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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Oftalmopatia jest pozatarczycowym, swoistym narzadowo objawem choroby Gravesa charaktery-
zujacym si¢ zapalnym naciekiem tkanek oczodotu. U kilku procent pacjentéw ma przebieg cigz-
ki, prowadzac do powaznych powiktan okulistycznych i zawsze powodujac pogorszenie komfor-
tu zycia. Znaczny postep w poznaniu patogenezy GO dokonany w ostatnich latach nie znajduje
bezposredniego odbicia w zwigkszeniu skutecznosci leczenia pozostajacego jednym z najtrud-
niejszych probleméw endokrynologii klinicznej. Waznym zagadnieniem w postgpowaniu leczni-
czym u chorych z GO jest kwalifikacja do leczenia immunosupresyjnego w oparciu o oceng ak-
tywnosci procesu chorobowego.

Glikozaminoglikany sa liniowymi, nierozgalezionymi heteropolisacharydami zbudowanymi z po-
wtarzajacych si¢ disacharydowych sekwencji. Glikozaminoglikany stanowia wazne sktadniki
tkanki facznej i odgrywaja zasadnicza role w jej organizacji i funkcjach; wykazano réwniez ich
udzial w zapoczatkowaniu i regulacji proceséw immunologicznych.

Przedstawiono ogdlng charakterystyke GAG: ich strukture i metabolizm, ze szczegélnym naci-
skiem na rolg¢ w patogenezie GO oraz swoistos$¢ narzadowa tkanek oczodotu. Podsumowano réw-
niez dotychczasowe doniesienia dotyczace GAG a mogace mie¢ znacznie kliniczne w decyzjach
terapeutycznych u chorych z GO.

choroba Gravesa ¢ oftalmopatia ¢ glikozaminoglikany
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Summary

Graves’s ophthalmopathy is an extrathyroidal tissue-specific symptom of Graves’s disease cha-
racterized by inflammatory infiltration of orbital tissues. In several percent of patients the course
of disease is severe, leading to serious ocular complications and affecting quality of life. Progress
made in understanding the pathogenesis of GO has not been followed by better outcome of tre-
atment and it is still one of the most complex problems of clinical endocrinology. In this respect,
qualification for immunosuppressive treatment based on an assessment of the disease activity is
a matter of great importance. Glycosaminogycans are linear, unbranched heteropolysaccharides
built of repeating disaccharide sequences. These compounds are essential for the organization
and function of connective tissue. Moreover, they also take part in the initiation and regulation
of immune reactions. In this paper, glycosaminogycans are described with regard to their struc-
ture, metabolism, and function, with special emphasis on the tissue specificity of the orbit. Data
concerning GAG useful in the management of patients with GO are highlighted.

Graves’s disease * glycosaminogycans  ophthalmopathy
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Wstep

Choroba Gravesa jest czgstym swoistym narzadowo scho-
rzeniem o podtozu autoimmunologicznym (zapadalnos¢
okoto 100/100 000/rok), przebiegajacym zwykle z nad-
czynnoscia tarczycy [73]. Oftalmopatia towarzyszaca tej
chorobie (Graves’ ophtalmopathy — GO), zwana takze of-
talmopatia endokrynna, jest najczesciej wystgpujacym ob-
jawem pozatarczycowym stwierdzanym u 30-60% chorych
[2]. W wigkszosci przypadkéw choroba przebiega tagod-
nie z dolegliwosciami okulistycznymi w postaci podraz-
nienia, poszerzenia szpary powiekowej lub nieznacznych
obrzekéw powiek, jednak u 5-10% chorych przebieg GO
jest ciezki, mogacy doprowadzié do trwatego uszkodzenia
wzroku [2,6,45,49]. GO cechuje si¢ naciekiem zapalnym
powiek i spojéwek, uszkodzeniem migs$ni gatkoruchowych
z uposledzeniem ich ruchomosci, wypchnigciem gatek ocz-
nych poza kostne brzegi oczodotu, uszkodzeniem rogéw-
ki i nerwu wzrokowego.

Cecha tkanki tacznej oczodotu majaca wptyw na obraz kli-
niczny oftalmopatii jest gromadzenie znacznych ilosci gli-
kozaminoglikanéw (GAG) zmieniajacych struktureg tkanki
lacznej, a takze bioracych czynny udziat w procesie auto-
immunologicznym [49].

Mimo znaczacego postgpu w zrozumieniu patogenezy
schorzenia, GO pozostaje jednym z najtrudniejszych i naj-
bardziej kontrowersyjnych probleméw endokrynologii kli-
nicznej. Sposob leczenia GO jest zalezny od fazy procesu
chorobowego, ktdrej ocena opiera si¢ na kryteriach kli-
nicznych, badaniach radiologicznych, izotopowych i la-
boratoryjnych. Jednak dotychczas nie ustalono ,,zlotego
standardu” diagnostycznego, ktérego zastosowanie przy-
niostoby poprawe w niezadowalajacych obecnie wynikach
leczenia cigzkich zmian ocznych. Znaczenie jakie GAG
odgrywaja w patomechanizmie GO zwrdcilo uwage na
przydatnos¢ oznaczenia ich frakcji w diagnostyce i moni-
torowaniu leczenia.

