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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AIDS — acquired immune deficiencysSyndrome, zespdt nabytego niedoboru odpornosci
AITD — autoimmunology thyroid disease, autoimmunizacyjna choroba tarczycy
APAF-1 — apoptotic protease activating factor-1, proaptotyczny czynnik aktywujacy
proteaze 1
APC — antygen presenting cell, komorki prezentujace antygen
Apo-1 — apoptosis antygen- 1, antygen apoptozy-1
Apo2 ligand = tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand
(Apo2L/TRAIL), ligand indukujacy apoptoze, zwigzany z czynnikiem
martwicy nowotworow
Arg — arginina
a/Tg — anti-thyroglobulin antibodies przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie
a/TPO — anti-thyroid peroxidase antibodies, przeciwciata przeciwko peroksydazie
tarczycowej
a/TSH-R — thyrotropin receptor antibodies, przeciwciata przeciwko receptorowi dla TSH
B cell — komoérki B, limfocyty B
Bcl-2 — B-cell lymphoma 2, heterogenna grupa biatek dziatajacych anty- apoptotycznie
BCR — B Cell Receptor, receptor komoérek B
BGLAP — bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein, osteokalcyna
Bid - BH3 — interacting domain death agonist, gen proapoptotyczny
BMI — body mass index, wskaznik masy ciata
Ca — wapn
Ca++ — wapn zjonizowany
CD4+, 1a, 40, 83, 86 — cluster of differentiation, glikoproteiny wystepujaca na
powierzchni komorek uktadu odpornosciowego
CDK — cyklin dependent kinase, kinaza cyklino-zalezna
CDKN1A — cyclin-dependent kinase inhibitor 1A zalezny od cykliny inhibitor kinazy 1A
CMIA — Chemiluminescent Microparticle Immunassay, test immunologiczny,
w ktorym antygen lub przeciwcialo jest znakowane czasteczka zdolng do
emitowania $wiatta podczas reakcji chemicznej
Csk — C-terminal Src kinase, C-koricowa kinaza Scr
CTLA4 — ang. cytotoxic T lymfocyte-associated protein 4, cytotoksyczne limfocyty T

zwigzane z biatkiem 4



Cx 26, 32, 43 — connexin 26, 32, 43 — koneksyna 26, 32, 43
CYP — cytochrome protein , biatko cytochromu
CYP27A1, CYP3A4, CYP2R1, CYP24Al1- biatka enzymatyczne nalezace do grupy
cytochromu P450
CYP24 — 24-hydroksylaza witaminy D
CYP27B1 — 1a-hydroksylaza, enzym odpowiadajacy za hydroksylacje 250HD3 w pozycji 1
DBP — vitamin D binding protein, a-globulina wigzgca witaming D
E2 — estradiol
EGF — epidermal growth factor, naskorkowy czynnik wzrostu
ERK — extracellular-signal-regulated kinase, kinaza regulujaca pozakomoérkowy mym
sygnalem, regulujaca proces transkrypcji
FAP-1 — Fas-associated phosphatase-1, zwigzana z Fas fosfataza 1
Fas — receptory $mierci
FcyR — receptory obecne na komdrkach uktadu immunologicznego
Fokl, Bsm1l, Taqgl, Apal, Poly (A) — polimorfizmy VDR
FoxP3 — forhead box P3, czynnik transkrypcyjny
FT3 — free triiodothyronine, wolna tr6jjodotytonina
FT4 — free thyroxine, wolna tyroksyna
G0,G1, S — fazy cyklu komoérkowego
GD — Grave’s disease, choroba Graves-Basedowa
GIn —glicyna
GM-CSF — granulocyte-macrophages colony stimulating factor, czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw 1 makrofagéw
His — histydyna
HELENA — Healthy Lifestyle in Europe by Nutrition in Adolescence, projekt badawczy,
w ktorym dokonano oceny niedoboru witaminy D w populacji osob w wieku
dojrzewania
HLA-DR — human leukocyte antigen, system antygenow ludzkich leukocytéw DR
HT — Hashimoto thyroiditis, zapalenie tarczycy Hashimoto, choroba Hashimoto
IAP — inhibitor of apoptosis, biatko bedace inhibitorem apoptozy
ICAM-1 — intracellulare adhessive molekule, wewnatrzkomérkowe molekuty adhezyjnych-1
IGF — insulin-like growth factor , insulino-podobny czynnik wzrostu
IL-2, 5, 6, 10, 12, 17, 21 — interleukin, interleukiny

INF-y — interferon y, interferon gamma



Lck, Fyni Zap-70 — rodzaje kinaz tyrozynowych

Leu — leucyna

LPS — liposacharid, liposacharyd

Lys — lizyna

Lyp — lymphoid proteintyrosine phosphatase, limfocytarna fosfataza tyrozynowa

Me — mediana

MEK — mitogen-activated protein kinase, kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny

MEKK-1 — mitogen-activated protein kinase kinase kinase , kinaza biatkowa kinazy

kinazy aktywowanej miogenem

MHC — major histocompability complex, glowny uktad zgodnos$ci tkankowe;j

MRNA — messenger RNA, przekaznikowy , informacyjny kwas rybonukleinowy

NHANES Ill — The National Health and Nutrition Examination Survey I1l, nazwa
migdzynarodowego badania dot. zdrowia i odzywiania

OPTIFORD - Towards a Strategy for Optimal Vitamin D Fortification, projekt badawczy

dotyczqcy oceny niedoboru witaminy D

P — fosfor

p27, p21, p38 — protein 27, protein 21, biatka nalezace do rodziny inhibitoréw kinaz
cyklino-zaleznych

PAMPs — patogen associated molecular patterns, molekuty zwigzane z patogenami

PDS — Pendred syndrome, zespot Pendreda

PGE2 — prostaglandin E2, prostaglandyna E2

PI3K — ang. phosphatidyloinozitol 3-kinase, 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

PKC — protein kinase C, kinaza biatkowa C

PLC — phospholipase C, fosfolipaza C

PPHPT — Primary Hyperparathyroidism, pierwotna nadczynno$¢ przytarczyc

PTH — parathormonu PTH

PTHrP — PTH-related peptide, peptyd PTH - podobny

PTPN22 — protein tyrosine phosphatase, non receptor type 22, biatko fosfatazy tyrozynowej,

receptora typu non-22

Q1 — kwartyl dolny

Qs — kwartyl dolny

RAF/MAPK - rapidly accelerated fibrosarcoma/mitogen activated protein kinase, kinaza
biatkowa aktywujaca miogen

RANK — receptor activator of nuclear factor «f, aktywator receptora czynnika jadrowego «



dla ligandu B
RANKL — receptor Activator for Nuclear Factor xB Ligand, ligand aktywatora receptora
jadrowego czynnika kB)
Rb — retinoblastoma protein, biatko retinoblastoma
RLU — relative luminesence units, relatywne jednostki $§wiecenia
ROS — reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu
RXR — retinoid X receptor, receptor dla retinoidu X
Scr — niereceptorowe kinazy tyrozynowe TCR - T-cell receptor, receptor komoérek T
SD — odchylenie standardowe
SLC26A4 — ang. solute carrier family 26, member 4, gen kodujacy pendryng
SNP — single nucleotide polymorphism, polimorfizm pojedynczego nukleotydu
T cell — komorki T, limfocyty T
Tg.2098-2112 — biatko bedace pochodng tyreoglobuliny, biorgce udziat w autonomizacji
tarczycowej
TGF-B — transforing growth factor p, transformujacy czynnik wzrostu beta
Th — T helper, limfocyty T- pomocnicze
Th1,2,17—-T helper 1, 2, 17 limfocyty T pomocnicze 1, 2, 17
TIMP-1 — tissue inhibitor metaloproteinases 1, tkankowy inhibitor metaloproteinazy 1
TLR — Toll-like receptor, receptory Toll-podobne
TNF-a — tumor necrosis factor a, czynnik martwicy guza alfa
TRAIL — Tumor Necrosis Factor - Related Apoptosis Ligand, ligand indukujacy apoptoze
zwigzany z czynnikiem martwicy nowotworow
Tregs — regulatory T cells, limfocyty T regulatorowe
TSH — thyroid stimuating hormone (thyrotropin), hormon tyreotropowy, tyreotropina
Tyr —tyrozyna
UVB — ultrafiolet B radiation, promieniowanie ultrafioletowe B
Vc — objetos¢ catkowita
V PP — objetos¢ prawego plata gruczotu tarczowego
V LP — objetos¢ lewego ptata gruczotu tarczowego
VCAM-1 —vascular cell adhesion molekule-1, molekuta adhezji komorkowej naczyn
VDR - vitamin D receptor, receptor dla witaminy D
VDRE — ang. vitamin D response elements, sekwencja wigzaca si¢ z receptorem
dla witaminy D

XCI — X-chromosome inactivation, inaktywacja chromosomu X
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http://pl.wikipedia.org/wiki/Receptor

250HD3 — 25-hydroksycholekalcyferol

1,25D3-MARRS — membrane associated, rapid response steroid binding, nieklasyczny
receptor btonowy dla 1,250H2D3

1,250H2D3 — 1,25-dihydrocholekalcyferol

24,250H2D3 — 24,25-dihydrocholekalcyferol

95% PU — 95 procentowy przedziat ufnosci
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2. WSTEP
2.1. WITAMINA D

Niedobor witaminy D jest problemem epidemiologicznym dotyczacym wiele populacji na
Swiecie [1-7]. Wyniki przeprowadzonych badan dostarczaja dowodéw 0 jej korzystnym
wplywie na wiele procesOw zachodzacych w organizmie cztowieka. Niedobor witaminy D
jest uwazany za czynnik ryzyka m.in. choréb nowotworowych [5,6,7,8,9,10], sercowo-
naczyniowych [11,12,13], metabolicznych [14], autoimmunizacyjnych [5,6,15,16,17,18,19],
niektorych neurologicznych i psychiatrycznych [19, 20].

2.1.1. Historia odkrycia witaminy D

Witamina D zostala odkryta przez Mellanbe’a w 1919 roku podczas badan nad krzywica.
Mallanbe wysunat tezg, ze przyczyna krzywicy moze by¢ niedobér w diecie substancji
rozpuszczalnych w thuszczach, przede wszystkim witaminy A [21].

Huldshinsky w Wiedniu i Chick w Anglii wykazali, ze dzieci chorujace na krzywice
mogtly by¢ leczone ekspozycja na $wiatto stoneczne lub sztucznie produkowanym $wiattem
UV [21]. Podobne obserwacje odnotowali Hess i Unger [21]. Profesor Steenbock
z Uniwersytetu w Wisconsin w 1916 roku przeprowadzit wtasne doswiadczenia w tej materii.
Stwierdzil, ze kozy przebywajace na otwartej przestrzeni w miesigcach letnich, wykazuja
dodatni bilans wapniowy, w poréwnaniu do grupy hodowanej w zamknigciu w miesigcach
zimowych. Udowodnit on wigc, Ze istnieje zwigzek pomigdzy swiattem stonecznym a retencja
wapnia. Kontynuujac swoje doswiadczenia, Steenbock naswietlat szczury promieniowaniem
UV, ich pozywienie 1 powietrze w klatkach, w ktorych byty przechowywane. Stwierdzit,
ze nie tylko naswietlanie szczurdw, ale takze ich ZywnoS$ci Stanowi prewencje w rozwoju
krzywicy. Stwierdzit, ze ta aktywacja jest zwigzana z nierozpuszczalng frakcjg lipidow
i wywnioskowal, ze nieaktywne tluszcze zawarte w diecie 1 skorze pod wplywem
promieniowania UV, ulegaja przeksztalceniu do form aktywnych o dziataniu
przeciwkrzywiczym. Nieco pdzniej Hess i Weistock, niezaleznie od Steenbocka odkryli,
ze mnaswietlanie Swiatlem stonecznym stanowi prewencj¢ dla rozwoju krzywicy. Pomimo
jasno postawionej idei dotyczacej witaminy D, identyfikacja jej struktury zostata dokonana w
1932 roku przez Askew’a, ktory wyizolowal witaming D2 z naswietlonej frakcji ergosteroli.
Ta posta¢ witaminy D jest jej pierwszg wyizolowang i zidentyfikowang formg. Z Kolei
witamina D1 zostala wyodr¢bniona przez Windausa i Linserta jako artefakt zwigzku
addycyjnego pomiedzy witamina D2 i lumisterolem. W 1935 roku Windaus wyizolowat

7-dehydrocholeterol, a w 1937 roku wraz z Bockiem zidentyfikowat witaming D3.
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Przypuszczenia dotyczgce syntezy skornej witaminy D3 z 7-dehydrocholesterolu, zostaty
potwierdzone przez Holicka, a udowodnione dopiero w 1978 roku przez Esvelte’a, ktory
metodg masowej spektrometrii wyizolowat witaming D3 [22,23]. Obecnie uznany chemiczny
proces naswictlania UV inicjujacy synteze witaminy D, zostal zdefiniowany na podstawie
prac Velluza i niezaleznie — Havingi [21].
2.1.2. Synteza i metabolizm witaminy D

System witaminy D obejmuje rozpuszczalne w ttuszczach prohormony, ich aktywne
metabolity, enzymy uczestniczace w procesie aktywacji prohormonéw i receptory modulujace
wiele funkcji zyciowych komorek. Okreslenie ,,witamina D” odnosi si¢ do dwoch
sekosteroidow: ergokalcyferolu, czyli witaminy D2 oraz cholekalcyferolu, czyli witaminy D3,
ktore sg efektem fotolizy z naturalnie wystepujacych prekursorow steroli [24,25]. Witamina
D3 powstaje w organizmach zwierzecych, natomiast D2 — w roslinach i grzybach [26].

Witamina D powstaje w skorze pod wptywem promieniowania stonecznego o dugosci fal
280-315 nm z pochodnej cholesterolu — 7-dehydrocholekalcyferolu. Efektem tego procesu
jest prewitamina D, ktéra w wyniku termokonwersji, zostaje przeksztalcona w witaming D
oraz w zwigzki nieaktywne biologicznie: lumisterol i tachysterol. W wyniku krotkotrwatej
ekspozycji na promieniowanie UVB wystepuje przedtuzone uwalnianie witaminy D ze skory.
Powodem tego jest powolne przeksztatcanie prowitaminy D w witaming D i konwersja
lumisterolu w prowitaming D. Dlugotrwata ekspozycja na promieniowanie stoneczne nie
prowadzi do powstawania toksycznych stezen witaminy D poniewaz dochodzi do
fotokonwersji prowitaminy D do lumisterolu i tachysterolu [24].

Pierwszym etapem metabolizmu witaminy do postaci aktywnych biologicznie, jest
hydroksylacja w pozycji 25 w watrobie. Katalizatorem tej reakcji jest najprawdopodobniej
kompleks enzymatyczny — zespot 25-hydroksylaz witaminy D, ktory stanowig biatka
cytochromu CYP (ang. cytochrome protein), jak CYP27A1,CYP3A4, CYP2R1 [6,24,27].
Wynikiem tego procesu jest 25-hydroksycholekalcyferol (250HD3), bedacy gléwnym
krazacym metabolitem w organizmie ludzkim. Jego stezenie jest biochemicznym miernikiem
zaopatrzenia organizmu w witaming D [5,6].

Nastepnym miejscem metabolizmu witamin D sg nerki. W nich dochodzi do hydroksylacji
w pozycji 1 i/lub 24. Katalizatorem hydroksylacji w pozycji 1 jest lo-hydroksylaza
(CYP27B1) a produktem tej reakcji — 1,25-dihydrocholekalcyferol (1,250H2D3), ktory jest
aktywna biologicznie formg witaminy D. Wykazano, ze gldéwnym miejscem ekspresji la-

hydroksylazy jest kanalik proksymalny nerek, jednak jego obecnos¢ wykryto takze
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w makrofagach, tkance kostnej, ptucach, tozysku, skorze, gruczotach piersiowych, prostacie,
jelicie grubym, komorkach B wysp trzustkowych i w komorkach przytarczyc [6,26].

W wyniku hydroksylacji w pozycji 24 powstaje 24,25-dihydrocholekalcyferol
(24,250H2D3). Kluczowym enzymem tego procesu jest 24-hydroksylaza witaminy D
(CYP24), obecna praktycznie we wszystkich komoérkach, na ktore dziata witamina D [6,24].
Funkcja 24,250H2D3 nie zostatla catkowicie wyjasniona, ale podkresla si¢ jej udziat
w procesach regulacji wzrostu chrzastki i przebudowy kostnej [6]. Substratem dla CYP24
jest takze 1,250H2D3, ktorej hydroksylacja w pozycji 24 jest pierwszym etapem degradacji
pochodnych cholekalcyferolu. Z kolei 1,250H2D3 reguluje aktywno$¢ hydroksylaz-
aktywuje CYP24 i hamuje CYP27B1 [6].

Aktywnos¢ la-hydroksylazy i/lub 24-hydroksylazy zwigksza si¢ pod wptywem
parathormonu (PTH, ang. parathyroid hormone, parathormone), PTH — podobnego peptydu
(PTHrP, ang. PTH — related peptide), prostaglandyn, hipokalcemii i hipofosfatemii [28].
Powstawanie aktywnych postaci witaminy D hamuja: wzrost st¢zenia 1,250H2D3 w wyniku
niedoboru PTH i PTHrP, hiperkalcemia, hiperfosfatemia, kalcytonina oraz kwasica
metaboliczna [28].

Eliminacja 250HD3 zachodzi w wyniku 24-hydroksylacji i wydalania do zofci.
W warunkach fizjologicznych 3% krazacych metabolitow witaminy D jest wydalanych
z moczem i katem [28]. Transport witaminy D ze skory do krazenia nie zostal catkowicie
wyjasniony, natomiast w krgzeniu jest ona w 85%  transportowana w potaczeniu
zZ syntetyzowana w watrobie a-globuling wigzaca witaming D (DBP, ang. vitamin D binding
protein), a w 15% niespecyficznie wigze si¢ z albuminami. W stanie wolnym w krazeniu
wystepuje jedynie 0,04% 250HD3 i 0,4% 1,250H2D3 [6,24,29]. Syntezg i metabolizm
witaminy D przedstawia rycina 1.

Jak wspominano, gtownym krazacym metabolitem jest 250HD3, ktorej stezenie
odzwierciedla stan zaopatrzenia organizmu w witaming¢ D. Jej okres poltrwania jest dlugi
I wynosi okoto 3 tygodnie [26]. 1,250H2D3 jest aktywng postacig witaminy D3, ale jej
oznaczanie w celu oceny stanu zaopatrzenia w t¢ witaming nie jest rekomendowane. Jednym
z ograniczen jest krotki potokres rozpadu, ktory wynosi 6-8 godzin. Poza tym istniejg stany,
W ktérych pomimo niedoboru witaminy D, jej stezenie utrzymuje si¢ w granicach norm
referencyjnych lub nawet jest podwyzszone, np.:

- cigza,
- niewydolnos$¢ nerek,

- sarkoidoza,
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- gruzlica,

- reumatoidalne zapalenie stawow [2,26].
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Rycina 1. Synteza i metabolizm witaminy D [na podstawie Kitson M.T, Roberts S.K. J.
Hepatol. 2012 (30)]

2.1.3. Mechanizm dzialania witaminy D
2.1.3.1. Mechanizm genomowy i receptor VDR

Dziatanie witaminy D realizuje si¢ na drodze dwoch mechanizméw: genomowego
I pozagenomowego. Mechanizm genomowy jest zwigzany z receptorem dla witaminy
D-VDR (ang. vitamin D receptor), ktory jest receptorem wewnatrzkomérkowym obecnym w
ponad 30 komorek ludzkiego organizmu [5] (Tabela 1). Gen dla VDR jest zlokalizowany na
chromosomie 12q12-ql4. Jego aktywacja dotyczy ponad 60 gendéw w roznych liniach
komorkowych [5]. Genomowy mechanizm dziatania witaminy D jest przedmiotem

intensywnych badan od lat 80-tych poprzedniego stulecia, kiedy to wykryto VDR [31].
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Tabela 1. Lokalizacja VDR w organizmie ludzkim [na podstawie (5)]

Narzad/ uktad Lokalizacja VDR

Uktad sercowo-naczyniowy | kardiomocyty, komorki migsni gtadkich naczyn

Uktad endokrynny komoérki C  tarczycy, przytarczyce, komodrki wyspowe
Langerhansa

Skora mieszki wlosowe, keratocyty

Uktad pokarmowy przetyk, zotadek, jelito, watroba

Uktad immunologiczny grasica, limfocyty T i B, szpik kostny

Nerki rami¢ wstepujace petli Henlego, komorki klebuszka nerkowego

Uktad oddechowy epitelium pecherzykéw ptucnych

Uktad kostno- migéniowy | osteoblasty, chondrocyty, mig$nie pragzkowane

Uktad moczowo- piciowy jajniki, jadra, moczowody

VDR nalezy do II klasy receptorow jadrowych i dziata jak czynnik transkrypcyjny.
W organizmie czlowieka istnieje ponad 1900 klasycznych czynnikow transkrypcyjnych,
jednym z nich jest VDR [31].

W wyniku przylaczenia si¢ cholekalcyferolu 1 jego analogéw do VDR, dochodzi do
heterodimeryzacji z receptorem dla retinoidu X (RXR, ang. retinoid X receptor) i zwigzania
odpowiednich sekwencji VDRE (ang. vitamin D response elements). Po zwigzaniu biatek
koaktywujacych dochodzi do inicjacji transkrypcji [5,6]. Do licznej grupy gendw, ktore sa
aktywowane na tej drodze nalezg geny dla: CYP24A1 (ang. cytochrome P 450, family 24,
subfamily polypeptide 1), BGLAP, czyli osteokalcyny (ang. bone gamma-carboxyglutamic
acid-containing protein), CDKN1A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) oraz geny
hamujace wzrost komoérek i indukujace uszkodzenie DNA. Z kolei aktywnos¢ genu dla PTH
jest hamowana przez kalcytriol [5,32].

Glowne efekty dziatania 1,250H2D3, zarowno klasyczne, wptywajace na homeostaze
wapniowo-fosforanowa, jak i plejotropowe, realizowane sa poprzez aktywacj¢ VDR (Rycina
2).

16




25-Hydroxylase le-hydroxylase
» 1.25D,

—p» Skin —p» Vitamin D, » (25D,
©  Liver Kidney
Autocrine
v | <> «
Classical actions ' ({ ’ a . \

la - Hydroxylase

*ﬁtl 200 @ = @
|

Heterodimerization

w

. . S A4
Non-classical actions DNA Binding

\J

Transcriptional control

A

\ /
Target cell¥_’/

Rycina 2. Schemat aktywacji VDR [na podstawie Dusso A.S. Kidney Int. 2011 (33)]

2.1.3.2. Mechanizm pozagenomowy

Mechanizm pozagenomowy moze wspotdziala¢ z genomowym mechanizmem dziatania
witaminy D. Charakteryzuje si¢ szybkim przekazywaniem sygnatow, nie zalezy od
transkrypcji, ale moze bezposrednio wptywac na procesy transkrypcyjne poprzez reakcje
krzyzowe z udzialem innych drog sygnatowych [5]. Mechanizm ten nie zostal doktadnie
wyjasniony. Sugeruje si¢, ze moze 0N rozpoczynac si¢ w blonie komorkowej i aktywuje
w niej nie-klasyczne receptory btonowe, w tym receptor dla 1,250H2D3, czyli 1,25D3-
MARRS (ang. membrane associated, rapid response steroid binding) [5,34,35]. Aktywacja
drogi pozagenomowej przez 1,250H2D3 wywotuje szybkie przemieszczenie wapnia przez
btone $luzowa jelita [5]. Przytaczenie kalcytriolu do btony plazmatycznej wywotuje
aktywacje wtornych przekaznikoéw, jak fosfolipaza C (PLC, ang. phospholipase C), kinaza
biatkowa C (PKC, ang. protein kinase C), 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang.
phosphatidyloinozitol 3-kinase), biatko kinazy C. Niektore z nich, szczegolnie RAF/MAPK
(ang. rapidly accelerated fibrosarcoma/mitogen activated protein kinase), moga wptywac
poprzez reakcje krzyzowe z mechanizmami jadrowymi na regulacj¢ ekspresji genow,
np. ERK (ang. extracellular-signal-regulated kinase) zmniejsza aktywnos$¢ transkrypcyjna.
Z kolei pozagenomowa aktywacja PKC moze stabilizowa¢ VDR na drodze fosforylacji
[5,36,37].

Mechanizmom pozagenomowym przypisuje si¢ role w regulacji wzrostu komorek, ich

réznicowania i apoptozy. Kalcytriol i jego analogi indukujg zatrzymanie fazy GO/G1 cyklu
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komorkowego, hamujg takze przejscie z fazy G1 do S przez zwigkszenie aktywnos$ci biatek
p27 1 p21, a takze wywotuja zatrzymanie fazy G1 — poprzez zalezne od cyklin inhibitory
kinaz [5,6]. W warunkach prawidtowych w proces przechodzenia z fazy G1 do S jest
zaangazowana fosforylacja biatka retinoblastoma (Rb, ang. retinoblastoma protein).
Nastgpnie dochodzi do uwolnienia czynnikdéw transkrypcyjnych i aktywacji gendéw
zwigzanych z cyklem komorkowym, jak cykliny A i E. Proces fosforylacji Rb jest
kontrolowany przez cykliny G1 oraz zalezne od nich kinazy CDK (ang. cyklin dependent
kinase) — aktywnos$¢ tych ostatnich jest aktywowana przez biatko p21 [6]. W warunkach
doswiadczalnych, stwierdzono ze 1,250H2D3 przylaczony do VDR zwigksza ekspresje
bialek p21, co wywotuje hamowanie kinaz CDK, w nastgpstwie — brak fosforylacji Rb
I zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1 [6].

Innym mechanizmem dziatania kalcytriolu jest promowanie rozszczepienia kaspazy 3
i w mechanizmie zaleznym od kaspazy wspomaganie procesow wzrostowych komorek przy
udziale kinazy biatkowej aktywowanej przez mitogeny — MEK (ang. mitogen-activated
protein kinase) [5]. Poza tym 1,250H2D3 zwigksza proapoptotyczng aktywnos¢ molekuty
MEKK-1 (ang. mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1) oraz hamuje fosforylacje i
ekspresj¢ kinazy Akt, ktora reguluje drogg przezycia komorki [5,38,39].

Posrednimi drogami indukowania apoptozy przez kalcytriol sa: zwigkszenie TGF-B (ang.
transforing growth factor f) i redukcja receptora dla EGF (ang. epidermal growth factor) oraz
oddzialywanie na receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF, ang. insulin-like
growth factor) i TNF-o (ang. tumor necrosis factor «) [5]. Bardziej bezpo$rednio na
indukowanie apoptozy dziata on poprzez system Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2), ceramidy
i receptory $mierci, np. Fas oraz aktywowane stresem kinazy biatkowe, np.: Jun-N-koncowe
kinazy i biatko p38 [5]. Poprzez hamowanie proteinaz serynowych, metaloproteinaz i procesu
angiogenezy, kalcytriol zmniejsza inwazyjno$¢ guzow i procesy metastatyczne [40].

Witamina D wspoétdziatajac z wapniem we krwi wywiera efekt antyproliferacyjny poprzez
hamowanie WNT/B-kateniny [5]. Na podstawie wynikéw z niektoérych badan stwierdzono,
ze 250HD3, ktory takze taczy si¢ z VDR reguluje procesy réznicowania komorek oraz
mitozy (dziatanie pozagenomowe), podczas gdy Kkalcytriol jest odpowiedzialny za
homeostaz¢ wapniowo- fosforanowa [41]. Wspotdziatanie mechanizmu genomowego i

pozagenomowego przedstawia rycina 3.
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Rycina 3. Schemat wspéldziatania mechanizméw genomowego i pozagenomowego
[na podstawie Lizis-Kolus K. i wsp., Przeglgd Lek. 2013(42)]

2.1.3.3. Efekty klasyczne dziatania witaminy D na homeostaze wapniowo-fosforanowq

Aktywne metabolity witaminy D maja wptyw na gospodarke wapniowo-fosforanowa
w kosciach, nerkach 1 przewodzie pokarmowym. Powoduja wzrost stezenie wapnia
1 fosforanbw w surowicy poprzez zwigkszone wchianianie jelitowe oraz zwigkszajg ich
resorpcje z cewek proksymalnych nerek [24,43].

Na poziomie tkanki kostnej maja wptyw na uktad RANK/RANKL (ang. receptor activator
of nuclear factor xf). Poprzez zwigkszenie w osteoblascie RANKL dochodzi do aktywacji
RANK w prekursorach osteoklastow, to z kolei przyspiesza ich dojrzewanie i resorpcje kostng
[89]. Dzialajg takze na osteoblasty pobudzajac je do wytwarzania fosfatazy zasadowej
i osteokalcyny [43].

Poza tym witamina D i jej analogi biorg udzial w utrzymaniu prawidtowego iloczynu
wapniowo-fosforanowego, co jest wazne dla prawidtowej mineralizacji tkanki kostnej [89].
Istotny jest takze ich udzial w procesie przebudowy kostnej poprzez stymulacje roznicowania
monocytow do makrofagow, ktore taczg si¢ osteoklastami i powoduja wzrost resorpcji wapnia
z tkanki kostnej [24,43].
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W procesie przemiany witaminy D, sama witamina reguluje powstawanie wilasnych
aktywnych metabolitow poprzez hamowanie aktywnosci la-hydroksylazy [43].
W prawidlowych stezeniach witamina D zmniejsza transkrypcje genu PTH, redukujac synteze
PTH, co miedzy innymi jest wykorzystywane w terapii pierwotnej nadczynno$ci przytarczyc
[43].
2.1.3.4. Efekty witaminy D nieklasyczne — plejotropowe
Nowotwory

Obecnos¢ VDR w tkankach nie zwigzanych z gospodarkg wapniowo-fosforanowa
stanowito podstawy do prowadzenia badan w kierunku nieklasycznych, czyli plejotropowych
dziatan witaminy D. Poza wymienionymi powyzej tkankami, obecno$¢ VDR wykryto takze
w komorkach licznych nowotwordéw, jak np.: raka piersi, prostaty, pecherza moczowego,
zotadka, jelita grubego, ptuc, czerniaka, zroznicowanego raka tarczycy i niektorych typow
biataczek [5,6,44,45,46,47]. W procesie kancerogenezy wielu nowotworow istotng rolg
odgrywa uklad immunologiczny i komponenta zapalna [5]. Obecno$¢ VDR odkryto
w uktadzie immunologicznym, co wskazuje na immunomodulujaca aktywnos$¢ witaminy D
w chorobach nowotworowych [6,45,46].

Pozaszkieletowe dziatanie witaminy D moze by¢ takze zwigzane z wykryciem w 1979
roku pozanerkowej aktywnos$ci 1-alfa-hydroksylazy. Pierwszym miejscem wykazania jej
obecnosci byta tkanka tozyska, a nastepni makrofagi [44].

W badaniu dotyczacym raka brodawkowatego tarczycy wykazano zwigkszona ekspresje
VDR 1 lo-hydroksylazy w komorkach nowotworu w poréwnaniu do zdrowych komorek
pecherzykowych tarczycy, z kolei ekspresja VDR w ogniskach metastatycznych w weztach
chtonnych byla znaczaco nizsza niz w guzie pierwotnym [47].

Do najwazniejszych mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania witaminy D naleza:
- hamowanie proliferacji,

- indukowanie apoptozy,

- hamowanie aktywnosci metaloproteinaz oraz proteinaz serynowych,

- wzrost ekspresji kahedryny,

- spadek ekspresji integryn a6 i 34,

- hamowanie angiogenezy [5,6].

Wykazano takze, ze polimorfizmy VRD s3 zwigzane z wystgpowaniem pewnych
nowotworow [5,48,49,50] (Tabela 2).
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Tabela 2. Zwigzek polimorfizmow VDR 7 nowotworami

Rak lokalizacja Rodzaj polimorfizmu VDR
Fok1 Bsml Taql Apal Poly( A)
prostata + + + + +
pier$ + + + + +
j. grube + +
czerniak + +
tarczyca + + +
jajnik + +
nerka + +
pecherz +
moczowy

W oparciu o wyniki badan, wykazano zwiazek pomigdzy witamina D a wystgpowaniem
nowotworow [5]. Stwierdzono, ze niedobor witaminy D jest zwigzany ze zwigkszonym
ryzykiem ich rozwoju, a wysokie jej spozycie skutkuje zmniejszeniem tego ryzyka.
Zaobserwowano takze zmniejszong agresywnos¢ przebiegu wielu choréb nowotworowych
w miesigcach letnich [5,51]. Obserwacje zostaly potwierdzone licznymi badaniami
epidemiologicznymi, wykazujacymi pozytywny wplyw S$wiatta stonecznego na przebieg
i zapadalno$¢ na choroby nowotworowe [51,52,53,54].

Choroby ukladu sercowo-naczyniowego

Wyniki badah oceniajagcych wplyw niedoboru witaminy D na organizm czlowieka,
pozwolily nie tylko na wykazanie odwrotnej korelacji pomigdzy jej stezeniem a chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego [55,56,57]. Wyniki badania NHANES 11l (ang. The National
Health and Nutrition Examination Survey Ill) w populacji amerykanskiej wykazaty
zwickszenie $miertelnosci w przebiegu wielu chorob, ale przede wszystkim w chorobach
sercowo-naczyniowych, jezeli stgzenie 250HD3 bylo nizsze niz 30 ng/ml, szczegdlnie w
populacji kobiet oraz wykazano protekcyjne dziatanie witaminy D jezeli jej st¢zenie osiaga
35-40 ng/ml [57]. Zaobserwowano znaczgcy wzrost wystepowania choroby niedokrwiennej
serca, zawatu serca 1 miazdzycy obwodowych naczyn wiencowych w warunkach niedoboru

witaminy D [56,57,58].
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Choroby metaboliczne

Dzigki postepowi badan nad niedoborem witaminy D, wykazano takze odwrotng korelacje
jej stezenia z wystepowaniem praktycznie wszystkich sktadowych zespotu metabolicznego
[55]. Jej niedobor w sposob istotny negatywnie wptywa na przebieg nadcisnienia tetniczego,
otyto$¢ 1 insulinooporno$¢ [58,59]. Zgodnie z wynikami badania NHANES redukcja stezenia
250HD3 sprzyja wzrostowi wagi ciala oraz BMI [58]. Podobne wyniki uzyskano takze w
innych badaniach populacyjnych [58,60].

Niedobor witaminy D w otylo$ci moze wynika¢ z faktu, ze jest ona rozpuszczalna
w tluszczach, wigc istnieje zwigkszona jej redystrybucja do tkanki tluszczowej [58].
Na podstawie przeprowadzonych badan probuje si¢ wyjasni¢ zwigzek pomigdzy otyloscia,
niedoborem witaminy D oraz homeostaza kostng. Niedobor 250HD3 prowadzi do wtornej
nadczynnos$ci przytarczyc 1 w konsekwencji do stymulacji aktywnos$ci nerkowej CYP27-
hydroksylazy. W zwigzku z tym stezenie 1,250H2D3 w krazeniu jest prawidlowe, ale
250HD3 ulega dalszemu zmniejszeniu. Dzialajac poprzez VDR, prowadzi to na drodze
niewyjasnionego do konca mechanizmu, do wzrostu masy ciala, ktory wplywa na pozniejsza
zwigkszona redystrybucj¢ witaminy D w tkance thuszczowej, poglebiajaca niedobor witaminy
D. Sugeruje si¢ takze rolg leptyny, ktéra negatywnie wplywa na ten proces, poprzez
hamowanie CYP27B1 oraz la-hydroksylazy zarowno w nerkach, jak i w tkance tluszczowej
[58,61].

2.1.4. Wplyw na uklad immunologiczny

Obecnos¢ VDR oraz enzymow aktywujacych witaming D w uktadzie immunologicznym
sugeruje jej immunomodulujagcg aktywnos¢ [5,6,62,63,64,65]. Udowodniono wpltyw
1,250H2D3 na limfocyty T i B, makrofagi oraz na komoérki prezentujgce antygen, w tym na
komorki dendrytyczne [5,6,63,64,65,66,67]. Z kolei komoérki dendrytyczne oraz aktywowane
limfocyty T biorg udziat w syntezie 1,250H2D3 z prekursoréw aktywowanych $wiatlem
stonecznym, co sugeruje aktywno$¢ auto/parakrynng uktadu immunologicznego [67].
Mechanizmy te sg wielokierunkowe 1 nie zostaly jeszcze w pelni poznane.

W oparciu o wyniki analiz przeprowadzonych w ostatnich latach bierze si¢ pod uwage
cztery podstawowe mechanizmy dziatania witaminy D na limfocyty T:

1. Bezpos$redni endokrynny wptyw kalcytriolu na komorki T.

2. Bezposredni — autokrynna konwersja 250HD3 do 1,250H2D3 przez aktywacje CYP25B1
w monocytach, makrofagach i komoérkach dendrytycznych, nastgpnie VDR lokalnie
autokrynnie wykorzystuje 1,250H2D3. Na tej drodze w monocytach i makrofagach
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promowana jest antybakteryjna odpowiedz na infekcje, z kolei w komoérkach dendrytycznych
wytworzona 1,250H2D3 hamuje dojrzewanie, modulujgc funkcje Th (ang. T helper).

3. Bezposrednie — parakrynne efekty kalcytriolu na komoérki T, wynikajace z wytwarzania
1,250H2D3 w komorkach dendrytycznych.

4. Posrednie efekty na komorki prezentujace antygen przez lokalne wptywy kalcytriolu
[63,68] (Rycina 4).
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Rycina 4. Dzialanie witaminy D w ukladzie immunologicznym [na podstawie Prietl B.,
Treiber G., Thomas R. et al. Nutrients. 2013(63)]

Witamina D hamuje proliferacje limfocytow T i powoduje przesunigcie fenotypu Thl
w kierunku Th2 [5,63,64,66]. Poprzez hamowanie limfocytow CD4+ (ang. cluster of
differentiation) blokuje proliferacj¢ Thl i produkcje przez nie cytokin [6,63,64]. Powoduje
redukcje sekrecji interleukiny 2 (IL-2) i INF-y (ang. interferon y) przez komoérki CD4+
i promuje produkcj¢ IL-5 i IL-10, czego wynikiem jest przesunigcie w kierunku fenotypu
Th2 [64].

Wykazano hamujacy wptyw 1a,250H2D3 na ekspresj¢ IL-6. Jest ona waznym
czynnikiem stymulujacym komoérki Th17, ktore odgrywaja kluczowa rolg w reakcjach
autoimmunizacyjnych [64,67]. Poza tym witamina D redukuje produkcje cytokin
prozapalnych — IL-17, IL-21 i zwigksza produkcje cytokin przeciwzapalnych m.in. IL-10
[66].

Wptyw na limfocyty B realizuje si¢ w hamowaniu sekrecji przeciwcial 1 produkcji

autoprzeciwcial [63,64,66]. Wyniki ostatnich badan wskazuja na dodatkowe efekty dziatania
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kalcytriolu na homeostaze¢ limfocytow B w postaci hamowania generacji komorek pamigci
i komorek plazmatycznych, jak réwniez promowania apoptozy komodrek produkujacych te
limfocyty [65]. Powyzsze mechanizmy wptywu kalcytriolu na limfocyty B maja szczegdlne
znaczenie w patofizjologii chordb autoimmunizacyjnych. Dziatanie na komorki prezentujace
antygen dotyczy komorek dendrytycznych oraz makrofagow [5,6,63,64,66]. Komorki
dendrytyczne odgrywaja kluczowa role w regulacji aktywacji procesd6w immunologicznych i
odpowiedzi na nie [6,63].

Dojrzewaniu komorek dendrytycznych towarzyszy zmniejszenie ekspresji molekuty
kostymulujacej la (CDla) i wzrost ekspresji kostymulatorow, m.in. CD40, CD83, CD86
[6]. W jednym z badan w hodowli niedojrzatych komorek dendrytycznych z liposacharydem
(LPS, ang. liposacharid), po dodaniu 1,250H2D3 stwierdzono okoto 50% zmniejszenie
ekspresji molekut CD40, CD83, CD86, co dowodzi zahamowania ich dojrzewania [6].
Zaobserwowano takze redukcje stezenia IL-12, ktora stymuluje powstawanie limfocytow
Th1 oraz 7-krotny wzrost produkcji IL-10, bioracej udzial w hamowaniu wytwarzania cytokin
prozapalnych, w tym IFN-y i IL-2 [6].

Witamina D promuje rdéznicowanie monocytow do makrofagdw i zmniejsza uwalnianie
przez nie cytokin prozapalnych oraz chemokin [6,63,64]. Do innych mechanizméw dziatania
witaminy D na uklad immunologiczny nalezy stymulacja prostaglandyny E2 (PGE2, ang.
prostaglandin E2), podczas gdy GM-CSF (ang. granulocyte-macrophages colony stimulating
factor) podlega supresji [64]. Niektore komorki uktadu immunologicznego, w tym
aktywowane makrofagi i komoérki dendrytyczne, zawieraja enzym la- hydroksylaze, ktora
jest niezbedna w procesie konwersji witaminy D do aktywnych metabolitow. Jest ona
identyczna jak lo- hydroksylaza nerkowa, ale podlega innym mechanizmom regulacji
ekspresji, jest regulowana przez uktad immunologiczny — INF-y [64].

