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Wykaz skrotow

anty-TG - (ang. anti-thyroglobulin antibodies) - przeciwciata przeciw tyreoglobulinie

anty-TPO - (ang. anti-thyroid peroxidae antibodies) - przeciwciata przeciw peroksydazie
tarczycowej

Apaf-1 - (ang. apoptotic protease-activating factor-1) - czynnik aktywujacy proteazy
w apoptozie

BMI - (ang. body mass index) -wskaznik masy ciata

CAMP - (ang. 3'5'-cyclic adenosine monophosphate) -cykliczny adenozyno-3’,5°
monofosforan

c-FLIP - (ang. FLICE inhibitory protein) - biatko antyapoptotyczne hamujace kaspazg 8

DISC - (ang. death-inducing signaling complex) — kompleks sygnalizacyjny indukujacy
$mier¢ komorki

DR - (ang. death receptor) - receptor $mierci

FADD - (ang. Fas associated death domain) — domena $mierci zwiazana z Fas

T3 - (ang. free triiodothyronine) — wolna trijodotyronina

fT4 - (ang. free thyroxine) — wolna tyroksyna

GD - (ang. Graves’ disease) — choroba Gravesa i Basedowa

GO - (ang. Graves’ Orbitopathy) - orbitopatia tarczycowa w chorobie Gravesa i Basedowa
HDL - (ang. high density lipoprotein) - lipoproteiny o wysokiej ggstosci

HT - (ang. Hashimoto'’s thyroiditis) - choroba Hashimoto

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

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

LDL - (ang. low density lipoprotein) - lipoproteiny o niskiej gestosci

MAPKS - (ang. mitogen-activated protein kinases) — kinazy aktywowane mitogenami
NF-xB - (ang. nuclear factor xB) — czynnik jadrowy kappa B

NIS - (ang. Na/l symporter) - symporter sodowo-jodowy

NK - (ang. natural killer cells) - naturalne komorki cytotoksyczne

PCR - (ang. polymerase chain reaction) - tahcuchowa reakcja polimerazowa

PI3BK-AKT - (ang. phosphoinositide-3-kinase/Akt) - S$ciezka sygnatowa kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT



RANK - (ang. receptor activator of NF-xB) - receptor aktywujacy czynnik jadrowy kappa B

RANKL - (ang. receptor activator of NF- B ligand) - ligand receptora aktywujacego czynnik
jadrowy kappa B

Tg - (ang. thyroglobulin) - tyreoglobulina

TG - (ang. triglyceride) - trojglicerydy

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

TNF-a- (ang. tumor necrosis factor «) - czynnik martwicy nowotworu alfa

TNFR - (ang. tumor necrosis factor receptor) - receptor czynnika martwicy nowotworu
TPO - (ang. thyroid peroxidase) - peroksydaza tarczycowa

TRAb - (ang. thyrotropin receptor antibodies) - przeciwciala przeciwko receptorowi
tyreotropiny

TRADD - (ang. TNFR-associated death domain) - biatko adaptorowe zwiazana z domena
Smierci receptora TNFR1

TRAIL - (ang. tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) - ligand martwicy
nowotworu indukujacego apoptoze

Treg - (ang. regulatory T cells) - limfocyty T regulatorowe

TSH - (ang. thyroid stimulating hormone, thyrotropin) - tyreotropina
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1. Wprowadzenie

1.1. Autoimmunologiczne choroby tarczycy

Autoimmunologiczne choroby tarczycy lub autoimmunizacyjne choroby tarczycy
(autoimmune thyroid diseases, AITDs) to najczgsciej wystgpujace specyficzno-narzadowe
choroby o podtozu autoimmunologicznym, do ktorych zalicza si¢ migdzy innymi zapalenie
tarczycy typu Hashimoto (Hashimoto’s thyroiditis, HT) oraz chorobg¢ Gravesa i Basedowa
(Graves’ disease, GD) [1]. Podstawowym patomechanizmem AITD jest utrata tolerancji
immunologicznej na antygeny tarczycy, co skutkuje produkcja autoprzeciwcial w
krwioobiegu i naciekiem limfocytarnym przez limfocyty T CD4+ i CD8+ [2]. W uszkodzeniu
tkanek w autoimmunizacyjnej chorobie tarczycy biora udzial zar6wno mechanizmy
komorkowe, jak
i humoralne [1, 3]. W HT przewaza odpowiedz immunologiczna zalezna od limfocytow Thil,
a indukcja procesu zapalnego skutkuje uszkodzeniem komoérek gruczotu tarczowego za
posrednictwem uwalnianych cytokin oraz apoptotycznej $mierci komorek, co prowadzi do
niedoczynnosci tarczycy [4, 5]. Natomiast w GD nadczynnos$¢ tarczycy rozwija si¢ gtownie
na skutek obecnosci przeciwcial przeciwko receptorom tyreotropiny (TSH receptor antibody,
TRAD), ktore stymuluja komorki tarczycy do nadprodukcji hormonow [6]. Jednak w obu
dysfunkcjach gruczotu tarczowego zauwazalny jest brak roéwnowagi immunologicznej

pomigdzy limfocytami Thl a Th2 w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby [7].

U os6b z AITD wystepuje niekompetentna odpowiedz ukladu odpornosciowego
skierowana przeciwko wiasnym tkankom, ktorej towarzyszy przewlekty stan zapalny [6].
AITDs sa zaliczane do chordb o ztozonej etiologii, poniewaz zaburzenia te rozwijaja si¢
w wyniku interakcji migdzy wieloma czynnikami genetycznymi i $rodowiskowymi [8, 9].
W okoto 80% udziat w pojawieniu si¢ AITD petnia czynniki genetyczne, w tym rodzinne
predyspozycje genetyczne [1]. Czynnikiem ryzyka pojawienia si¢ AITD jest takze

niesprawnie dziatajacy system apoptozy [10].

Cecha charakterystyczng i decydujaca w rozpoznaniu AITD jest obecnos¢ we krwi
specyficznych przeciwciat skierowanych przeciwko wtasnym antygenom tarczycowym [11].
W AITD wyro6znia si¢ trzy glowne antygeny tarczycowe: tyreoglobuling (thyroglobulin, Tg),
peroksydaze tarczycowa (thyroid peroxidase, TPO) i receptor dla TSH (thyroid stimulating

hormone receptor, TSH-R) [1]. Czwartym waznym autoantygenem w AITD sa przeciwciata
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przeciwko symporterowi sodowo-jodowemu NIS (Na/l symporter). Badania wykazaty, ze
przeciwciala hamujace NIS wystepuja u okoto 33% pacjentéw z GD oraz u 15% pacjentéw
z HT [12], a obecnos¢ tych autoprzeciwcial hamuje pobieranie jodu, co w konsekwencji

wplywa na pracg tarczycy [13].

Wystepowanie autoimmunologicznego zapalenia tarczycy jest 5-10 razy czgstsze
u kobiet niz u megzczyzn [1]. Wykazano, ze najbardziej narazone na powstawanie zaburzen
pracy tarczycy sa kobiety powyzej 45. roku zycia, co moze wiaza¢ si¢ ze zmianami
hormonalnymi w okresie pokwitania [14]. Subkliniczna posta¢ choroby wystgpuje co
najmniej 5 razy czgsciej w stosunku do formy klinicznie jawnej [15]. Rozwoj AITD jest
procesem dtugotrwatym, przebiegajacym wieloetapowo. Poczatek choroby jest zwykle trudny
do ustalenia, jednak obecnie istnieje wyrazna tendencja do rozpoznawania stanu chorobowego

u coraz mtodszych pacjentow, w tym u dzieci [16].

Markerami oceniajacymi prace¢ gruczotu tarczowego sa: stezenie wolnych frakcji
hormonoéw tarczycy: trijodotyroniny (free triiodothyronine, fT3) i tyroksyny (free thyroxine,
fT4) oraz stgzenie hormonu wydzielanego przez przysadkg, a mianowicie tyreotropiny
(thyroid stimulating hormone, TSH); obecnos$¢ autoprzeciwciat: anty-TPO, anty-Tg, TRAb.
Dodatkowe wykonuje si¢ : badanie ultrasonograficzne tarczycy, scyntygrafie, a jesli

podejrzewamy zmiany nowotworowe - biopsjg aspiracyjna cienkoigtowa [6].
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1.1.1. Zapalenie tarczycy Hashimoto

Zapalenie  tarczycy  typu  Hashimoto, zwane rowniez  przewlektym
autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy (chronic autoimmune thyroiditis, CAIT) stanowi
okoto 30% wszystkich choréb autoimmunologicznych [17]. HT jest najczgstsza przyczyna
niedoczynnosci tarczycy. Czgsto§¢ wystgpowania tej choroby wynosi od 5 do 10% [18, 19].
Cho¢ czgstos¢ wystgpowania choroby Hashimoto zwigksza si¢ z wiekiem - zwlaszcza u oséb
po 60. roku zycia, choroba wystepuje rowniez u oséb mtodych i dzieci, czesto u cztonkoéw
rodziny. CzgSciej wystepuje takze u pacjentéw z innymi chorobami autoimmunizacyjnymi,
jak np. cukrzyca typu 1, celiakia, reumatoidalnym zapaleniem stawow, bielactwem,
niedokrwistoécia Addisona i Biermera, a takze u 0sob z defektami chromosomalnymi (np.

zespoty Downa, Turnera, Klinefeltera) [20].

Patogeneza choroby Hashimoto

HT jest choroba 0 nic do konca znanej patogenezie. W proces destrukcyjny
zaangazowane sa zarowno mechanizmy humoralne, jak i komoérkowe [21, 22]. Choroba
charakteryzuje si¢ intensywnym naciekiem komorek jednojadrzastych, glownie limfocytow T
i B w $rédmiazszu pecherzykow tarczycy [23]. W wyniku nieprawidtowego pobudzenia
uktadu immunologicznego dochodzi do powstawania przeciwcial przeciwtarczycowych [24].
Przyczyny rozwoju choroby powiazane sa z zaburzona czynnoscia limfocytow T. U
pacjentow z HT wystepuje mniejsze stezenie limfocytow T regulatorowych [25]. Powoduje to
przewlekte zapalenie tarczycy, ktore stopniowo niszczy gruczot tarczowy doprowadzajac do
zmniejszenia produkcji hormonéw [26]. Ponadto ciagte stymulowanie przez nieprawidtowa
prezentacj¢ antygenu limfocytom T pomocniczym nasila aktywacj¢ limfocytow B, ktore
wytwarzaja przeciwciata przeciw komorkom tarczycy. Limfocyty B ulegaja aktywacji po
rozpoznaniu rozpuszczalnego autoantygenu przez receptory limfocytow B (B-cell receptor,
BCR). Nastepnie dochodzi do syntezy i wydzielania okreslonych autoprzeciwcial przez
aktywowane limfocyty B. Po aktywacji limfocyty B prezentuja autoantygeny komorkom T
CD4+, ktore oddzialuyja na komoérki B powodujac ich przedtuzona aktywnosc.
Autoprzeciwciata, ktore sa wytwarzane poprzez aktywne limfocyty B to: anty-TPO i anty-Tg,
co potwierdza patogenna rolg komorek B w uszkodzeniu tyreocytow. W obrgbie gruczotu
tarczowego sa produkowane dwa niezbgdne do syntezy hormondéw tarczycy biatka, a
mianowicie: TPO i Tg [27]. Tg shuzy jako matryca dla produkcji hormondéw tarczycy T3 i Ty,

a TPO katalizuje ten proces. W wyniku dziatania przeciwciat anty-TPO i anty-Tg mechanizm
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ten zostaje zaburzony, dochodzi do niewystarczajacej produkcji hormondw, co jest przyczyna
rozwijajacej si¢ niedoczynnosci gruczotu tarczowego. Wysokie stezenie przeciwcial anty-

TPO obecne jest u 90% pacjentow z HT [28].

Autoreaktywne limfocyty T wydzielaja wiele roznych cytokin, ktore zaostrzaja proces
zapalny, upos$ledzaja funkcj¢ tarczycy i prowadza do nasilenia apoptozy komorek nabtonka
gruczotlu tarczowego [29]. W przypadkach ciezkiej postaci HT zauwaza si¢ podwyzszony
stosunek Thl do Th2, wigksze ste¢zenie wewnatrz tarczycowych komorek Th17 1 1L-17 [30]
oraz mniejszy odsetek limfocytow T regulatorowych w poréwnaniu do Th17 [31]. Warto
roéwniez wspomnie¢ o transbtonowym biatku typu 1- receptorze martwicy nowotworow
indukowanym glukokortykosteroidami (glucocorticoid-induced TNFR-related protein,
GITR), ktorego ekspresj¢ mozemy wykaza¢ na limfocytach T regulatorowych. GITR wiaze
si¢
z ligandem GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related protein ligand, GITRL), obecnym
na komorkach prezentujacych antygen (antigen-presenting cell, APC), co skutkuje ustaniem
immunosupresji przez limfocyty T regulatorowe, a tym samym ,,podsyca” autoimmunizacje
poprzez wzmocnienie komoérek Th17 [32]. Udowodniono, ze wigksze st¢zenie GITRL
w surowicy pacjenta z HT dodatnio koreluje z wigkszymi st¢zeniami komorek Th17 [25].
Liczne doniesienia naukowe wskazuja, ze w patogenezie HT wazna rol¢ odgrywa réwniez
witamina D [33] oraz IL-21 [34]. W 2020 roku opublikowano wyniki potwierdzajace, ze
stezenie witaminy D w surowicy krwi bylo mniejsze w grupie pacjentéw z HT niz w grupie
kontrolnej oraz zaobserwowano ujemna korelacj¢ z przeciwciatami anty-TPO i anty-TG.
Z drugiej strony, wykazano istotnie wigksze stezenie IL-21 w grupie pacjentow z HT oraz

dodatnig korelacje z przeciwciatami anty-TPO, anty-TG oraz TRAb [35].

Etiologia choroby Hashimoto
Choroba Hashimoto ma charakter wieloczynnikowy. Istnieje wiele czynnikéw
genetycznych 1 srodowiskowych wptywajacych na rozwoj choroby, przy czym istotne jest tez

wspotistnienie innych schorzen autoimmunizacyjnych [36, 37].

Podatno$¢ na HT mozna taczy¢ z predyspozycja rodzinna, poniewaz okazuje sig, ze
u 50% cztonkow rodziny chorego stwierdza si¢ obecnos$¢ przeciwciat przeciwtarczycowych.
Waznym czynnikiem genetycznym majacym wplyw na rozwdj HT sa okreslone warianty

genow uktadu HLA (human leukocyte antygen). Wskazano na mozliwy zwiazek mutacji
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w genie HLADRS z rodzinng predyspozycja do tej postaci zapalenia tarczycy. Udowodniono
wystgpowanie zaleznosci pomigdzy obecnoscia antygenow uktadu HLA-DR3, DR5, DR2,
DQL1 i B8 a podatnos$cia na wystapienie HT [38]. W rozwoju HT wazna rolg petnia rowniez
polimorfizmy w obrgbie gendow regulujacych uktad odpornosciowy, takich jak: CTLA-4,
CD40, PTPN22, FOXP3, CD25 oraz genoéw specyficznych dla tarczycy: TG, TSHR, TPO,
SLC5A5, SLC26A4, DUOX2, DUOAXA2 [39, 40, 41].

Czynniki $rodowiskowe, majace wplyw na rozwd] HT to przede wszystkim:
nadmierne spozycie jodu, niedobor selenu, niektore leki o dziataniu immunomodelujacym,
palenie tytoniu, stres, ciaza, infekcje wirusowe i bakteryjne, ktore inicjuja reakcje krzyzowa

z antygenami tarczycowymi [42].

Rozpoznanie choroby Hashimoto
Rozpoznanie i diagnoza HT opiera si¢ na podstawie objawow klinicznych, obecnosci
przeciwcial przeciwko antygenom tarczycy oraz obrazie ultrasonograficznym gruczotu

tarczowego [22].

W chorobie Hashimoto dochodzi do zwigkszenia stezenia TSH i zmniejszenia st¢zenia
wolnych hormonéw gruczotu tarczowego oraz pojawienia si¢ krazacych przeciwcial na
antygeny tarczycy (gldwnie anty-TPO i anty-TG). Z tego wzgledu potwierdzenie rozpoznania
choroby Hashimoto opiera si¢ 0 wyniki badan laboratoryjnych, w ktorych stwierdza si¢ u
okoto 95% pacjentow obecno$¢ wysokiego miana przeciwciat anty-TPO [1] i u 60-80%
obecnos¢ anty-TG [43]. W petnoobjawowej niedoczynnosci tarczycy zauwaza si¢ zwigkszone
stezenie TSH w surowicy, oraz niskie st¢zenia wolnych hormonéw obwodowych (fT4 i fT3)
[44]. W niektorych badaniach wskazywano na istnienie dodatniej korelacji migdzy mianem
przeciwcial anty-TPO a nasileniem procesu zapalnego w tarczycy. W badaniach
laboratoryjnych z nieprawidtowos$ci, mozna stwierdzi¢ rowniez niedokrwistos$¢, zwigkszone
stezenie cholesterolu i hipoglikemie [11]. Natomiast subkliniczna lub utajona niedoczynnosé¢
tarczycy zwykle przebiega bezobjawowo, a w surowicy krwi mozna zaobserwowac

zwigkszone st¢zenie TSH z obecnoscia prawidtowych wartosci T3 i T, [44].
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1.1.1. Choroba Gravesa i Basedowa

Choroba Gravesa i Basedowa to choroba autoimmunologiczna tarczycy, bedaca
najczestsza przyczyna nadczynno$ci gruczotu tarczowego. Inaczej zwana jest rozlanym
(miazszowym) wolem toksycznym. GD jest =zespotem zaburzen metabolicznych
wynikajacych z nadmiaru hormondw tarczycy w organizmie [6]. Czgsto§¢ wystgpowania tego
przewlektego schorzenia wynosi okoto 1% [45, 46]. Szacuje sig, ze choroba ta wystgpuje od 4
do 5 razy czesciej u kobiet niz u mezczyzn [47], a najwigcej zachorowan przypada na wiek
40-50 lat [48].

Cecha charakterystyczng choroby Gravesa i Basedowa jest obecno$¢ roznych typow
przeciwcial przeciwko receptorom TSH (TRAb). TRAD sa to przeciwciata, ktore pobudzaja
dziatanie tyreocytow, czego skutkiem jest powstanie wola i nadmierna produkcja hormonéw
tarczycy mimo zahamowania wydzielania TSH przez komorki przysadki [49, 50]. We krwi
0s0b z choroba Gravesa | Basedowa wystepuja rowniez inne przeciwciata, rozpoznajace rézne
struktury antygenowe komorek pgcherzykowych tarczycy. Do przeciwciatl tych naleza: anty-
TG, anty-TPO, a takze przeciwciata przeciwblonowe [51 - 53]. Przeciwciala anty-TPO sa
obecne u 75% pacjentow z GD [54], natomiast przeciwciata anty-Tg wystepuja u 30%
pacjentow z GD [1]. Ponadto, stwierdza si¢ obecno$¢ przeciwciat skierowanych przeciwko
determinantom antygenowym, obecnym na komoérkach migéni okotogatkowych oraz
fibroblastach tkanki tacznej pozagatkowej. Ostatnie z wymienionych przeciwcial nie
uczestnicza prawdopodobnie W patogenezie choroby Gravesa i Basedowa, lecz sa
syntetyzowane wtornie, w wyniku proceséw zapalnych, toczacych si¢ w obrgbie

pozagatkowej tkanki tacznej [55].

Patomechanizm choroby Gravesa i Basedowa

Powszechnie przyjmuje si¢, ze mechanizm prowadzacy do autoimmunizacji
U pacjentéw z choroba Gravesa | Basedowa pozostaje nadal stabo poznany [56]. Przyczyna
nadczynnos$ci tarczycy w GD sa krazace przeciwciata stymulujace tarczyce do produkcji
hormonoéw tarczycy [57], a doktadniej autoprzeciwciata skierowane przeciwko TSH-R. TRAD
nasladuja dziatanie TSH 1 nadmiernie aktywuja komorki pecherzykowe tarczycy, €O
w konsekwencji stymuluje wydzielanie trijodotyroniny i tyroksyny, indukujac w ten sposob
rozrost i unaczynienie gruczolu tarczowego [58]. Przeciwciala stymulujace tarczyce

uczestnicza réwniez w patogenezie jej objawdw pozatarczycowych, takich jak oftalmopatia
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tarczycowa, obrzek przedgoleniowy (inaczej dermopatia tarczycowa) i akropachia tarczycowa
[59].

W patogenezie GD w tzw. fazie aktywnej choroby przewaza odpowiedz
immunologiczna limfocytow T pomocniczych Thl, natomiast faza nieaktywna zwiazana jest
z przewaga odpowiedzi immunologicznej Th2-zaleznej [60]. W przebiegu GD dochodzi do
uposledzenia nadzoru immunologicznego, polegajacego na nieprawidtowym funkcjonowaniu
limfocytow T regulatorowych (regulatory T cells, Treg) i zmniejszonej zdolnosci do
pobudzenia ich dzialania. Fizjologicznie limfocyty T regulatorowe, zwane réwniez
supresorowymi odpowiedzialne sa za usuwanie autoreaktywnych limfocytow T
pomocniczych, skierowanych przeciwko strukturom antygenowym komorek pgcherzykowych
tarczycy [61, 62]. Przetrwate nieprawidlowe klony limfocytéw T pomocniczych stymuluja
proliferacj¢ 1 przeksztatlcanie limfocytow B w komorki plazmatyczne produkujace
przeciwciata przeciwtarczycowe, a te taczac si¢ z TSH-R stymuluja wydzielanie hormonow
tarczycy [24], atakze pobudzaja limfocyty T cytotoksyczne, ktore uszkadzaja komorki
tarczycy [63]. Utrzymujace si¢ wysokie miana autoprzeciwcial skierowanych przeciwko
TSH-R stymuluje rozrost komoérek pgcherzykowych tarczycy, prowadzac w ten sposob do
rozwoju wola i nadczynnosci tarczycy [50]. Wyr6zniamy trzy rodzaje przeciwciat przeciwko
receptorom TSH, ktore moga powodowac rdzne objawy kliniczne. Przeciwciata stymulujace
tarczyce (Thyroid-Stimulating Antibody, TSAb) lub immunoglobuliny stymulujace tarczyce
(Thyroid-Stimulating Immunoglobulin, TSI) dziataja stymulujaco na tyreocyty I powoduja
nadmierna aktywacj¢ czynnosci komorek pecherzykowych gruczotu tarczowego, co prowadzi
do zwigkszonej syntezy hormonow przez tyreocyty. Co ciekawe, TSAb maja zdolnos¢
aktywacji receptorow dla TSH przy braku tyreotropiny, a wysokie miano tych przeciwciat
przeciwko TSH-R jest charakterystyczna cecha GD [64]. Wiazanie TSAb poprzez epitopy
konformacyjne z TSH-R aktywuje odpowiedz komoérkowa za posrednictwem cyklicznego
adenozyno-3',5'-monofosforanu  (3’5’- cyclic adenosine monophosphate, cAMP), co
przyczynia si¢ do nadmiernej produkcji hormonéw tarczycy, a w konsekwencji prowadzi do
nadczynnos$ci tarczycy, charakteryzujacej si¢ wigkszym stezeniem hormonoéw tarczycy i
mniejszym do prawie niewykrywalnego stezeniem TSH. Z tego wzgledu fizjopatologiczny
rozw¢j GD upatruje si¢ W nieustannej stymulacji komorek pgcherzykowych tarczycy poprzez
przeciwciata TSAb [65]. Przeciwciata blokujace stymulacje tarczycy (thyroid-stimulation
bloking antibody, TSBADb) lub immunoglobuliny hamujace wiazanie tyrotropiny (thyrotropin-
binding inhibitory immunoglobulins, TBII) moga taczy¢ si¢ z podjednostka a receptora TSH
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hamujac potaczenie TSH z TSH-R w efekcie czego dochodzi do zmniejszenia aktywnosci
gruczotu tarczowego i do rozwoju niedoczynnosci tarczycy, a nawet do zaniku gruczotu
tarczowego [66, 67]. Trzecim rodzajem przeciwcial przeciwtarczycowych sa tzw. neutralne
TRADb. Maja zdolno$¢ do wiazania si¢ z TSH-R, ale nie aktywuja tego receptora poprzez
szlak sygnatowy CAMP ani tez nie hamuja dzialania tyreotropiny [68, 69].

Dodatkowo, pod wptywem cytokin uwalnianych przez autoreaktywne limfocyty T,
komorki tarczycy moga prezentowac Swoiste autoantygeny tarczycowe poprzez kompleks
czasteczek zgodnosci tkankowej MHC klasy Il komérkom Th CD4+. Taka zdolnos¢
tyreocytow do prezentowania antygenu nie jest fizjologiczna wilasciwoscia tych komorek,
poniewaz z natury nie posiadaja one takiej funkcji [70]. Dodatkowo nieprawidtowa ekspresja
kompleksu zgodnosci tkankowej na komorkach pecherzykowych tarczycy zwigksza ich
zdolno$¢ do prezentowania autoantygenow tarczycy w komorkach Th, wzmacniajac w ten

sposob reakcj¢ immunologiczng [71].

Etiologia choroby Gravesa i Basedowa

Wystepuje wiele czynnikow, ktore moga pobudzaé¢ rozwdj GD, w tym czynniki
endogenne, zar6wno genetyczne, jak i1 niegenetyczne (wewnatrztarczycowe) oraz czynniki
egzogenne. Jednak wedtug obecnego stanu wiedzy tg¢ chorobg klasyfikuje si¢ jako schorzenie

0 niewyjasnionej w petni etiologii [44].

Choroba Gravesa i Basedowa ma charakter wielogenowy. Za uwarunkowaniem
genetycznym omawianego schorzenia przemawia czgste wystgpowanie u chorych na GD,
antygenow zgodnosci tkankowej, takich jak: HLA-DRw3, HLA-DRw5, HLA-B8, HLA-
Bw35. W badaniach dotyczacych choroby Gravesa i Basedowa udowodniono wystepowanie
dodatniej korelacji migdzy genem HLA klasy II, gtownie HLA-DR3 a pojawieniem si¢
objawow chorobowych [72 — 74]. Dobrze udokumentowany jest takze udziat polimorfizmow
wrozwoju GD, do ktérych nalezy zaliczy¢ wystgpowanie polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) w takich genach jak: TSH-R, TG,
CTLA-4, PTPN22, CD40, CD25, FCRL3, IL23R [75]. Genem charakterystycznym dla
orbitopatii tarczycowej w chorobie Gravesa i Basedowa (Graves’ Orbitopathy, GO) jest takze
I-23R. Zauwazono zwiazek dwoch SNPs tego genu, a mianowicie rs10889677 oraz rs7530511
z wystgpowaniem GO [76]. Natomiast obecnos¢ allela A w polimorfizmie rs179247 w genie

kodujacym receptor TSH wiaze si¢ z mniejszym ryzykiem ujawnienia si¢ GO wsrod mtodych
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pacjentow z GD [77]. Niedawno skupiono si¢ roéwniez na roli polimorfizméw receptora dla
witaminy D (Vitamin D receptor, VDR) jako czynniku etiologicznym predysponujacym do
GO. Udowodniono, ze wystegpowanie allela C w jednym z polimorfizméw VDR, a doktadnie
w rs2228570 (Fokl) moze by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju GO [78]. Uwaza si¢ jednak, ze
genetyczne predyspozycje do GD nie sa zwiazane tylko z jednym genem O zazwyczaj
niewielkim indywidualnym efekcie, a przez zestaw gendéw [79]. Potwierdzeniem moze by¢
istnienie interakcji pomigedzy genami HLADRB1 i PTPN22 oraz HLADRB1 i CTLA4
a zwigkszonym ryzykiem wystgpowania GD u mtodych osob [80]. Wiele badan dostarcza
takze przekonujacych dowodoéw dotyczacych wystepowania genetycznych predyspozycji
rodzinnych w rozwoju GD [81]. Co wazne, szacuje si¢, ze u okoto 17% pacjentow z GD
wspolistnieja rowniez inne schorzenia o podtozu autoimmunologicznym, takie jak: zespot
Sjo grena (0,8%), cukrzyca typu 1 (0,9%), bielactwo nabyte (2,6%), przewlekte
autoimmunologiczne zapalenie zotadka (2,4%), celiakia (1,1%), stwardnienie rozsiane
(0,3%), reumatoidalne zapalenie stawoéw (1,9%), co rowniez dowodzi na uwarunkowanie
genetyczne GD [53, 61, 82, 83].

Do niekorzystnych czynnikéw zewngtrznych, majacych wptyw na rozwo6j GD nalezy
zaliczy¢ przede wszystkim: silny uraz psychiczny, palenie tytoniu, niedobor selenu i witaminy

D [84], nadmierna podaz jodu, infekcje wirusowe i bakteryjne [85, 86].

