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Streszczenie

Wstep: Apoptoza to programowe obumieranie komorki. Jest to mechanizm regulacyjny pozwalajacy na usuniecie wytwo-
rzonych w nadmiarze i niepotrzebnych w danej chwili komérek. Zaburzenia w procesie apoptozy moga uczestniczy¢
w rozwoju schorzen autoimmunologicznych tarczycy.

Celem pracy byla ocena ekspresji czgsteczek Fas/FasL i kaspazy 8 w tkance gruczolu tarczowego u pacjentéw z choroba
Gravesa-Basedowa (GB, Graves’ disease), wolem guzkowym nietoksycznym (NTNG, non-toxic nodular goiter) oraz zapale-
niem tarczycy typu Hashimoto (HT, Hashimoto’s thyroiditis).

Material i metody: Do kryteriéw kwalifikacji pacjentéw z choroba GB naleza: wole II°, obecnoé¢ oftalmopatii, przeciwciata
przeciw receptorom TSH (TRAb, anti-TSH receptor antibodies) wyzsze niz 5 j/l, dodatnie stezenia przeciwcial anty-TPO
i anty-TG oraz utrzymujace sie ponad 2-3 miesigce od poczatku rozpoznania stezenie hormonu tyreotropowego (TSH,
thyroid stimulating hormone) nizsze niz 0,45 umj./ml. Wyizolowane tyreocyty znakowano metoda posrednia: poczatkowo
komorki taczono z przeciwcialami monoklonalnymi mysimi anty-TPO, nastepnie z przeciwcialami kréliczymi IgG (Fab’),
anty-mysimi znakowanymi izotiocytrynianem fluoresceiny (FITC, fluorescein isothiocyanate). Do tak uzyskanej zawiesiny
komoérkowej podawano przeciwciala monoklonalne anty-Fas i anty-FasL znakowane PE (Phycoerythrin). Odczytu dokony-
wano w cytometrze przeplywowym (Coulter EPICS XL). Analize ekspresji Fas/FasL uzupelniono badaniami Western Blot
i immunohistochemicznym z wizualizacjg DAB-em i barwieniem hematoksyling Mayera. Oznaczenie ekspresji kaspazy
8 w komoérkach pecherzykowych tarczycy przeprowadzono za pomocg metody Western Blot.

Wyniki: W analizie ekspresji molekul apoptozy Fas oraz FasL na powierzchni komérek tarczycy wykazano jej istotnie
wyzszy odsetek u pacjentéw z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto (HT, Hashimoto's thyroiditis) (ok. 38%, 26%) w poréw-
naniu z pacjentami z chorobg Gravesa-Basedowa (18%, 14%). U pacjentéw z HT wykazano znacznie nizszy odsetek limfo-
cytéw naplywajacych do gruczolu tarczowego z ekspresja molekul Fas (13%) i FasL (22%) w poréwnaniu z grupa oséb
z choroba GB (odpowiednio: 33%, 43%). W identyfikacji bialek proapoptotycznych FasL i Fas stwierdzono znamienna ich
ekspresje w komérkach tarczycy u pacjentéw z chorobg GB (++; ++) i HT (+++, +++) w poréwnaniu z ekspresja
w grupie 0séb z NTNG (0/+; 0/+). W analizie ekspresji kaspazy 8 w badanych grupach wykazano jej obecno$é¢ u pacjentéw
ze schorzeniami autoimmunologicznymi tarczycy w prazku p55 (kDa) za pomocg metody Western Blot.
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Whioski: Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze przewaga ekspresji markeréw proapoptotycznych w komérkach peche-
rzykowych tarczycy w zapaleniu Hashimoto moze $wiadczy¢ o wzroscie eliminacji tych komorek i w konsekwencji wy-
tworzeniu niedoczynnosci tarczycy. Odmienna sytuacja ma miejsce w chorobie GB, gdzie mniejsza aktywnos¢ apoptozy
i tym samym przewaga proliferacji nad eliminacja komoérek tarczycy w rezultacie prowadzi do rozwoju wola.

(Endokrynol Pol 2007; 58 (4): 303-313)

Stowa kluczowe: choroba Cravesa-Basedowa, Fas, Fasl, apoptoza, kaspaza 8

Abstract

Introduction: Apoptosis, programmed cell death is a regulating mechanism enabling the removal of superabundantly
produced and unnecessary at the certain moment cells. Disturbances of the apoptosis regulation contribute to the patho-
genesis of many diseases, including autoimmune thyroid disorders.

The aim of this study was to estimate expression of proapoptotic Fas/FasL and caspase-8 in thyroid tissues in patients with
Graves’ disease (GD), non-toxic nodular goiter (NTNG) and Hashimoto’s thyroiditis (HT).

Material and methods: Inclusion criteria of Graves’ patients were: large goiter, ophthalmopathy, TRAb > 5 U/L, positive
titre of anti-TPO and anti-TG antibodies and concentration of TSH < 0.45 uIU/mL for more the 2-3 months from an onset
of the disease. Isolated thyrocytes were identified by indirect method: in the first stage mouse monoclonal antibodies
(mAbs) anti-TPO were bound to rabbit anti-mouse antibodies IgG (Fab’), labeled FITC. To obtained cellular suspension
mAbs directed against apoptotic Fas/FasL molecules labeled with PE (Phycoerythrin) was added. All investigations were
performed onCoulter EPICS XL flow cytometer. Detection of apoptotic proteins was confirmed by Western Blot and
immunohistochemistry methods using mAbs in DAB chromogene visuality and marked by Mayer’s haematoxylin. Evalu-
ation of caspase-8 expression in thyroid follicular cells was performed by Western Blot test.