Wykazano takze wplyw witaminy D na zmian¢ fenotypu indukowania tolerancji
immunologicznej, poprzez zwigkszenie ekspresji gendéw typowych dla limfocytow T
regulatorowych (Tregs, ang. regulatory T cells), w wyniku dodania kalcytriolu i IL-2 do
kultury pierwotnych komorek T [63,69]. Tregs dziataja supresyjnie na reakcj¢ prozapalna
przez inne komorki uktadu immunologicznego, ich celem jest takze ochrona przed
odpowiedzig autoimmunizacyjng 1 zmniejszenie jej nasilenia [63,70]. Uwaza sig,
ze potencjalnie sg one indukowane przez rozne formy witaminy D na drodze posredniej przez
APC (ang. antygen presenting cell) i grupy komodrek dendrytycznych oraz bezposredniej
przez dziatanie systemowego kalcytriolu i autokrynng konwersje 250HD3 do 1,250H2D3
przez same Tregs [63,71].
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Niektére z przedstawionych mechanizmow dziatania witaminy D na uklad
immunologiczny stanowily podstawe do prowadzenia badan oceniajacych jej stezenie
i wptyw niedoboru w populacji chorych z chorobami autoimmunizacyjnymi, w tym
autoimmunizacyjnymi chorobami tarczycy (AITD, ang. autoimmunology thyroid disease).
Witamina D a wrodzony uklad odpornos$ciowy

Wiele badan podkresla potencjalny udzial  systemu monokin witaminy D jako
niezbednego w wytwarzaniu antymikrobiologicznych peptydéw przez uktad monocytow-
makrofagow [58,72]. Wykazano, ze aktywacja uktadu monocyty-makrofagi przez TLR (ang.
Toll-like receptor) w obecno$ci patogenu oraz PAMPs (ang. patogen associated molecular
patterns) wydzielanego przez Mycobacterium tuberculosis wywotuje ekspresje CYP27B1-
hydroksylazy i genu VDR w tych komorkach. Niedobér 250HD3 jako substratu dla
CYP27B1-hydroxylazy makrofagéw, skutkuje lokalnym deficytem 1,250H2D3. W
nastgpstwie dochodzi do zmniejszenia wigzania 1,250H2D3 z VDR w makrofagach, ktére
ogranicza aktywacje¢ przeciwmikrobiologicznych genéw, np. dla katelicydyny i w efekcie
zmniejsza zwalczenie atakujacego mikroorganizmu [72]. Wyniki tych obserwacji znajduja
potwierdzenie w obserwacjach epidemiologicznych, dotyczacych sezonowej zapadalnosci na
choroby infekcyjne. Ginde i wsp. analizujac wystepowanie infekcji gornych drog
oddechowych wykazali zwigkszong zapadalno$¢ w zaleznos$ci od pory roku, wraz z redukcja
stezenia 250HD3, zwlaszcza w miesigcach zimowych, kiedy jest ono najmniejsze [73]. O ile
stymulacja odpowiedzi antybakteryjnej przez witaming D jest dowiedziona, to antywirusowe
dziatanie witaminy D jest niejasne. Najpewniej takze i w tym przypadku indukowana jest
odpowiedz poprzez aktywacje TLR [58].

2.1.5. Definicja niedoboru witaminy D

Na przestrzeni lat kryteria diagnostyczne dotyczace oceny zaopatrzenia organizmu
w witaming D ulegaly zmianom. W 2013 roku Zesp6t Ekspertow opracowat wytyczne
suplementacji, jak roéwniez okreslit nowe kryteria diagnostyczne charakteryzujace stan
zaopatrzenia organizmu w witaming¢ D dla populacji zdrowej 1 grup ryzyka deficytu witaminy
D w Europie Srodkowej [1,2]. Deficytem okreslono stezenia 250HD3 < 20 ng/ml (< 50
nmol/l), suboptymalne zaopatrzenie — jako st¢zenie wynoszace 20-30 ng/ml (50-75 nmol/l),
natomiast stgzenia pomigdzy 30-50 ng/ml (75-125 nmol/l) oceniono jako wiasciwe dla
zapewnienia oczekiwanych plejotropowych efektorow dziatania witaminy D. Stezenia
250HD3 w zakresie > 50-100 ng/ml (> 125-250 nmol/l) okresla si¢ jako wysokie i zaleca si¢

utrzymanie lub obnizenie stosowanych dawek witaminy D. Za st¢zenia potencjalnie
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toksyczne uznano st¢zenia 250HD3 > 100 ng/ml (> 250 nmol/l), z kolei za toksyczne
przyjeto stezenia > 200 ng/ml (> 500 nmol) [1,2].
2.1.6. Epidemiologia niedoboru witaminy D

Wyniki badan epidemiologicznych przeprowadzanych na swiecie dowodza powszechnosci
niedoboru witaminy D dotyczacego kazdej grupy wiekowej. Szacuje si¢, ze ponad 1 bilion
populacji swiatowej wykazuje niedobor witaminy D (< 30 ng/ml; 75 nmol/l) [7]. Majac na
uwadze korzystny wplyw prawidlowych stezen witaminy D, od kilkunastu lat wiele uwagi
poswigca si¢ w pismiennictwie problemowi jej niedoboru i koniecznosci wyréwnania nie
tylko w aspekcie zdrowotnym, ale takze ekonomicznym. W jednym z badan oceniono,
ze zwigkszenie stezenia 25OHD3 do 40 ng/ml (100 nmol/l) kazdego roku znaczaco redukuje
wskazniki 1 ekonomiczne ograniczenia zwigzane z réznego typu chorobami, z redukcja
wydatkow w zakresie ochrony zdrowia wynoszgca ok. 187 000 milionéw Euro rocznie [74].
Dotyczy to zwigzanego z niedoborem witaminy D, zwigkszonego ryzyka zachorowan na
choroby narzadu ruchu, w tym osteoporoz¢, choroby nowotworowe, uktadu sercowo-
naczyniowego, autoimmunizacyjne, metaboliczne, infekcje i choroby stomatologiczne [6,74].
Wyniki jednego z badan epidemiologicznych przeprowadzonego w populacji pacjentow
w Stanach Zjednoczonych wykazaty, ze stezenie 250HD3 < 20 ng/ml dotyczy 36% zdrowych
osobnikow pomigdzy 18-29 roku zycia, 42% czarnoskorych kobiet w wieku 15-49 lat, 41%
pacjentow ambulatoryjnych w wieku 49-83 lat oraz ok. 57% wszystkich pacjentow
hospitalizowanych [28,75]. Badania epidemiologiczne przeprowadzone w krajach
europejskich, wskazuja na jeszcze wigksza skale¢ problemu zwigzanego z niedoborem
witaminy D [28,75-91]. Potwierdzajg to wyniki projektu badawczego obejmujacego grupe
8532 pomenopauzalnych kobiet powyzej 65 roku zycia ($rednia wieku 74,2 lat)
z osteoporoza lub osteopenig, przeprowadzonego we Francji, Belgii, Wtoszech, Polsce,
Wegrzech, Hiszpanii, Niemczech i Wielkiej Brytanii. W badanej populacji niedobor witaminy
D dotyczyt 79,6% oraz 32,1% kobiet dla ste¢zen odpowiednio 32 ng/ml (80 nmol/l) i 20 ng/ml
(50 nmol/l). W grupie wiekowej ponizej 65 roku zycia odpowiednio 86% i 45%. Najnizsze
stezenia wystgpowaty we Francji, a najwyzsze w Hiszpanii [76].

W metaanalizie przeprowadzonej na podstawie publikacji z lat 1994-2004 a dotyczacych
niedoboru witaminy D w grupie pomenopauzalnych kobiet stwierdzono, ze stezenie witaminy
D < 20 ng/ml dotyczyto 1,6-86% og6lnej populacji badanych kobiet, W grupie z osteoporoza
Z jej stezeniem < 12 ng/ml — 12,5-76%, z wywiadem ztaman kostnych przy stezeniu 15 ng/ml
— 50-70% kobiet [77]. Z kolei w badaniu przeprowadzonym w Niemczech na populacji 776

pacjentow w miesigcu wrzesniu, deficyt witaminy D < 20 ng/ml (50 nmol/l) dotyczyt 45,1%,
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ciezki niedobor < 10 ng/ml (30 nmol/l) — 9,8% a st¢zenie ponizej rekomendacji < 30 ng/ml
(75 nmol/l) — u 88,9% badanych [78].

Problem niedoboru witaminy D dotyczy praktycznie wszystkich grup wiekowych. Wyniki
innego badania przeprowadzonego rowniez na niemieckiej populacji, obejmujacego 98 000
mieszkancow pdinocnych Niemiec w latach 2008-2011, wykazato u ponad 30% ogoélnej
populacji badanych oraz u 25% dorastajacych 1 mtodych dorostych, cigzki niedobor witaminy
D, definiowany jako st¢zenie ponizej 10 ng/ml (25 nmol/l) [79]. Wyniki projektu HELENA
przeprowadzonego w populacji dorastajacej mtodziezy z 10 europejskich krajow, wykazato
niedobor witaminy D < 30 ng/ml (75 nmol/l) u blisko 80% badanych [80]. Z kolei w badaniu
przeprowadzonym w Austrii, wrdd dobrze wyedukowanych w zakresie opieki zdrowotnej
studentek, ci¢zki niedobor witaminy D < 10 ng/ml (30 nmol/l) dotyczyt 6,9%, a niedobor < 30
ng/ml (75 nmol) — 89,4% badanych [81].

Szereg badan sugeruje, ze niskie stezenie witaminy D podczas ciagzy ma negatywny wptyw
na zdrowie matki, ptodu i ma znaczenie w rozwoju dziecka po urodzeniu [82,83,84]. WyniKi
badania przeprowadzonego w populacji 1311 ciezarnych kobiet w Belgii wykazaty stezenie
witaminy D < 30 ng/ml u 74,1%, < 20 ng/ml u 44,6%, a < 10 ng/ml — u 12,1% badanych [82].
Analiza przeprowadzona w populacji kobiet ci¢zarnych zamieszkujacych Warszawe
potwierdza skal¢ problemu. Optymalne stg¢zenie witaminy D pomigdzy 30-80 ng/mi
stwierdzono u 30%, stezenia suboptymalne pomiedzy 20-30 ng/ml u 38,7%, 10-20 ng/ml u
24%, a ciezki niedobor < 10 ng/ml u 7,4% badanych kobiet [83].

Mato jest danych populacyjnych dotyczacych niedoboru witaminy D w Polsce. Na
podstawie projektu OPTIFORD przeprowadzonego w 5 krajach europejskich, w tym w
Polsce, niskie stezenie witaminy D w okresie zimowym stwierdzono u 9 z 10 badanych
kobiet [84]. W badaniu przeprowadzonym w grupie starszych kobiet w wieku 69,1+5,7 lat,
$rednie stezenie witaminy D wynosito 13,6 ng/ml, stezenia > 30ng/ml wykazano u 4%,
stezenia 20-30 ng/ml definiowane przez autorow jako hipowitaminoza u 12,8%, a niedobor
oznaczajacy stezenia < 20 ng/ml u 83,2% badanych kobiet [85].

Pomimo wprowadzenia w 2009 roku rekomendacji dla populacji polskiej dotyczacych
koniecznos$ci oznaczania witaminy D oraz jej suplementacji, problem jej niedoboru jest nadal
aktualny i dotyczy praktycznie wszystkich grup wiekowych [2,3]. Badania przeprowadzone w
ostatnich latach wykazuja, ze srednio 80% polskiej populacji wykazuje deficyt witaminy
D < 20 ng/ml (50 nmol/l), niezaleznie od wieku i jest on wigekszy np. w poréwnaniu do

populacji Stanéw Zjednoczonych [7,87-91].
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2.1.6.1. Przyczyny niedoboru witaminy D

Najczestsza przyczyng niedoboru witaminy D jest zmniejszona jej synteza skorna, ktora w
warunkach prawidtowych dostarcza ok. 80% dziennego zapotrzebowania. Jedynie 20%
zapotrzebowania uzyskuje si¢ w pozywieniu. Wydajnos¢ syntezy skornej zmniejsza si¢ wraz
z wiekiem. Wykazano, ze przy takiej samej ekspozycji na $wiatto stoneczne, u oséb powyzej
70 roku zycia, wynosi ona jedynie ¥4 mozliwos$ci produkcyjnych u 0s6b mtodych. Dodatkowo
aplikacja kremoéw zwierajacych filtru UVB zmniejsza jej syntez¢ w skorze [3,92] (Tabela 3).
Do gtownych czynnikéw dietetycznych warunkujacy wilasciwy dowodz witaminy D naleza

produkty zawierajace oleje rybne.

Tabela 3. Przyczyny niedoboru witaminy D

Zmniejszona synteza skorna - starszy wiek

- stosowanie kremow z filtrem UVB

- obnizona ekspozycja na $wiatto stoneczne
*lek przed nowotworami skory

* szerokos¢ geograficzna

Dieta niedostateczna podaz w pozywieniu
Otytos¢
Zmniejszenie syntezy witaminy D - niewydolno$¢ watroby - | 250HD

- niewydolnos¢ nerek - | 1,250H2D3

Laktacja
Leki - glikokortykosteroidy
- leki przeciwdrgawkowe
- terapia przeciwwirusowa — AIDS
Choroby o podtozu genetycznym Krzywica typul zalezna od witaminy D (mutacja genu

kodujacego 1a-hydroksylaze)

Krzywica hipofosfatemiczna

*Krzywica typu 2 zalezna od witaminy D
(genetycznie uwarunkowana oporno$¢ na VDR;
stezenia 250HD3 jest prawidlowe lub nieznacznie

podwyzszone, wysokie stezenia 1,250H2D3)

28




2.1.6.2. Ocena stanu zaopatrzenia organizmu w witaming D na podstawie steZania 250HD

w surowicy dla wszystkich grup wiekowych

Stan zapotrzebowania organizmu w witaming D, zostal oceniony we wspomnianych

rekomendacjach, wydanych w 2013 roku. Zalecenia ekspertow obrazuje tabela 4.

Tabela 4. Ocena stanu zaopatrzenia organizmu w witaming D na podstawie st¢iania

250HD w surowicy dla wszystkich grup wiekowych] [2]

Stezenie 250HD w surowicy

Dzialanie do rozwazenia

nmol/Il ng/ml

50 <20 dawki lecznicze witaminy D

50-75 20-30 zwigkszenie dotychczasowej dawki

75-125 30-50 utrzymanie dotychczasowej dawki

125-250 50-100 utrzymanie/obnizenie dawki

> 250 > 100 zaniechanie suplementacji do czasu
uzyskania zalecanego zakresu stezen

> 500 > 200 zaniechanie suplementacji/leczenie
ewentualnych efektow toksycznych

W rekomendacjach wyodrebniono takze grupy chorych i stany kliniczne, u ktoérych ocena

stezenia witaminy D i leczenie jej niedoboru ma szczegolne znaczenie na przebieg chordb

i ich terapi¢. Wérod wymienionych grup chorych uwzgledniono pacjentdow z chorobami

autoimmunizacyjnymi, jak stwardnienie rozsiane, luszczyca, reumatoidalne zapalenie

stawOw, zapalenie skorno-migsniowe, toczen trzewny, choroba trzewna, choroba Crohna

I nieswoiste zapalenia jelit [1,2].
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2.2. CHOROBA HASHIMOTO
2.2.1. Definicja choroby Hashimoto

Przewlekle autoimmunizacyjne zapalenie tarczycy, inaczej nazywane przewleklym
limfocytarnym zapaleniem tarczycy lub chorobg Hashimoto (HT), stanowi najczestsza postac
zapalenia tarczycy 1 niedoczynnosci tarczycy, jak rowniez jedna z mnajczestszych
endokrynopatii o podtozu autoimmunizacyjnym [93,94,95]. Rozpoznanie choroby opiera si¢
na stwierdzeniu niedoczynnosci tarczycy oraz obecno$ci krazacych we krwi przeciwciat
przeciwko antygenowi tarczycowemu: przeciw peroksydazie tarczycowej (a/TPO, ang. anti-
thyroid peroxidase antibodies) oraz przeciw tyreoglobulinie (a/Tg, ang. anti-thyroglobulin
antibodies). W odpowiedzi na przeciwciata w gruczole tarczowym pojawiajg si¢ nacieki
limfocytarne, stopniowy zanik komorek pgcherzykowych tarczycy i rozplem tkanki tacznej —
w konsekwencji stopniowo rozwija si¢ niedoczynnosc¢ tarczycy [93,94,95].

Chorobg po raz pierwszy opisat w 1921 roku japonski lekarz Hakaru Hashimoto [24,92].
Przeciwciata przeciw tyreoglobulinie i ich zwigzek z HT, opisal Rott i wsp. w 1956 roku
natomiast przeciwciata przeciw peroksydazie tarczycowej zostaty opisane w 1964 roku
[92,93]. Z kolei dzigki pracom profesor Czarnockiej i wsp. w 1985 roku wykryto
tyreoperoksydaze - biatko, bedace autoantygenem dla przeciwciat a/TPO [94,95,96]. U czgsci
chorych z HT stwierdza si¢ w surowicy obecno$¢ blokujacych lub stymulujacych
przeciwcial przeciw receptorowi dla TSH, a takze przeciw tyroksynie (T4), trojjodotyroninie
(T3), przeciw symporterowi sodowo-jodowemu, megalinie i pendrynie [93].

2.2.2. Epidemiologia choroby Hashimoto

Wystepowanie HT dotyczy wszystkich grup wiekowych, z przewaga ptci zenskiej [93,94].
W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny wzrost zachorowan na HT, zwlaszcza w grupie
kobiet w wieku reprodukcyjnym. Posta¢ choroby z subkliniczng niedoczynno$cig tarczycy
ocenia si¢ na 4-10% populacji, natomiast czestos¢ wystgpowania jawnej klinicznie
niedoczynnosci w przebiegu HT szacuje si¢ na 1-3% [94]. Z kolei na podstawie danych
z projektu NHANES I11, stwierdzono ze 18% populacji, bez wczes$niej rozpoznanej choroby
tarczycy, bez wzgledu na ple¢ i wiek wykazuje obecno$¢ przeciwcial przeciwtarczycowych:
a/TPO w 11,4% i a/Tg w 10,4% przypadkow [97]. Zaobserwowano przewagg pici zenskiej
w wystgpowaniu przeciwciatl przeciw tarczycowych w stosunku do populacji mezczyzn,
a takze wzrost ich wystepowania wraz z wiekiem [97]. W jednym z badan stwierdzono, ze ok.
20% kobiet powyzej 60 roku zycia wykazuje obecno$¢ przeciwcial przeciw tarczycowych

[97]. W innym dowodem na predyspozycje¢ plci zenskiej w HT byto czestsze wystepowanie u
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kobiet przeciwcial przeciw peroksydazie tarczycowej (a/TPO) — 13,9% w stosunku do
mezezyzn — 2,8% [98]. Na podstawie danych z projektu NHANES przewaga kobiet w
wystepowaniu choroby Hashimoto wystepowata w stosunku 2:1, a obecnie jest szacowana na
7:1, a wedtug innych danych nawet 10:1 [93,94,97].

Oceniono takze predyspozycj¢ rasowg — znacznie wigksza czestotliwos$¢ przeciwcial u rasy
biatej 1 Japonczykow niz w przypadku rasy czarnej 1 meksykanow amerykanskiego
pochodzenia [95,97,99]. Przewaga pici zenskiej w wystepowaniu HT nie zostata do konca
wyjasniona. Bierze si¢ pod uwage dwa mechanizmy: mikrochmeryzm plodowy oraz
inaktywacje chromosomu X [95,100].

Plodowy mikrochimeryzm

Poza czynnikami genetycznymi i1 $rodowiskowymi w patogenezie HT, bierze si¢ pod
uwage zjawisko mikrochimeryzmu ptodowego. Jest ono definiowane jako obecnos¢ komorek
ptodowych w tkankach matki przenoszonych droga krazenia matczynego podczas cigzy [95].
Dowiedziono, ze wiele lat po porodzie chimeryczne meskie komorki byly wykrywane
w ukladzie krazenia matki, jak rowniez w jej tkankach, takich jak tarczyca, ptuca, skora i
wezly chitonne [101]. W HT plodowy mikrochimeryzm zostal wykryty w tarczycy na
podstawie roznych badan u 28-83% badanych kobiet [95]. Zaobserwowano, ze kobiety
bedace w  eutyreozie z wywiadem cigzowym, maja czgsciej podwyzszone stezenie
przeciwciata a/TPO w poréwnaniu do grupy nie bedacych nigdy w cigzy [95]. Zjawisko
mikrochimeryzmu w patogenezie HT nie jest do konca jasne 1 wymaga potwierdzenia
badaniami prowadzonymi w przysztos$ci.

Inaktywacja chromosomu X

Innym zjawiskiem o podlozu epigenetycznym, ktorym probuje si¢ wytlumaczyé przewage
plci zenskiej w wystepowaniu choréb autoimmunizacyjnych, w tym AITD, jest inaktywacja
chromosomu X (XCI, ang. X-chromosome inactivation) [100]. W komorkach ssakow pflci
zenskiej, jeden z dwoch chromosomow X jest inaktywowany we wezesnym zyciu ptodowym.
Tkanki zenskie stanowia wigc mozaike dwoéch linii komoérkowych, jedna pochodzenia
ojcowskiego 1 drugg z jednym matczynym aktywnym chromosomem X. Arbitralnie przyj¢to,
ze XCI jest definiowany jako inaktywacja tego samego chromosomu X w > 80% komorek.
W  konsekwencji zaburza to tolerancj¢ immunologiczng wobec wlasnych antygenow
pochodzacych z linii pojedynczego chromosomu X 1 moze indukowa¢ proces
autoimmunologiczny. Wyniki kilku badan wykazaty, ze wypaczony XCI jest zwigzany ze

zwigkszonym ryzykiem rozwoju AITD [100].
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2.2.3. Patogeneza choroby Hashimoto

Pomimo postepu wiedzy na temat etiopatogenezy choroby Hashimoto, doktadny
mechanizm odpowiedzialny za jej powstanie i rozwdj nie zostal do konca wyjasniony.
Udowodniono, ze HT jest konsekwencja wspotdziatania dwoch czynnikow: genetycznego
1 sSrodowiskowego.
2.2.3.1. Czynniki genetyczne

Wyniki epidemiologicznych badan wsrdd rodzin i blizniakéw dotknigtych chorobami
autoimmunizacyjnymi, dostarczyty wielu dowodow na obecno$¢ czynnika genetycznego
w patogenezie HT. W obserwacjach prowadzonych wiele lat temu, jak rowniez w ostatnich
latach w rodzinach z autoimmunizacyjnymi chorobami tarczycy, dowiedziono obecnosci
przeciwcial przeciw tarczycowych u ponad 60% krewnych pierwszego stopnia [95,102, 103].

W przypadku choroby u jednego z rodzicow wystgpowanie przeciwciat dotyczyto 28,9%
dzieci pici zenskiej i 16,7% — pici meskiej, natomiast choroba u obydwojga rodzicow
skutkowata ich wystepowaniem u dziewczynek w 42%, u chlopcow — w 33% przypadkow
[103]. Wyniki tych obserwacji zostaty potwierdzone wynikami z projektu NHANES 111, gdzie
wskaznik ryzyka wystapienia HT u rodzenstwa wynosit 28, jak réwniez w analizach
przeprowadzonych w Niemczech, w ktorych wykazano 32 razy wigksze ryzyko rozwoju HT
u dzieci i 21 razy wicksze — U rodzenstwa w grupie pacjentdéw ze zdiagnozowanym HT
[95,105,106].

Genetyczna predyspozycja do zachorowania na HT zostala udowodniona roéwniez
w badaniach nad bliznigtami. U zdrowych bliznigt monozygotycznych urodzonych
z rodzicow ze zdiagnozowang HT, obecno$¢ przeciwciat a/TPO 1 a/Tg wynosita odpowiednio
—53% i 47%, u heterozygotycznych — 22% i 13%, w porownaniu do zdrowej populacji — 9%
i 7% [107].

Od wielu lat prowadzone s3 badania nad identyfikacja gendéw, bioracych udziat w rozwoju
AITD — choroby Hashimoto i choroby Graves-Basedowa (GD). Najpewniej predyspozycje
genetyczne w obydwu chorobach sg rézne i odpowiadaja za réznice etniczne w ich
wystepowaniu, jak rowniez odmienne postacie kliniczne, obecno$¢ zmian ogniskowych w
gruczole tarczowym, w tym raka [108].

W etiopatogenezie HT potencjalny udziat maja:

1. Geny kodujace biatka biorgce udziat w odpowiedzi immunologiczne;j:
- HLA-DR (ang. major histocompability comlex, class 11 1 111),

- CTLA4 (ang. cytotoxic T lymfocyte-associated protein 4),

- PTPN22 (ang. protein tyrosine phosphatase, non receptor type 22).
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2. Gen specyficzny dla tkanki tarczycowej kodujacy tyreoglobuline (Tg) [108].

Bierze si¢ takze pod uwage wpltyw mutacji w genie SLC26A4 (ang. solute carrier family
26, member 4), ktory koduje pendryneg, ale jego rola nie zostat jeszcze catkowicie wyjasniona
[108]. Ostatnio podkresla si¢ takze mozliwe wplywy polimorfizméw genéw kodujacych
cytokiny w etiopatogenezie HT [95].

Gen HLA

Region MHC (ang. major histocompability complex) znajduje si¢ na chromosomie 6p21
i obejmuje grupe genéw kodujacych biatka zwigzane z odpowiedzig immunologiczng. Zostat
on zidentyfikowany jako pierwszy w zwigzku z autoimmunizacyjnymi chorobami, w tym
AITD. Wynika to z faktu, ze geny wchodzace w jego sklad charakteryzuja si¢ duzym
polimorfizmem [95,100,108]. Podzielono je na trzy klasy: | klasa zawiera geny HLA typu A,
B, C (ang. human leukocyte antygen), do II klasy naleza geny HLA-DP, -DQ, -DR, natomiast
w sktad III klasy wchodzg miedzy innymi geny biatka szoku termicznego (HSP 70, ang. heat
shock protein), gen TNF-o (ang. tumor necrosis factor «), geny kodujace sktadniki
komplementu [93] (Rycina 5).

Chromosome 6 p 21.31

IIIm HEEN " EN FEN NI

class I class III class II

HLA-A HLA'C HLA-B HLA_DR HLA-DP
HLA-DQ

Rycina 5. Czesciowa mapa krotkiego ramienia chromosomu 6 obrazujgca molekularng
organizacje obszaru zawierajgcego loci HLA klas I, 11, I1I [na podstawie Xie M., Li J.,
Jiag T.BMC Bioinformatics.2010;11 Suppl 11:S10. (109)]

W odréznieniu od klarownego zwigzku pomiedzy GD a HLA, dane dotyczace alleli HLA
w HT nie sg do konca zgodne [108]. W rasie kaukaskiej stwierdzono zwigkszone ryzyko
wystapienia HT wobec obecnosci HLA-DR3, -DR4, -DR5, -DQw7, natomiast obecnos¢ HLA
DR1, -DR7, -DR8 i -DR13 wykazuje role protekcyjng [93,108]. W innych populacjach
zidentyfikowano inne allele HLA w zwiazku z HT: w populacji japonskiej -DRB4, -A2
i -DRw53, natomiast w chinskiej -DRw?9 [95].
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HLA klasy I i II odrywaja znaczgcg role w prezentacji antygenu. HLA klasy II ulegaja
ekspresji na powierzchni komoérek APC, wigzac egzogenne antygeny. Komorki T rozpoznaja
antygen, ulegaja aktywacji i odpowiadajag na antygen poprzez interakcje z kompleksem
zawierajagcym antygenowe biatko i czastke HLA, co stanowi mechanizm ochronny wobec
gospodarza. Region HLA jest wysoce polimorficzny i wykazuje zwigzek z predyspozycja lub
protekcja do réznych chorob autoimmunizacyjnych [93,108].

Niezb¢dnym warunkiem do pobudzenia limfocytow T jest prezentacja antygenu przez
komorki APC. Wedtug niektorych hipotez role tych komoérek moga petnié tyreocyty pod
wpltywem stymulacji przez cytokiny [93].

Jak wspomniano powyzej, pomiedzy regionami kodujacymi klase I i II MCH jest
usytuowany region Il klasy. Ten ostatni wraz z regionem Il klasy, koduje biatka o
charakterze immunoregulujacym, ktére sa zwigzane z predyspozycja do AITD. Do genow
regionu Il Kklasy nalezy gen dla cytokiny TNFa. Bedacy jego produktem TNFa indukuje
produkcje IFNy oraz 1l-6 i ma takze swoj udziat w rozwoju HT. Nie udowodniono jego
zwigzku z przebiegiem i agresywnoS$cig choroby [93]. W etiopatogenezie HT bierze si¢ takze
pod uwage udzial innych genoéw regionu HLA Klasy III, nalezg do nich limfotoksyny a i f,
biatka szoku termicznego (HSP), jak rowniez geny nie-HLA, lezace w obr¢bie HLA-TAP,
DMA, DMB, LMP [93].

Gen CTLA4

Gen CTLA4 jest usytuowany na chromosomie 2q33 i jest jednym z genow silnie
wplywajacych na podatnos¢ w kierunku AITD [108]. Polimorfizmy genu CTLA4-antygenu 4,
ktory jest zwigzany z cytotoksycznymi limfocytami T sg Scisle zwigzane z wystgpowaniem
HT [93,95,108]. CTLA4 jest supresorem odpowiedzi komoérek T. Jego produkcja jest
najpewniej stymulowana przez zwigzanie receptora komorek T (TCR, ang. T-cell receptor)
[93]. Dowiedziono, ze myszy pozbawione tego genu (ang. ctla4 knockout) rozwijaja
limfoproliferacyjne choroby skutkujgce $miercig z autoimmunizacji w ciggu 3-4 tygodni po
porodzie [108].

CTLA4 bierze udzial w hamowaniu aktywnosci limfocytow T na drodze dwoéch
mechanizmow. Jeden z nich polega na rywalizacji z molekuta kostymulujaca CD 28
o wspolny ligand, ktérym sa czastki CD80 1 CD86, obecne na powierzchni komoérek APC.
Natomiast drugi — opiera si¢ na bezposrednim hamowaniu komorek T w wyniku negatywnej
sygnalizacji podczas stymulacji TCR [90]. Zmniejszona aktywacja CTLA4 i/lub uposledzenie
jego funkcji w wyniku mutacji, bedzie wiec skutkowaé wzrostem aktywacji limfocytow T
[93].
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Stwierdzono, ze polimorfizmy w genie CTLA4 wplywaja na zwickszona produkcje
przeciwcial przeciwko specyficznym dla gruczotu tarczowego antygenom — TPO i Tg
u pacjentow z HT [108]. Doktadna analiza genetyczna CTLA4, zawierajgca 108
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism)
wykazata dwa typy polimorfizmoéw zwigzanych z HT: jeden oznaczony jako CTG6O0,
zlokalizowany w dot od regionu 4’UTR (c.6230A>G) i typowy dla rasy kaukaskiej
i azjatyckiej, drugi — c.49A>G w eksonie 1, powodujacy zmiang aminokwaséw w pozycji 17
[93,108].

Gen PTPN22

Biatko Lyp (ang. lymphoid proteintyrosine phosphatase) jest kodowane przez gen PTPN22
zlokalizowany na chromosomie 1pl13.3-p13.1, dziata jako inhibitor komorek T poprzez
wplyw na TCR, synergistycznie z biatkiem Csk [108]. Lyp hamuje transdukcje sygnatu TCR,
co koreluje z jego aktywnos$cig defosforylujacg i inaktywuje autofosforylacj¢ miejsc na Scr
kinaz tyrozynowych Lck, Fyn i Zap-70 [108].

Wykazano, ze u ludzi SNP w genie PTPN22 — mutacja ¢.1858C > T w eksonie 14,
wywotujaca zamiang argininy na tryptofan w aminokwasie 620 biatka Lyp, zwigksza
podatnos¢ na cukrzyce typu 1, reumatoidalne zapalenie stawow, toczen trzewny, HT, GD,
chorobe Addisona i inne choroby autoimmunizacyjne [108]. Z kolei polimorfizm ¢.1858C/T
jest zwigzany ze wspotwystepowaniem AITD, gtownie z HT i cukrzyca typu 1 oraz AITD
i toczniem trzewnym [108]. Wptyw polimorfizméw tego genu na choroby autoimmunizacyjne
jest niejednoznaczny. Wykazano, ze allele 620W majg dziata¢ ochronnie przeciwko
wystapieniu choroby Crohn’a [110].

Efekt dawki genu, byt obserwowany u osobnikow homozygotycznych dla alleli C1858T
genu PTPN22, co moze silniej redukowac wigzanie Lyp z Csk (ang. C-terminal Src kinase)
niz u heterozygot 1 w konsekwencji zwigksza¢ ryzyko wystepowania chordb
autoimmunizacyjnych [108]. Istnieja doniesienia 0 korelacji pomiedzy dawka genu a
wiekiem pojawienia si¢ chorob autoimmunizacyjnych [108].

U nosicieli polimorfizmu c.185T wykazano takze zmienione zachowanie komorek B, ktore
wykazujg zmniejszong zdolno$¢ do odpowiedzi na stymulacje droga BCR (ang. B-cell
receptor). Mozna wigc wnioskowaé, ze osobnicy z takimi allelami moga by¢ sktonni do
autoimmunizacji. Poprzez stymulacje TCR dochodzi takze do redukcji st¢zenia cytokiny

przeciwzapalnej IL-10, co dodatkowo sprzyja procesom autoimmunologicznym [108].
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Ostatnio publikowane metaanalizy dotyczace polimorfizmu C1858T genu PTPN22,
dowodza zwigzku z AITD szczegolnie w rasie kaukaskiej, ale wyzszy stopien polimorfizmu
byt stwierdzony w GD, natomiast nie znaleziono zwigzku z HT [111].

Gen dla tyreoglobuliny

Tyreoglobulina pelni wazng rol¢ jako substrat do syntezy hormonéw tarczycy, a takze
autoantygen wobec ktorego kierowane sga przeciwciala a/Tg, bedace markerem HT.
Przeciwciata a/Tg sg obecne u ok. 80% chorych z HT [93]. Locus 8q24 zawierajace gen TQ
zostal powigzany z predyspozycja do AITD lub samym HT [93,95,108,112]. Nast¢pnie
wykryto allele r6znych mikrosatelitarnych markerow i rézne polimorfizmy (SNPS) genu Tg,
ktore moglyby wptywaé na rozwdj HT [93,95,108]. Zwigkszong czgsto$§¢ wystepowania
mikrosatelitarnego allelu Tgms2 w genie Tg stwierdzono u 2,2% badanych oséb rasy
kaukaskiej —zamieszkujacych Wielka Brytani¢ oraz u Japonczykow [113,114].
Sekwencjonowanie ludzkiego genu Tg pozwolito na znalezienie 14 SNPs, sposrod ktorych
cztery — grupa eksonéw 10-12 SNP oraz ekson 33 SNP, byly zwigzane z HT [93,108].
Jednakze przeprowadzone w pdzniejszym czasie badania nie wykazaly korelacji pomiedzy
mikrosatelitami oraz polimorfizmami SNP a HT [93,108]. Rozbieznosci w wynikach badan
moga by¢ tlumaczone zbyt malymi liczebno$ciowo grupami badanych osobnikowi ich
réznym pochodzeniem rasowym, a takze niejednoznaczno$cig W Kryteriach diagnostycznych
HT i czgsto — wspolng analizg GD i HT [108].

Pomimo powyzszych niejasnosci, rola jaka pelni Tg w fizjologii gruczolu tarczowego
1 obecno$¢ a/Tg u chorych z HT oraz dowody wynikajace z czesci przeprowadzonych badan,
wskazuja na konieczno$¢ dalszych analiz genu Tg oraz jego mutacji/polimorfizméow, jako
istotnych w etiopatogenezie HT.

Gen SLC26A4

SLC26A4/PDS (ang. solut carrier family 26 member 4, Pendred syndrome) jest poza
genem Tg, jednym z genoéw specyficznych dla gruczotu tarczowego, ktory w ostatnim czasie
jego mutacje sg pod uwage z zwigzku z etiopatogenezg HT [108]. Gen ten jest zlokalizowany
na chromosomie 7931 i jest odpowiedzialny za zespét Pendreda, ktory charakteryzuje sig
miedzy innymi zmianami ogniskowymi w tarczycy, obecnymi takze u czeSci chorych z HT
oraz obustronnym ubytkiem stuchu typu zmystowo-nerwowego. Ekspresja genu zachodzi
w gruczole tarczowym, nerkach i uchu wewnetrznym [108].

Produktem genu jest glikoproteina — pendryna, zlokalizowana w blonie szczytowej
komorek pecherzykowych tarczycy, gdzie kontroluje transport jodu z tyreocytow do $wiatta

koloidu. Z kolei wychwyt jodu jest uwazany za jeden z czynnikow S$rodowiskowych w
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etiopatogenezie HT [108]. Pendryna ulega ekspresji w komorkach tarczycy ze szczegolnie
obnizonym poziomem mRNA w tarczycy u chorych z HT i1 wzmozong ekspresja W
szczytowej blonie tyreocytow u chorych z GD [108,115]. Ekspresja pendryny jest regulowana
poprzez synergistyczne pomi¢dzy TSH i Tg, ktore rowniez sg istotne dla HT [115].

Obecnos¢ przeciwcial przeciw pendrynie zostata wykazana u 98% chorych z HT [116].
Przeciwciata te koreluja z przeciwciatami przeciw tyreoglobulinie, tyreoperoksydazie
I symporterowi sodowo-jodkowemu, ale nie z przeciwciatami przeciwko receptorowi dla TSH
(a/TSH-R, ang. thyrotropin receptor antibodies) [108]. Badania przeprowadzone nad
sekwencjonowaniem genu pendryny pozwolity na wykrycie mutacji, ktére sa obecne zar6wno
u chorych z GD, jak i HT [108].

Geny cytokin i inne geny regulujgce odpowiedz immunologiczng

Udowodniono, ze pewne geny kodujace rézne cytokiny pozapalne maja wplyw na
przebieg HT [93,95]. INF-y jest produkowany przez komoérki Thl, promuje posredniczong
przez komorki cytotoksycznos¢, ktéra powoduje zmiany destrukcyjne w HT. Jego wysokie
stezenia wystepuja u chorych z HT [93,95].

Wykazano zwigzek pomigdzy polimorfizmem w genie INF y w pozycji +874,
powodujacym jego zwigkszong produkcje, a nasileniem niedoczynnosci tarczycy w przebiegu
HT [117]. Agresywny przebieg choroby byt zwigzany z allelem T, natomiast bardziej
umiarkowany z allelem A [118]. Polimorfizmy genu TGF-£, ktory jest inhibitorem produkcji
cytokin réwniez majg zwigzek z HT [95]. Allel T polimorfizmu +869T/C wigze si¢ ze
zmniejszong sekrecja TGF-P i cigzsza postaciag niedoczynnosci tarczycy, z kolei wariant C —
ze zwickszong ekspresja cytokiny [118].

Ciezszy przebieg HT moze by¢ takze zwigzany z polimorfizmem — 2383C/T genu FoxP3
(ang. forhead box P3), ktory jest kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym
za powstawanie limfocytow T regulatorowych (Tregs) [95]. Wykazano takze zwiazek
rozwoju HT z allelem C polimorfizmu — 1031T/C genu TNF « [95].

Gen receptora witaminy D (gen VDR)

Jak poprzednio wspominano, witamina D dzialajgc poprzez VDR wykazuje
immunomodulujace wtasciwosci 1 jej niedobor moze mie¢ zwigzek z chorobami
autoimmunizacyjnymi. Wykazano zwigzek polimorfizmu genu VDR z wystepowaniem
cukrzycy typu 1 i choroby Addisona [95]. W przypadku HT wykryto zwiagzek polimorfizmu
Fokl w eksonie 2 [95,119,120]. W innym badaniu dotyczacym populacji chorwackiej
polimorfizm regionu 3 genu VDR réwniez byt zwigzany z HT i dotyczyt ekspresji mRNA

VDR. Istotng statystycznie czgsto$¢ wystepowania w stosunku do grupy kontrolnej uzyskano
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jedynie dla polimorfizmu VDR-Bsml [121]. Poza zwigzkiem z genem VDR, istniejg
doniesienia o wptywie polimorfizmu genu CYP27B1-hydroksylazy na etiopatogenezg HT
[95].

2.2.3.2. Czynniki srodowiskowe

Nadmierne spozycie jodu

Nadmierne spozycie jodu jest dobrze udokumentowanym czynnikiem $rodowiskowym
wpltywajacym na immunogenno$¢ gruczotu tarczowego. Wykazano ponad czterokrotnie
zwigkszone stezenie przeciwciat przeciwtarczycowych w wyniku zwiekszonego dowozu jodu
wynikajacego z poprawy profilaktyki jodowej [93,95]. W jednym z badan interwencyjnych
udowodniono, ze umyslne narazenie na spozycie 500 ug jodu wywolalo autoimmunizacjg
tarczycy u 20% uprzednio zdrowych osobnikow [95].

Opisano kilka potencjalnych mechanizméw wptywu nadmiaru jodu na immunogenno$¢
tarczycy. Nadmierna ekspozycja na jod prowadzi do zwigkszonej jodynacji Tg 1 zwigksza
immunogenno$¢ przez tworzenie nowych zawierajacych jod epitopow. W konsekwencji
dochodzi do zwigkszonej immunogennosci Tg, ktora jest prezentowana komoérkom APC jako
autoantygen [93,95].