Patoceneza GO

GO jest autoimmunologicznym zapaleniem tkanek oczo-
dotu. W badaniu makroskopowym tkanki oczodotu w ak-
tywnej fazie cigzkiej GO dominuje obrzek, powigkszenie
wymiaréw migsni okoruchowych ze wzrostem objetosci
oczodotowej tkanki tacznej i thuszczowej. Mikroskopowo
stwierdzane sa gtdwnie dwa zjawiska patologiczne: nad-
mierne ilosci GAG oraz silne nacieczenie tkanki tacznej
i mig$ni zewngtrznych oka duza ilo§cia makrofagéw, lim-
focytéw T i mniejsze ilosci limfocytéw B. Proces zapalny
zapoczatkowany jest przez limfocyty T, ktére w odpowie-
dzi na nieznany dotad antygen z udziatem czastek adhe-

zyjnych ulegaja rekrutacji. Komérki T wydzielaja cytoki-
ny prozapalne stymulujace proliferacje komorek, synteze
GAG w fibroblastach oraz nasilajace réznicowanie i wzrost
adipocytéw. Ponadto wiele z powyzszych czynnikéw na
drodze auto- i parakrynnej wywiera wptyw na ekspresje
czastek immunomodulujacych na fibroblastach i adipocy-
tach [2,7,16,49].

Zasadnicza cecha procesow tkanki tacznej oczodotu maja-
ca wptyw na obraz kliniczny oftalmopatii jest gromadze-
nie znacznych ilosci GAG [67]. Olbrzymia hydrofilnos¢
tych zwiazkéw prowadzi do zwigkszenia objgtosci tkanek
oczodotu, wzrost ciSnienia przestrzeni pozagatkowej i jest
odpowiedzialna za wypchnigcie gatki ocznej poza kostne
brzegi oczodotu oraz pozostate objawy kliniczne.

Gtéwnym miejscem wytwarzania i uwalniania GAG sa fi-
broblasty. Komérki te w warunkach in vitro maja zdolnosé
wytwarzania znacznych ilosci siarczanu heparanu, siarczanu
chondroityny, siarczanu dermatynu i kwasu hialuronowego
(HA) [59]. Poza istotna rola mechaniczna GAG petnig tak-
ze swoiste funkcje fizjologiczne, ktére moga mie¢ znacze-
nie w rozwoju GO. Informacje dotyczace tego zagadnienia
zostang przedstawione w dalszych czgsciach pracy.

Fazy orBITOPATII

Koncepcja okreslenia aktywnosci choroby pochodzi z ob-
serwacji naturalnego przebiegu oftalmopatii u chorych
niepoddanych leczeniu. Na podstawie 30-miesi¢cznej ob-
serwacji 12 chorych i pomiaréw wytrzeszczu oraz funkcji
migs$ni gatkoruchowych Rundle wyodrebnit fazg aktywna
cechujaca si¢ narastaniem objawéw z okresami remis;ji,
okres utrzymywania si¢ objawow klinicznych w ich mak-
symalnym nasileniu oraz faz¢ ustgpowania i stabilizacji
zmian ocznych. U czgsci chorych nawet w koricowej, sta-
bilnej fazie, mimo pewnej remisji moga nadal utrzymywac
si¢ cigzkie objawy oczne [51,74].

Z obserwacji tych wynika, ze nalezy rozréznia¢ pojecie
aktywnosci procesu od jego nasilenia. Przebieg choroby
jest bardzo indywidualny i trudny do przewidzenia, nie
ma bowiem metod pozwalajacych na okreslenie jak diu-
go beda trwaty poszczegdlne okresy choroby u konkret-
nego pacjenta, w tym takze jak dlugo bedzie utrzymywac
si¢ faza narastania objawow i ich maksymalnego nasile-
nia. Ten okres moze trwaé od kilku miesigcy do ponad 5
lat [7]. Jeszcze mniej wiadomo o czynnikach wpltywaja-
cych na zakonczenie procesow fazy aktywnej i przejsciu
choroby w fazg stabilng Ten sam stopienl nasilenia obja-
woéw mozna obserwowac w okresie aktywnym jak i w okre-
sie remisji. U czesci chorych nawet w koricowej, stabil-
nej fazie, mimo pewnej remisji moga nadal utrzymywac

371



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 370-378

si¢ cigzkie objawy GO prowadzace do ograniczenia funk-
¢ji i zmniejszenia jakosci zycia [52,74]. Z obserwacji tych
wynika, ze nalezy odréznia¢ pojecie aktywnosci procesu
od jego nasilenia.

Okreslenie fazy choroby w jakiej znajduje si¢ pacjent jest
niezwykle istotne w podjeciu decyzji o sposobie leczenia.
Leczenie immunosupresyjne lub przeciwzapalne bedzie
skuteczne jedynie w fazie aktywnej zmniejszajac prolife-
racje limfocytéw, fibroblastéw i adipocytéw, obnizajac wy-
twarzanie GAG i zmniejszajac obrz¢k tkanek.

Podejmujac leczenie zachowawcze nie mozna si¢ jednak
spodziewac poprawy w koricowej fazie choroby, gdy domi-
nuja procesy widknienia. Pacjent bedacy w tej fazie choro-
by powinien by¢ poddany leczeniu chirurgicznemu. Nalezy
bra¢ pod uwagge to, iz niezaleznie od przyjetego modelu
leczenia immunosupresyjnego (glikokortykoidy podawa-
ne doustnie lub dozylnie, radioterapia oczodotéw w trak-
cie lub po leczeniu glikokortykoidami) znaczaca poprawa
stwierdzana jest jedynie u okoto 70% pacjentéw, u ktérych
zastosowane leczenie oparto jedynie o oceng nasilenia ob-
jawéw [19,37]. Pozostali chorzy sa narazeni na objawy nie-
pozadane lub powiktania leczenia nie uzyskujac poprawy.
Dlatego podjecie decyzji o sposobie leczenia powinno by¢
oparte nie tylko o okreslenie zaawansowania objawéw, lecz
takze o oceng fazy choroby. Mozna przypuszczac, ze je-
$li do postgpowania zachowawczego zakwalifikowani zo-
stana jedynie chorzy w fazie ostrej, zwigkszy si¢ procent
chorych, u ktérych to leczenie jest skuteczne.