Results: The analysis of Fas and FasL expression on surface of thyroid follicular cells was higher in patients with Hashimo-
to’s thyroiditis (38%, 26%) in comparison with patients with Graves’ disease (18%, 14%). In case of patients with Hashimo-
to’s thyroiditis significantly lowerpercentage of thyroid tissue infiltrating immune Fas+ (13%) and FasL+ (22%) T cells in
comparison with Graves’ patients (33%, 43% respectively) was observed . Identification of proapoptotic Fas and FasL
molecules in the thyroid follicular cells revealed higher expression of both proteins in patients with GD (++,++) and HT
(+++; +++, respectively) in comparison with NTNG patients (+/0; +/0). Caspase-8 expression was detected in band
55 kDa using Western Blot test in patients with thyroid autoimmune diseases.

Conclusions: We conclude that alteration in the expression of proapoptotic proteins in thyroid follicular cells may play
a role in pathogenesis of thyroid autoimmune disorders. In addition, suppression of apoptosis in Graves’ disease led to
increased proliferation of thyroid follicular cells which is responsible for goiter formation.

(Pol ] Endocrinol 2007; 58 (4): 303-313)
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kompleks Fas-FADD aktywuje kaspaze 8 (FLICE,
FADD-like interleukin 1b-converting enzyme), ktéra na-

Wstep

Apoptoza, czyli programowana $mieré¢ komorki, pelni
istotng role w utrzymywaniu homeostazy tkankowe;.
Jest to proces aktywny, przebiegajacy z udzialem me-
tabolizmu komérkowego, obejmujacy aktywacje genéw
i synteze bialek. Apoptoza jako mechanizm regulatoro-
wy pozwala na usuniecie wytworzonych w nadmiarze
i niepotrzebnych w danej chwili komérek, na przyktad
autoreaktywnych limfocytéw. Brak mozliwosci elimino-
wania z systemu komérek reagujacych z wlasnym anty-
genem i w efekcie ich nadmierna proliferacja prowadzi
do rozwoju choréb autoimmunologicznych, w tym cho-
réb tarczycy [1].

Aktywacja kompleksu Fas/FasL (przezblonowe bial-
ka nalezace do nadrodziny receptoréw TNFR) inicjuje
wewnatrzkomorkowy szlak przemian. Cytoplazma-
tyczna cze$¢ aktywowanego receptora Fas wigze bial-
ko adaptacyjne, na przykiad biatkko FADD (FADD Fas-
associated death domain protein). Powstaly w ten sposob
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stepnie inicjuje proteazy cysteinowe kompleksu kaspa-
zy-3, ktére uwaza sie za efektorowe w apoptozie [2, 3].
Ten cykl przemian odgrywa kluczowa role w elimina-
cji: obwodowych limfocytéw T, komoérek zapalnych
i nowotworowych przy udziale komérek cytotoksycz-
nych, CD8 oraz NK. Przedstawiona powyzej zewna-
trzpochodna droga aktywacji apoptozy stymuluje réw-
niez reakcje na drodze wewnetrzpochodnej przy
udziale kaspazy 8, ktéra rozcina zawarta w cytoplazmie
czasteczke Bid przenoszaca sygnal aktywacji do mito-
chondriéw, w efekcie czego dochodzi do uwolnienia
cytochromu c. To dzialanie powoduje stymulacje czyn-
nika aktywacji apoptozy 1 (APAF-1, apoptotic protease
activating factor 1) i aktywacje kaspazy 9 [4-6]. W dal-
szej czeSci kaskady przemian obie drogi zewnatrz-
i wewnatrzpochodna faczg sie we wspdlnym punkcie,
jakim jest kaspaza 3. Tak generowany sygnat apoptozy
umozliwia dalsze rozprzestrzenianie si¢ cyklu przemian
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prowadzacych do proteolitycznego rozpadu jadra i cy-
toplazmatycznych substratéw konczacych sie w rezul-
tacie Smiercig komorki. Z drugiej strony na uwage za-
stuguja czasteczki blokujace sygnat apoptozy w posta-
ci FAP-1, (Fas associated phosphatase-1) hamujacej prze-
kazywanie sygnaléw z Fas na domeny regulatorowe,
jak réwniez FLICE-like inhibitory protein (FLIP), ktére
zapobiegaja tworzeniu kompleksu Fas-FADD-FLICE
tak zwanych bialek adaptacyjnych bedacych dalszym
etapem przebiegu fizjologicznej $mierci komoérek [7].
Natomiast w koncowej fazie regulatorami ogranicze-
nia programowanej §mierci komorek sa inhibitorowe
bialka apoptozy (IAP, inhibitor of apoptosis proteins) oraz
czasteczka Bcl-2 [7, 8].

W kontekscie autoimmunologii tarczycy, zauwaza
sie wzrastajacy wskaznik apoptozy zaleznej od Fas-Fas
L oraz aktywacji kaspazy 8 [3]. Wedlug badah morfolo-
gii blony komoérkowej system Fas-Fas L dziala zaréw-
no w komoérkach immunologicznie kompetentnych, jak
iw komoérkach docelowych (tyreocytach) [9]. Generuje
jednak odmienne skutki w odpowiedzi autoimmuno-
logicznej w zaleznosci od rodzaju komorki. Zmiany
ekspresji FasL na limfocytach wewnatrztarczycowych
wydaja sie korelowac ze stopniem uszkodzenia komé-
rek tarczycy, co wykazano w licznych badaniach eks-
perymentalnych [10]. Udowodniono natomiast zwig-
zek nadekspresji FasL na tyreocytach z zapobieganiem
autoimmunologicznemu zapaleniu tarczycy. Zatem
udzial FasL, zar6wno w apoptozie tyreocytéw, jak
i komorek T wskazuje na jego role w patogenezie cho-
réb autoimmunologicznych tarczycy [11]. Kawakami
iwsp. [12] potwierdzili takg zalezno$¢ zachodzgca mie-
dzy apoptoza tyreocytéw a procesami immunologicz-
nymi w tkance gruczolu tarczowego. Autorzy ci pod-
kreslajg, ze aktywowana przez Fas apoptoza tyreocy-
tow jest modulowana przez przeciwciala skierowane
przeciwko autoantygenom tarczycy oraz cytokiny. Fakt
ten wskazuje, ze kontrolowanie przebiegu apoptozy
komorek moze sta¢ sie nowym celem terapeutycznym
w leczeniu choréb autoimmunologicznych.