Drugi proponowany mechanizm ma zwigzek z ekspozycja na jod, ktora powoduje
zwigkszenie ilosci reaktywnych form tlenowych (ROS, ang reactive oxygen species)
w tyreocytach w wyniku oksydacji tyreoperoksydazy tarczycowej. Konsekwencja tego jest
zwickszenie ekspresji wewnatrzkomorkowych molekut adhezyjnych-1 (ICAM-1, ang.
intracellulare adhessive molekule-1) w komodrkach pecherzykowych tarczycy, ktore
przyciagaja komorki immunokompetentne [95].

Trzeci mechanizm jest zwigzany z toksycznos$cig jodu i1 dotyczy uszkodzenia tyreocytow
przez ROS, co prowadzi do ich uszkodzen i uwalniania autoantygenow [95]. Nadmiar jodu
moze takze promowac proces apoptozy w tyreocytach, poprzez zwigkszenie ekspresji
molekuty TRAIL (ang. Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Ligand), czyli liganda
czynnika martwicy nowotworéw indukujacego apoptoze [95].

Ostatni z mechanizméw dotyczy wpltywu nadmiaru jodu na uktad odpornosciowy poprzez
zwigkszenie dojrzewania komorek dendrytycznych, wzrost liczby limfocytow T 1 stymulacje
limfocytow B do produkcji immunoglobulin [95].

Leki
Wpltyw lekéw na immunogenno$¢ tarczycy 1 w konsekwencji rozwo6j HT jest odmienny

i uzalezniony od ich rodzajow [93,95].
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Amiodaron i jodowe $rodki cieniujace uzywane w radiologii dziataja bezposrednio
toksycznie na gruczotl tarczowy [93]. Wywotana przez nie dtugotrwata ekspozycja na jod
powoduje zmiany strukturalne w tyreocytach tj. obrzgk mitochondriéw, wzrost iloSci
peroksysomow i wtornych lizosomow, w konsekwencji apoptoze i martwice tych komorek.
Wynikiem tego jest uwolnienie autoantygenu tarczycowego [93].

Uzywany mie¢dzy innymi w terapii wirusowego zapalenia watroby INF-y wywotuje efekty
toksyczne, wynikiem czego jest prezentacja autoantygenu tarczycowego, wyzwolenie
odpowiedzi immunologicznej przez limfocyty Th1l, supresja funkcji Treg, stymulacja cytokin
i ekspresja MHC klasy | na tyreocytach [93,95]. Podczas terapii INF y obserwuje si¢ u ponad
40% leczonych przeciwciata przeciwtarczycowe i klinicznie jawna niedoczynno$¢ tarczycy —
u 5-10% [95,122].

Podobnie dziata uzywana w leczeniu czerniaka i raka nerki interleukina-2 (IL-2)
i w konsekwencji mechanizmow toksycznych i immunogenicznych, dochodzi do hipotyreozy
i obecnosci przeciwcial przeciw tarczycowych [95,123].

Sole litu uzywane w terapii takze moga zwigksza¢ immunogenno$¢ tarczycy 1 prowadzi¢
do niedoczynnosci, ale doniesienia te wymagaja potwierdzenia [95,123].

Czynniki infekcyjne

Do czynnikéw Srodowiskowych majacych wplyw na rozwdj HT nalezg zakazenia zarowno
bakteryjne jak i wirusowe. Patogeny bakteryjne majace potencjalny zwiazek z HT to: Yersinia
enterocolitica, Helicobacter pylori, Borrelia burgdoferi [93,95,100,108].

Wsrdd zakazen wirusowych uwzglednia sie: wirus zapalenia watroby typu C, wirus
Coxackie B, retrowirusy. Zwigzek pomiedzy zakazeniem a wystepowaniem HT tlumaczy si¢
dwoma mechanizmami [93,95,100,108]. Pierwszy opiera si¢ na teorii mimikry uznajacej,
ze podobienstwo sekwencji pomiedzy biatkami mikroorganizmu a czgstkami organizmu
zakazonego, prowadzi do reakcji krzyzowej [93]. Drugi — to teoria ,,biernego obserwatora”
(ang. bystander theory), ktora opiera si¢ na zasadzie, ze miejscowy stan zapalny w wyniku
infekcji pobudza autoreaktywne limfocyty [93].

2.2.4. Mechanizmy rozwoju autoimmunologicznego zapalenia tarczycy

W warunkach obecnos$ci czynnikéw genetycznych 1 $rodowiskowych u 0s6b
predysponowanych, w gruczole tarczowym dochodzi do aktywacji limfocytow CD4+ pod
wplywem APCs, ktore stanowia glownie komorki dendrytyczne oraz makrofagi. Warunkiem
do rozwoju kolejnych etapéw choroby jest przetamanie tolerancji wobec wilasnych
autoantygenow [93,95]. Przyczyng tego moze by¢ brak supresji autoreaktywnych limfocytow
T przy udziale limfocytow regulatorowych CD25+ CD4+ oraz CD 8+ CD122+ [93]. Wedlug
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innej teorii autoreaktywne limfocyty T powstajg w wyniku zaburzonej ekspresji kompleksow
MHC klasy II na powierzchni komoérek pecherzykowych tarczycy, wynikiem czego jest
aktywacja limfocytow T [93].

Mechanizm ten zostat zaproponowany przez Botazzo w 1983r i zaktada, ze pod wpltywem
zakazenia wirusowego, INF-y lub zaburzen w genomie, tyreocyty nabywaja zdolnosci
prezentowania antygendw zgodnosci tkankowej klasy II [93]. Wyniki badan z ostatnich lat
wskazuja, ze w etiopatogenezie HT istotng role odgrywaja jednak klasyczne APC,
a “zmienione” tyreocyty moga wpltywaé na jej przebieg [93]. W HT odpowiedz
autoimmunologiczna jest modulowana glownie przez cytokiny zwigzane z limfocytami Thl
takimi jak TNF-o, INF-y, IL-2 [98]. Wykazano, ze w wyniku ekspozycji komorek
pecherzykowych tarczycy na autoantygen jakim jest tyreoglobulina, dochodzi do wzmozone;j
produkcji TNF-a, IL-2, 11-10, INF-y, i IL-5 w stosunku do grupy kontrolnej [95].

Badajac profile mRNA cytokin stwierdzono, ze w patogenez¢ HT s3a wlaczone zarowno
odpowiedzi immunologiczne zwigzane z Thl, jak i Th2, ale z przewaga Thl [95]. Autorzy
jednego z badan, uwazaja ze istnieje dodatnia korelacja pomiedzy stosunkiem Thl1/Th2
a stopniem cigzkosci niedoczynnosci tarczycy w przebiegu HT [124].

W ostatnich latach zwrocono uwage na podtyp limfocytéw Th oznaczonych jako Thl17.
Uwaza si¢ ,ze ekspresja tych komorek jest dominujgca w przebiegu HT, bardziej niz Thl
[95]. Po przetamaniu tolerancji immunologicznej, dochodzi do aktywacji limfocytow CD8+
i limfocytow B. Te ostatnie zaczynaja produkowac przeciwciata przeciwtarczycowe: przeciw
peroksydazie tarczycowej (a/TPO) i przeciw tyreoglobulinie (a/Tg) [93]. Przeciwciata a/TPO
sg uwazane za najlepszy wskaznik procesu autoimmunologicznego w gruczole tarczowym.
Wykazano, ze stanowig heterogenng grupg i wyrdzniono okoto 180 typow tych przeciwciat.
Ich obecnos¢ stwierdza si¢ u blisko 80% chorych z HT [92].

Przeciwciata a/TPO maja zdolno$¢ do wigzania si¢ z typem pierwszym receptora FcyR na
monocytach i neutrofilach [93]. Wykazano korelacje pomiedzy st¢zeniem a/TPO a produkcja
TNF-o i INF-y i ustalono, ze przeciwciata te mogg indukowac¢ wytwarzanie tych cytokin oraz
[1-6 [95]. Stwierdzono takze zwigzek pomiedzy podklasg przeciwcial a/TPO i nasileniem
hipotyreozy w przebiegu HT. Obecno$¢ podklasy IgG2 skutkuje wigkszym ryzykiem
powstania jawnej niedoczynnosci tarczycy [93].

Drugim rodzajem przeciwcial charakterystycznych dla HT sg przeciwciata a/Tg. Ich rola
w etiopatogenezie HT nie jest tak oczywista, jak w przypadku a/TPO, poniewaz Tg nie jest

biatkiem btonowym [93].
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Innymi rodzajami przeciwcial moggcymi wystepowa¢ w AITD, sg patognomiczne dla GD
przeciwciala przeciw receptorom dla TSH oraz przeciwciata przeciw pendrynie, ktore
w przysztosci mogg by¢ wykorzystane w diagnostyce HT [93].

Ostatnim etapem rozwoju HT jest destrukcja gruczotu tarczowego bedgca wynikiem
nacieku z cytotoksycznych limfocytow T, produkujacych przeciwciata limfocytow B oraz
makrofagéw [93,125]. Destrukcja jest konsekwencja procesu apoptozy zachodzacym w
tarczycy [95]. Caty proces jest najpewniej wyzwalany zalezna od limfocytow Thl produkcja
cytokin — TNF-a, INF-y i IL-12. Komoérki pecherzykowe tarczycy pod wplywem uktadu
dopelniacza zaczynaja uwalnia¢ prostaglandynge E2, IL-1, IL-6. To powoduje naplyw
cytotoksycznych limfocytow, ktére po przytaczeniu do receptoréw na tyreocytow, uwalniajg
wewnatrzkomorkowe ziarnisto$ci i powoduja aktywacje proteolitycznych enzyméw kaspaz,
co prowadzi do apoptozy [93,95]. Do aktywacji uktadu kaspaz moze dochodzi¢ w dwoch
mechanizmach. Pierwszy z nich poprzez Fas receptor (Apo-1 lub CD 95), ktory jest typem |
przezblonowego biatka i czlonkiem nadrodziny receptora TNF i Fas liganda — Il typu
przezbtonowego biatka, ktory po przytaczeniu do receptora Fas indukuje apoptoze [95].
Druga droga indukcji apoptozy realizuje si¢ poprzez TRAIL (Apo2L) (ang. tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand), po przytaczeniu do jego receptoréw TRAIL —
R1(DR4) i TRAIL-R2(DR5). Obydwie drogi sg indukowane poprzez cytokiny pozapalne,
a uktad Fas przede wszystkim przez TNF-a i INF-y, IL-1p [95].

W HT glownym apoptotycznym mechanizmem jest ten zwigzany z receptorem Fas oraz
zmniejszeniem Bcl-2, ktory jest gtdéwnym inhibitorem apoptozy, charakteryzujacym sig¢
wysoka aktywnoscig w zdrowych tyreocytach [95]. Aktywacja apoptozy moze odbywaé si¢
takze w mechanizmie wewnatrzpochodnym (mitochondrialnym). Inicjowac ja moga czynniki
uszkadzajagce komorke, w tym zaburzenia metaboliczne, ale takze sktadniki apoptozy
zewnatrzpochodnej. Kaspaza 8 moze aktywowa¢ molekute Bid (ang. BH3-interacting domain
death agonist) o dziataniu apoptotycznym, nalezaca do rodziny Bcl-2. Uwolniony
z mitochondriow cytochrom ¢ w potaczeniu z prokaspaza 9 i czastka APAF-1 (ang. apoptotic
protease activating factor-1) tworzy tzw. apoptozom, ktory pobudza kaspazy wykonawcze.
W efekcie dochodzi do rozpadu jadra komérkowego i innych organelli i $mierci komorki
[93]. Wyselekcjonowano czynniki, ktore dziataja protekcyjnie przeciwdziatajac samobdjczej
$mierci komorki. Naleza do nich: biatko FAP-1 (ang. Fas — associated phosphatase-1),
wspomniane czgsteczki z rodziny Bel-2, biatka IAP (ang. inhibitor of apoptosis) [93,95].
Oprocz apoptozy komoérki CD8+ wywotuja cytotoksycznos¢ wplywajaca na destrukcje
gruczolu tarczowego poprzez aktywacje czastek ICAM-1 (ang. intracellular adhesion
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molekule-1). Wykazano, ze poziom ICAM-1, VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion
molekule-1) i TIMP-1 (ang. tissue inhibitor metaloproteinases 1) byt znaczaco wyzszy
w grupie chorych z HT w porownaniu do grupy kontrolnej [95]. Wysunig¢to wigc hipotezg,
ze proces autoimmunizacjny moze mie¢ wptyw na zapalenie naczyn, dysfunkcje $rodbtonka
i remodeling tkankowy naczyn [95].

Udzial w destrukcji tarczycy majg takze wystepujace w koncowej fazie uszkodzenia
potaczen migdzykomorkowych. W HT wykazano zmniejszony poziom koneksyny 43 (Cx43,
ang. connexin 43) w poréwnaniu do zdrowych tanek tarczycowych. Cx43 jest czeScig
koneksondw, ktore stanowig kanaty potaczen miedzy komoérkami. Na modelach zwierzgcych
w przebiegu AITD, stwierdzono redukcj¢ biatek Cx43, Cx32 i Cx26 [95]. Uszkodzenie
integralno$ci miedzy komoérkami gruczotu tarczowego, moze ulatwiaé przylaczenie
przeciwciat a/TPO do peroksydazy tarczycowej i aktywowaé komplement [95].

2.2.5. Historia naturalna choroby Hashimoto

W przebiegu AITD, w tym HT obserwuje si¢ kolejno po sobie wystepujace IV stadia

choroby [100] (Tabela 5).

Tabela 5. Historia naturalna HT— stadia choroby [na podstawie 100]

Stadium choroby Cechy charakterystyczne

| stadium Prawidtowe stezenia TSH, FT4, FT3

Brak przeciwciat przeciwtarczycowych

Obecnos¢ czynnikoéw ryzyka rozwoju HT

(np. wywiad rodzinny, cechy nadreatywnosci uktadu

immunologicznego)

Il stadium Prawidlowe stezenie TSH, FT4, FT3

Obecnos¢ przeciwcial przeciwtarczycowych

I11 stadium Subkliniczne zaburzenia czynnosci tarczycy

IV stadium Klinicznie i laboratoryjnie jawne zaburzenia

czynnosci tarczycy

2.2.6. Witamina D jako czynnik modulujacy proces autoimmunizacyjny w przebiegu
choroby Hashimoto
Warunkiem rozwoju choroby Hashimoto jest wyzwolenie procesu autoimmunizacyjnego

u 0sob predysponowanych genetycznie pod wpltywem czynnikéw srodowiskowych. Poznane
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mechanizmy dziatania witaminy D w uktadzie immunologicznym sugeruja, ze jej niedobor
poprzez zaburzenie rownowagi immunologicznej moze stanowi¢ czynnik S$rodowiskowy
odgrywajacy istotng role w rozwoju HT. Istniejg takze doniesienia o roli polimorfizméw VDR
w etiopatogenezie HT, co z kolei moze mie¢ wptyw na czynnik genetyczny w etiopatogenezie
HT [95,119,120,121].

Poznanie mechanizméw dzialania witaminy D w ukladzie immunologicznym, dalo
podstawy do prowadzenia badan oceniajacych nastepstwa niedoboru witaminy D w aspekcie
rozwoju i przebiegu choréb autoimmunizacyjnych. Wyniki badan epidemiologicznych
sugeruja zwigzek pomiedzy niedoborem witaminy D i zwigkszong obecno$cig zachorowan na
cukrzyce typu 1, stwardnienie rozsiane, toczen trzewny, reumatoidalne zapalenie stawow
i nieswoiste choroby zapalne jelit, autoimmunologiczne zapalenie mozgu, tuszczyce [6,15-
19,63,64,66,126-129]. Korelacja pomigdzy niedoborem witaminy D a AITD nie jest
wyjasniona.

Innym zagadnieniem jest odpowiedz na pytanie, czy uzupelnienie jej niedoborow
wywieraloby korzystny wptyw na przebieg choréb autoimmunizacyjnych. Proby odpowiedzi
na zadane powyze] pytanie miata dostarczy¢ praca, bedaca przegladem zagadnien
dotyczacych tego problemu opublikowanych od stycznia 1973 do pazdziernika 2011 roku
[130]. W konkluzji stwierdzono, ze podstawy badan genetycznych i epidemiologicznych
wskazuja na potencjalng prewencyjng role¢ witaminy D w aspekcie chorob
autoimmunizacyjnych, ale konieczne jest przeprowadzenie w przysziosci randomizowanych,
kontrolowanych badan, aby umocni¢ korzystna role jej suplementacji w przebiegu tych
chorob [130].

W ostatnim czasie ukazato si¢ wiele doniesien na temat roli witaminy D w przebiegu
AITD, w tym HT. Wyniki wigkszo$ci z nich wskazuja na obnizone ste¢zenie 250HD w grupie
chorych z HT, natomiast réznice dotycza korelacji st¢zenia witaminy D w stosunku do
czynnosci hormonalnej tarczycy i1 aktywno$ci procesu autoimmunologicznego w ocenie

przeciwcial przeciwtarczycowych [16,17,131-141].
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3. CELE PRACY

Gléwnym celem pracy jest ocena wplywu niedoboru witaminy D na przebieg choroby
Hashimoto u chorych w wojewodztwie swigtokrzyskim.

Weryfikacji zostang poddane nastepujace hipotezy badawcze:

Dokonano oceny zwigzku obnizonego stezenia 250OHD3 z aktywnoscig HT na podstawie
obecnosci przeciwciat przeciwtarczycowych: przeciw peroksydazie tarczycowej (a/TPO)
I przeciw tyreoglobulinie (a/Tg). Przeprowadzono analize¢ stezenia 2SOHD3 w badanej grupie
biorgc pod uwage wpltyw wieku pacjentow, czas trwania choroby HT oraz stan czynno$ciowy
gruczotu tarczowego. Ze wzgledu na rolg, jaka odgrywa witamina D w homeostazie
wapniowo-fosforanowej dokonano takze analizy jej wplywu na stezenia PTH, Ca i P
w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolne;j.

Podjeto probe oceny zwigzku obnizonego st¢zenia 250HD3 z objetoscig gruczotu
tarczowego w ocenie ultrasonograficznej. Z badanej grupy pacjentow z chorobg Hashimoto
wyodrebniono podgrupe o0sob z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi a/TPO i/lub
a/Tg, bedacych w stadium eutyreozy, bez leczenia I-tyroksyng. Powyzsze analizy
przeprowadzono rowniez w tej podgrupie. U czesci badanych przeprowadzono analize
mutacji w genie HLA-DRB1, bioragcym udziat w procesie regulacji odpowiedzi
immunologiczne;j.

Wykazanie niedoboru witaminy D, a zwlaszcza jej wplywu na przebieg procesu
autoimmunizacji tarczycowej moze mie¢ znaczenie praktyczne. Moze w przysztosci
skutkowa¢ wprowadzeniem do rutynowych oznaczen pomiar stezenia 250HD3 u pacjentow

z HT 1 w konsekwencji stosowania suplementacji lub terapii natywng witaming D.
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4. MATERIAL I METODY

4.1. BADANA GRUPA

Projekt otrzymat zgode Komisji Bioetycznej Swigtokrzyskiej Izby Lekarskiej w Kielcach
(Opinia nr 17/2013). Po otrzymaniu szczegdétowych informacji dotyczacych projektu
badawczego, wszyscy uczestnicy wyrazili pisemng zgode na uczestnictwo w badaniu.
Cze$¢ dotyczaca badan genetycznych byta realizowana w Pracowni Badan Genetycznych
Katedry i Kliniki Endokrynologii UJ Collegium Medicum w ramach projektu finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Wspotudziat mutacji w genach regulujacych uktad
immunologiczny oraz w genach specyficznych dla gruczotu tarczowego W rozwoju choroby
Hashimoto - badanie kohortowe rodzin oraz os6b niespokrewnionych” (nr UMO-
2011/01/B/N25/0037). Na udziat w tym projekcie chorzy wyrazili osobng pisemna zgode.

Wszyscy pacjenci byli leczeni w Poradni i Klinice Endokrynologii Swietokrzyskiego
Centrum Onkologii w Kielcach. W badaniu wzigto udziat 310 dorostych os6b w wieku
powyzej 18 roku zycia w tym 155 pacjentdow z chorobg Hashimoto i 155 os6b w grupie
kontrolnej. Kryterium wlaczenia do badania stanowilo rozpoznanie choroby Hashimoto, czyli
przewleklego  autoimmunizacyjnego  zapalenia  tarczycy, charakteryzujacego  si¢
podwyzszonymi warto$ciami przeciwcial przeciwtarczycowych a/TPO i/lub a/Tyg,
w konsekwencji wywotujacego niedoczynnos¢ tarczycy, z koniecznoscig substytucyjnego
leczenia I-tyroksyna.

Do grupy badanej zakwalifikowano takze osoby z niedoczynnoscig tarczycy w trakcie
leczenia I-tyroksyna i mieszczacymi si¢ w granicach norm referencyjnych warto$ciami
przeciwcial przeciwtarczycowych aTPO 1 a/Tg. Byli to pacjenci z wieloletnig chorobg
Hashimoto 1 obecnos$cia udokumentowanych podwyzszonych stezen przeciwciat
przeciwtarczycowych w przesztosci, u ktorych wykluczono inne przyczyny hipotyreozy.
W grupie badanej podwyzszone wartosci przeciwciat a/TPO stwierdzono u 141 (90,97%)
osob, natomiast zawierajace si¢ w granicach norm referencyjnych u 14 (9,03%).
Podwyzszone st¢zenia przeciwciat a/Tg wystepowatly u 82 (52,9%) pacjentdw, natomiast u 73
(47,1%) osob zawieraty si¢ w granicach warto$ci referencyjnych. Podwyzszone wartosci
przeciwcial zaréwno a/TPO, jak 1 a/Tg stwierdzono u 78 0séb z grupy badanej. Stezenia
przeciwcial zawierajgce si¢ w granicach norm referencyjnych wystapity u 17 oséb (10,97%)
w grupie badanej. Do grupy badanej zakwalifikowano takze pacjentow z autoimmunizacyjng

chorobg tarczycy, bedacych w stadium eutyreozy, be leczenia I-tyroksyna, u ktorych
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stwierdzono podwyzszone st¢zenia wyzej wymienionych przeciwcial. Grupe badang
stanowito 155 oséb, w tym wigkszo$¢ kobiet — 144 oraz 11 mezczyzn.

W podgrupie badanej pacjentow z autoimmunizacyjng chorobg tarczycy w stadium
eutyreozy z podwyzszonymi warto$ciami przeciwciat przeciwtarczycowych znalazto si¢ 45
0sOb, w tym 42 kobiety oraz 3 me¢zczyzn.

Grupe kontrolng stanowito 155 oséb, u ktorych wykluczono autoimmunizacyjng chorobg
tarczycy na podstawie braku obecnosci podwyzszonych  stezen  przeciwcial
przeciwtarczycowych, z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku AITD, bez operacji
gruczotu tarczowego. Podobnie jak w grupie badanej, kobiety stanowily wigkszos$¢ - 139 os6b
natomiast grupa me¢zczyzn zawierata 16 osob.

Zaplanowano przeprowadzenie analiz poréwnawczych uzyskanych wynikéw badan
pomiedzy calg grupa badang i grupa kontrolng. W podgrupie pacjentéw, bedacych w
eutyrozie, bez leczenia I-tyroksyna, z obecnoscig dodatnich przeciwciat przeciwtarczycowych
rowniez przeprowadzono analizy, ktorych wyniki poréwnano z wynikami uzyskanymi dla
catej grupy badanej, jak rowniez dla grupy badane;.

Z udzialu w badaniu zostali wykluczeni chorzy z:

- czynng chorobg nowotworowa,

- niewydolnos$cig watroby,

- niewydolnoscig nerek,

- z innymi ci¢zkimi chorobami,

- leczeni z powodu osteoporozy,

- kobiety w cigzy 1 potogu,

- stosujacy suplementacj¢ preparatami wapnia,

- stosujacy suplementacj¢ preparatami witaminy D.

4.2. PROTOKOL BADANIA

U kazdego pacjenta z grupy badanej i kontrolnej zebrano wywiad lekarski oraz
przeprowadzono podstawowe badanie przedmiotowe. Wszystkim osobom udzielono
wyczerpujacych informacji na temat udzialu w przeprowadzonym badaniu. Kazdy pacjent

podpisat swiadoma zgode¢ na udzial w badaniu.
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4.3. PROCEDURY OZNACZEN BIOCHEMICZNYCH

| HORMONALNYCH

Badania hormonalne (250HD3, PTH, TSH, a/TPO i a/Tg) przeprowadzono w Zaktadzie
Markeréw Nowotworowych natomiast badania biochemiczne (Ca, P) w Zakladzie
Diagnostyki Laboratoryjnej Swietokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach. Probki krwi
pobierano na czczo w godzinach porannych, pomiedzy godzing 7.00 a 10.00.

4.3.1. Oznaczenie stezenia hormonu tyreotropowego (TSH)

TSH oznaczano w surowicy. Krew po wykrzepieniu (ok. 30 minut) wirowano od 10 do 15
minut, przy obrotach wiréwki 3500 obrotéw/minute w temperaturze 20 do 22°C Probki
surowicy do oznaczenia st¢zenia TSH byly przechowywane w temperaturze -20°C przez
okres czasu nie dtuzszy niz 1 miesigc. Oznaczenia przeprowadzano przy uzyciu testu firmy
Abbott na analizatorze ARCHITECT i 2000 SR. Jest on oparty o dwustopniowa metode
immunochemiczng z uzyciem mikroczasteczek i znacznika chemiluminescencyjnego (ang.
Chemiluminescent Microparticle Immunassay — CMIA) stuzacag do wykrywania obecnosci
TSH w ludzkiej surowicy lub osoczu oraz wykorzystujaca elastyczne protokoly testowe
Chemiflex TM. W pierwszym etapie reakcji mieszane s3: badana probka oraz
paramagnetyczne mikroczastki optaszczone przeciwcialami anty-BTSH oraz rozpuszczalnik
testu. TSH obecne w probce wigze si¢ z przeciwciatami anty TSH oplaszczonymi na
mikroczastkach. W drugim etapie po przemyciu, dodawany jest konjugat zawierajacy
przeciwciala anty-oTSH, znakowane akrydyng. Do mieszaniny reakcyjnej dodawany jest
roztwor przygotowawczy oraz roztwor wyzwalajacy reakcje. Natezenie wywotanej reakcjami
chemiluminescencji mierzone jest w relatywnych jednostkach $wiecenia (RLU). Istnieje
bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy ilosciag TSH w badanej probce a natezeniem $wiecenia
zmierzonym przez uktad optyczny analizatora ARCHITECT i 2000SR. Czulo$¢ analityczna
TSH wynosi < 0,0025 pulU/ml, a czuto$¢ funkcjonalna TSH < 0,01 pIU/ml. ARCHITECT
TSH test jest tak skonstruowany, ze swoistos¢ analizatora stanowi < 10% reakcji krzyzowych
z FSH, LH, hCG. Wartosci referencyjne TSH w surowicy u ludzi zawierajg si¢ w granicach
od 0,35 do 4,94 ulU/ml. Czynnikami interferujacymi wplywajacymi na przebieg oznaczenia
in vitro moga by¢ heterofilne przeciwciata obecne w surowicy, ktore sa zdolne do reakcji
z immunoglobulinami bedacymi reagentami testu.

Na wynik testu wpltywaja:

e stezenie bilirubiny > 20 mg/dl,

e hemoglobina > 500 mg/dl,
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e stezenie trojglicerydow > 3000 mg/dl,

e stezenie biatka catkowitego > 12 g/dl.
4.3.2. Oznaczenie stezenia przeciwcial przeciw peroksydazie tarczycowej (a/TPO)

i przeciw tyreoglobulinie (a/Tg)

a/TPO i a/Tg oznaczano w surowicy. Krew po wykrzepieniu (ok. 30minut) wirowano
w czasie od 10 do 15 minut, przy obrotach wiréwki 3500 obrotéw / minutg. Probki surowicy
do oznaczenia a/TPO 1 a/Tg byly przechowywane w temperaturze -20 °C przez okres czasu
nie dtuzszy niz 1 miesigc. Do oznaczenia uzyto analizatora Immulite 2000 xpi Immunoassay
System firmy Siemens.

Przeciwciata a/TPO i a/Tg oznaczono za pomoca testu immunoenzymatycznego,
chemiluminescencyjnego (CMIA), kanapkowego, opartego na reakcji fazy statej.

Reakcja chemiluminescencyjna obejmuje 4 etapy:

| etap
Podczas reakcji immunologicznej konjugat z fosfataza alkaliczng (odczynnik) jest
wiazany do kulki znajdujacej si¢ wewnatrz probowki testowe;.
Ilo$¢ zwigzanej fosfatazy alkalicznej jest proporcjonalna (dla testéw kanapkowych)
lub odwrotnie proporcjonalna (dla testow konkurencyjnych) do stezenia oznaczanego
sktadnika w probce pacjenta.
Il etap
Ptukanie probki testowe;.
I11 etap
Dodawanie substratu chemiluminescencyjnego do probki testowej i przejscie probki
do luminometru (inkubacja 10 minut).
IV etap

Probka testowa przemieszczana jest przez komore fotopowielacza, gdzie nastepuje
pomiar $wiatta wytworzonego w procesie reakcji luminescencyjnej.

Reakcje chemiluminescencyjne zwigzane z estrami akrydynowymi (wytwarzajacymi
btyski $wietlne) wzmacniaja enzymatycznie reakcje w systemie IMMULITE dajac
przedtuzone §wiecenie. W reakcji luminescencyjnej substrat (fosforan adamantyl-dioxetanu)
jest bardzo szybko wigzany przez fosfataze alkaliczng zwigzang z kulkg do nietrwatego
anionu. Nietrwaty anion bezposrednio po powstaniu emituje foton $wiatta. [lo§¢ emitowanego
$wiatla jest proporcjonalna do ilosci zwigzanej fosfatazy alkalicznej. W poréwnaniu do

innych metod detekcji chemiluminescencja zapewnia wigkszy stopien precyzji. W testach
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kanapkowych natgzenie §wiecenia mierzone przez lumenometr jest wprost proporcjonalne do
stezenia oznaczanej substancji.
Parametry laboratoryjne dla testu a/TPO

Czulo$¢ analityczna uzytego testu wynosi 5,0 IU/ml. Zakres pomiarowy obejmuje wartosci
do 1000 IU/ml (WHO 1% IRP 66/387).Wartosci referencyjne u oséb zdrowych dla a/TPO
wynoszg ponizej 35 1U/ml.

Na wynik testu a/TPO nie wptywaja:

e bilirubina w stezeniach <200 mg/dl,

e hemoglobina w stezeniach <381 mg/d],

e trojglicerydy w stgzeniach <3000 mg/dl.
Parametry laboratoryjne dla testu a/Tg

Czulo$¢ analityczna testu wynosi 2,2 IU/ml. Zakres pomiarowy obejmuje warto$ci do
3000 1U/ml (WHO 1% IRP 65/93).Wartosci referencyjne a/Tg w populacji 0séb zdrowych
stanowig ponizej 40 IU/ml.

Na wynik testu a/Tg nie wplywaja:

¢ bilirubina w stezeniach < 200 mg/dl,

e hemoglobina w stezeniach < 381 mg/dl,

o trojglicerydy w stezeniach <4000 mg/dl.

Przeciwciata heterofilne obecne w surowicy ludzkiej moga wchodzi¢ w reakcje
z immunoglobulinami bgdacymi reagentami testu immunologicznego, wptywajac na przebieg
oznaczenia in vitro. Wplyw przeciwciat heterofilnych moze ujawni¢ si¢ w oznaczeniach
wykonywanych w surowicy osob majacych ciagly kontakt ze zwierzetami lub zwierzgcymi
produktami krwiopochodnymi, stanowiac przyczyn¢ btednych wynikéw. W uzytym tescie
ryzyko interferencji zostalo zminimalizowane przez odpowiedni dobor proporcji
odczynnikow, ale potencjalnie moze wystapi¢ w rzadkich przypadkach.

4.3.3. Oznaczenie st¢zenia parathormonu (PTH)

PTH oznaczano w osoczu na czczo, pomigdzy godzing 7.00 a 10.00 w osoczu krwi zylne;j.
Krew zylng pobierano do schlodzonej probowki z EDTA 1 wirowano w wirdwce
z chtodzeniem przez 10-15 minut, przy obrotach 3500/min, w temperaturze 4 °C. Nastepnie
oddzielono osocze 1 oznaczono stezenie PTH. Oznaczenia wykonywano przy uzyciu testu
immunochemicznego z uzyciem mikroczasteczek i1 znacznika chemiluminescencyjnego
(CMIA). Architect intact PTH jest dwustopniowym, przeprowadzonym technikg kanapkowa

testem immunochemicznym, stuzacym do iloSciowego wykrywania catej czasteczki PTH
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w ludzkiej surowicy i osoczu przy uzyciu metody CMIA z zastosowaniem elastycznych
protokotow testowych Chemiflex, przy uzyciu analizatora ARCHITECT i System 2000 SR
firmy Abbott. W pierwszym etapie reakcji mieszane s3: badana probka, rozcienczalnik testu
oraz paramagnetyczne mikroczastki optaszczone przeciwciatami anty-PTH. Cata czasteczka
PTH obecna w badanej probie wigze si¢ z przeciwciatami anty-PTH optaszczonymi na
mikroczastkach. W drugim etapie, po przemyciu, do mieszaniny reakcyjnej dodawany jest
konjugat zawierajacy przeciwciata anty- PTH znakowane akrydyna. Po kolejnym cyklu
przemycia, do mieszaniny reakcyjnej dodawany jest roztwor przygotowawczy oraz roztwor
wyzwalajacy reakcje, a powstale w wyniku tej reakcji nat¢zenie chemiluminescencji
mierzone jest we wzglednych jednostkach §wiecenia (RLU, ang. Relative Light Unit). Istnieje
bezposrednia zalezno$¢ pomigdzy iloscig calej czasteczki PTH w badanej probce a
natgzeniem $wiecenia zmierzonym przez uktad optyczny analizatora ARCHITECT i System
2000 SR firmy Abbott. Czuto$¢ analityczna PTH wynosi < 1 pg/ml. Zakres pomiarowy
obejmuje wartosci do 2500 pg/ml. Wartosci referencyjne PTH na czczo u zdrowych osob
wynoszg od 15,0 do 68,3 pg/ml. Test ARCHITECT intact PTH opracowano w taki sposob,
aby reaktywnos$¢ krzyzowa wynosita < 0,01% przy oznaczaniu strukturalnie podobnych
fragmentow PTH (1-34, 39-68, 53-84, 44-68, 39-84).
4.3.4. Oznaczenie hydroksychlekalcyferolu (250HD3)

250HD3; oznaczano w godzinach porannych na czczo pomigdzy godzing 7.00 a 10.00,
w surowicy krwi zylnej (krew Zylna bez antykoagulantow). Pobrana krew byla wirowana
w wiréwce z chlodzeniem o obrotach 3500 /min. Probki surowicy byly przechowywane
w temperaturze 2-8°C. Jezeli oznaczenie nie byto wykonane w ciagu 48 godzin, to probki
surowicy byty przechowywane w temperaturze -20 °C przez okres czasu nie dluzszy niz 1
miesigc. Oznaczenia wykonano metoda radioimmunoenzymatyczng (RIA, ang.
Radioimmunoassay), przy uzyciu gotowych zestawoéw firmy Diasource Immuno Assays S.A.
Reaktywnos¢ probek mierzono na liczniku promieniowania LKB Clini gamma 1272. Czutos¢
metody byta réwna 1,2 ng/ml. Swoisto$¢ testu oceniana jako odsetek reakcji krzyzowej

uzyskany przez poréwnanie st¢zenia uzyskujacego 50% hamowania pokazano w tabeli 6.
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Tabela 6. Swoistos¢ testu oceniona jako odsetek reakcji krzyZowych dla poszczegolnych

form chemicznych witaminy D

Skladnik Reaktywnos¢ krzyzowa (%)
250HD3 100

250HD2 <0,3

1,250H2D3 89

1,250H2D2 <0,01

Witamina D3 <0,03

Witamina D2 <0,03

24,250H2D3 <0,8

W zwiazku z tym, Ze stezenia 1,250H2D3 sg praktycznie 100 razy nizsze do stezen
250HD3, ta reaktywno$¢ krzyzowa nie ma znaczenia klinicznego i nie interferuje w tym
oznaczeniu. Powyzsze wyniki wskazuja na brak reakcji krzyzowych z innymi witaminami
z grupy D. Wspotczynnik zmiennosci wewnatrzseryjnej oznaczenia 250HD3 przy uzyciu
zestawu firmy wynosil firmy Diasource Immuno Assays S.A. wynosit 8,7% natomiast
wspotczynnik zmienno$ci miedzysesyjnej — 7,3%. Wartosci referencyjne 250H3na czczo
u 0so6b zdrowych, w oparciu o powyzszy zestaw zawieraly si¢ pomigdzy: 8,2-57,4 ng/ml,
natomiast zakres pomiarowy stanowit stezenia do 145,2 ng/ml. Interpretacja wynikéw badan
pacjentow biorgcych udzial w badaniu zar6wno w grupie badanej, jak i w grupie kontrolne;
byta dokonywana w oparciu o wytyczne dla populacji Europy Centralnej, opublikowane
w 2013 roku [1].

4.3.5. Oznaczenie st¢zenia wapnia (Ca)

Pomiar stezenia Ca byt wykonywany w surowicy ludzkiej pobranej na czczo w godzinach
porannych pomiedzy godzing 7.00 a 10.00, metoda fotometryczng przy uzyciu analizatora
COBAS INTEGRA 800 za pomocg odczynnika Calcium Gen.2, firmy Roche. Zasada
pomiaru polega na reakcji jonow Ca w srodowisku zasadowym z 5-nitro-5’-metylo-BABTA
(NM-BABTA), tworzac zwigzek. Zwigzek ten w drugim etapie reaguje z EDTA. Zmiana
absorbancji jest wprost proporcjonalna do stezenia Ca i mierzona jest metoda fotometryczng.
Absorbancja byta odczytywana przy dtugosci fali 340 nm.

Brak istotnej interferencji wystepuje warunkach:

e stezenia bilirubiny < 60 mg/dl,

51




e stezen hemoglobiny < 1000 mg/dl,

e lipemii — jezeli wartosci znajduja si¢ wskaznika L, odnoszacego si¢ do zmetnienia

surowicy,

e stezenia magnezu < 15 mmol/l,

e stosowania lekow i dozylnych $rodkow kontrastowych uzywanych w rezonansie

magnetycznym uzywanych w stezeniach terapeutycznych.

Zakres pomiarowy stezenia Ca w uzytej metodzie wynosit od 0,20 do 5,0 mmo/1 (0,8-10,1
mg/dl). Czuto$¢ metody, bedaca granica wykrywalnosci wynosita 0,2 mmol/l (0,8 mg/dl).
Powtarzalno$¢ wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci (wedtug ulotki producenta zestawu)
wynosita 1,8%. Precyzja posrednia wyrazona jako wspodtczynnik zmiennosci (wedtug ulotki
producenta zestawu) wynosita 2,1%. Zakres norm referencyjnych obejmowata st¢zenia Ca:
2,1-2,6 mmol/l.

4.3.6. Oznaczenie stezenia fosforu (P)

Pomiar st¢zenia P byl wykonywany w surowicy ludzkiej pobranej na czczo w godzinach
porannych metodg fotometryczna, przy uzyciu analizatora COBAS INTEGRA 800 za pomoca
odczynnika Phosphate (Inorganic) ver.2, firmy Roche. Metoda oznaczenia polegata na rekcji
fosforanu nieorganicznego z molibdenianem amonu z utworzeniem fosfomolibdenianu
amonu, ktorego stezenie jest wprost proporcjonalne do stezenia fosforu nieorganicznego.
Oznaczenie jest wykonywane poprzez pomiar wzrostu absorbancji przy dtugosci fal 340 mn.

Czynniki interferujace, przy ktorych brak jest istotnej interferencji obejmuja:

e stezenie bilirubiny < 51 mg/dl,

e stezenie hemoglobiny < 420 mg/dl,

e lipemi¢ — przy stezeniu intralipidu < 1000 mg/dl,

e stosowanie lekow uzywanych w stezeniach terapeutycznych,

e w bardzo rzadkich przypadkach gammapatii, szczeg6lnie typu IgM
(makroglobulinemia Waldenstréma), wyniki mogg by¢ niemiarodajne.