Rozpoznanie choroby Gravesa i Basedowa

Najbardziej charakterystycznym parametrem biochemicznym oznaczanym w celu
rozpoznania choroby Gravesa i Basedowa sa przeciwciala przeciwko receptorom TSH -
TRAD, a ich miano wykazuje zwiazek z nasileniem procesu chorobowego. Rozpoznanie
ustala si¢ na podstawie niskiego (lub nieoznaczalnego) stezenia TSH, podwyzszonych st¢zen
w surowicy krwi obwodowych hormonéw tarczycy (fT4, fT3) [6]. Nieco rzadziej stwierdza sig
obecnos¢ przeciwcial anty-TPO i anty-TG [87]. W badaniu gruczot tarczowy jest zazwyczaj
powigkszony. Subkliniczna nadczynno$¢ tarczycy jest definiowana jako obnizone stgzenie

TSH z towarzyszacymi prawidlowymi st¢zeniami fT3 i fT4[44].

Tarczyca w badaniu USG jest zwykle rownomiernie powigkszona, ze zwigkszonym

unaczynieniem (piekto tarczycowe), z obnizona niejednorodna echogenicznoscia [88].
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1.2. TRAIL

1.2.1. Charakterystyka ogo6lna

TRAIL (Tumor Necrosis Factor related apoptosis-inducing ligand) to biatko nalezace
do nadrodziny biatek czynnika martwicy nowotworéw (tumor necrosis factor; TNF).
Cytokina ta wystgpuje w dwoch postaciach: w postaci zwiazanej z btona komorkowa
(membrane-bound TRAIL, mTRAIL), jak i w postaci rozpuszczalnej (soluble TRAIL,
STRAIL). Biatko mTRAIL to glikoproteina typu Il, cytokina transblonowa [89, 90].
Natomiast pochodzenie rozpuszczalnej formy biatka TRAIL nie jest do konca poznane.
Najprawdopodobniej powstaje ona poprzez cigcie proteolityczne biatka TRAIL zwiazanego z
btona komorkowa [91]. Biatko to zostato odkryte w 1995 roku przez dwa niezalezne zespoty
badawcze [89, 90]. W odroznieniu od innych czynnikéw nalezacych do rodziny TNF, ktore
wchodza w interakcje z jednym lub maksymalnie z dwoma specyficznymi receptorami,
czasteczka TRAIL moze wchodzi¢ w interakcje zpigcioma réznymi receptorami.
Receptorami dla TRAIL sa: TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1),
TRAIL-R4 (DcR2) oraz osteoprotegeryna (OPG). TRAIL jest czynnikiem proapoptotycznym,
a wigc moze indukowac apoptozg przez interakcjg¢ z receptorami DR4 i DR5, czyli tzw.
receptorami $mierci (death receptor, DR). DcR1, DcR2, i OPG nie indukuja apoptozy [92].
TRAIL ulega ekspresji na komorkach immunokompetentnych (komoérki dendrytyczne,
makrofagi, limfocyty T, komoérki NK) i wielu tkankach, takich jak: watroba, ptuca, tozysko,
nerki, Sledziona, serce, mozg, jajnik, jelito cienkie i grube [93-96]. Gléwnym Zrodtem
sTRAIL sa aktywowane monocyty i neutrofile [97]. Cytokina STRAIL jest zdolna do
indukowania apoptozy gtownie przez potaczenie z TRAIL-R1 [98, 99] i mozna je oznaczyé W
wykrywalnych ilo$ciach w osoczu lub surowicy, a takze w innych ptynach ustrojowych [100].
Inne nazwy biatka TRAIL to: Apo2L (Apo2 ligand), TNFRSF10, TL2 (TNF ligand 2)
CD253, TNLG6A (TNF ligand gene 6A) [89].

Glikoproteina TRAIL przyciagneta wicle uwagi ze wzgledu na zdolno$¢ wywolania
swoistej indukcji apoptozy w roznych typach komorek nowotworowych poprzez wiazanie
Z receptorami $mierci i aktywacje niezaleznego od mitochondrium szlaku przekazywania
sygnatéw [101]. Co ciekawe, w pordwnaniu z innymi proapoptotycznymi cztonkami rodziny
TNF, TRAIL ma wyjatkowa zdolnos$¢ do indukowania apoptozy komorek transformowanych,
takich jak komorki nowotworowe, jednocze$nie nie wykazujac lub wykazujac niewielka
aktywnos$¢ cytotoksyczna w stosunku do normalnych prawidtowo funkcjonujacych komorek

i tkanek [102]. Odkrycie tej wlasciwosci zasugerowato, ze TRAIL moze by¢ obiecujacym
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czynnikiem selektywnie indukujacym apoptoz¢ w komodrkach nowotworowych [89, 103].
Chociaz badania przedkliniczne byty obiecujace, badania kliniczne z zastosowaniem ludzkiej
rekombinowanej TRAIL i przeciwcial agonistycznych, ujawnity jedynie ograniczone korzysci
terapeutyczne. Dlatego obecne wysitki koncentruja si¢ na identyfikacji zwiazkdw, ktore silnie
i selektywnie uczulaja komorki rakowe na apoptozg indukowana przez TRAIL [103].
Nadekspresja biatek antyapoptotycznych i1 inaktywacja bialek proapoptotycznych znacznie
zmniejszaja apoptoze¢ wywotana przez TRAIL. Ponowne zréwnowazenie pro-
I antyapoptotycznych bialek oraz zwigkszenie regulacji receptorow $mierci za pomoca
zewngtrznych i wewngtrznych szlakow apoptotycznych jest konieczne do uwrazliwienia
komorek rakowych na leki oparte na TRAIL. Zidentyfikowano wiele mikroRNA (microRNA,
miRNA), ktore pozytywnie lub negatywnie reguluja apoptotyczng sygnalizacje za
posrednictwem TRAIL w komoérkach rakowych. Aktualnie wiele zespolow badawczych
zajmuje si¢ mechanizmami zwigzanymi z regulacja miRNA w sygnalizacji apoptozy za

posrednictwem TRAIL [104].

Aktualna wiedza dotyczaca patomechanizmu chordéb powiazanych z TRAIL obejmuje
gtdéwnie nowotwory, choroby autoimmunologiczne, infekcje wirusowe, choroby metaboliczne
I sercowo-naczyniowe [105, 106]. Wykazano, ze zwigkszone stgzenie rozpuszczalnego
TRAIL (STRAIL) jest zwiazane z nowotworzeniem [107], a takze z stwardnieniem rozsianym
[108], wirusowym zapaleniem watroby typu B [109] i sttuszczeniem watroby [110]. Niektore
badania wskazuja rowniez na wplyw hormonow tarczycy na ekspresj¢ biatka TRAIL
w tkankach. Wykazano wzrost ekspresji genu TRAIL w migs$niach szkieletowych podczas
terapii substytucyjnej L-tyroksyna, a takze nadekspresj¢ w liniach komodrkowych raka
watroby pod wptywem hormonéw tarczycy [111, 112]. Stwierdzono rowniez zwiazek migdzy
TRAIL akilkoma chorobami autoimmunologicznymi, takimi jak wrzodziejace zapalenie
jelita grubego [113], stwardnienie rozsiane [114], toczen rumieniowaty uktadowy [115].
Niewiele badan jednak dotyczy wptywu nadczynnosci tarczycy i niedoczynnosci tarczycy na
stezenie krazacego TRAIL. Bernardi i wsp. w 2017 roku jako pierwsi wykazali zwiazek
pomigdzy stezeniami hormonéow tarczycy a ekspresja TRAIL in vivo i stymulujaca ekspresje
TRAIL in vitro [116].
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1.2.2. Lokalizacja i budowa biatka TRAIL

Gen kodujacy biatko TRAIL jest zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 3
(3926) [89, 117]. Locus genu TRAIL obejmuje okoto 20 kb, ma pie¢ segmentow egzonowych,
ktore koduja okoto 1,77 kb mRNA oraz cztery segmenty intronowe [118, 119].

Biatko TRAIL zbudowane jest z 281 aminokwasow. TRAIL zwiazany z blona
komorkowa ma masg¢ 33 kDa, natomiast w postaci rozpuszczalnej 20 kDa [120, 121].
Czasteczka TRAIL wykazuje homologi¢ z innymi cztonkami nadrodziny czynnika martwicy
nowotworow. W 28% mozna zauwazy¢ podobienstwo do liganda biatka Fas (Fas ligand,
FasL), a w 23% homologi¢ do TNF-a [89]. TRAIL sktada si¢ z dlugiej 142-aminokwasowej
zewnatrzkomoérkowej C-koncowej domeny potaczonej domena transbtonowa z krotka 17-
aminokwasowa N-koncowa domena cytoplazmatyczna [89, 90]. Po cigciu proteolitycznym
w domenie transbtonowej poprzez metaloproteinazy TRAIL jest uwalniana jako
rozpuszczalna czasteczka o aktywnos$ci biologicznej — STRAIL [91]. Na tym etapie reszta
cysteinowa w pozycji 230 (Cys230) pozwala TRAIL oddziatywa¢ i taczy¢ si¢ z innymi
dwiema czasteczkami TRAIL, tworzac trimeryczny ligand, ktory stanowi bardziej aktywna
biologicznie posta¢ niz monomer [89]. Homotrimery biatka TRAIL sa proapoptotycznymi
agonistami, ktore wiaza si¢ ze swoistymi receptorami $mierci na powierzchni komorek
docelowych 1 indukuja apoptoz¢. Niezbedne w utrzymaniu aktywnosci biologicznej,
stabilno$ci formy trimerycznej oraz specyficzno$ci dziatania tej cytokiny, jest obecno$¢ na

powierzchni biatka miejsca wiazacego jon cynku [122].

Gen kodujacy biatko TRAIL zawiera cztery introny i pi¢¢ eksonow, w ktorych
zidentyfikowano pie¢ SNPS. Trzy z nich znajduja si¢ w 3'UTR w loci 1525, 1588 i 1595,
podczas gdy dwa pozostate znajduja si¢ w cksonie 1 w miejscu 1192 i 5912, ktore nie
zmieniaja zakodowanej sekwencji aminokwasowej [119]. Badania wykazaty, ze region
3'UTR TRAIL, ktory nie ulega translacji odgrywa wazna rolg¢ w regulacji genu kodujacego
biatkko TRAIL [123]. Polimorfizmy w regionie 3'UTR, w przeciwienstwie do innych
polimorfizmow TRAIL, wystepuja cze$ciej w roéznych populacjach. Sposroéd pigciu
polimorfizméw w regionie 3'UTR polimorfizmy TRAIL w pozycjach 1525G/A i 1595C/T sa
funkcjonalnie zwiazane z niektorymi chorobami, takimi jak: rak piersi, prostaty i zotadka,

stwardnienie rozsiane i sttuszczenie watroby [110, 114, 124, 125].
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1.2.3. Rola bialka TRAIL

Gtowna funkcja TRAIL jest aktywacja zewnegtrznego szlaku apoptotycznego
w komorkach nowotworowych po zwiazaniu si¢ z jego specyficznymi receptorami (TRAIL-
R1 i TRAIL-R2) [102]. TRAIL jest czynnikiem apoptotycznym i endogennym aktywatorem
procesu apoptozy [126]. W badaniach in vivo i in vitro wykazano, ze czasteczka ta potrafi
selektywnie indukowaé apoptoz¢ W rdéznych komorkach transformowanych i
nowotworowych, ale bez cytotoksycznego wptywu na prawidtowo funkcjonujace komorki i
tkanki [127]. Funkcja ta odréznia biatko TRAIL od innych ligandow zaliczanych do rodziny
TNF. Uwaza sig, ze prawidtowe komorki posiadaja nie jeden, a liczne mechanizmy opornosci
[128-130]. Przypuszcza sig, ze komorki prawidlowe maja wyzszy stosunek ekspres;ji
receptorow wabikoOw nad receptorami $mierci, ale badania nad ta zaleznos$cia nie zostaty

jeszcze wystarczajaco potwierdzone [131].

TRAIL odgrywa kluczowa rolg w utrzymaniu homeostazy uktadu odpornosciowego.
Jest waznym czynnikiem, ktory bierze udzial w regulacji odpowiedzi immunologicznej [132-
134]. TRAIL ulega ekspresji w komodrkach NK, makrofagach, komoérkach T, komodrkach
dendrytycznych, dlatego uwaza sig, ze uczestniczy w mechanizmie samoobrony poprzez
zabijanie komorek zainfekowanych wirusem [14] lub indukowanie apoptozy komorek
ztosliwych bez wptywu na prawidtowo funkcjonujace komorki. TRAIL posredniczy rowniez
w apoptozie tymocytow i jest wazny w indukcji chordb autoimmunizacyjnych [135]. Ponadto
w badaniach in vitro wykazano, ze TRAIL posiada zdolno§¢ hamowania sygnalizacji
receptora komorek T (T-cell receptor, TCR) i aktywacji limfocytow T [136], co sugeruje

nowa rol¢ immunoregulacyjna TRAIL w chorobach autoimmunologicznych [137].

Aktualne doniesienia naukowe dowodza, ze TRAIL reguluje odpowiedz
immunologiczna 1 homeostaze komorek odporno$ciowych rowniez poprzez szlak niezalezny
od apoptozy. TRAIL po zwiazaniu z receptorami $mierci TRAIL-R1 i/lub TRAIL-R2, a takze
Zz TRAIL-R4 moze zainicjowaé nie tylko szlak apoptotyczny, ale takze przezycie komorki
poprzez aktywacje takich czastek jak: czynnik jadrowy kappaB (NF-kappaB), kinazy
aktywowane miogenami MAPKSs (mitogen-activated protein kinases) czy sciezke sygnatowa
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (phosphoinositide-3-kinase/Akt, PI3K-
AKT) [138-141]. Bardzo wazna role w tym procesie odgrywa najprawdopodobniej
umiejscowienie receptorow dla biatka TRAIL w blonie komoérkowej. Lokalizacja tych biatek
w tzw. tratwach lipidowych (lipid rafts), czyli domenach w blonie komoérkowej

wzbogaconych w sterole i inne lipidy prowadzi do formowania kompleksu determinujacego
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szlak proapoptotyczny, natomiast umiejscowienie wyzej wymienionych receptoréw TRAIL

poza tymi obszarami aktywuje sygnalizacje antyapoptotyczng [142, 143].

Jak sugeruja ostatnie doniesienia naukowe TRAIL ma znaczace dziatanie
metaboliczne. Okazuje sig, ze czasteczka ta moze by¢ potencjalnym kandydatem do leczenia
otylosci i powiazanych z nia chor6b. Badania in vivo przeprowadzone na myszach wykazaty,
ze osobniki te poddane wysokotluszczowej diecie przybieraja na wadze wigcej, jesli maja
niedobor TRAIL [144], a co ciekawe dostarczanie TRAIL znacznie zmniejsza ich masg
thuszczowa [145]. Ponadto badania in vitro wykazaty, ze aktywacja TRAIL-R2 blokuje
lipogenez¢ de novo w ludzkich adipocytach [146] i ze TRAIL hamuje réznicowanie

adipocytow [147].

Ostanie badania sugeruja, ze TRAIL moze rowniez indukowa¢ nekroptozg, ktora jest
regulowana, zaprogramowana forma martwicy i1 nast¢puje po zwiazaniu TRAIL z jej
specyficznymi receptorami §mierci. Moze by¢ uzyteczna dla organizmu, gdy komorki staja

si¢ oporne na proces apoptozy [148, 149].

1.2.4. Receptory biatka TRAIL

TRAIL wchodzi w interakcje z czterema receptorami transbtonowymi TRAIL-R1 do
TRAIL-R4 i rozpuszczalnym receptorem osteoprotegeryna. Wszystkie te receptory naleza do
nadrodziny receptora TNF (tumor necrosis factor receptor, TNFR) [150]. TRAIL moze
indukowac lub hamowac¢ apoptoze¢ w zaleznos$ci od rodzaju zwiazanego receptora. Receptory
dla biatka TRAIL mozemy podzieli¢ na te, ktore uruchamiaja aktywacj¢ kaskady

apoptotycznej oraz te, ktore hamuja ten proces [Rycina 1].
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Rycina 1. Receptory biatka TRAIL (na podstawie [151]).

Skroty: CRD (cysteine rich domain) - domena bogata w cysteing, GPI (glycosylphosphatidylinositol) -
glikofosfatydyloinozytol, TM domain (transmembrane domain) - domena transblonowa; DD (death domain) -
domena $mierci; truncated DD (truncated death domain) - skrocona domena $mierci

Receptory dla TRAIL inicjujqce apoptoze

Do receptoréw biatka TRAIL inicjujacych apoptoze naleza dwa receptory btonowe,
a mianowicie TRAIL-R1 i TRAIL-R2, ktore zawieraja domeng cytoplazmatyczna peinej
dhugosci z wewnatrzkomorkowa domena $mierci (death domain, DD) [Rycina 1]. Z tego
wzgledu TRAIL-R1 i TRAIL-R2 sa zdolne do przesylania sygnatu TRAIL do wngtrza
komorki inicjujac proces apoptozy [152]. Receptory $mierci dla biatka TRAIL moga roéwniez
wystepowaé w formie rozpuszczalnej (soluble TRAIL receptor, STRAIL-R) [98].

Receptory $mierci (death receptor; DR) sa receptorami na powierzchni komorki, ktore
przekazuja sygnaty apoptotyczne inicjowane przez przytaczenie si¢ do nich okreslonych
ligandow, takich jak FasL, czynnik martwicy nowotwordéw alfa (tumor necrosis factor alpha;
TNF-a) czy TRAIL. Odgrywaja one wazng rolg w apoptozie i moga aktywowac kaskade
kaspaz w ciagu kilku sekund od momentu zwiazania z ligandem. Indukcja apoptozy przez ten
mechanizm jest zatem bardzo szybka. Wiazanie TRAIL z receptorami DR4 lub DR5

powoduje apoptoze w wielu komorkach. Co ciekawe, istnieja rdwniez receptory wabikowe,
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ktore konkuruja o wiazanie TRAIL z receptorami DR4 i DR5. Do receptoréw $mierci ligandu
TRAIL zaliczamy: TRAIL-R1 (DR4) i TRAIL-R2 (DR5) [153].

TRAIL-R1 i TRAIL-R2 sa to biatka transblonowe typu I, kodowane przez geny
zlokalizowane na krétkim ramieniu chromosomu 8 (8p22-23) [154]. Uwaza sig, ze oba
receptory wykazuja 58% homologi¢ wzgledem siebie [155]. Receptory te sktadaja sig
z wewnatrzkomoérkowej domeny $mierci (death domain, DD) oraz zewnatrzkomoérkowej
domeny zawierajacej powtorzenia bogate w cysteing [153]. Wykazano, ze receptory DR4 i
DR5 ulegaja ekspresji zarowno w prawidlowo funkcjonujacych komorkach, jak i komorkach
nowotworowych, a nasilenie ich ekspresji najprawdopodobniej nie ma zwiazku z podatnoscia
komorki do apoptozy [156]. Ekspresja genéw kodujacych biatka TRAIL-R1 i TRAIL-R2 jest
regulowana przez czynniki transkrypcyjne, takie jak: CHOP, AP-1, NF-xB i FOXO03A [157].

TRAIL-R1 zostat odkryty w 1997 roku i byt pierwszym zidentyfikowanym
receptorem $mierci dla biatka TRAIL. Inne nazwy receptora TRAIL-R1 to: DR4,
TNFRSF10A [158]. TRAIL-R1 jest kodowany przez gen TNFRSF10A. TRAIL-R1
zbudowany jest z 486 aminokwasow. Sklada si¢ z dwoch pozakomoérkowych bogatych w
cysteing, wiazacych ligand pseudo-powtorzen (petle 50. 1 90.), jednej pojedynczej helisy
transblonowej, a takze cytoplazmatycznej domeny $mierci wyzwalajacej apoptoze. Gtoéwne
elementy domeny wiazacej ligand DR4 sa kodowane przez ekson 3 i 4 [159]. TRAIL-R1
aktywuje apoptotyczne proteazy, ktore pelnia rol¢ regulacyjna procesu apoptozy poprzez
indukcj¢ oligomeryzacji wewnatrzkomorkowych domen $mierci wymaganych do
apoptotycznej transdukcji sygnatu [160, 161]. Ekspresje tego receptora, bez obecnosci DRS,
wykazano w komorkach petli Henlego, nablonku naczyn oskrzelowych oraz w nabtonku

naczyniowym mozgu [96].

TRAIL-R2 zostal zidentyfikowany rowniez w 1997 roku przez kilka niezaleznie
dziatajacych zespotéw badawczych. Inne nazwy receptora TRAIL-R2 to: DR5, TNFRSF10B,
Apo2, TRICK2 (TRAIL receptor inducer of cell killing 2), KILLER [131, 154, 162, 163].
DR5 jest zbudowane z 440 aminokwasow [162] i jest kodowany przez gen TNFRSF10B.
Biatko to zbudowane jest z czesci pozakomorkowej, ktora sktada sie¢ z typowych dla
wszystkich cztonkoéw rodziny receptorow TNF domen bogatych w cysteing oraz z czeSci
wewnatrzkomoérkowej cytoplazmatycznej zawierajacej domeng $mierci. Sygnat apoptotyczny
indukowany potaczeniem si¢ TRAIL z receptorem TRAIL-R2 moze by¢ hamowany przez
biatko fuzyjne TRAIL-R2-Fc. Podobnie jak DR4, TRAIL-R2 aktywuje szlak apoptotyczny

zalezny od kaspazy, ale w przeciwienstwie do DR4, TRAIL-R2 posredniczy w apoptozie
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poprzez wewnatrzkomorkowa czasteczke adaptacyjna FADD/ MORT1 [164]. Ekspresjg tego

receptora, bez obecno$ci DR4, wykazano jedynie w nabtonku drég zotciowych [96].

Receptory dla TRAIL hamujqce apoptoze
Do receptorow hamujacych apoptoze dla biatka TRAIL naleza: TRAIL-R3 [165],
TRAIL-R4 [166] i osteoprotegeryna (osteoprotegerin, OPG) [167].

Receptor TRAIL-R3 to biatko transblonowe typu III, zbudowane z 259 aminokwasow
i kodowane przez gen TNFRSF10C. Inne nazwy receptora TRAIL-R3 to: DcR1,
TNFRSF10C, TRID (TRAIL receptor without an Intracellular Domain), CD263, LIT
(Lymphocyte Inhibitor of TRAIL) [151]. Cecha charakterystyczna tego receptora jest
catkowity brak czgsci wewnatrzkomoérkowej 1 cytoplazmatycznej domeny $mierci [127].
Biatko to jest zakotwiczone w Dblonie plazmatycznej poprzez —ugrupowanie
glikofosfolipidowe, a doktadniej przez glikofosfatydyloinozytol
(glycosylphosphatidylinositol, GPI) [163]. Ekspresj¢ tego receptora, bez obecnosci TRAIL-R4

wykazano w sercu oraz w nabtonku naczyn mézgowych [96].

TRAIL-R4 jest biatkiem transblonowym typu I. Inne nazwy receptora TRAIL-R4 to:
DcR2, TNFRSF10D, CD264, TRUNDD (TRAIL Receptor with truncated Death Domain)
[151]. Wyr6zniamy dwa warianty tego biatka: TRAIL-R4-a zbudowane z 386 aminokwasow
oraz TRAIL-R4-f zbudowane z 348 aminokwasow [168]. Cecha charakterystyczna tego
receptora jest skrocona czgs¢ wewnatrzkomoérkowa 1 brak pelnej cytoplazmatycznej domeny
$mierci [169]. Udowodniono, ze domena $mierci tego receptora zawiera tylko 24 aminokwasy
sposrod 76, ktore buduja pelna domeng Smierci receptoréw DR4 i DR5 [164]. Ekspresje¢ tego
receptora, bez obecnosci TRAIL-R3 wykazano m.in. w komorkach nabtonka oskrzeli, naczyn

krwiono$nych ptuc i w kanalikach kretych nerki [96].

DcR1 i DcR2 wykazuja S$cista homologi¢ do domen zewnatrzkomoérkowych
receptorow indukujacych apoptoze: DR4 i DRS. Zawieraja rowniez domeng cysteinowa CRD
(cysteine rich domain), ale nie posiadaja pelnych wewnatrzkomérkowych domen $mierci.
Taka budowa sprawia, ze receptory te po polaczeniu z TRAIL nie powoduja aktywacji szlaku
apoptozy, a jedynie zmniejszaja wysycenie receptorow smierci biatkiem TRAIL, co posrednio
wplywa na zahamowanie zaprogramowanej $mierci komorki [127]. Moga wiec dziataé jako
tzw. receptory wabiki (decoy receptor, Dc), chroniace prawidtowe komorki przed apoptoza

[170]. By¢ moze wysoka ekspresja tych receptorow ochronnych jest przyczyna oporno$ci

28



prawidtowo funkcjonujacych komorek na proces apoptozy [171]. Ponadto, potaczenie TRAIL
z TRAIL-R4 moze aktywowal S$ciezke czynnika jadrowego NF-kB, co posrednio chroni

komorki przed zaprogramowana $miercia [138].

Osteoprotegeryna  jest  rozpuszczalnym  receptorem  pozbawionym  reszt
transbtonowych 1 cytoplazmatycznych. Czasteczka ta jest biatkiem nalezacym roéwniez do
rodziny receptorow TNF. OPG jest receptorem zaréwno dla liganda receptora aktywujacego
czynnik jadrowy kappa B (ang. receptor activator of NF-kappa B ligand, RANKL), a wigc
wykazuje zdolno$¢ wiazania si¢ z RANKL, jak i stanowi rozpuszczalny receptor dla biatka
TRAIL [172]. OPG jest to glikoproteina zbudowana z 401 aminokwasow i kodowana przez
gen TNFRSF11B, zlokalizowany na chromosomie 8g24.12. Sktada si¢ z 4 domen bogatych w
cysteing oraz dwoch domen $mierci. OPG jest wydzielana przez osteoblasty i reguluje
réznicowanie osteoklastow na zasadzie blokowania RANKL [173]. Znaczenie OPG jako
receptora dla TRAIL jest jednak niejasne, poniewaz powinowactwo do tego ligandu w
temperaturach fizjologicznych jest bardzo niskie [174]. Kilka badah in vitro wykazato
zdolnos¢ OPG do neutralizacji TRAIL. OPG jest zdolna do wiazania si¢ z TRAIL in vitro,
wykazujac dziatanie antyapoptotyczne prowadzace do blokowania indukowanej przez TRAIL
apoptozy. Wydaje sig, ze OPG — podobnie jak TRAIL-R3 i TRAIL-R4 hamuje apoptoze
indukowana TRAIL przez konkurencyjne blokowanie wiazania TRAIL z jego receptorami
$mierci [175]. Ostatnie badania sugeruja, ze bialko to moze by¢ zaangazowane w patogeneze
chorob sercowo-naczyniowych, rozwdj cukrzycy typu 1 i 2 czy choroby nerek. In vivo
wykazano, ze OPG jest czynnikiem propagujacym neowaskularyzacje wzgledem komorek
srodblonka, a jej stgezenie we krwi koreluje ze stopniem zaawansowania procesu
miazdzycowego w tetnicach. Holen 1 wsp. wykazali, ze istnieje ujemna korelacja migdzy
stezeniem OPG a zdolnoscia TRAIL do indukowania apoptozy w komoérkach raka prostaty,
ktére endogennie wytwarzaty wysoki poziom OPG. Jednak doktadna rola biatka TRAIL jako
liganda dla OPG jest nadal niejednoznaczna [176].

Poniewaz receptory ,,wabikowe” wiaza si¢ z TRAIL bez sygnalizowania $§mierci
komorki, TRAIL-R3, TRAIL-R4 i OPG moga by¢ receptorami ochronnymi, dziatajacymi
jako zwiazane z blona lub rozpuszczalne antagonistyczne receptory badz poprzez transdukcje
sygnatu antyapoptotycznego. Dlatego obecnos$¢ lub brak TRAIL-R3, TRAIL-R4 i/ lub OPG
moze okresla¢, czy komorka jest odpowiednio oporna lub wrazliwa na indukowana TRAIL

apoptoze [177]. Ponadto wysoka ekspresje tych receptorow wykazano w wielu typach
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komoérek nowotworowych, co moze by¢ przyczyna zmniejszonej aktywnos$ci apoptozy w

procesie karcynogenezy [178].