Wspblczesne podejscie do postgpowania leczniczego u pa-
cjentéw z GO w oparciu o oceng fazy choroby leczenia wy-
maga znalezienia wiarygodnego i przydatnego w prakty-
ce wskaZnika aktywnosci procesu zapalnego toczacego si¢
w tkankach oczodotu. Ocena fazy ostrej GO moze si¢ opie-
ra¢ na parametrach klinicznych, badaniach obrazowych,
oraz na wynikach badan laboratoryjnych.

Pewna weryfikacja wartosci badania majacego zr6znico-
wacé fazy zapalenie wymagataby szczegétowego badania
histopatologicznego tkanek oczodotu, ktérego wykonanie
nie jest jednak mozliwe w trakcie leczenia. Dlatego za po-
Srednia miare wartosci metody oceny fazy aktywnej GO
przyjmuje si¢ mozliwos$¢ prognozowania skutecznosci lub
nieskutecznos$ci leczenia immunosupresyjnego.

Sposréd metod biochemicznych obiecujacym parametrem
jest pomiar wydalania GAG w moczu oraz ich oznaczenie
w surowicy [24,29]. Szerokie rozpowszechnienie tej grupy
zwigzkéw w organizmie powoduje koniecznos$¢ uwzgled-
nienia towarzyszacych choréb wptywajacych na metabo-
lizm GAG oraz poszukiwanie takiej ich frakcji, ktéra by-
taby swoista dla GO.

STRUKTURA GLIKOZAMINOGLIKANOW

Glikozaminoglikany sg to liniowe, nierozgat¢zione hetero-
polisacharydy zbudowane z powtarzajacych si¢ disachary-
dowych sekwencji. Podjednostki te w zaleznosci od klasy
glikanu, sktadaja si¢ z reszty N-acetylowanej heksozaminy
(d-galaktozaminy lub D-glukozaminy) albo N-siarczano-
wanej D-glukozaminy oraz z reszty kwasu heksuronowe-
go (D-glukuronowego lub L-iduronowego) albo galakto-

zy. W niektérych glikozaminoglikanach wykazano takze
obecnos¢ reszt L-fukozy, D-mannozy, D-ksylozy i kwasu
N-acetyloneuraminowego. Obecno$¢ znacznej liczby reszt
siarczanowych i karboksylowych w disacharydowych pod-
jednostkach, budujacych szkielet polisacharydowy GAG,
nadaje taficuchom glikozaminoglikanéw charakter polia-
nionéw. Kwas hialuronowy wykazuje minimalng ggstos¢
tadunku ujemnego, zawiera bowiem tylko jedna grupe kar-
boksylowa w pojedynczym disacharydzie. Maksymalna
wartos$¢ tadunku ujemnego ma heparyna zawierajaca trzy
grupy siarczanowe oraz jedna grupe karboksylowa w kaz-
dej z podjednostek [22].

Biorac pod uwage chemiczna budowe taricuchéw glikano-
wych mozna wyr6znié€ cztery nastgpujace grupy GAG: gli-
kozaminoglikany heparynowe (siarczany heparanu - HSO
oraz heparyna — H), glikozaminoglikany keratanowe (siar-
czany keratanu — KS), glikozaminoglikany chondroityno-
dermatanowe (siarczany dermatanu — DS, chondroityno-
4-siarczany — Ch-4-S, chondroityno-6-siarczany — Ch-6-S
i chondroityna — Ch) oraz kwas hialuronowy (HA) [22].

Wszystkie GAG, poza kwasem hialuronowym, zawieraja
grupy siarczanowe oraz wystepuja w potaczeniu z biatka-
mi tworzac zwigzki nazywane proteoglikanami (PG). Kwas
hialuronowy (HA), w odréznieniu od innych typéw GAG,
nie tworzy polaczen kowalencyjnych z biatkami, lecz od-
dziatuje niekowalencyjnie z wieloma réznymi czasteczka-
mi w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j [33].

Wysoki tadunek ujemny netto czasteczek GAG wpltywa na
ich stopien hydratacji i co za tym idzie — objgtos¢. Jedna
czasteczka kwasu hialuronowego o masie 10° Da ma wy-
miar poprzeczny 4,000 A i objetosé 330 000 x 10" ml —
75 000 razy wigksza od tej, jaka zajmuje czasteczka kola-
genu o tej samej masie czasteczkowej [1,49,60].

PROTEOGLIKANY

Poteoglikany sa zbudowane z biatkowego rdzenia, z ktérym
jest zwiazany jeden lub wigcej taficuchéw GAG, jednego lub
réznych typéw. Lancuchy glikanowe sa potaczone z biat-
kiem rdzeniowym za posrednictwem oligosacharydowego
regionu taczacego przez wiazania kowalencyjne O- lub N-
glikozydowe [33]. Proteoglikany moga zawiera¢ nawet do
100 i wigcej tadicuchéw glikozaminoglikanéw, a ilo$¢ cu-
kréw przypadajaca na taicuch polipeptydowy moze sig-
gac az 95% calkowitej masy proteoglikanu [3].

W proteoglikanach zaréwno taiicuchy biatkowe jak i gliko-
zaminoglikany cechuje duza heterogennos¢, spowodowana
gtéwnie r6zng liczba taricuchéw glikanowych tego samego
rodzaju, przytaczonych do jednego typu biatka rdzeniowe-
go lub r6zna dlugoscia tancuchéw glikanowych tego same-
go rodzaju, przytaczonych do jednego typu biatka rdzenio-
wego oraz mozliwoscig wystgpowania jednego typu biatka
rdzeniowego w potaczeniach z taricuchami GAG, naleza-
cymi do réznych klas.