Zakres pomiarowy stezenia P w zastosowanej metodzie wynosi 0,31-20 mg/dl (0,10-6,46
mmol/l). Czulo$¢ metody, bgdaca dolng granica wykrywalnos$ci, oceniana jako najnizsze
mierzalne stezenie oznaczanej substancji, ktore mozna odr6zni¢ od zera wynosi 0,31 mg/dl
(0,1 mmol/l). Zakres normo referencyjnych stezenia P stanowi stezenia 2,7-4,5 mg/dl (0,87-
1,45 mmol/l). Powtarzalno$¢ wyrazona jako wspotczynnik zmienno$ci (wedlug ulotki
producenta zestawu) wynosi 1,4%. Precyzja posrednia wyrazona jako wspdtczynnik

zmienno$ci (wedtug ulotki producenta zestawu) wynosi 2,5%.
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4.4. PROCEDURY GENETYCZNE - ANALIZA GENU HLA-DRB1

Analizy genetyczne niezbedne do realizacji pracy doktorskiej, zostaty przeprowadzone
w Pracowni Badan Genetycznych Katedry 1 Kiliniki UJ Collegium Medium
w Krakowie. Rekrutowani pacjenci byli poddani badaniom genetycznym w ramach projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt. "Wspotudzial mutacji w genach
regulujgcych uktad immunologiczny oraz w genach specyficznych dla gruczotu tarczowego
w rozwoju choroby Hashimoto - badanie kohortowe rodzin oraz oséb niespokrewnionych”
(nr UMO-2011/01/B/NZ5/00337). Przeprowadzono analize genu HLA-DRB1. Oceniono
polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP), czyli mutacje zmiany sensu w obrebie
eksonu 2 genu HLA-DRB1, powodujace zmiany w aminokwasach biatka w pozycjach 26, 30,
70, 71, 74. Wedtug ostatnich doniesien z dostepnej literatury uwaza si¢, ze nie okreslony typ
HLA-DR, ale specyficzna sekwencja aminokwasowa kieszeni wigzacej peptyd obecna wsrod
réznych typow, warunkuje sktonno$¢ do wystapienia choroby autoimmunologicznej. Do tych
aminokwasow naleza: Tyr-26, Tyr- 30, GIn-70, Lys-71, Arg-74. Ich kodony sg zlokalizowane
w obrebie eksonu 2 genu HLA-DRBI, ktérego sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone
w projekcie.
Izolacja DNA

Do celu oceny genomowego DNA od kazdego uczestnika badania pobierano 5ml krwi
pelnej na EDTA w systemie zamknigtym. Do czasu izolacji material byt przechowywany
w temperaturze -20 °C. Przed samym procesem izolacji DNA krew byla rozmrazana
w temperaturze pokojowej i doktadnie mieszana. Do izolacji DNA uzywano zestawow High
Pure PCR Template Preparation Kit firmy Roche. Nastepnie jako$¢ uzyskanego DNA
podlegata weryfikacji przy uzyciu pomiaru spektrofotometrycznego UV/VIS na urzadzeniu
firmy Eppendorf-BioPhotometer. Ustawienia: DNA dwuniciowy (A = 1 dla 50 ng/ul),
korekcja tta wzgledem absorbancji przy 340 nm. Stgzenie DNA jest bezposrednio
odczytywane z urzadzenia i obliczone na podstawie wartosci absorbancji przy dtugosci fali
260 nm.
Genotypowanie polimorfizméw SNP

Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow byly genotypowane na macierzach przy
zastosowaniu sond TagMan w aparacie HiScan, przy uzyciu zestawu GoldenGate w wersji

Custom, firmy Illumina.
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Sekwencjonowanie
Sekwencjowanie dotyczylo eksonu 2 genu HLA-DRB1. Analiza sekwencji byla
przeprowadzona w oparciu o reakcj¢ Sangera oraz elektroforetyczny rozdzial otrzymanych
produktéw w aparacie do elektroforezy kapilarnej ABI 3500 na kapilarach 50 cm.
Etapy pre-sekwencyjne:
e PCR — mieszanina reakcyjna zawiera polimeraz¢ HotStartTaq Plus DNA Polymerase
I bufory dostarczone przez firme¢ Qiagen oraz ANTP Mix w st¢zeniu koncowym 0,2
mM,
e i odpowiednio zaprojektowane startery sensowne i antysensowne w ostatecznym
stezeniu,

e po 0,2mM oraz 200ng DNA,

e clektroforeza w 2% zelu agarozowym firmy Serva w buforze TEA (10x st¢zony)
firmy TransFarm, uwidoczniony za pomoca bromku etydyny (10 mg/ml) firmy
Sigma, przy uzyciu studni firmy Whatman, zasilacza firmy Consort, kamery: UVP
transilluminator),

e oczyszczanie produktu PCR poprzez uzycie zestawu High Pure PCR Purification Kit
firmy Roche

e PCR sekwencyjny przy uzyciu BigDye Terminator v3.1 Cyclesequencing Kit,

e oczyszczanie produktu przez zastosowanie zestawow BigDye XTerminatorTM
Purification Kit lub DyeExSpi Kit (Qiagen).

Uzyskane sekwencje zostang zebrane przy uzyciu oprogramowania dostarczonego przez
producenta do sekwenatora-3500 Series Collection Software, przy dostgpnych ustawieniach
Rapid, nastepnie byty uliniowione z sekwencjami referencyjnymi bazy nchi — Gen Bank
w programie SeqScape (applied Biosystems), wersja 4.1.Wszystkie urzadzenia konieczne do
przeprowadzenia analiz sg dostgpne w Pracowni Badan Genetycznych przy Katedrze 1 Klinice

Endokrynologii UJ Collegium Medicum.

4.5. BADANIE ULTRASONOGRAFICZNE

Badanie ultrasonograficzne gruczotu tarczowego wykonano na aparacie Hitachi EUB-
6500, glowica liniowa 7,5 MHz. Objetos¢ kazdego z ptatow tarczycy obliczono korzystajac
z wzoru: V [ml] = 0,5 x glebokos¢ x szerokos¢ x dlugos¢ badanego plata [cm]. Objetose

catkowitg uzyskano poprzez sume objetosci plata prawego 1 lewego tarczycy.
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4.6. OPIS ZASTOSOWANYCH ANALIZ STATYSTYCZNYCH

Charakterystyki cech ilosciowych dokonano poprzez podanie wartosci $redniej wraz
z odchyleniem standardowym, zakresu 95% przedziatu ufnosci dla $redniej, wartosci mediany
wraz z kwartylem dolnym (Q;) i géornym (Q3), warto$ci minimalnej i maksymalnej. Cechy
jakosciowe scharakteryzowano za pomoca rozktadu liczbowego i procentowego. Poréwnania
przecigtnych wartosci cechy ilosciowej w dwoch réznych populacjach (tj. grupie pacjentow
1 grupie kontrolnej) dokonano za pomocg testu t-Studenta dla zmiennych niezaleznych, jezeli
wszystkie zatozenia testu (tj. normalno$¢ 1 jednorodnos¢) byly spetnione. W przypadku braku
normalnosci rozktadu cechy chociaz w jednej z populacji stosowano tst nieparametryczny
Manna-Whitney’a. Natomiast w przypadku braku jednorodno$ci wariancji badanej cechy
w populacjach wykorzystywano test Welcha. Zgodno$¢ empirycznego rozktadu cechy
ilosciowej z teoretycznym rozkladem normalnym sprawdzano testem Shapiro-Wilka.
Jednorodno$¢ wariancji cechy ilosciowej w kilku populacjach sprawdzano testem Levene’a.
Zwiazek dwoch cech ilosciowych oceniano za pomoca wspoétczynnika korelacji liniowej
Pearsona lub w przypadku braku zgodno$ci rozkladu chociaz jednej z badanych cech z
rozkladem normalnym za pomoca wspotczynnika korelacji rang Spearmana. Wyniki
uznawano za statystycznie istotne, jezeli obliczony poziom prawdopodobienstwa p nie
przekraczal poziomu istotnosci a = 0,05. Obliczenia wykonano przy uzyciu programu R. Do
analiz genetycznych w ocenie poroOwnawczej grupy badanej z grupa kontrolng uzyto testu
chi-kwadrat. W  ocenie =zaleznosci st¢zen 250HD3 od alleli  genu HLA-DRB1
wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA), za§ analiz¢ post-hoc
przeprowadzono za pomocg testu Fishera. Obliczenia wykonano przy uzyciu testu Statistica

10.
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5. WYNIKI

5.1. CHARAKTERYSTYKA GRUP BADANYCH
5.1.1. Grupa badana vs. grupa kontrolna

W badaniu wzigto udzial tacznie 310 oséb, 155 oséb z chorobg Hashimoto, w tym 144
kobiety (92,90%) w $rednim wieku 49,43 + 18,16 lat (najmtodsza w wieku 18 lat, najstarsza —
81 lat) i 11 mezczyzn (7,10%) w Srednim wieku 58,28 + 16,98 lat (najmtodszy w wieku 47
lat, a najstarszy — 77 lat) oraz 155 o0sob bez AITD, w tym 139 (89,70%) kobiet w Srednim
wieku 48,76 + 16,76 lat (najmtodsza w wieku 17 lat, najstarsza — 82 lata) i 16 me¢zczyzn
(10,30%) — sredni wiek 55,8 + 16,11 lat (najmtodszy w wieku 20 lat, a najstarszy — 84 lat).
Odsetek kobiet 1 mezczyzn nie rdznit si¢ istotnie w badanych grupach (p = 0,314; test
chi-kwadrat) (Tabela 7, Rycina 6).

Sredni wiek chorych wynosit 49,80 + 16,10 lat. Najmtodszy pacjent, bioracy udziat w
badaniu miat 18 lat, a najstarszy 81 lat. Wiek dla potowy chorych 0sob nie przekroczyt 53 lat.
W grupie os6b zdrowych $redni wiek wynosit 48,40 + 18,30 lat. Najmtodsza osoba w tej
grupie byla w wieku 17 lat a najstarsza 84. Wiek potowy osob z grupy kontrolnej nie
przekroczyl 48,50 lat. Mediana wieku w grupie kontrolnej nie réznita si¢ istotnie od mediany

w wieku w grupie badanej (p = 0,584; test Manna-Whitneya) (Tabela 8, Rycina 7).

Tabela 7. Rozktad pici w grupie badanej 7 chorobg Hashimoto i kontrolnej

Grupa | Ch. Hashimoto | Kontrolna p
kobieta 144 [92,90%] 139 [89,70%] <0001
mezczyzna | 11 [7,10%] 16 [10,30%] ’

Rozktad ptci w grupach
t 8
o v 7
8 .
o I:I - W M Kontrolna

Rycina 6. Rozktad pici w grupie 7 chorobg Hashimoto oraz w grupie kontrolnej
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Tabela 8. Charakterystyki opisowe wieku w grupie z chorobg Hashimoto i grupie kontrolnej

Grupa Srednia £ SD 95%PU min-max Me (Q1- Qs) p

Choroba Hashimoto 49.80 + 16,10 | 47,30-52.40 | 18-81 53,00 (37,50-61,00)

0,584

Kontrolna 48.40 + 18,30 | 45,50-51,30 | 17-84 48,50 (31,25-65,00)

mediany wieku
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Rycina 7. Rozktad wieku w grupie 7 chorobg Hashimoto oraz w grupie kontrolnej

Grupe badang, ktérag stanowili pacjenci z podwyzszonymi st¢zeniami przeciwcial
przeciwtarczycowych (a/TPO i/lub a/Tg) podzielono na dwie podgrupy w zalezno$ci od
czynnosci hormonalnej gruczotu tarczowego: chorzy z chorobg Hashimoto w stadium
niedoczynnosci tarczycy, w trakcie leczenia substytucyjnego preparatami I-tyroksyny (H)
oraz chorzy z podwyzszonymi przeciwciatami przeciwtarczycowymi w stadium eutyreozy,
bez leczenia I-tyroksyna (E). Podgrup¢ H stanowito 110 chorych w $rednim wieku 49,85 +
16,99 lat, gdzie najmlodszy pacjent mial 18 lat, a najstarszy 81 lat. Wiek potowy chorych
leczonych nie przekroczyt 53 lat. W podgrupie E $redni wiek chorych wynosit 49,78 + 13,89
lat, wiek najmlodszej 0soby — 23 lat, a najstarszej 78 lat. Wiek potowy chorych leczonych nie
przekroczyl 51 lat. Mediana wieku pacjentow leczonych i nieleczonych nie roznita si¢ istotnie
(p = 0,937; test Manna-Whitneya) (Tabela 9, Rycina 8).

W podgrupie H byli to pacjenci z wyrd6wnang niedoczynnoscig tarczycy w trakcie terapii
I-tyroksyng — 107 osoéb, tylko u trzech 3 o0so6b stwierdzono w niewielkim stopniu
podwyzszone stezenia TSH: 11,24 ulU/ml, 7,89 ulU/ml, 5,92 pulU/ml.
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Tabela 9. Charakterystyki opisowe wieku w grupie badanej dla podgrupy osob z chorobg
Hashimoto, leczonych z powodu niedoczynnosci tarczycy l-tyroksyng (H) i podgrupy
pacjentow, bedgcych w stadium eutyreozy z obecnoscig podwyiszonych wartosci przeciwcial

przeciwtarczycowych (E)

Grupa N | Srednia £ SD 95%PU min-max Me (Q1-Q3) p
EP odgrupa | 45 | 4o 7611380 | 45,60-53.95 | 23,00-78,00 | 51 (39,00-60,00)
Pod 110 0331
L oree 49,85+:16,99 | 46,64-53,07 | 18,00-81,00 | 53 (37,25-61,75)

mediany wieku
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Rycina 8. Rozktad wieku w obrebie grupy badanej w podgrupie chorych z podwyiszonymi
stezeniami przeciwcial przeciwtarczycowych bedgcych w eutyreozie, nieleczonych
I-tyroksyngq (E) oraz w grupie chorych 7 chorobg Hashimoto leczonych preparatem

I-tyroksyny z powodu niedoczynnosci tarczycy (H)

5.1.2. Porownanie przecietnych wartosci wybranych oznaczen hormonalnych,
biochemiczny i ultrasonograficznych pomiedzy grupa badang z choroba

Hashimoto oraz grupa kontrolna

Podstawowe wyniki badan w grupie badanej i kontrolng zestawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Charakterystyki opisowe badanych cech w grupach: grupa badana 7 chorobg

Hashimoto (n = 155 0sob) oraz grupy kontrolnej (n = 155 0sob). Dane przedstawiono jako

Srednie arytmetyczne = odchylenie standardowe (SD), zakres 95 przedziatu ufnosci dla

sredniej (95%PU), wartosci mediany (Me) wraz 7 kwartylem dolnym (Q1) i gérnym (Q5).

Statystycznie istotne roznice: grupa badana vs. grupa kontrolna — wartosé p.

Cecha Grupa srednia = SD 95%PU min-max Me (Q:1-Q3) p
Wyniki badan hormonalnych

Choroba 1\ ¢ 45 | 22852553 | 1020-573 | 23720 (18,60-29,00)

250HD3 | Hashimoto 0,006
Kontrolna | 27,9961 | 2567-28,72 | 880-61,80 | 25,60 (21,01-31,35)
Choroba 1, ,, | 5 188-236 | 0021124 | 1,87 (1,10-2,70)

TSH Hashimoto < 0,001
Kontrolna | 1,54+ 0,88 1,40-168 | 0,35-4,87 1,37 (0,91-1,92)

PTH Choroba 1 ) 610152 | 60,84-67.67 | 20,60-136,50 | 62,30 (51,05-76,35)
Hashimoto < 0,001
Kontrolna | 53.61+1932 | 50,54-56,67 | 20,50-110,50 | 54,90 (37,10-65,30)

Wyniki badan biochemicznych

Choroba 1, \\ 513 242246 | 1,39-2,72 2,44 (2,40-2,51)

Ca Hashimoto 0,484
Kontrolna | 2,45 + 0,09 243246 | 2,22-2,66 245 (2,38-2,51)
Choroba |, o5 5, 351367 | 2,25-4,81 3,56 (3,23-3,90)

P Hashimoto 0,138
Kontrolna | 3,66 0,35 361372 | 2,91-4,99 3,67 (3,40-3,88)

Wyniki ultrasonograficzne

Choroba 11,64 + 6.86 10,55-12,72 | 1,65-43.83 | 9,71 (7,39-14,75)

Ve Hashimoto < 0,001
Kontrola | 2045+10,02 | 1886-22,04 | 4,24-6540 | 18,54 (12,86-24,18)
Choroba 1 ¢, 5 o 565685 | 067-2280 | 5,11 (3,91-7,73)

V PP Hashmoto <0,001
Kontrolna | 1092620 | 9,94-1191 |2,08-5290 | 10,07 (7,02-12,75)
Choroba | ;20 3 4 484592 | 098-2347 | 4,50 (3,19-6,68)

V LP Hashimoto < 0,001
Kontrolna | 9,53 +4,71 8,78-1028 | 2,11-2652 | 8,97 (5,78-11,72)

Wykazano wystgpowanie statystycznie istotnej roznicy pomie¢dzy mediang 250HD3

w badanych grupach, chociaz same ich wartosci roznity si¢ w niewielkim stopniu (p = 0,006;

test Manna-Whitney’a). Mediana st¢zenia 250HD3 w grupie Hashimoto wynosita 23,20
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ng/ml przy zakresie kwartylowym od 18,60 do 29,00 podczas gdy w grupie kontrolnej
wynosila 25,60 ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od 21,01 do 31,35 (Rycina 9).

W grupie badanej u zadnego z pacjentow z chorobag Hashimoto nie stwierdzono st¢zenia
250HD3 < 10 ng/ml, stezenia pomigdzy > 10 do < 20 ng/ml wystapity u 45 os6b (29,03%),
od > 20 do < 30 ng/ml u 76 chorych (49,03%), natomiast u 34 (21,94%) oso6b stezenia
250HD3 stanowity > 30 ng/ml, co spetniato kryteria prawidtowego zaopatrzenia w witaming
D3.

W grupie kontrolnej 2 osoby uzyskaly stezenia 250HD3 < 10 ng/ml (1,29%), definiowane
jako deficyt witaminy D3, w 32 (20,65%) przypadkach stwierdzono stezenia 250HD3
pomiedzy >10 do < 20 ng/ml, podobnie jak w grupie badanej u 76 osoéb (49,03%) wystapity
stezenia 25SOHD3 w przedziale od > 20 do < 30 ng/ml, natomiast u 45 (29,03%) — stezenia
250HD3 byly prawidtowe, czyli > 30 ng/ml.

wykres dla median Histogramy dla 250HD3
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Rycina 9. Mediany 250HD3 (po stronie lewej) oraz histogramy 250HD3 (po stronie

prawej) w grupie pacjentow w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej

Wykazano wystgpowanie statystycznie istotnej roznicy pomiedzy mediang stezenia TSH
w grupie z chorobg a mediang stezenia TSH mierzong w grupie oséb zdrowych (p < 0,001;
test Manna-Whitney’a) (Rycina 10). Mediana stezenia TSH w grupie badanej byta wyzsza
i wynosita 1,87 plU/ml, przy zakresie kwartylowym od 1,10 do 2,70, natomiast mediana
stezenia w grupie kontrolnej wynosita 1,37 ulU/ml przy zakresie kwartylowym od 0,91 do
1,92. Swiadczy to o dobrym doborze pacjentow. Grupa kontrolna obejmowata osoby, u
ktorych wykluczono zaburzenia czynno$ci hormonalnej tarczycy (stezenie TSH zawierajace
si¢ w zakresie norm referencyjnych). Pacjenci z chorobg Hashimoto w stadium

niedoczynnos$ci tarczycy, bedacy w trakcie terapii l-tyroksyng stanowili wigkszo$¢ grupy
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badanej 70,97% (podgrupa H), podczas gdy chorzy z podwyzszonymi przeciwcialami

przeciwtarczycowymi w stadium eutyreozy stanowili 29,03% (podgrupa E).
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Rycina 10. Mediany stezen oraz histogramy TSH w grupie badanej oraz w grupie

kontrolnej

Mediana stezenia PTH w grupie z chorobg Hashimoto réznita si¢ istotnie wyzsza
statystycznie od mediany stezenia PTH w grupie kontrolnej (p < 0,001; test Manna-
Whitney’a) (Rycina 11). Mediana stezenia PTH w grupie z chorobg Hashimoto wynosita
62,30 pg/ml wobec zakresu kwartylowego od 51,05 do 76,35, a w grupie kontrolnej — 54,90
pg/ml, przy zakresie kwartylowym od 37,10 do 65,30.
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Rycina 11. Mediany steien oraz histogramy PTH w grupie badanej oraz w grupie

kontrolnej

W analizach parametréw biochemicznych pomigdzy grupa badang a kontrolng nie
wykazano wystepowania statystycznie istotnej roéznicy w zakresie median stgzen: wapnia

(2,44 mmol/l, przy zakresie kwartylowym od 2,40 do 2,51 oraz 2,45 mmol/l, przy zakresie
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kwartylowym od 2,38 do 2,51; p = 0,484; test Manna-Whitney’a), fosforu (3,56 mg/dl przy
zakresie kwartylowym od 3,23 do 3,90 oraz 3,67 mg/dl, przy zakresie kwartylowym od 3,40
do 3,88; p = 0,138 test Manna-Whitney’a) (Rycina 12 i 13).
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Rycina 12. Mediany st¢zenn Ca w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej
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Rycina 13. Mediany st¢ien P w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej

Analiza objetosci gruczotu tarczowego w ocenie ultrasonograficznej  wykazala
wystepowanie statystycznie istotnej roznicy mediany objetosci catkowitej gruczotu
tarczowego (Vc) w grupie badanej z chorobg Hashimoto 1 grupie badanej (p < 0,001; test
Manna-Whitney’a) (Rycina 14). W grupie badanej warto$¢ mediany wynosita 9,71 ml, przy
zakresie kwartylowym od 7,39 do 14,75. W grupie kontrolnej mediana stanowita 18,54 ml,

wobec zakresu kwartowego od 12,86 do 24,18.
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mediany V catkowitego
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Rycina 14. Mediany V catkowitej (Vc) gruczotu tarczowego w grupie badanej

oraz w grupie kontrolnej

Wystepowanie istotnej statystycznie rdznicy median w stosunku do grupy kontrolnej,
dotyczylo takze obydwu ptatow. Mediana V PP w grupie badanej z choroba Hashimoto
wynosita 5,11 ml, przy zakresie kwartylowym od 3,91 do 7,73, a w grupie kontrolnej mediana

byta wyzsza i wynosita 10,07 ml wobec zakresu kwartylowego od 7,02 do 12,75 (Rycina 15).
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Rycina 15. Mediany V PP w grupie pacjentow w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej
Mediana V LP w grupie badanej stanowila 4,50 ml, gdzie zakres kwartylowym zawieral

si¢ w przedziale od 3,19 do 6,68 1 rdznita si¢ istotnie od mediany V LP w grupie kontrolnej,

ktora wynosita 8,97 ml przy zakresie kwartylowym od 5,78 do 11,72 (Rycina 16).
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Rycina 16. Mediany V LP w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej

5.2. ANALIZA ZALEZNOSCI WIEKU ZE STEZENIAMI PTH, CA 1 P W GRUPIE

Z. CHOROBA HASHIMOTO ORAZW GRUPIE KONTROLNEJ]

Wykazano, ze wiek pacjentow w grupie z choroba Hashimoto jest istotnie skorelowany
z PTH (R = 0,31, p < 0,001; wsp. Spearmana). Wspodtzalezno$¢ tych cech jest dodatnia
i $rednio silna. Skorygowany wspétczynnik determinacji (R%) dla modelu opisujacego wptyw
wieku na PTH w grupie pacjentéw wynosi 8,3%, co wskazuje, ze zmienno$¢ wieku w ok.
8,3% wplywa na przecigtny poziom PTH.

Nie stwierdzono natomiast statystycznie istotnej korelacji pomigedzy wiekiem pacjentow
a stgzeniem Ca (R = 0,01, p = 0,886, wsp. Spearmana) oraz P (R = -0,02, p = 0,788, wsp.
Spearmana). Wptyw wieku na st¢zenie PTH oraz Ca i P w grupie z chorobg Hashimoto

przedstawia rycina 17.

gr.Hashimoto gr.Hashimoto gr.Hashimoto

PTH

wiek wiek wiek

Rycina 17. Wplyw wieku w grupie 7 chorobg Hashimoto na st¢zenie PTH (po stronie

lewej), Ca (czes¢ srodkowa), P (po stronie prawej)
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Wykazano, ze wiek pacjentow w grupie kontrolnej jest istotnie skorelowany z PTH
(R = 0,31, p < 0,001, wsp. Spearmana). Wspotzaleznos¢ tych cech jest dodatnia i $rednio
silna. Skorygowany wspotczynnik determinacji (R?) dla modelu opisujacego wptyw wieku na
PTH w grupie kontrolnej wynosi 10,4%, co oznacza ze zmienno$¢ wieku w ok. 10,4%
wplywa na przeci¢tny poziom PTH (Rycina 18, wykres po stronie lewej).

Nie wystepowala natomiast statystycznie istotna korelacja pomigedzy wiekiem pacjentow
a stezeniem Ca (R = 0,09, p = 0,273, wsp. Spearmana) oraz P (R = 0,05, p = 0,500, wsp.
Spearmana). Wptyw wieku na st¢zenie PTH oraz Ca i P przedstawia rycina 18 (wykres

srodkowy 1 po stronie prawej).

gr.kontrolna gr.kontrolna gr.kontrolna

Rycina 18. Wplyw wieku w grupie kontrolnej na stezenie PTH (po stronie lewej), Ca (czesé¢
srodkowa), P (po stronie prawej)

5.3. POROWNANIE PRZECIETNYCH WARTOSCI OZNACZEN HORMONALNYCH,
BIOCHEMICZNYCH | ULTRASONOGRAFICZNYCH POMIEDZY GRUPA PACJENTOW
Z PODWYZSZONYMI WARTOSCIAMI PRZECIWCIAL PRZECIWTARCZYCOWYCH,
BEDACYCH W STADIUM EUTYREOZY BEZ LECZENIA L-TYROKSYNA (PODGRUPA
E) A GRUPA KONTROLNA

Podstawowe wyniki badanych warto$ci oznaczen charakteryzujacych badang podgrupe
chorych w stadium eutyreozy z dodatnimi przeciwciatami a/TPO i/lub a/Tg (podgrupa E) oraz

grupe kontrolng zestawiono w Tabeli 11.
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Tabela 11. Charakterystyki opisowe analizowanych cech w podgrupie badanej E, pacjentow

w stadium eutyreozy z podwyzszonymi steZeniami przeciwcial przeciwtarczycowych a/TPO

i/lub a/Tg (n = 45 0s6b) oraz grupy kontrolnej (n = 155 osob). Dane przedstawiono jako

Srednie arytmetyczne = odchylenie standardowe (SD), zakres 95 przedziatu ufnosci dla

sredniej (95%PU), wartosci mediany (Me) wraz 7 kwartylem dolnym (Q1) i gérnym (Qs).

Statystycznie istotne réznice: podgrupa badana vs. grupa kontrolna — wartosé p

Cecha ‘ Podgrupa/grupa ‘ $rednia + SD ‘ 95%PU

min-max ‘ Me (Q:-Q3) | p
Wyniki badan hormonalnych
Podgrupa E 2797+946 | 2512-30,81 | 10,50-57,30 | 28,70(21,40-33,20)
250HD3 | Kontrolna 27,19+ 9,61 25,67-28,72 | 8,80-61,80 | 25,60 (21,01-31,35) 0.408
Podgrupa E 1,74 0,92 1,46-2,02 0,09-4,24 1,83 (0,96-2,16)
TSH | Kontrolna 1,42 +0,93 1,28-1,57 0,35-6,50 1,24 (0,85-1,81) 0118
Podgrupa E 58,99+21,87 | 52,42-6556 | 23,4-111,60 | 57,10 (43,40-70,00)
PTH | Kontrola $3.61+1932 | 5054-56,67 | 20511050 | 54,90 (37.1065.30) |
Wyniki badan biochemicznych
Podgrupa E 2,42+0,18 2,37-247 | 1,39-2,65 2,42 (2,38-2,48)
Ca Kontrolna 2,45 + 0,09 2,43-246 | 2,22-2,66 2,45 (2,38-2,51) 0.3%
Podgrupa E 3,60 + 0,53 3,44-376 | 2,25-4,66 3,54 (3,33-3,97)
P Kontrolna 3,66 + 0,35 3,61-3,72 | 2,91-4,99 3,67 (3,40-3,88) 0455
Wyniki ultrasonograficzne
Podgrupa E 15,40+ 8,34 | 12,90-17,91 | 4,89-4383 | 13,84 (9,36-19,24)
Ve Kontrolna 20451002 | 18862204 | 4246540 | 18,54 (1286.24.18) | O+
Podgrupa E 8,11+437 6,80-9,42 | 2,40-20,36 | 7,11 (5,02-10,11)
VPP Kontrolna 10,92+ 6,20 | 9,94-11,91 |2,08-52,90 | 10,07 (7,02-12,75) <0.001
Podgrupa E 7,29 £4,31 599-8,58 | 2,06-23,47 |6,11(4,13-9,79)
VLR Kontrolna 0536471 | 878-1028 | 211-2652 | 897 5781172 | OO

Nie wykazano wystgpowania statystycznie istotnej réznicy median stgzen 250DH3

pomiedzy podgrupg badang E a grupa kontrolng (p = 0,403; test Manna-Whitney’a). Mediana
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stezen 250HD3 w podgrupie badanej wynosita 28,7 ng/ml, przy zakresie kwartylowym od
21,40 do 33,20. W podgrupie E u nikogo nie stwierdzono stezenia 250HD3 < 10 ng/ml. U 7
0s0b (15,56 %) uzyskano stgzenia pomigdzy > 10 do < 20 ng/ml, u 20 oséb (44,44%) wyniKi
250HD3 zawieratly si¢ w przedziale od > 20 do < 30 ng/ml, kryteria prawidlowego
zaopatrzenia w witaming D, czyli stezenia 250HD3 > 30 ng/ml, stwierdzono u 18 0sob
(40%). Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy median stezen TSH w podgrupie E
I grupie kontrolnej (p = 0,118; test Manna-Whitney’a). Mediana stezenia TSH w podgrupie
badanej wynosita 1,83 plU/ml, wobec zakresu kwartowego od 0,96 do 2,16. Nie wykazano
réwniez istotnej statystycznie r6znicy median st¢zen PTH, Ca, P w podgrupie E oraz grupie
kontrolnej (odpowiednio: p = 0,175; p = 0,335; p = 0,455; test Manna-Whitney’a). Mediana
stezen PTH w badanej podgrupie wynosita 57,10 pg/ml, przy zakresie kwartylowym od 43,40
do 70,0. Natomiast mediana stezen Ca wynosita 2,42 mmol/l, przy zakresie kwartylowym od
2,38 do 2,48 a mediana stezen P wynosita stanowita 3,54 mg/dl, wobec zakresu
kwartylowego od 3,33 do 3,97.

Analiza objgtosci gruczolu tarczowego w ocenie ultrasonograficznej wykazata
wystepowanie statystycznie istotnej réznicy median objetosci catkowitej (Vc) oraz objetosci
ptata prawego (V PP) i lewego (V LP) tarczycy w podgrupie pacjentow w stadium eutyreozy
bez leczenia I-tyroksyng z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi (podgrupa E)
i grupie kontrolnej (odpowienio:p < 0,001; p < 0,001; p < 0,001; test Manna- Whitney’a). W
podgrupie E mediany objetosci Ve, V PP 1 V LP byly istotnie mniejsze w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. W badanej podgrupie mediana Vc wynosita 13,84 ml, przy zakresie
kwartylowym od 9,36 do 19,24. Mediana V PP stanowita 7,11 ml, wobec zakresu
kwartylowego od 5,02 do 10,11, a mediana V LP wynosita 6,11 ml, przy zakresie
kwartylowym od 4,13 do 9,79.

5.4. ANALIZA ZALEZNOSCI WIEKU ZE STEZENIAMI PTH, CA1 P w PODGRUPIE
E PACJENTOW, BEDACYCH W EUTYREOZIE Z OBECNOSCIA DODATNICH

PRZECIWCIAL PRZECIWTARCZYCOWYCH
W podgrupie E wykazano wystgpowanie statystycznie istotnej korelacji pomig¢dzy

wiekiem pacjentow a stezeniem PTH (R = 0,47; p = 0,001; wsp. Pearsona). Korelacja jest
dosé¢ silna i dodatnia. Z roku na rok przecietne stezenie PTH wzrasta o ok. 0,74 pg/ml.
Zmienno$¢ wieku w 20,17% wpltywa na zmienno$¢ stezenia PTH (skorygowany wsp.

determinacji R?). Wiek w badanej podgrupie nie koreluje natomiast istotnie ze stezeniem Ca
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(R = -0,14; p = 0,369, wsp. Spearmana) oraz P (R = 0,05; p = 0,764, wsp. Pearsona).

Powyzsze analizy obrazuje rycina 19.
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Rycina 19. Wplyw wieku w podgrupie E na stezenie PTH (po stronie lewej), Ca (czes¢

srodkowa) i P (po stronie prawej)

5.5. WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW NA STEZENIE 250HD3 W GRUPIE
BADANEJ Z CHOROBA HASHIMOTO

W grupie z choroba Hashimoto wyszczegolnione zostaty trzy czynniki zaklocajace, ktore
moglyby wptywac na efekty kolejnych badan:
- wiek,
-czas choroby,
-stan czynnos$ciowy gruczotu tarczowegO: niedoczynnos$¢ tarczycy w trakcie terapii -
tyroksynag.
W zwigzku z tym w pierwsze] kolejnosci przeprowadzona zostata analiza wpltywu tych
czynnikOw na przecig¢tne stezenia 250HD3.
5.5.1. Ocena wplywu wieku na stezenie 2SOHD3 w grupie z choroba Hashimoto
Korelacja pomiedzy wiekiem a stezeniem 250HD3 w grupie z chorobg Hashimoto byta
statystycznie nieistotna (R = -0,12; p = 0,143; wsp. Spearmana), co oznacza, ze W grupie
badanych pacjentow wiek nie byl istotnym czynnikiem modulujagcym stezenie 250HD3

(Rycina 20, wykres po stronie lewej).
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5.5.2. Ocena wplywu czasu trwania choroby Hashimoto na stezenia 2SOHD3 w grupie
z choroba Hashimoto

Istotng wspotzalezno$¢ wykazano pomiedzy czasem trwania choroby Hashimoto
a przeciegtnymi wynikami stezen 250HD3 w badanej grupie pacjentow (R = -0,32;
p < 0,001; wsp. Spearmana). Korelacja ta jest srednio silna 1 ujemna, co oznacza, ze wraz ze
wzrostem jednej z badanych cech, przecigtne warto$ci drugiej cechy beda malaty.
Wspotezynnik kierunkowy prostej regresji, opisujacej wplyw czasu trwania choroby na
przecigtne wyniki 250HD3 w grupie pacjentow wynosi -0,615, co oznacza, ze z roku na rok
przecietny poziom 250HD3 maleje o ok. 0,615 ng/ml. Skorygowany wspotczynnik
determinacji wyniost 8,4%. Zatem zmienno$¢ przecietnych wynikow 250HD3 mozna
wyjasni¢ w ok. 8,4% za pomoca zmienno$ci czasu trwania choroby. Analiz¢ obrazuje rycina

20, po stronie prawe;j.
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Rycina 20. Zaleznosé pomiedzy wiekiem pacjentow (wykres po stronie lewej) oraz
czasem trwania choroby (wykres po stronie prawej) a stezeniem 250HD3 w grupie

pacjentow g chorobg Hashimoto

Podobng analize przeprowadzono w grupie oséb z czasem trwania choroby
nieprzekraczajagcym jednego roku, jak réwniez w grupie osOb z czasem trwania choroby
nieprzekraczajacym dwoch lat. W obu przypadkach nie wykazano istotnej korelacji pomiedzy
czasem trwania choroby a st¢zeniami 250HD3. Wynik dla czasu trwania choroby < 1 roku
(N =30) wynosit R = 0,23; p = 0,223; wsp. Spearmana, natomiast dla czasu trwania choroby
<2 lata (N =46) R =0,16; p = 0,295; wsp. Spearmana (Rycina 21).
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Rycina 21. Zaleinos¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a czasem trwania choroby Hashimoto

< 1 rok (wykres po stronie lewej) oraz < 2 lata (wykres po stronie prawej) w grupie badanej

5.5.3. Ocena zaleznos$ci pomiedzy stezeniem 250HD3 w obrebie grupy badanej

z chorobg Hashimoto a stanem czynno$ciowym gruczolu tarczowego: chorzy w

stadium hipotyreozy w trakcie leczenia substytucyjnego preparatem I-tyroksyny

(podgrupa H) oraz chorzy w stadium eutyreozy, bez leczenia (podgrupa E).

Pacjenci bedacy w stadium niedoczyno$ci tarczycy, wymagajacy leczenia preparatem

I-tyroksyny (podgrupa H) charakteryzowali si¢ przecigtnie nizszymi stezeniami 250HD3 niz
osoby w stadium eutyreozy bez leczenia I-tyroksyna (podgrupa E). Mediana stezen 250HD3
w podgrupie H wynosita 21,50 ng/ml, przy zakresie kwartylowym od 17,80 do 27,30,
natomiast w podgrupie E mediana stgzen 250HD3 stanowita 28,70 ng/ml, wobec zakresu
kwartylowego od 21,40 do 33,20. Zatem w podgrupie H wykazano zalezno$¢ migdzy stanem
czynno$ciowym tarczycy a przecigtnym stezeniem 250HD3 (p < 0,001; test Manna-
Whitney’a (Tabela 12, Rycina 22).

Tabelal2. Charakterystyki opisowe stezen 250HD3 w obrebie grupy badanej chorych
z dodatnimi przeciwciatami a/TPO i/lub alTQ w zréZnicowaniu na: podgrupe H — pacjentow
z niedoczynnoscig tarczycy, wymagajgcych terapii |-tyroksyng oraz podgrupe E — 0sob
7z HT, bedgcych w eutyreozie, bez leczenia I-tyroksyng

Grupa N | $rednia £ SD 95%PU min-max Me (Q1- Qs) p
aodgrupa 110155 64+7,50 |21,20-24,06 |10,20-43,90 | 21,50 (17,80- 27,30)
oo v < 0,001
EO grupa 27,97+ 9,46 |25,12-30,81 |10,50-57,30 | 28,70 (21,40-33,20)
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Rycina 22. Zaleznosé pomiedzy stezeniem 250HD3 a stanem czynnosciowym gruczotu
tarczowego w podgrupie pacjentow w stadium eutyreozy, bez leczenia |-tyroksyng (podgrupa
E) a podgrupg chorych z chorobg Hashimoto w stadium niedoczynnosci tarczycy, W trakcie

leczenie preparatem I-tyroksyny (podgrupa H)

5.6. OCENA ZALEZNOSCI POMIEDZY WIEKIEM PACJENTOW | CZASEM TRWANIA
PROCESU AUTOIMMUNIZACYJNEGO A STEZENIEM 250HD3 w PODGRUPIE
CHORYCH W STADIUM EUTYREOZY, BEZ LECZENIA L-TYROKSYNA

Z DODATNIMI PRZECIWCIALAMI PRZECIWTARCZYCOWYMI (PODGRUPA E)

W zwiazku z tym, ze wyniki powyzszych analiz sugeruja ewentualnie mozliwy wptyw
terapii I-tyroksyng na stezenie 250HD3, dokonano oceny wptywu pozostatych parametrow,
mogacych mie¢ wpltyw na jej stezenie, czyli wieku pacjentdw i czasu trwania choroby
w podgrupie E.

Korelacja pomiedzy wiekiem pacjentow w podgrupie E a stezeniem 250HD3  byta
statystycznie nieistotna (R= -0,18; p = 0,245; wsp. Pearsona). Podobnie wiec jak w calej
grupie badanej wiek nie byl czynnikiem wpltywajacym na stezenie 25OHD3. Zaleznosc¢
pomiedzy wiekiem pacjentow w podgrupie E a stezeniem 250HD3 przedstawia rycina 23, po
stronie lewej. Podobnie jak powyzej, nie wykazano wystgpowania statystycznie istotnej
korelacji pomigdzy czasem trwania choroby autoimmunizacyjnej a przeci¢tnymi st¢zeniami
250HD3 w badanej podgrupie (R =-0,07; p = 0,630; wsp. Spearmana) (Rycina 23, po stronie
prawej). W analizie dla catej badanej grupy czynnik ten byt istotnie modyfikujagcym stezenie
250HD3, ale w p6zniejszych latach choroby, bez wplywu w ciagu jej pierwszych 2 lat.
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Rycina 23. Zaleinos¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a wiekiem pacjentow
w podgrupie E (wykres po stronie lewej) oraz czasem trwania choroby (wykres po

stronie prawej)

5.7. OCENA ZWIAZKU STEZENIA 250HD3 Z AKTYWNOSCIA CHOROBY
HASHIMOTO NA PODSTAWIE STEZEN PRZECIWCIAL
PRZECIWTARCZYCOWYCH: PRZECIW PEROKSYDAZIE TARCZYCOWEJ

(A/TPO) I PRZECIW TYREOGLOBULINIE (A/TG) W CALEJ BADANEJ GRUPIE

5.7.1. Ocena zwiazku stezenia 25OHD3 z aktywnoscia choroby Hashimoto na podstawie
stezenia przeciwcial a/TPO w calej badanej grupie

W grupie z chorobg Hashimoto podwyzszone stezenie przeciwcial a/TPO powyzej 35
IU/ml stwierdzono u 141 (90,97%) osob, natomiast zawierajace Si¢ w granicach norm
referencyjnych u 14 (9,03%) badanych. Pacjenci, u ktérych w czasie przeprowadzania analiz
stezenia przeciwciat a/TPO zawieraty si¢ w granicach norm referencyjnych w przesztosci, w
chwili rozpoznania choroby, mieli nieprawidlowe, wysokie ich wartosci. Wykazano
wystepowanie statystycznie istotnych réznic median 250HD3 w grupie pacjentow z a/TPO
ponizej i rowne 35 IU/ml (stezenie przeciwcial w zakresie norm referencyjnych) i w grupie
z a/TPO wynoszaca powyzej 35 IU/ml (stezenie przeciwcial powyzej gornego zakresu norm
referencyjnych) (p = 0,001; test Manna-Whitney’a) (Tabela 13, Rycina 24). W podgrupie
chorych z a/TPO ponizej 1 rowne 35 IU/ml zaobserwowano wyzsze st¢zenia 250HD3 niz
w podgrupie pacjentow, u ktorych a/TPO stanowito stezenia powyzej 35 IU/ml. Mediana
stezen 250HD3 w podgrupie chorych z a/TPO < 35 IU/ml wynosita 32,00 ng/ml, przy
zakresie kwartylowym od 25,63 do 37,68. Z kolei mediana stezen w podgrupie chorych z
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a/TPO > 35 IU/ml stanowita 22,10 ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od 18,10 do 28,40.
Przeprowadzona analiza wskazuje na zwigzek pomig¢dzy stezeniem 250HD3 a aktywnoscia
choroby w aspekcie wartosci stezenia przeciwcial a/TPO. Podwyzszonemu stezeniu
przeciwcial, a zatem aktywnemu procesowi autoimmunizacyjnemu odpowiadajg nizsze
stezenia 250HD3 1 odwrotnie przy prawidlowych stezeniach a/TPO (nieaktywnej chorobie)

obserwuje si¢ wyzsze stezenia 250HD3.