1.3. Zjawisko apoptozy

Apoptoza (gr. apoptosis - opadanie lisci) nazywana programowana $mierciag komorki,
jest mechanizmem regulacyjnym i obronnym, pozwalajacym na usunigcie zarowno komorek
nieprawidtowych, jak i wytworzonych w nadmiarze [179]. W ludzkim organizmie kazdego
dnia okoto 10 bilionow szkodliwych, zainfekowanych, ale takze przestarzatych i
niepotrzebnych komoérek umiera na drodze apoptozy [180]. Odgrywa ona istotng rolg w
procesie homeostazy ustroju zapewniajac wzajemna roéwnowage migdzy namnazaniem i
$miercia komorek. Apoptoza jest fizjologicznym procesem biologicznym niezbednym do
prawidtowego funkcjonowania kazdego organizmu [181]. Pelni wazna funkcj¢ w regulacji
odpowiedzi immunologicznej, a uszkodzenie jej mechanizmu moze prowadzi¢ do
ogoblnoustrojowej autoimmunizacji, umozliwiajac przetrwanie autoreaktywnych limfocytéw
T. Zaburzenia procesu apoptozy maja kluczowe znaczenie w karcynogenezie [182]. Kiedy
mechanizmy programowanej $Smierci komorki nie dziataja prawidlowo, moze to skutkowac
namnozeniem si¢ patologicznych komorek na obwodzie. Apoptoz¢ moga indukowac
cytotoksyczne limfocyty T, komoérki naturalnych zabojcow (NK), cytokiny, takie jak TNFa i
B, lub ograniczenie czynnikow przezycia. Apoptoza to forma $mierci komoérki odmienna od
martwicy, charakteryzujaca si¢ segmentacja jader, kondensacja cytoplazmatyczna, peckaniem

bton komoérkowych i fragmentacja DNA [21].
Istnieja dwa zasadnicze szlaki apoptozy [183] [Rycina 2]:

a. szlak zewnatrzpochodny, zwany roéwniez receptorowym- inicjowany przez
aktywacj¢ swoistych receptoréw $mierci na btonie komoérkowej po przytaczeniu
liganda, bedacego biatkiem z rodziny TNF i nastepnie aktywowaniu kaspazy 8;

b. szlak wewnatrzpochodny, zwany réwniez mitochondrialnym- jest inicjowany przez
rozne efektory i obejmuje zmiany integralnosci struktury blony komorkowej
mitochondrium, co prowadzi do uwolnienia do cytoplazmy induktoréw apoptozy,

m.in. cytochromu c, a nastepnie do aktywacji kaspazy 9.

W dalszej czgsci kaskady przemian oba szlaki zewnetrz-i wewnatrzpochodny tacza si¢ we
wspolnym punkcie, jakim jest kaspaza 3 [184] i prowadza do powstania cialek

apoptotycznych usuwanych w procesie fagocytozy [185].

30



receptor

/ Smierci
btona
/ komadrkowa

stres

proapoptotyczne

biatka z rodziny
Bcl-2

komdrkowy

T l Smac/DIABLO

Q
2
=) t-Bid
0 T
3 Bid E —
S 3 XIAP
el -
as 2 CIAP-1
& CIAP-2

l
e (i

l

APOPTOZA

kaspazy
efektorowe

Rycina 2. Gtéwne szlaki apoptozy.

Skroty: DD (death domain) - domena $mierci; DED, FADD - biatko adaptorowe; DISC (death-inducing
silencing complex) - kompleks sygnalizacyjny indukujacy $mier¢ komorki; Bid, t-Bid, Bax, Bad, Bcl-2 - biatka
proapoptotyczne; Smac/DIABLO, XIAP, CIAP-1, CIAP-2 - bialka regulujace apoptoze; Apaf-1 (apoptotic
protease-activating factor-1) — czynnik aktywujacy proteazy w apoptozie
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Droga wewnatrzpochodna wyzwalana jest przez sygnal wewnatrzkomorkowy, taki jak
uszkodzenie DNA, zaburzenie cyklu komoérkowego, stan niewyréwnania metabolicznego,
stres oksydacyjny [186]. Warunkiem koniecznym do zainicjowania wewnetrznego szlaku
apoptotycznego jest utworzenie trdjsktadnikowego apoptosomu, ktérego zadaniem jest
aktywacja kaspaz efektorowych, zwanych roéwniez wykonawczymi. Poczatkowo dochodzi do
utraty mitochondrialnego potencjatu blony komorkowej [187], co moze nastapi¢ np.
w warunkach stresowych, ktore moga wywota¢ migracje biatka p53 z cytoplazmy do
mitochondrium przez co dochodzi do utworzenia kompleksu biatka p53 z biatkami
antyapoptotycznymi Bcl-2 i Bcl-X Nalezy podkresli¢, ze szlak mitochondrialny moze by¢
takze zainicjowany przez biatko nalezace do szlaku zewnatrzkomorkowego, a mianowicie
przez kaspaze 8. Czasteczka ta moze posredniczyé w rozszczepieniu biatka Bid (BH3-
interacting domain death agonist) do jego formy aktywnej tBid (truncated Bid). Nastgpnie
tBid przenosi sygnat aktywacji do mitochondrium i aktywuje bialka proapoptotyczne z
rodziny Bcl-2, m.in. Bax i Bad, ktore wplywaja na zaburzenie integralnosci btony
mitochondrialnej [188]. Proces ten powoduje uwolnienie cytochromu ¢ z wnetrza przestrzeni
mitochondrialnej przez megakanaty mitochondrialne PTP (permeability transition pore) oraz
biatka Smac/DIABLO (secondo-mitochondria-derived activator of caspases/direct inhibitor
of apoptosis protein binding protein with low isoelectric point) do cytoplazmy. Nastepnie
cytochrom c taczy sig
z adenozyno-5’-trzyfosforanem (adenosine-5 -triphosphate, ATP), czynnikiem Apaf-
1(apoptotic peptidase-activating factor 1) i prokaspaza 9, tworzaC w ten sposob apoptosom.
Czgscia regulatorowa apoptosomu jest kompleks sktadajacy si¢ z bialek proapoptotycznych,
a mianowicie z Bak, Bid, Bad, Bik. Kompleks ten taczac si¢ z kompleksem Bcl-2 i Bcl-X,
dezaktywuje go co w konsekwencji prowadzi do aktywacji prokaspazy-9 do kaspazy 9.
Natomiast biatko Smac/DIABLO blokuje inhibitory kaspaz, jak na przyktad biatko XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis protein) czy biatka z rodziny clAP (cellular inhibitor of
apoptosis protein), umozliwiajac w ten sposob aktywacj¢ kaspazy 3 i zakonczenie procesu
apoptozy [189, 190] [Rycina 2].

Droga zewnatrzpochodna wyzwalana jest przez sygnaty zewnatrzkomorkowe, takie
jak: czynniki chemiczne (np. cytostatyki), czynniki fizyczne (promieniowanie jonizujace,
temperatura), zbyt mala ilos¢ czynnikow wzrostowych czy substancji odzywczych.
Przekazywanie sygnaléw indukujacych zewnatrzpochodna $niezk¢ apoptozy odbywa si¢ po

zwiazaniu specyficznych ligandow proapoptotycznych z odpowiednim receptorem
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btonowym. Aktywacja tego szlaku rozpoczyna si¢ od pobudzenia receptoréow $mierci,
nalezacych do nadrodziny receptorow TNF: TNF-R1, Fas, TRAIL-R1 i TRAIL-R2 [191,
192]. Potaczenie receptora btonowego ze specyficznym ligandem $mierci skutkuje zmiana
konformacji receptora i zapoczatkowaniem procesu apoptozy. Dochodzi do trymeryzacji
domen $mierci, ktore lacza si¢ z biatkiem adaptorowym FADD (Fas associated death
domain) jesli chodzi o pary Fas-FasL oraz TRAIL-TRAIL-R3/-R4, natomiast do domeny
$mierci receptora TNFR1 przytacza si¢ biatko adaptorowe TRADD. Nastepnie biatko FADD
rekrutuje prokaspaze 8 lub prokaspaze 10. Polaczenie tej nieaktywnej kaspazy z FADD jest
mozliwe dzigki wykonawczej domenie $mierci DED (death execution domain). W ten sposob
powstaje kompleks sygnalizacyjny indukujacy $mier¢ DISC (death-inducing signaling
complex), ktory jest ztozony z: receptora $mierci, biatka adaptorowego FADD i prokaspazy
inicjatorowej 8 lub prokaspazy 10 [193]. Utworzenie DISC powoduje aktywacje prokaspazy 8
do kaspazy 8 (lub analogicznie prokaspazy-10 do kaspazy 10). Aktywacja ta zachodzi dzigki
cigciu proteolitycznemu. Nastgpnym etapem jest tzw. kaskada kaspaz, czyli proteoliza trzech
prokaspaz efektorowych: prokaspazy-3, -6 i -7 [Rycina 2]. Kaspazy te, a przede wszystkim
kaspaza 3 odpowiedzialne sa za rozpad proteolityczny bialek niezbednych do utrzymania
komorkowej integralno$ci  [194], jak na przyklad: CAD (caspase-activated
deoxyribonuclease) i PARP (poly(ADP-ribose)polymerase) [193]. Formowanie kompleksu
DISC podlega kontroli biatek c-FLIP (FLICE-like inhibitory proteins), ktorych rola jest
hamowanie procesu apoptozy. c-FLIP jest to nieczynny enzymatycznie homolog kaspazy,
ktory taczac sig¢ kompetycyjnie z DISC inaktywuje prokaspaze 8, uniemozliwiajac
kontynuowanie kolejnych etapow apoptozy [195]. W przypadku pary TNF-a-TNFR1, aby
doszto do transdukcji sygnatu apoptotycznego wazne jest utworzenie kompleksu TRADD
(TNFR-associated death domain), w sktad ktorego wchodzi biatko FADD oraz prokaspaza-8
[191, 192].

Apoptoza jest procesem aktywnym, a regulacja tego procesu nastgpuje na poziomie
receptorOw $mierci i ekspresji ich ligandéw, biatek adaptorowych, kaskady kaspaz oraz
czynnikow mitochondrialnych [196]. Mechanizm apoptozy znajduje si¢ pod $cista kontrola
genetyczna 1 jest regulowany przez rodzing biatek regulatorowych Bcl-2 zlokalizowanych
w blonie komoérkowej mitochondrium. Sa to biatka o aktywnoS$ci pro- i antyapoptotycznej,
ktore maja wplyw na integralno$¢ btony mitochondrialnej. Do biatek stymulujacych apoptoze
zaliczamy: Bak, Bax, Bcl -Xs , Bid, Bad, Bik. Natomiast do bialek blokujacych apoptoze
naleza: Bcl -2, Bcl -X, Bcl-w [197]. Blc-2 jest protoonkogenem o dziataniu
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antyapoptotycznym. Jedna z ro6l biatka Bcl-2 jest rowniez utrzymanie integralnosci funkcji
mitochondriow, poprzez regulacje wyptywu cytochromu c z tego organellum komoérkowego
[21]. Biatko Bcl-2 wraz z Bcl-X | moga taczy¢ si¢ z czynnikiem uwalnianym z mitochondrium
- czynnikiem Apaf-1, hamujac w ten sposdb mozliwo$¢ powstania apoptosomu, aktywacji
prokaspazy 9, co docelowo prowadzi do zablokowania szlaku apoptotycznego [197]. Kolejna
rodzina biatek majaca wptyw na regulacj¢ apoptozy jest rodzina IAPs (inhibitor of apoptosis
proteins), do ktorej naleza: CIAP-1, ClAP-2, X-1AP [198]. X-IAP moze taczy¢ si¢ z kaspaza-9
i hamowa¢ jej aktywacj¢ uniemozliwiajac dalsze przekazywanie sygnatu apoptotycznego
[199]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o biatku Smac/DIABLO. Jest to czasteczka uwalniana
przez mitochondrium razem z cytochromem c podczas zmian przepuszczalnosci btony
komorkowej tego organellum. Jego funkcja jest aktywacja kaspazy 9 poprzez wiazanie z
czynnikiem Apaf-1 wchodzacym w sklad apoptosomu, a takze hamowanie wczesniej
wspomnianego biatka X-IAP, umozliwiajac kontynuowanie szlaku apoptotycznego [189,
190]. Czasteczkami regulujacymi przekazywanie Sygnatu apoptozy w fazie poczatkowej sa
mie¢dzy innymi FAP-1 (Fas associated phosphatase-1) oraz FLIP (FLICE-like inhibitory
protein). Pierwsze biatko uniemozliwia przekazywanie sygnatu z receptora $mierci na
domeny regulatorowe, natomiast drugie hamuje utworzenie kompleksu adaptacyjnego
niezbednego do kolejnego etapu apoptozy [200].

Apoptoza jest réwniez kontrolowana przez proapoptotyczne receptory $mierci
znadrodziny TNF (Fas, TNFR, TRAIL-R). Etap potaczenia liganda do specyficznego
receptora inicjuje przekazywanie sygnatu $mierci poprzez wiazanie biatek adaptorowych, a
nastepnie kaskade zdarzen, w ktorej posredniczy autoproteolityczna aktywacja okreslonych
enzyméw zwanych kaspazami. Ta aktywacja enzymow jest ostatecznie odpowiedzialna za
rozktad podstawowych struktur jadrowych i cytoplazmatycznych, co w konsekwencji

doprowadza do $mierci komorki [201].

1.4. Znaczenie apoptozy w patogenezie autoimmunologicznych choréb tarczycy

Zaburzenia regulacji apoptozy determinuja istotny zwiazek patogenezy wielu chorob,
w tym specyficznych narzadowo choréb autoimmunizacyjnych tarczycy [202]. Rola apoptozy
w utrzymaniu komorkowej homeostazy komorek gruczotowych tarczycy jest bardzo wazna
w prawidlowym funkcjonowaniu catego organizmu. Apoptoza jest zaangazowana

W homeostaze komorek tarczycy, jak rowniez w jej niszczace mechanizmy [203]. Jest
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niezb¢ednym procesem do utrzymania autotolerancji poprzez eliminacj¢ autoreaktywnych
komorek odpornosciowych. Nieprawidlowe dzialanie tego systemu wiaze si¢ z indukcja
I zaostrzeniem chordb autoimmunizacyjnych [204]. Apoptoza uczestniczy w rozwoju
I patomechanizmie jednych z najczeSciej wystgpujacych schorzen autoimmunologicznych
tarczycy, a mianowicie w zapaleniu tarczycy typu Hashimoto oraz w chorobie Gravesa

i Basedowa [6].

Badania immunohistochemiczne tarczycy dowodza, ze tempo apoptozy
w prawidlowych tyreocytach jest utrzymywane na niskim poziomie [205]. Prawidlowe
tyreocyty wykazuja stata ekspresj¢ FasL, ale niski poziom ekspresji Fas [206]. Mimo to, ze
niezmienione patologicznie komorki tarczycy wykazuja na swojej powierzchni ekspresje
receptorow $mierci to nadal pozostaja one oporne na apoptozg indukowana zar6wno poprzez
cytoking FasL, jak i TRAIL [10]. Skierowanie prawidlowego tyreocytu na drogg apoptozy,
w ktorej biora udzial receptory $mierci Fas oraz TRAIL-R jest mozliwe poprzez pobudzenie
go za sprawa takich czynnikow, jak: TNF-o, IFN-y czy IL-1B [207]. Nalezy rowniez
podkresli¢, ze prawidlowy gruczot tarczowy wykazuje wysoka ekspresj¢ antyapoptotycznego

biatka Bcl-2, co réwniez pelni funkcje¢ ochronna przed apoptoza [134].

Tempo apoptozy ulega jednak podwyzszeniu w réznego typu zapaleniach tarczycy,
a nasilenie poziomu apoptozy komorek pecherzykowych tarczycy wykazuje dodatnia
korelacj¢ z obrazem klinicznym w autoimmunizacyjnych chorobach tarczycy [208]. Naciek
limfocytarny komorek tarczycy w AITD inicjuje zaprogramowana $mier¢ komorki. Udziat
mechanizmu Fas i TRAIL jest udowodniony w autoimmunologicznych chorobach tarczycy,
a czasteczki FasL 1 TRAIL indukujace szlak apoptotyczny moga odgrywac¢ kluczowa rolg
W patogenezie tych choréb [198]. Liczne doniesienia naukowe potwierdzaja, ze
nieprawidtowa ekspresja czastek Fas/FasL wystepuje zaréwno w HT, jak i GD. W AITD w
warunkach przewazajacego stanu zapalnego ekspresja cytokin proapoptotycznych Fas i jego
liganda FasL na komorkach tarczycy i na aktywowanych limfocytach T jest udowodniona
przez wielu badaczy [1].

Zaprogramowana $mier¢ komorki jest mechanizmem, za sprawa ktorego
cytotoksyczne limfocyty T moga uszkadza¢ tyreocyty, doprawowadzajac do niedoczynnosci
tarczycy [209]. W zapaleniu HT stwierdzono wzrost ekspresji Fas/FasL na tyreocytach, w
poréwnaniu do 0sob zdrowych i z choroba GD [210], ktory in vitro moze by¢ modulowany

przez cytokiny prozapalne [201]. Przewlekly stan w HT wynika gléwnie z niszczenia
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tyreocytow za posrednictwem Fas , a to prowadzi do stopniowego gromadzenia si¢
naciekajacych monocytow, powodujac widknienie tego gruczotu [202]. W HT wykazano
wysoki poziom apoptozy, szczegdlnie w zniszczonych pecherzykach w poblizu naciekow
limfocytarnych w poréwnaniu z choroba GD. W badaniach udowodniono aktywna role
infiltrujacych limfocytow T, ktore roéwniez wykazuja ekspresjg Fas, ale w przeciwienstwie do
tyreocytow nie wykazuja znaczacych stgzen FasL. Podwyzszona ekspresja Fas na komoérkach
pecherzykowych tarczycy i FasL na limfocytach T moze indukowa¢ apoptoze [40]. W HT
komorki pecherzykowe tarczycy sa indukowane do ekspresji receptora Fas i jego ligandu
przez stymulacj¢ cytokinami prozapalnymi wydzielanymi przez limfocyty Thl [5]. Apoptoza
komorek pecherzykowych tarczycy wptywa takze na zmniejszone wytwarzanie hormondéw w
HT. W gruczole tarczowym zaobserwowano, ze wiele komoérek apoptotycznych znajduje si¢
gléwnie w obszarach uszkodzonych pecherzykow, w poblizu naciekajacych komorek
limfoidalnych [134, 201]. Przeprowadzone badania wykazaly znacznie wyzszy poziom
ekspresji czasteczek apoptotycznych i biatek proapoptotycznych na powierzchni komoérek
tarczycy, co prowadzi do zniszczenia tyreocytow [19]. W HT wazna role odgrywaja biatka z
rodziny Bcl-2. Interakcja Fas-FasL jest jednym z glownych szlakow apoptozy, ktora bierze
udziat w patogenezie HT [204]. Limfocyty T cytotoksyczne, gtownie CD8+ oraz komorki NK
wykazuja nieustanna ekspresje FasL, a wigc moga indukowaé apoptozeg w komoérkach
tarczycy, ktore cechuja si¢ obecno$cia Fas. Apoptoza przebiegajaca za posrednictwem Fas w
komorkach tarczycy wymaga indukcji poprzez IFN-y w potaczeniu z IL-1f lub TNF-a [1]. Co
wazne, udowodniono, ze znacznie mniejszy odsetek limfocytow docierajacych do tarczycy
wykazuje ekspresj¢ czasteczek apoptotycznych, natomiast tyreocyty prezentuja nadekspresje
czasteczek Fas/FasL. Te dwie skladowe powoduja zniszczenie migzszu tarczycy. Zaburzenie
ekspresji czastek hamujacych apoptoze w komorkach tarczycy rowniez odgrywa istotna rolg
w patogenezie iniszczeniu miazszu tarczycy w HT [19]. U pacjentow z przewlektym
autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy gruczol tarczowy wykazuje wysoki poziom
apoptozy, bo szacuje sig, ze wynosi on okoto 30%, a takze obnizona ekspresj¢ biatek z
rodziny Bcl-2 [211]. Wykrywa si¢ roOwniez zaburzenia W genie antyapoptotycznym Bcl-X.
Ekspresje¢ Bcl-X mozna obnizy¢ in vitro poprzez inkubacj¢ z cytokinami, co dowodzi, ze
Smier¢ tyreocytow nie jest wytacznie wynikiem specyficznych interakcji miedzy receptorem
$mierci a ich ligandami, ale takze obejmuje jednoczesnie nieprawidtowosci w ochronnych
genach z rodziny Bcl-2. Nadal jednak nie wiadomo czy przyczyna tej dysfunkcji genetycznej

sq bodzce srodowiskowe, czy wewnetrzne zmiany w mitochondrium tyreocytéw [201].
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Supresja zaprogramowanej $mierci komorki moze przyczynia¢ si¢ do powstania
chorob proliferacyjnych tarczycy, w tym choroby Gravesa i Basedowa. W chorobie GD na
tyreocytach wystepuje zmniejszona ekspresja Fas w pordéwnaniu zaréwno do komorek
prawidlowych tego gruczotu jak i tyreocytow u pacjentow z HT. Jednak w przeciwienstwie
do HT, limfocyty naciekajace tarczycg w GD wykazuja wyzszy poziom ekspresji Fas i FasL
[202]. W GD wigksze stgzenia IgG zmniejsza ekspresje¢ Fas i jednocze$nie wywotuje
nadekspresje rodziny czasteczek antyapoptotycznych Bcl-2 w tyreocytach. W nacieku
limfocytarnym komodrki T charakteryzuja si¢ jednak zmniejszona ekspresja biatek
antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2. W tej jednostce chorobowej zardwno liczba komorek
apoptotycznych, jak i wielko$¢ naciekoéw limfocytarnych sa mniejsze w poréwnaniu z HT [1].
Apoptoza za posrednictwem Fas jest w znacznym stopniu hamowana przez TRAb, co
skutkuje rozrostem komorek pgcherzykowych w gruczole tarczycowym 1 wplywa na
powstanie wola. Z wielu badan wynika, ze w patogenezie choroby Gravesa i Basedowa wazna
rol¢ odgrywa forma rozpuszczalna biatka Fas. Czasteczka ta tlumi apoptozg, w ktorej
posredniczy Fas poprzez konkurencyjne wiazanie z FasL. Rozpuszczalny Fas odgrywa
kluczowa rol¢ w hamowaniu systemu Fas/FasL u pacjentow z choroba GD. Stgzenie
rozpuszczalnego Fas w surowicy u nieleczonych pacjentow z choroba GD byto znacznie
wigksze w porownaniu z osobami z grupy kontrolnej i ulegto zmniejszeniu po 6-8 tygodniach
po zastosowaniu lekow przeciwtarczycowych. Ponadto wykazano korelacj¢ pomigdzy

stezeniem rozpuszczalnego Fas a przeciwciatami TRAD [203].

Informacji dotyczacych roli biatkka TRAIL w procesie apoptozy w chorobach
autoimmunologicznych jest duzo mniej w porownaniu do biatka Fas. TRAIL wykazuje duza
homologi¢ w stosunku do FasL. Receptory biatka TRAIL, a mianowicie TRAIL-R1 i TRAIL-
R2 wykazuja ekspresje w tyreocytach, a ich ekspresja wzrasta pod wplywem stymulacji
wspomnianych cytokin prozapalnych. Takze w nacieku limfocytarnym w tarczycy
zauwazalny jest znaczny wzrost st¢zenia mRNA TRAIL-R [10]. Nadal jednak brakuje
informacji dotyczacych udzialu rozpuszczalnych form receptorow biatka TRAIL w
patogenezie AITD. Bretz i wsp. jako pierwsi przedstawili trzy mozliwosci zaangazowania
biatka TRAIL w choroby autoimmunizacyjne tarczycy. Pierwsza hipoteza przedstawia to, ze
tyreocyty niszczone sa przez limfocyty wykazujace ekspresj¢ biatka TRAIL, druga ze
naptywajace limfocyty uszkadzane sa przez tyreocyty wykazujace ekspresje TRAIL.
Najmniej mozliwa wydaje si¢ by¢ trzecia hipoteza, w ktorej cytokiny produkowane przez

komorki odpornosciowe indukuja ekspresj¢ TRAIL i1 jego receptoréw $mierci na tyreocytach,
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prowadzac do samozniszczenia. Model ten jest malo prawdopodobny, poniewaz istnieja
roznice w regulacji TRAIL, TRAIL-R1 i TRAIL-R2. Natomiast pierwsza hipoteza wydaje si¢
by¢ najbardziej prawdopodobna w patogenezie HT, a druga w GD [212].

Podsumowujac, mechanizm apoptozy zarowno w patogenezie choroby HT, jak 1 GD
podlega regulacji nie tylko przez ekspresj¢ czasteczek Fas/FasL, TRAIL/TRAIL-R a takze
przez biatka z rodziny Bcl-2, ktore petnia funkcje antyapoptotyczna dla tyreocytow [213].
W licznych badaniach udowodniono, ze w obu tych schorzeniach tarczycy wystepuja roznice
w nasileniu stopnia apoptozy [202]. Apoptoza w komodrkach pecherzykowych tarczycy jest
bardziej zaznaczona w patomechanizmie HT, a w limfocytach naciekajacych gruczot

tarczowy w patogenezie GD.

1.5. Polimorfizm genu TNFRSF10A

Najwigkszy, bo prawie 80% udzialu w rozwoju oraz progresji AITD maja czynniki
genetyczne, w tym mutacje i polimorfizmy gendw zwiazanych z funkcja uktadu
odporno$ciowego. Jak zostato wcze$niej wspomniane receptor TRAIL-R1 zlokalizowany jest
na chromosomie 8p2l. Sposrdod réznych nieprawidtowosci genomowych delecja alleli
w ludzkim chromosomie 8p21 jest stosunkowo czgsta mutacja zachodzaca w wielu

nowotworach, dlatego w ostatnich latach spotkata si¢ z szerokim zainteresowaniem [214].

Badania polimorfizmu genow moga by¢ kluczowym markerem do okreslenia ryzyka
I prognozowania ujawnienia si¢ procesu nowotworzenia. Zmiany zachodzace w genach
kodujacych receptory $mierci moga zaburzy¢ funkcjonowanie apoptotycznej sygnalizacji
komodrkowej, a tym samym przyczyni¢ si¢ do rozwoju komodrek nowotworowych. Gen
TNFRSF10A jest wysoce polimorficzny, a mutacje¢ w nim wystepujace opisano w roznych
nowotworach, takich jak nowotwor piersi, zotadka, pecherza moczowego, rak ptuc, a takze

w endometriozie [215-217].

Istnieje wiele dobrze scharakteryzowanych polimorfizméw w genie kodujacym
receptor TRAIL-R1, ale najszerzej badanym polimorfizmem jest rs20575. Zmiany w tym
polimorfizmie polegaja na substytucji C na G w pozycji 626 (C626G) w regionie ektodomeny
DR4 i powoduja zmiang aminokwasow treoniny na argining w eksonie 4 (Thr209Arg).
Polimorfizm Thr209Arg jest szczegdlnie interesujacy, najprawdopodobniej ze wzgledu na
udziat w aktywnosci wiazania ligandu TRAIL do receptora TRAIL-R1 i stymulacje¢ szlakow
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apoptotycznych [218]. Kolejnymi trzema najczgséciej badanymi polimorfizmami sa: rs20576 z
podstawieniem A na C w pozycji 683 (A683C) w pozakomoérkowej bogatej w cysteing
domenie DR4, rs6557634 (G422A) oraz rs2230229 (A1322G) [215, 216].

Ponadto wykazano obecno$¢ miejsc polimorficznych w genie TNFRSF10A takze
w chorobie neurodegeneracyjnej Alzhaimera, chorobie Crohna, w wirusowym zapaleniem
watroby typu C (Hepatitis C Virus, HCV) oraz w wolach wieloguzkowych tarczycy [219]. Po
zbadaniu trzech polimorfizméw ektodomeny receptora DR4, a mianowicie: rs4871857
(C626G), rs17088993 (A683C) i rs2230229 (Al322G) udowodniono, ze czgsto$¢ ich
wystepowania jest zdecydowanie wigksza w guzach pierwotnych w poréwnaniu z grupa
kontrolng [218]. Korner i wsp. przeanalizowali wptyw polimorfizméw DR4 C626G (rs20575)
i A683C (rs20576) na wystgpowanie raka watrobowokomorkowego (hepatocellular
carcinoma, HCC) u pacjentow przewlekle zakazonych HCV. Zwigkszona czgsto$é
wystepowania allela 626C i homozygotycznego genotypu 683AA u pacjentow zakazonych
HCV z HCC sugeruje, Zze te warianty genetyczne sa czynnikiem ryzyka tego nowotworu

w przewleklym wirusowym zapaleniu watroby typu C [220].