Celem badan byla ocena ekspresji Fas, FasL i kaspa-
zy 8 w tkance gruczotu tarczowego mlodych pacjen-
téw z chorobami immunologicznymi i nieimmunolo-
gicznymi gruczotu tarczowego.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w grupie 45 mlodocianych
pacjentéw (9 chlopcéw i 36 dziewczat) w wieku 8-21 lat
z chorobg Gravesa-Basedowa (GB, Graves’ disease) (n = 15,
$r. wieku 14 =+ 6 lat), zapaleniem tarczycy typu Hashimo-
to (HT, Hashimoto’s thyroiditis) (n = 15, ér. wieku 15,3 +
+ 3 lat) oraz wolem guzkowym nietoksycznym (NTNG,
non-toxic nodular goiter) (n = 15, ér. wieku 14 + 3 lat)

hospitalizowanych w II Klinice Choréb Dzieci AM
w Bialymstoku oraz Klinice Endokrynologii i Diabeto-
logii Wieku Rozwojowego AM w Poznaniu, a podda-
nych zabiegom totalnej lub subtotalnej tyreoidektomii
w I Klinice Chirurgii Ogélnej AMB oraz Klinice Chirur-
gii Dzieciecej AMP.

Rozpoznanie poszczegélnych jednostek ustalono
na podstawie wynikéw badan klinicznych, laboratoryj-
nych, ultrasonograficznych gruczotu tarczowego, a tak-
ze dodatkowo — za pomoca biopsji aspiracyjnej cienko-
igtowej w zapaleniu Hashimoto i wolu guzkowym, ktérg
przeprowadzono w Zakladzie Anatomii Patologicznej
AMB. W leczeniu nadczynnosci tarczycy stosowano te-
rapie metizolem poczgtkowo w dawce 0,5-1 mg/kg/dobe
facznie z propranololem w dawce 0,5-1 mg/kg m.c./dobe.
Dalsze zmniejszenie dawki (przecietnie do dawki 10—
—15mg/d.) metizolu i doprowadzenie do eutyreozy przed
zabiegiem operacyjnym uzalezniano od parametréw kli-
niczno-biochemicznych. Ponadto czesé pacjentéw otrzy-
mywala L-thyroksyne w dawkach 25-75 mg/dobe. Pa-
¢jenci z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto otrzymy-
wali wylacznie L-tyroksyne (r. 75 = 25 mg/d.) w okresie
3-12 miesiecy (Sr. 6 miesiecy) od rozpoznania.

Funkcje gruczolu tarczowego u pacjentéw z chorobg
Gravesa-Basedowa oceniano w chwili rozpoznania
i przed zabiegiem operacyjnym na podstawie badania
hormonalnego, ktére przeprowadzono tgcznie z ozna-
czeniem stezenia przeciwcial przeciwtarczycowych
(przeciwcialo przeciw peroksydazie tarczycowej [anty-
TPO, antithyroid peroxidase antibody], przeciwcialo prze-
ciw tyreoglobulinie [anty-TG, antityreoglobulin antibody],
przeciwciala przeciw receptorom TSH [TRAb, anto-TSH
receptor antibodies]). W przypadku pacjentéw z zapale-
niem tarczycy typu Hashimoto powyzsza ocene wyko-
nano réwnolegle do biopsji gruczotu tarczowego.
W materiale tkankowym pacjentéw z chorobami auto-
immunologicznymi tarczycy przeprowadzono identy-
fikacje ekspresji wybranych markeréw apoptozy Fas/
/FasL oraz kaspazy 8.

Niniejsze badania uzyskaly zgode lokalnej Komisji
do Spraw Etyki Nadzoru nad Badaniami na Ludziach
i Zwierzetach przy Akademii Medycznej w Biatymstoku.

Metoda oceny stezenia przeciwcial przeciw-
tarczycowych oraz stezZenia hormonow tarczycy
Krew do badan pobierano na czczo w godzinach ran-
nych z zyly odlokciowej. Odwirowywano w wiréwce
przez 10 minut przy 2000 obrotéw na minute. Do chwi-
li zebrania odpowiedniej iloici surowic do oznaczen,
przechowywano je w temperaturze —20°. W badanych
surowicach oznaczano przeciwciala antytyreoperoksy-
dazowe (anty-TPO) i antytyreoglobulinowe (anty-TG)
za pomocy testu immunodiagnostycznego typu Vare-
lisa (Variable Enzyme Linked Immno Sorbent Assay) firmy
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Pharmacia Upjohn Diagnostics GmbH & Co.KG.Freiburg,
Niemcy. Z kolei ocene przeciwcial przeciwreceptoro-
wych (TRAb) w surowicy przeprowadzono metoda ra-
dioreceptorowa za pomoca zestawdéw TRAK-human
(Brahms Diagnostica GmbH. Berlin, Niemcy), w ktérych
wartos¢ nizsza niz 1 oznaczala wynik ujemny, 1,0-1,5
— szarg strefe, natomiast wartosci wyzsze niz 1,5 j./1
uznano za dodatnie.

Oznaczenie stezenia wolnej tyroksyny (fT4, free
tyroxine), wolnej tr6jjodotyroniny (£T3, free triiodothy-
ronine) oraz hormonu tyreotropowego (TSH, thyroxi-
ne stimulating hormone) w surowicy okreslono za po-
mocg analizatora mini VIDAS firmy Bio Merieux, 1acza-
cego metode immunoenzymatyczng z konicowym po-
miarem fluorescencji Enzyme Linked Fluorescent Assay
(ELFA). Wartosci prawidlowe fT4 — 0,71-1,55 (ng/dl),
fT3 — 2,6-5,4 (ng/dl) i TSH — 0,32-5,0 (mj./ml).