Tabela 13. Charakterystyki opisowe stezenia 250HD3 w grupie badanej w zaleznosci
aktywnosci choroby na podstawie stezen przeciwciat przeciwtarczycowych a/TPO: podgrupa
z a/TPO < 35 IU/ml vs. podgrupa z a/TPO > 35 IU/ml

a/TPO |N 250HD3
[1U/ml] Sredniat SD |  95%PU min-max Me (Q1-Qs) p

<35 14 131,81+7,58 | 27,44-36,19 |20,05-43,60 | 32,00 (25,63-37,68)

< 0,001
> 35 141 23,43 £ 8,17 | 22,07-24,79 |10,20-57,30 | 22,10 (18,10-28,40)

mediany 250HD3
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Rycina 24. Zaleinos¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a aktywnoscig choroby Hashimoto na
podstawie przeciwcial przeciwtarczycowych a/TPO w podgrupie ze steieniem a/TPO < 35
IU/ml oraz a/TPO > 35 IU/ml

5.7.2. Ocena zwigzku stezenia 2SOHD3 z aktywnos$cia choroby Hashimoto w calej
grupie badanej na podstawie stezenia a/Tg
W obrebie grupy badanej z choroba Hashimoto podwyzszone miano przeciwciat a/Tg,
wynoszace powyzej 40 IU/ml wystepowalo u 82 (52,9%) pacjentow, natomiast u 73 (47,1%)

0sOb miescito si¢ w granicach warto$ci referencyjnych. Podobnie jak w przypadku a/TPO,
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pacjenci z warto$ciami przeciwcial a/Tg obecnie zawierajacymi W granicach norm
referencyjnych, w przesztosci, przy rozpoznaniu choroby, posiadali ich podwyzszone
stezenia. Wykazano wystgpowanie statystycznie istotnych rdéznic median 250HD3
w podgrupie pacjentow ze stezeniem a/Tg ponizej 1 rowne 40 IU/ml oraz powyzej 40 IU/ml
(p < 0,001; test Manna-Whitney’a) (Tabela 14, Rycina 25). W podgrupie pacjentow z a/Tg
ponizej i réwne 40 IU/ml zaobserwowano wyzsze stezenia 250HD3 niz w podgrupie
chorych, u ktérych a/Tg wynosito powyzej 40 IU/ml. Mediana stezen 250HD3 w podgrupie
chorych z a/Tg < 40 IU/ml wynosita 28,70 ng/ml, przy zakresie kwartylowym od 23,20 do
32,70. Z kolei mediana stezen w podgrupie chorych z a/Tg powyzej 40 IU/ml stanowita 20,20
ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od 15,40 do 23,60.

Tabela 14. Charakterystyki opisowe stezenn 250HD3 w grupie badanej 7 chorobg
Hashimoto w zalenosci aktywnosci choroby na podstawie steien przeciwcial przeciw

tarczycowych a/Tg: podgrupa z a/Tg < 40 IU/ml vs. podgrupa z a/Tg > 40 1U/ml

alTg N 250HD3

[1U/mi] srednia=SD | 95%PU min-max Me (Q1-Qs) p

<40 73 [2894+795 |27,09-30,80 |15,00-57,30 | 28,70 (23,20-32,70)

< 0,001
> 40 82 19,95+ 6,40 |18,54-21,35 |10,20-39,70 | 20,20 (15,40-23,60)

mediany 250HD3
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Rycina 25. Zaleinos¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a aktywnoscig choroby Hashimoto
na podstawie przeciwcial przeciwtarczycowych a/Tg

w podgrupie ze stezeniem a/Tg < 40 1U/ml oraz a/Tg > 40 1U/mi

Przeprowadzona analiza jest spojna z powyzsza, dotyczacg przeciwciat a/TPO i wskazuje

na zwigzek pomiedzy stezeniem 250HD3 a aktywnos$cig choroby Hashimoto oceniong
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obecnoscig przeciwciat a/Tg. Zatem wyniki obydwu analiz wskazujg na obecnos$¢ istotnie
nizszych stezen 250HD3 wobec aktywnego procesu autoimmunizacyjnego w chorobie
Hashimoto (podwyzszone st¢zenia a/TPO 1 a/Tg).
5.7.3. Ocena zaleznosci stezenia 2SOHD3 od bezwzglednych wartoS$ci stezen przeciwcial
przeciwtarczycowych a/TPO i a/Tg w grupie badanej z choroba Hashimoto

W calej badanej wystepuje statystycznie istotna korelacja pomiedzy 250HD3 a a/TPO
(R = -0,52; p < 0,001; wspotczynnik korelacji rang Spearmana). Korelacja jest ujemna, co
oznacza, ze wzrost jednej z badanych cech spowoduje spadek przecigtnych wartosci drugiej
zmiennej. Korelacja ta jest jednak $rednio silna. Przeprowadzona analiza regresji, oceniajaca
wplyw przeciwcial a/TPO na stezenie 250HD3 wykazata, ze a/TPO wyjasnia 16,5%
zmiennosci 250HD3 (skorygowany wspotczynnik determinacji R?) (Rycina 26, wykres po
stronie lewej).

Bardzo podobng korelacje wykazano dla 250HD3 i a/Tg (R= -0,53; p < 0,001;
wspotczynnik korelacji rang Spearmana). Przeprowadzona analiza regresji, oceniajaca wplyw
przeciwcial a/Tg na stgzenie 250HD3 wykazata, ze a/Tg wyjasnia 8,03% zmiennosci

250HD3 (skorygowany wspotezynnik determinaciji R?) (Rycina 26, po stronie prawej).
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Rycina 26. Ocena zaleinosci stezenia 250HD3 w zaleinosci od bezwzglednych wartosci
stezen przeciwcial a/TPO (po stronie lewej) i a/Tg (po stronie prawej) w grupie 7 chorobg

Hashimoto
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5.8. OCENA STEZENIA 250HD3 W ZALEZNOSCI OD AKTYWNOSCI CHOROBY
HASHIMOTO OCENIONEJ NA PODSTAWIE DODATNICH PRZECIWCIAL

PRZECIWTARCZYCOWYCH A/TPO 1/LUB A/TG W PODGRUPIE E

Z uwagi na wykazanie korelacji pomi¢dzy aktywnoscia choroby Hashimoto ocenionej na
podstawie obecnosci podwyzszonych przeciwciat a/TPO 1 a/Tg w calej badanej grupie,
przeprowadzono réwniez analiz¢ w celu oceny tej zaleznosci w podgrupie pacjentow
z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi, ale bedacych w stadium eutyreozy, bez
leczenia I-tyroksyng (podgrupa E).

W badanej podgrupie chorych nie wykazano wystepowania statystycznie istotnej korelacji
pomiedzy st¢zeniem 250HD3 przeciwciatami a/TPO (R = 0,11, p = 0,198, wsp. Spearmana)
(Rycina 29, wykres po stronie lewej). Podobne wyniki uzyskano w badanej podgrupie
w ocenie przeciwcial a/Tg. Nie wykazano wystepowania statystycznie istotnej korelacji
pomiedzy stezeniem 250HD3 i a/Tg (R = 0,02, p = 0,879; wsp. Spearmana (Rycina 27,
wykres po stronie prawej). Wyniki tej analizy sa rozbiezne z wynikami uzyskanymi dla calej
grupy badanej, gdzie wykazano odwrotng korelacje pomiedzy stezeniem 250HD3

a obecnoscig podwyzszonych przeciwcial a/TPO i/lub a/Tg.
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Rycina 27. Zaleinosé pomiedzy stezeniem 250HD3 a aktywnoscig choroby w podgrupie E
na podstawie podwyZszonych wartosci przeciwcial przeciwtarczycowych: a/TPO > 35 1U/ml

(wykres po stronie lewej) oraz a/Tg > 40 1U/ml (wykres po stronie prawej)
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5.9. OCENA ZWIAZKU POMIEDZY STEZENIEM 250HD3 A PTH, CA
| P W GRUPIE CHORYCH Z CHOROBA HASHIMOTO

5.9.1. Ocena zwigzku pomiedzy stezeniem 25OHD3 a stezeniem PTH w grupie badanej
choroba Hashimoto
Wykazano wystepowanie statystycznie istotnej korelacji miedzy st¢zeniami 250HD3
a PTH. Obserwacja ta jest zgodna z mechanizmami homeostazy hormonalnej i mineralnej
w przypadku zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej i homeostazy kostnej, gdzie
nizszym st¢zeniom 250HD3 odpowiadajg wyzsze stgzenia PTH. Korelacja jest ujemna
i niezbyt silna (R = -0,21, p = 0,009; wsp. Spearmana). Wyniki analizy regresji liniowej,
badajace wptyw cechy 250HD3 na PTH wykazaty, Zze zmienno$¢ PTH jedynie w 3,8 % byla
wyjaéniana zmiennoscia 250HD3 (skorygowany wspotczynnik determinacji R%). Zalezno$é te
przedstawiono na rycinie 30, wykres po stronie lewej.
5.9.2. Ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem 2SOHD3 a stezeniem Ca oraz P w grupie
z choroba Hashimoto
W przeprowadzonym badaniu nie wykazano wystepowania statystycznie istotnej
zaleznos$ci pomigdzy st¢zeniem Ca a 250DH3 (R = 0,04, p = 0,643, wsp. Spearmana), jak
réwniez migdzy P a 250HD3 (R = 0,05, p = 0,536; wsp. Spearmana). Analizy obrazuje rycina

28 (wykres srodkowy i po stronie prawej).

250HD3 a PTH 250HD3 a Ca 250HD3a P

PTH

250HD3 250HD3 250HD3

Rycina 28. Zaleznos¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a stezeniem PTH (po stronie

lewej), Ca (czesé¢ srodkowa), P (po stronie prawe;j)
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5.10. ANALIZA ZWIAZKU POMIEDZY DELUGOSCIA CZASU TRWANIA CHOROBY

A STEZENIEM PTH, CA 1 P W GRUPIE OSOB Z CHOROBA HASHIMOTO

W zwigzku z tym, ze wykazano wplyw czasu trwania choroby na stezenie 250HD3
przeprowadzono analiz¢ wptywu tego parametru na st¢zenie PTH oraz Ca i P u chorych
z chorobg Hashimoto. Wykazano wystepowanie statystycznie istotnej zaleznos$ci pomig¢dzy
PTH a czasem trwania choroby (R = 0,18; p = 0,023; wsp. Spearmana). Zaleznos¢ miedzy
zmiennymi jest dodatnia, co oznacza ze wzrost jednej cechy spowoduje wzrost §rednich
warto$ci drugiej cechy. Jednak jest to zalezno$¢ dos¢ staba. Czas trwania choroby Hashimoto
nie byl czynnikiem modulujacym stezenie Ca 1 P. W przypadku stezenia Ca wspotczynnik
korelacji wynosit zaledwie R = -0,08 (p = 0,315, wsp. Spearmana), a w przypadku st¢zenia P
R =-0,01, p=0,888, wsp. Spearmana). Zalezno$¢ wplywu czasu trwania choroby Hashimoto

na stezenie PTH i gospodarke Ca-P przedstawia rycina 29.

czas trwania choroby a PTH czas trwania choroby a Ca czas trwania choroby a P

czas trwania choroby
L ]

czas trwania choroby

czas trwania choroby

Rycina 29. Wplyw czasu trwania choroby Hashimoto na st¢ienie PTH (po stronie lewej),

Ca (czesé srodkowa), P (po stronie prawej)

5.11. ANALIZA POMIEDZY STEZENIEM 250HD3 A STEZENIEM PTH, CA 1P
W PODGRUPIE PACJENTOW W STADIUM EUTYREOZY | DODATNIMI

PRZECIWCIALAMI PRZECIWTARCZYCOWYMI (PODGRUPA E)

Na podstawie przeprowadzonej analizy w podgrupie E nie wykazano wystgpowania
statystycznie istotnej korelacji miedzy st¢zeniem 250HD3 a stezeniem PTH (R = -0,17,
p = 0,277; wsp. Pearsona) (Rycina 25, wykres po stronie lewej). Nie wykazano réwniez
wystepowania statystycznie istotnej zalezno$ci migdzy stezeniami Ca a 230HD3 (R = -0,16,
p = 0,304, wsp. Spearmana), jak rowniez migdzy stezeniami P a 250HD3 (R = -0,09,

p = 0,574, wsp. Pearsona) (Rycina 30, wykres srodkowy i po stronie prawej).
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Rycina 30. Zaleznos¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a stezeniem PTH (po stronie

rr r

lewej), Ca (czesé srodkowa), P (po stronie prawej) w podgrupie E

5.12 . ANALIZA ZWIAZKU POMIEDZY DLUGOSCIA CZASU TRWANIA CHOROBY

A STEZENIEM PTH, CA 1P w PODGRUPIE E, CZYLI OSOB Z DODATNIMI
PRZECIWCIALAMI PRZECIWTARCZYCOWYMI, BEDACYMI W STADIUM

EUTYREOZY, BEZ LECZENIA L-TYROKSYNA

W zwigzku z tym, ze w grupie z chorobg Hashimoto wykazano zalezno$¢ pomiedzy
czasem trwania choroby a stezeniem PTH, dokonano oceny tych parametréow w podgrupie E.
Nie wykazano istotnej statystycznie korelacji pomiedzy dtugoscig czasu trwania choroby
a stezeniami: PTH (R = 0,15; p = 0,323; wsp. Spaermana), Ca (R = 0,18; p = 0,233; wsp.
Spaermana) oraz P (R = 0,06; p = 0,674; wsp. Spaermana). Powyzsze analizy przedstawia

rycina 31.

PTH

czas choroby czas choroby czas choroby

Rycina 31. Wplyw dlugosci czasu trwania choroby na st¢ienie PTH (wykres po stronie
lewej), Ca (czes¢ srodkowa), P (wykres pO stronie prawej) w podgrupie E
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5.13. ANALIZA STEZENIA 250HD3 W ZALEZNOSCI OD OBJETOSCI GRUCZOLU
TARCZOWEGO W BADANIU ULTRASONOGRAFICZNYM W GRUPIE BADANEJ
Z CHOROBA HASHIMOTO

W grupie pacjentoéw z chorobg Hashimoto przeprowadzono analize stezenia 250HD3 w

zalezno$ci od objetosci gruczotu tarczowego w ocenie ultrasonograficznej. Wykazano

wystepowanie statystycznie istotnej zaleznosci pomiedzy stezeniem 250HD3 a caltkowita

objetoscig gruczotu tarczowego (Ve) (R = 0,33, p < 0,001; wsp. Spearmana). Zaleznos¢ ta

dotyczyta takze objetosci prawego ptata (V PP) (R = 0,35, p < 0,001; wsp. Spearmana) oraz

ptata lewego (V LP) (R = 0,32, p <0,001; wsp. Spearmana) gruczotu tarczowego (Rycina 32).

gr.Hashimoto gr.Hashimoto gr.Hashimoto

250HD3
250HD3
250HD3

Rycina 32. Zaleinosé pomiedzy stezeniem 250HD3 a objetoscig prawego plata tarczycy (V
PP) (po stronie lewej), objetoscig lewego plata tarczycy (V LP) (wykres srodkowy)
i catkowitq objetosciq gruczotu tarczowego (Vc) (po stronie prawej) w grupie chorych

z chorobg Hashimoto

W grupie kontrolnej rowniez przeprowadzono rowniez analize stezenia 250HD3
w zaleznos$ci od objetosci gruczotu tarczowego w ocenie ultrasonograficznej. Nie wykazano
wystgpowania statystycznie istotnej wspolzalezno$ci pomiedzy stezeniem 250HD3
a calkowitg objetoscig gruczotu tarczowego (Vc) (R =-0,03, p = 0,698; wsp. Spearmana), jak
réwniez dla objetosci prawego ptata (V PP) (R =-0,03, p = 0,733; wsp. Spearmana) oraz ptata
lewego (V LP) (R =-0,01, p=0,786; wsp. Spearmana) gruczotu tarczowego (Rycina 33).
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Rycina 33. Zaleinos¢ pomiedzy stgieniem 250HD3 a objetoscig prawego plata tarczycy

(V PP) (po stronie lewej), objetosciqg lewego plata tarczycy (V LP) (wykres srodkowy)

i catkowitq objetoscig gruczotu tarczowego (V) (wykres po stronie prawej) w grupie

kontrolnej

5.14. ANALIZA STEZENIA 250HD3 W ZALEZNOSCI OD OBJETOSCI GRUCZOLU

TARCZOWEGO W BADANIU ULTRASONOGRAFICZNYM W PODGRUPIE

PACJENTOW W STADIUM EUTYREOZY, BEZ LECZENIA L-TYROKSYNA,

Z OBECNOSCIA DODATNICH PRZECIWCIAL PRZECIWTARCZYCOWYCH

(PODGRUPA E)

Podobnie jak powyzej, réwniez w podgrupie chorych dodatnimi przeciwciatami

przeciwtarczycowymi, ale bedacymi w stadium eutyreozy (podgrupa E), przeprowadzono

analize zaleznosci stezenia 250HD3 od objetosci catkowitej (Vc) oraz plata prawego (V PP)

1 lewego (V LP) gruczotu tarczcowego w ocenie ultrasonograficznej.

Nie wykazano

wystepowania statystycznie istotnej wspotzaleznosci pomigdzy stezeniem 250HD3 a Vc
(R =0,06, p =0,685; wsp. Spearmana), V PP (R = 0,03, p = 0,843; wsp. Spearmana) oraz V
LP (R = 0,10, p = 0,151; wsp. Spearmana). Uzyskane wyniki obrazuje Rycina 34 (dla Vc —

wykres po stronie prawej, dla V PP — cz¢$¢ srodkowa, dla V LP — wykres po stronie lewej).

Wyniki analiz sa rozbiezne z wynikami przeprowadzonymi powyzej dotyczacymi calej

badanej grupy z choroba Hashimoto, w ktérej wykazano dodatnig zalezno$¢ pomiedzy

stezeniem 250HD3 a objetoscig catkowitg oraz prawego i lewego ptata gruczotu tarczowego.
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Rycina 34. Zaleinosé¢ pomiedzy steieniem 250HD3 a V PP (wykres po stronie lewej), V LP
(wykres srodkowy) i Vc (wykres po stronie prawej) w podgrupie E

5.15. ANALIZA GENU HLA-DRB1 u czgScI (N = 71) 0SOB W OBREBIE GRUPY

BADANEJ PACJENTOW Z CHOROBA HASHIMOTO
5.15.1. Charakterystyka badanej grupy pacjentow z chorobg Hashimoto, u ktérych
dokonano analizy genu HLA-DRB1

W obrebie grupy badanej z choroba Hashimoto u 71 (45,80%) oséb dokonano oceny genu
HLA-DRB1. Wszyscy pacjenci byli w stadium niedoczynnos$ci tarczycy wyroOwnanej terapig
I-tyroksyna. Analizowang grupg stanowity kobiety w $rednim wieku 46,32+19,13 lat, gdzie
najmtodsza osoba miata 18 lat, a najstarsza 78 lat. Grupe¢ kontrolng stanowilo 20653 osob
z bazy danych dla polskiej populacji (www.allelefrequencies.net; test chi-kwadrat).

Stezenie 250HD3 odpowiadajace kryterium prawidlowego wyrdéwnania, czyli > 30 ng/ml
spetito 12 0sob (16,90%). Stezenia suboptymalne w przedziale > 20 < 30 ng/ml stwierdzono
u 29 badanych (40,85%), natomiast st¢zenia deficytowe w przedziale > 10 < 20 ng/ml
dotyczyty 30 0sob (42,25%). U zadnego pacjenta nie wystapity stezenia 250HD3 < 10 ng/ml.
5.15.2. Czestos¢ wystepowania alleli genu HLA-DRB1 w przeanalizowanej cze$ci osob

z choroba Hashimoto
Zestawienie badanych alleli genu HLA-DRB1 w badanej grupie przedstawia Tabela 15.
W badanej grupie wykazano, ze najcze¢sciej wystepujacym allelem byl DRB1*07:01 (21,8%).
Nastepnymi w kolejnosci najczesciej stwierdzanymi allelami byly DRB1*01:01 (14,8%) oraz
DRB1*11:01 (14,1%). Pozostale allele badanego genu wystapily z czestoscig ponizej 10%.
Do grupy najrzadziej wystepujacych alleli nalezaty: DRB1*04:07, DRB1*08:04,
DRB1*11:03, DRB1*15:02, DRB1*16:01 (kazdy z nich wystapit tylko jeden raz, co
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stanowito 0,7%). W badanej grupie analizowanego genu HLA-DRB1, osoby bedace
homozygotami i heterozygotami wystapity z czestoscia odpowiednio 54,9% (N = 39) i 45,1%
(N = 32). Wsréd homozygot najczeséciej wystepujacym byt allel DRB1*#07:01 — posiadato go
33% homozygot (oraz 16% heterozygot). Wsrod heterozygot najczesciej pojawiat si¢ allel
DRB1*03:01 — posiadato go 31% heterozygot (oraz 5% homozygot).

Tabela 15. Analiza czestosci wystgpowania alleli genu HLA-DRB1 w badanej grupie 71

pacjenzow z chorobg Hashimoto

os¢ alleli | % alleli
HLA- allele HLA-DRB1 |HLA-DRB1
DRB1*01:01 21 14,79
DRB1*01:02 2 1,41
DRB1*03:01 14 9,86
DRB1*04:01 3 2,11
DRB1*04:04 4 2,82
DRB1*04:07 1 0,70
DRB1*07:01 31 21,83
DRB1*08:01 5 3,52
DRB1*08:04 1 0,70
DRB1*11:01 20 14,08
DRB1*11:03 1 0,70
DRB1*11:04 9 6,34
DRB1*12:01 2 1,41
DRB1*13:01 12 8,45
DRB1*13:02 2 1,41
DRB1*13:03 2 1,41
DRB1*14:01 4 2,82
DRB1*15:01 6 4,23
DRB1*15:02 1 0,70
DRB1*16:01 1 0,70
OGOLEM 142 100,00
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5.15.3. Ocena porownawcza czestosci wystepowania poszczegolnych alleli genu HLA-
DRB1 pomi¢dzy badana grupa osob z choroba Hashimoto a grupa kontrolng

W dalszej kolejnosci dokonano oceny porownawczej pomigdzy czestoscig wystepowania
kazdego z podtypéw HLAD-RB1 z grupa kontrolna, ktorg stanowita grupa z bazy danych dla
polskiej populacji wynoszaca 20653 0sob (www.allelefrequencies.net; test CHI?). Pojawienie
si¢ allela DRB1*11:04 bylo istotnie wyzsze w badanej grupie niz w grupie kontrolnej
(p = 0,002). Srednie stezenie 250HD3 w grupie pacjentéow z HT i obecnoscia tego allela
wynosito 22,97 ng/ml. W przypadku obecnosci wystapienia allela DRB1*11:04, iloraz szans
(OR = 2,15) wskazuje na ponad dwukrotnie wyzsze ryzyko wystgpienia choroby Hashimoto
niz w grupie 0so6b zdrowych.

Z kolei wystapienie allela DR-B1*15:01 wskazuje na sytuacj¢ odwrotng. Jego obecnos¢
byla istotnie nizsza w grupie badanej niz w grupie kontrolnej (p = 0,009). Srednie stgzenie
250HD3 u o0s6b z HT 1 obecnoscig tego allela wynosito 23,87 ng/ml. Iloraz szans (OR =
0,47) wskazuje na to, ze ryzyko znalezienia si¢ w grupie chorych zmniejsza si¢ ponad
dwukrotnie w przypadku obecnosci tego allela w stosunku do grupy kontrolne;.

Srednie stezenia 250OHD3 w obecnosci alleli DRB1*11:04 i DRB1*15:01 roznity sie
nieznacznie. Na podstawie przeprowadzonej analizy przy malej liczebno$ciowo grupie
badanej nie mozna wigc wykazac, ze obecnos¢ tych alleli genu HLA-DRB1 w badanej grupie
moze mie¢ zwigzek niskimi lub prawidlowymi stezeniami witaminy D.

5.15.4. Zalezno$¢ pomie¢dzy Srednimi stezeniami 250HD3 a analizowanymi allelami genu
HLA-DRB1

Do oceny roznic stezenia 250HD3 pomiedzy poszczegdlnymi allelami genu HLA-DBR1
zastosowano analize¢ wariancji ANOVA 1 stwierdzono w tym zakresie istotne roznice, 0 czym
$wiadczy test post hoc Fishera.

Srednie stezenie 2SOHD3 dla osobnikéw z allelem DRB1* 15:02 wynosito 32,1 ng/ml
1 byto istotnie wyzsze od $rednich stezen 250HD3 dla alleli DRB1*04:04 i DRB1*13:02
(p = 0,041 i p = 0,043). Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach 250HD3 pomiedzy
DRB1*15:02 a pozostalymi allelami. Dla oséb z allelem DRB1*01:01 Srednie stezenie
250HD3 23,90 ng/ml i1 bylo istotnie wyzsze w porownaniu do pacjentow z allelem
DRBI1*11:01 1 istotnie nizsze w stosunku do os6b z allelem DRB1*13:03 (p = 0,042
i p=0,007).

Srednie stezenie 250HD3 w nizsze grupie pacjentéw z allelem DRB1*03:01 wynosito
20,98 ng/ml. Wykazano, ze bylo istotnie nizsze w porownaniu do oséb z allelami

DRB1*13:01 i DRB1*13:03 (p = 0,025 i p = 0,001).
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W przeprowadzonej analizie pacjenci z allelem DBR1*15:01 posiadali $rednie stezenie
250HD3 wynoszace 23,87 ng/ml. Wykazano istotnie nizsze stezenie 250HD3 w tej grupie
w stosunku do 0s6b z allelem DRB1*13:03 (p = 0,015).

Srednie stgzenie 250HD3 w grupie 0sob z allelem DRB1¥04:01 wynosito 18,433 ng/ml
1 bylo znamiennie nizsze w porownaniu z pacjentami z allelami DRB1*13:01 i DRB1*13:03
(p = 0,046 i p = 0,002). Osoby z allelem DRB1*07:01 charakteryzowaty si¢ Srednim
stezeniem 250HD3 wynoszacym 24,04 ng/ml. Stezenie te bylo istotne nizsze w pordwnaniu
do pacjentow z allelem DRB1*13:03 (p = 0,007) i istotnie wyzsze w stosunku do oséb
z allelem DRB1*11:01 (p = 0,022).

Z kolei w grupie chorych z allelem DRBI1* 11:01 $rednie stezenie 250HD3 wynosito
19,91 ng/ml 1 bylo istotnie nizsze w pordéwnaniu do oséb z allelami DRB1*01:01,
DRB1*07:01, DRB1*13:01, DRB1*13:03 (p = 0,042, p = 0,022, p = 0,004 i p = 0,005).

Srednie stezenie 2SOHD3 w grupie osob z allelem DRB1*11:04 wynosito 22,97 ng/ml
i bylo istotnie nizsze w poréwnaniu do osob z allelem DRB1*13:03 (p = 0,007). Natomiast
dla os6b z allelami DRB1*04:07 ($rednie stezenie 250HD3 — 21,3 ng/ml), DRB1*11:03
($rednie stezenie 250HD3 - 30,40 ng/ml), DRB1* 12:01 ($rednie stezenie 250HD3 — 28,45
ng/ml) oraz DRB1*16:01 ($rednie stezenie 2SOHD3 — 24,50 ng/ml) nie wykazano istotnosci
statystycznej w porownaniu ze srednimi stezeniami 250HD3 w grupie z pozostatymi allelami
analizowanego genu.

U osob z allelem DRB1*13:01 $rednie stgzenie 250D3 wynosito 26,54 ng/ml 1 byto
istotnie wyzsze niz w grupie osob z allelami DRB1*03:01, DRB1*04:01, DRB1*11:01,
DRB1*04:04 i DRB1*13:02 (odpowiednio: p = 0,025, p = 0,046, p = 0,004, p = 0,015,
p = 0,040, p = 0,038) oraz istotnie nizsze w stosunku do DR*13:03 (p = 0,040).

Analiza grupy osob z allelem DRB1*01:02 wykazata, ze w grupie tej $rednie stezenie
250HD3 wynosito 18,05 ng/ml i bylo istotnie nizsze w porownaniu z osobami z allelami
DRB1*13:01 oraz DRB1 13:03 (p = 0,076 i p = 0,004).

Srednie stezenie 250HD3 u pacjentéw z allelem DRB1%04:04 wynosito 17,77 ng/ml
i bylo istotnie nizsze w poréwnaniu z grupami osoéb z allelami DR*15:05, DR*13:01
i DR*13:03 (odpowiednio: p = 0,042, p 0,017, p = 0,0007).

U os6b z allelem DRBI1*13:03, dla ktorych stezenie 250HD3 wynosito 36,4 ng/ml
wykazano istotnie wyzsze stgzenia 250HD3 w stosunku do wigkszosci innych alleli:
DRB1*01:01, DRB1*03:01, DRB1*15:01, DRB1*04:01, DRB1*04:01, DRB1*07:01,
DRB1*11:01, DRB1*11:04, DRB1*13:01, DRB1*01:02, DRB1*04:04, DRB1*14:01,
DRB1*08:01, DRB1*08:04, DRB1*13:02 (odpowiednio: p = 0,007, p = 00,1, p = 0,015,
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p = 0,001, p = 0,007, p = 0,0005, p = 0,007, p = 0,04, p = 0,003, p = 0,0008, p = 0,003,
p = 0,003, p = 0,031, p = 0,002).

U pacjentow z allelem DRB1*14:01 wynosito 19,91 ng/ml, DRB1* 08:01, ze $rednim
stezeniem 250HD3 wynoszacym 20,86 ng/ml oraz DRBI1*08:04, gdzie $rednie stezenie
250HD3 wynosito 19,80 ng/ml, stwierdzono istotnie nizsze st¢zenia 250HD3 w stosunku do
0s6b z allelem DRB1*13:03 (odpowiednio: p = 0,003, p=0,003 ip=0,031).

Srednie stezenie 250HD3 w grupie 0séb z allelem DRB1*13:02 wynosito 16,60 ng/ml
1 bylo istotnie nizsze w poréwnaniu do oséb z allelami: DRB1*15:02, DRB1*13:01 oraz
DRB1* 13:03 (odpowiednio: p = 0,044, p = 0,040, p = 0,002).

Na podstawie powyzszych analiz wykazano, ze stezenia 250HD3 odpowiadajace jej
prawidtowemu wyréwnaniu byty istotnie wyzsze w obecnosci allela DRB1*13:03.

W zakresie stezen 250HD3 odpowiadajacych deficytowi lub stezeniom suboptymalnym w
analizowanych allelach wykazano istotne réznice pomig¢dzy poszczegdlnymi analizowanymi
allelami, ale uzyskane wyniki nie pozwalaja na wskazanie, ktére z nich moglyby

predysponowac do obnizonych stezen 250HD3.

5.15.5. Analiza zwiazku pomiedzy przedzialami stezen 25OHD3 i wystapieniem
poszczegolnych alleli genu HLA-DRB1

Dla celow analizy zwigzku migdzy stezeniem 250HD3 i1 wystgpieniem danego allela genu
HLA-DRB1, przyjeto podzial na stg¢zenia deficytowe, suboptymalne oraz optymalne. Nie
stwierdzono statystycznie istotnej roznicy w rozkladach stezen 250HD3 w zaleznoSci

od wystapienia lub braku u chorego danego allela (Tabela 16).
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Tabela 16. Stezenie 250HD3 w zaleznoSci od wystepowania danego allela genu

HLA-DRB1
Allel _ Stezenie 250HD3 [ng/ml]
genu HLA Wystepowanie | deficytowe |suboptymalne | prawidlowe | p-value*
[>10<20]| [>20=>30] [> 30 < 50]

DRB1*01:01 nie (n=58) 23 (40%) 25 (43%) 10 (17%) 1
tak (n=13) 5 (38%) 6 (46%) 2 (15%)

DRB1*01:02 nie (N=69) 27 (39%) 30 (43%) 12 (17%) 1
tak (n=2) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%)

DRB1*03:01 nie (n=59) 20 (34%) 28 (47%) 11 (19%) 0,129
tak (n=12) 8 (67%) 3 (25%) 1 (8%)

DRB1*04:01 nie (N=69) 27 (39%) 30 (43%) 12 (17%) 1
tak (n=2) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%)

DRB1*04:04 nie (N=67) 25 (37%) 30 (45%) 12 (18%) 0,384
tak (n=4) 3 (75%) 1 (25%) 0 (0%)

DRB1*04:07 nie (n=70) 28 (40%) 30 (43%) 12 (17%) 1
tak (n=1) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

DRB1*07:01 nie (n=53) 22 (42%) 22 (42%) 9 (17%) 0,876
tak (n=18) 6 (33%) 9 (50%) 3 (17%)

DRB1*08:01 nie (N=66) 26 (39%) 28 (42%) 12 (18%) 0,838
tak (n=5) 2 (40%) 3 (60%) 0 (0%)

DRB1*08:04 nie (n=70) 27 (39%) 31 (44%) 12 (17%) 0,563
tak (n=1) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

DRB1*11:01 nie (n=57)| 21 (37%) 26 (46%) 10 (18%) 0,728
tak (n=14) 7 (50%) 5 (36%) 2 (14%)

DRB1*11:03 nie (n=70) 28 (40%) 31 (44%) 11 (16%) 0,169
tak (n=1) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)

DRB1*11:04 nie (N=65) 26 (40%) 28 (43%) 11 (17%) 1
tak (n=6) 2 (33%) 3 (50%) 1 (17%)

DRB1*12:01 nie (N=69) 28 (41%) 30 (43%) 11 (16%) 0,311
tak (n=2) 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%)

DRB1*13:01 nie (N=62) 27 (44%) 25 (40%) 10 (16%) 0,142
tak (n=9) 1 (11%) 6 (67%) 2 (22%)

DRB1*13:02 nie (n=69) 26 (38%) 31 (45%) 12 (17%) 0,464
tak (n=2) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

DRB1*13:03 nie (n=70) 28 (40%) 31 (44%) 11 (16%) 0,169
tak (n=1) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)

DRB1*14:01 nie (N=68) 26 (38%) 30 (44%) 12 (18%) 0,772
tak (n=3) 2 (67%) 1 (33%) 0 (0%)

DRB1*15:01 nie (N=66) 26 (39%) 30 (45%) 10 (15%) 0,247
tak (n=5) 2 (40%) 1 (20%) 2 (40%)

DRB1*15:02 nie (n=70) 28 (40%) 31 (44%) 11 (16%) 0,169
tak (n=1) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)

DRB1*16:01 nie (n=70) 28 (40%) 30 (43%) 12 (17%) 1
tak (n=1) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

*) doktadny test Fisher’a
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5.16. PODSUMOWANIE UZYSKANYCH WYNIKOW BADAN

1. Porownanie przecietnych wartosci wybranych parametréw hormonalnych,
biochemicznych i ultrasonograficznych pomi¢dzy grupa badana z choroba Hashimoto

oraz grupg kontrolna

a/ Mediana stezen 250HD3 w grupie badanej pacjentéw z HT byla istotnie nizsza
w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

b/ Z kolei mediana stezen TSH w grupie badanej byla znamiennie wyzsza niz w grupie
kontrolnej

¢/ Grupa badana pacjentow HT charakteryzowala si¢ istotnie wyzszg mediang stezen PTH
w stosunku do grupy kontrolnej.

d/ W ocenie parametréw biochemicznych nie wykazano istotnych rdznic zarowno
w medianach stezen wapnia, jak i fosforu pomi¢dzy analizowanymi grupami.

e/ Pomigdzy grupa badang i kontrolng wykazano wystgpowanie statystycznie znamiennych
roznic median objetosci catkowite] gruczotu tarczowego, jak réwniez ptata prawego
1 lewego w ocenie ultrasonograficznej. Mediany objetosci catkowitej tarczycy oraz

kazdego z ptatow osobno, byty istotnie mniejsze niz w grupie kontrolne;.

2. Analiza zaleznosci wieku ze st¢zeniami PTH, Ca i P w grupie z choroba Hashimoto

oraz w grupie kontrolnej

a/ W przeprowadzonych analizach stwierdzono istotng korelacje pomiedzy wiekiem
pacjentow z HT a PTH. Zmienno$¢ wieku wplywa na przecigtne stezenie PTH w okoto
8,3%.

b/ Z kolei nie wykazano istotnej korelacji pomiedzy wiekiem pacjentow z HT a stezeniem

wapnia i fosforu.

3. Porownanie przecietnych wartosci parametrow hormonalnych, biochemicznych
i ultrasonograficznych pomiedzy grupa pacjentow z podwyzszonymi stezeniami
przeciwcial przeciwtarczycowych, bedacych w stadium eutyreozy bez leczenia
I-tyroksyng (podgrupa E) a grupa kontrolna

a/ Analiza median stezen 250HD3 pomigdzy podgrupa E a grupa badang nie wykazata
istotnej roznicy median 250DH3. Wynik ten jest zatem odmienny od uzyskanego w ocenie

catej grupy badanej pacjentow z HT w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
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b/ Mediana st¢zenia TSH w grupie nie rdznita si¢ istotnie od mediany TSH w grupie
kontrolne;j.
¢/ Podobnie nie stwierdzono rowniez istotnej statystycznie roznicy median stezen PTH, Ca, P
w podgrupie E oraz grupie kontrolnej.
d/ W ocenie ultrasonograficznej objeto$¢ calkowita, jak rowniez plata prawego i lewego

gruczotu tarczycowego byly istotnie mniejsze niz w grupie badane;.

4. Analiza zaleznoSci wieku ze stezeniami PTH, Ca i P w podgrupie E pacjentow,

bedacych w eutyreozie z obecnoscia dodatnich przeciwcial przeciwtarczycowych.

W podgrupie E stwierdzono obecno$¢ statystycznie znamiennej korelacji pomigdzy
wiekiem pacjentow a stgzeniem PTH. Korelacja ta jest dos¢ silna i dodatnia, a zmienno$¢

wieku w 20,17% wplywa na zmienno$¢ st¢zenia PTH.

5.  Wplyw wybranych czynnikow na stezenie 2SOHD3 w grupie badanej z choroba

Hashimoto

a/ Nie wykazano zwigzku pomig¢dzy wiekiem a stezeniem 250HD3 w grupie z chorobg
Hashimoto, zatem w grupie badanych pacjentow wiek nie byt istotnym czynnikiem
modulujacym stezenie 250HD3.

b/ W przeprowadzonej analizie wykazano istotng wspotzalezno$¢ pomiedzy czasem trwania
choroby a przecigtnymi wynikami stezeh 250HD3 w grupie pacjentdéw z choroba
Hashimoto. Korelacja ta jest srednio silna i ujemna.

¢/ Natomiast nie wykazano istotnej korelacji pomigdzy czasem trwania choroby a stezeniami
250HD3 w grupie 0so6b z czasem trwania choroby nieprzekraczajacym jednego roku, jak

réwniez w grupie 0sob z czasem trwania choroby nieprzekraczajacym dwoch lat.

6. Ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem 25SOHD3 w obrebie grupy badanej z choroba
Hashimoto a stanem czynnoSciowym gruczolu tarczowego: chorzy w stadium
hipotyreozy w trakcie leczenia substytucyjnego preparatem I-tyroksyny (H) oraz
chorzy w stadium eutyreozy, bez leczenia (E)

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano zalezno$¢ miedzy stanem
czynnosciowym  tarczycy a  przecietnymi  stezeniami  250HD3;  pacjenci
z niedoczynno$cig tarczycy w trakcie terapii preparatem |-tyroksyny charakteryzowali si¢
przecigtnie nizszymi stezeniami 250HD3 niz osoby nieleczone, bedace w stadium

eutyreozy. Trudno jest jednak jednoznacznie powiedzie¢ niedobor witaminy D zwigzany
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7.

jest z rozwojem niedoczynnos$ci tarczycy czy tez niedoczynno$¢ tarczycy (aczkolwiek

wyrownana terapig) istotnie wptywa na przecigtne stezenia 250HD3.