Wptyw polimorfizméw genu TNFRSF10A na podatno$§¢ na nowotwodr nie jest do
konca jednoznaczny, a wyniki badan sa niespdjne, dlatego wielu badaczy podjelo sig
przeprowadzenia metaanaliz w tym obszarze. W niektérych analizach prébowano zbadaé
mozliwy zwiazek miedzy polimorfizmami rs4871857, rs20576 i rs2230229 genu TNFRSF10A
a ryzykiem réznych nowotworé6w w populacji. W 2009 roku badacze przeprowadzili
metaanaliz¢ dotyczaca zwiazku migdzy polimorfizmami rs20575 rs2230229 i rs20576 genu
TNFRSF10A a ryzykiem raka. Ich badania wykazaty, ze rs2230229 i rs20576 sa zwiazane ze
zwigkszonym ryzykiem raka [219]. Jednak niektore badania wskazuja na brak zwiazku wyzej
wymienionych polimorfizméw z podatno$cia na zachorowanie na nowotwor ztosliwy [215].
Kolejne wyniki metaanalizy opublikowane w 2014 roku przez Chen i wsp. sugeruja, ze
polimorfizmy rs4871857 1 rs20576 zamiast rs2230229 sa powiazane z ryzykiem raka u rasy
biatej [216].
W tym samym roku Lu i wsp. rowniez W ramach metaanalizy przeanalizowali identyczne
SNPs co zespdot z Chin zwickszajac zakres o jeden polimorfizm, a mianowicie rs6557634
(G422A). Rowniez udowodnili, ze polimorfizm rs2230229 byl zwiazany ze znacznie
podwyzszonym ryzykiem raka, natomiast w odroznieniu od Chen i wsp. dowiedli, ze
polimorfizm rs20576 rzadko wiaze si¢ z ryzykiem raka, a polimorfizm rs20575 jest zwiazany

ze zwigkszonym ryzykiem nowotworzenia. Polimorfizm rs6557634 réwniez nie byt zwigzany
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z ryzykiem raka we wszystkich modelach genetycznych [221]. Do innych wnioskéw doszedt
zespot naukowcow na czele z Geng, ktéry skupit si¢ na jednym polimorfizmie, a mianowicie
rs20575 i wedhug zgromadzonych do metaanalizy danych wykazali, ze ten polimorfizm nie
jest istotnie zwiazany z og6lna podatnoscia na raka [214]. Biorac pod uwagg powyzsze
wyniki badan, analiz i wnioski z nich wynikajace mozna zaobserwowaé, ze naukowcy
poswiecili wiele uwagi na testowaniu hipotezy czy polimorfizmy genu TNFRSF10A moga
modulowa¢ podatno$¢ na nowotwor, jednak zaden zespot badawczych nadal nie dostarczyt

przekonujacych dowodow, a ich wyniki sa niejednoznaczne [215, 219, 220, 222].
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2. Zalozenia i cel pracy

Aktualne doniesienia naukowe potwierdzaja udzial apoptozy w chorobach
autoimmunizacyjnych tarczycy, ale rola rozpuszczalnej formy biatka TRAIL i jego
receptorOw W procesie zaprogramowanej smierci komorki nie jest do konca poznana w tych
schorzeniach. Polaczenie si¢ biatka TRAIL z jego receptorami $mierci, a wigc z receptorem
DR4 i DR5 prowadzi do pobudzenia sygnatu prowadzacego do aktywacji szlaku
apoptotycznego. Zaobserwowano, ze zwigkszone st¢zenie biatka TRAIL wystgpowatlo w
chorobie Gravesa i Basedowa, natomiast mniejsze w chorobie Hashimoto. Nie ma jednak
zadnych doniesien naukowych, ktére wskazywalyby na istnienie zwiazku migdzy
polimorfizmem genu TNFRSF10A kodujacego receptor DR4 z wystgpowaniem choroby
autoimmunizacyjnej tarczycy. Biatko STRAIL, jego receptory, a takze polimorfizmy genow
tych receptorOw moga mie¢ zatem istotny wptyw na rozwoj chordb autoimmunologicznych
tarczycy. Zalozeniem niniejszej pracy doktorskiej jest ocena zaleznosci st¢zen biatka
STRAIL, sTRAIL-R1, STRAIL-R2, OPG oraz czgstosci wystgpowania alleli polimorfizmow
genu TNFRSF10A u pacjentow z chorobami autoimmunologicznymi tarczycy oraz wsrod
0sob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Analiza tych zalezno$ci poszerzy wiedzg
dotyczaca etiologii proceséw autoimmunologicznych tarczycy w aspekcie regulacji procesu

apoptozy.
Biorac pod uwage powyzsze informacje wyznaczono nastgpujace cele:

1. Oceng stezenia biatka STRAIL, jego receptorow: STRAIL-R1, sTRAIL-R2, OPG
w grupach badanych i kontrolnej.

2. Oceng zalezno$ci pomigdzy stezeniem biatka STRAIL, jego receptorami: STRAIL-R1,
STRAIL-R2, OPG a wybranymi parametrami klinicznymi oraz biochemicznymi
w grupach badanych i kontrolnej.

3. Analizg czestosci wystgpowania alleli polimorfizmoéw genu TNFRSF10A kodujacego
biatko TRAIL-R1 w odniesieniu do grup badanych i kontrolne;j.

4. Analiza zalezno$ci pomigdzy czgstoscia wystgpowania alleli polimorfizmow genu
TNFRSF10A kodujacego biatko TRAIL-R1 a stgzeniem biatka STRAIL i STRAIL-R1
w grupach badanych i kontrolnej.

5. Okreslenie korelacji czgstosci wystgpowania badanych polimorfizmow genetycznych

z parametrami klinicznych oraz biochemicznych w grupach badanych i kontrolnej.
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3. Material i metodyka

3.1. Charakterystyka badanych grup

Do badan zakwalifikowano 133 osoby w wieku od 20 do 81 lat (Srednia wieku
53,5£14,5 lat; 109 kobiet, 24 mgzczyzn) hospitalizowanych w Klinice Endokrynologii,
Diabetologii i Leczenia lzotopami w latach 2018-2019. Grupg badana stanowito 92 pacjentow
z choroba autoimmunologiczng tarczycy, natomiast grupg kontrolna stanowito 41 pacjentow
bez chorob tarczycy. Kwalifikowanie pacjentow do grup nastgpowato po zebraniu danych
klinicznych oraz spelnieniu kryteriow wlaczenia i wylaczenia przedstawionych ponizej. Na
przeprowadzenie badan zostala udzielona zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu Nr KB528/2018. Wszyscy pacjenci zostali poinformowani o celu

oraz zakresie przeprowadzanych badan i wyrazili na nie $wiadoma, pisemna zgodg.

Grupe badana stanowili pacjenci z choroba autoimmunizacyjna tarczycy w wieku 20-
81 lat (n=92; s$rednia wieku 51,5+15,2 lata; 82 kobiety, 10 mgzczyzn). W celu doktadnej
analizy wptywu stezenia biatka STRAIL 1 badanych polimorfizmoéw genetycznych na
wystgpowanie AITD grupe badana podzielono na dwie podgrupy: pacjentow z zapaleniem
tarczycy typu Hashimoto (n=23; $rednia wieku 44,4+18,6 lat; 20 kobiet, 3 mgzczyzn) oraz
pacjentow

z choroba Gravesa | Basedowa (n=69, $rednia wieku 53,9 +13,1 lat; 59 kobiet, 10 mezczyzn).
Kryteria wlaczenia do grup badanych:

a. pacjenci z choroba Hashimoto potwierdzona przez:
1) wyktadniki kliniczne niedoczynnosci tarczycy;
2) wyktadniki hormonalne (podwyzszone TSH, obnizone fT3, obnizone {T4);
3) wyktadniki autoimmunologiczne (dodatnie miano anty-TPO i/lub anty-TG);
4) badanie ultrasonograficzne tarczycy;
b. pacjenci z choroba Gravesa i Basedowa potwierdzona przez:
1) wyktadniki kliniczne nadczynno$ci tarczycy;
2) wyktadniki hormonalne (obnizone TSH, podwyzszone fT3, podwyzszone {Tj);
3) wykladniki autoimmunologiczne (dodatnie miano TRADb);

4) badanie ultrasonograficzne tarczycy.

42



Grupe kontrolna stanowili pacjenci w wieku 30-78 lat (n=41; $rednia wieku 57,4+12,8
lat; 30 kobiet, 11 megzczyzn). Kryteriami wiaczenia do grupy kontrolnej byt stan pacjentéw
w eutyreozie klinicznej 1 hormonalnej, bez wola i z ujemnymi przeciwciatami
przeciwtarczycowymi. Natomiast kryteriami wytaczenia pacjentow zarowno z grup badanych,
jak 1 kontrolnej byla: cukrzyca, przewlekla choroba zapalna lub uktadowa, niedawna lub

aktualna choroba infekcyjna, brak zgody na badania.

U wszystkich pacjentow na podstawie dokumentacji medycznej analizowane byty

wyniki laboratoryjne oraz dane kliniczne, takie jak: wiek, wzrost, masa ciata.

Oznaczano wskaznik masy ciata BMI (body mass index). Wskaznik BMI obliczono wg

Wzoru:

_ masa ciata [kg]

BMI = x 100

wzrost [m]?

Zgodnie z aktualnymi wytycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization, WHO) przyjete przedziaty kwalifikacji osob wg wskaznika BMI ("BMI
classification™. World Health Organization. Retrieved 15 February 2014) przedstawiono
w Tabeli 1.

Tabela 1. Warto$¢ wskaznika BMI i jego interpretacja zgodne z WHO.

Wartos$¢ wskaznika BMI Interpretacja
18,9-24.9 kg/m? prawidlowa masa ciata
25,0-29,9 kg/m? nadwaga
30,0-34,9 kg/m? otylos¢

> 35,0 kg/m? nadmierna otylo$¢

Wszystkie dane kliniczne oraz laboratoryjne zostalty zebrane w utworzona baz¢ danych

I poddane analizie statystycznej, a jej efekty przedstawiono w rozdziale Wyniki.
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3.2. Metodyka

3.2.1. Metody oceny parametréw gospodarki weglowodanowej, gospodarki
lipidowej oraz przeciwcial przeciwtarczycowych, TSH i hormonéw tarczycy

Krew do badan biochemicznych pobierano na czczo w godzinach rannych z zyty
tokciowej. Oznaczenia parametrow gospodarki weglowodanowej, lipidowej, TSH, hormonow
tarczycy oraz przeciwcial przeciwtarczycowych zostalo wykonane przez Centralne
Laboratorium Analityczne Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu w ramach

badan rutynowych.

W  surowicy krwi oznaczono nastgpujace wskazniki oceny gospodarki
weglowodanowej: glukoza 1 insulina na czczo oraz wskazniki oceny gospodarki lipidowe;:
cholesterol catkowity, cholesterol frakcji LDL 1 HDL, trojglicerydy (TG). Stezenie glukozy
0znaczono za pomoca metody heksokinazowej z zastosowaniem odczynnikow firmy Abbott
Diagnostics. Natomiast oznaczenie st¢zenia insuliny wykonano przy uzyciu metody
chemiluminescencyjnej, korzystajac z testow komercyjnych firmy Siemens. Oznaczenia
lipidogramu wykonano przy uzyciu rutynowych metod enzymatycznych, wykorzystujac testy
komercyjne firmy Abbott Diagnostics. Stgzenie cholesterolu frakcji LDL wyliczono ze wzoru
Friedewalda: LDL=TC-HDL-c-TG/5 (mg/dl). Zakresy referencyjne st¢zen powyzszych

parametrow zostaly przedstawione w Tabeli 2.

Tabela 2. Zakresy referencyjne stezen glukozy, insuliny i lipidogramu.

Parametr Zakres referencyjny
Glukoza 70-99 [mg/dl]
Insulina <29 [pIU/ml]
Cholesterol catkowity <190 [mg/dl]
HDL >40 [mg/dI]
LDL 0-135 [mg/dI]
Trojglicerydy <150 [mg/dl]

Oznaczenie st¢zenia hormonu tyreotropowego (TSH), wolnej tyroksyny (fT,) oraz

wolnej trijodotyroniny (fT3) w surowicy przeprowadzono metoda chemiluminescencji za
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pomoca testow firmy Siemens z wykorzystaniem analizatora VIDAS firmy BioMerieux.

Warto$ci prawidtowe dla TSH: 0,4-4,0 ulU/ml, fT3: 2,76-6,45 pmol/l, fT,: 10,3-24,4 pmol/I.

Miana przeciwcial antyperoksydazowych i antytyreoglobulinowych zostaty oznaczone
metoda chemiluminescencyjna z zastosowaniem odczynnikow firmy Siemens Healthineers.
Wartosci prawidtowe dla a-TG <40 IU/ml ; anty-TPO <35 IU/ml. Natomiast oznaczenie mian
przeciwcial przeciwreceptorowych TRAb przeprowadzono metoda immunoenzymatyczna
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Niemcy),
w ktorej warto§¢ nizsza niz 1 U/l oznaczata wynik ujemny; od 1,1 do 1,5 U/l wynik

granicznie pozytywny (tzw. strefa szara); wartosci wyzsze niz 1,5 U/l wynik dodatni.

3.2.2. Metoda oceny stezen bialek STRAIL, STRAIL-R1, STRAIL-R2 i OPG
Pomiaru stezenia biatka STRAIL, STRAIL-R1, sTRAIL-R2, OPG dokonano za
pomoca metody immunoenzymatycznej ELISA typu ,,sandwich”, uzywajac do tego gotowych

zestawoOw testowych, zgodnie z zaleceniami producenta.

Kazda probka materiatu biologicznego byta badana w powtdérzeniach. Oznaczenia
stgzen biatek zostaly wykonane w Pracowni Endokrynologii Molekularnej przy Katedrze
i Klinice Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia lzotopami Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Do badania wykorzystano krew zylna pobrang z Zzyty tokciowej do probowki
z aktywatorem wykrzepiania. Materiatem do badan immunoenzymatycznych byta surowica,
ktora otrzymano poprzez odwirowanie krwi (2000 x g / 10 minut) w temperaturze pokojowe;j.
Odseparowana surowice zabezpieczono w kilku probowkach i do czasu zebrania

odpowiedniej ilo$ci materiatu biologicznego przechowywano w temperaturze -70°C.

Stezenie STRAIL, STRAIL-R1, STRAIL-R2 oznaczono za pomoca testu
immunoenzymatycznego ELISA firmy Diaclone (Besancon Cedex, Francja). St¢zenie OPG

oznaczono przy uzyciu testu immunoenzymatycznego ELISA firmy Biomedica
Medizinprodukte GmbH & Co KG (Wieden, Austria). Parametry reakcji ELISA dla
poszczegblnych bialek podano w Tabeli 3.
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Tabela 3. Parametry testow immunoenzymatycznych ELISA.

. Limit detekcji Precyzja w serii Pre-cyzj- a miedzy
CV (%) seriami CV (%)
STRAIL <64 pg/ml 55 3,8
STRAIL-R1 <8 pg/ml 7,57 13,87
STRAIL-R2 <6 pg/ml 3,2 7,4
OPG 0,07 pmol/l 3 5

Pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 450 nm dokonano w czytniku ptytkowym EL
800 (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA). Stgzenie badanych parametrow
odczytano poprzez sporzadzenie krzywej kalibracyjnej z wykorzystaniem oprogramowania

KC Junior (Bio-Tek Instruments, Inc.).

3.2.3. Metoda identyfikacji trzech polimorfizmow genu TNFRSF10A

Analiza genetyczna przeprowadzona byla w Pracowni Endokrynologii Molekularnej
w Katedrze i Klinice Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia lzotopami Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Od kazdego pacjenta, ktory zostat zakwalifikowany do badania
zarowno do grup badanych, jak i grupy kontrolnej pobrano okoto 4 ml krwi zylnej podczas
rutynowych badan laboratoryjnych do probowek z antykoagulantem EDTA. Izolacjg
genomowego DNA z krwi obwodowej przeprowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu
do izolacji QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen (Hilden, Niemcy) zgodnie z protokotem

dotaczonym do zestawu.

U kazdego pacjenta analizie poddano czgsto$¢ wystgpowania trzech polimorfizmow

genu TNFRSF10A kodujacego receptor TRAIL-R1: rs2230229, rs20276, rs6557634.

Reakcj¢ PCR przeprowadzono przy uzyciu zestawu TaKaRa Taq DNA Polymerase
Amplification Kit (Takara Bio Inc., Shiga, Japan). Startery do reakcji PCR dla
polimorfizméw genu TNFRSF10A zaprojektowano samodzielnie, natomiast ich synteza
zostata wykonana przez firm¢ Generi Biotech s.r.o. (Hradec Kralove, Czechy). Sekwencje
starterOw zostaty przedstawione w Tabeli 4. W sktad mieszaniny reakcji PCR wchodzito: 10
uM starterow, 1 x PCR bufor, 2 jednostki polimerazy Taq, 200 ng DNA, woda. PCR bufor
zawieral: 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs. Objetos¢ mieszaniny do reakcji PCR wynosita 20

ul.
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Tabela 4. Sekwencje starterow do reakcji PCR.

) ) Sekwencja starterow
Polimorfizm Produkt PCR [pz]
(5-3)

Fw CAGAGCCTGTGCCATCTTCT
rs2230229 154
Rv TGCTGATGAAATGGGTCAAC

Fw CTGCTGGTCCCTGTCTCCT
rs20576 145
Rv CCTCCCTCCCTGTGTGTACC

Fw AGCTGTACATGGGAGGCAAG
rs6557634 159
Rv TCTGGGAACTCTGTGGCAAT

W celu optymalizacji metody i okreslenia temperatury przytaczania poszczeg6lnych
primeréw wykonano seri¢ reakcji PCR z zastosowaniem termocyklera TPersonal
Thermocykler (Biometra GmbH, Gé ttingen, Niemcy) w zakresie temperatur 50-62°C.

Ustalono, ze najbardziej optymalna temperatura annealingu bedzie 59°C.

Amplifikacj¢ badanych fragmentow przeprowadzono w termocyklerze TPersonal
Thermocykler (Biometra GmbH, Go ttingen, Niemcy). Warunki reakcji PCR przedstawiono
w Tabeli 5.

Tabela 5. Warunki reakcji PCR dla badanych polimorfizméw genetycznych.

Etap reakcji PCR Temperatura Czas

Wstepna denaturacja 95°C 5 min.
Denaturacja 95°C 30 sek.
35 cykli | Przylaczanie starterow 59°C 45 sek.
Wydhizanie fancucha 72°C 45 sek.

Koficowe wydtuzanie 72°C 5 min.

Nastgpnie oczyszczono powielone fragmenty DNA z nadmiaru starterow
I niezwiazanych nukleotydow (dNTPs) z zastosowaniem egzonukleazy (Exol) i fosfatazy
alkalicznej (SAP) (Termo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wyzej wymienionych

enzymow stosowano jako mieszaning sporzadzona w stosunku 1:2.

W kolejnym etapie w celu identyfikacji badanych polimorfizméw zastosowano
technik¢ minisekwencjonowania (SNaPshot). Postgpowano zgodnie z protokotem zestawu
ABI PRISM SNaPshot™ Multiplex Kit (Termo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Startery do reakcji minisekwencjonowania zaprojektowano samodzielnie, natomiast ich
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synteze wykonata firma Generi Biotech s.r.o. (Hradec Kralove, Czechy). Sekwencje starterow

zostaly przedstawione w Tabeli 6.

Tabela 6. Sekwencje starteréw do reakcji minisekwencjonowania.

Polimorfizm Forward starter (5°—>3°)
rs2230229 ATGCATGCATGCATGCATGCATGCACCGGTTACAGGCTCCAGGA
rs20576 ATGCATGCCTGATTCTTTGTGGACACAC

rs6557634 ATGCATGCATGCATGCAGAGGTCCTGAATCTTCTCT

Amplifikacja skladala si¢ z 3 etapdéw: denaturacja (10 min., 95°C), przylaczanie
starterow (5 sek., SOOC), wydhluzanie tancucha (30 sek, 6OOC) 1 przeprowadzono ja
w termocyklerze TPersonal Thermocykler (Biometra GmbH, Go ttingen, Niemcy). Rozdziat
elektroforetyczny w denaturujacym zelu poliakrylamidowym zostat przeprowadzony
z uzyciem sekwenatora ABI PRISM 3100 Generic Analyzer (Termo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) w obecnosci standardu wewngtrznego LIZ120. Analiz¢ uzyskanych
wielkosci produktéw wykonano za pomoca oprogramowania GENE MAPPER Software,
v.4.0 (Termo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.2.4. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczna otrzymanych w pracy wynikow badan przeprowadzono w
pakiecie statystycznym R (wersja 4.0). Otrzymane wyniki zostaty przedstawione w tabelach
lub/i na wykresach z podaniem wartosci $redniej, odchylenia standardowego (£SD), mediany,
przedziatu kwartylowego (kwartyl pierwszy, kwartyl trzeci). Analizg¢ statystyczna
przeprowadzono z dwoch niezaleznych powtdrzen eksperymentu. Cechy ilosciowe
w przypadku dwoch grup zostaly porownane za pomoca testu U Manna Whitneya,
a W przypadku trzech grup zastosowano analiz¢ wariancji ANOVA z analiza post hoc metoda
Tukeya (Aligned ranks transformation ANOVA, ART ANOVA). Natomiast w celu poréwnania
cech jakosciowych w badanych grupach wykorzystano test Fishera. Test Spearmana
zastosowano do analizy istniejacych korelacji. W wykorzystanych w analizie statystycznej
testach za minimalny poziom istotnosci przyjeto p<0,05. Réwnowaga Hardy'ego-Weinberga
zostata zweryfikowana za pomoca testu chi-kwadrat i poprzez oszacowanie oczekiwanych

czgstosci genotypu na podstawie kwadratu dwumianu dla tych polimorfizmow.
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4. Wyniki

4.1. Analiza parametrow antropometrycznych u pacjentow z AI'TD

W badaniu uczestniczyto 133 osoby, w tym 92 osoby z grup badanych i 41 z grupy

kontrolnej. Charakterystyke grup badanych i grupy kontrolnej pod wzglgdem wieku i BMI

przedstawiono w Tabeli 7 ($rednia + SD, mediana (przedziat kwartylowy)).

Sredni wiek pacjentéw z grup badanych GD i HT oraz grupy kontrolnej wynosit
odpowiednio 53,9+13,1 lat vs. 44,4+18,6 vs. 57,4+12,8 lat [Rycina 3].

Grupy badane, jak i grupa kontrolna nie réznity si¢ istotnie statystycznie pod

wzgledem wartosci BMI (p=0,07). Najwigksze wartosci BMI zaobserwowano w grupie

kontrolnej (26,91+4,08 kg/m?). Zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia

dotyczacymi klasyfikacji BMI nadwage miato ponad 63% pacjentow z choroba GD, 45,8%

z grupy HT oraz 73,8% z grupy kontrolnej.

Tabela 7. Poréwnanie parametrow antropometrycznych w grupach badanych i kontrolne;.

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK
zmienna (n=69) (n=23) (n=41) P
p'=0,06
_ 53,9 + 13,1 44,4 + 18,6 57,7+ 12,8 ,
Wiek (lata) p°=0,21
54 (45-64) 44 (29,5-59) 58 (45-67)
p°=0,02
26,68 + 5,37 24,79 + 5,46 26,91 + 4,08
BMI (kg/m?) 0,07

26,84 (21,26-29,78)

24,16 (20,85-26,81)

27,10 (24,81-29,18)

Stosowane skroty: GD - choroba Gravesa i Basedowa, HT - choroba Hashimoto, GK - grupa kontrolna, p -
poziom istotnosci statystycznej, p' - roznica migdzy grupami GD-HT, p? - réznica migdzy grupami GD-GK, p-
réznica migdzy grupami HT-GK
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Rycina 3. Poréwnanie grup badanych i kontrolnej pod wzgledem wieku.

4.2. Analiza parametrow gospodarki weglowodanowej u pacjentow z AITD

Charakterystyke parametrow gospodarki weglowodanowej przedstawiono w Tabeli 8. Nie
wykazano istotnych statystycznie roznic pomigdzy stezeniem glukozy (p=0,9) i insuliny
(p=0,3) w grupach badanych i kontrolnej. Srednie stezenie glukozy na czczo wynosito dla
grup badanych GD, HT oraz kontrolnej odpowiednio 94,18+29,08; 89,30+11,12 i
91,34+13,62 mg/dl. Zgodnie z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego
dotyczacymi prawidtowego stezenia glukozy na czczo u ponad 77% pacjentow z GD, 92% z
HT oraz 79% pacjentéw z grupy kontrolnej stwierdzono prawidtowa glikemi¢ ha czczo, a
wigc stezenie glukozy w surowicy ponizej 100 mg/dl. We wszystkich grupach nie
zaobserwowano stgzenia insuliny na czczo wigkszego niz zakres referencyjny dla tego

parametru, a wigc powyzej 29 plU/ml.

Tabela 8. Stezenia glukozy i insuliny w grupach badanych i grupie kontrolnej.

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK
zmienna (n=69) (n=23) (n=41) P
Glukoza 94,18 + 29,08 89,30 +11,12 91,34 + 13,62 09
(mgy/dl) 89 (81,00-97,25) 87 (83,00-93,00) 86 (83,00-94,00)
Insulina 10,65 + 5,94 8,71+ 7,38 10,06 + 7,75 03
(n1U/ml) 8,95 (6,60-15,35) 6,07 (3,01-12,55) 7,99 (4,10-13,60)
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4.3. Analiza parametréw gospodarki lipidowej u pacjentéw z AITD i w grupie
kontrolnej
W Tabeli 9 przedstawiono charakterystyke lipidogramu w grupach badanych oraz
grupie kontrolnej. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomigdzy stgzeniem
cholesterolu catkowitego (p=0,4), cholesterolu frakcji HDL (p=0,08), cholesterolu frakcji
LDL (p=0,6) oraz trojglicerydow (p=0,1) w grupach badanych i kontrolnej. Zgodnie z
wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego prawidtowe stezenie cholesterolu
catkowitego wystepowato u 47,2% vs. 50% vs. 33,3%, HDL 80,5% vs. 100% vs. 78,6%, LDL
66,7% vs. 58,3% vs. 61,9%, trojglicerydow 65,3% vs. 100% vs. 76,2%, odpowiednio w
grupie GD, HT i GK.

Tabela 9. Gospodarka lipidowa w grupach badanych i kontrolnej.

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK
zmienna (n=69) (n=23) (n=41) g
Cholesterol
199,6 + 56,27 196,3 + 40,90 210,7 + 36,88
calkowity 0,4
196 (157,8-242,0) 189 (173,0-229,5) 208 (180,0-315,0)
(mg/dl)
HDL 52,21 + 13,61 58,22 + 10,48 56,39 + 14,71 0.08
(mg/dl) 50 (43,75-60,0) 57 (49,50-63,00) 56 (45,00-66,00) '
LDL 122,5 + 48,16 120,2 + 33,74 129,4 + 33,70 06
(mg/dl) 119 (83,0-163,8) 117 (99,5-150,5) 122 (105,0-154,0) '
TG 124,66 + 73,17 89,74 + 32,65 122,12 + 61,30 01
(mg/dl) 101 (79,5-165,0) 88 (67,5-121,5) 106 (82,0-149,0) '

Stosowane skroty: HDL - lipoproteiny o wysokiej ggstosci, LDL - lipoproteiny o niskiej ggstosci, TG -
trojglicerydy.

4.4. Analiza parametrow gospodarki hormonalnej u pacjentow z AITD i w grupie
kontrolnej
Analizg profilu hormonalnego badanych grup oraz grupy kontrolnej przedstawiono
w Tabeli 10. Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej zaobserwowano, ze istnieje
roznica istotna statystycznie w warto$ci stezenia TSH pomiedzy grupa GD a HT oraz GD i
GK (p<0,0001). Istotnie wigksze stgzenie TSH wystgpowato w grupie HT (2,51+2,04
plU/ml), natomiast mniejsze w grupie GD (1,23+1,92 ulU/ml) [Rycina 4].
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Tabela 10. Charakterystyka parametrow gospodarki hormonalnej w grupach badanych

i kontrolnej.
Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK
zmienna (n=69) (n=23) (n=41) P
p*<0,0001
TSH 1,23 +£1,92 2,51 +£2,04 1,74 + 0,81 .
p*<0,0001
(n1U/ml) 0,26 (0,005-1,42) 1,81 (1,14-3,54) 1,59 (1,21-2,27)
p°=0,53
pt=0,028
T, 8,11 + 6,74 5,10+ 0,87 5,35+0,77 T
(pmol/1) 5,61 (4,50-7,30) 5,01 (4,65-5,33) 5,33 (4,73-5,79) p3 _’
p°=0,26
p'=0,22
T, 20,53 + 15,64 14,71 £2,54 13,53 £2,07 720003
(pmol/l) 15,3 (12,90-20,60) 14,3 (12,95-16,15) 13,8 (12,50-15,20) pg _o '22
p=u,
p'=0,007
Anty-TG 128,6 + 499,0 438,7 +944,7 <20,0 £ 0,0 T 26067
(1U/ml) 20 (20,00-20,00) 20 (20,00-56,65) 20 (20,00-20,00) p3 ’
p°<0,0001
p*=0,08
Anty-TPO 262,1 +3583 373,0 £358,3 12,4 + 4,33 7 200001
< Ll
(1U/ml) 42,8 (10,2-412,1) 280,0 (31,2-610,5) 10,0 (10,0-13,5) P
p°<0,0001
p’<0,0001
TRAD 19,31+ 17,29 1,10 + 0,44 0,24 + 0,43 7 200001
< 1
un 9,56 (4,35-37,35) 0,99 (0,83-1,21) 0,001 (0,001-0,210) p3 5003
p=y,

Stosowane skroty: p' - roznica miedzy grupami GD-HT, p” - roznica miedzy grupami GD-GK,

migdzy grupami HT-GK

7.54

TSH [plU/mi]
3]
<

r
wn

0.0

GD

GK
Grupa

HT

Rycina 4. Rozktad $rednich stgzen TSH dla grup badanych i kontrolnej.

p® - roznica
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Analiza statystyczna wykazata rowniez istotng statystycznie réznicg w stezeniach T3
pomiedzy grupa GD a HT (p=0,028) [Rycina 5] oraz w stezeniach fT4 pomigdzy grupa GD
a GK (p=0,003) [Rycina 6]. Wigksze stezenia fT3 i T, wystgpowaly w grupie GD,
odpowiednio 8,11+6,74 i 20,53+15,64 pmol/l, natomiast w grupie HT zaobserwowano
istotnie mniejsze wartos$ci stezen fT3 (5,10+0,87 pmol/l) w stosunku do grupy GD. W grupie
GK érednie wartosci stgzen T, wynosity 13,53+2,07 pmol/l i byly rowniez znaczaco mniejsze

niz w grupie GD.