Metoda Western Blot

Zamrozone tkanki homogenizowano za pomoca homo-
genizatora nozowego w 5-krotnym nadmiarze buforu
(0,25 M sacharoza, 0,02 M Tris, 0,001 M EDTA o pH 7,4)
zawierajacym inhibitory proteaz (PMSF — 50 uM, apro-
tynina — 1 ug/ml, leupeptyna — 1 ug/ml, pepstatyna
— 1 ug/ml). W celu odwirowania niezhomogenizowa-
nych resztek tkanki homogenaty wirowano 15 minut,
z przyspieszeniem 1000 X g, w temperaturze 4°C. Osad
odrzucono, natomiast nadsacz przeniesiono do nowych
probéwek i wirowano godzine, z sitg 100 000 X g, w tem-
peraturze 4°C. Nadsacz zlano, a osad (frakcja mikroso-
malna) zawieszono w 20 mM Tris zawierajacym fluorek
fenylometylosulfonowy (PMSF, phenylmethylsulfonyl flu-
oride) o stezeniu 50 uM. Prébki przechowywano w tem-
peraturze —80°C. Osad 75 mg bialka z frakcji mikroso-
malnej rozdzielono metodg SDS-PAGE (12-procentowy
zel poliakrylamidowy) i elektrotransferowano do blony
polifluorku winylidenu (PVDE, polyvinylidene difluoride)
(Bio-Rad). Blone wysycano przez noc w temperaturze
4°C, w roztworze buforu fosforanowego (PBS, phosphate
buffered saline) z dodatkiem 5-procentowego odtluszczo-
nego mleka. Nastepnie inkubowano ja 24 godziny
w temperaturze 8°C z 1-rzedowymi przeciwcialtami mo-
noklonalnymi (BD Biosciences Pharmingen) anty-FasL,
anty-kaspaza 8 w rozcieficzeniu sugerowanym przez
firme. Po 3-krotnym plukaniu w myjacym roztworze
buforowym (PBST, phosphate buffered saline tween-20) (po
10 min) blone inkubowano z drugim przeciwcialem
anty-mysim znakowanym peroksydaza chrzanowg
(HRP, horseradish peroksidase) godzine w temperaturze
pokojowej. Po ponownym 3-krotnym plukaniu PBST
reakcje wizualizowano DAB-em. Réwnolegle do kaz-
dego oznaczenia przeprowadzono kontrole ujemng
oraz identyfikacje S-aktyny z zastosowaniem przeciw-
cial monoklonalnych anty-f actin (Sigma).
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Metoda immunohistochemii

Tkanki rozmrozone w temperaturze pokojowej, po
wyplukaniu nadmiaru podloza w wodzie destylowa-
nej, utrwalano przez 24 godziny w 4-procentowej bu-
forowanej formalinie. Nastepnie przeprowadzono od-
wodnienie tkanek w roztworach alkoholi o réznym ste-
zeniu, acetonie, ksylenie oraz zatapiano w parafinie
w sposéb typowy. Skrawki 4 um grubosci krojono na si-
lanizowane szkietka, ktére nastepnie poddano suszeniu
w temperaturze 60° przez noc. Po odparafinowaniu
iuwodnieniu preparatéw w ksylenie i alkoholu wyko-
nywano odkrywanie antygenu w buforze cytrynowym
o pH 6,0 przez 5 minut w fazni wodnej w temperaturze
95-99°. W nastepnym etapie wykonano blokowanie
endogennej peroksydazy 3% H,O,. W preparatach skro-
jonych seryjnie przeprowadzano inkubacje z monoklo-
nalnymi przeciwcialami: Fas, FasL (firmy BD) w tem-
peraturze +4°C w komorze wilgotnej przez noc, nastep-
nie biotynylowym wtérnym przeciwcialem z KIT
LSAB+ oraz streptawidyna znakowana peroksydaza
chrzanowa. Wizualizacji dokonano chromogenem
DAB, po czym nastepowalo podbarwienie jader hema-
toksyling Mayera. Réwnolegle do kazdego oznaczenia
barwiono dodatkowy preparat z pominieciem pierwot-
nego przeciwciala jako kontrole ujemna.

Stopien pozytywnej identyfikacji TPO: , +” obejmo-

wat 10% komorek, ,++” — wielkos¢ miedzy 10-50%
komoérek, ,+++” — > 50% komorek.

Metoda fluorocytometrycznej oceny ekspresji
Fas/FasL na powierzchni komdrek pecherzykowych
tarczycy

Skrawki tkanki tarczycowej pooperacyjnej wielkosci
1,0 cm/1,0 cm pobierano do probéwki zawierajacej podto-
ze RPMI-1640. Cze$¢ z nich poddawano bezposrednie-
mu preparowaniu, a cze$¢ zamrazano w temperaturze
—85° i badano p6zniej. Na poczatku materiat tkankowy
rozdrabniano mechanicznie metoda tak zwanego wy-
czesywania, a nastepnie po rozdrobnieniu dodano kola-
genaze IV-S (Sigma). Tak przygotowana zawiesine ko-
morek tarczycy rozcieniczano w proporgji 1:1 z podto-
zem RPMI 1640, nastepnie porcjowano po 50 ml i uzu-
petniono 10 ml roztworu zawierajacego przeciwciata
mysie monoklonalne (mAb) skierowane przeciw ludzkie-
mu epitopowi 64 TPO identyfikujace domene B (ryc. 1).