Biosynteza GAG

Glikozaminoglikany sa syntetyzowane jako proteoglikany
w réznych typach komorek tkanki tacznej np. w fibrobla-
stach czy chondrocytach. Proces biosyntezy proteoglika-
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néw rozpoczyna si¢ od powstania biatek rdzeniowych na
rybosomach. Nastgpnie, juz w aparacie Golgiego zacho-
dzi synteza O-glikozydowo laczonych oligosacharydéw
oraz tancuchéw GAG. Synteza tancuchéw GAG rozpo-
czyna si¢ od rozpoznania odpowiednich reszt aminokwa-
sowych biatka rdzeniowego i przeniesienia na nie pojedyn-
czo, przez okreslone glikozylotransferazy, reszt cukrowych
tzw. regionu taczacego. W procesie tym uczestniczy kilka
enzymow. Nastgpnie, do korica nieredukujacego ostatniej
reszty cukrowej regionu faczacego zostaja naprzemiennie
przytaczone reszty odpowiedniej N-acetyloheksozaminy
oraz kwasu glukuronowego (lub galaktozy), co daje w re-
zultacie taicuch glikozaminoglikanowy. Donorami reszt
cukrowych, uczestniczacych zaréwno w syntezie regionu
taczacego jak i w elongacji taiicucha glikanowego sa odpo-
wiednie UDP-pochodne [72]. Czynniki regulujace aktyw-
no$¢ enzymdw bioracych udziat w powyzszym procesie nie
zostaty jeszcze doktadnie poznane. Przypuszcza sig, ze ro-
dzaj syntetyzowanych GAG jest zdeterminowany struktura
biatka rdzeniowego; obecnos¢ znacznej liczby hydrofobo-
wych reszt aminokwasowych wydaje si¢ faworyzowac two-
rzenie faficuchéw heparanosiarczanowych [33]. W ostatnim
etapie biosyntezy powstate taiicuchy glikanowe podlegaja
procesowi modyfikacji zachodzacym w cysternach apara-
tu Golgiego i przebiegajacym nieco odmiennie w zalez-
nosci od klasy GAG. Proces ten obejmuje epimeryzacje
niektorych reszt kwasu glukuronowego do kwasu idurono-
wego oraz siarczanowanie reszt cukrowych. Modyfikacje te
sq przyczyna znacznej heterogennosci w obrebie kazdego
typu GAG. W tanicuchach heparyny i siarczanu heparanu
ten proces poprzedza N-deacetylacja i N-siarczanowanie
niektérych reszt glukozoaminy [34]. Nieznane sa czynniki
kontrolujace ilos¢ oraz usytuowanie reszt siarczanowych,
jak réwniez procesy epimeryzacji kwasu glukuronowego.
Nieco odmiennie przebiega synteza kwasu hialuronowego,
ktory jest wytwarzany w btonie komérkowej przez naprze-
mienne przytaczanie reszt N-acetyloglukozoaminy i kwa-
su glukuronowego. Powstaty hialuronian nie podlega juz
dalszym modyfikacjom [22]. Kompletne polimery gliko-
zaminoglikanéw sa uwalniane w wyniku proteolitycznej
degradacji rdzenia biatkowego PG.

KatasoLizv GAG

Czesciowa degradacja proteoglikanéw moze zachodzié
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Doktadna natura tego
procesu nie jest do kofica poznana, wiadomo jednak, ze
uczestnicza w nim dwa systemy enzyméw: endoglikozy-
dazy oraz enzymy proteolityczne [22]. Enzymy nalezace
do pierwszego z nich atakuja cze$¢ cukrowa kompleksu,
powodujac uwolnienie taricuchéw glikozaminoglikanéw.
Enzymy nalezace do drugiego systemu, trawig rdzen biat-
kowy proteoglikanéw. Produktami tego trawienia sa kom-
pleksy, ktére sktadaja si¢ z fragmentéw rdzenia biatkowe-
go o roznej wielkosci potaczonego z kilkoma taricuchami
GAG [48].

Catkowita degradacja proteoglikanéw zachodzi wylacznie
wewnatrzkomérkowo — w przedziale lizosomalnym i jest
poprzedzona endocytoza czasteczek GAG. Stwierdzono ist-
nienie dwéch szlakéw degradacyjnych, na ktére moga by¢
kierowane proteoglikany chondroityno-dermatanowe oraz
heparanosiarczanowe [33,72]. W pierwszym z nich wchilo-
nigte zwiazki sa bezposrednio transportowane do lizoso-

mow, w ktérych ulegaja catkowitemu rozpadowi. W dru-
gim szlaku degradacji proteoglikany podlegaja najpierw
proteolizie i ograniczonej degradacji tanicuchéw cukrowych
w tzw. przedziale przedlizosomalnym. Powstate produkty
posrednie sa gromadzone w komérkach i dopiero po kil-
ku godzinach ulegaja catkowitemu i szybkiemu rozktado-
wi w lizosomach. Znaczenie drugiego szlaku nie zostato
jeszcze catkowicie poznane. Powyzsze szlaki degradacyj-
ne zbiegaja si¢ w lizosomach, gdzie proteoglikany lub ich
fragmenty ulegaja calkowitej hydrolizie. Rozpad tarcu-
chéw glikanowych katalizuja endoglikozydazy, nastgpnie
egzoglikozydazy: B-glukuronidaza i a-L-iduronidaza - od-
szczepiajace konicowe reszty kwasowe, o-N-acetylogluko-
zoaminidaza i B-N-acetyloheksozoaminidaza — odszcze-
piajace koricowe reszty heksozoamin oraz -galaktozydaza
— odrywajaca koricowe reszty galaktozy w degradowanych
taricuchach keratanosiarczanowych. W dalszej kolejno-
$ci rozpad katalizowany jest przez sulfatazy, a wsréd nich
enzymy hydrolizujace estry siarczanowe w obre¢bie reszt
kwasow heksuronowych i heksozamin. Egzoglikozydazy
i sulfatazy dziataja w $cisle okreslonym porzadku, zalez-
nym od rodzaju degradowanego taricucha, a sekwencja zda-
rzefi powtarza si¢, az do rozpadu calego taiicucha glikano-
wego. Defekty genetyczne powodujace niedobér lub brak
w organizmie jednego z enzymdw szlaku metabolicznego
GAG ujawniaja si¢ w postaci choréb, najczesciej o cigz-
kim przebiegu [33,48].