Ocena zalezno$ci pomiedzy wiekiem pacjentow i czasem trwania procesu
autoimmunizacyjnego a stezeniem 250HD3 w podgrupie chorych w stadium
eutyrezy, bez leczenia I-tyroksyna z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi

(podgrupa E)

a/ Korelacja pomiedzy wiekiem pacjentow w podgrupie E a stgzeniem 250HD3  byla

nieistotna statystycznie, zatem podobnie jak w calej grupie badanej wiek nie byt

czynnikiem wptywajacym na stezenie 2SOHD3.

b/ Nie wykazano takze wystgpowania istotnej korelacji pomiedzy czasem trwania choroby a

8.

przecigtnymi stezeniami 250HD3 w podgrupie E. Czynnik ten wplywatl istotnie na
stezenie 250HD3 w calej grupie badanej, ale obserwacja ta nie dotyczyla pierwszych

dwdoch lat trwania choroby.

Ocena zwiazku st¢zenia 2SOHD3 z aktywnoscia choroby Hashimoto na podstawie

stezen przeciwcial przeciwtarczycowych: przeciw peroksydazie tarczycowej (a/TPO)

I przeciw tyreoglobulinie (a/TQ)

a/ W podgrupie chorych z a/TPO ponizej i rowne 35 IU/ml stwierdzono istotnie wyzsze

stezenia median 250HD3 niz w podgrupie pacjentow, u ktoérych a/TPO stanowilo stezenia
powyzej 35 IU/ml. Obserwacja wskazuje na mozliwy zwigzek pomigdzy stgzeniem
250HD3 a aktywnoscig choroby w ocenie warto$ci stgezenia przeciwcial a/TPO.
Podwyzszonemu  stezeniu  przeciwcial, a  zatem = aktywnemu = procesowi
autoimmunizacyjnemu odpowiadaja nizsze stgzenia 250HD3 i odwrotnie przy
prawidlowych st¢zeniach a/TPO (nieaktywnej chorobie) obserwuje si¢ wyzsze st¢zenia
250HD3.

b/ Podobnie jak powyzej, wykazano wystgpowanie istotnych réznic median stgzen 250HD3

9.

w podgrupie pacjentow ze ste¢zeniem a/Tg ponizej 1 réwne 40 IU/ml oraz powyzej 40
IU/ml. Pacjenci z a/Tg ponizej i réwne 40 IU/ml charakteryzowali si¢ wyzszymi

stezeniami 250HD3 niz chorzy z a/Tg powyzej 40 1U/ml.

Ocena zaleznosci stezenia 2SOHD3 od bezwzglednych wartosci stezen przeciwcial

przeciwtarczycowych a/TPO i a/Tg w grupie badanej z choroba Hashimoto
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a/ W calej badanej wykazano istotng korelacje pomiedzy stezeniem 250HD3 a a/TPO.
Korelacja jest ujemna i $rednio silna. Analiza regresji, oceniajaca wplyw przeciwciat
a/TPO na stezenie 250HD3 wykazata, ze a/TPO wyjasnia 16,5% zmiennosci 250HD?3.

b/ Podobng zalezno$¢ wykazano dla stezenia 250HD3 i a/Tg. Analiza regresji oceniajgca
wpltyw przeciwcial a/Tg na stezenie 250HD3 wykazala, ze a/Tg wyjasnia 8,03%
zmienno$ci 250HD3.

10. Ocena stezenia 2SOHD3 w zaleznosci od aktywnosci choroby Hashimoto ocenionej
na podstawie dodatnich przeciwcial przeciwtarczycowych a/TPO i/lub a/Tg
w podgrupie E

a/ W podgrupie E nie wykazano wyst¢gpowania istotnej korelacji pomig¢dzy stezeniem
250HD3 a przeciwciatami a/TPO.

b/ Podobne wyniki uzyskano w analizie dotyczacej przeciwcial a/Tg, gdzie rowniez nie
wykazano wystgpowania statystycznie istotnej korelacji pomigdzy stezeniem 250HD3 i
alTg.

Powyzsze wyniki sg zatem rozbiezne z uzyskanymi dla calej grupy badanej, gdzie wykazano

odwrotng korelacj¢ pomiedzy stezeniem 250HD3 a obecnos$cig podwyzszonych przeciwcial

a/TPO i/lub a/Tg.

11. Ocena zwigzku pomiedzy stezeniem 250HD3 a PTH, Ca i P w grupie chorych

z choroba Hashimoto

a/ W przeprowadzonych analizach wykazano istotng korelacj¢ pomigdzy st¢zeniami 250HD3
a PTH. Korelacja jest ujemna i niezbyt silna. Analizy regresji liniowej wykazala,
ze zmienno$¢ PTH jedynie w 3,8% byla wyjasniana zmiennoscia.

b/ Nie wykazano istotnej zaleznosci migdzy ste¢zeniami Ca oraz P a 250HD3.

12. Analiza zwigzku pomiedzy dlugoscia czasu trwania choroby a stezeniem PTH, Ca
i P w grupie osob z choroba Hashimoto
a/ W przeprowadzonej analizie pomiedzy dtugoscig czasu trwania choroby a stezeniem PTH,
wykazano statystycznie istotng zalezno$¢. Zalezno$¢ ta jest dodatnia, ale dos¢ staba.

b/ Natomiast czas trwania choroby Hashimoto nie byt czynnikiem modulujacym stezenie Ca

iP.
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13. Analiza pomiedzy stezeniem 250HD3 a stezeniem PTH, Ca i P w podgrupie
pacjentow w stadium eutyreozy i dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi
(podgrupa E)

W analizowanej w podgrupie E nie wykazano wystepowania istotnej korelacji pomiedzy
stezeniami 250HD3 a PTH. Podobnie nie wykazano istotnej zalezno$ci mi¢dzy stezeniami

CaiP a230DHs.

14. Analiza zwiazku pomiedzy dlugoscia czasu trwania choroby a stezeniem PTH, Cai P
w podgrupie E, czyli oséb z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi,

bedacymi w stadium eutyreozy, bez leczenia I-tyroksyna (podgrupa E)

Analiza przeprowadzona w podgrupie nie wykazala istotnej korelacji pomiedzy dtugoscia
czasu trwania choroby a st¢zeniami PTH, Ca, P. Wyniki te sa rozbiezne z uzyskanymi dla
catej grupy badanej, gdzie wykazano zalezno$¢ pomigdzy badanymi zmiennymi.

15. Analiza stezenia 2SOHD3 w zaleznosci od objetosci gruczolu tarczycowego

w badaniu ultrasonograficznym w grupie badanej z chorobg Hashimoto

W calej grupie badanej wykazano wystepowanie istotnej zalezno$ci pomiedzy stezeniem
250HD3 a catkowita objetoscia, jak rowniez objetoscig prawego 1 lewego ptata gruczotu
tarczcowego. W grupie kontrolnej natomiast nie wykazano istotne] wspodizaleznosci

pomigdzy tymi zmiennymi.

16. Analiza stezenia 250HD3 w zaleznosci od objetosci gruczolu tarczycowego
w badaniu ultrasonograficznym w podgrupie grupie pacjentow w stadium
eutyreozy, bez leczenia I-tyroksyna, z obecnoscia dodatnich przeciwcial
przeciwtarczycowych (podgrupa E)

W przeprowadzonej analizie zalezno$ci stezenia 250HD3 od objetosci catkowitej oraz
ptata prawego 1 lewego gruczotu tarczycowego w ocenie ultrasonograficznej nie wykazano
istotnej wspotzaleznosci pomigdzy tymi zmiennymi.

Obserwacja ta jest rozbiezna z przeprowadzong dla calej badanej grupy z chorobg
Hashimoto, gdzie wykazano dodatnig zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 250HD3 a obj¢toscia

catkowitg oraz prawego 1 lewego ptata gruczotu tarczycowego.

17. Analiza genu HLA-DRBL1 u czesci (n = 71) oséb w obrebie grupy badanej pacjentow

z choroba Hashimoto
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a/ W badanej grupie najczes$ciej wystepujacym allelem byt DRB1*07:01. Nastepnymi
w kolejnosci najczesciej stwierdzanymi allelami byty DRB1*01:01 oraz DRB1*11:01. Do
grupy najrzadziej wystepujacych alleli nalezaly: DRBI1*04:07, DRB1*08:04,
DRB1#*11:03, DRB1*15:02, DRB1*16:01 (kazdy z nich wystapit tylko jeden raz).

b/ W badanej grupie analizowanego genu HLA-DRB1, osoby be¢dace homozygotami
I heterozygotami wystapily z czestoscig odpowiednio 54,9% (n=39) i 45,1% (n=32).
Wsrdéd homozygot najczegsciej wystepujacym byt allel DRB1*07:01 1 posiadato go 33%
homozygot (oraz 16% heterozygot). Wsrdd heterozygot najczeSciej pojawiat si¢ allel
DRB1*03:01 — posiadato go 31% heterozygot (oraz 5% homozygot).

¢/ W przeprowadzonej analizie wykazano, ze pojawienie si¢ allela DRB1*11:04, dla ktorego
Srednie stezenie 250HD3 wynosito 22,97 ng/ml byto istotnie wyzsze w badanej grupie niz
w grupie kontrolnej. lloraz szans wskazuje, ze obecnos¢ allela DRB1*11:04 wskazuje na
ponad dwukrotnie wyzsze ryzyko wystapienia choroby Hashimoto niz w grupie 0sob
zdrowych.

d/ Natomiast obecno$¢ allela DR-B1*15:01 wskazuje na odwrotng sytuacj¢. Jego wystapienie
byto istotnie nizsze w grupie badanej niz w grupie kontrolnej. Srednie stezenie 25SOHD3
u os6b z HT 1 obecnoscig tego allela wynosito 23,87 ng/ml. Iloraz szans wskazuje,
ze w przypadku obecnosci tego allela w stosunku do grupy kontrolnej, ryzyko znalezienia
si¢ w grupie chorych zmniejsza si¢ ponad dwukrotnie.

e/ Ze wzglgdu na to, ze $rednie stezenia 250HD3 w obecnosci alleli DRB1*11:04
i DRB1*15:01 r6znily si¢ nieznacznie nie mozna wykazaé, ze zwiazku tych alleli ze
stezeniami 250HD3.

f/ Na podstawie powyzszych analiz wykazano, ze stezenia 250HD3 odpowiadajace jej
prawidlowemu wyréwnaniu byly istotnie wyzsze w obecnosci allela DRBI1*13:03.
W zakresie stezen 250HD3 odpowiadajacych deficytowi lub stezeniom suboptymalnym
w analizowanych allelach wykazano istotne rdznice pomiedzy poszczegdlnymi
analizowanymi allelami, ale uzyskane wyniki nie pozwalaja na wskazanie, ktore z nich
moglyby predysponowac do obnizonych stezen 250HD3.

g/ Przyjmujac podzial stgzen 250HD3 na deficytowe, suboptymalne oraz optymalne,
preprowadzono analiz¢ zwigzku pomigdzy tymi przedzialami i wystgpieniem danego allela
genu HLA-DRBL1.

h/ Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w rozktadach stgzen 250HD3 w zaleznoS$ci

od wystapienia lub braku u chorego danego allela.
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5.17. UWAGI KRYTYCZNE DOTCZACE WYKONANYCH BADAN

1. Zaréwno w grupie badanej, jak i kontrolnej wystepowata liczebno$ciowa przewaga kobiet
w stosunku do megzczyzn. Taka dysproporcja pici jest zgodna z danymi
epidemiologicznymi dotyczacymi przewagi plci zenskiej w wystgpowaniu choroby
Hashimoto. Znaczna przewaga kobiet biorgcych udziat w badaniu i mata grupa mezczyzn

uniemozliwity jednak przeprowadzenie analiz porownawczych pomig¢dzy ptciami.

2.Podgrupa E dotyczaca pacjentéw w eutyreozie bez leczenia I-tyroksyna z obecno$cia
podwyzszonych wartosci przeciwcial a/TPO i/lub a/Tg jest trudna do sprecyzowania.
Moze ona zawiera¢ osoby z AITD w okresie przebytej serokonwersji, bez rozwinigcia
jeszcze hipotyreozy lub tez osoby bez AITD z obecnoscia dodatnich przeciwciat
przeciwtarczycowych. Analizy przeprowadzone w tej grupie moga by¢ zatem nie konca
precyzyjne.

3. Oznaczenia 250HD3 byly przeprowadzone bez zréznicowania na pore roku, ktorej
wplyw na stgzenie witaminy D jest istotny. Badanie przeprowadzane bylo w sposdb
ciagly przez blisko trzy lata, zatem obejmowato oznaczenia 250HD3 zaréwno w okresie
jesienno-wiosennym, kiedy stgzenia witaminy D sg najnizsze oraz w okresie wiosenno-
letnim, czyli w okresie lepszego nastonecznienia i zwigkszonej jej syntezy skorne;.
Wyniki stanowig zatem $rednig oznaczen catorocznych, ale wobec znacznych
liczebnosciowo grup badanej i kontrolnej, pozwalaja na wyciagniecie ptynacych z nich

wnioskOw.

4. W przeprowadzonych analizach dotyczacych 250HD3 nie uwzgledniono BMI, ktorej
wplyw na analizy moze by¢ zasadny, poniewaz zawarto$¢ tkanki thuszczowej ma wptyw

na stezenie witaminy D.

5. W podgrupie H dotyczacej pacjentéw z choroba Hashimoto w stadium niedoczynnosci
tarczycy leczonej I-tyroksyna, jedynie trzy osoby charakteryzowaty si¢ niewyrownang
niedoczynnoscig tarczycy z maksymalnym stezeniem TSH- 11,94 pulU/ml, podczas gdy
pozostate 107 osOb posiadato stgzenie TSH zawierajace si¢ w granicach norm
referencyjnych podczas terapii. Nie bylo wigc mozliwe przeprowadzenie analizy

dotyczacej niewyrownanej niedoczynnosci tarczycy w tej grupie chorych.
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W analizie ultrasonograficznej gruczotu tarczowego wykazano istotng roznic¢ mediany
objetosci catkowitej tarczycy i kazdego jej ptata osobno w porownaniu do grupy
kontrolnej. Postgp wiedzy dotyczacy choroby Hashimoto i obserwowana tendencja do jej
wystepowania u coraz miodszych kobiet, pozwalaja na wczesne wykrycie choroby i
wdrozenie leczenia. Ogranicza to troficzny wpltyw TSH na gruczot tarczowy i moze mie¢

wplyw na wystepowanie mniejszych wymiaréw gruczotu tarczycowego.

W ultrasonograficznej ocenie gruczotu tarczycowego uwzgledniono cechy morfologiczne
typowe dla choroby Hashimoto w grupie badanej i ich brak w grupie kontrolnej. Nie
uwzgledniono obecnos$ci zmian ogniskowych pojedynczych i mnogich w budowie
tarczycy. Badanie miato na celu ocen¢ wplywu stezenia 250HD3 na tarczyce u oséb
Z typowymi jej cechami w badaniu ultrasonograficznym, a uwzgl¢dnienie wspoétistnienia
przebudowy guzowate] moze w przysztoSci wnie$¢ dodatkowe informacje do tego

zagadnienia.

Analiza dotyczaca zwiazku alleli genu HLA-DRB1 ze stezeniem 250HD3 ma znaczenie
czysto teoretyczne. Oceniono stezenie 250HD3 w poszczegdlnych pojedynczych
allelach, a kazdy osobnik posiada par¢ alleli i moze by¢ zardwno homozygota, jak

1 heterozygota.
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6. DYSKUSJA I OMOWIENIE WYNIKOW

Gléwnym celem pracy byla ocena wptywu niedoboru witaminy D na przebieg HT
u pacjentow w wojewoddztwie swictokrzyskim. W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczacy
postep w wyjasnieniu i zrozumieniu wielokierunkowego dzialania witaminy D w uktadzie
immunologicznym. Obecno$¢ w tym ukladzie VDR, jak réwniez enzymow bioracych udziat
w metabolizmie witaminy D dowodzi jej aktywno$ci modulujgcej procesy immunologiczne
[5,6 62-66]. Wykazanie dziatania witaminy D w uk}adzie immunologicznym daje podstawy
do prowadzenia badan nad jej zwigzkiem z chorobami autoimmunizacyjnymi, w tym nad
autoimmunizacyjnym zapaleniem tarczycy, czyli chorobg Hashimoto.
1. Dobdr analizowanych grup pacjentéw i ocena porownawcza podstawowych wartoSci

oznaczen hormonalnych, biochemicznych i ultrasonograficznych pomiedzy grupami
al Ocena stezenia 250HD3 w grupie badanej pacjentow z chorobg Hashimoto i w grupie
kontrolnej

W przeprowadzonym badaniu wykazano wystepowanie statystycznie istotnej rdznicy
pomiedzy mediang stezenia 250HD3 w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolne;.
Obserwacja ta jest spdjna z wigkszosciag wynikow badan zawartych w dostepnej literaturze,
niemniej jednak w czeg$ci opublikowanych danych literaturowych takiej obserwacji nie
potwierdzono [16,17,131-137]. W badaniu przeprowadzonym przez Kivity i wsp. wykazano
znamiennie wigkszy deficyt 250HD3, definiowany jako stezenia < 10 ng/ml w grupie 50
pacjentéw z AITD w stosunku do grupy 42 osob bez AITD (72% vs. 30,6%; p < 0,001).
Badanie bylo przeprowadzone w Debreczynie (Wegry) w ciggu dwoch pierwszych tygodni
marca 2006 roku, czyli w czasie przewidywanych minimalnych stezen 250HD3 w Europie
Centralnej [16]. Bozkurt i wsp.w analizie przeprowadzonej w miesigcach letnich (czerwiec -
sierpien) w Turcji, rowniez wykazali istotne statystycznie nizsze stezenia 250HD3 w grupie
chorych z HT w stosunku do grupy kontrolnej [17]. Poréwnano grupe 180 chorych z HT,
bedacych w stadium niedoczynno$ci tarczycy wyrdOwnanej terapig l-tyroksyng (stabilne
stezenie TSH przez ostatnie dwa miesigce przed badaniem), do grupy 180 pacjentow z HT w
stadium eutyreozy, bez leczenia oraz do grupy kontrolnej 180 zdrowych ochotnikow.
Niedobor 250HD3 dla miesigcy letnich zdefiniowano jako cigzki < 10 ng/ml, $redni 11-20
ng/ml, tagodny 21-30 ng/ml. Cigzki niedobor 250HD3 dotyczyt gtoéwnie pacjentow z HT,
leczonych I-tyroksyna (48,3% badanych), mniejszy odsetek stanowili chorzy z HT w stadium

eutyreozy (35% chorych); w grupie kontrolnej cigzki niedobor 250HD3 dotyczyt 20,5%
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pacjentow (p < 0,001). Powyzsza obserwacj¢ potwierdza inne badanie, przeprowadzone
rowniez w populacji tureckiej przez Tamera i1 wsp. w miesigcach od pazdziernika 2008 roku
do lutego 2009 roku, w ktorym podobnie jak w poprzednich analizach, wykazano znamiennie
nizsze stezenie 250OHD3 w populacji 161 chorych z HT w stosunku do 162 chorych z grupy
kontrolnej [131]. Kolejnym badaniem, w ktorym jednoznacznie wykazano niedobér 250HD3
w grupie chorych z AITD (65z HT, 46 z GD) byla analiza przeprowadzona w Korei przez
Shin i wsp. [132]. Wykazano statystycznie istotng roznice w st¢zeniach 25SOHD3 pomiedzy
grupa z AITD w stosunku do grupy kontrolnej (p < 0,001). Pacjenci byli objeci obserwacja od
marca 2010 roku do czerwca 2011 roku jest fakt, ze badanie nie wykazato sezonowych roéznic
w stezeniach 250HD3. Jak oczekiwano, st¢zenia 250HD3 byly najnizsze w miesigcach
zimowych, ale réznice w stosunku do pozostatych por roku nie byly istotne statystycznie.
Autorzy tlumacza t¢ obserwacje faktem, ze wigkszo$¢ pacjentow charakteryzowata sig
przewlektym stanem znacznego niedoboru 250HD3 [132]. Wptyw niedoboru witaminy D na
przebieg HT, zostal wykazany takze w badaniu przeprowadzonym przez Mansournia i wsp.
[133]. Autorzy badali pacjentow z HT w stadium subklinicznej i klinicznie jawnej
niedoczynnosci tarczycy. Wyniki sugeruja, ze wyzsze stgzenia 250HD3 byly zwigzane z
mniejszym ryzykiem HT. Kazdy wzrost stg¢zenia 250HD3 o 5 ng/ml, skutkowal
zmniejszeniem ryzyka wystapienia HT o 19% [133]. W dostgpnej literaturze przewaga
niedoboru 250HD3 dotyczy praktycznie wszystkich grup wiekowych. W kolejnym badaniu
przeprowadzonym rowniez w Turcji, Camurdan i wsp. dokonali oceny stezenia 250HD3 w
grupie 78 dzieci z HT. Podobnie jak w poprzednich badaniach, autorzy wykazali istotny
niedobor 250HD3 w grupie dzieci z HT w stosunku do grupy kontrolnej (31,2 ng/ml vs. 57,9
ng/ml; p < 0,001) [134]. Chociaz wyniki prezentowanego w pracy doktorskiej badania, jak
rowniez powyzszych analiz wskazuja na zwigzek niedoboru 250HD3 u chorych z HT,
niejasnym pozostaje fakt, czy niskie jej stgzenie jest przyczyna, czy skutkiem
autoimmunizacji gruczotu tarczowego.

W analizowanej podgrupie pacjentow bedacych w stadium eutyreozy, bez leczenia
I-tyroksyna, z obecnoscia dodatnich przeciwciat przeciwtarczycowych nie wykazano istotnie
nizszych stgzen 250HD3 w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Ta rozbiezno$¢ w stosunku do
catej badanej grupy chorych, moze wynika¢ z charakteru badanej podgrupy. Moze ona
bowiem rekrutowac si¢ z os6b z HT we wczesnych fazach jej rozwoju, w ktorych doszto do
serokonwersji, bez wywolania hipotyreozy. Z drugiej strony wiadomo na podstawie danych
literaturowych, ze w populacji 2-20% osob bez AITD mozliwe jest wystepowanie dodatnich
przeciwcial przeciwtarczycowych [97,142,143].

97



Wada przeprowadzonego badania jest z pewnos$cig brak okreslenia konkretnej pory roku
przy ocenie stezenia 250HD3. Bylo ono przeprowadzone okresie czasu od marca 2010 do
marca 2013 roku, bez wzgledu na por¢ roku. Innym czynnikiem, ktory méogl mie¢ wptyw na
wyniki przeprowadzonych analiz jest wiek badanych pacjentow oraz wskaznik masy ciata —
BMI (ang. body mass index); wiadomo bowiem, ze u 0s6b starszych obserwuje si¢ tendencje
do nizszego stezenia witaminy D w stosunku do grupy osoéb miodszych, chociaz nie
potwierdza tego analiza przeprowadzona przez Choi i wsp. [135]. W pracy tej wykazano, ze
obnizone st¢zenia witaminy D dotyczg kobiet w wieku przedmenopauzalnym. W dyskusji
autorzy probuja thumaczy¢ t¢ obserwacje rolg estrogendéw i witaminy D w rozwoju AITD
[135].

W badaniu bedacym tematem rozprawy doktorskiej, sredni wiek pacjentéw w HT wynosit
49,8 £+ 16 lat, z czego potowa nie przekroczyta 53 roku zycia, a wigkszo$¢ stanowity kobiety
(92,9%) w stosunku do mezczyzn (7,1%). Biorac pod uwage czynnik wieku, badane kobiety
byly w wigkszosci w okresie okolo- i wezesnomenopauzalnym. Analiza ta zatem wydaje si¢
by¢ spdjna z obserwacja autorstwa Choi i wsp.

Zgodnie z danymi zawartymi w dostgpnej literaturze warto$¢ BMI ma roéwniez istotny
wplyw na st¢zenie witaminy D. U oséb otylych obserwuje si¢ tendencje do nizszych jej
stezen. Skorygowanie przeprowadzonych analiz z uwzglednieniem BMI pacjentow mogloby
mie¢ wplyw na uzyskane wyniki.

Jak wspomniano powyzej, wyniki badan oceniajacych zwiazek niedoboru witaminy D
z HT s3 niejednoznaczne. Slaby zwigzek pomiedzy niskim stezeniem 250HD3
a autoimmunizacjg tarczycows, wykazano w badaniu Goswami i wsp. [136]. Sprzeczne
z powyzszymi sa analizy przeprowadzone w Holandii. W badaniu autorstwa Effraimidis
I wWsp. poréwnano stezenia witaminy D w grupie pacjentow predysponowanych genetycznie
do AITD, bez dodatnich przeciwciat a/TPO i1 a/Tg oraz w grupie chorych ze $wiezo
rozwinigta AITD w stadium eutyreozy bez leczenia, ale z dodatnimi przeciwciatami.
Wykazano, ze niedobor witaminy D nie jest zwigzany z wezesnymi stadiami autoimmunizacji
tarczycy [137]. Kontynuujac teze o braku inicjujacego wpltywu witaminy D na rozw¢j HT,
nasuwa si¢ pytanie, czy jej niedobdr bedzie odgrywal role w dalszych etapach procesu
autoimmunizacyjnego w AITD.

b/ Stezenie TSH w analizowanych grupach

Analiza poréwnawcza st¢zen TSH wykazala statystycznie istotng roznic¢ pomigdzy

stezeniem TSH w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej. U wigkszos$ci osob z HT

obserwuje si¢ tendencje do stopniowego wzrostu stezenia TSH w miare¢ postepu czasu trwania
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choroby. Dynamika tego wzrostu jest r6zna. U oséb zdrowych, u ktérych wykluczono HT na
podstawie  braku  obecnosci  przeciwciat  przeciwtarczycowych  oraz  obrazu
ultrasonograficznego gruczotu tarczowego nie obserwuje si¢ takiej tendencji. Poza tym u osob
z niedoczynno$cig tarczycy nawet w trakcie leczenia 1-tyroksyng wystepuja wahania stezenia
TSH, wynikajagce m.in. z nieprzestrzegania rezimu terapeutycznego, postepu procesu
autoimmunizacyjnego, stosowanej okresowo innej farmakoterapii i wptywu diety. Natomiast
stwierdzono brak statystycznie istotnej réznicy median TSH w podgrupie pacjentéw bedacych
W eutyreozie, bez leczenia I-tyroksyna, z dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi.

c/ Analiza oceny poréownawczej stezenn PTH, Ca, P pomigdzy badanymi grupami

W przypadku niedoboru witaminy D obserwuje si¢ wzrost stezenia PTH w granicach norm
referencyjnych lub rozwoju wtornej nadczynno$ci przytarczyc, ktory jest wynikiem
mechanizmu adaptacyjnego w celu utrzymania homeostazy wapniowo-fosforanowej
[144,145,146,147].

W grupie badanej z chorobg Hashimoto wykazano znamiennie wyzsze stezenie PTH przy
obserwowanych nizszych stezeniach 250HD3 w grupie badanej w stosunku do grupy
kontrolnej. Natomiast nie stwierdzono réznicy median PTH w podgrupie pacjentéw
w eutyreozie z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi, bez leczenia I-tyroksyna
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Na podwyzszone stezenie PTH mogtaby mie¢ wpltyw
hipokalcemia, ale nie stwierdzono jej u zadnego z badanych pacjentow. Nie wykazano
istotnych réznic pomigdzy st¢zeniami wapnia w analizowanych grupach. Warto podkresli¢,
ze wyzsze wartosci stezen PTH stwierdza si¢ w populacji osob starszych; obserwuje si¢
tendencje do niewielkiego obnizania si¢ ste¢zenia wapnia, najczgsciej] w granicach wartosci
referencyjnych, czemu sprzyja nieznaczny wzrost stgzenia PTH. W przeprowadzonym
badaniu analizowana grupa byta wiekowo podobna do grupy kontrolnej, wiec czynnik ten nie
ttumaczy istotnych statystycznie réznic w stezeniu PTH pomiedzy grupa badang a kontrolna.
Zatem za jedyny czynnik powodujacy wzrost stezen PTH w badanej grupie chorych nalezy
uzna¢ niedobor 250HD3.

W badaniu przeprowadzonym przez Kawahare i wsp. wykazano dominujacy wplyw
250HD3 (a nie 1,250H2D3) na negatywng regulacj¢ transkrypcji genu PTH, na drodze
wewnatrzkomorkowej aktywacji 1-alfa-hydroksylazy w komorkach przytarczyc [144]. Z kolei
Ignjatovic i wsp. dokonali proby oceny zwigzku HT z pierwotng nadczynnoscig przytarczyc
(PHPT, ang.Primary Hyperparathyroidism). Wykazali obecno$¢ PHPT u 0,3% ogolnej
populacji oraz 1,89 % chorych z HT w Serbii. Wysuneli przypuszczenie, ze proces

autoimmunizacyjny w HT moze mie¢ wptyw na HT lub odwrotnie. W przeprowadzonej

99



analizie autorzy nie wzi¢li jednak pod uwage potencjalnego niedoboru 250HD3 biorgcego

udzial w etiopatogenezie nadczynnosci przytarczyc [145].

d/  Analiza oceny poréownawczej wielkosci gruczotu tarczowego w  badaniu
ultrasonograficznym pomiedzy badanymi grupami

Na podstawie danych z dost¢pnej literatury szacuje si¢, ze przeciwciala przeciwtarczycowe
moga by¢ nieobecne u okoto 13 % lub wystepuja w niskich stg¢zeniach u okoto 17 % u
pacjentow z HT, z drugiej strony stwierdza si¢ ich obecnos¢ u 2 - 20% zdrowej populacji
[97,142,143]. Stad obrazowanie ultrasonograficzne, wzbogacone technikg dopplerowska
moze by¢ dodatkowym narzgdziem w diagnostyce HT [143]. Obrazy ultrasonograficzne
moga przybiera¢ rézne postacie w przebiegu HT i zaleza od fazy choroby. Objeto$¢ gruczotu
tarczowego w HT jest uzalezniona od fazy choroby [148]. Poczatkowo obserwuje si¢ jego
prawidtowa wielko§¢ lub nawet powigkszenie [148]. Rzadko przybiera sferyczny ksztalt,
najczesciej powiekszeniu ulega wymiar poprzeczny tarczycy [148]. W pdzniejszych fazach
choroby ulega ona najcze$ciej zmniejszeniu, w skrajnych przypadkach choroby wystepuje
atrofia gruczotu [148].

We wczesnej fazie choroby w obrazie ultrasonograficznym obserwuje si¢ nieregularne,
policykliczne, czgsto stabo zaznaczone obrysy gruczolu tarczowego oraz obniZzong
echogeniczno$¢ migzszu 1 /lub niejednorodng struktur¢ oraz hipoechogeniczne obszary
zwlaszcza w okolicach podtorebkowych, a w centralnych cze$ciach narzadu tzw. pseudoguzki
[149]. Echogeniczno$¢ migzszu tarczycy jest czgsto zblizona do echogenicznosci
otaczajacych migéni, stad trudna bywa jednoznaczna ocena granic gruczotu [148].
PozZniejszym fazom HT towarzyszy stopniowe widknienie migzszu tarczycy 1 tkanka laczna
zastepuje prawidlowa i zdolng do produkcji hormonow tkanke tarczycowa [143,148].

Poza obecnoscia pseudoguzkow w miazszu gruczolu tarczowego, w przebiegu HT moga
wystepowac typowe zmiany ogniskowe, zar6wno tagodne, jak i ztosliwe, w tym raki oraz
chloniaki tarczycy [150]. W dostepnym pisSmiennictwie czgstos¢ wspotwystepowania raka
brodawkowatego tarczycy z HT szacuje si¢ na 9-16% przypadkéw raka w populacji
pacjentdéw ze zmianami ogniskowymi tarczycy weryfikowanymi biopsja aspiracyjng
cienkoigtowg [151]. Wigkszo$¢ chtoniakoéw tarczycy rozwija si¢ na podtozu HT. Szacuje sig,
ze ryzyko wystapienia chloniaka w tej grupie chorych jest 60 - 80 razy wigksze niz w
pozostatej populacji [151].

W badanu dopplerowskim gruczotu tarczowego, zwlaszcza w poczatkowych stadiach HT
obserwuje si¢ wzmozony przeptyw naczyniowy, co tlhumaczy si¢ rozwojem niedoczynnosci

tarczycy 1 troficzng stymulacja TSH [142,143]. W pozniejszych fazach choroby wraz ze
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zmniejszeniem objetosci gruczotu 1 wiloknieniem stwierdza si¢ zmniejszenie lub brak
unaczynienia tarczycy [143,148].

Nieprawidlowy ultrasonograficznie obraz tarczycy w HT nigdy nie ulega poprawie,
a opisane powyzej zmiany wystepuja do konca zycia pacjenta [148]. Opisane cechy obrazu
ultrasonograficznego tarczycy nie charakteryzuja sie¢ jednak 100% czutoscia i szacuje si¢, ze
okoto 10% pacjentow z HT wykazuje prawidtowy obraz usg gruczolu [148]. Analiza
objetosci gruczotu tarczowego wykazata wystgpowanie istotnej réznicy mediany objetosci
gruczotu tarczowego pomiedzy grupg badang a kontrolng.

Rozwo6j wiedzy na temat powszechnosci wystepowania HT w ostatnich kilkudziesieciu
latach niewatpliwie przyczynia si¢ do jej wczesnego wykrywania. Troficzny wpltyw
podwyzszonego stezenie TSH na powigkszenie si¢ gruczolu tarczowego i jego unaczynienie
jest wiec ograniczony przez wlaczenie terapii |-tyroksyng. Dlugos¢ trwania procesu
autoimmunizacyjnego, w zwiazku z procesami destrukcyjnymi jest dodatkowym czynnikiem
zmniejszajacym objetosci tarczycy U badanych pacjentow, zatem szybka diagnoza HT
i obnizenie stezenia TSH w wyniku wczesnego zastosowania terapii |-tyroksyng moga
ogranicza¢ wystepowanie powigkszonych gruczotow tarczowych i obecnosci typowych zmian
ogniskowych (nie pseudoguzkéw). W badanej grupie pacjentéw z HT stwierdzono glownie
niepowigkszone gruczoty tarczowe.

Grupe kontrolng stanowily osoby z prawidlowym obrazem ultrasonograficznym gruczotéw
tarczowych 1 w czeSci z wolem guzowatym nietoksycznym co wptyngto na istotne
statystycznie roznice wielko$ci pomi¢dzy badanymi grupami.

e/ Poréwnanie przecigtnych wskaZnikéw oznaczen hormonalnych, biochemicznych

i ultrasonograficznych pomiedzy podgrupg pacjentow bedgcych w stadium eutyreozy, bez

leczenia 7 obecnoscig podwyziszonych przeciwcial przeciwtarczycowych a grupg

kontrolng

W przeprowadzonych analizach nie stwierdzono wystgpowania statystycznie istotnej
r6znicy median 250HD3, TSH, Ca , P oraz PTH w badanej podgrupie w stosunku do grupy
kontrolnej. Wykazano natomiast istotng zalezno$¢ w catkowitej objetosci, ptata prawego
1 lewego gruczotu tarczowego w ocenie ultrasonograficznej w stosunku do grupy kontrolne;.
Wyniki dotyczace 250HD3, TSH i PTH sg zatem rozbiezne z uzyskanymi dla calej grupy
badanej, w ktdorej dominujg pacjenci z niedoczynnos$cig tarczycy w trakcie terapii |-tyroksyna

w przebiegu choroby Hashimoto.

101



W dostepnej literaturze brak jest badan porownawczych analizujagcych powyzsze
wskazniki w tych dwoch podgrupach. Wiadomo, ze mozliwe jest wystapienie podwyzszonych
warto$ci przeciwcial przeciwtarczycowych w zdrowej populacji ma bez obecnosci AITD
[142,143]. Z drugiej natomiast strony, we wczesnych fazach HT, stwierdza si¢ podwyzszone
przeciwciala, przy st¢zeniu TSH w zakresie norm referencyjnych [100,137]. Rozbieznosé
zatem w uzyskanych wynikach by¢ moze mie¢ zwigzek z faktem przynaleznosci do
analizowanej podgrupy osob tyreologicznie zdrowych lub bedacych we wczesnej fazie HT.
Nie jest mozliwa precyzyjna identyfikacja tych pacjentow. Jednym z kryteriow wiaczenia do
badania byt takze charakterystyczny dla HT obraz ultrasonograficzny gruczotu tarczowego.

Brak statystycznie istotnej roznicy w zakresie median stezen PTH jest najpewniej
konsekwencja wyzszych stezen 250HD3 w badanej podgrupie, niz w catej grupie badanej,
dla ktoérej wykazano statystycznie znamienng réznice w stosunku do grupy kontrolne;j.
Analizy dotyczace stezen Ca i P w badanej podgrupie w stosunku do grupy kontrolnej sa
zbiezne do wykazanych powyzej dla catej grupy badanej. Podobnie tez jak dla calej grupy
badanej, uzyskano statystycznie istotng roéznice w badanej podgrupie w zakresie oceny
objetosci tarczycy w stosunku do grupy kontrolnej. Wynik analizy moze sugerowaé, ze

badang podgrupe stanowia pacjenci z wczesng faza HT (a nie osoby bez patologii tarczycy).

2. Omowienie wplywu wybranych czynnikéw na stezenie 2SOHD3 w grupie pacjentéw

z choroba Hashimoto

al Analiza wplywu wieku na steienie 250HD3 w grupie pacjentow
Z autoimmunizacyjng chorobg tarcgycy

Jednym z czynnikdw mogacych wplywa¢ na obnizone stezenie 250HD3 w analizowanej
grupie mogtby by¢ wiek pacjentow w badanej grupie. U oséb starszych obserwuje si¢
tendencje do nizszych stezen 250HD3 niz u os6b wiekowo mtodszych [145]. Jest to zwigzane
z mniejszg ekspozycja na promieniowanie UV, jak rowniez redukcja wydolnosci syntezy
aktywnych metabolitow witaminy D w miar¢ starzenia si¢ organizmu [3,90,92,145].
W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zwigzku pomigdzy wiekiem chorych w grupie
badanej a stgzeniem 250HD3. Podobne wyniki uzyskano takze w podgrupie chorych
bedacych w stadium eutyreozy, bez leczenia 1-tyroksyna z obecnoscia dodatnich przeciwciat
przeciwtarczycowych. Brak takiej zalezno$ci, najpewniej wynika z doboru wiekowego grupy
badanej, ktorej mediana wieku nie przekraczata 53 lat. Mozna zatem przypuszczac, ze u osoéb

wiekowo starszych wyniki analizy moglyby by¢ odmienne.
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b/ Analiza wplywu czasu trwania autoimmunizacyjnej choroby tarczycy na steienie

250HD3 w grupie badanej z chorobg Hashimoto

W przeprowadzonym badaniu wykazano istotng wspoizalezno$¢ pomiedzy czasem trwania
HT a przecigtnymi wynikami stezen 250HD3 w calej badanej grupie. Natomiast w podgrupie
pacjentow z dodatnimi przeciwcialami, bedacymi w stadium eutyreozy, bez terapii |-
tyroksyna, nie stwierdzono takiej zaleznosci. Ze wzgledu na wspomniang powyzej mozliwo$¢
obecnosci podwyzszonych wartosci przeciwciat przeciwtarczycowych w zdrowej populacji, w
badanej grupie mogly si¢ znalez¢ osoby zdrowe z dodatnimi przeciwciatami oraz pacjenci z
HT we wczesnym stadium choroby [97,142,143, 100, 137].

W dostepne;j literaturze istnieje niewiele obserwacji na temat korelacji czasu trwania HT ze
stezeniem 250HD3. Podobnych obserwacji do powyzszych, dokonal Bozkurt i wsp.
wykazujac, ze stezenie 250HD3 bylo znamiennie nizsze niz w grupie kontrolnej i cigzkos¢
niedoboru korelowala z dlugoscia trwania HT. Autorzy odwotuja si¢ do patomechanizmu
dziatania 250HD3 w uktadzie immunologicznym [17]. Dlugotrwajacy niedobdr witaminy D,
jako czynnika stymulujgcego autoimmunizacj¢ tarczycy, moze sprzyjaé progresji jej
destrukcji.

Wykazanie jedynie stabej korelacji pomiedzy czasem trwania HT oraz zbyt malo analiz w
dostgpnej literaturze na jej potwierdzenie, nie pozwalaja na wysunigcie wniosku o
jednoznacznym wptywie tego czynnika na stgzenie 250HD3. Interesujace sa wyniki
cytowanego juz badania Effraimidisa i wsp. w populacji holenderskiej, w ktorym wykazano,
ze deficyt witaminy D nie jest zwigzany z wczesnymi stadiami autoimmunizacji tarczycowe;.
Autorzy wysuwaja wniosek, ze deficyt 250HD3 nie jest czynnikiem sprawczym w rozwoju
AITD ani w grupie chorych predysponowanych genetycznie, ani w stadium wczesnej
serokonwersji [137]. W prezentowanym badaniu przeprowadzono analiz¢ w grupie chorych z
HT i czasem trwania choroby nieprzekraczajagcym jednego roku, jak rowniez dwoch lat. W
obu przypadkach nie wykazano istotnej korelacji pomiedzy tymi czasokresami a st¢zeniem
250HD3. Obserwacja ta jest zatem zgodna z wynikami pracy Effraimidisa i wsp. Sugestia o
braku zalezno$ci pomiedzy krétkim czasem trwania HT a stezeniem 250HD3 1 wykazanie
takiej relacji przy dluzszym czasie jej trwania, moze sugerowaé, ze obnizone st¢zenie
witaminy D nie jest czynnikiem inicjujacym proces autoimmunizacyjny w tarczycy, ale moze
by¢ jednym z czynnikéw, ktére stymuluja lub wzmacniajg ten proces na wielu ptaszczyznach.
Ten negatywny wptyw niedoboru lub deficytu witaminy D na patomechanizm HT moze

zwiekszac si¢ wraz ze z dlugos$cig trwania procesu chorobowego.