-
o,
'S
o0 @0 e

T [pmol/l]

1008 - - .

100.6 J !

GD GK HT
Grupa

Rycina 5. Rozktad srednich stezen fT3 w skali logarytmicznej dla grup badanych i kontrolnej.
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Rycina 6. Rozktad $rednich stgzen fT4 w skali logarytmicznej dla grup badanych i kontrolnej.

Roznice istotne statystycznie wykazano takze pomiedzy wszystkimi grupami

w mianach anty-TG i TRAb. Grupa GD charakteryzowala si¢ wickszym mianem TRAb
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(19,31£17,29 U/), a grupa HT wigkszym mianem anty-TG (438,7+944,7 IU/ml). Grupa

kontrolna prezentowata mniejsze miana obu parametréw, odpowiednio 0,24+0,43 U/l

i 20,0+0,0 IU/ml. Rozktad $rednich mian anty-TG i TRAb przedstawiono na Rycinie 7 i 8.

U ponad 90% pacjentéw z grupy GD wartos¢ miana TRAD byta powyzej 1,5 U/

anty-TG [IU/mI]

Rycina 7. Rozktad
i kontrolnej.

TRAD [U/]

Rycina 8. Rozktad
kontrolne;j.

GK HT
Grupa

@ |
w)

srednich mian anty-TG w skali logarytmicznej dla grup badanych

101_

10° 1 ‘ %
L]

1071 .
GD GK HT
Grupa

srednich mian TRAb w skali logarytmicznej dla grup badanych i

Analizujac wartosci anty-TPO migdzy grupami zaobserwowano roznice istotne

statystycznie (p<0,0001) dotyczace znaczaco wigkszych mian tych przeciwciat w grupie HT

wzgledem grupy GK oraz GD wzgledem grupy GK. Srednie wartosci miana anty-TPO w HT
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wynosity 373,0£358,3 IU/ml, w grupie GD 262,1+358,3 IU/ml, a w grupie GK 12,4+4,33
IU/ml [Rycina 9]. U 80% pacjentow z grupy HT i u 26% pacjentow z GD miano anty-TPO

byto powyzej zakresu referencyjnego tego parametru, a wigc powyzej 35 1U/ml.

anty-TPO [IU/mI]
8’\)

]
1
GD GK HT
Grupa

Rycina 9. Rozktad $rednich mian anty-TPO w skali logarytmicznej dla grup badanych
I kontrolnej.

4.5. Ocena stezen STRAIL, sTRAIL-R1, sTRAIL-R2 i OPG u pacjentéow z AITD
oraz w grupie kontrolnej
W surowicy krwi wszystkich pacjentow zakwalifikowanych do badania zostaty
oznaczone st¢zenia STRAIL i trzech jego receptorow: STRAIL-R1, sTRAIL-R2 oraz OPG.
W Tabeli 11 przedstawiono oceng stgzen badanych biatek.

Pacjenci z grupy GD i1 HT charakteryzowali si¢ istotnie wigkszymi st¢zeniami STRAIL
wzgledem grupy GK (1164 + 672,2 pg/ml). Srednia wartos¢ stezen sTRAIL w grupie GD
wynosita (2047 = 903,1 pg/ml), a w HT (1638 £ 472,2 pg/ml) i nie zauwazono roéznicy
istotnej statystycznie migdzy st¢zeniami oznaczanego biatka w obu tych grupach (p= 0,115)
[Rycina 10].
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Tabela 11. Stgzenie oznaczanych biatek w grupach badanych i kontrolnej.

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK
zmienna (n=69) (n=23) (n=41) P
p'=0,12
STRAIL 2047 £ 903,1 1638 +472,2 1164 £ 672,2 p2 20,0001
(pg/mil) 1722 (1456,1-2565) 1496 (1240,6-1954) 939 (693,8-1565) S
p*<0,0001
sTRAIL-R1 0,81+1,42 1,92 +0,93 0,57 £ 0,91 72068
(pg/mil) 0,001 (0,001-1,20) 1,56 (1,38-2,45) 0,001 (0,001-1,20) s
p°<0,0001
STRAIL-R2 3,26 + 14,12 2,93+6,79 2,66 + 4,37 0.4
(pg/mil) 0,001 (0,001-0,66) 0,001 (0,001-0,001) 0,001 (0,001-4,46)
OPG 3,59+ 1,44 3,14+ 1,35 3,98 + 1,30 0.08
(pmol/1) 3,54 (2,73-4,66) 3,0 (2,39-4,12) 3,84 (3,01-4,79)

Stosowane skroty: p' - roznica miedzy grupami GD-HT, p® - roznica miedzy grupami GD-GK, p° - roznica
migdzy grupami HT-GK
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Rycina 10. Rozktad $rednich stezen sSTRAIL w grupach badanych i kontrolne;.

Analiza statystyczna wykazata znaczaco wigksze stgzenie STRAIL-R1 w grupie HT,
w poréownaniu do GD (p<0,0001) i GK (p<0,0001). Srednie wartosci stezen receptora
STRAIL-R1 w grupie pacjentow z HT wynosity 1,92+0,93 pg/ml, a w grupie GD 0,81+1,42
pg/ml. Wszystkie otrzymane warto$ci w tym oznaczeniu byly ponizej progu czutosci testu,
ktory dla STRAIL-R1 wynosi 8 pg/ml, a wyniki uzyskano poprzez tzw. ekstrapolowanie.
Charakterystyke badanych grup pod wzgledem $rednich stgzen STRAIL-R1 przedstawiono na
Rycinie 11.
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Rycina 11. Rozktad srednich stezen STRAIL-R1 w grupach badanych i kontrolnej.

Oceniajac stezenie receptora STRAIL-R2 w badanych grupach nie wykazano istotnej
réznicy w wartosciach stgzenia tego receptora pomig¢dzy grupami (p=0,4). U 82% pacjentéw
stezenie tego biatka byto ponizej progu czutosci testu, ktory wynosit 6 pg/ml, a otrzymane

wyniki oznaczen byly ekstrapolowane.

Roéznica pomigdzy grupami a st¢zeniem receptora OPG pozostawala na granicy
istotnosci statystycznej (p=0,08). Srednie stezenie OPG w grupie GD wynosito 3,59+1,44
pmol/l i byto wigksze wzgledem grupy HT (3,14+1,35 pmol/l). Najwigksze st¢zenia OPG
prezentowata grupa kontrolna 3,98+1,30 pmol/I.

4.6. Analiza korelacji miedzy stezeniem STRAIL, STRAIL-R1, sTRAIL-R2 i OPG
awiekiem, BMI, parametrami gospodarki weglowodanowej, lipidowej

i hormonalnej u pacjentow z AITD
Analizujac zalezno$ci pomigdzy warto§ciami stgzen oznaczanych biatek a wiekiem
zaobserwowano istotna dodatnig korelacje zwiazana ze st¢zeniem OPG w grupie GD (r=0,52;
p<0,0001). Natomiast w grupie HT wykazano istotna, dodatnia korelacj¢ migdzy wartoscia
BMI a stgzeniem biatka sTRAIL (r=0,46; p=0,03) oraz receptora STRAIL-R1 (r=0,49;

p=0,02). Otrzymane wyniki analizy statystycznej przedstawiono w Tabeli 12.
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Tabela 12. Wartos¢ wspotczynnika korelacji Spearmana (r) i poziomu istotnosci statystycznej
migdzy stezeniem oznaczanych biatek a wiekiem i warto$cia BMI w grupie HT i GD.

Analizowana AITD STRAIL STRAIL-R1 STRAIL-R2 OPG

zmienna (n=92) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pmol/l)
GD r=-0,12 r=-0,09 r=-0,14 r=0,52

Wiek (n=69) | p=0,317 p= 0,47 p= 0,267 p= <0,0001
(lata) HT r=-0,06 r=0,09 r=-0,33 r=0,28
(n=23) | p=0,80 p= 0,69 p=0,12 p=0,20
GD r=-0,05 r=-0,04 r=0,08 r=0,07
BMI (n=69) | p=0,80 p=0,81 p= 0,65 p=0,70
(kg/m?) HT r=0,46 r=0,49 r=-0,02 r=0,19
(n=23) | p=0,03 p=0,02 p= 0,94 p=0,39

Stosowane skroty: STRAIL - forma rozpuszczalna biatka TRAIL; STRAIL-R1, sTRAIL-R2 — formy
rozpuszczalne receptorow §mierci dla biatka TRAIL; OPG- osteoprotegeryna

Oceniajac zaleznosci pomiedzy stgzeniem sTRAIL, STRAIL-R1, sTRAIL-R2 oraz
OPG a parametrami gospodarki wegglowodanowej wykazano istotng statystycznie, ujemna
korelacje jedynie pomigdzy stgzeniem receptora OPG a st¢zeniem insuliny w grupie GD (r=-

0,36; p=0,006) [Tabela 13].

Tabela 13. Warto$¢ wspotczynnika korelacji Spearmana (r) i poziomu istotnosci statystycznej
migdzy ste¢zeniem oznaczanych biatek a parametrami gospodarki weglowodanowej w grupie
HT i GD.

Analizowana AITD STRAIL STRAIL-R1 STRAIL-R2 OPG
zmienna (n=92) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pmol/l)

GD r=0,19 r=0,15 r=-0,19 r=0,18
Glukoza (n=69) |p=0,13 p=0,23 p=0,12 p=0,15
(mg/dl) HT r=0,14 r=0,39 r=-0,31 r=0,15
(n=23) | p=0,53 p= 0,06 p=0,15 p= 0,50

GD r=0,02 r=-0,31 r= 0,36 r=-0,36

Insulina (n=69) | p=0,90 p= 0,06 p=0,0536 p= 0,006
(nTU/ml) HT r=0,24 r=0,11 r=0,11 r=0,19
(n=23) | p=0,26 p= 0,60 p= 0,60 p=0,38
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Analizujac korelacje pomigdzy st¢zeniem sTRAIL, STRAIL-R1, sTRAIL-R2 oraz

OPG a parametrami gospodarki lipidowej wykazano istotna, dodatnia korelacj¢ pomigdzy

stezeniem biatka STRAIL a stezeniem trojglicerydow w grupie HT (r=0,48; p=0,02) [Rycina

12]. Analiza pozostatych parametrow nie wykazala statystycznie istotnych réznic w grupach

GD oraz HT. Otrzymane wyniki analizy statystycznej zostaly przedstawione w Tabeli 14.

Tabela 14. Wartos¢ wspotczynnika korelacji Spearmana (r) i poziomu istotnosci statystycznej
migdzy ste¢zeniem oznaczanych bialek a parametrami gospodarki lipidowej w grupie HT i

GD.

Analizowana AITD STRAIL STRAIL-R1 STRAIL-R2 OPG
zmienna (n=92) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pmol/l)
GD r=0,02 r=-0,06 r=10,005 r=0,18
Cholesterol
(n=69) | p=0,84 p=0,64 p=0,97 p=0,15
calkowity
HT r=0,17 r=0,18 r=0,005 r=0,2
(mg/dl)
(n=23) | p=0,43 p=0,42 p= 0,98 p=0,37
GD r=0,10 r=0,09 r=-0,18 r=-0,004
HDL (n=69) | p=0,40 p= 0,44 p=0,15 p=0,98
(mg/dl) HT r=-0,30 r=-0,37 r=0,18 r=-0,28
(n=23) | p=0,17 p= 0,08 p= 0,41 p=0,19
GD r=0,005 r=-0,06 r=0,07 r=0,15
LDL (n=69) | p=0,97 p= 0,65 p= 0,56 p=0,23
(mg/dl) HT r=0,21 r=0,29 r=-0,35 r=0,25
(n=23) | p=0,34 p=0,19 p= 0,07 p= 0,25
GD r=-0,02 r=-0,02 r=0,014 r=0,20
TG (n=69) | p=0,88 p=0,89 p=0,91 p=0,11
(mg/dl) HT r=0,48 r=0,35 r=-0,01 r=0,37
(n=23) | p=0,02 p=0,11 p= 0,95 p=0,08

Stosowane skroty: HDL-
trojglicerydy

lipoproteiny o wysokiej

gestosci, LDL- lipoproteiny o niskiej ggstosci, TG-
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Rycina 12. Analiza korelacji migdzy stgzeniem biatka sTRAIL a stgzeniem trojglicerydow
w grupach badanych i kontrolnej.

W odniesieniu do parametrow hormonalnych wykazano istotna, ujemna korelacjg
pomigdzy sTRAIL a stgzeniem TSH w grupie GD (r=-0,35; p=0,0033). W grupie GD
wykazano rowniez istotna, dodatnig korelacje pomigdzy sTRAIL i STRAIL-R1 a stgzeniem
fT3, odpowiednio (r=0,40; p=0,0008) i (r=0,38; p=0,0014). Natomiast w grupie HT
zaobserwowano takze istotna, ujemna korelacje miedzy stezeniem STRAIL-R2 oraz mianem
anty-TPO i dodatnia korelacj¢ migedzy stezeniem OPG oraz mianem anty-TPO, odpowiednio
(r=-0,47; p=0,025) i (r=0,42; p=0,048). Korelacje migdzy profilem hormonalnym badanych
grup przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 15. Wartos¢ wspotczynnika korelacji Spearmana (r) i poziomu istotnosci statystycznej
pomigdzy stgzeniem oznaczanych biatek a parametrami gospodarki hormonalnej w grupie HT

1 GD.

Analizowana AITD STRAIL STRAIL-R1 STRAIL-R2 OPG
zmienna (n=92) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pmol/l)
GD r=-0,35 r=-0,23 r=-0,08 r=0,22
TSH (n=69) | p=0,0033 p=0,0587 p=0,51 p=0,07
(pIU/ml) HT r=-0,20 r=-0,06 r=-0,38 r=0,31
(n=23) | p=0,36 p=0,80 p=0,08 p=0,15
GD r=0,40 r=0,38 r=0,02 r=0,08
T, (n=69) | p=0,0008 p=0,0014 p=0,85 p=0,52
(pmol/l) HT r=-0,17 r=-0,0631 r=-0,07 r=0,06
(n=23) | p=0,44 p=0,77 p=0,74 p=0,78
GD r=0,09 r=0,05 r=0,19 r=-0,20
T, (n=69) | p=0,48 p=0,68 p=0,12 p= 0,09
(pmol/l) HT r=-0,10 r=-0,13 r=0,02 r=-0,24
(n=23) | p=0,63 p= 0,56 p= 0,92 p= 0,27
GD r=0,15 r=0,13 r=-0,11 r=-0,19
anty-TG (n=69) | p=0,21 p=0,29 p=10,38 p=10,12
(1u/ml) HT r=0,0008 r=0,33 r=-0,36 r=-0,05
(n=23) | p=0,99 p=0,12 p=0,09 p=10,81
GD r=0,10 r=0,18 r=0,01 r= 0,006
anty-TPO (n=69) | p=0,42 p=0,14 p=0,90 p= 0,96
(1U/ml) HT r=0,21 r=0,25 r=-0,47 r=0,42
(n=23) | p=0,33 p=0,26 p=0,025 p= 0,048
GD r=0,10 r=0,09 r=0,09 r=0,10
TRADb (n=69) | p=0,41 p= 0,46 p= 0,45 p=0,41
un HT r=0,20 r=0,07 r=0,04 r=-0,009
(n=23) | p=0,36 p=0,77 p= 0,85 p=0,97

Stosowane skroty: TSH- tyreotropina, fTz- trijodotyronina, fT4- tyroksyna, anty-TG- przeciwciata przeciwko
tyreoglobulinie, anty-TPO- przeciwciala przeciwko peroksydazie tarczycy, TRADb- przeciwciata przeciwko
receptorowi TSH
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4.7. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow: rs2230229,
rs20576, rs6557634 u pacjentéw z AITD oraz w grupie kontrolnej
Czg$¢ analizy statystycznej zwiazanej z polimorfizmami genu TNFRSF10A
rozpocz¢to od okreslenia czy czgsto$¢ wystgpowania genotypoOw jest zgodna z prawem
Hardy-Weinberga (HW). Po przeprowadzeniu szeregu obliczen nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic pomiedzy porownywanymi rozktadami liczebnosci genotypow [Tabela
16]. Czesto$¢ alleli wszystkich badanych polimorfizméw genu TNFRSF10A zaré6wno w
grupach badanych, jak i w grupie kontrolnej byta zgodna z prawem HW.

Tabela 16. Analiza rozkladu genotypéw badanych polimorfizméw genu TNFRSF10A
w grupach badanych oraz kontrolnej.

) i Grupa GD Grupa HT Grupa GK
Polimorfizm
(n=69) (n=23) (n=41)
rs2230229 p =0,159 p = 0,389 p = 0,550
rs20576 p =0,136 p=0,183 p=0,321
rs6557634 p=0,738 p = 0,505 p=0,168

p>0,05 zgodne z prawem HW

Po przeprowadzeniu analizy statystycznej z zastosowaniem testu Fishera nie
zaobserwowano réznicy istotnej statystycznie dotyczacej czgstosci wystgpowania genotypow
polimorfizmu rs2230229 genu TNFRSF10A pomiedzy grupami GD, HT i GK (p= 0,33)
[Tabela 17] [Rycina 13]. W kazdej z badanych grup dominuja homozygoty AA, natomiast w
zadnej z badanych grup nie stwierdzono obecno$ci homozygoty GG. Analizujac czgstosé
wystgpowania alleli zauwazono, ze we wszystkich grupach dominuje allel ochronny A

(85,51% vs. 84,78% vs. 91,46%) nad allelem ryzyka G (14,49% vs. 15,22% vs. 8,54%).

62



Tabela 17. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli
TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.

polimorfizmu rs2230229 genu

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK

zmienna (n=169) (n=23) (n=41) P
Genotyp AA 49 (71,01%) 16 (69,57%) 34 (82,93%)
Genotyp AG 20 (20,99%) 7 (30,43%) 7 (17,07%) 0,33
Genotyp GG 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Allel A 118 (85,51%) 39 (84,78%) 75 (91,46%)

Allel G 20 (14,49%) 7 (15,22%) 7 (8,54%)

100 4

751

%

50 1

251

GD GK HT
Grupa
Genotyp 0 AG Il AA

Rycina 13. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu rs2230229 genu TNFRSF10A
w grupach badanych i kontrolnej.

Wyniki analizy statystycznej z uzyciem testu Fishera polimorfizmu rs20576 genu
TNFRSF10A byty podobne do rezultatbw uzyskanych w toku analizy polimorfizmu
rs2230229. W tym przypadku rowniez nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic W
czgstosci wystgpowania genotypéw w grupach GD, HT i GK (p= 0,39) [Tabela 18] [Rycina
14]. Dominujacym genotypem w tym polimorfizmie byta homozygota AA, a homozygot CC
W ogole nie zaobserwowano w eksperymencie. Allelem ochronnym we wszystkich grupach
byt allel A (84,78% vs. 78,26% vs. 86,59%), a allel C stanowit allel ryzyka (15,22% vs.
21,74% vs. 13,41%).
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Tabela 18. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu rs20576 genu
TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK

zmienna (n=169) (n=23) (n=41) P
Genotyp AA 48 (69,57%) 13 (56,52%) 30 (73,17%)
Genotyp AC 21 (30,43%) 10 (43,48%) 11 (26,83%) 0,39
Genotyp CC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Allel A 117 (84,78%) 36 (78,26%) 71 (86,59%)

Allel C 21 (15,22%) 10 (21,74%) 11 (13,41%)

100 1

751

Y%

50 1

251

GD GK HT
Grupa
Genotyp 0 AC Il AA

Rycina 14. Czgsto§¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu rs20576 genu TNFRSF10A
w grupach badanych i kontrolnej.

Analizujac czesto$¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu rs6557634 genu
TNFRSF10A zaobserwowano wystepowanie wszystkich trzech mozliwych genotypow, €0 jest
cecha odrozniajaca od pozostatych dwoch polimorfizméw. Ponadto nie zauwazono rdznic
istotnych statystycznie pod wzgledem czgstosci wystgpowania genotypoéw tego polimorfizmu
w grupach GD, HT i GK (p=0,76) [Tabela 19] [Rycina 15]. We wszystkich grupach
najczesciej wystepowaly heterozygoty GA (47,83% vs. 56,52% vs. 39,02%). Natomiast
czgstos¢ wystepowania homozygot AA, jak I GG byla zblizona. Czgsto$¢ wystgpowania
zarowno allela ochronnego A (52,90% vs. 54,35% vs. 53,66%), jak i allela ryzyka G (47,10%
vs. 45,65% vs. 46,34%) we wszystkich grupach byty podobne.
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Tabela 19. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu rs6557634 genu
TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.

Analizowana Grupa GD Grupa HT Grupa GK

zmienna (n=69) (n=23) (n=41) P
Genotyp AA 20 (28,99%) 6 (26,09%) 14 (34,15%)
Genotyp GA 33 (47,83%) 13 (56,52%) 16 (39,02%) 0,76
Genotyp GG 16 (23,19%) 4 (17,39%) 11 (26,83%)

Allel A 73 (52,90%) 25 (54,35%) 44 (53,66%)

Allel G 65 (47,10%) 21 (45,65%) 38 (46,34%)

100 4

751

%

50 1

251

GD GK HT
Grupa
Genotyp 0 GG 0 GA I AA

Rycina 15. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A

w grupach badanych i kontrolnej.

4.8. Analiza korelacji wystepowania genotypéw badanych polimorfizmow ze
stezeniem STRAIL i STRAIL-R1 u pacjentéw z AITD oraz w grupie kontrolnej

Na podstawie analizy statystycznej nie wykazano istotnosci statystycznej pomigdzy

polimorfizmami rs2230229, rs20576, rs6557634 a stezeniem biatka sSTRAIL oraz receptora
STRAIL-R1 [Tabela 20-22].
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Tabela 20. Korelacje migdzy polimorfizmem rs2230229 genu TNFRSF10A a stezeniem
oznaczanych w eksperymencie biatek w grupach badanych i grupie kontrolnej obliczone ART

ANOVA.
Analizowana Genotyp . ) .
) Grupa p p P
zmienna AG AA
6D 1994 + 890,2 2068 +916,5
1760,8 (1389,9-2474) 1721,7 (1495,2-2567)
STRAIL 1806 £617,5 1564 +£394,5
HT <0,0001 0,46 0,79
(pg/ml) 1681,3 (1343,7-2022) 1461,7 (1234,2-1822)
oK 1134 £ 615,7 1170 £ 691,8
929,0 (707,7-1388) 958,8 (693,1-1483)
6D 0,49 + 0,81 0,94+1,59
0,001 (0,001-1,20) 0,001 (0,001-2,27)
STRAIL-R1 2,07 £0,79 1,86 £ 1,00
HT <0,0001 | 0,78 | 0,99
(pg/ml) 1,91 (1,38-2,81) 1,56 (1,47-2,00)
GK 0,51 +£0,67 0,58 £ 0,96
0,001 (0,001-1,02) 0,001 (0,001-1,34)

Stosowane skroty: p' - roznica miedzy analizowana zmienna a grupa, p° - rznica migdzy analizowana zmienna
a genotypem, p* - interakcja migdzy analizowana zmienna, grupa i genotypem

Tabela 21. Korelacje migdzy polimorfizmem rs20576 genu TNFRSF10A a stgzeniem
oznaczanych w eksperymencie biatek w grupach badanych i grupie kontrolnej obliczone ART

ANOVA.
Analizowana Genotyp L ) .
. Grupa p p p
zmienna AC AA
6D 2268 £936,7 1950 + 880,3
1990,6 (1462,0-2938) 1703,5 (1419,7-2296)
STRAIL 1593 + 609,4 1672 +356,9
T <0,0001 | 0,11 | 0,27
(pg/ml) 1378,6 (1240,6-1618) | 1754,2 (1446,8-2010)
oK 1349 + 720,6 1096 + 653,0
1090,3 (840,8-1865) 1921,7 (685,4-1228)
0 1,04 = 1,62 0,70 + 1,33
0,001 (0,001-2,27) 0,001 (0,001-1,20)
STRAIL-R1 1,72 +£0,82 2,08 £1,01
HT <0,0001 0,41 0,61
(pg/ml) 1,56 (1,56-2,18) 1,56 (1,20-2,98)
GK 0,77 £0,99 0,49 + 0,89
0,001 (0,001-1,55) 0,001 (0,001-0,90)

Stosowane skroty: p1 - r6znica migdzy analizowana zmienng a grupa, p2 - r6znica migdzy analizowana zmienna
a genotypem, p* - roznica migdzy analizowana zmienna, grupa i genotypem
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Tabela 22. Korelacje migdzy polimorfizmem rs6557634 genu TNFRSF10A a stgzeniem oznaczanych w eksperymencie bialek w grupach
badanych i grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p P p
Zmienna AA GA GG
Db 1972 + 662,5 2228 + 993,9 1807+ 886,7
1747,9 (1525,4-2187) 1825,0 (1634,8-2802) 1544,6 (1249,5-2341)
sTRAIL 1648 + 382,5 1650 + 540,5 1604 + 436,3
HT <0,0001 0,12 0,30
(pg/ml) 1672,3 (1388,8-1932) 1495,8 (1240,6-1797) 1561,2 (1272,5-1997)
oK 1024 + 706,8 1153 + 667,1 1286 + 678,2
682,6 (480,1-1437) 983,1 (794,4-1213) 10,35,6 (806,6-1632)
oD 0,75+ 1,66 0,88 +1,26 0,74 £1,54
0,001 (0,001-0,39) 0,001 (0,001-2,27) 0,001 (0,001-0,93)
sTRAIL-R1 1,56 + 0,29 2,10+1,14 1,80 = 0,62
HT <0,0001 0,11 0,76
(pg/ml) 1,56 (1,57-1,65) 1,91 (1,20-2,98) 1,56 (1,56-1,82)
0,43+0,74 0,42 + 0,86 0,85+ 1,07
GK

0,001 (0,001-0,60)

0,001 (0,001-0,21)

0,001 (0,001-1,82)

Stosowane skroty: p' - roZnica migdzy analizowana zmienna a grupa, p° - roZnica miedzy analizowana zmienna a genotypem, p° - roznica miedzy analizowana zmienna, grupa

i genotypem
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4.9. Analiza korelacji czestosci wystepowania polimorfizméw z wiekiem, BMI,

parametrami gospodarki weglowodanowej, lipidowej i hormonalnej u pacjentéw

z AITD oraz w grupie kontrolnej

Nie stwierdzono istotnych korelacji pomigdzy badanymi polimorfizmami genu
TNFRSF10A a BMI i parametrami gospodarki weglowodanowej wsrod pacjentow
zakwalifikowanych do grup badanych oraz do grupy kontrolnej. Wykazano, ze
w polimorfizmie rs20576 w grupie GD osoby o genotypie AC bylo miodsze od osob
z genotypem AA, a w grupie HT osoby z genotypem AA byly mtodsze od oséb z genotypem
AC. Homozygoty AA w HT byly rowniez mtodsze od homozygot AA w grupie GK [Tabela
24]. W polimorfizmie rs6557634 homozygoty AA i heterozygoty GA w grupie HT byly
mlodsze od homozygot AA w grupie GD i GK [Tabela 25]. Wyniki analizy statystycznej

zaleznosci czgstosci wystgpowania polimorfizméw wzglgdem wieku, BMI i gospodarki

weglowodanowej zostaty przedstawione w Tabelach 23-28.