Do najwazniejszych czynnikéw regulujacych metabolizm
glikozaminoglikanéw naleza hormony (somatotropina, in-
sulina, hormony steroidowe, czynniki wzrostowe), st¢ze-
nie tlenu w komorce, sktad macierzy zewnatrzkomorko-
wej, witamina A, C oraz D [31].

FUNKCIE GLIKOZAMINOGLIKANOW

Glikozaminoglikany stanowig wazne sktadniki tkanki tacz-
nej i odgrywaja podstawowg rol¢ w podtrzymywaniu i ta-
czeniu komoérek w tkanki, tkanek w organy oraz dalsza or-
ganizacje w poszczeg6lne czesci ciata. Makroczasteczki te
sg bardzo wazne w fizjologii i patologii pojedynczych ko-
morek i tkanek. Poniewaz wszystkie sktadniki pokarmowe
oraz wszystkie metabolity sa transportowane przez substan-
cj¢ podstawowa, zmiany sktadu chemicznego oraz wtasci-
wosci fizykochemicznych GAG w substancji podstawowej
tkanki tacznej wplywaja na procesy fizjologiczne i patolo-
giczne w otaczajacych komoérkach i tkankach [22].

Funkcje GAG i proteoglikanéw sa zwiazane z ich wielkos-
cig oraz struktura i bezposrednio lub posrednio zaleza od
polianionowego charakteru tych czasteczek. Polianionowy
charakter GAG wydaje si¢ najistotniejsza z tych cech
z punktu widzenia ich funkcji w zachowaniu struktural-
nej integralnosci substancji migdzykomoérkowej tkan-
ki oraz nadaniu jej pozadanych cech: spre¢zystosci i ela-
styczno$ci. Wynikiem polianionowego charakteru GAG
jest réwniez ich udziat w wewnatrzkomérkowych proce-
sach transportowych oraz ich powinowactwie do kationéw.
Konsekwencja tego ostatniego jest mozliwos¢ transporto-
wania kationéw i odktadania ich w tkankach. Obecnos¢
polianionowych proteoglikanéw na powierzchni bton ko-
morkowych lezy z kolei u podstaw interakcji typu komor-
ka-komoérka oraz komdrka-substrat, warunkujac procesy
adhezji i migracji komoérek [34].
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ODMIENNOSC CZYNNOSCIOWA FIBROBLASTOW 0CZODOLOWYCH

W przesztosci fibroblasty tratowane byty jako bierny uczest-
nik proceséw fizjologicznych z funkcja ograniczong jedy-
nie do wytwarzania macierzy pozakomorkowej i kolage-
nu. Obecnie wiadomo, Ze uczestnicza takze w ztozonym
procesie reakcji immunologicznych bedac Zrédiem czyn-
nikéw wzrostu, cytokin zapalnych i czastek chemotaktycz-
nych. Wiele danych wskazuje na niejednorodnos¢ popu-
lacji fibroblastéw i mogaca z tego wynika¢ ich swoisto§¢
tkankowa w ich morfologii i funkcji [18,41]. Takze fibro-
blasty pochodzace z oczodotéw réznia si¢ od fibroblastéw
innych tkanek [6,32,56,58,59].

Fibroblasty oczodotéw rozwijaja si¢ z ektodermy nerwo-
wej, co moze by¢ przyczyna, iz wykazuja réznice w sto-
sunku do komérek pochodzacych z innych regionéw anato-
micznych zaréwno pod wzgledem morfologii jak i ekspresji
receptoréw powierzchniowych, gangliozyddéw, cytokin za-
palnych oraz CD 40 (czastki nalezacej do rodziny recepto-
réw TNF-o) [4,55,58,61].

W odréznieniu od innych fibroblastow w warunkach in
vitro maja one zdolnos¢ réznicowania do adipocytéw,
co moze by¢ zwiazane z wysoka ekspresja PPAR-y [62].
Zwigkszenie objetosci ciata tluszczowego oczodotu jest
jednym z gtéwnych elementow patologii u czgsci pacjen-
tow z GO. Réznicowaniu sig fibroblastéw do adipocytéw
w oczodole towarzyszy zwigkszona ekspresja recepto-
ra TSH [70], bedacego obecnie gtéwnym kandydatem do
uznania za hipotetyczny wspélny antygen tarczycy i oczo-
dotu odpowiedzialnego za tkankowo swoisty proces au-
toimmunologiczny. Cho¢ frakcja fibroblastéw mogacych
ulegaé réznicowaniu do adipocytéw jest stosunkowo nie-
wielka i wynosi 5-20% z ogdlnej populacji, szczegéto-
we poznanie czynnikéw odpowiedzialnych za ten proces
moze mie¢ wplyw na postgpowanie terapeutyczne u pa-
cjentéow z GO [65,71].

Wykazane odmiennosci czynnosciowe fibroblastéw oczo-
dotowych moga nie tylko wyjasni¢ przyczyne szczegdlnej
lokalizacji procesu autoimmunologicznego w tkankach
oczodotu, lecz takze moga by¢ przydatne w znalezieniu
tkankowo swoistego wskaznika aktywnosci GO.

Czynnosciowa rRoLA GAG w GO

Najwyrazniej zaznaczony wplyw dziatania cytokin proza-
palnych na syntezg¢ GAG przez fibroblasty oczodotu ob-
serwowany jest w wytwarzaniu HA. W hodowli fibrobla-
stéw oczodotowych w wyniku stymulacji INF-gammma
gromadzenie HA wzrasta o 50%, czego nie obserwuje si¢
w przypadku fibroblastéw skérnych [59]. Leukoregulina
powoduje wzrost wytwarzania HA de novo ponad 15-krot-
nie. Stymulacja ta jest hamowana deksametazonem, na-
tomiast nie wykazano hamujacego dziatania inhibitoréw
prostaglandyn [63].