Po 20 minutach inkubacji w temperaturze pokojo-

wej do prébek dodawano przeciwciato krélicze F(ab’),
-FITC (DAKO, USA) i przeprowadzano dalsza inkuba-
cje przez dalszych 20 minut. Tak uzyskana zawiesine
komorkowaq ptukano 3-krotnie w PBS, po czym do kaz-
dej probéwki dodawano po 10 ml przeciwcial anty-Fas-
PE lub anty-FasL-PE/FITC i poddano 20-minutowej
inkubacji. Nastepnie uzupelniono probéwki 250 ml
PBS-u i 50 ml 1% paraformaldehydu. Po dokladnym
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Tarczyca po trawieniu kolagenazq (kom. pecherzykowe w zawiesinie)
w podiozu RPMI-1640

Identyfikacja tyreocytow przy udziale mysich przeciwcial
monoklonalnych mAb #64 anty-TPO

Rycina 1. Izolacja komdrek pecherzykowych tarczycy w podlozu RPMI-1640 i ich cytofluorymetryczna identyfikacja z zastosowaniem

przeciwcial monoklonalnych mysich mAb #64 anty-TPO

Figure 1. Isolation of thyroid follicular cells on RPMI-1640 medium and cytofluorometric identification with use of monoclonal mouse

mAb #64 anti TPO antibodies

wymieszaniu probki poddawano analizie w cytometrze
przeplywowym (Coulter EPICS XL).

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy
uzyciu programu Statistica 6.0. Poréwnanie poszczegol-
nych parametréw w badanych grupach przeprowadzo-
no za pomocy testu t-Studenta, U Manna-Whitney’a
oraz Fishera. Za istotng statystycznie uznano wartosc t,
dla ktérej wartos¢ p byla mniejsza niz 0,05. Do oceny
wspolzaleznoéci miedzy kolejnymi parametrami zasto-
sowano wsp6lczynnik korelacji Spearmana.

Wyniki

W tabeli I przedstawiono charakterystyke i badania la-
boratoryjne pacjentéw z choroba Gravesa-Basedowa
(przed leczeniem metizolem, a nastepnie w okresie kli-
niczno-biochemicznej eutyreozy przed zabiegiem ope-
racyjnym), z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto oraz
wolem guzkowym nietoksycznym (przed zabiegiem
operacyjnym). U pacjentéw, u ktérych w badaniu ul-
trasonograficznym wykryto zmiany guzkowe powyzej
1 cm, przeprowadzono biopsje aspiracyjng cienko-
iglowa, w ktoérej stwierdzono zmiany o charakterze
tagodnym w postaci ,wola guzkowego koloidowego”.

W analizie powierzchni antygenowej peroksydazy
tarczycowej metoda cytometrii przeptywowej zastoso-

wano mysie przeciwciala monoklonalne wytworzone
przeciwko ludzkiej natywnej TPO. W ocenie odsetka
komorek tarczycy z ekspresja epitopu TPO wiazacego
mAb 64 nie stwierdzono istotnej r6znicy pomiedzy
grupa pacjentéw z choroba GB a badanymi z zapale-
niem tarczycy typu Hashimoto (73% vs. 65%, NS) przy
stezeniu przeciwcial anty-TPO réwnym 400 g/ml. Za-
obserwowano, ze przy zmniejszajacych sie stezeniach
przeciwcial anty-TPO dochodzi do obnizenia érednie-
go odsetka komorek tarczycy z ekspresja regionu anty-
genowego 64. Podobny obraz identyfikujacy TPO z za-
stosowaniem przeciwcial mAb-47 uwidoczniono takze
na podstawie badania immunohistochemicznego
w wybarwieniu hematoksyling Mayera. U pacjentéw
z chorobg Gravesa-Basedowa i wolem Hashimoto stopiert
ekspresji oceniono na ,+ ++”, w przypadku dzieci z wo-
lem guzkowym nietoksycznym ekspresja wynosita ,+”.

Wyniki powyzszych badan potwierdzity zwiekszong
immunogennos$¢ komoérek pecherzykowych tarczycy
w chorobie Gravesa-Basedowa i zapaleniu tarczycy typu
Hashimoto wzgledem wola guzkowego nietoksyczne-
go0. Wykazano natomiast poréwnywalny stopien eks-
presji peroksydazy tarczycowej w obu chorobach au-
toimmunologicznych tarczycy, co umozliwito dalsze
badania w kierunku identyfikacji czasteczek apoptozy
na powierzchni tyreocytow.

W poddanej ocenie ekspresji czasteczek Fas/CD95
i FasL/CD95L w materiale tkankowym u pacjentéw
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Tabela I

Dane pacjentow z chorobq Gravesa-Basedowa przed leczeniem metizolem, po 6 miesigcach terapii (przed zabiegiem operacyjnym),
w wolu wieloguzkowym nietoksycznym oraz zapaleniu tarczycy typu Hashimoto

Table I

Data of Graves’ disease patients before metizol treatment, after 6 month therapy (before surgical operation), patients with

non-toxic nodular goiter and Hashimoto’s thyroiditis patients

Zmienne (x = SD) Grupy p
Choroba Gravesa-Basedowa Zapalenie tarczycy Wole guzkowe p*
nieleczona po 6 msc leczenia metizolem typu Hashimoto  nietoksyczne p**
(n=15) (n=15) (n=15)
A A B C
Wiek 1376 143 £5 1533 141 +3 NS
Ple¢ M/Z 2/13 2/13 213 2/13 NS
Masa ciata [kg] 58 £ 11,0 62 =53 60,9 = 8,0 60,5=7,0 NS
Wozrost [cm] 166 = 3 169 =1 170 =5 169 = 7 NS
Tyroksyna [mg/d] - 25-15 50 =125 75+ 25 -
Metizol [mg/d] - 10«5 - - -
TRAbD [j/1] > 5 dodatnie > 3 dodatnie < 1 ujemne < 1 ujemne -
anty-TPO [mjm./ml] 1279 = 289 750 = 90 1650 = 550 44,3 + 38 p < 0,0001
p* < 0,01
p** < 0,001
anty-TG [mjm./ml] 630 + 243 450 = 50 780 + 320 160 = 81,4 p < 0,001
p* < 0,01
p** < 0,001
TSH [mj./ml] 0,05 = 0,02 1,3=0,2 32+14 29+03 p < 0,001
p* < 0,01
T4 [ng/dI] 55=20 2,04 =0,3 1,31 £ 0,14 1,29 = 0,20 p < 0,001
T3 [ng/I] 8,66 = 2,1 38=05 3,46 = 0,84 2,94 = 0,21 p < 0,002