Tabela 23. Korelacje migdzy polimorfizmem rs2230229 genu TNFRSF10A a wiekiem i BMI
u pacjentow z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p p P
Zmienna AG AA
D 54,40 £ 12,76 53,71 +£ 13,39
54,5 (44,50-65,50) 53,0 (45,00-64,00)
Wiek 41,00 £21,18 4588 £17,87
HT 0,016 0,51 0,73
(lata) 37,0 (22,00-59,00) 44,5 (32,75-57,0)
oK 55,0+ 16,25 57,91 £ 12,27
46,0 (44,0-68,5) 58,5 (48,25-66,5)
6D 30,85 + 4,81 25,56 £ 5,02
27,46 (27,29-35,82) 24,99 (19,38-28,98)
BMI
24,62 £ 7,29 24,87 £ 4,68
(kg/m?) HT 007 | 040 | 010
22,03 (21,00-24,32) 25,00 (20,96-27,51)
oK 27,26 £5,76 26,84 £ 3,76
27,72 (25,14-28,32) 27,05 (24,88-29,31)

Stosowane skroty: pl - r6znica mi¢dzy analizowana zmienng a grupa, p2 - r6znica mig¢dzy analizowana zmienna
a genotypem, p? - interakcja migdzy analizowana zmienna, grupa i genotypem, BMI - wskaznik masy ciata
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Tabela 24. Korelacje migdzy polimorfizmem rs20576 genu TNFRSF10A a wiekiem i BMI
u pacjentow z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L i .
. Grupa p p p
zmienna AC AA
GD 49,14 £ 11,96 56,00 +£ 13,18
50,0 (40,00-56,00) 55,5 (47,25-65,25)
Wiek 54,30 + 18,63 36,77 £ 15,11
HT 0,006 0,72 0,004
(lata) 58,5 (44,25-67,75) 33,0 (24,00-51,00)
oK 56,55 + 14,67 57,73 £ 12,37
61,00 (44,50-65-00) 58,0 (48,25-67,00)
6D 28,06 £ 6,40 26,09 £ 4,89
27,42 (22,65-34,07) 26,04 (22,24-28,83)
BMI
25,70 £ 6,24 24,03 + 4,86
(kg/m?) HT 0,10 | 047 | 081
25,36 (21,16-28,01) 23,05 (21,15-26,16)
oK 27,54+ 4,38 26,68 + 4,02
27,10 (26,40-27,86) 27,15 (23,80-29,31)

Stosowane skroty: p1 - r6znica migdzy analizowana zmienng a grupa, p2 - r6znica mig¢dzy analizowana zmienna

a genotypem, p* - interakcja migdzy analizowana zmienna, grupa i genotypem, BMI - wskaznik masy ciata
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Tabela 25. Korelacje migdzy polimorfizmem rs6557634 genu TNFRSF10A a wiekiem i BMI u pacjentoéw z AITD i w grupie kontrolnej

obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p P p
Zmienna AA GA GG
D 57,44 + 14,46 53,88 £12,92 51,15+12,32
59,5 (48,25-66,0) 53,0 (45,0-64,0) 52,5 (43,75-60,0)
Wiek 32,25+ 14,73 41,69 £19,91 58,33 £8,26
HT 0,003 0,43 0,021
(lata) 29,0 (20,75-40,5) 33,0 (27,0-54,0) 59,0 (55,0-64,5)
oK 61,00 + 11,79 55,94 + 12,51 56,29 + 14,32
63,0 (53,0-69,5) 56,5 (45,25-64,0) 59,5 (45,00-66,5)
D 28,89 + 3,33 26,31 £5,14 25,48 +£ 7,45
27,51 (27,07-29,57) 26,84 (22,35-29,56) 21,05 (20,80-30,02)
BMI
) 22,44 £ 3,50 25,01 £5,75 25,49 £ 6,09
(kg/m?) HT 0,09 0,09 0,47
22,03 (20,60-24,08) 25,00 (20,70-26,99) 23,58 (21,75-27,33)
oK 28,93 +3,76 26,40 + 4,42 2591 3,61
29,18 (27,54-29,73) 26,25 (23,46-28,71) 27,05 (25,02-27,68)

Stosowane skroty: p’ - roznica miedzy analizowana zmienna a grupa, p° - roznica miedzy analizowana zmienna a genotypem, p° - interakcja miedzy analizowana zmienna,
grupa i genotypem, BMI - wskaznik masy ciata
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Tabela 26. Korelacje migdzy polimorfizmem rs2230229 genu TNFRSF10A a parametrami
gospodarki weglowodanowej u pacjentow z AITD 1 w grupie kontrolnej obliczone ART

ANOVA.
Analizowana Genotyp ) ) .
. Grupa p p p
Zmienna AG AA
oD 93,75 £ 24,89 94,35 + 30,90
88,5 (81,75-91,25) 89,5 (80,75-98,25)
Glukoza 85,43 £ 4,12 91,00 £ 12,82
HT 095 0,71 0,67
(mg/dl) 85,00 (82,50-87,00) 89,50 (85,25-94,00)
oK 92,86 £ 13,91 91,03 £ 13,75
87,00 (82,50-99,00) 86,00 (83,00-93,75)
oD 8,35+4,80 11,11 £ 6,12
6,91 (6,64-8,93) 9,19 (6,58-15,40)
Insulina
6,58 + 4,91 9,64 + 8,20
(rnlU/ml) HT 0,25 0,63 0,56
5,67 (3,01-8,14) 6,91 (3,00-14,55)
GK 10,63 + 6,60 9,94 + 8,05
8,56 (6,60-13,39 7,47 (3,19-13,53)

Stosowane skroty: p' - roznica migdzy analizowana zmienna a grupa, p - réznica miedzy analizowana zmienna
a genotypem, p* - interakcja migdzy analizowana zmienna, grupa i genotypem

Tabela 27. Korelacje migdzy polimorfizmem rs20576 genu TNFRSF10A a parametrami

gospodarki weglowodanowej u pacjentow z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART
ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
) Grupa p p p
zmienna AC AA
o 93,29 + 23,62 94,57 + 31,44
88,0 (81,0-94,0) 89,0 (81,5-98,0)
Glukoza 88,40 + 7,21 90,00 + 13,65
HT 090 | 068 | 081
(mg/dI) 88,5 (86,0-93,0) 87,0 (82,0-92,0)
oK 89,55 +12,53 92,00 + 14,15
86,0 (81,5-93,5) 87,5 (83,0-96,3)
. 11,01 = 6,51 10,47 + 5,81
8,70 (6,92-14,43) 8,06 (6,54-15,25)
Insulina
8,20+ 524 9,03 8,89
(nIU/ml) HT 0,24 0,48 0,92
8,12 (3,66-10,44) 5,67 (2,28-14,20)
oK 10,58 + 6,40 9,87 + 8,29
8,13 (6,86-16,20) 7,26 (3,40-13,18)

7 1 S . . . 7 7 .« . . P
Stosowane skroty: p~ - réznica migdzy analizowana zmienna a grupa, p° - rdznica migdzy analizowana zmienna

a genotypem,

interakcja

migdzy

analizowana

zmienna,

grupa

1

genotypem
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Tabela 28. Korelacje migdzy polimorfizmem rs6557634 genu TNFRSF10A a parametrami gospodarki weglowodanowej u pacjentow z AITD
i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p P p
Zmienna GG GA AA
D 82,56 + 11,23 98,88 + 36,19 95,95 + 24,32
82,0 (77,50-89,00) 92,0 (86,75-99,25) 90,0 (83,25-99,25)
Glukoza 83,25+ 5,50 87,77 £ 12,08 96,67 + 8,64
HT 0,95 0,08 0,05
(mg/dl) 84,5 (80,50-87,25) 86,0 (83,00-90,00) 93,5 (92,25-97,75)
oK 92,00+ 13,20 94,12 + 16,88 87,64 £9,14
86,0 (83,50-98,50) 88,5 (82,75-98,75) 85,0 (82,00-93,75)
oD 11,84 + 8,04 11,59 + 5,63 7,93 £5,46
10,87 (5,99-16,73) 9,52 (8,35-15,55) 6.67 (4.60-8,52)
Insulina
11,57 £ 10,51 6,95 +5,79 10,60 + 8,61
(rlU/ml) HT 0,26 0,18 0,45
6,66 (5,97-12,26) 4,51 (2,28-9,04) 9,32 (4,30-13,38)
13,37 + 9,81 10,36 + 7,53 7,11+5,17
GK

12,50 (5,69-17,15)

7,99 (6,13-12,93)

6,23 (2,59-9,15)

Stosowane skroty: p’ - roznica miedzy analizowana zmienna a grupa, p° - roznica miedzy analizowana zmienna a genotypem, p° - interakcja miedzy analizowana zmienna,

grupa

i genotypem
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W analizie zaleznosci pomigdzy badanymi polimorfizmami a parametrami gospodarki

lipidowej [Tabele 29-31] zaobserwowano istotna korelacj¢ jedynie migdzy polimorfizmem

rs6557634 a stezeniem cholesterolu catkowitego w grupach (p=0,048). W grupie HT

homozygoty AA charakteryzowaty sig istotnie Wigkszym st¢zeniem cholesterolu catkowitego
(236,7+18,91 mg/dl) w porownaniu do homozygot AA w grupie GD (190,7+63,90 mg/dl).

Natomiast homozygoty GG w grupie GD mialy znaczaco wigksze stgzenie cholesterolu

catkowitego (223,5+42,20 mg/dl) niz w grupie HT (186,0+65,83 mg/dl) [Rycina 16].

Tabela 29. Korelacje migdzy polimorfizmem rs2230229 genu TNFRSF10A a parametrami
gospodarki lipidowej u pacjentéw z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p p P
zZmienna AG AA
oD 200,9 + 60,41 199,1 + 55,12
198,0 (154,2-246,0) 195,0 (160,2-238,8)
Cholesterol
181,0 + 44,19 202,9 + 38,94
calkowity HT 0,41 0,16 0,27
189,0 (169,0-199,5) 203,5 (173,0-231,0)
(mg/dl)
oK 183,0 £ 31,27 216,4 + 35,69
179,0 (167,0-180,5) 212,5 (196,2-231,2)
oD 30,85 + 4,81 25,56 £ 5,02
27,46 (27,29-35,82) 24,99 (20,89-28,98)
HDL 24,62 +7,29 24,87 + 4,68
HT 0,07 0,40 0,10
(mg/dl) 22,03 (21,00-24,32) 25,00 (20,96-27,51)
oK 27,26 £5,76 26,84 £3,76
27,72 (25,14-28,32) 27,05 (24,88-29,31)
D 122,2 + 54,63 122,6 + 45,82
119,0 (83,0-164,0) 116,5 (85,8-163,8)
LDL 103,1 + 30,22 127,6 + 33,31
HT 0,56 0,18 0,42
(mg/dl) 105,0 (91,50-115,0) 133,5 (100,75-154,5)
oK 112,1 + 26,61 133,0 + 34,23
103,0 (98,5-110,0) 130,5 (112,0-157,0)
6D 146,85 + 96,13 115,42 + 60,0
156,5 (80,00-169,5) 94,0 (75,50-155,5)
Trojglicerydy 86,86 + 32,30 91,00 + 33,78
HT 0,07 0,61 0,09
(mg/dl) 91,0 (75,50-107,0) 83,0 (67,75-123,0)
oK 89,71 + 23,17 128,79 + 64,72
82,0 (75,50-110,0) 109,0 (85,25-166,8)

Stosowane skroty: p1 - r6znica mi¢dzy analizowana zmienng a grupa, p2 - r6znica mig¢dzy analizowana zmienna
a genotypem, p° - interakcja miedzy analizowana zmienna, grupa i genotypem, HDL - lipoproteiny o wysokiej
gestosci, LDL - lipoproteiny o niskiej ggstosci, TG - trojglicerydy
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Tabela 30. Korelacje migdzy polimorfizmem rs20576 genu TNFRSF10A a parametrami
gospodarki lipidowej u pacjentéw z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p p p
zmienna AC AA
D 205,0 £ 67,09 197,2 + 51,34
197 (158,0-224,0) 195 (158,0-243,0)
Cholesterol
201,8 + 32,18 192.0 + 47,39
calkowity HT 0,40 0,96 0,86
(ma/di) 198 (181,2-224,2) 189 (169,0-234,0)
m
g GK 206,5 + 33,68 212,2 + 38,41
203 (178,0-228,0) 208 (181,5-228,8)
D 28,06 + 6,40 26,09 +£4,89
27,42 (22,65-34,07) | 26,04 (22,24-28,83)
HDL 25,70 £ 6,24 24,03 £4,86
HT 0,10 0,47 0,81
(mg/dl) 25,36 (21,16-28,01) | 23,05 (21,15-26,16)
oK 27,54 4,38 26,68 = 4,02
27,10 (26,40-27,86) | 27,15 (23,80-29,31)
D 127,3 = 59,89 120,3 + 42,46
117,0 (88,0-148,0) 119,0 (83,0-164,5)
LDL 122,3 £26,11 118,5 +£39,61
HT 057 | 08 | 095
(mg/dl) 118,5 (101,2-140,8) 113,0 (99,0-151,0)
oK 127,4 + 30,15 130,2 + 35,37
127,0 (104,5-152,0) 121,0 (105,8-152,5)
D 145,10 £ 101,79 115,53 £ 54,93
109,0 (84,0-171,0) 92,0 (75,0-159,0)
Tréjglicerydy 94,70 + 30,42 85,92 + 34,99
HT 0,09 0,42 0,99
(mg/dI) 87,5 (68,5-121,8) 91,0 (63,0-102,0)
oK 121,73 +£37,08 122,27 + 68,62
116,0 (102,5-146,0) 96,0 (80,5-152,2)

Stosowane skroty: p - roznica miedzy analizowana zmiennag a grupa, p° - roznica miedzy analizowana zmienna
a genotypem, p° - interakcja miedzy analizowana zmienna, grupa i genotypem, HDL - lipoproteiny o wysokiej
gestoscei, LDL - lipoproteiny o niskiej gestosci, TG - trojglicerydy
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Tabela 31. Korelacje migdzy polimorfizmem rs6557634 genu TNFRSF10A a parametrami gospodarki lipidowej u pacjentéw z AITD i w grupie

kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp ) > 3
. Grupa p p p
zmienna GG GA AA
. 2235+ 42.00 1932+ 55.61 190.7 % 63.90
Cholesterol 205.5 (197,2-248,2) 188,0 (150,8-225,2) 175,5 (143,5-225,2)
ealkonity . 186.0 = 65.83 180.8 £ 26,90 2367 + 1891 036 oor | ooss
s 201,5 (150,5-237,0) 186,0 (173,0-189,0) 232.0 (229,2-250,5) : : :
oK 213.2 4 27.88 2034+ 37.62 217.1 + 42.86
2140 (192,5-229,0) 197.5 (179,8-214,0) 2210 (183,5-231,2)
. 28.89 £ 3.33 2631 £ 5.14 25.48 + 7,45
27,51 (27,07-29,57) 26,84 (22,35-29,56) 21,05 (20,80-30,02)
HDL 22,44 £ 3,50 25.01 £ 5,75 25.49 + 6,09
(mg/dl) HT 22,03 (20,60-24,08) 25,00 (20,70-26,99) 23,58 (21,75-27,33) 0,09 0,09 0.47
oK 28.93 3,76 26,40 + 4.42 25.01 + 361
20,18 (27,54-29,73) 26,25 (23,46-28,71) 27,05 (25,02-27.,68)
- 140.4 £ 37,12 118.3 £ 48,06 114.8  54.40
141,0 (119,00-169,8) 113,0 (80,75-151,5) 104,5 (78,50-147,2)
LDL 113.5 £ 50,03 108.2 + 2533 1505 + 21.38
(mg/d) HT 121,5 (82,25-152.8) 105,0 (99,00-120,0) 152,0 (142,50-159,2) 0,54 0,058 0,14
oK 1329+ 27.15 122.5 £ 30.35 134.6 42,04
132,0 (116,00-154,0) 112,0 (102,25-136,2) | 135.0 (110,25-161,8)
. 131.38 + 54,76 11047 + 54.13 142,00 + 105,06
152.0 (78,25-168,5) 94,0 (75,50-154,2) 99,5 (83,25-171,0)
Tréjglicerydy 7405 + 43.43 81,38 £ 24.41 118,17 = 28,05
(mg/dI) HT 70,0 (44,25-100,0) 79,0 (67,00-93,0) 126,0 (107,00-137.5) 0,10 0,09 0,56
oK 139.91 + 72.80 108,69 £ 53,53 123.50 + 60.72
123.0 (88,500167,0) 92,5 (71,75-139,2) 113.0 (86,50-143,8)

Stosowane skroty: p1 - réznica migdzy analizowana zmienng a grupa, p2 - r6znica migdzy analizowana zmienng a genotypem, p3 - interakcja miedzy analizowang zmienna,
- trojglicerydy.

grupa

i

genotypem,

HDL

lipoproteiny o

wysokiej

gestosci, LDL

lipoproteiny o

niskiej

gestosci, TG
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Rycina 16. Rozktad $rednich stezen cholesterolu catkowitego w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.

W Tabelach 32-34 przedstawiono analiz¢ korelacji migdzy badanymi polimorfizmami
a parametrami gospodarki hormonalnej u pacjentow z AITD oraz w grupie kontrolnej. Na
podstawie analizy statystycznej stwierdzono istotna zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem
rs2230229 a mianem anty-TG (p<0,0001). Homozygoty AA zaré6wno w grupie GD, jak i HT
charakteryzowatly si¢ wigkszym mianem anty-TG niz heterozygoty AG [Rycina 17]. Ponadto
wykazano korelacje pomigdzy rs2230229 a mianem TRAb (p=0,007). W grupie GD
heterozygoty AG miatly wigksze miano TRADb niz homozygoty AA, odpowiednio
22,02+19,52 U/l i18,20+16,38 U/l, a w grupie HT homozygoty AA charakteryzowaly si¢
wigkszym mianem TRAb w porownaniu do oséb z genotypem AG, odpowiednio 1,14+0,51
U/l 1,01+0,24 U/l [Rycina 18].
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Tabela 32. Korelacje migdzy polimorfizmem rs2230229 genu TNFRSF10A a parametrami
gospodarki hormonalnej u pacjentéw z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L i .
. Grupa p p p
zmienna AG AA
b 1.85 £ 2.70 0.98 = 1,46
e 0,23 22,0753(,)86) 0,2;5 i(;,ooit-slézg)
b :l: b b :l: bl
(ulU/mi) HT 142 (0845.18) L5 (1145 | 00001 | 083 | 078
oK 1.96 £ 0,42 170 + 0.86
1,84 (1,78-2,18) 1,55 (1,07-2,27)
. 8.37+7.74 8.01 % 637
5,50 (4,08-7,07) 5,81 (4,67-8,74)
T 491 £ 0,68 519+ 0.95
(pmol/l) HT 4,75 (4,59-5,01) 5,02 (4,67-5.53) 0,02 094 1 092
oK 5.40 = 0,80 533+ 0,78
5,59 (4,89-5,98) 5,32 (4,77-5,78)
b 20,65 « 18,30 2048 = 14,63
, B LR Iy ey
bl :t bl bl :l: y
(pmol/l) HT 15,30 (13,65-16,6) | 14,25 (12,38-15,7) 0,001 045 1 057
oK 1473 0,77 1328+2.17
15,20 (14,15-153) | 13,05 (12,30-14,0)
b 91.33+3165 143.86 + 558.8
ANY-TG 20,0 (20-20,00) 20,0 (20-24,50)
U . 21041 £ 4847 538.62 + 10863 007 | oot | o013
20,0 (20-41,95) 28,1 (20-89,05) : :
o <20,0 % 0,0 <20,0 % 0,0
20,0 (20-20,00) 20,0 (20-20,00)
. 201,65 + 303,57 286,78 + 378,51
ANY-TRO 234 (10,0-282.75) | 51,8 (12,0-412,10)
313,46 £ 341,40 399,01 £ 373.25
(1U/mi) HT | 252,0(93.1-373,00) | 3115 (34,2-624,00) | <0001 | 0.76 1 039
i 13.86 £ 7.26 12,10 £ 3.55
10,8 (10,0-13,10) 10,0 (10,0-13,25)
b 22,02 £ 19,52 18.20 16,38
TRAD 14,91 (4,22-42,34) 9,56 (5,13-30,66)
un) HT 1,01 + 0,24 1,14 + 0,51 <0,0001 | 0,007 | 008
0,91 (0,86-1,05) 0,99 (0,77-1,40) : : :
oK 0.32 % 0,49 022+ 0,42

0,001 (0,001-0,55)

0,001 (0,001-0,06)

Stosowane skroty: p' - roznica miedzy analizowana zmienna a grupa, p° - rznica miedzy analizowana zmienna
a genotypem, p°® - interakcja miedzy analizowana zmienna, grupa i genotypem, TSH - tyreotropina, fT; -
trijodotyronina, fT, - tyroksyna, anty-TG - przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie, anty-TPO - przeciwciata
przeciwko peroksydazie tarczycy, TRAD - przeciwciala przeciwko receptorowi TSH
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Rycina 17. Rozktad $rednich mian anty-TG w zaleznosci od genotypu polimorfizmu
rs2230229 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.
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Rycina 18. Rozktad s$rednich wartosci TRAb w zaleznosci od genotypu polimorfizmu
rs2230229 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.

W toku analizy zaobserwowano istota statystycznie zalezno$¢ pomigdzy
polimorfizmem rs20576 a mianem anty-TG w grupach GD i HT oraz HT i GK [Tabela 33].
Grupa HT prezentowata wigksze miano anty-TG we wszystkich genotypach w poréwnaniu do
grupy GD, jak i do GK.
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Tabela 33. Korelacje migdzy polimorfizmem rs20576 genu TNFRSF10A a parametrami
gospodarki hormonalnej u pacjentéw z AITD i w grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p p p
zZmienna AC AA
GD 0.84% 1,50 141 +2,04
Teh 0,24 (0,004-0,64) 0,38 (0,006-2,07)
HT 246+ 1.52 2.56 £ 2,43
(ulU/ml) 1,86 (1,20-3,73) 181 (1,00-311) | <0:0001 | 0,94 | 083
GK 1,82 £ 0,96 171+ 076
1,61 (1,29-2,18) 1,58 (1,13-2,27)
GD 044+ 787 7534618
6,19 (4,87-8,90) 5,60 (4,50-7,09)
T HT 5,19+ 1,06 5,03+ 0,74
(omol/l) 5,13 (4,66-5,37) 4,93 (4,64-5,02) 0,008 | 006 | 011
GK 533+ 0,79 5354078
5,30 (4,94-5,87) 5,39 (4,75-5,72)
GD 24.56 = 19,85 18.77 13,27
. 15,30 (14,40-27,40) | 15,25 (12,82-19,15)
HT 14,01 = 2,04 1525+ 2.82
(pmol/l) 13,85 (12,50-14,30) | 15,30 (13,80-16,90) | 20004 | 0.07 01l
GK 14,00 = 1,77 1336217
13,60 (12,40-15,35) | 13,80 (12,50-14,82)
GD 21,83 £ 5,80 175,35 + 594,05
20,0 (20,0-20) 20,0 (20,0-24,80)
A(lnl?//anG HT 232,23 + 646,18 597.58 = 1122.63 006 | 074 | <00001
20,0 (20,0-43,42) 20,2 (20,0-208) : : :
GK 20,0 0,0 20,0 0,0
20,0 (20,0-20) 20,0 (20,0-20)
GD 22773 £ 353.97 277.14 = 362.88
41,1 (10,00-238,00) | 43,8 (10,57-456,78)
AE‘IB’/';IF;O HT 278.25 £ 216,66 4458443239 | oo | a0 | oos
266,0 (158,50-320,75) | 456,0 (20,0-1000,0) : : :
GK 11.39=349 12.77 = 4,60
10,0 (10,0-10,50) 10,0 (10,0-13,97)
GD 20,66 = 17,86 18.72 £ 17.19
TRAD _ 10,52)0 9(5,770-9;7,35) 8,9613 g?a,85(-)34é88)
974027 2005
(U 0,88 (0,79-1,07) 0,99 (0,87-165) | ~00001 | 0,12} 019
GK 042+ 0,59 0.17 0,34

0,001 (0,001-1,03)

0,001 (0,001-0,06)

Stosowane skroty: p' - roznica miedzy analizowana zmienna a grupa, p° - rznica miedzy analizowana zmienna
a genotypem, p° - interakcja miedzy analizowana zmienna, grupa i genotypem, TSH - tyreotropina, fT; -
trijodotyronina, fT, - tyroksyna, anty-TG - przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie, anty-TPO - przeciwciata
przeciwko peroksydazie tarczycy, TRAD - przeciwciala przeciwko receptorowi TSH

Wyniki analizy statystycznej dotyczace korelacji pomiedzy polimorfizmem rs6557634

a parametrami gospodarki hormonalnej u pacjentéw z AITD i w grupie kontrolnej zostaty

przedstawione w Tabeli 34. Zaobserwowano istotna zalezno$§¢ miedzy tym polimorfizmem

a niemal wszystkimi analizowanymi parametrami hormonalnymi.
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Tabela 34. Korelacje migdzy polimorfizmem rs6557634 genu TNFRSF10A a parametrami gospodarki hormonalnej u pacjentéw z AITD i w
grupie kontrolnej obliczone ART ANOVA.

Analizowana Genotyp L ) s
. Grupa p p p
zmienna GG GA AA
. 230221 079 + 1.4 1.10+2.14
e 1,21 (0,64-3,93) 0,06 (0,004-0,95) 0,25 (0,04-0,72)
3.01 +3.85 1.98 + 127 335+ 1,94
(ulU/ml) HT 1,47 (0,94-3,54) 1,71 (1,0-3,0) 3,39 (1,65-4,79) <0,0001 | 0,04 0,04
oK 1,65 £ 0.66 1.67+0.92 1.90 £ 0.81
1,52 (1,18-2,05) 1,72 (0,96-2,29) 1,67 (1,42-2,37)
. 505+ 1,14 8.77 + 6,68 9.49 + 8,69
5,36 (4,12-5,57) 6,76 (5,10-8,86) 5,73 (4,39-9,11)
T 549+ 0,72 513+ 0,81 480+ 1,12
(omol/l) HT 5,46 (4,95-5,99) 5,02 (4,65-5,24) 4,49 (4,17-4.87) 0004 | 0003 | 007
oK 526+ 0.52 5.38 £ 0.85 5,36+ 0.89
5,16 (5,04-5,53) 5,40 (4,61-5,97) 5,51 (4,77-5,88)
. 15.14 + 7.4 19,58 11,99 2640+ 22.97
. 13,70 (12,12-15,32) 15,70 (14,40-21,90) 15,60 (14,18-23,73)
17,555 3.33 14.77 + 1.88 1270 + 137
(pmol/l) HT 17,25 (16,27-18,52) 14,30 (13,50-16,00) 12,10 (11,70-13.47) | 00001 | 001 0,01
oK 12,77 £ 2.28 13,70 = 1,86 13.93 £ 2.13
12,80 (11,30-13,75) 13,85 (12,68-14,70) 14,55 (12,35-15,28)
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. 123,02 3518 118,0£517,8 150.6 % 584.1
shfocil | At | soliih
3 E , 3+ y 2 * X
(1U/ml) HT 20,1 (20,0-342,40) 36,0 (20,0-63,90) 20,0 (20,0-40,55) <0,0001 | 0,0009 | 035
oK 20,0 % 0,0 20,0 % 0,0 20,0 £ 0,0
20,0 (20,0-20,0) 20,0 (20,0-20,0) 20,0 (20,0-20,0)
. 181,51 +317.94 32641% 399,65 22047 31021
AY-TPO 17,35 (10,00-110,40) 80,80 (10,10-621,00) | 66,80 (16,55-3112,98)
UmD o 507,55 % 568,65 308,76 = 301,60 422.38 = 352,81 w000l | o0 057
510,10 (17,65-1000) 2520 (37,20-466,0) | 368,0 (201,25-573.75) : : :
oK 12,16+ 2.02 13.36 = 5.69 1149 < 3.41
10,0 (10,0-14,10) 10,40 (10,0-13,53) 10,0 (10,0-10,75)
. 15,63 £ 15,48 18.00 = 17,78 22.02 + 17.97
TRAB 8,03 é(359,14(-)214%37) 10,510 2(;3,8%33,66) 24,&;0 9(85,74:)-1%,34)
s +0, S + 0, s + 0,
(U HT 0,86 (0,82-0,93) 1,02 (0,91-1,52) 0,92 (0,78-1,06) <0,0001 | 0,01 0,04
oK 0.08 = 024 0.30 = 0.45 0.30 = 0,50
0,001 (0,001-0,02) 0,001 (0,001-0,58) 0,001 (0,001-0,61)

Stosowane skroty: p' - réznica miedzy analizowana zmienna a grupa, p° - réznica migdzy analizowana zmiennag a genotypem, p° - interakcja miedzy analizowana zmienna,
grupa igenotypem, TSH - tyreotropina, fTs - trijodotyronina, fT, - tyroksyna, anty-TG - przeciwciala przeciwko tyreoglobulinie, anty-TPO - przeciwciata przeciwko

peroksydazie tarczycy, TRAb - przeciwciata przeciwko receptorowi TSH
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W grupie GD nosiciele genotypu GA prezentowali znaczaco mniegjsze stezenie TSH
(0,79+1,44 nlU/ml) wzgledem pozostatych genotypow oraz w porownaniu z grupami HT i
GK. Natomiast w grupie HT homozygoty AA charakteryzowaly si¢ wigkszymi warto$ciami
tego hormonu (3,354+1,94 ulU/ml) w poréwnaniu do genotypow GG i GA z tej grupy [Rycina
19].
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Rycina 19. Rozktad $rednich st¢zen TSH w zaleznosci od genotypu polimorfizmu rs6557634
genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolne;j.