Cho¢ wiele nastgpstw nadmiernego gromadzenia HA w za-
kresie oczodotu w GO wynika z jego wptywu na zwigksze-
nie objetosci tkanek oczodotowych, rola HA w tym pro-
cesie nie ogranicza si¢ tylko do czynnika mechanicznego,
lecz ma zwiazek z jego oddziatywaniem na przebieg pro-
cesu immunologicznego [49].

HA o matej masie czasteczkowej ma wptyw na ekspresje
gendéw komorek eksponowanych na kompleksy weglowo-
danowe [43]. Szczegblna zdolnos¢ HA do indukcji genéw
prozapalnych komérek immunokompetentnych moze pro-
wadzi¢ do nasilenia odpowiedzi zapalnej [26].

Oddziatywanie HA na komérki docelowe zachodzi gtéw-
nie za posrednictwem blonowego receptora CD 44, prze-
kazujacego sygnal za posrednictwem kaskady kinazowe;j
[64]. Wzrost stgzenia rozpuszczalnej postaci CD44 zostat
stwierdzony w przebiegu choréb nowotworowych, zas jego
niski poziom w zespotach niedoboréw immunologicznych.
Oddziatywajac poprzez CD 44 HA wptywa na r6zne funk-
cje komorki i przestrzeni pozakomérkowej o potencjal-
nym znaczeniu w patogenezie GO, takich jak mnozenie
si¢ komorek, migracja i oddzialywanie adhezyjne migdzy
sktadnikami tkanki tacznej i komérkami immunokompe-
tentnymi. Duzg immunoreaktywnos$¢ CD 44 stwierdzono
w fibroblastach, sktadnikach macierzy pozakomérkowej
oraz w komérkach jednojadrzastych pobranych z oczodo-
16w pacjentéw z GO. Nie znaleziono natomiast istotnych
ilosci CD 44 w prébkach tkanek oczodotowych pobranych
od os6b zdrowych [25].

Innym, mniej poznanym receptorem HA o potencjal-
nym znaczeniu jest RHAMM (Receptor for Hyaluronan
Mediated Motility) wykazujacy wysokie powinowactwo
do HA [23]. Za posrednictwem RHAMM kwas hialurono-
wy pobudza przemieszczanie si¢ komorek, ktore podlega
sygnatowi za posrednictwem kinazy tyrozynowe;.

W ostatnich latach opisano nowa grupe receptoréw TLRs
(Toll-like receptors) nalezacych do rodziny receptoréw
IL-1. Biora one udzial w aktywowaniu takich komoérek
immunokompetentnych jak makrofagi i komoérki dendry-
tyczne [36,47,53,54,66]. Stwierdzono, ze produkty degra-
dacji HA sa ligandami TLR-4 i za posrednictwem tego
receptora maja zdolnos¢ aktywowania komorek dendry-
tycznych [17].

Trzeba zaznaczy¢, ze badania nad oddziatywaniem bio-
logicznym HA uwzgledniajace jego masg czasteczko-
wa, stopien polimeryzacji i ekspresje receptoréw sku-
piaja si¢ gtéwnie na procesach nowotworzenia, nie byty
natomiast skierowane na wyjasnienie udziatu HA w pa-
togenezie GO.

Funkcja GAG, ktéra moze by¢ istotna w patogenezie GO jest
tworzenie komplekséw z czastkami, ktére sg potencjalnymi
wspdlnymi antygenami tarczycy i tkanek oczodotu. W tkan-
kach oczodotéw 0séb zdrowych oraz pacjentéw z cigzka GO
wyizolowano tyreoglobuling (Tg), bedaca biatkiem swoi-
stym tarczycy. Wystgpowata ona zaréwno w kompleksach
z siarczanem chondroityny B i chondroityny C oraz z HA
[38,42]. Zdolnos¢ tworzenia potaczen Tg z GAG wskazu-
je na potencjalny mechanizm gromadzenia tego swoistego
dla tarczycy biatka w przestrzeni oczodotowej, co mogto-
by prowadzi¢ do zainicjowania, lub — co bardziej prawdo-
podobne — do nasilenia procesu zapalnego.

GLIKOZAMINOGLIKANY W MOCZU

Mechanizm przedostawania si¢ GAG do moczu nie zostat
jednoznacznie wyjasniony. GAG wystgpujace we krwi —
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bedace produktami degradacji PG tkanki tacznej badz ko-
morek krwi — cechuja si¢ duza masa czasteczkowa 1 wyz-
szym stopniem usiarczanowania. Podczas wydzielania tych
zwigzkéw z tkanki tacznej do krwiobiegu oraz do moczu,
w lizosomach watroby ulegaja one depolimeryzacji, desul-
fatacji badZ obydwu procesom jednoczesnie [31]. Sposréd
250 mg GAG katabolizowanych w ciagu dnia przez zdrowa
dorosta osobg, jedynie 5—-10 mg trafia do moczu, natomiast
pozostata czes¢ ulega degradacji w organizmie [72].

Wydzielanie nerkowe odbywa si¢ prawdopodobnie za po-
moca filtracji klgbuszkowej, nie udowodniono jak dotad
ostatecznie ich reabsorpcji czy sekrecji kanalikowej [31].
W ten sposéb do moczu sa wydzielane w postaci wolnych
taricuchéw GAG, uwalnianych przez biatka wiazace, nie
za$ catych proteoglikanéw. Czgs¢ proteoglikanéw moze
zostaé zdegradowanych do samych oligosacharydéw, tan-
cuchy GAG w moczu moga zawierac takze czgS¢ sekwen-
cji wiazacej je z biatkami wiazacymi w proteoglikanach
lub nawet cz¢s¢ biatka wiazacego [48].