103



Skoro wigc wynik badania bedgcego tematem rozprawy doktorskiej wskazuje na istnienie
korelacji pomigdzy dtugo$cia czasu trwania HT (ale nie w przypadku wczesnego jej stadium)
i stezeniem 250HD3, a czynnik wieku nie byl istotny, obserwacj¢ te, powolujac si¢ na
rozwazania Bozkurta i wsp., mozna thumaczy¢ patomechanizmem niedoboru lub deficytu
witaminy D w uktadzie immunologicznym. Przewlekty niedobdr witaminy D, naktadajacy sie
na dlugotrwaty proces autoimmunizacyjny, wzmacnia nieprawidlowy tor odpowiedzi
autoimmunologicznej w HT. Wplywu na wykazanie dodatniej korelacji pomiedzy
niedoborem witaminy D a dlugoscig trwania HT, mozna tez upatrywa¢ w przewadze pitci
zenskiej w badanej grupie. U kobiet wystepuje wielokrotnie wigksza predyspozycja do
wystepowanie HT. Zatem w grupie kobiet wptyw niedoboru witaminy D na przebieg HT,
bedzie szczegdlnie widoczny. By¢ moze wyniki bylyby inne, gdyby grupg badang stanowita
wieksza liczebno$ciowo grupa mezczyzn, jak réwniez obserwacja dotyczylaby diuzszego
okresu czasu.
¢/ Analiza stezenia 250HD3 w zaleinosci od stanu czynnosciowego gruczolu tarczowego

w calej grupie badanej pacjentow 7z chorobq Hashimoto bedgcych w stadium

niedoczynnosci tarczycy i wymagajgcych leczenia I-tyroksyng oraz w podgrupie oséb

w stadium euyreozy (E), bez leczenia I-tyroksyng z obecnoscig podwyziszonych wartosci

przeciwcial przeciwtarczycowych

W pracy przeprowadzono porownanie stezen 250HD3 w dwoch podgrupach pacjentow:
z obecno$cig dodatnich przeciwcial a/TPO/ lub a/Tg, ale pozostajacych w eutyreozie
i nieleczonych I-tyroksyng oraz chorych z chorobg Hashimoto w stadium niedoczynno$ci
tarczycy wymagajaca terapii l-tyroksyng. Pacjenci pozostajacy w trakcie terapii 1-tyroksyng
spelniali kryteria wyrownane] niedoczynno$ci tarczycy (st¢zenia TSH zwierajace si¢
w granicach wartosci referencyjnych), za wyjatkiem trzech osob, u ktérych ste¢zenie TSH bylo
w niewielkim stopniu podwyzszone. W zwiazku z tym nie byto mozliwe przeprowadzenie
analizy w grupie chorych z biochemicznie niewyrownang niedoczynno$cig tarczycy.
Wykazano, ze w tej podgrupie wystepowaly przecigtnie nizsze stezenia 250HD3 niz u os6b
nieleczonych, bedacych w stadium eutyreozy.

W dostepnej literaturze przeprowadzono badania, ktoérych wyniki wskazywaty na zwigzek
pomigdzy niedoborem 250HD3 a podwyzszonym st¢zeniem TSH, bez wzglgdu na obecno$é¢
AITD [16,17,131,132,138-141]. Kivity i wsp. wykazali korelacj¢ pomig¢dzy deficytem
250HD3 a nieprawidtowa czynnos$cig hormonalng gruczotu tarczowego u chorych z AITD.
W podgrupie pacjentow z HT stezenie TSH byto wyzsze przy stezeniu 250HD3 < 10 ng/ml
w stosunku do stezen TSH wobec 250HD3 > 10 ng/ml, chociaz nie bylo statystycznie
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istotne. Obserwacja ta dotyczyla takze chorych z chorobg Gravesa - Basedowa, ale nie
wystepowata u 0oso6b bez AITD. Brak znamiennosci statystycznej ttumaczono relatywnie mata
liczebnosciag grup badanych (50 oséb z AITD) [16]. Zwigzek terapii 1-tyroksyng u chorych z
HT a niedoborem 250HD3 zostal wykazany w badaniu Bozkurta i wsp. Do badania wigczono
pacjentow z rozpoznang wczesniej HT, ktorzy bedac w stadium niedoczynnos$ci tarczycy
osiaggneli eutyreoze w trakcie terapii 1-tyroksyna stosujac stata dawke przez co najmniej 6
miesi¢cy (grupa 1) oraz osoby bedace w eutyreozie ze $wiezo rozpoznang HT na podstawie
podwyzszonych  warto§ci  przeciwciat przeciwtarczycowych 1 typowego obrazu
ultrasonograficznego gruczotu tarczowego (grupa 2). Grupe kontrolng stanowity osoby w
eutyreozie, bez podwyzszonych st¢zen przeciwcial przeciwtarczycowych, z prawidtowym
obrazem ultrasonograficznym tarczycy (grupa 3). Autorzy chcieli unikng¢ bezposredniego
dzialania hipo- 1 hipertyreozy na metabolizm witaminy D lub pos$redniego przez metabolizm
lipidow i funkcje nerek [17,152].

Wigkszo$¢ badanych wykazywato $redniego stopnia niedobér 250HD3 (10 < 250HD3
< 20ng/ml). Z kolei ci¢zki niedobor 250HD3 < 10ng/ml w przewazajacej liczbie dotyczyt
pacjentéw z HT leczonych 1-tyroksyna (48,3%), w porownaniu do os6b z HT bedacych w
eutyreozie, bez leczenia I-tyroksyna (35%) i grupy kontrolnej (20,5%). Autorzy sugeruja, ze
substytucyjna terapia I-tyroksyng moze zwigkszy¢ klirens metaboliczny witaminy D [17].
Nalezy wigc wysuna¢ przypuszczenie, ze skoro chorzy z HT charakteryzuja si¢ sktonnoscig
do obnizonego st¢zenia witaminy D, to natozenie si¢ dodatkowego czynnika, jakim jest
terapia I-tyroksyna, moze pogliebia¢ ten niedobor. By¢ moze miato to wptyw na wyniki
uzyskane w pracy (istotne nizsze stezenia 250HD3 w grupie chorych z niedoczynnoscia
tarczycy, leczonych I-tyroksyng w stosunku do grupy z HT, bez leczenia w stadium
eutyreozy). Nalezy zaznaczy¢, ze u wszystkich pacjentdow z grupy badanej i kontrolnej
wykluczono niewydolnos$¢ nerek.

Zwigzek pomig¢dzy stanem czynno$ciowym gruczotu tarczowego a niedoborem witaminy
D u chorych z HT zostatl wykazany pracy Tamera i wsp. Wykazano, ze niedobor 250HD3 byt
wigkszy w przypadku jawnej klinicznie i subklinicznej niedoczynnosci tarczycy w stosunku
do grupy osob bedacych w eutyreozie, ale obserwacja ta nie byta znamienna statystycznie
[131]. Podobne wyniki uzyskat Mackawy i wsp.w grupie chorych z niedoczynnoscig tarczycy
[141]. Do badania rekrutowano chorych z niedoczynnoscig tarczycy, bez ustalenia jej
podioza, u ktorych stezenie TSH wynosito > 5 plU/ml, z towarzyszacymi obnizonymi
stezeniami tyroksyny (T4) i tréjodotyroniny (T3). Wykazano znamiennie nizsze stgzenia

250HD3 u chorych z niedoczynnoscia tarczycy wzgledem grupy kontrolnej. Autorzy pracy
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powotujac si¢ na inne doniesienia, thumacza wptyw hipotyreozy na niskie st¢zenie witaminy
D poprzez uposledzone wchtanianie w przewodzie pokarmowym oraz nieprawidlowa jej
aktywacje [141].

Chailurkit i wsp. z kolei wykazali zalezno$¢ pomig¢dzy nizszymi st¢zeniami 250HD3
a wyzszymi stezeniami TSH, u pacjentow z dodatnimi przeciwciatami a/Tg. Jednakze po
uwzglednieniu wieku (podziat na tercyle) i ptci grupy badanej okazalo si¢, ze wyzsze st¢zenia
250HD3 s3 niezaleznie zwigzane z nizszymi st¢zeniami TSH, ale tylko u chorych
odpowiadajacym najnizszemu tercylowi wiekowemu [138].

Badania dotyczace stanu czynnosciowego gruczotu tarczowego w aspekcie niedoboru
witaminy D dotyczyly kazdej grupy wiekowej, takze dzieci. W jednym z analiz autorstwa
Zaidman i wsp. rowniez wykazano ujemng korelacje pomiedzy stezeniem 250HD3 a TSH,
natomiast dodatniag w stosunku do wartosci T4 1 T3. W wytlumaczeniu tych zaleznosci
autorzy upatrujag negatywnego wpltywu niedoboru witaminy D na uktad immunologiczny,
wynikiem czego jest rozw6] autoimmunizacji tarczycy i w konsekwencji zaburzenie jej
czynnosci hormonalnej [140].

Doniesienia o zwigzku niedoboru witaminy D 1 podwyzszonego stg¢zenia TSH byty
przyczyna do przeprowadzenia tego typu badan w populacji osob starszych. W jednym z nich
Zhang i wsp. wykazali obecno$¢ wyzszych stezen 250HD3 wobec nizszych stezen TSH, po
korelacji z wiekiem, stezeniem wolnej tyroksyny (FT4) 1 wolnej trojjodotyroniny (FT3),
objetoscia gruczotu tarczowego 1 obecnoscia w nim przebudowy guzkowej oraz paleniem
tytoniu w grupie me¢zczyzn. Autorzy wykazali odwrotng zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniami
250HD3 a TSH jedynie w grupie me¢zczyzn w $rednim i starszym wieku [139].

Jednym z badan, ktorego wyniki sg sprzeczne z istnieniem korelacji pomiedzy 250HD3
a staniem czynnosciowym gruczotu tarczowego, jest analiza przeprowadzona przez Shin
I wsp. w populacji koreanskiej. W grupie 111 pacjentow z AITD (65 z HT i 46 z GD)
w stosunku do grupy kontrolnej 193 oso6b bez AITD, nie wykazano zwigzku pomiedzy
obnizonym stezeniem 250HD3 a stezeniem TSH (p = 0,572) 1 FT4 (p = 0,052). Znamienno$¢
statystyczng uzyskano jedynie w ocenie stezenia FT3 pomiedzy badanymi grupami
(p <0,001) [132].

Biorgc pod uwage przytoczone analizy, obecno$¢ istotnych statystycznie niskich st¢zen
250HD3 w grupie chorych z niedoczynno$cig tarczycy, wyrdwnang terapig l-tyroksyna
w prezentowanym badaniu, wydaje si¢ by¢ uzasadniona. Wyniki tej analizy mogg sugerowac,

ze niedoczynnosci tarczycy w przebiegu HT sprzyja stan obnizonego stezenia 250HD3, ale
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trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy hipotyreoza (w badaniu wyrownana terapig 1-tyroksyng)
ma istotny wptyw na przecigtne stezenia 250HD3, czy moze niedobér witaminy D wywiera
wplyw na rozwoj niedoczynnosci tarczycy.

Mozna przypuszczaé, ze wziecie pod uwage W przeprowadzonych analizach takich
czynnikow jak: wiek badanych, BMI, czy palenie tytoniu, pozwolitoby na skorygowanie i
rozwinigcie wstepnie wysunigtych wnioskow. Mata liczebnosciowo grupa badanych
mezezyzn (7,1%) wzgledem kobiet (92,9%) nie pozwolita na uwzglednienie czynnika plci

jako istotnego w analizach.

3. Ocena zwiagzku pomiedzy stezeniem 250HD3 a aktywnoS$cia autoimmunizacyjnej
choroby tarczycy ocenionej na podstawie obecnosci p/cial a/TPO i a/Tg.

W przeprowadzonym badaniu wykazano istotne réznice median stezeh 250HD3 w calej
grupie badanej z dodatnimi przeciwciatami a/TPO i a/Tg. Zatem obserwacja ta wskazuje na
zwigzek pomigdzy aktywnoscia HT, ocenionej na podstawie stezen a/TPO i/lub a/Tg.
Podwyzszonemu stezeniu a/TPO i a/Tg odpowiadaja znamiennie nizsze stezenia 250OHD3.
Oznacza to, ze pacjenci z ujemnymi przeciwcialami maja przecigtnie wyzsze stezenia

250HD3, niz w przypadku dodatnich przeciwciat.

Ujemng strong badania jest brak skorelowania uzyskanych zaleznosci z takimi czynnikami
jak BMI, palenie tytoniu. Korelacja z ptcig nie byta mozliwa do przeprowadzenia ze wzgledu
na znaczng przewage liczby kobiet w badanych grupach (92,9% vs. 7,1%). Innym aspektem
mogacym mie¢ wplyw na uzyskane wyniki jest brak zroéznicowania uzyskanych stezen
250HD3w zaleznosci od por roku. Wyniki wskazuja wige jedynie na tendencj¢ zalezno$ci
niskich stgzen 250HD3 z dodatnimi przeciwcialami przeciwtarczycowymi w grupie badanej,
co daje pewne podstawy do sugestii 0 zwigzku niedoboru witaminy D z wystepowaniem
autoimmunizacji tarczycowej. W dostepnej literaturze doniesienia na temat zwigzku
pomigdzy dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi a stanem 250HD3 sg
niejednoznaczne. Czesé wynikow badan potwierdza ten zwigzek
[16,17,132,134,135,136,140], czes¢ jednak nie wskazuje na jego wystepowanie
[137,138,139].

Oceniajac zwigzek stezenia 250HD3 z autoimmunizacja gruczotu tarczowego skupiano
uwage gltownie na obecno$ci podwyzszonych przeciwciat przeciwtarczycowych. Jednej z
pierwszych analiz dotyczacych zwigzku niedoboru 250HD3 a autoimmunizacja gruczotu

tarczowego przeprowadzit Goswami i wsp. Badanie wykazalo jedynie stabg odwrotng
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korelacje pomiedzy niedoborem 250HD3 a dodatnimi przeciwciatami a/TPO. Wspotczynnik
korelacji miedzy a/TPO a 250HD3 wynosit: R = -0,044 (p = 0,268), natomiast po
skorygowaniu tej zalezno$ci z wiekiem pacjentow uzyskano znamienno$¢ statystyczng (R =
-0,08; p = 0,04). Jako deficyt 250HD3 przyjeto stezenie < 10 ng/ml. Porownujac obecnos¢
a/TPO w zakresach stezen 250HD3 < 101 > 10 ng/ml, nie stwierdzono istotnych roznic
[136].

Kivity i wsp. badajac pacjentow z HT, wykazali odwrotng korelacje pomi¢dzy deficytem
250HD3 < 10 ng/ml a obecnoscia dodatnich przeciwciat przeciwtarczycowych [16].

Badanie Bozkurta i wsp. rowniez w grupie chorych z HT potwierdzito negatywna korelacje
pomiegdzy stezeniem 250HD3 a obecnos$cig dodatnich przeciwcial przeciwtarczycowych
a/TPO i a/Tg (p <0,001) [17].

Ciekawych obserwacji dostarcza praca Choi i wsp., w ktorej wykazano statystycznie
istotny zwigzek niskiego st¢zenia 250HD3 z obecno$cig dodatnich a/TPO jedynie w grupie
przedmenopauzalnych kobiet [135]. Nie stwierdzono istnienia takiej korelacji u starszych
kobiet po menopauzie.

Jako deficyt rowniez przyjeto stezenia 250HD3 < 10 ng/ml, pomiedzy 10-30 ng/ml — jako
niedobor, za prawidlowe uznano st¢zenia > 30 ng/ml. Autorzy dokonali oceny aktywnos$ci
autoimmunizacyjnej choroby tarczycy nie tylko na podstawie obecnych a/TPO (podgrupa
a/TPO+), ale takze poprzez ocen¢ morfologicznych cech gruczotu tarczowego w badaniu
ultrasonograficznym, nie biorac pod uwage jego wielkosci (podgrupa a/TPO+/US+). Do
badania wlaczono osoby dotychczas nieleczone z powoddw tyreologicznych, w analizach nie
brano pod uwage stezenia TSH (Srednie st¢zenie w badanej grupie bylo prawidlowe). W
obydwu podgrupach uzyskano statystycznie istotng i odwrotng korelacje ze stgzeniem
250HD3 (odpowiednio: p = 0,003 i p < 0,001). Autorzy sugeruja istnienie wzajemnie
zaklocajacego si¢ zwigzku pomiedzy witaming D a estrogenami w rozwoju AITD, ktora
znacznie czescie] dotyczy kobiet. Kobiety charakteryzuja si¢ przewagg w wystgpowaniu
limfocytow CD4+ 1 znacznie wigksza produkcja Thl-zaleznych cytokin niz mezczyzni.
Mechanizm immunomodulujacego dziatania witaminy D w obecnosci E2 jest niejasny.
Estrogeny stymuluja akumulacje kalcytriolu u kobiet. W badaniach u oséb ze stwardnieniem
rozsianym 1 autoimmunologicznym zapaleniem moézgu stwierdzono, ze witamina D dziata
silniej modulujagco na uktad immunologiczny u kobiet niz u me¢zczyzn, stad wskazano na
wspotdziatanie 17B-estradiolu (E2) i kalcytriolu w patogenezie tych schorzen. By¢é moze
podobny mechanizm pozwolitby wytlumaczy¢ uzyskane wyniki w cytowanym badaniu. E2

hamuje transkrypcje CYP24Al, ktéory koduje 24-hydroksylazg, bedaca enzymem
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inaktywujacym kalcytriol oraz wspomaga biosyntez¢ VDR. Poza tym indukuje wigzanie i
internalizacj¢ biatka wigzacego witaming D (DBP) do samoreaktywnych limfocytow T i
makrofagdéw, co ulatwia akumulacj¢ kalcytriolu w komoérkach uktadu immunologicznego
[135].

Autorami jednej z ostatnich prac, w ktorej wykazano odwrotng zalezno$¢ pomig¢dzy
250HD3 a obecnoscig a/TPO w AITD (p < 0,001) byli Shin i wsp. [132]. Jako deficyt
250HD3 przyjeto jej stezenia ponizej 20 ng/ml , a niedobor stanowit przedziat stezen od 21
do 29 ng/ml. Do badania wlaczono 304 pacjentow, w tym 111 z AITD, z ktérych 65 osob
mialo zdiagnozowana HT 1 46 - GD. Wyniki analizy s3 interesujace, poniewaz powyzsza
zalezno$¢ dotyczyta jedynie przeciwciat a/TPO tylko w grupie z AITD, natomiast nie
wykazano korelacji pomigdzy 250HD3 a obecno$cig przeciwcial przeciw receptorom dla
TSH (a/TSH-R; p = 0,127) w grupie z AITD i bez - AITD. Na podstawie wieloczynnikowej
analizy regresji po skorygowaniu z wiekiem, picig, BMI, obecnoscig zmian ogniskowych,
wola i cech przewleklego zapalenia gruczotu tarczowego w badaniu ultrasonograficznym i
czynno$ci hormonalnej tarczycy wykazano, ze 250HD3 jest niezaleznym czynnikiem
wplywajacym na obecnos$¢ dodatnich a/TPO [132].

Poprzednie badania dotyczyty populacji dorostych z HT. Niektore z analiz
przeprowadzone w grupie dzieci rdwniez wskazywaty na istnienie wyzej przedstawionych
korelacji. Camurdan i wsp. w grupie dzieci z HT, wykazali statystycznie istotng odwrotng
zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 250HD3 a dodatnimi a/TPO (R = - 0,3; p = 0,007) [134].

Podobne wyniki uzyskano w pracy Zaidman i wsp., gdzie obecno$¢ dodatnich przeciwciat
a/TPO 1 a/Tg byta statystycznie wyzsza w grupie dzieci z deficytem 250HD3, zdefiniowanym
jako stezenia pomigdzy 10-20 ng/ml w poréwnaniu do grupy ze stezeniem > 30 ng/ml [140].
Jak wspomniano powyzej, w dostepnej literaturze wyniki analiz korelacji pomiedzy
aktywnos$cig procesu autoimmunizacyjnego a stgzeniem 250HD?3 sg sprzeczne, cz¢$¢ z nich
nie potwierdza istnienia takiego zwigzku.

Chailurtit i wsp. wykazali, ze u pacjentow z dodatnimi a/Tg stezenie TSH bylo wyzsze,
podczas gdy stezenie 250HD3 bylo nizsze. W dodatku przewaga niedoboru 250HD3 w
grupie z dodatnimi a/Tg byla istotnie wyzsza niz w grupie z dodatnimi a/TPO i negatywnymi
a/Tg (p < 0,05). Jednakze po skorygowaniu z wiekiem i plcig status 250OHD3 nie korelowat z
dodatnimi a/Tg ani a/TPO [138].

Ciekawe wyniki przedstawiono w badaniu Zhang i wsp., w ktorym nie wykazano zwigzku
pomigdzy stanem 250HD3 i dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi (a/TPO i/lub

a/Tg) w analizie wieloczynnikowej logistycznej regresji po uwzglgdnieniu wieku, ptci, BMI i
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palenia tytoniu. Jednakze wysokie miana a/Tg, a/TPO oraz a/Tg i/lub a/TPO wystepowaly
znamiennie czeg$ciej w grupie chorych z deficytem witaminy D (< 20 ng/ml) w poréwnaniu z
grupg bez deficytu (odpowiednio: p = 0,008; p = 0,005; p = 0,004). Zatem stan deficytu
witaminy D byl niezaleznie zwigzany z wysokim mianem dodatnich przeciwciat
przeciwtarczycowych, co zdaniem autorow wymaga uwagi i uwzglednienia w analizach
prowadzonych w przysztosci [139].

Z kolei wyniki wspomnianego juz badania przeprowadzonego w Holandii przez
Effraimidisa i wsp. wykazaty, ze deficyt witaminy D nie jest zwigzany z wczesnymi stadiami
autoimmunizacji tarczycowej [137]. Stezenie 250HD3 nie bylo istotnie nizsze ani u 0sob
genetyczng predyspozycja do AITD, ani w grupie chorych z serokonwersja w zakresie a/TPO
de novo. Bylo to pierwsze badanie oceniajgce prospektywnie zwigzek pomiedzy stezeniem
250HD3 i autoimmunizacjg tarczycows, co zdaniem autordw, stanowi jego przewage w
stosunku do poprzednich badan przekrojowych. Autorzy podejmuja dyskusj¢ z wynikami
badania przeprowadzonego w Turcji przez Tamera i wsp., sugerujac ze rozbieznosci uzyskane
w tych dwoch pracach, moga wynika¢ z wplywu réznych czynnikéw $rodowiskowych.
Jednym z nich sg infekcje, ktére moga wspoldziata¢ z deficytem witaminy D we wzmacnianiu
ryzyka wystapienia autoimmunizacji tarczycowej. Udowodniony jest zwigzek niskich stezen
witaminy D ze sklonnoscig do zakazen wirusowych 1 retrowirusowych. W grupie kobiet
predysponowanych genetycznie do AITD, bez obecnoéci dodatnich przeciwciat
przeciwtarczycowych w momencie rekrutacji do badania stwierdzono statystycznie wyzsze
stezenia 250HD3 niz w grupie kontrolnej. Autorzy sugeruja, ze by¢ moze wysokie st¢zenia
250HD3 miaty dziata¢ protekcyjnie na uktad immunologiczny, chronigc przed wytwarzaniem
przeciwcial, a wiec przeciwdziatajac autoimmunizacji [137].
al Ocena stezenia 250HD3 w podQrupie pacjentow bedgcych w stadium eutyreozy, bez

leczenia |-tyroksyng a z obecnoscig podwyzszonych przeciwciat przeciwtarczycowych

Przeprowadzono takze analize oceniajacg stezenie 250HD3 w podgrupie pacjentow
Z podwyzszonymi przeciwciatami a/TPO i /lub a/Tg bedacych w stadium eutyreozy, bez
leczenia I-tyroksyng. Wyniki badania sa sprzeczne z powyzszymi, dotyczacymi pacjentow
z HT w calej grupie badanej 1 wskazujg na brak zaleznos$ci pomigdzy aktywnoscia
autoimmunizacyjnej choroby tarczycy a stezeniem 250HD3 w tej podgrupie.

Przeprowadzone zatem obserwacje mogg wskazywac, ze niedobor witaminy D ma istotny
wplyw na proces autoimmunizacyjny w grupie chorych z chorobg Hashimoto, ale juz w fazie
niedoczynnosci tarczycy. W konsekwencji najpewniej ta wlasnie grupa chorych moze odnies¢

najwiecej korzysci z leczenia lub suplementacji witaming D.
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W dostepnej literaturze brak jest badan mogacych potwierdzi¢ stuszno$¢ powyzszej hipotezy.
Jedynie badanie Bozkurta i wsp. zwraca na to uwagg, ale jednak nie przeprowadzono w nim
analiz zaleznoS$ci stezen przeciwciat przeciwtarczycowych z 25OHD3 w kazdej podgrupie
osobno, oceniajac je u wszystkich pacjentow HT, bez wzgledu na obecno$¢ leczenia I-
tyroksyng [17].

W  czeSci badan analizowano zwigzek pomiedzy dodatnimi przeciwcialami
a autoimmunizacyjng chorobg tarczycy w ogolnym ujeciu, skupiajac si¢ gtownie na badaniach
przy obecnosci przeciwciat przeciwtarczycowych. W badaniu  Shin i wsp. kryterium
wlgczenia do badania spetniali pacjenci z chorobg Hashimoto, chorobg Graves-Basedowa
i z AITD w stadium eutyreozy. Musieli jednak spetni¢ warunek braku leczenia l-tyroksyng
i lekami przeciwtarczycowymi. Badana grupa byla wigc niejednolita pod wzgledem oceny
czynnosci hormonalnej tarczycy [132].

Uzyskane wyniki w badaniu bedacym tematem pracy doktorskiej moga wynikad
charakteru badanej podgrupy. Jak wspomniano powyzej, na podstawie danych z literatury
nawet do 20% populacji, bez autoimmunizacyjnej choroby tarczycy, ma obecne podwyzszone
przeciwciata tarczycowe [142,143]. Z drugiej jednak strony nie mozna wykluczyé, ze w tej
grupie moga by¢ pacjenci z wczesnymi stadiami choroby Hashimoto, gdzie w miarg uptywu
czasu rozwinie si¢ hipotyreoza. Na ten wczesny etap choroby, jak sugeruja dane z literatury,

witamina D nie ma kluczowego wptywu [137].

4. Ocena zwigzku pomiedzy stezeniem 250HD3 a PTH, Ca i P w grupie pacjentéw
z choroba Hashimoto

al Zwiqzek pomiedzy steieniem 250HD3 a PTH w grupie badanej 7 chorobg Hashimoto

W przeprowadzonym badaniu wykazano statystycznie istotng korelacje pomigdzy
stezeniem 250HD3 a PTH w calej badanej grupie. Obserwacja ta jest zgodna
z mechanizmami regulacji hormonalnej i mineralnej w zakresie gospodarki wapniowo-
fosforanowej i homeostazy kostnej, gdzie nizszym stezeniom 250HD3 odpowiadaja wyzsze
(w granicach norm referencyjnych lub powyzej) stezenia PTH. W prezentowanym badaniu
korelacja ta jest ujemna i niezbyt silna. Nie wykazano natomiast istnienia statystycznie
istotnej zalezno$ci pomigdzy stezeniem 250HD?3 a stezeniem Ca i P.

W przeprowadzonych analizach wykazano takze dodatnig korelacj¢ pomigdzy stezeniem
250HD3 a wiekiem pacjentow oraz czasem trwania HT. W dostepnej literaturze nieliczne

analizy dotyczyly oceny stezenia PTH i zaburzen gospodarki Ca-P w przebiegu HT w
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zwigzku z stezeniami 250HD3 [132,136,141,145]. W badaniu Goswami i wsp. dokonano
oceny stezenia PTH w grupie chorych z AITD w aspekcie wystepowania pierwotnej
nadczynno$ci przytarczyc (PHPT). Wykazano, ze PHPT byla znamiennie czgstsza w
przypadku stezen 250HD3 < 10 ng/ml (25 nmol/l) w poréwnaniu z grupa chorych ze
stezeniami 250HD3 > 10 ng/ml (p < 0,001). Bylo to spdjne z wynikami innych badan w
populacji hinduskiej, ktore jednoznacznie wskazywaty na istnienie wptywu deficytu witaminy
D na wzrost stezenia PTH, zmniejszong absorpcj¢ wapnia w przewodzie pokarmowym i
uposledzenie gestosci mineralnej kosci [136]. Ciekawych wynikow dostarcza badanie
przeprowadzone w populacji Serbii przez Ignjatovic i wsp., w ktorym wykazano znamiennie
wieksza czestos¢ wystepowania PHPT w grupie chorych z HT niz w pozostatej populacji (p
< 0,05) [145]. W komentarzu autorzy przedstawiajg mozliwe patomechanizmy wptywu PTH
1 Ca na gruczot tarczowy i odwrotnie. W badaniach na ludziach i zwierzgtach wykazano, ze
zwigkszone endogenne stezenie Ca w przebiegu PHPT dziala jak czynniki wzrostowy na
rozw0j wola. Zatem, podwyzszone stezenie PTH i Ca s3 gldwnymi czynnikami taczacymi
PHPT i HT. Biorac jednak pod uwagg statystycznie matg liczbg pacjentow z HT, u ktérych
obserwuje si¢ podwyzszone stezenie PTH 1 Ca, rozwdj autoimmunizacji tarczycy u tych osob
jest raczej wynikiem genetycznych 1 Srodowiskowych czynnikow. Dowodéw na
autoimmunologiczny zwigzek pomig¢dzy HT a PHPT dostarcza, zdaniem autoréw, fakt
wykrycia u czesci chorych z PHPT obecno$ci przeciwciat przeciw przytarczycowych.
Uwazaja oni, ze u czesci pacjentow z HT, podwyzszone stgzenie PTH jest zwigzane z
przewlektym zapaleniem i z odpowiedzia ze strony uktadu immunologicznego w postaci
zdolnosci do produkeji cytokin oraz reakcja na ich obecnos¢. W HT wykryto min. obecnos¢
IL-1, IL-6 i IL-8, natomiast w przypadku PHPT- IL-6 oraz TNF-a. Z drugiej strony autorzy
zwracaja uwage na fakt znacznie czgdciej wystepujacych chorob gruczolu tarczowego u
kobiet. Powotujac si¢ na dane z literatury u kobiet po 50 roku zycia - 1/10, a po 60 roku zycia
- 1/6 kobiet rozwija niedoczynno$¢ tarczycy. W cytowanym badaniu autorzy wykazali
rownolegly wzrost st¢zenia a/TPO 1 PTH w grupie kobiet powyzej 60+12,6lat, jak réwniez
przewage wystgpowania PHPT w tej wilasnie grupie wiekowej w porownaniu do ogolnej
populacji. Czynnik wieku odgrywa role w tendencji do wzrostu PTH 1 zmniejszenia si¢
stezenia 250HD3, zwtaszcza u pomenopauzalnych kobiet. Zatem, idac za autorami badania,
nalezy zada¢ pytanie, czy autoimmunizacyjny proces w HT powoduje PTH i wzrost Ca, czy
raczej nadprodukcja PTH lub Ca wplywa na HT, czy raczej predyspozycja genetyczna jest tu
kluczowym czynnikiem wywotujacym obydwie patologie [145]. Odnoszac si¢ powyzszych

rozwazan, w prezentowanym badaniu gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za istotnie
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wyzsze st¢zenia PTH w grupie badanej w stosunku do kontrolnej najpewniej jest statystycznie
nizsze stezenie 250HD3 w grupie z HT. Z zalozenia wyltaczono z analizy osoby, u ktérych
wystepowaty zaburzenia gospodarki Ca-P oraz funkcji nerek, stad ocena wystepowania PHPT
nie byla mozliwa. Jedng z przyczyn wylaczenia z grupy badanej oséb z PHPT, byl fakt
czestego wystepowania niedoboru witaminy D u 0sob z tg patologia, co mogltoby mie¢ wptyw
na przeprowadzone w badaniu analizy. Statystycznie istotne podwyzszone st¢zenie PTH w
grupie badanej ma z pewno$cig zwiazek ze znamienng liczebno$ciowa przewaga kobiet
(92,9%) w stosunku do mezczyzn (7,1%). Blisko potowa badanych kobiet byta w wieku
okoto- i wczesnomenopauzalnym. Jak wspomniano powyzej ple¢ zenska, zwlaszcza w
okresie pomenopauzalnym predysponuje do wyzszych st¢zen PTH i nizszych 250HD3.

W badanej podgrupie pacjentow nie wykazano korelacji pomigdzy stezeniem PTH a niskimi
stezeniami 250HD3. Podobnie czas trwania choroby nie wplywal na stgzenie PTH. Brak
korelacji mozna ponownie ttumaczy¢ doborem pacjentéw do badanej podgrupy, czyli ich
przynaleznoscig do populacji z dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi bez AITD
lub stanowily ja osoby we wczesnych stadiach rozwoju HT, na ktorych wpltyw
patogenetyczny 250HD3 jest dyskusyjny [137,142, 143].

bl Zwigzek pomiedzy stgieniem 250HD3 a Ca i P w grupie 7 chorobg Hashimoto

Jak wspomniano powyzej przeprowadzone analizy nie wykazaly zwigzku pomiedzy
stezeniem 250HD3 a st¢zeniami Ca 1 P w catej grupie badanej i podgrupach pacjentow z HT
1 pacjentami w eutyreozie z dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi.

W badaniu przeprowadzonym przez Mackawy i wsp. wykazano, ze stezenie wapnia
zjonizowanego (Ca'™") jest znamiennie nizsze w grupie pacjentéw z niedoczynnoscia tarczycy
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0,000), zwtaszcza w grupie kobiet (ta sama obserwacja
dotyczyta stezenia 250HD3; p = 0,000). Zatem autorzy uwazali, ze niedoczynno$¢ tarczycy
ma zwigzek nie tylko z nizszym stezeniem 250HD3, ale i Ca™. Zwrdcili oni jednak uwage,
ze 1istotno$¢ statystyczna w przypadku nizszych stezen Ca w badanej grupie wynika
najpewniej z pomiaru Ca*™ jako aktywnej jego formy, podczas gdy stezenie Ca catkowitego
pozostaje niezmienione [141]. W badaniu tym nie odniesiono si¢ do stezen PTH i1 P. Z kolei w
analizie wykonanej przez Shin i wsp., ktora wykazala istotnie obnizone stezenie 250HD3
bedace w odwrotnej korelacji z podwyzszonymi a/TPO u chorych z AITD, nie stwierdzono
istotnych réznic w stezeniach Ca i P pomiedzy grupg z AITD a kontrolng - bez AITD
(odpowiednio: p = 0,095; p = 0,126) [132].Wyniki powyzszych analiz sg zbiezne z wynikami
w prezentowanym badaniu. Jak wspomniano powyzej, z badania bedace tematem pracy

doktorskiej wylaczono osoby z zaburzeniami gospodarki Ca-P. W ocenie zwigzku pomig¢dzy
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badanymi wskaznikami a stezeniem Ca, uwzgledniono jedynie jego stezenie catkowite. By¢

moze inne korelacje bytoby konsekwencjg oznaczenia stezenia Ca™".

5. Analiza zaleznoS$ci pomiedzy objetoscia gruczolu tarczowego oceniona w badaniu
ultrasonograficznym a stezeniem 250OHD3 w grupie pacjentow z autoimmunizacyjng
chorobag tarczycy
W prezentowanym badaniu wykazano istnienie statystycznie istotnej roznicy objetosci

gruczotu tarczowego w badaniu ultrasonograficznym w grupie chorych z HT a stezeniem

250HD3 (R =0,33; p < 0,001).W dostepnej literaturze niewiele jest obserwacji na ten temat i

sa one rozbiezne [17,153]. W czeSci prac postugiwano si¢ jedynie obrazem

ultrasonograficznym tarczycy w ocenie obecnos$ci charakterystycznych cech morfologicznych
dla HT, bez oceny jej objetosci [1352,135]. Do prezentowanego badania zostali wiaczeni
pacjenci z HT, u ktérych obraz ultrasonograficzny byt typowy dla przewlektego
autoimmunizacyjnego zapalenia tarczycy. Zaktadajac, ze niedobor witaminy D jest istotnym
czynnikiem w patomechanizmie autoimmunizacji tarczycowej, ktdrej nastepstwem jest
destrukcja narzadu, oceniono objeto$¢ tarczycy w grupie badanej i pordwnano z grupa
kontrolng. Uzyskane wyniki moga wskazywaé na istotng rol¢ niedoboru witaminy D w
destrukcji tarczycy. Nalezy jednak podkresli¢, ze z pewnoscig nie jest ona jedynym
czynnikiem, ale jednym z wielu. Bozkurt i wsp. we wpomnianym wczesniej badaniu roéwniez
wykazal pozytywna korelacj¢ pomiedzy stezeniem 250HD3 a objetoscia gruczolu
tarczowego (R = 0,145; p < 0,001). Podobnie inni autorzy obserwowali, ze im wigkszy
niedobor 250HD3 tym mniejsza tarczyca w ocenie ultrasonograficznej [17]. Zaleznos$¢ ta
dotyczyla pacjentow z HT w stadium niedoczynno$ci tarczycy wyrOwnanej terapig
substytucyjng l-tyroksyna oraz seropozytywnych pacjentow ze $wiezo rozpoznang choroba,

bedacych w stadium eutyreozy w stosunku do grupy kontrolnej. Autorzy ci podkreslaja, ze w

ocenie roznic objetosci tarczycy nalezaloby wzig¢ pod uwage takze zaopatrzenie w jod

(ewentualny niedobor jodu) [17].

W jednej z ostatnich publikacji autorstwa Bizzaro i wsp. zwrocono uwage, ze obnizone
stezenie 250HD3 (< 20 ng/ml) byto zwigzane z zwigkszong objetoscia tarczycy w obrazie
ultrasonograficznym [153].
al Analiza zaleinosci pomiedzy objetoscig gruczotu tarczowego oceniong w badaniu
ultrasonograficznym a steZeniem 250HD3 w podgrupie pacjentow bedgcych w eutyreozie,

bez leczenia |-tyroksyng, 7 obecnoscig dodatnich przeciwcial przeciwtarczycowych
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Na podstawie przeprowadzonej analizy w badanej podgrupie pacjentdéw nie wykazano
zwigzku pomiedzy stgzeniem 250HD3 a objetoscig gruczolu tarczowego w badanej
podgrupie pacjentow.

Jak wspomniano powyzej, r6znica w wynikach uzyskanych w catej grupie badanej moze
wynika¢ z przewagi chorych z chorobg Hashimoto, u ktérych wykazano powyzszg zaleznos¢ .
Nalezy takze powota¢ si¢ na cytowane juz dane z literatury, sugerujace mozliwg
przynalezno$¢ do tej podgrupy chorych z dodatnimi przeciwciatami reprezentujagcymi zdrowe;j
tyreologicznie populacji [97,142,143]. To mogtoby thumaczy¢ zbiezno$¢ analizy z wynikiem
dla grupy kontrolnej. Jedynym zaprzeczeniem tego faktu jest obecno$¢ typowych dla choroby
Hashimoto cech ultrasonograficznych w budowie gruczotu tarczowego w badanej podgrupie.
Najpewniej pacjenci z badanej podgrupy stanowiag populacj¢ we wcezesnym stadium choroby
Hashimoto, kiedy witamina D nie jest kluczowym czynnikiem w patofizjologii choroby, jak

sugerowano powyzej [137].

6. Analiza genu HLA-DRB1 u pacjentow z choroba Hashimoto i zwigzku jego alleli

ze stezeniem 250HD3

Geny kodujace glikoproteiny HLA znajdujg si¢ na chromosomie 6p21 [108]. Region ten
zawiera wiele genow odpowiedzialnych za odpowiedz autoimmunologiczng [108]. HLA i Il
odgrywaja gléwna rol¢ w prezentacji antygenu [108]. Pomiedzy regionem kodujacym I 1 II
klase MHC, jest usytuowany region klasy III. Wspoélnie z regionem klasy II jest brany pod
uwage w predyspozycji do wystapienia AITD [108]. Region HLA jest polimorficzny i wigze
si¢ z predyspozycja do chorob autoimmunizacyjnych lub wykazuje dziatanie ochronne przed
ich wystapieniem [154,155].

Czastki HLA 1I sa uaktywniane na powierzchni komoérek prezentujacych antygen i wigza
np. egzogenne antygeny. Limfocyty T rozpoznaja antygen, ulegaja aktywacji. Poprzez
interakcje z kompleksem zawierajagcym antygenowe biatka i molekute HLA odpowiadaja na
obecnos¢ antygenu [108]. Pierwsze badania dotyczace zwigzku HT z uktadem HLA w rasie
Kaukaskiej wykazaty, ze predyspozycja do HT jest zwigzana z HLA-DR3, -DR4, -DR5,
natomiast rol¢ ochronng przed wystapieniem choroby wykazuja HLADRI1, -DR7, -DR8 i -
DR13 [92,106]. W innych rasach odpowiedzialne za predyspozycje lub protekcje do
wystgpienia HT odpowiedzialne sg inne regiony HLA [95].