W grupie GD heterozygoty GA i homozygoty AA miaty wigksze st¢zenia fT3i fT4niz
osoby z genotypem GG. Natomiast w grupie HT homozygoty AA miatly statystycznie
mniejsze st¢zenia T3 i fT4 niz pacjenci z genotypem zaréwno GG, jak i GA [Ryciny 20-21].
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Rycina 20. Rozktad srednich stezen fT3 w skali logarytmicznej w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.

GD GK HT
. (]

1015_

| 5 e T

fT4 [pmol/l]
8_.

10&5_
GG GA AA GG GA AA GG GA AA
Grupa

10°

Rycina 21. Rozktad srednich stezen fT, w skali logarytmicznej w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolne;j.

Heterozygoty GA w grupie HT miaty istotnie najwigksze miana anty-TG w stosunku
do genotypow GG i AA oraz wzgledem grup GD i GK [Rycina 22].
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Rycina 22. Rozktad srednich mian anty-TG w skali logarytmicznej w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolne;j.
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W grupie GD homozygoty AA charakteryzowaly si¢ statystycznie wigkSzymi
wartoS§ciami mian TRAb niz homozygoty GG, heterozygoty GA oraz pacjenci

zakwalifikowani do grup HT i GK [Rycina 23].
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Rycina 23. Rozktad srednich mian TRAb w skali logarytmicznej w zalezno$ci od genotypu
polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A w grupach badanych i kontrolnej.
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5. Dyskusja

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie roli rozpuszczalnej formy biatka
TRAIL (soluble TRAIL, sTRAIL), jego receptorow STRAIL-R1, STRAIL-R2 oraz OPG, a
takze polimorfizméw genu TNFRSF10A w chorobach autoimmunologicznych tarczycy.
Zagadnienie to jest nowatorskim aspektem, poniewaz biorac pod uwagg dotychczas
opublikowane doniesienia naukowe nie znaleziono informacji dotyczacych badan o

podobnym zakresie.

Biatko TRAIL, jego receptory, a takze polimorfizm genu TNFRSF10A sa bardzo
dobrze opisane w wielu nowotworach, natomiast informacji dotyczacych roli tego biatka w
chorobach autoimmunizacyjnych tarczycy jest niewiele, a wyniki otrzymane przez roézne
zespoty badawcze nie sa jednoznaczne. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki koreluja z
rezultatami Kkilku prac badawczych, ale rowniez czg$¢ z nich rézni si¢ od wczesniej

opublikowanych.

5.1.Porownanie stezen sTRAIL, STRAIL-R1, sSTRAIL-R2 i OPG u pacjentéw z
AITD
W ramach pracy doktorskiej zostaty zbadane st¢zenia rozpuszczalnej postaci biatka
TRAIL, dwoch receptorow $mierci dla biatka TRAIL, a takze stezenie osteoprotegeryny.
Glikoproteina sTRAIL to biatko, ktdre powstaje poprzez proteolityczne cigcie biatka TRAIL
zwiazanego z btona komorkowa (membrane-bound TRAIL, mTRAIL). Obie formy tego
biatka wykazuja aktywnos¢ biologiczna [170].

Ostatnie zgromadzone dowody wskazuja na rosnaca role TRAIL w modulowaniu
odpowiedzi immunologicznych [137]. Badacze zasugerowali, ze biatko TRAIL moze naleze¢
do podrodziny inhibitorow chorob autoimmunologicznych, ktére hamuja zapalenie [19].
Wozrastajaca liczba badan ukazuje to, ze TRAIL ma dziatanie przeciwzapalne [146, 223-226].
W modelach zwierzgcych badacze udowodnili, ze TRAIL moze chroni¢ tarczyce przed
zwldknieniem. Myszy poddane neutralizacji endogennego TRAIL miaty zwigkszone stgzenie
cytokin prozapalnych (interferon-y, TNF-a, IL-17 lub TGF-p), ktore biora udziat w procesie
zwloknienia. Mialy takze zmniejszona ekspresje cytokin przeciwzapalnych, takich jak 1L-10
i IL-13, zwigkszone poziomy biatek FasL i czasteczek apoptotycznych FLIP i Bcl-xL na

komorkach zapalnych w tarczycy, a jednocze$nie obnizone poziomy w tyreocytach [19].
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W literaturze nie znaleziono jednak zadnych doniesien dotyczacych oznaczenia receptorow
$mierci biatkka TRAIL w AITD. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy

doktorskiej pierwszy raz dotycza tej tematyki.

W pracy wiasnej wykazano, ze w chorobie Gravesa i Basedowa oraz chorobie
Hashimoto wystepuja wigksze stezenia STRAIL niz u 0sob zdrowych. Pacjenci z zapaleniem
tarczycy typu Hashimoto mieli znaczaco wigksze stgzenia STRAIL-R1 w poréownaniu do
pacjentdw z choroba GD oraz 0s6b z grupy kontrolnej, co moze $wiadczy¢ o zaangazowaniu

tego receptora w proces apoptozy w AITD.

Wyniki niniejszej pracy koreluja z czgécia badan przeprowadzonych przez
Boktagirowa i wsp., gdzie rowniez udowodniono tendencj¢ do wigkszych stgzen TRAIL w
surowicy pacjentdow z nadczynno$cia tarczycy, mniejszych u osoéb z choroba Hashimoto i
najmniejszych w grupie kontrolnej. Badacze ci zatozyli, ze wigksze stezenia TRAIL moga
swiadczy¢ o przewadze nekrozy nad apoptoza, natomiast mniejsze st¢zenie tego biatka u
chorych z HT moze wynika¢ z wysokiego stezenia TRAIL-R2, z ktérym taczy si¢ TRAIL,
zmniejszajac stgzenie tej cytokiny w surowicy [227]. Badania przeprowadzone w ramach tej
pracy doktorskiej przedstawiaja jednak wigksze st¢zenie formy rozpuszczalnej receptora
TRAIL-R1, a nie TRAIL-R2 u pacjentéw z choroba Hashimoto, $wiadczac raczej o wigkszym
udziale tego receptora w procesie apoptozy w HT.

Miko$ 1 wsp. wykazali, ze TRAIL jest czulym markerem nadczynnosci tarczycy,
przydatnym w rdéznicowaniu dzieci z nadczynno$cia oraz niedoczynnoscia tarczycy.
Przebadano 44 dzieci z choroba autoimmunizacyjna tarczycy, w tym 22 z choroba Hashimoto
oraz 22 z choroba Gravesa i Basedowa, natomiast grupg¢ kontrolna stanowilo 20 dzieci
zdrowych. Wykazano, ze stgzenie TRAIL byto wigksze w grupie z GD w porownaniu z grupa
HT i grupa kontrolna [228].

Polscy badacze z Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Sosnowcu ocenili stezenie
STRAIL, sTRAIL-R1 oraz sTRAIL-R2 u pacjentek z rakiem jajnika, torbielakogruczolakiem
surowiczym, dojrzatym potworniakiem jajnika oraz u pacjentek z grupy kontrolnej. Srednie
stezenie biatka STRAIL u kobiet z rakiem jajnika bylo znacznie wigksze w poréwnaniu do
pozostatych grup. Udowodnili réwniez, ze wigksze stgzenie STRAIL-R1 wystepuje
w dojrzatych  potworniakach  jajnika, a wigksze stezenie STRAIL-R2  wystgpuje
w torbielakogruczolaku surowiczym [98]. Opierajac si¢ o wyzej wymienione wyniki,

badacze postawili hipoteze, ze cytokiny te sa zaangazowane w ogolnoustrojowe zaburzenia
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uktadu odpornosciowego. W pracy wilasnej wigkszos¢ wartosci stgzen badanych receptorow
byta ponizej progu czutosci testu, co pokrywa si¢ z doniesieniami Mielczarek-Palacz i wsp.,

ktorzy rowniez zaobserwowali taka tendencjg, ale tylko w grupie kontrolnej [98].

Bernardi 1 wsp. udowodnili, Ze pacjenci z nadczynnoscia tarczycy charakteryzuja sig
wigkszymi stgzeniami sTRAIL w porownaniu do grupy kontrolnej, podczas gdy pacjenci
z niedoczynno$cia tarczycy znaczaco mniejszymi stezeniami tego biatka. Zauwazono
rowniez, ze stezenie STRAIL ulega normalizacji w obu grupach po osiagnigciu stanu

eutyreozy [116].

Macher-Goeppinger i wsp. wykazali, ze wysoka ekspresja TRAIL wystepujaca w raku
nerki (renal cell carcinoma, RCC) zwiazana jest z gorszymi rokowaniami pacjentow [229].
Toiyama i wsp. jako pierwsi dowiedli, ze u pacjentéw z RCC wystgpuje mniejsze st¢zenie
TRAIL w porownaniu do grupy kontrolnej, natomiast po catkowitej resekcji chirurgicznej
guza nowotworowego st¢zenie TRAIL wzrosto. Ponadto wykazali istnienie ujemnej korelacji
pomigdzy stezeniem TRAIL w surowicy a rozwojem i agresywnoscia RCC. Stwierdzili, ze
mniejsze stezenie TRAIL w surowicy moze przyczynia¢ si¢ do uniknigcia nadzoru

immunologicznego i apoptozy w RCC [95].

Zhou i1 wsp. wykazali, ze stezenie sTRAIL bylo znacznie wigksze u pacjentow
Z zapaleniem wielomig$niowym 1 skorno-mig$niowym. Badacze wykazali réwniez dodatnia
korelacj¢ pomigdzy sTRAIL a aktywnoscia choroby. Stgzenie sTRAIL ulegato zmniejszeniu
po zastosowaniu leczenia. Ponadto bylo wigksze u pacjentow z dysfagia, ale mniejsze
U pacjentow z pozytywnym wynikiem autoprzeciwciat Jo-1. Co wazne, wykazano, ze
czgstos¢ wystgpowania mTRAIL (membrane-bound TRAIL) na krazacych limfocytach T
korelowata ze ste¢zeniem sTRAIL [230].

Verin i wsp. zaobserwowali korelacje migdzy stezeniem biatka STRAIL a stadium
zaawansowania choroby u pacjentow z rakiem plaskonablonkowym krtani (laryngeal
squamous cell carcinoma, LSCC) [231]. Badacze postawili hipotezeg, ze by¢é moze niskie
stezenie STRAIL jest powiazane z =zaburzeniem procesu regulacji apoptozy w
zaawansowanym stadium LSCC. Natomiast badania obejmujace pacjentow z rakiem jamy
ustnej potwierdzity wigksze st¢zenie sTRAIL przed leczeniem i mniejsze po zastosowaniu
leczenia [232]. U kobiet z endometrioza stezenie STRAIL bylo znaczaco mniejsze wzgledem
kobiet bez tego schorzenia, ale nie zaobserwowano zaleznos$ci migdzy stg¢zeniem tego biatka a

stopniem zaawansowania endometriozy [233]. Yilidiz i wsp. zbadali, ze nie ma rdéznicy w
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stezeniu STRAIL, TRAIL-R1 oraz TRAIL-R2 w surowicy u pacjentdw z przerzutami w raku
jelita grubego przed i po leczeniu chemioterapeutycznym z wykorzystaniem bewacyzumabu
[231]. Do innych wnioskow doszli Bisgin i wsp., poniewaz ich badania wykazaty, ze w tej
samej jednostce chorobowej i po zastosowaniu leczenia bewacyzumabem stgzenie sTRAIL
byto skorelowane z wigkszym prawdopodobienstwem przezycia pacjenta [234]. Han i wsp.
wskazali, ze wyzsza ekspresja STRAIL jest zwigzana z wigkszym uszkodzeniem watroby, a
apoptoza indukowana TRAIL moze by¢ jednym z mechanizmoéw odpowiedzialnych za

uszkodzenie tego narzadu W wirusowym zapaleniu watroby typu B [235].

Zwigkszone stezenie rozpuszczalnej formy biatka TRAIL zostalo wykazane przez
kilka zespotow badawczych takze w stwardnieniu rozsianym [108] oraz w stluszczeniowej

chorobie watroby [110].

TRAIL-R2 odgrywa istotna role w regulacji procesu apoptozy i jest zwiazany
zrozwojem 1 progresja karcynogenezy. Ekspresja TRAIL-R2 jest niezaleznym
prognostycznym wskaznikiem w raku pecherza moczowego i jest skorelowana z lepsza
odpowiedzia na leczenie [236]. Yao i wsp. wykazali istnienie korelacji migdzy st¢zeniem
TRAIL-R2 a stopniem zaawansowania LSCC [231]. W 2019 roku Wan i wsp. wykazali
prognostyczne znaczenie st¢zenia TRAIL-R2 w raku drobnokomorkowym ptuc (small-cell
lung cancer, SCLC). Stezenie tego bialka przed leczeniem byto istotnie wigksze niz w grupie
kontrolnej i dodatnio korelowato ze stopnie zaawansowania choroby, wielko$cia guza oraz
przerzutami w weztach limfatycznych. Po leczeniu stezenie TRAIL-R2 uleglo obnizeniu.
Wigksza ekspresja biatka TRAIL-R2 byta zwiazana z gorszym rokowanie w raku
nerkowokomoérkowym [237]. Ponadto Macher-Goeppinger i wsp. przedstawili, ze nie tylko
wysoka ekspresja TRAIL-R2, ale rowniez niska ekspresja TRAIL-R4 w RCC ma zwiazek

z gorszymi rokowaniami [229].

Natomiast Zhou i wsp. wykazali, ze stezenie receptoréw $mierci: TRAIL-R1 i TRAIL-
2 bylo znacznie podwyzszone u pacjentow z zapaleniem wielomig$niowym oraz skoérno-

migsniowym w poréwnaniu do grupy kontrolnej [230].

Osteoprotegeryna poczatkowo zidentyfikowana byla jako rozpuszczalny receptor
nalezacy do rodziny TNF, hamujacy osteoklastogenezg aktywowana przez RANKL, a wigc
regulujacy metabolizm kostny, ale kilka badanh przeprowadzonych in vitro wykazato rowniez
jej zdolnos¢ do neutralizowania TRAIL [167, 174, 238]. Wykazano, ze czasteczka OPG

bierze takze udzial w procesie zapalnym, poniewaz mig¢dzy innymi w reumatoidalnym
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zapaleniu stawow OPG blokuje TRAIL wykazujac dziatanie antyapoptotyczne i przez to
moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia apoptozy komorek btony maziowej, co prowadzi do

hiperplazji tych komorek [239].

Nieprawidlowa praca tarczycy wplywa na zaburzenia rownowagi homeostazy kostne;j
[240]. W toku analizy nie stwierdzono roznic pomigdzy st¢zeniem biatka OPG a grupami
badanymi i grupa kontrolng. Obserwacje te sa zgodne z wynikami badan przeprowadzonych
rébwniez w grupie os6b z nadczynnos$cia i niedoczynnoscia tarczycy przez Bernardi i wsp.
[116]. Sa jednak w opozycji do wynikéw uzyskanych po operacji tarczycy u pacjentow z GD.
W badaniu tym udowodniono, ze poziom ekspresji mRNA dla OPG w tkance tarczycowej byt
trzykrotnie wigkszy niz w chorobie HT [241]. Mimo to podwyzszone st¢zenie OPG w grupie
GD nie dowodzi temu, ze biatko to moze stanowi¢ marker obrotu kostnego w chorobie
Gravesa i Basedowa [242]. W badaniu wlasnym zauwazono, ze st¢zeniec OPG w grupie GD
jest wieksze niz w grupie HT, ale zalezno$¢ ta jest na granicy istotnosci statystycznej
(p=0,08), co czgsciowo korelowalo z obserwacjami Hofbauer i wsp. [241] oraz Amato i wsp.
[243]. Wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy oraz doniesienia przedstawione przez
innych autor6w prac sugeruja, ze osteoprotegeryna moze wykazywaé dziatanie w grupie GD.
Natomiast w niedoczynnosci tarczycy w materiale wlasnym zaobserwowano mniejsze
stgzenie OPG w stosunku do grupy GD, jednak zalezno$¢ ta nie byla istotna statystycznie. W
dotychczasowych badaniach potwierdzono jednak, ze stezenie OPG w tej grupie jest
podwyzszone i zmniejsza si¢ do wartosci prawidtowych po zastosowaniu L-tyroksyny i

osiagnigciu eutyreozy [224].
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5.2.Analiza korelacji miedzy stezeniami STRAIL, sTRAIL-R1, sTRAIL-R2 i OPG
awiekiem, BMI, parametrami gospodarki weglowodanowej, lipidowej

i hormonalnej u pacjentow z AITD
W pracy wlasnej nie wykazano réznic pomigdzy st¢zeniem biatka sTRAIL, STRAIL-
R1 oraz sTRAIL-R2 a wiekiem uczestnikoéw badania. Otrzymane wyniki sa zgodne
z doniesieniami opublikowanymi przez Bernardi i wsp. [116] oraz Choi i wsp. [245].
Identyczne zalezno$ci stwierdzili wloscy badacze, ktorzy nie wykazali korelacji pomigdzy
STRAIL a wiekiem u pacjentéw z nadczynno$cia i niedoczynnoscia tarczycy [116]. Wiasne
wyniki zgadzaja si¢ rdwniez z tymi otrzymanymi przez Tisaio 1 wsp., ktorzy wsréd osob
z demencja oraz tagodnymi zaburzeniami poznawczymi takze nie wykazali réznic pomigdzy

stgzeniem sTRAIL a wiekiem pacjentow [246].

W toku analizy odnotowatam, Zze pacjenci otyli z grupy HT prezentowali wigksze
stezenia STRAIL oraz STRAIL-R1 niz pacjenci z grupy GD oraz z grupie kontrolnej. Choi
I wsp. rowniez wykazali pozytywna korelacje pomiedzy stezeniem krazacego TRAIL a BMI
wsrod osob zdrowych [245]. Do innych wnioskéw doszedt Bernardi i wsp., ktorzy nie
wykazali korelacji pomigdzy sTRAIL a BMI u pacjentéw z nadczynnoscia i niedoczynnos$cia
tarczycy [116]. W dostepnych danych literaturowych nie znaleziono natomiast informacji
dotyczacych zalezno$ci pomigdzy stezeniem STRAIL-R1 a BMI, mozna jednak wysnué
przypuszczenia, ze STRAIL wykazuje swoje funkcje apoptotyczne u pacjentow z HT taczac

si¢ gtownie z receptorem TRAIL-R1.

W badaniu wlasnym nie wykazano korelacji pomigdzy stezeniem sTRAIL, STRAIL-
R1 oraz sTRAIL-R2 a stezeniem glukozy oraz insuliny u pacjentow z choroba
autoimmunizacyjnych tarczycy. Do identycznych wnioski doszli Bernardi i wsp. badajac ta
sama zalezno$¢ u pacjentdw z nadczynnos$cia i niedoczynnos$cia tarczycy [116]. Tisato i wsp.
réwniez nie stwierdzili zwiazku pomigdzy stezeniem sTRAIL a st¢zeniem glukozy na czczo
U pacjentow z demencja i tagodnymi zaburzeniami poznawczymi [246]. W pisSmiennictwie
naukowym brakuje jednak doniesien na temat udzialu receptorow $mierci biatka TRAIL
W odniesieniu do stezen glukozy oraz insuliny w AITD, a uzyskane w niniejszej pracy wyniki
moga sugerowa¢ brak zaleznosci pomiedzy tymi parametrami biochemicznymi a

0znaczanymi biatkami w AITD.

W pracy wlasnej nie wykazano zwiazku migdzy stezeniem sTRAIL, STRAIL-R1 oraz
STRAIL-R2 a stgzeniem cholesterolu catkowitego oraz frakcji cholesterolu LDL i HDL.

Wyniki te korelowaty z rezultatami otrzymanymi w badaniach przeprowadzonych przez

90



Bernardi i wsp., ktorzy takze tej korelacji nie wykazali u pacjentdéw z nadczynnoscia
I niedoczynnoscia tarczycy [116]. Wyniki kilku badan sa jednak w opozycji do otrzymanych
w niniejszej pracy. Naukowcy bowiem przedstawili, ze stezenie STRAIL jest znacznie
wigksze u 0s6b z podwyzszonym stgzeniem cholesterolu catkowitego oraz LDL [245-247].
Brombo i wsp. wykazali korelacjg tylko pomigdzy stgzeniem TRAIL w surowicy a st¢zeniem
frakcji cholesterolu LDL [248]. Natomiast w badaniu wlasnym zaobserwowano jedynie
dodatnia korelacj¢ pomigdzy stezeniem sSTRAIL a stezeniem trojglicerydow w grupie HT.
Obserwacje te sa zgodne z wynikami koreanskich [245] oraz egipskich uczonych [246].

Pierwsze badania dotyczace zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem hormondw tarczycy
a stgzeniem krazacego TRAIL zostaty przeprowadzone w 2017 roku. Udowodniono, ze
W nadczynnosci tarczycy wystgpuja wigksze stgzenia TRAIL 1 mniejsze w niedoczynnosci

tego gruczotu [116].

W materiale wlasnym u pacjentow z choroba Gravesa i Basedowa zauwazono, ze im
wigksze stgzenie biatka STRAIL i STRAIL-R1 tym mniejsze st¢zenia TSH oraz wigksze T3,
jednak zalezno$¢ migdzy stgzeniem STRAIL-R1 a TSH znajdowata si¢ na granicy istotnosci
statystycznej (p=0,0587). Do identycznych wnioskow doszli Bernardi i wsp., potwierdzajac
istnienie korelacji migdzy stezeniem STRAIL a TSH 1 fT3; obserwujac dodatkowo
wystgpowanie dodatniej korelacji pomigdzy stezeniem sSTRAIL a stezeniem tyroksyny
U pacjentdow z nadczynnoS$cia tarczycy. W badaniach in vitro rowniez potwierdzili otrzymane
wczesniej wyniki. Ponadto zauwazyli, Ze trijodotyronina wywiera silniejszy efekt na
wydzielanie STRAIL niz tyroksyna. Badania te potwierdzaja stymulujacy wptyw hormonow
tarczycy na wzrost ekspresji TRAIL. Postawili hipotezg, ze STRAIL jest czasteczka
posredniczaca w efektach obwodowych trijodotyroniny [116].

Miko$ i wsp. wykazali, ze w grupie GD st¢zenic TRAIL w surowicy korelowato
dodatnio z przeciwciatami TRAb, a w grupie HT stwierdzono istotne korelacje pomigdzy
TRAIL i fT3 oraz migdzy TRAIL i fT4 [228]. W pracy wlasnej nie zaobserwowano tych

korelacji.

Ponadto w niniejszej pracy zaobserwowano, ze pacjenci z choroba Hashimoto
Z mniejszymi stezeniami STRAIL-R2 prezentowali wigksze miano przeciwciat anty-TPO, co
rowniez moze potwierdzi¢ stawiang przeze mnie hipotezg, ze w chorobie HT, w ktorej miano
anty-TPO jest znaczaco wigksze, receptor TRAIL-R2 pelni mniej wazna rolg niz receptor
TRAIL-R1.
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W materiale wlasnym wykazano, ze wigksze st¢zenia biatka OPG wystegpuja u ludzi
starszych z choroba GD. Wraz z wickiem wzrasta st¢zenie tego biatka, a zalezno$¢ ta jest
dobrze udokumentowana [249]. Jednak badania przeprowadzone przez Varga i wsp. neguja
uzyskane w pracy wiasnej wyniki, przedstawiajac, ze dodatnia korelacja miedzy stezeniem

OPG a wiekiem nie wystgpuje u pacjentow z GD [250].

W materiale wlasnym wykazano, ze wigkszym stgzeniom OPG w grupie GD
towarzyszy rowniez mniejsze st¢zenie insuliny, natomiast nie wykazano zaleznosci pomigdzy
stgzeniem tego bialka a stgzeniem glukozy na czczo, co zostatlo roéwniez zaobserwowane
w badaniach prowadzony przez Chang i1 wsp. w grupie pacjentdw z cukrzyca typu

2 z albuminuria [251].

W przedstawionej pracy wykazano, ze pacjenci z choroba Hashimoto z mniejszymi
stezeniami OPG prezentowali wigksze miano przeciwcial anty-TPO. Amato i wsp. wykazali
ta zalezno$¢, ale nie w grupie HT, a w grupie GD [243]. Natomiast Bernardi i wsp. nie
stwierdzili takich zaleznosci zardwno u 0séb z nadczynnoscia, jak i niedoczynnoscia tarczycy
[116]. W innym badaniu potwierdzono, wptyw OPG na wydzielanie hormonow tarczycy,
poniewaz udowodniono, ze tyroksyna i trijodotyronina wptywaja na wzrost stgzenia OPG w
grupie kontrolnej [250]. Nagasaki i wsp. wykazali, ze w grupie HT stezenie OPG dodatnio

koreluje ze stezeniem TSH [244], obserwacje te nie zostaty jednak potwierdzone w niniejsze;j

pracy.

5.3.Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow: rs2230229,

rs20576, rs6557634 u pacjentow z AITD
Polimorfizmy genéw moga by¢ waznymi markerami okreslajacymi ryzyko i
rokowania w nowotworach. Zmiany polimorficzne w genach kodujacych okreslone biatka
moga wplywa¢ na ich ekspresje. Gen TNFRSF10A jest wysoce polimorficzny, a supresja
sygnalizacji $mierci komorki wywotana zmianami w jego obrgbie obejmuje rozregulowanie
proliferacji komérkowej i czyni podatnym na nowotwor [252]. W ramach pracy doktorskiej
zostaty przeanalizowane trzy polimorfizmy genu TNFRSF10A, a mianowicie rs2230229,
rs20576, rs6557634. Polimorfizmy w genie TNFRSF10A zlokalizowanym na chromosomie
8p21-22, ktoéry koduje biatko jednego z receptoréw biatka TRAIL zostaty zaobserwowane w
wielu réznych typach rakoéw, m.in. w raku pluca, glowy, szyi, pecherza moczowego i piersi,
zotadka, chtoniaku nieziarniczym [231]. Jednak jak zostato opisane we wstepie pracy, wyniki
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otrzymane przez zespoly badawcze nie sa jednoznaczne. Niektore z nich potwierdzaja, a
niektore neguja udzial polimorfizméw genu TNFRSF10A w procesie nowotworzenia. Jednak
nadal aktualna wydaje si¢ by¢ hipoteza mowiaca o tym, ze polimorfizmy w tym genie moga
zmniejsza¢ zdolno§¢ do apoptozy i prowadzi¢ do nadmiernej proliferacji zmienionych

patologicznie komorek [253].

Zwiazek polimorfizmoéw genu TNFRSF10A, kodujacego receptor TRAIL-R1
w chorobach autoimmunologicznych tarczycy nie zostat wystarczajaco udokumentowany. Nie
znaleziono zadnych doniesien naukowych dotyczacych tego zagadnienia wzglgdem AITD,
dlatego jednym z celow niniejszej pracy doktorskiej byta analiza czgstosci wystgpowania

alleli polimorfizméw genu TNFRSF10A w grupie pacjentdéw z ta dysfunkcja tarczycy.

W badaniach wtasnych analiza czgsto$ci wystgpowania genotypow i alleli badanych
polimorfizmow rs2230229, rs20576, rs6557634 genu TNFRSF10A nie roznita si¢ znaczaco
migdzy grupami badanymi oraz grupa kontrolna. Moze to $wiadczy¢ o braku zwiazku
Z etiopatogeneza chorob AITD. We wszystkich badanych polimorfizmach genu TNFRSF10A
zarowno w grupach badanych, jak i grupie kontrolnej dominuje allel A, co moze potwierdzaé
ochronna rolg tego allela w chorobach autoimmunologicznych tarczycy. Ze wzgledu na brak
danych literaturowych opisujacych badane polimorfizmy w AITD nie ma mozliwosci

porownania czg¢stosci wystepowania okreslonych genotypow uzyskanych w pracy wiasne;j.