Wystgpowanie w moczu niezdepolimeryzowanych GAG
o duzej masie czasteczkowej, moze wskazywac na uszko-
dzenia i zaburzenia struktur, w budowie ktérych uczest-
nicza. Wysokoczasteczkowe GAG moga pochodzi¢ row-
niez z ograniczonej degradacji proteoglikanéw — substancji
mig¢dzykomérkowej tkanki tacznej, budujacej Sciany drég
moczowych [31,72].

W poréwnaniu do GAG tkankowych, ktérych masy cza-
steczkowe wynosza 13-30 kDa, GAG znajdujace si¢ w mo-
czu sa znacznie mniejsze: frakcje siarczanu chondroityny
8—13 kDa, siarczanu dermatanu 16 kDa, frakcje siarcza-
nu heparanu od 8 do okoto 30 kDa, kwas hialuronowy
oraz chondroityna — 8 kDa. Wsrdd frakcji siarczanu he-
paranu najwigksze molekuty (27-30 kDa) maja najwigk-
sza zawartosS¢ siarki. Stanowia one !/3 catkowitej zawarto-
$ci siarczanu heparanu oraz maja bardzo zblizony cigzar
czasteczkowy do siarczanu heparanu izolowanego z tka-
nek (24-29 kDa) [48].

Na ilos¢ GAG wydalanych z moczem maja wptyw czyn-
niki fizjologiczne i Srodowiskowe. Zwigksza si¢ ono wraz
ze zwigkszeniem objgtosci tkanki facznej i jest wigksze
u 0séb o wysokim wzroscie i u mgzczyzn [48]. Sposréd
hormonow istotny wplyw na zwigkszenie wydalania GAG
ma hormon wzrostu [10]. Takze estrogeny nasilaja synte-
z¢ GAG, a progesteron ma zwigkszac¢ ich wydalanie [31].
Obserwowany jest rytm dobowy i sezonowy wydalania.
Stopien ekskrecji jest o 10—15% wigkszy w dzien niz
w nocy. Jego maksymalne wartosci obserwuje si¢ wiosna
i latem, co jest zwigzane ze stymulacja metabolizmu ko-
$ci, nasilong synteza witaminy D i przemianami PG. Na
syntez¢ i wydalanie GAG ma wptyw takze sposéb odzy-
wiania [72]. Nie jest jednak pewne, czy powyzsze czyn-
niki powinny by¢ brane pod uwage podczas klinicznej in-
terpretacji wynikéw.

Dzigki znacznym réznicom migdzy wydzielaniem GAG
w ciagu dnia oraz w nocy wyniki otrzymane z prébek
rannych sa wyzsze o 20-30% w stosunku do zbidrki 24-
godzinnej [31]. Z tego powodu okreslenie ich dobowego
wydzielania na podstawie badan moczu oddanego rano
nie jest wystarczajaco precyzyjne. Z tego powodu w ba-

daniach powinno si¢ stosowaé pomiary w moczu zebra-
nym w ciagu doby.

U dzieci wydalanie GAG z moczem jest najwigksze pod-
czas najwigkszego wytwarzania chrzastki kostnej i zaczy-
na spada¢ pod koniec wieku dojrzewania. W nastgpnych
okresach zycia nastgpuje dalszy spadek ich poziomu do
wartosci 13,4+5,3 pmol/24h. Wedtug danych literaturo-
wych catkowita ilos¢ prawidlowo wydzielonych GAG jest
bardzo zmienna i waha si¢ od 12 do 39 umol/24h u doro-
stych oraz od 10 do 48 pmol/24h u dzieci [72]. Dane lite-
raturowe dotyczace wartosci oznaczonych GAG w moczu
réznig si¢ znaczaco. Jest to spowodowane prawdopodob-
nie stosowaniem réznych metod analitycznych, sposobem
oraz czasem zbidrki materiatu i wreszcie sposobem wyra-
zania wynikéw [9]. Zawartos¢ poszczegdlnych klas GAG
w moczu to okoto: chondroityno-4-siarczany 31%, chon-
droityno-6-siarczany 34%, chondroityna 25%, siarczany
heparanu 8%, siarczany dermatanu 1%, siarczany kera-
tanu 1%, kwas hialuronowy 1%, siarczany chondroityny
(CS) moga stanowi¢ zatem az 50-80% catkowitej ilosci
GAG u dorostych i nawet 92% u dzieci [31].

0znaczaniE GAG w moczu cHorycH z GO

Gromadzenie silnie hydrofilnych GAG w przestrzeni po-
zagatkowej jest charakterystyczna cecha aktywnej fazy of-
talmopatii. Dlatego tez zainteresowanie pomiarem GAG,
jako metoda przydatna w diagnostyce i monitorowaniu le-
czenia pacjentéw z GO rozpoczeto si¢ w latach 60. ub.w.
i utrzymuje si¢ do chwili obecnej [46,75].

Klasyczna metoda oznaczania glikozaminoglikanéw cat-
kowitych polega na ich izolacji z materiatu badanego
(mocz, surowica) poprzez stracanie z roztworu — najczgs-
ciej chlorkiem cetylopirydynowym lub bromkiem cety-
lotrimetyloamonowym — i nast¢pnie oznaczenie catko-
witej ilosci kwaséw uronowych kolorymetryczna metoda
z uzyciem karbazolu [5,20] lub btegkitu dimetylometyle-
nowego [15].