p — istotno$¢ statystyczna miedzy grupg A a grupg C; p* — istotno$¢ statystyczna miedzy grupa A’ a grupa C, p** — istotno$¢ statystyczna miedzy
grupa B a grupa C; X — wartosci $rednie; TRAb (anti-TSH receptor antibodies) — przeciwciata przeciw receptorom TSH; TSH (thyroid stimulating
hormone) — hormon tyreotropowy; SD (standard deviation) — odchylenie standardowe, NS (no statistical significance) — nieistotne statystycznie

z choroba Gravesa-Basedowa stwierdzono istotne sta-
tystycznie podwyzszenie odsetka limfocytéw T CD95+
(p < 0,005, p < 0,001), T CD95L+ (p < 0,02, p < 0,01)
oraz T CD95/CD95L (NS, p < 0,05) w poréwnaniu
z grupa z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto oraz
wolem guzkowym nietoksycznym (ryc. 2, 3). Z kolei
analiza ekspresji czasteczek apoptozy CD95/ CD95L na
powierzchni samych tyreocytéw w chorobie Gravesa-
-Basedowa (p < 0,01, p < 0,01) i wolu guzkowym nie-
toksycznym (p < 0,001, p < 0,004) byla znamiennie niz-
sza w poréwnaniu z ich obecnoscia u dzieci z zapale-
niem tarczycy typu Hashimoto (ryc. 4, 5). W odniesie-
niu do Iacznej ekspresji obu czasteczek Fas (CD95) i FasL
(CD95L) na powierzchni tyreocytow uzyskano wiek-
szy ich odsetek u pacjentéw z zapaleniem tarczycy typu
Hashimoto (p < 0,02, p < 0,002) niz chorobg Gravesa-
-Basedowa i wolem guzkowym nietoksycznym (odpo-
wiednio: 18%, 8% i 1%) (ryc. 5).
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Pooperacyjny material tkankowy powyzszych grup
pacjentéw dodatkowo poddano identyfikacji proapop-
totycznych bialek Fas/FasL metodg immunohistoche-
mii. Badania te ujawnily w tyreocytach pacjentéw
z chorobg Gravesa-Basedowa i zapaleniem Hashimoto
znamienna obecnosc¢ czasteczki FasL i Fas, ktérych sto-
pien ekspresji oceniono odpowiednio na ++, ++ dla
GBi +++, +++ dla HT (ryc. 6 A, B). W przypadku
0s6b miodych z wolem guzkowym nietoksycznym sto-
pien ten byt sladowy i wynosit 0/+, 0/+ (ryc. 6 C). Ma-
terial tkankowy tarczycy badano takze w kierunku eks-
presji kaspazy 8 oraz czasteczki FasL przy uzyciu me-
tody Western Blot, uzyskujac u pacjentéw z chorobami
autoimmunologicznymi tarczycy obecno$¢ biatka FasL
w prazku p21 (kDa) oraz dla kaspazy 8 w prazku p55
(kDa) (ryc. 7 A, B). U pacjentéw z wolem guzkowym
nietoksycznym stopien ekspresji FasL byl §ladowy przy
catkowitym braku detekcji kaspazy 8 (ryc. 7 A, B).
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Rycina 2. Ekspresja czgsteczki Fas (CD95) na powierzchni limfocytow wewngtrztarczycowych u pacjenta z chorobg Gravesa-Basedowa
(%CD3-Fas* 32%) (A) i zapaleniem tarczycy typu Hashimoto (%CD3-Fas* 3,7%) (B)

Figure 2. Molecule Fas (CD95) expression on the surface of interthyroidal lymphocytes in patient with Graves’ disease (%CD3-Fas* 32%)

(A) and Hashimoto’s thyroiditis (% CD3-Fas* 3,7%) (B)
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Rycina 3. Analiza ekspresji czgsteczek apoptozy CD95/CDI5L
na powierzchni limfocytow wewngtrztarczycowych w chorobach
immunologicznych i nieimmunologicznych gruczotu tarczowego;
*znamiennos¢ statystyczna miedzy grupg z chorobg Gravesa-
-Basedowa a wolem guzkowym nietoksycznym; **znamiennos¢é
statystyczna miedzy grupg z chorobg Gravesa-Basedowa
a zapaleniem Hashimoto

Figure 3. Analysis of apoptosis molecules CD95/CD95L
expression on the surface of interthyroidal lymphocytes in immune
and non-immune thyroid diseases

Kazdy material tkankowy tarczycy badanych przez
autoréw prezentowanej pracy pacjentéw poddano oce-
nie obecnosci bialka -aktyny metoda Western Blot, kt6-
rego ekspresja potwierdza, ze tkanki nie byly zdegra-
dowane i wskazuje na wlasciwg jakoé¢ wykonanych
analiz.

W badanym przez autoréw niniejszego artykutu
materiale brano pod uwage zwigzek miedzy przeciw-
cialami przeciwtarczycowymi a odsetkiem komorek

tarczycy z ekspresja czasteczek apoptozy. U pacjentow
z choroba GB stwierdzono istotna statystycznie ujemna
korelacje miedzy odsetkiem tyreocytéw z ekspresja Fas
a stezeniem przeciwcial TRAb (R = 0,58, p < 0,02), na-
tomiast takich zaleznosci nie obserwowano w odnie-
sieniu do zapalenia tarczycy typu Hashimoto i wola
guzkowego nietoksycznego. Poddana z kolei ocenie
zaleznoé¢ stezenia hormonéw tarczycy w odniesieniu
do wartosci odsetkowej limfocytéw wewnatrztarczy-
cowych z ekspresja Fas i FasL nie wykazala istotnych
zaleznosci w badanych grupach.