Polimorfizm rs2230229 genu TNFRSF10A jest zlokalizowany w domenie $mierci
receptora TRAIL-R1 [219]. Martinez-Ferrandis i wsp. nie wykazali zwiazku pomigdzy
polimorfizmem rs2230229 a rakiem piersi u kobiet w populacji hiszpanskiej [254], ten sam
wynik otrzymano u pacjentéw z rakiem ptuc w populacji tureckiej [215]. Natomiast badania
przeprowadzone przez Fernandez i wsp. udowodnity, ze polimorfizm rs2230229 byt istotnie
czestszy u pacjentéw z chloniakiem komorek plaszcza i przewlekta biataczka limfocytowa niz
u 0sob zdrowych [255]. Wyniki dwoch innych metaanaliz sa wzgledem siebie sprzeczne,
poniewaz metaanaliza przeprowadzona przez Lu i wsp. potwierdzita, ze polimorfizm
rs2230229 jest zwiazany z wigkszym prawdopodobienstwem zachorowania na raka [221],

a Chen i wsp. zanegowali zwiazek polimorfizmu z tym ryzykiem [219].

Polimorfizm rs20576 genu TNFRSF10A wystepuje w zewnatrzkomorkowej domenie
receptora TRAIL-R1 bogatej w cysteing [219]. Jak potwierdzaja liczne badania polimorfizm
rs20576 w genie TNFRSF10A ma znaczenie w wielu nowotworach. Koérner i wsp. wykazali

wpltyw polimorfizmu rs20576 genu TNFRSF10A na zwigkszenie ryzyka zachorowania na
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raka watrobowokomorkowego (hepatocellular carcinoma, HCC) wywotanego zapaleniem
watroby typu C. Badacze stwierdzili tendencj¢ do czestszego wystepowania allelu A w grupie
chorych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co nie pokrywa si¢ z wynikami uzyskanymi w
pracy wilasnej. W innym badaniu wigksza czestos¢ genotypu CC korelowala z wigksza
ztos§liwoscia przewleklej biataczki limfatycznej, chtoniaka z komorek ptaszcza, raka prostaty,
raka ptaskonabtonkowego glowy i szyi oraz raka pecherza moczowego [256]. Do innych
wnioskow doszli Frank 1 wsp., ktorzy analizowali ten polimorfizm u pacjentek z rakiem piersi
bez mutacji w genie BRCA1l oraz BRCA2 i wykazali w tej grupie wigksza czgstosé
wystgpowania genotypu AA [257]. Natomiast Dick i wsp. analizowali polimorfizm rs20576 u
pacjentek z mutacja w genie BRCA1 i BRCA2. Wykazali, ze allel C u nosicielek mutacji w
genie BRCAL wiaze si¢ z wigkszym ryzykiem rozwoju raka jajnika [258]. Engiinlii i wsp. nie
stwierdzili zalezno$ci migdzy polimorfizmem rs20576 a ryzykiem zachorowania na chorobg
Alzheimera (Alzheimer’s disease, AD) [259]. W niniejszej pracy analizujac polimorfizm
rs20576 nie wykazano u zadnego pacjenta genotypu CC, co w wigkszosci pokrywa si¢ z
badaniami przeprowadzonymi przez Tastemir-Korkmaz i wsp., gdzie ten genotyp wystepowat
tylko u dwoch o0sob z grupy kontrolnej [215]. Metaanaliza przeprowadzona przez Chen i wsp.
wskazata, ze polimorfizm rs20576 prawdopodobnie wplywa na podwyzszone ryzyko

zachorowania na raka [219].

Polimorfizm rs6557634 genu TNFRSF10A znajduje si¢ w ektodomenie receptora
TRAIL-R1 [219]. Engilinlii i wsp. wykazali znaczace rdznice w czgstoSci wystgpowania
genotypoéw polimorfizmu rs6557634 w pacjentéw z choroba Alzheimera a grupa kontrolna.
Wykazali, ze genotyp GA w tym polimorfizmie moze odgrywac rolg¢ czynnika ochronnego
przed AD [259]. W badaniu wlasnym stwierdzono, ze genotyp ten czesciej wystepuje
W pacjentéw z choroba Gravesa i Basedowa oraz Hashimoto niz w grupie kontrolnej, ale
zalezno$¢ ta nie byta istotna statystycznie. Fisher i wsp. wykazali, Ze polimorfizm rs6557634
prawdopodobnie wpltywa na podwyzszenie ryzyka zachorowania na raka pluc, raka
ptaskonabtonkowego gtowy i szyi oraz gruczolakoraka zotadka [218]. Natomiast Horak i wsp.
nie udowodnili, aby polimorfizm rs6557634 przyczynit si¢ do zwigkszenia ryzyka
zachorowania na raka jajnika [260]. Wyniki metaanalizy przeprowadzonej przez chinskich
uczonych sugeruja jednak, ze polimorfizm rs6557634 nie jest zwiazany z wigkszym

prawdopodobienstwem zachorowania na raka [221].
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5.4.Analiza korelacji wystgpowania czesto$ci genotypow badanych polimorfizméw ze
stezeniem sTRAIL i STRAIL-R1 u pacjentow z AITD i w grupie kontrolnej
Na podstawie wlasnych badan nie wykazano istotno$ci statystycznej pomigdzy
badanymi polimorfizmami: rs2230229, rs20276 i rs6557634 a stezeniem STRAIL oraz
STRAIL-R1. Badana w ramach niniejszej pracy doktorskiej zalezno$§¢ w tej jednostce
chorobowej jest zagadnieniem nowym i poruszajacym ta tematyke po raz pierwszy. Brakuje
doniesien na temat wplywu polimorfizméw genu TNFRSF10A na stezenie biatka STRAIL
oraz jego receptora STRAIL-R1, dlatego nie ma mozliwosci poréwnania otrzymanych w
materiale wtasnym wynikow do tych literaturowych. Analiza uzyskanych rezultatow
wskazuje na brak potencjalnego wplywu wyzej wymienionych polimorfizmow na stezenie
biatka STRAIL oraz STRAIL-R1 zarowno w grupie pacjentow z choroba Gravesa i Basedowa,
jak 1 z choroba Hashimoto. Niemniej jednak hipoteza ta wymaga weryfikacji w postaci

powtorzenia badania na wigkszej liczbie 0sob.

5.5.Analiza korelacji wystepowania czestosci genotypow badanych polimorfizméw
z wiekiem, BMI, parametrami gospodarki weglowodanowej, lipidowej

i hormonalnej u pacjentow z AITD
Jak zostalo wczesniej wspomniane - nie znaleziono danych literaturowych
dotyczacych analizy korelacji polimorfizméw genu TNFRSF10A w chorobach
autoimmunizacyjnych tarczycy, dlatego trudno poréwnywac otrzymane w niniejszej pracy

wyniki do innych doniesien naukowych.

W pracy wilasnej nie stwierdzono rdéznic pomigdzy czgstoScia wystepowania
genotypow badanych polimorfizméw genu TNFRSF10A a BMI i parametrami gospodarki
weglowodanowej wérod pacjentow zakwalifikowanych do grup badanych oraz do grupy
kontrolnej. Wykazano natomiast, ze w polimorfizmie rs20576 w grupie GD osoby mtodsze
posiadaty genotyp AC, a w grupie HT genotyp AA. Natomiast w polimorfizmie rs6557634
homozygoty AA 1 heterozygoty GA w grupie HT byly mlodsze od homozygot AA w grupie
GD i GK.

W analizie zalezno$ci pomigdzy badanymi polimorfizmami a parametrami gospodarki
lipidowej wykazano istotng korelacjg jedynie migdzy polimorfizmem rs6557634 a stgzeniem
cholesterolu catkowitego w grupach. Na granicy istotnosci statystycznej znajdowata sig¢

zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem rs6557634 a stgzeniem frakcji cholesterolu LDL
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(p=0,0058). Homozygoty AA w grupie HT oraz homozygoty GG w grupie GD
charakteryzowaly si¢ istotnie wigkszym stezeniem cholesterolu catkowitego. W chorobach
autoimmunologicznych tarczycy u niektérych pacjentéw wystepuja zaburzenia gospodarki
lipidowej, a warianty polimorficzne AA w grupie HT oraz GG w grupie GD by¢ moze wydaja

si¢ predysponowac tych pacjentoéw do rozwoju hipercholesterolemii.

Analizujac zaleznos¢ pomigdzy badanymi polimorfizmami a parametrami gospodarki
hormonalnej wykazano wiele r6znic w badanych grupach. Na podstawie analizy wlasnych
danych stwierdzono istotna zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem rs2230229 a mianem anty-
TG i TRAb. Homozygoty AA w grupie HT charakteryzowaty si¢ wigkszym mianem anty-TG
i TRAb w porownaniu do genotypow AG i GG. W grupie GD pacjenci z wariantem
polimorficznym AA réwniez posiadali wigksze miano anty-TG, ale w odroznieniu do grupy
HT heterozygoty AG prezentowaty wigksze miano TRADb. W toku analizy wykazano istota
statystycznie zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem rs20576 a mianem anty-TG w grupach GD
i HT oraz HT i GK. Grupa HT prezentowata wicksze miano anty-TG we wszystkich
genotypach w porownaniu do grupy GD, jak i do GK. W analizie statystycznej obu
polimorfizméw nie wykazano jednak zaleznos$ci pomigdzy czestoscia wystgpowania
konkretnego genotypu badanego polimorfizmu genu TNFRSF10A a stgzeniem TSH oraz
hormonow tarczycy, wskazujac raczej na niewielki wplyw tych zmian polimorficznych na

gospodarke hormonalng u pacjentow z AITD.

Ponadto wykazano istotna zalezno$¢ migdzy polimorfizmem rs6557634 a niemal
wszystkimi analizowanymi parametrami hormonalnymi. W grupie GD glownie nosiciele
genotypu GA prezentowali znaczaco mniejsze stgzenie TSH, a w grupie HT homozygoty AA
charakteryzowaty si¢ wigkszymi wartosciami TSH. W grupie GD zaré6wno heterozygoty GA,
jak i homozygoty AA miatly znaczaco wigksze stezenia fT3 i fT, natomiast w grupie HT
homozygoty AA prezentowaly mniejsze stezenia obu hormondéw tarczycy. Warianty
polimorficzne GA w grupie HT charakteryzowaly sig istotnie wigkszymi mianami anty-TG
w stosunku do genotypu GG w tej grupie, jak i wgrupach GD oraz GK. W grupie GD
homozygoty AA charakteryzowatly sig statystycznie wigkszymi warto§ciami mian TRAb niz
homozygoty GG, heterozygoty GA oraz pacjenci zakwalifikowani do grup HT i GK.

Uzyskane w ramach niniejszej pracy dane sugeruja, ze gtownie polimorfizm
rs6557634 genu TNFRSF10A moze by¢ czgsciowo odpowiedzialny za rozregulowanie szlaku

sygnalowego indukowanego przez TRAIL. Wykazano, ze chorobie Gravesa i Basedowa
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najwigksze znaczenie wydaja si¢ mie¢ warianty polimorficzne GA i AA, ktory prezentowaty
0soby z niskimi stezeniami TSH, wyzszymi st¢zeniami fT3 i fT,, a takze z wickszym mianem
przeciwcial TRADb. Natomiast pacjenci z HT o genotypie AA prezentowali wysokie st¢zenia
TSH i niskie stezenia fT3 1 fT,. Zwiazek polimorfizmu rs6557634 genu TNFRSF10A
kodujacego TRAIL-R1 w AITD mozna byloby potwierdzi¢ bardziej precyzyjnie jesli zostana
przeanalizowane i ocenione razem oraz w wigkszej grupie pacjentow z AITD: polimorfizm
tego genu, jego ekspresja, a takze st¢zenie biatka TRAIL w surowicy. Niemniej jednak

wnioski ptynace z niniejszej pracy z pewnoscia stanowia podstawe do kontynuowania badan.

5.6.Perspektywy kontynuowania omawianych w pracy zagadnien

Niektore badania wskazuja, ze TRAIL nie wykazuje swojej fizjologicznej funkciji,
a wigc nie ,kieruje” komoérek na drogg apoptozy, poniewaz jedna z hipotez moéwi, ze byc
moze biatko to jest konkurencyjnie wiazane przez receptory wabikowe, uniemozliwiajac W
ten sposob potaczenie z receptorem $mierci, co docelowo doprowadza do $mierci komorki.
Aby uzyska¢ mozliwie pelny obraz roli biatka sTRAIL i jego receptoréw w AITD warto
byloby oznaczy¢ dodatkowo stgzenie receptorow wabikowych dla biatka sTRAIL. Analiza
zardwno receptoré6w hamujacych apoptoze, jak i stymulujacych ten proces moglaby wnies$¢

nowe informacje dotyczace znaczenia mechanizmu TRAIL/TRAILR w patogenez¢ AITD.

Dodatkowo mozna bytoby si¢ skupi¢ na oznaczeniu biatka TRAIL zwiazanego z blona
komorkowa 1 sprawdzi€ czy stgzenie zardwno postaci rozpuszczalnej, jak 1 zwiazanej z blona

komorkowa koreluja z soba w chorobach autoimmunizacyjnych tarczycy.

Kolejnym elementem mogacym wzbogaci¢ obrana przeze mnie tematyke mogtoby by¢
oznaczenie st¢zenia biatka STRAIL i jego receptoréw u pacjentow ze $wiezo rozpoznana
choroba i przed wprowadzeniem leczenia. Miatoby to na celu okreslenie wptywu leczenia na

stgzenie wyzej wymienionych biatek u pacjentow z AITD.

Jak zostato wspomniane - TRAIL wykazuje swoja apoptotyczna funkcje po zwigzaniu
z receptorem $mierci, dlatego tez tak wazny wydaje si¢ aspekt doktadnego okreslenia
zalezno$ci zwiazku pomigdzy polimorfizmami genu TNFRSF10A, ktéry koduje receptor
$mierci dla biatka TRAIL w chorobach autoimmunizacyjnych tarczycy, majac na uwadze to,

ze czg$¢ doniesien innych autoréw potwierdza udziat tych polimorfizméw w patogenezie
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niektorych nowotworow. Dodatkowo wskazane jest oznaczenie polimorfizmu rs20575

(C626G), ktory jest najczesciej badanym polimorfizmem genu TNFRSF10A.

Podsumowujac, obrana w niniejszej pracy tematyka wydaje si¢ by¢ podstawa do
dalszych badan na wigkszej liczbie osdb, co umozliwitoby potwierdzenie lub nie udziatu
biatka sSTRAIL, jego receptoréw, a takze polimorfizméw genu TNFRSF10A w patogenezie
AITD.

5.7. Zalety i ograniczenia pracy

Zagadnienia podjete w niniejszej pracy doktorskiej sa innowacyjnym aspektem
dotyczacym roli rozpuszczalnej formy biatka TRAIL, receptorow sTRAIL-R1, sTRAIL-RZ2,
OPG oraz polimorfizméw genu TNFRSF10A w chorobach autoimmunizacyjnych tarczycy.

Praca jednak posiada kilka ograniczen.

Glownym ograniczeniem pracy jest stosunkowo mata liczebno$¢ grup badanych oraz
kontrolnej. Choroby autoimmunizacyjne tarczycy nie naleza do chordb rzadkich, w zwiazku
z tym 92 osobowa grupa pacjentow zakwalifikowanych do analizy wydaje si¢ by¢ niewielka
w poréwnaniu do innych badan dotyczacych choroéb autoimmunologicznych tarczycy, ale
nadal jest reprezentatywna. Ilos¢ osob wiaczona do badania wynikata z ograniczen

finansowych i dotacji, ktora zostaty przeznaczona na realizacj¢ tego projektu.

Podstawowym ograniczeniem wynikajacym z metodyki jest czuto$¢ testow ELISA do
oznaczenia stezenia dwoch receptorow biatka TRAIL, a mianowicie STRAIL-R1 oraz
STRAIL-R2 w surowicy krwi. Wigkszo$¢ otrzymanych w badaniu wynikow receptorow

$mierci biatka TRAIL byta ponizej progu wykrywalnosci testu.
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6. Whnioski

1. W chorobie Gravesa i Basedowa oraz chorobie Hashimoto wystepuja wigksze stgzenia
sTRAIL niz u 0s6b zdrowych. Pacjenci z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto mieli znaczaco
wigksze stgzenia STRAIL-R1 w poréwnaniu do pacjentdw z choroba GD oraz os6b z grupy

kontrolnej, co moze §wiadczy¢ o zaangazowaniu tego receptora w proces apoptozy.

2. W grupie GD wykazano, ze im wigksze stezenie biatek sTRAIL i sTRAIL-R1 tym
mnigjsze st¢zenia TSH oraz wigksze fT3. Uzyskane wyniki §wiadcza o potencjalnym udziale

badanych biatek w patogenezie GD.

3. Czgstos¢ wystepowania genotypoéw 1 alleli badanych polimorfizméw nie rdéznita sig
znaczaco pomigdzy grupami, co moze $wiadczy¢ o braku ich zwiazku z etiopatogeneza

AITD.

4. Nie wykazano istotnosci statystycznej pomigdzy polimorfizmami rs2230229, rs20576,
rs6557634 a stezeniami biatka STRAIL oraz receptora STRAIL-R1.

5. Istnieje korelacja polimorfizmu rs6557634 ze stezeniami cholesterolu catkowitego i frakcja
cholesterolu LDL u pacjentow z grupy HT i GD, co moze wskazywa¢ na potencjalny udziat

tego polimorfizmu w rozwoju hipercholesterolemii u pacjentow z AITD.

6. Analiza wynikdw pracy wskazuje na mozliwy zwiazek polimorfizmu rs6557634

Z zaburzeniami hormonalnymi u pacjentéw z AITD.
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7. Streszczenie

Wstep

Biatko TRAIL (ang. tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand) to
glikoproteina nalezaca do rodziny TNF (ang. tumor necrosis factor) majaca zdolnos¢
indukowania apoptozy po zwiazaniu si¢ z receptorem $mierci. Cytokina ta moze laczy¢ sie
Z pigcioma receptorami, w tym jedynie dwa z nich: TRAIL-R1 i TRAIL-R2 posiadaja tzw.
domeny S$mierci niezb¢dne do transdukcji sygnalu apoptotycznego. Rola apoptozy
indukowanej TRAIL w patomechanizmie choréb autoimmunologicznych tarczycy (ang.
autoimmune thyroid diseases, AITD), do ktorych nalezy choroba Gravesa i Basedowa
(Graves’ disease, GD) oraz choroba Hashimoto (Hashimoto’s disease, HT) nie do konca jest
poznana, a polimorfizmy genu TNFRSF10A kodujacego receptor TRAIL-R1 nie byly dotad

analizowane w odniesieniu do AITD.
Cel prac

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena stgzen bialek STRAIL, STRAIL-R1,
STRAIL-R2 i OPG oraz czgsto$ci wystgpowania alleli polimorfizméw genu TNFRSF10A
Upacjentow z chorobami autoimmunizacyjnymi tarczycy oraz  wsrod — 0sob

zakwalifikowanych do grupy kontrolnej.

Materialy

Do badania zakwalifikowano 133 pacjentow w wieku od 20 do 81 lat. Grupg badana
stanowito 92 osoby, w tym 69 osoby z GD oraz 23 osoby z HT, hospitalizowane w Katedrze
i Klinice Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia lzotopami Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Grupa kontrolna liczyta 41 osob zdrowych, w eutyreozie klinicznej i
hormonalnej, bez wola i z ujemnymi przeciwciatami przeciwtarczycowymi. Od pacjentéw
zakwalifikowanych do obu grup po wyrazeniu $wiadomej zgody zostala pobrana krew do

badan genetycznych, biochemicznych oraz oznaczeh immunoenzymatycznych.

Metody

U kazdej osoby zakwalifikowanej do badania dokonano pomiarow
antropometrycznych oraz wykonano badania biochemiczne oceniajace gospodarke

weglowodanowa (glukoza 1iinsulina na czczo), lipidowa (cholesterol catkowity, frakcja
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cholesterolu HDL, frakcja cholesterolu LDL, trojglicerydy), hormonalnej (TSH, T3, T4,
anty-TPO, anty-TG, TRAD). Stezenia biatek: STRAIL, STRAIL-R1, STRAIL-R2 oraz OPG
0znaczono Ww surowicy metoda immunoenzymatyczng ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay). Z krwi obwodowej wyizolowano genomowe DNA, a celu
identyfikacji ~ badanych  polimorfizméw  zastosowano  technike PCR oraz
minisekwencjonowanie metoda SNaPshot. Analizg statystyczna wynikdéw przeprowadzono w

pakiecie statystycznym R (wersja 4.0).

Wyniki

W GD oraz HT wystepuja istotnie wigksze st¢zenia STRAIL niz u zdrowych osob.
Pacjenci z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto mieli znaczaco wigksze stezenia STRAIL-R1

w poréwnaniu do pacjentéw z choroba GD oraz oséb z grupy kontrolne;.

Wyniki wykazaty, ze wigksze stezenie biatka OPG wystgpuja u ludzi starszych
Z choroba GD, a wigkszym stezeniom OPG towarzyszy réwniez mniejsze st¢zenie insuliny.
W tej grupie stwierdzono takze, ze im wigksze stgzenie biatek STRAIL i STRAIL-R1 tym
mniejsze st¢zenia TSH oraz wigksze fT3. U pacjentdow otylych z HT wykazano wigksze
stezenia STRAIL 1 STRAIL-R1. Osoby z tej grupy z podwyzszonym stezeniem trojglicerydow
réwniez prezentowaly wigksze stezenia biatka sTRAIL, a podwyzszonemu mianu przeciwciat

anty-TPO towarzyszyty mniejsze stezenia STRAIL-R2 1 wigksze OPG.

Analiza korelacji pomigdzy polimorfizmem rs6557634 a stgzeniem cholesterolu
catkowitego 1 frakcja cholesterolu LDL wykazata, ze wigksze stgzenia cholesterolu
catkowitego i LDL wystepuja u homozygot GG z grupy GD oraz u homozygot AA z grupy
HT.

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze w grupie GD gltownie nosiciele genotypu
GA w polimorfizmie rs6557634 prezentowali znaczaco mniejsze stgzenie TSH, a w grupie
HT homozygoty AA charakteryzowaty si¢ wigkszymi warto$§ciami TSH. W grupie GD
heterozygoty GA i homozygoty AA mialy wigksze st¢zenia fT3 i fT,4, natomiast z w grupie
HT homozygoty AA prezentowaly mniejsze stgzenia obu hormondéw tarczycy. Wariant
polimorficzny GA w grupie HT charakteryzowat si¢ istotnie najwigkszym mianem anty-TG
w stosunku do genotypéow GG i AA oraz wzgledem grup GD i GK. W grupie GD
homozygoty AA prezentowaly statystycznie wigksze wartosci TRAb w poréwnaniu do grupy
HT i grupy kontrolne;j.
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Whioski

1. W chorobie Gravesa i Basedowa oraz chorobie Hashimoto wystepuja wigksze stgzenia
sTRAIL niz u os6b zdrowych. Pacjenci z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto mieli znaczaco
wigksze stezenia sSTRAIL-R1 w poréwnaniu do pacjentdéw z choroba GD oraz osob z grupy

kontrolnej, co moze §wiadczy¢ o zaangazowaniu tego receptora w proces apoptozy.

2. W grupie GD wykazano, ze im wigksze stgzenie bialek sSTRAIL i sTRAIL-R1 tym
mniejsze st¢zenia TSH oraz wigksze fT3. Uzyskane wyniki §wiadcza o potencjalnym udziale

badanych biatek w patogenezie GD.

3. Czgstos¢ wystgpowania genotypow 1 alleli badanych polimorfizméw nie rdznila sig
znaczaco pomigdzy grupami, co moze $wiadczy¢ o braku ich zwiazku z etiopatogeneza

AITD.

4. Nie wykazano istotnos$ci statystycznej pomigdzy polimorfizmami rs2230229, rs20576,
rs6557634 a stgzeniami biatka STRAIL oraz receptora sTRAIL-R1.

5. Istnieje korelacja polimorfizmu rs6557634 ze stgzeniami cholesterolu catkowitego i frakcja
cholesterolu LDL u pacjentow z grupy HT i GD, co moze wskazywa¢ na potencjalny udziat

tego polimorfizmu w rozwoju hipercholesterolemii u pacjentow z AITD.

6. Analiza wynikéw pracy wskazuje na mozliwy zwiazek polimorfizmu rs6557634

z zaburzeniami hormonalnymi u pacjentow z AITD.
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8. Summary

Introduction

The TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand) protein is
a glycoprotein belonging to the TNF (tumor necrosis factor) superfamily member that has the
ability to induce apoptosis after binding to the death receptor. This cytokine can connect to
five receptors, including only two of them: TRAIL-R1 and TRAIL-R2 have so-called death
domains necessary for transduction of apoptotic signal. Role of TRAIL-mediated apoptosis in
the pathomechanism of autoimmune thyroid diseases (AITD), which includes Graves' disease
(GD) and Hashimoto's disease (HT) is not fully understood, and polymorphisms of the
TNFRSF10A gene encoding the TRAIL-R1 receptor have not yet been analyzed for AITD.

Purpose

The aim of this doctoral dissertation was to assess the concentration of STRAIL,
STRAIL-R1, sTRAIL-R2, OPG proteins and the frequency of occurrence of alleles of the
TNFRSF10A gene polymorphisms among patients with autoimmune thyroid diseases and in

the control group.
Material

133 patients aged between 20 and 81 were qualified for the study. The study group consisted
of 92 people, including 69 people with GD and 23 people with HT, hospitalized in the
Department and Clinic of Endocrinology, Diabetes and Isotope Therapy at the Wroclaw
Medical University. The control group consisted of 41 healthy people, in clinical and
hormonal euthyroidism, without goiter and with negative thyroid antibodies. After receiving
an informed consent, patients qualified for both groups received blood for genetic,

biochemical and immunoassay tests.

Methods

Each person qualified for the study underwent anthropometric measurements and
biochemical tests assessing carbohydrate (fasting glucose and fasting insulin), lipid (total
cholesterol, HDL cholesterol fraction, LDL cholesterol fraction, triglycerides), hormonal
(TSH, T3, fTy, anti- TPO, anti-TG, TRAb). The sTRAIL, STRAIL-R1, sTRAIL-R2 and OPG

concentrations were evaluated in serum by the enzyme-linked immunosorbent assay method
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(ELISA). Genomic DNA was isolated from peripheral blood. PCR and SNaPshot
minisequencing method were used to identify the polymorphisms studied. Statistical analysis

of the results was carried out in the statistical package R (version 4.0).

Results

There are significantly higher sSTRAIL levels in GD and HT than in healthy people.
Patients with Hashimoto's thyroiditis had significantly higher concentrations of TRAIL-
R1compared to patients with GD disease and control group.

The results showed that higher levels of OPG protein occur in older people with GD
disease, and higher levels of OPG are also accompanied by lower levels of fasting insulin. In
this group it was also found that the higher the concentration of STRAIL and sTRAIL-R1
proteins, the lower the TSH concentration and the higher fT3. Higher levels of STRAIL have
been shown in obese patients with HT and sTRAIL-R1. People in this group with elevated
triglyceride levels also showed higher concentrations of STRAIL protein, and increased anti-
TPO antibody titers were accompanied by lower concentrations of STRAIL-R2 and higher
OPG.

Analysis of the correlation between rs6557634 polymorphism and total cholesterol
and the LDL cholesterol fraction showed that higher levels of total and LDL cholesterol occur
in GG homozygotes from the GD group and in AA homozygotes from the HT group.

The study showed that in the GD group mainly carriers of the GA genotype in the
rs6557634 polymorphism they showed significantly lower TSH concentration, and in the HT
group AA homozygotes were characterized by higher TSH values. In the GD group, GA
homozygotes had significantly higher concentrations of fT3 and fT,4, while in the HT group,
AA homozygotes showed lower concentrations of both thyroid hormones. Polymorphic
variant GA in the HT group, the highest anti-TG titer was significantly higher compared to
the GG and AA genotypes and in the GD and GK groups. In the GD group, homozygotes AA
showed statistically higher TRADb values compared to the HT group and the control group.
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Conclusions

In Graves' disease and Hashimoto's disease there are higher concentrations of STRAIL than
in healthy people. Patients with Hashimoto's thyroiditis had significantly higher
concentrations of STRAIL-R1 compared to patients with GD disease and control group,
which may indicate the involvement of this receptor in the process of apoptosis.

In the GD group it was shown that the higher concentration of STRAIL and sTRAIL-R1
proteins, the lower TSH concentration and the higher fT3. The obtained results testify to
the potential participation of the studied proteins in the pathogenesis of GD.

. The frequency of genotypes and alleles of the polymorphisms studied did not differ
significantly between groups, which may indicate a lack of association with AITD
etiopathogenesis.

No statistical significance was demonstrated between the rs2230229, rs20576, rs6557634
polymorphisms and the concentrations of the STRAIL protein and the sTRAIL-R1
receptor.

. There is a correlation between rs6557634 polymorphism and total cholesterol and LDL
cholesterol fraction in HT and GD patients, which may indicate the potential role of this
polymorphism in the development of hypercholesterolemia in patients with AITD.

. Analysis of the results of the study indicates a possible relationship between rs6557634

polymorphism and hormonal disorders in patients with AITD.
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