wytacznie
przez osoby pracujace przy tym badaniu. Udziat w badaniu nie wigze si¢ z zadnymi dodatkowymi
zagrozeniami 1 ryzykiem. Je§li miataby Pani jakiekolwiek pytania czy watpliwosci, wszelkich
informacji udzielg osoby prowadzace badanie w Katedrze i Klinice Endokrynologii, Przemiany
Materii i Chorob Wewnetrznych UM w Poznaniu (tel. 61-85471154 — oddziatl D3, tel. 732 996 993
lek. Katarzyna Piatek). Wszelkie wiadomos$ci na temat Pani wynikow badan beda traktowane jako
poufne. Jedynymi osobami, ktére beda miaty wglad do tych informacji bedg pracownicy naukowi
zwigzani z projektem. Wyniki opublikowane zostana w czasopi$mie medycznym, dzigki czemu inni
lekarze beda mogli korzysta¢ z tej wiedzy, jednak Pani informacje osobiste nie beda tam umieszczone
i nie bedzie mogla by¢ Pani zidentyfikowana w zaden sposob.

Osoba zakwalifikowana ma prawo nie zgodzi¢ si¢ na udziat w badaniu jak i odstapic
0d uczestnictwa w nim na kazdym jego etapie, rowniez bez podania przyczyny, co nalezy zglosié
osobom prowadzacym badanie.

ZGODA NA BADANIE

Wyrazam / nie wyrazam* zgodg¢ na udziat w wyzej wymienionym badaniu
(* niepotrzebne skresli¢)

podpis osoby badanej podpis i pieczgtka lekarza data
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UNIWERSYTET MEDYCZNY M. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwala nr 989/15

Na podstawie prrepiséw Ustawy 2 dnia 5 grodnia T Dyé r. v znwoddch lekdrze i !eknrm dentpsty (DL U, 2001, Ny 277, poz. J634 3 pign. om, ) Rozporzpdzenia Ministra Zdrovia i Opieki
Spolecinef iz dnia 11 maja 1999r. w sprawic szezeg el gasad fyy iar oraz frpbu (Jdzi it homisfi bi e {Dz U, Nr 47, poz484); Ustwy 2 dnia &
wizesnia 2001, Prawo formaceatycoee (D U 2008 Nr 45, poz 271 & pn.n. zm.) Rozporzgdzenia Ministra Finansow z dnia Jﬂ Fwbetnin 2004r. w sprawiz uhmvigkowego
uhequm-zrnm endponvie dynfnmu cywilnej ,lunlm czt i qmmum (I)- LA ZWM nr 101, pex 1034 z péin. zm.); Rogporzgdzenia Ministra Finansiw ¢ dria 18 rigjo 2005y, onienidjqee
gporzgdzenie w sprawie ok k §ei eywilnej badueza | spopsora (I L. Ne 101, poz. 845); Rozporgplzenia Miristra Zdvrowie £ dnie 30 kvietnia
2004r. w spnlwm .\powbu prmwul.;nm hmlun k[mn:..n)(‘h z mlwn'cm nml’lh’('lmdl (Dz. U. 2084 Nr I0¢, poz. 1108); Rozporuplicnio Mivistra Zdrowia 2 duia 30 kwietria 2004r. w
sprawie iy ? i (D2, U. Nr 104, puz. 1107); Rozpuraydzonic Miristra Zdrowia z duia 15 J'ulnpmlﬂ 280 r.
w sprawie wiordw waiask darych w o lq het z bad klinicy kodcf eplat ot Holenie yaloskow oreg sf taniu koricoweyo 7wy in hadania klini
{Diz, U. 2014r. nr 222 poz. 1493, & pdén. om.}; Ustawy 2 dnit 20 mfl{n 2004 0 yrnlun b medycanpeh (D U, 2010r. nr 107 pas. 679, 3 piin. am.); Rospersidacnic Ministra hnamaw 1
dnia 6 pagdsiernika 2000 r. s sprawie fci cywilne] sponsora § badacza Klinicznego w zuu’rlm = fear badamia i
wyrobow (Dz. U. 2618, Nr 194 poz. 1290); Ustnea z dnia 18 merca 2011 . o Urmfyc sjestraci Produktow L. iczpek, Wyrobéw gsw Binbdjerpeh (1 U 2011
rr 82 pos. 457); Rozporzgdzenie Ministra Zdrawia 3 dria 2 maja 2013r. w sprawie Dabrq Prakepki Klimiczme] (D U. 2012, pos. 489); Rn:,mmylmmg Ministra Zudrowia g driia 2 maja
F0I2r, w sprivie wzordw dokumentdw przetik!mlﬂmrh w pwigzhu z badini araz w sprawie wysokotci § spusoba wiszezanie oplor mn tdoienie
weiosku o rotpeesgeie bidanic Kiniconege  (Dn 00 2012, Ne i) poz 491); w oparciu n I)cklnrmp; Hebsiriikg - Zusady wo Postgp in w Eksperymencie Medycthypmn
Udzialem Ludz.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 05 listopada 2015 r.
rozpatrzyia wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.

Kierownik projekiu: Prof. dr hab. Katarzyna Ziemnicka

Miejsce prowadzenia badun:
Katedra i Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii i Choroh
Wewnetrznych UM w Poznaniu

Glowny badacz: fek. med. Katarzyna Pigtek

Cronkowie gespolu

badawczego: dr hab. Katarzyna Ziemnicka prof. UM
dr hab. Grzegorz Dworacki prof. UM
lek. Katarzyna Pigtek

Temat badan:

»Wplyw suplementacji witaming D na immunokompetencje ukfadu
odpornosciowego u chorych z przewlekfym autoimmunologicznym
zapaleniem tarczycy”.

Komisje podjein Uchwale o pozytywnym reopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protekoluy powyiszege badania, polegajgcych na mienie brzmienia fematu 7 ,,Wphw
suplementacji witaminy D3 na immunckempetencie uwkiadu odpornosciowego”, na
powyzszy — zgodnie 7 Aneksem nr | 7 dnia 05.11.2015r. do Uchwaly Komisji Bioetycznej nr
544/15 7 dnia 11.06.2015r. Metodyka pozostaje bez zmian.

Przewodniczqcy Komisji

prof. dr hab. med. Pawel Checinski
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