Dyskusja

Schorzenia immunologiczne tarczycy to okolo 30%
wszystkich choréb autoimmmunologicznych [13]. Ba-
dania odpowiedzi immunologicznej w zapaleniu tar-
czycy typu Hashimoto dowiodly, ze limfocyty T cyto-
toksyczne moga by¢ odpowiedzialne za destrukcje ty-
reocytéw, a w konsekwencji — rozwoéj niedoczynnosci
tarczycy. Z kolei w chorobie Gravesa-Basedowa akty-
wacja limfocytéw B prowadzi do uwalniania przeciw-
cial stymulujacych tarczyce, ktére laczac sie z recepto-
rem dla TSH, w rezultacie powoduja trudna do po-
wstrzymania nadprodukcje hormonéw i w konsekwen-
¢ji powstaje nadczynnosc tarczycy [14, 15]. Wykazano,
ze wspolczynnik apoptozy tyreocytéw koreluje z kli-
nicznymi objawami choréb autoimmunologicznych tar-
czycy [16, 17].

W prezentowanej pracy badano ekspresje czaste-
czek apoptozy Fas/FasL u mlodych pacjentéw z cho-
roba Gravesa-Basedowa, zapaleniem tarczycy typu
Hashimoto i wolem guzkowym nietoksycznym.
W przeprowadzonej analizie wykazano zwiekszona
ekspresje molekut apoptozy Fas i FasL na powierzchni
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Rycina 4. Ekspresja czgsteczki Fas (CD95) na powierzchni komdrek pecherzykowych tarczycy (TFC, thyroid follicular cells) u pacjenta
z chorobg Gravesa-Basedowa (% TCR-Fas* 24%) (A) i zapaleniem tarczycy typu Hashimoto (% TFC-Fas*31,4%) (B)

Figure 4. Molecule Fas (CD95) expression on the surface of thyroid follicular cells (TFC) in patient with Graves’ disease (% TCR-Fas*

24%) (A) and Hashimoto’s thyroiditis (% TFC-Fas*31,4%) (B)
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Rycina 5. Analiza ekspresji molekut apoptozy CD95/CDI5L na
powierzchni tyreocytéw w chorobach immunologicznych
i nieimmunologicznych gruczolu tarczowego; *,**znamiennos¢
statystyczna pomigdzy grupq z zapaleniem tarczycy typu
Hashimoto a wolem guzkowym nietoksycznym; ***znamiennosé
statystyczna migdzy grupq z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto
a chorobg Gravesa-Basedowa

Figure 5. Analysis of apoptosis molecules CD95/CDI5L expression
on the surface of thyreocytes in immune and non-immune thyroid
diseases

tyreocytow u pacjentéw z zapaleniem tarczycy typu Ha-
shimoto w poréwnaniu z ich obecnoscia w chorobie
Gravesa-Basedowa i wolu guzkowym nietoksycznym.
Podobne obserwacje przedstawili Giordano i wsp. [18]
wskazujac, ze stopieni ich ekspresji istotnie wplywa na
zmiany aktywnosci procesu apoptozy, doprowadzajac
do rozwoju wola badz jego inwolucji. Dodatkowo Stassi
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iwsp. [19] dowiedli, ze w $wiezo wyizolowanych tyre-
ocytach u pacjentéw z choroba Hashimoto ekspresja
CD95 i CD95L jest wzmozona w aktywnej fazie choro-
by, co sugeruje zaangazowanie ukladu receptor-ligand
w progresywnej destrukgji gruczolu tarczowego. Na-
tomiast zdaniem tych autoréw w zdrowym migzszu
tarczycy ekspresja CD95 jest niewystarczajaca do ini-
cjacji apoptozy. Zmiany w dystrybucji powyzszych
markeréw apoptozy w chorobach tarczycy moga by¢
zatem wynikiem wplywu cytokin prozapalnych, ktére
oddzialuja nie tylko w ukladzie immunologicznym, ale
takze maja wplyw na komoérki docelowe [20]. Podczas
autoimmunologicznego zapalenia tarczycy cytokiny
uwalniane przez makrofagi i limfocyty Thl indukuja
zwiekszong ekspresje czasteczek CD95 na powierzch-
ni tyreocytéw [21]. Stymulacja ta powoduje aktywacje
zaprogramowanej $mierci komoérki wskutek mechani-
zmu samo- lub bratobéjstwa, doprowadzajac w konse-
kwengcji do destrukcji komérek pecherzykowych tar-
czycy i rozwoju niedoczynnosci tarczycy. W chorobie
Gravesa-Basedowa dochodzi natomiast do nacieku
gléwnie limfocytéw Th2 oraz produkgji IL-4, IL-10, co
indukuje z kolei ekspresje antyapoptycznych czaste-
czek, powodujac opornoé¢ tyreocytéw na przebiega-
jaca za posrednictwem CD95 apoptoze [22]. Potwier-
dzeniem powyzszej hipotezy jest uzyskanie w niniej-
szym materiale badawczym na powierzchni tyreocy-
tow wiekszej ekspresji zaréwno Fas, jak i FasL
u pacjentéw z zapaleniem Hashimoto w poréwnaniu
z ich ekspresjg na tyreocytach pacjentéow w chorobie
Gravesa-Basedowa i wolu guzkowym nietoksycznym.
Zatem zmiany ekspresji obu czgsteczek Fas (CD95)
i FasL (CD95L) w chorobach autoimmunologicznych
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A. |dentyfikacja FasL i Fas u pacjenta z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto

B. Identyfikacja FasL i Fas u pacjenta z chorobg Gravesa-Basedowa

C. Identyfikacja FasL i Fas u pacjenta z wolem guzkowym nietoksycznym

Rycina 6. Identyfikacja czgsteczek FasL i Fas metodq immunohistochemii u pacjentdw z chorobami immunologicznymi
i nieimmunologicznymi tarczycy

Figure 6. Identification of FasL and Fas molecules by immunohistochemistry method in patients with immune and non-immune thyroid
diseases
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A. Ekspresja kaspazy 8 i 8-aktyny w tkance gruczotu tarczowego
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B. Ekspresja czasteczki FasL i 3-aktyny w tkance gruczotu tarczowego
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Rycina 7. Identyfikacja kaspazy 8 i FasL metodg Western Blot u pa-
cjentow z chorobg Gravesa-Basedowa, zapaleniem tarczycy
Hashimoto i wolem guzkowym nietoksycznym