Menconi i wsp. wykazali jednak, ze predyspozycja do wystapienia HT jest zwigzana nie tyle
z konkretnymi regionami HLA, a raczej z pewnymi sekwencjami w obrgbie rdznych typoéw

HLA, czyli z tzw. kieszeniami wigzacymi biatka [156]. W badaniu przeprowadzonym w
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grupie oséb rasy Kaukaskiej z HT w porownaniu do grupy kontrolnej wykazano, ze sklonnos¢
do HT jest zwigzana z pewnym , kluczem” aminokwasowym, w ktorego sktad wchodzi: Tyr-
26, Tyr-30, Lys-71 i Arg-74. Natomiast dzialanie protekcyjne przed wystapienia HT
wykazuja: Leu-26, His-3, Arg-70, Arg-71 i GIn/Leu-74. Wszystkie allele genu HLA-DRB1
zwigzane z ryzykiem wystgpienia HT wplywajg niezaleznie na chorobe [156]. W HT
podatno$¢ kieszeni wigzacej peptydy jest duzo silniejsza niz jej potencjat do ochrony przed
choroba. Wiagze ona autoantygeny pochodzace ze specyficznych dla tarczycy biatek, jak
np. tyreoglobulina, ktore sg nastgpnie rozpoznawane przez receptory pozbawionych tolerancji
komorek T [156].

Jacobson i wsp. podjeli probe wyjasnienia, w jaki sposob molekuty HLA klasy II moga
nadawac¢ podatno$¢ na wystgpienie choréb autoimmunizacyjnych. Kazda molekuta HLA
klasy II ma zdolno$¢ do zwigzania od 650 do 2000 réznych, w tym wlasnych, biatek. Jezeli
zostang one rozpoznane przez aktywowane limfocyty T, ktore utracily tolerancje, moze dojs¢
do rozwoju autoimmunizacji, znacznie czg¢sciej niz do zjawiska ochrony gospodarza [157].
Podatnos¢ lub oporno$¢ w obrebie kieszeni wigzacej peptydy w HLA-DR, moze wptywaé na
selekcje biatek tyreoglobuliny, ktore zostaja przedstawione limfocytom T w inicjacji AITD
[157].

Jacobson i wsp. wysuneli hipotezg, ze Arg-74, ktora jest powszechna zaréwno
w kieszeniach wigzacych biatka w GD 1 HT, stanowi kluczowa pozycje do wigzania
peptydow. Wiegkszos$¢ interakcji bialek MCH klasy II jest zwigzanych z podatnoscia
aminokwasow w pozycji 71 1 74 tancucha . Autorzy podkreslaja, ze Arg-74 odgrywa glowna
rolg w stabilizacji tyreoglobuliny w obrgbie kieszeni wigzacej HLA-DR [157]. W publikacji
tej przedstawiono takze cztery biatka, bedace pochodnymi tyreoglobuliny, ktore maja wplyw
na rozwoj autoimmunizacji tarczycowej, jednym z nich jest Tg.2098-2112 [157]. Jak
wspomniano powyzej, dokonano prob oceny, czy obecno$s¢ pewnych alleli HLA-DRB1
predysponuje do rozwoju HT, a innych moze dziata¢ protekcyjne. Wyniki analiz sa
niejednoznaczne [93,108,158,159]. Niektore badania nie wykazaly zadnej korelacji pomiedzy
wystepowaniem HT a allelami HLA-DRB1 [159].

Jednym z badan, w ktérym wykazano istotnie czgstsze wystgpowanie allela DRB1*04
(DRB1*04:05) u pacjentéw z choroba Hashimoto byta analiza przeprowadzona w populacji
greckiej. Z kolei wystgpowanie allela DRB1*07 byto znamiennie nizsze [158]. W badaniu
przeprowadzonym w Tunezji w grupie chorych z AITD, znamiennie czg$ciej natomiast

wystepowaty allele -DR11 i -DR12 [160].

116



Proby  wyjasnienia zwigzku pomig¢dzy autoimmunizacjag a wystgpowaniem  alleli
DRB1*04 podjat si¢ Schonland i wsp. [161]. Wysuni¢to teze, ze u 0soéb z takimi allelami
dochodzi do skrocenia telomerow w komoérkach CD4+ i granulocytach w ciggu pierwszych
dwoéch dekad zycia. Proces ten skutkuje przyspieszeniem starzenia si¢ procesu replikacji tych
komorek. Konsekwencja tego moze by¢ zmniejszeniu  skutecznosci  ukladu
immunologicznego w zakresie odpowiedzi na antygen i utrata jego funkcji ochronnej [161].
W badaniu bgdacym przedmiotem pracy doktorskiej obecno$¢ allela DRB1*15:01 byta
istotnie mniejsza, czyli ryzyko znalezienia si¢ w grupie z HT byla ponad dwukrotnie nizsze
niz w grupie kontrolnej. Natomiast znamiennie ponad dwukrotnie wyzsze ryzyko wystapienia

HT w stosunku do grupy kontrolnej powodowata obecnos¢ allela DRB1*11:04.

Wykazano takze, ze stgzenia 250HD3 odpowiadajace jej prawidtowemu wyréwnaniu byly
istotnie wyzsze w obecnosci allela DRB1*13:03. Z kolei nie stwierdzono statystycznie
istotnej rdznicy w rozktadach stezen 250HD?3 (podzial na stezenia deficytowe, suboptymalne
1 odpowiadajace prawidlowemu wyrdéwnaniu) w zaleznosci od wystgpienia lub braku u
chorego danego allela.

Jak wspomniano powyzej obecno$¢ HLA-DR13 moze dziata¢ protekcyjnie na wystapienie
HT [93,108]. By¢ moze zatem jednym z kierunkow tego protekcyjnego dziatania jest
sktonno$¢ do wyzszych stezen 250HD3 u pacjentéw z HT. W dostepne;j literaturze brak jest
doniesien na temat zwigzku 250HD3 z allelem DRB1*13:03, jak réwniez z obecnoscia
innych alleli genu HLA-DRBL. Intepretacja uzyskanych wynikéw badan nie upowaznia do
wysunigcia jednoznacznych wnioskéw ze wzgledu na matg liczebnosciowo grupe badana.
Powyzsze obserwacje z pewnos$cia wymagaja przeprowadzenia dalszych badan i1 maja
charakter doniesien wstgpnych.

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczacy postep w wyjasnieniu 1 zrozumieniu
wielokierunkowego dziatania witaminy D w uktadzie immunologicznym. Obecno$¢ w tym
uktadzie VDR, jak rowniez enzymoéw bioracych udzial w metabolizmie witaminy D dowodzi
jej modulujacej aktywno$ci procesy immunologiczne [5,6 62-66]. Przedstawione dziatania
witaminy D w uktadzie immunologicznym daja podstawy do prowadzenia badan nad jej
zwigzkiem z chorobami autoimmunizacyjnymi, w tym nad autoimmunizacyjnym zapaleniem
tarczycy, czyli choroba Hashimoto. Konieczno$¢ skierowania uwagi na ten problem jest
zwigzana z obserwowanym zwickszeniem zachorowan na HT w ostatnich latach, zwltaszcza u
kobiet w wieku reprodukcyjnym. Niedobor i deficyt witaminy D jest zjawiskiem o zasi¢gu

globalnym. Przytoczone fakty uzasadniajag poszukiwanie zwigzku pomigdzy niskimi
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stezeniami witaminy D a wystepowaniem HT. Jednoznaczne wykazanie korelacji, a w
konsekwencji wprowadzenie zalecenia do leczenia/suplementacji witaminy D mogloby
przeciwdziata¢ nasilonemu procesowi autoimmunizacyjnemu, a moze nawet ograniczy¢

zwiekszong zachorowalno$¢ na HT.
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7. WNIOSKI KONCOWE

Przeprowadzone badanie wskazuje na czeste wystgpowanie niedoboru witaminy D

u pacjentow z chorobg Hashimoto i nalezy sadzi¢, ze moze on mie¢ niekorzystny wptyw na
przebieg choroby. Obserwacja dotyczy zwlaszcza pacjentdéw z niedoczynnos$cig tarczycy,
wymagajacych terapii 1-tyroksyng w przebiegu aktywnej choroby Hashimoto. Uzasadnia to
wskazania do monitorowania st¢zenia 250HD3 u chorych z chorobag Hashimoto. Mozna
zatem przypuszczaé, ze zastosowanie suplementacji/leczenia natywng witaming D w tej
grupie pacjentow mogloby mie¢ korzystny wplyw na przebieg choroby oddzialujac na
ograniczenie nieprawidtowej odpowiedzi autoimmunologiczne;.

Whioski szczegélowe

1. W przeprowadzonym badaniu wykazano istotnie nizsze st¢zenia 250HD3 u pacjentow
z chorobg Hashimoto w stosunku do grupy kontrolnej; nie wykazano takiej zalezno$ci
w podgrupie pacjentow z podwyzszonymi st¢zeniami przeciwcial przeciwtarczycowych,
bedacymi w stadium eutyreozy, bez leczenia I-tyroksyna.

2. Wickszos¢ pacjentow z HT charakteryzowato si¢ obnizonym stezeniem 250HD3
(78,06 %), gléwnie w zakresie stezen suboptymalnych.

3. W podgrupie pacjentow z niedoczynnoscig tarczycy w przebiegu HT, wymagajacych
leczenia I-tyroksyng wykazano istotnie nizsze stezenia 250HD3 niz w podgrupie os6b
z HT, bedacych w stadium eutyreozy, bez leczenia 1-tyroksyng. Obserwacja ta moze
sugerowac, ze niedoczynnosci tarczycy w przebiegu HT sprzyja stan obnizonego st¢zenia
250HD3.

4. W calej badanej grupie chorych z HT wykazano istotng zalezno$§¢ pomiedzy stezeniem
przeciwciat przeciwtarczycowych a/TPO i a/Tg a obnizonym stezeniem 250HD3.
Podobnej korelacji nie wykazano dla podgrupy pacjentow z podwyzszonymi
przeciwciatami, bedacych w eutyreozie i nie wymagajacych leczenia I-tyroksyna. Mozna
zatem wnioskowac, ze pacjenci z aktywng HT w stadium niedoczynnoS$ci sg szczegdlnie
podatni na wystepowanie niedoboru witaminy D 1 ta wlasnie grupa moze odnie$c
szczegolne korzysci z wyrdwnania tego niedoboru.

5. Wykazano, ze st¢zenie 250HD3 obniza si¢ wraz z czasem trwania HT; nie wykazano
takiej zalezno$ci w podgrupie pacjentow bedacych w eutyreozie, bez leczenia I-tyroksyna,
z dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi. Obserwacja ta sugeruje to, ze obnizone

stezenie 250HD3 mie¢ modulujacy wpltyw w poOzniejszym czasie trwania choroby,
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poglebiajgc nieprawidtowsg odpowiedz uktadu immunologicznego. Wymaga to jednak
przeprowadzenia dalszych badan.

. Nie wykazano znaczacego wpltywu obnizonego stezenia 250HD3 na zaburzenia
gospodarki wapniowo- fosforanowej w badanej grupie pacjentoéw z HT. Grupa badana
charakteryzowata si¢ istotnie wyzszg mediang stezen PTH w stosunku do grupy kontrolnej,
co moze mie¢ zwigzek z nizszymi stezeniami 250HD3 w grupie badanej, ale nie
powodowata zaburzen w zakresie stezen Ca i P.

. W przyprowadzonej analizie genu HLA-DRB1 nie stwierdzono statystycznie istotnej
roznicy w rozktadach stezen 250HD3 w zaleznosci od wystgpienia lub braku u chorego
danego allela. Nie wykazano roznic w stezeniach 250HD3 pomiedzy allelami
zwigkszajacymi ryzyko wystapienia HT (DRB1*11:04) oraz wystgpienie alleli, ktorych
obecno$¢ zmniejszataby to ryzyko (DRB1*¥15:01). Jednakze analizy przeprowadzone
w matlej liczebnosciowo grupie badanej nie pozwalaja wysunaé jednoznacznych

whnioskow.
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8. STRESZCZENIE

Wstep: Niedobor witaminy D jest problemem o zasiegu epidemiologicznym na $wiecie.
Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na jej korzystny wplyw dotyczacy wielu
procesoOw zachodzacych w organizmie cztowieka. Niedobdr witaminy D jest uwazany za
czynnik ryzyka m.in. choréb nowotworowych, sercowo-naczyniowych, metabolicznych,
autoimmunizacyjnych, niektoérych neurologicznych i psychiatrycznych.

Wykrycie obecnos$ci receptorow dla witaminy D (VDR) w wiekszosci komorek ludzkiego
organizmu, w tym w uktadzie odpornosciowym, spowodowato rozwoj badan nad wplywem
witaminy D na fizjologiczne i patologiczne procesy zachodzace w naszym organizmie. Poza
udokumentowang rolg witaminy D w gospodarce wapniowo-fosforanowej i wptywie na
tkanke kostna, przedmiotem zainteresowan w ostatnich latach jest jej dziatanie plejotropowe,
dotyczace m.in. choréb autoimmunizacyjnych. Przewlekle autoimmunizacyjne zapalenie
tarczycy, inaczej] nazywane chorobg Hashimoto, stanowi jedng 2z najczestszych
endokrynopatii o podlozu autoimmunizacyjnym jak réwniez najczgstszg postacé zapalenia
tarczycy i jej niedoczynnosci. Rozpoznanie choroby opiera si¢ na stwierdzeniu
niedoczynno$ci tarczycy oraz obecno$ci krazacych we krwi przeciwciat przeciwko
antygenowi tarczycowemu: przeciw peroksydazie tarczycowej (a/TPO) oraz/lub przeciw
tyreoglobulinie (a/Tg).

Obserwowany w ostatnich latach wzrost zachorowan na HT u coraz mtodszych oséb,
wymaga poszukiwania czynnikow mogacych mie¢ wpltyw na jej rozwdj. Jednym z nich moze
by¢ niedoboér witaminy D. Wskaznikiem oceny zaopatrzenia organizmu w witaming D jest
stezeniem jej metabolitu — hydroksycholekalcyferolu, czyli 250HD3.

W 2013 roku Zespot Ekspertow okreslit nowe kryteria diagnostyczne charakteryzujace
stan zaopatrzenia organizmu w witamine D dla populacji Europy Srodkowej. Za deficytowe
uznano stezenia 250HD3 < 20 ng/ml (< 50 nmol/l), suboptymalne zaopatrzenie stanowig 20-
30 ng/ml (50-75 nmol/l), natomiast stezenia pomiedzy 30-50 ng/ml (75-125 nmol/l)
okreslono jako prawidtowe dla zapewnienia oczekiwanych plejotropowych efektorow
dzialania witaminy D.

Glownym celem pracy jest ocena wplywu niedoboru witaminy D na przebieg choroby
Hashimoto u chorych w wojewodztwie §wigtokrzyskim. Poza tym dokonano oceny zwigzku
obnizonego stezenia 250HD3 z aktywnos$cig HT na podstawie obecnos$ci przeciwciat
przeciwtarczycowych a/TPO i a/Tg. Przeprowadzono analiz¢ stezenia 250HD3 w badane;j

grupie bioragc pod uwage wpltyw wieku pacjentéw, czas trwania choroby HT oraz stan
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czynnosciowy gruczotu tarczowego. Dokonano takze oceny jej wpltywu na stg¢zenia PTH, Ca
I P w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej. Przeprowadzono probe oceny zwigzku
obnizonego stezenia 250HD3 z objgtosciag gruczotu tarczowego w ocenie ultrasonograficzne;.
U czg$ci badanych przeprowadzono analize mutacji w genie HLA-DRBI, bioragcym udziat w
procesie regulacji odpowiedzi immunologicznej. Z badanej grupy pacjentow z chorobg
Hashimoto wyodrebniono podgrupe os6b z dodatnimi przeciwciatami przeciwtarczycowymi
a/TPO i/lub a/Tg, bedacych w stadium eutyreozy, bez leczenia I-tyroksyng. Powyzsze analizy
przeprowadzono réwniez w tej podgrupie.

Material i metody: Wszyscy pacjenci byli leczeni w Poradni i Klinice Endokrynologii
Swietokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach, gdzie rowniez przeprowadzono badania
laboratoryjne i ultrasonograficzne. Cze¢s$¢ dotyczaca badan genetycznych byta realizowana w
Pracowni Badan Genetycznych Katedry i Kliniki Endokrynologii UJ Collegium Medicum. Po
otrzymaniu szczegoétowych informacji dotyczacych projektu badawczego 1 wyrazeniu
pisemnej zgod¢ na uczestnictwo w badaniu, pacjenci byli poddani wstgpnej weryfikacji
lekarskiej, a nastgpnie zakwalifikowani do przeprowadzenia niezbgdnych analiz
biochemicznych i ultrasonograficznych. W surowicy krwi oznaczono st¢zenie 250HD3, TSH,
a/TPO, a/Tg, Ca i P, w osoczu krwi zylnej — stezenie PTH. Probki krwi pobierano na czczo w
godzinach porannych, pomigdzy godzing 7.00 a 10.00.

W badaniu wzigto udziat tacznie 310 dorostych oséb powyzej 18 roku zycia, 155 0sob
z chorobg Hashimoto, w tym 144 kobiety ($r. wiek 49,43 + 18,16 lat) i 11 mezczyzn ($r. wiek
58,28 + 16,98 lat) oraz 155 zdrowych osob, w tym 139 kobiet ($re. wiek 48,76 + 16,76 lat)
i 16 megzczyzn ($r. wiek 55,80 + 16,11 lat).

Grupe badang, ktérg stanowili pacjenci z podwyzszonymi st¢zeniami przeciwcial
przeciwtarczycowych (a/TPO i/lub a/Tg) podzielono na dwie podgrupy w zalezno$ci od
czynnosci hormonalnej gruczotu tarczowego: chorzy z chorobg Hashimoto w stadium
niedoczynnosci tarczycy w trakcie leczenia substytucyjnego preparatami I-tyroksyny (H) oraz
chorzy w stadium eutyreozy, bez leczenia I-tyroksyng (E). Podgrupe H stanowito 110 chorych
($r. wieku 49,85 + 16,99 lat), natomiast podgrupe E — 45 chorych ($r. wieku 49,78 + 13,89
lat). W podgrupie H byli pacjenci z wyréwnang niedoczynnoS$cig tarczycy w trakcie terapii
I-tyroksyng — 107 o0sob, jedynie u trzech 3 o0so6b stwierdzono w niewielkim stopniu
podwyzszone stgzenia TSH: 11,24 ulU/ml, 7,89 pulU/ml, 5,92 pIU/ml.

Wyniki: Mediana stezen 250HD3 w grupie badanej pacjentow z HT byta istotnie nizsza w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0,006). Mediana stezenia 250HD3 w grupie Hashimoto
wynosita 23,20 ng/ml przy zakresie kwartylowym od 18,60 do 29,00, podczas gdy w grupie

122



kontrolnej wynosita 25,60 ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od 21,01 do 31,35. Natomiast
w podgrupie E nie wykazano istotnej réznicy median 250DH3 w stosunku do grupy
kontrolnej (p = 0,403). Mediana stezenia 2SOHD3 w podgrupie E wynosita 28,7 ng/ml, przy
zakresie kwartylowym 21,40 do 33,20.

Mediana stezen TSH w grupie badanej byta znamiennie wyzsza niz W grupie kontrolnej,
a w podgrupie E nie rdoznita si¢ istotnie od mediany TSH w grupie kontrolnej (odpowiednio:
p <0,001ip=0,118) Mediana stezenia TSH w grupie badanej wynosita 1,87 ulU/ml, przy
zakresie kwartylowym od 1,10 do 2,70, natomiast mediana st¢zenia w grupie kontrolnej
wynosita 1,37 ulU/ml, przy zakresie kwartylowym od 0,91 do 1,92.

Grupa badana pacjentow z HT charakteryzowata si¢ istotnie wyzszg mediang stezen PTH
w stosunku do grupy kontrolnej, czego nie stwierdzono w podgrupie E (odpowiednio:
p <0,001ip =0,175). Mediana stezenia PTH w grupie badanej z HT wynosita 62,30 pg/ml
wobec zakresu kwartylowego od 51,05 do 76,35, a w grupie kontrolnej — 54,90 pg/ml, przy
zakresie kwartylowym od 37,10 do 65,30.

Mediany st¢zen wapnia i fosforu pomiedzy analizowanymi grupami nie rdznily si¢ istotnie
(dla grupy badanej: p = 0,484 i p = 0,138 ; dla podgrupy E: p = 0,335 i p = 0,455).

Pomigdzy cala grupag badang 1 kontrolng wykazano wystgpowanie statystycznie
znamiennych réznic median objetosci catkowitej gruczotu tarczowego (VC), jak rowniez ptata
prawego (V PP) i lewego (V LP) w ocenie ultrasonograficznej (p < 0,001). Mediany
objetosci catkowitej tarczycy oraz kazdego z platow osobno, byty istotnie mniejsze niz
w grupie kontrolnej. W grupie badanej warto$¢ mediany VC wynosita 9,71 ml, przy zakresie
kwartylowym od 7,39 do 14,75. W grupie kontrolnej mediana V¢ stanowita 18,54 ml, wobec
zakresu kwartowego od 12,86 do 24,18. Mediana V PP w grupie badanej z HT wynosita 5,11
ml, przy zakresie kwartylowym od 3,91 do 7,73, a w grupie kontrolnej byta wyzsza i wynosita
10,07 ml wobec zakresu kwartylowego od 7,02 do 12,75. Mediana V LP w grupie badanej
stanowita 4,50 ml, gdzie zakres kwartylowym zawieral si¢ w przedziale od 3,19 do 6,68
1 r6znifa si¢ istotnie od mediany V LP w grupie kontrolnej, ktora wynosita 8,97 ml przy
zakresie kwartylowym od 5,78 do 11,72.

Podobne wyniki uzyskano dla podgrupy E (p < 0,001). W badanej podgrupie mediana V¢
wynosita 13,84 ml, przy zakresie kwartylowym od 9,36 do 19,24 , mediana V PP 7,11 ml,
wobec zakresu kwartylowego od 5,02 do 10,11, natomiast mediana V LP wynosita 6,11 ml,
przy zakresie kwartylowym od 4,13 do 9,79.

Nie wykazano zwigzku pomiedzy wiekiem a stgzeniem 250HD3 w calej grupie badanej

z HT, jak rowniez w podgrupie E (odpowiednio: p = 0,143, p = 0,245).
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W ocenie wplywu czasu trwania choroby na stezenie 250HD3 wykazano istotng, $rednio
silng 1 ujemng korelacj¢ pomiedzy tymi danych w grupie pacjentéw z HT (p < 0,001).
Natomiast nie wykazano istotnej korelacji pomigdzy czasem trwania choroby a stezeniami
250HD3 w grupie oséb z czasem trwania choroby nieprzekraczajacym jednego roku, jak
réwniez w grupie osOb z czasem trwania choroby nieprzekraczajacym dwoch lat (p = 0,223
I p=0,295). Korelacja ta nie dotyczyta takze pacjentow z podgrupy E (p =0,163) .

Analiza oceny zalezno$ci pomigdzy stgzeniem 250HD3 w obrebie grupy badanej z HT
a stanem czynno$ciowym gruczotu tarczowego (podgrupa H vs. podgrupa E) wykazala
wystepowanie istotnie nizszych stgzen 250HD3 w grupie pacjentow z niedoczynnoscia
tarczycy w trakcie leczenia I-tyroksyng w stosunku do osoéb w stadium eutyreozy, bez takiej
terapii (p < 0,001). Mediana stezen 250HD3 w podgrupie H wynosita 21,50 ng/ml, przy
zakresie kwartylowym od 17,80 do 27,30, natomiast w podgrupie E mediana st¢zen 250HD3
stanowita 28,70 ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od 21,40 do 33,02.

W ocenie zwiazku stezenia 250HD3 z aktywnos$cia HT na podstawie stezen przeciwciat
przeciwtarczycowych a/TPO i a/Tg w podgrupie chorych z wartosciami przeciwciat
zawierajagcymi si¢ w granicach norm referencyjnych (a/TPO ponizej i rowne 35 IU/ml oraz
a/Tg ponizej i rowne 40 IU/ml) stwierdzono istotnie wyzsze stg¢zenia median 25OHD3 niz
w podgrupie pacjentow, u ktorych wartosci a/TPO i a/Tg byly podwyzszone (odpowiednio:
p = 0,001, p < 0,001). Wyniki dotyczg takze analizy bezwzglednych wartosci stgzen a/TPO
i /Tg. Mediana stezen 250HD3 w podgrupie chorych z a/TPO < 35 IU/ml wynosita 32,0
ng/ml, przy zakresie kwartylowym od 25,63 do 37,68. Z kolei mediana st¢zen w podgrupie
chorych z a/TPO > 35 IU/ml stanowita 22,10 ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od 18,10
do 28,40. Mediana stezen 250HD3 w podgrupie chorych z a/Tg < 40 IU/ml wynosita 28,70
ng/ml, przy zakresie kwartylowym od 23,20 do 32,70. Z kolei mediana st¢zen w podgrupie
chorych z a/Tg powyzej 40 IU/ml stanowita 20,20 ng/ml, wobec zakresu kwartylowego od
15,40 do 23,60. Natomiast w podgrupie E nie wykazano wystepowania istotnej korelacji
pomiedzy stezeniem 250HD3 a przeciwciatami a/TPO i a/Tg (odpowiednio: p = 0,198
ip=0,879).

W ocenie zwigzku pomiedzy stezeniem 250HD3 a PTH w grupie badanej z HT wykazano
istotng, ujemna i niezbyt silng korelacj¢ pomigdzy tymi zmiennymi (R = -0,21; p = 0,009).
Natomiast niec wykazano podobnej zaleznosci dla podgrupy E (p = 0,277). W zakresie st¢zen
Ca i P nie wykazano istotnej zaleznosci ze stgzeniem 250HD3 w catej grupie badanej, jak

I podgrupie E (odpowiednio: p =0,6431p=0,536; p=0,304ip=0,574).
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W catej grupie badanej wykazano wystepowanie istotnej zaleznosci pomigdzy stezeniem
250HD3 a Vc, jak rowniez V PP i V LP w ocenie ultrasonograficznej ( p < 0,001).

Natomiast zarowno w podgrupie E, jak i grupie kontrolnej natomiast nie wykazano istotnej
wspotzaleznosci pomiedzy tymi zmiennymi (podgrupa E: p = 0,685, p = 0,843, p= 0,151 oraz
grupa kontrolna: p = 0,698, p = 0,733, p = 0,786).

Analizy genu HLA-DRB1 dokonano u czesci (N = 71) 0sob w obrgbie grupy badanej z HT.
W badanej grupie najczesciej wystepujacym allelem byl DRBI1*07:01. Nastepnymi
w kolejnosci najczesciej stwierdzanymi allelami byty DRB1#01:01 oraz DRB1*11:01. Do
grupy najrzadziej wystepujacych alleli nalezaty: DRB1*04:07, DRB1*08:04, DRB1*11:03,
DRB1*15:02, DRB1*16:01.

Stwierdzono, ze pojawienie si¢ allela DRB1*11:04, dla ktorego $rednie stezenie 250OHD3
wynosito 22,97 ng/ml bylo istotnie wyzsze w badanej grupie niz w grupie kontrolnej
(p = 0,002). Iloraz szans wskazuje, ze obecnos¢ allela DRB1*11:04 wskazuje na ponad
dwukrotnie wyzsze ryzyko wystgpienia choroby Hashimoto niz w grupie os6b zdrowych.
Natomiast obecno$¢ allela DR-B1*15:01, dla ktérego $rednie stezenie 250HD3 wynosito
23,87 ng/ml byta istotnie nizsza w grupie badanej niz w grupie kontrolnej (p = 0,009). lloraz
szans wskazuje, ze w przypadku obecnosci tego allela ryzyko znalezienia si¢ w grupie
chorych zmniejsza si¢ ponad dwukrotnie. Niewielki roznice w stezeniach 250HD3 pomigdzy
analizowanymi allelami nie pozwalajg na wykazanie ich zwigzku ze stezeniami 250HD3.

Oceniajac zalezno$¢ pomiedzy Srednimi stezeniami 250HD3 a analizowanymi allelami
genu HLA-DRB1 wykazano, ze stezenia 250HD3 odpowiadajace jej prawidtowemu
wyrownaniu byly istotnie wyzsze w obecnosci allela DRB1*13:03. W zakresie stezen
250HD3 odpowiadajacych deficytowi lub stezeniom suboptymalnym w analizowanych
allelach wykazano istotne roznice pomigdzy poszczegdlnymi analizowanymi allelami, ale
uzyskane wyniki nie pozwalaja na wskazanie, ktore z nich moglyby predysponowaé do
obnizonych st¢zen 250HD3.

Whioski: Przeprowadzone badanie wskazuje na istotnie czeste wystgpowanie niedoboru
witaminy D u pacjentow z chorobg Hashimoto i jego niekorzystny wptyw na przebieg
choroby. Obserwacja dotyczy zwlaszcza pacjentow 2z niedoczynno$cig tarczycy,
wymagajacych terapii I-tyroksyna w przebiegu aktywnej choroby Hashimoto. Moze to
stanowi¢ uzasadnienie wskazan do oceny stezenia 250HD3 u chorych z chorobg Hashimoto
1 daje nadzieje, ze zastosowanie suplementacji/leczenia natywng witaming D w tej grupie

chorych mogltoby mie¢ korzystny wptyw na przebieg procesu autoimmunizacyjnego.
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9. SUMMARY

Introduction: Vitamin D deficiency is a problem with an epidemiological range in the world.
The results of this study indicate its beneficial effects for many processes in the human body.
Vitamin D deficiency is considered a risk factor for such diseases such as cancer,
cardiovascular, metabolic, autoimmune diseases, certain neurological and psychiatric
disorders.

Detection of the presence of vitamin D receptor (VDR) in most cells in the human body,
including the immune system led to the development of research on the effects of vitamin D
in physiological and pathological processes in our body. In addition to the documented role of
vitamin D in calcium-phosphate economy and the impact on bone tissue, the subject of
interest in recent years is its pleiotropic effects, concerning, among others autoimmune
diseases. Chronic autoimmune thyroiditis, also known as Hashimoto's thyroiditis, is one of the
most common autoimmune endocrinopathy, as well as the most common form of thyroiditis
and its hypothyroidism. The diagnosis is based on the finding of hypothyroidism and the
presence of circulating antibodies against the thyroid antigen: anti-thyroid peroxidase (a/
TPO) and/or anti-thyroglobulin (a/Tg).

The increasing rate of HT in younger and younger people that is observed in recent years,
needs searching for factors that may affect its development. One of them may be vitamin D
deficiency. The indicators for the evaluation of the body supply of vitamin D is the
concentration of its metabolite — hydroxycholecalciferol, or 250HD3. In 2013 the Panel of
Experts described the new diagnostic criteria characterizing the state of the body's supply of
vitamin D for the population of Central Europe. For the deficit concentration it was 250HD3
concentration <20 ng/ml (<50 nmol/l), the suboptimal one is 20-30 ng/ml (50-75 nmol/l)
while the concentration between 30-50 ng/ml (75-125 nmol/l) was determined as valid to
ensure the expected pleiotropic effectors of vitamin D.

The main aim of the study is to assess the influence of vitamin D deficiency on the course of
Hashimoto's disease in patients from the region of Kielce. Apart from this, | examined the
relationship of decreased level of 250HD3 with HT activity based on the presence of
antibodies and a/TPO and a/Tg. The 250HD3 concentration analysis was performed in the
examined group taking into account the impact of patients’ age, disease duration of HT and
functional status of the thyroid gland. Its effects on PTH, Ca and P in the test group, relative
to the control group, were also assessed. The trial of assessing the relationship between

250HD3 decreased level and the thyroid gland volume in ultrasound examination was
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conducted. In some patients the mutations analysis were carried out in the HLA-DRB1 gene
involved in the regulation of immune response. From the study group of patients with
Hashimoto's thyroiditis, a subgroup of patients with positive thyroid antibodies a/TPO and/or
a/Tg at the stage of euthyroid was chosen, without I-thyroxine treatment. The above analysis
was also carried out in this subgroup.

Material and Methods: All patients were treated in the Holy Cross Cancer Center in Kielce
at the Clinic of Endocrinology, where there were also conducted laboratory and ultrasound
tests. The part relating to genetic testing was carried out in the Laboratory of Genetic
Research at the Department of Endocrinology, Jagiellonian University Medical College. After
receiving detailed information on the research project and receiving a written consent to
participate in the study, the patients were given an initial medical verification, and then
qualified to carry out the necessary biochemical and ultrasound analysis. In the blood serum
concentration it was determined 250HD3, TSH, a/TPO, a/Tg, Ca and P concentration in
venous plasma — PTH. The blood samples were taken on an empty stomach in the morning,
between 7.00 and 10.00 a.m. The study involved a total of 310 adults over 18 years of age,
155 people with Hashimoto's thyroiditis, including 144 women (age of 49,43 + 18,16 years)
and 11 men ( age of 58,28 + 16,98 years) and 155 healthy people, including 139 women (age
48,76 £ 16,76 years) and 16 men (age of 55,8 = 16,11 years). The test group that consisted of
patients with elevated levels of antibodies (a/TPO and/or a/Tg) was divided into two sub-
groups depending on the hormonal activity of the thyroid gland: patients with Hashimoto's
hypothyroidism in stages during the substitution therapy with L-thyroxine (H) and euthyroid
sick stage without treatment of I-thyroxine (E). The H subgroup consisted of 110 patients (age
of 49,85 + 16,99 years), while the E subgroup — 45 patients (age of 49,78 + 13,89 years). In
the H subgroup there were patients with compensated hypothyroidism during treatment with
I-thyroxine — 107 people and only three 3 patients had slightly elevated levels of TSH: 11,24
microlU/mL, 7,89 microlU/mL, 5,92 microlU/ml.

Results: The median of 250HD3 concentrations in the study group of patients with HT was
significantly lower compared to the control group (p = 0,006). The median concentration of
250HD3 in Hashimoto group was 23,20 ng/ml quartile range from 18,60 to 29,00, while in
the control group it was 25,60 ng/ml, compared to quartile range of 21,01 to 31,35. However,
the E subgroup showed no significant difference in the median of 250DH3 related to the
control group (p = 0,403). The median of 250HD3 concentration in the E subgroup was 28,7
ng/ml at the quartile range of 21,40 - 33,20.
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The median of TSH serum in the test group was significantly higher than in the
control group and subgroup E did not differ significantly from the median of TSH in
the control group (p <0,001 and p = 0,118), the median of TSH levels in the study
group was 1,87 microlU/ml and the quartile ranged from 1,10 to 2,70, and the median
concentration in the control group was 1,37 microlU/ml at quartile range from 0.91 to
1.92.

The study group of patients with HT characterized by significantly higher median
levels of PTH compared to the control group, which is not found in the E subgroup (p
<0,001 and p = 0,175). The median concentration of PTH in the test group with HT
was 62,30 pg/ml to quartile range of 51,05 to 76,35, and the control group — 54,90
pg/ml and the quartile range from 37,10 to 65,30. The median of calcium and
phosphorus concentrations between the analyzed groups did not differ significantly
(for the study group: p = 0,484 and p = 0,138; for the E subgroup: p = 0,335 and p =
0,455). Between the test group and the control group it was demonstrated the existence
of significant differences in median of the total volume of the thyroid gland (\Vc) as
well as right lobe (V PP) and left one (V LP) in the ultrasound examination (p
<0,001). The median of the total volume of each of the thyroid lobes apart, were
significantly lower than in the control group. In the test group the median value of V¢
was 9,71 ml and the quartile range from 7,39 to 14,75. In the control group, the
median V¢ constituted 18,54 ml, quartile range from 12,86 to 24,18. The median of V
PP in the study group with HT was 5,11 ml, and quartile range of 3,91 to 7,73, and in
the control group it was higher and amounted to 10,07 ml with quartile range from
7,02 to 12,75. The median of V LP in the study group was the 4,50 ml, where the
range quartile ranged from 3,19 to 6,68, and differed significantly from the median of
V LP in the control group, which was 8,97 ml at quartile range from 5 78 to 11.72.

Similar results were obtained in the E subgroup (p <0,001). In the tested subgroup
the median of V¢ was 13,84 ml and the quartile range from 9,36 to 19,24, the median
of V PP was 7,11 ml, compared with quartile range from 5,02 to 10,11, and the
median of V LP was 6,11 ml and the quartile range from 4,13 to 9,79.

There was no correlation between age and 250HD3 concentration in the whole
group of HT as well as in the E subgroup (p =0,143, p =0,245).

In assessing of the impact of the duration of the disease on 250HD3 concentration
it was shown a significant, medium strong and negative correlation between these data

in patients with HT (p <0,001). In contrast, it was shown no significant correlation
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between disease duration and 250HD3 concentrations in patients with disease
duration not exceeding one year, as well as in patients with disease duration of less
than two years (p = 0,223 and p = 0,295). This correlation did not also apply the
patients from the E subgroup (p = 0,163).

The analysis of the assess of the relationship between the 250HD3 concentration
within the study group with HT and functional status of the thyroid gland (the H
subgroup vs. the E subgroup showed a significantly lower incidence of 250HD3
concentrations in patients with hypothyroidism during treatment with I-thyroxine as
compared to people in the euthyrosis stadium without such treatment (p <0,001). The
median of 250HD3 concentrations in the H subgroup H was 21.50 ng/ml, with quartile
range from 17,80 to 27,30, while the median of 250HD3 concentrations in the E
subgroup represented 28,70 ng/ml, with gquartile range from 21,40 to 33,02.

Evaluating the correlation between the 250HD3 concentration and the HT activity
on the basis of serum antibodies a/TPO and a/Tg values in the subgroup of patients
with the antibodies included within the limits of the reference standards (a/TPO below
and equal to 35 IU/ml and a/Tg below and equal to 40 1U/ml) it was stated
significantly higher median levels of 250HD3 concentration than in the subgroup of
patients whose values of a/TPO and a/Tg were increased (p = 0,001, p <0,001). The
results also concern the analysis of the absolute values of concentrations of a/TPO and
alTg.

The median of 250HD3 concentration in the subgroup of the patients with a/TPO <
35 IU/ml was 32,0 ng/ml, with quartile range from 25,63 to 37,68. On the other hand,
the median of the concentrations in the subgroup of patients with a/TPO> 35 1U/ml
was 22,10 ng/ml, compared to quartile range from 18,10 to 28,40. The median of
250HD3 concentration in the subgroup of the patients with a/Tg < 40 IU/ml, was
28,70 ng/ml, with quartile range from 23,20 to 32,70. On the other hand, the median
of the concentrations in the subgroup of patients with a a/Tg higher than 40 IU ml was
a 20,2 ng/ml, compared to quartile range from 15,40 to 23,60. However, in the E
subgroup it was proved no significant correlation between 250HD3 concentration
and the antibodies a/TPO and a/Tg (p = 0,198 and p = 0,879).

In assessing the relationship between 250HD3 concentration and PTH in the study
group with HT it was shown a significant, negative and not very strong correlation
between these variables (R = -0,21; p = 0,009). In contrast, in the E subgroup there
were no similar dependencies (p = 0,277). In terms of Ca and P concentrations it was
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shown no significant correlation with the concentration of 250HD3 in the whole study
group and the E subgroup (p =0,643 and p = 0,536, p =0,304 and p = 0,574).

In the whole study group it was demonstrated the existence of significant
correlation between the concentration of 250HD3 and Vc, as well as VV PP and V LP
in the ultrasound evaluation (p <0,001).

In contrast, both the E subgroup and the control group had no significant
correlation between these variables (subgroup E: p = 0,685, p = 0,843, p = 0,151 and
control group: p = 0,698, p = 0,733, p =0,786).

The analysis of the HLA-DRB1 gene was made in part (N = 71) patients within the
study group with HT. In the study group the most common allele was DRB1*07: 01.
The next in order of the most frequent alleles were DRB1*01:01 and DRB1*11:01.
The group of the rarest alleles included: DRB1*04:07, DRB1*08:04, DRB1*11:03,
DRB1*15:02, DRB1*16:01.

It was found that the appearance of allele DRB1*11:04, for which the average
concentration of 250HD3 was 22,97 ng/ml was significantly higher in the study group
than in the control group (p = 0,002). The odds ratio indicates that the presence of the
allele DRB1*11:04 indicates more than twice risk of Hashimoto's disease than in
healthy people.

The presence of allele DR-B1*15:01, for which the average concentration of
250HD3 was 23,87 ng/ml was significantly lower in the study group than in the
control group (p = 0,009). The odds ratio indicates that the presence of this allele
reduces the risk of the disease more than doubled.

The small differences in the concentrations of 250HD3 between the analyzed alleles
do not show their relationship with the concentrations of 250HDS3.

Assessing the relationship between the average concentrations of 250HD3 and
analyzed alleles HLA-DRB1 gene it was shown that the concentrations of 250HD3
corresponding with its proper alignment were significantly higher in the presence of
the allele DRB1*13:03. In the range of the concentrations of 250HD3 corresponding
with the deficit or suboptimal concentrations in the analyzed alleles it was
demonstrated the significant differences between the analyzed alleles, but the results
do not allow to identify which of them could predispose to reduced concentrations of
250HD3.

Conclusions: This study indicates a significantly high prevalence of vitamin D
deficiency in patients with Hashimoto's thyroiditis and its adverse impact on the
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course of the disease. The observation applies especially patients with
hypothyroidism, requiring I-thyroxine therapy in active Hashimoto disease. This may
justify the indications for the evaluation of 250HD3 concentrations in patients with
Hashimoto's thyroiditis and it gives the hope that the use of supplementation treatment
with native vitamin D in this group of patients would have a positive impact on the

autoimmune process.
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