Figure 7. Identification of caspase-8 (A) and FasL (B) proteins by
Western Blot method in patients with Graves’ disease, Hashimoto’s
thyroiditis and non-toxic nodular goiter

tarczycy przebiegajacych zaréwno z hiperplazjg, jak
i inwolucjg tyreocytéw moga by¢ wynikiem zaburzen
aktywnosci procesu apoptozy. Fakt ten wigze sie praw-
dopodobnie z wplywem przeciwciat stymulujacych re-
ceptor TSH oraz dzialaniem hormonu tyreotropowego
przysadki na zmiany ekspresji czasteczki Fas [23]. Au-
torzy niniejszego badania uzyskali ujemna zalezno$¢
miedzy odsetkiem tyreocytow z ekspresja Fas a steze-
niem przeciwcial TRAb, co potwierdzaloby powyzsza
zalezno$¢. Dodatkowo Mihara i wsp. [24] wykazali, Ze
nadmiar hormonéw tarczycy oddzialuje na aktywacje
apoptozy limfocytéw naplywajacych do gruczotu tar-
czowego w trakcie procesu zapalnego. W zwiagzku
z tym prawdopodobnie moze dochodzi¢ do zwiekszo-
nej przezywalnosci komorek pecherzykowych tarczy-
cy w sytuacji nadmiernej eliminacji komérek immuno-
logicznych. W materiale autoréw prezentowanego ba-
dania uzyskali zwiekszong ekspresje czasteczek Fas/
/CD95 i FasL/CD95L na limfocytach wewnatrztarczy-
cowych T u pacjentéw z chorobg Gravesa-Basedowa
w poréwnaniu z grupa z zapaleniem tarczycy typu Ha-
shimoto. W zwigzku z tym wzrost aktywnosci procesu
apoptozy w obrebie limfocytéw u pacjentéw z chorobg
GB moze doprowadza¢ z kolei do przewagi proliferacji
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nad eliminacjg komérek tarczycy, a w konsekwencji od-
powiadac za powiekszenie gruczotu tarczowego.

Udzial czasteczek FasL i Fas, zaréwno w apoptozie
tyreocytow, jak i komoérek T, wskazuje na ich role
w patogenezie autoimmunologicznych choréb tarczycy.
Z jednej strony zwiekszona ekspresja Fas i FasL obser-
wowana w chorobach autoimmunologicznych sugeru-
je, ze cytotoksyczno$é, w ktérej posredniczy Fas jest
odpowiedzialna w duzej mierze za uszkodzenie tka-
nek [25]. Z drugiej za$ zarowno w badaniach prowa-
dzonych na modelach zwierzecych, jak i wéréd ludzi
wykazano, ze dziedziczna mutacja prowadzaca do
uszkodzenia funkcji Fas zakt6ca homeostaze limfocy-
tow i w konsekwencji powoduje rozwéj procesu au-
toimmunologicznego [26, 27]. Bona i wsp. [28] wyka-
zali obecno$¢ uposledzonej funkcji czgsteczki Fas na
limfocytach krwi obwodowej u dzieci w chorobach au-
toimmunologicznych tarczycy. Autorzy ci stwierdzili
ten defekt na podstawie obecnoéci obnizonej aktyw-
noéci kaspazy 8 oraz kaspazy 9 w zapaleniu tarczycy
typu Hashimoto i kaspazy 8 w chorobie Gravesa-Ba-
sedowa. W niniejszym materiale autorzy przeprowa-
dzili identyfikacje obecnosci bialka kaspazy 8 w tyre-
ocytach, uzyskujac pojedynczy prazek p51 kDa w obu
chorobach autoimmunologicznych tarczycy, przy cal-
kowitym braku jej ekspresji w wolu guzkowym nie-
toksycznym. Analiza ta potwierdzila wiec zwiekszona
aktywno$¢ proapoptotyczng czasteczki Fas w obrebie
samych tyreocytéw w chorobach immunologicznych
tarczycy.

Zrozumienie przebiegu procesu apoptozy na pozio-
mie molekularnym moze przyczynic si¢ nie tylko do
lepszego poznania patogenezy choréb autoimmunolo-
gicznych tarczycy, ale takze stwarza nowe mozliwosci
diagnostyczne, prognostyczne i terapeutyczne.

Whioski

1. Zmiany ekspresji czasteczek apoptozy na po-
wierzchni limfocytéw T i komoérkach pecherzyko-
wych tarczycy u pacjentéw z chorobami autoimmu-
nologicznymi tarczycy sugeruja ich znamienny
udzial w patogenezie choroby Gravesa-Basedowa
i zapaleniu tarczycy typu Hashimoto.

Zwiekszona ekspresja receptoréw Smierciiich ligan-
déw na powierzchni komérek pecherzykowych tar-
czycy u pacjentéw z zapaleniem tarczycy typu Ha-
shimoto wskazuje na mozliwo$¢ udziatu sgsiednich
tyreocytow w bratobéjczej apoptozie komoérek, pro-
wadzac w efekcie do ich niszczenia i rozwoju nie-
doczynnosci gruczotu.

Analiza zmian ekspresji czgsteczek Fas/FasL oraz
kaspazy 8 w tkance gruczolu tarczowego moze infor-
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mowac o stopniu aktywnosci i fenotypie immunologicz-
nym badanego schorzenia.

Podziekowanie

Skladam serdeczne podziekowanie pani Annie Lycz-
kowskiej (Zaklad Biochemii Klinicznej i Biologii Mole-
kularnej CMKP w Warszawie) i pani Jolancie Czerwin-
skiej (Zaklad Patomorfologii CMKP w Warszawie) za
przeprowadzenie oznaczen bialek apoptozy metoda
Western Blot i immunohistochemii.
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