Metoda pozwalajaca na oznaczenie poszczegdlnych klas
GAG w prébcee byta opisana w [27] technika HPLC disa-
charydow otrzymanych poprzez trawienie enzymatyczne
GAG izolowanych z moczu. Inni autorzy izolowali wyso-
koczasteczkowe GAG z frakcji moczu za pomocg chroma-
tografii sitowej; nastgpnie analizowali je poprzez natywna
elektroforeze¢ w zelu agarowym z barwieniem btekitem to-
luidynowym i densytometri¢ [39].

Do oznaczania poszczeg6lnych klas GAG uzywa si¢ me-
tod immunoenzymatycznych z uzyciem swoistych prze-
ciwcial, natomiast oddzialywanie kwasu hialuronowego
z bialkiem HABP (hyaluronic acid binding protein) wy-
korzystano do konstrukcji testow do specyficznego ozna-
czania HA [40,49].

Poczatkowe prace Kahalego i innych autoréw oparte na reak-
¢ji z karbazolem po precypitacji GAG, oraz badania naszego
zespotu potwierdzity warto$¢ oznaczania wydalania GAG
z moczem w ocenie fazy ostrej GO [11,12,14,28,29].

Istotne obnizenie (okoto 60%) wydalania GAG w moczu
stwierdzono takze u 9 pacjentéw z cigzka oftalmopatia,
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poddanych leczniczej plazmaferezie i nast¢pnie leczeniu
immunosupresyjnemu [21]. Zaobserwowano takze, Ze na-
wrotowi objawOw ocznych towarzyszy wzrost ilosSci GAG
wydalanych z moczem [69]. Seryjny pomiar GAG w mo-
czu u 14 pacjentéw z oftalmopatia przed i po leczeniu ste-
roidami wykazal zmniejszenie wydalania GAG o potowe
po zakoriczeniu leczenia, ktére korelowato z ustgpowa-
niem objawéw ocznych. Czutos¢ pomiaru GAG w rozpo-
znaniu fazy aktywnej okreslono na 89%, a swoistos¢ ba-
dania w okresleniu fazy stabilnej na 85% [30]. Podobne
zmniejszenie wydalanych GAG zaobserwowano u chorych
z GO poddanych tygodniowe;j terapii oktreotydem. Bylo
ono przypisywane zmniejszeniu poziomu cytokin proza-
palnych [8,35].

W grupie 56 pacjentéw z EO w okresie zaostrzenia obja-
wow obserwowalismy znamienny wzrost wydalania dobo-
wego GAG z moczem w poréwnaniu z okresem remisji.
Z kolei wydalanie w okresie remisji nie roznito si¢ staty-
stycznie od grupy kontrolnej ztozonej z pacjentéw z cho-
roba Gravesa bez klinicznie istotnych objawéw GO [14].
Zmniejszenie wydalania GAG w nastgpstwie leczenia gli-
kosteroidami wykazali§my takze w innej grupie 78 cho-
rych z GO. Oceniona retrospektywnie zdolnos¢ przewi-
dywania powodzenia leczenia steroidami wynosita 94%,
a niepowodzenia w leczeniu 81% [11,12].

Czynnikiem ograniczajacym zastosowanie pomiaru wyda-
lania GAG w praktyce klinicznej jest koniecznos¢ wyko-
nania dobowej zbidérki moczu przez pacjenta i wynikajace
z tego btedy i niedogodnosci oraz pracochtonnos¢ izola-
cji GAG z moczu i nastgpnie oznaczania ilosci kwaséw
uronowych. Ponadto reakcji z karbazolem — poza GAG
— moga podlegac¢ takze inne zwiazki zawierajace gluku-
roniany, co moze prowadzi¢ do obnizenia swoistosci po-
miaréw [68] i oprécz réznic metodologicznych powodo-
wac rozbieznosci wynikéw skutkujace réznicami w ocenie
stadium oftalmopatii [50].

GAG W TKANKACH 0CZODOLU | W SUROWICY

Odpowiedzi na pytanie o frakcj¢ GAG charakterystycz-
na dla ostrej fazy GO i przydatng w oznaczeniach diagno-
stycznych mogtyby dostarczy¢ badania tkanek pobranych
z oczodotéw. W zwiazku z trudnosciami w uzyskaniu ma-
teriatu tkankowego, szczegdlnie od pacjentéw w okreslo-
nej fazie procesu zapalnego, badania zawartosci frakcji
GAG w tkankach oczodotowych sa nieliczne a ich wyni-
ki rozbiezne.

Analiza biochemiczna tkanek pobranych z przestrzeni
pozagatkowej wykazata, ze gtéwnymi frakcjami GAG sa
HA (51%) oraz siarczan dermatanu (30%) natomiast siar-
czany chondroityny, siarczan heparanu i siarczan hepary-
ny sa gromadzone w mniejszych ilosciach [57]. Proporcje
zawartosci roznych frakcji GAG sa zalezne od wieku: za-
warto$¢ siarczanu dermatanu wykazuje staty wzrost z wie-

kiem, natomiast wyzsze wartosci HA byty obserwowane
w wieku miodszym [44].

Bardziej precyzyjne informacje na temat sktadu GAG
w tkankach oczodotu uzyskano stosujac enzymatyczna
ilosciowa i jakosciowq analiz¢ sktadu mieszaniny GAG
izolowanych z tkanek. GAG izolowany chlorkiem cetylo-
pirydynowym poddawano selektywnemu trawieniu liaza-
mi chondroityny i hiualuronianu. Otrzymane disacharydy
analizowano technika HPLC i poréwnywano ze standarda-
mi, co pozwolito okresli¢ zaréwno sklad poszczegdlnych
frakcji GAG, jak i stopieri ich podstawienia grupami siar-
czanowymi. Wyniki wskazuja na wzrost st¢zenia siarcza-
nu chondroityny oraz kwasu hialuronowego u pacjentéw
w poréwnaniu z grupa kontrolna, podczas gdy stezenie
siarczanu dermatanu nie zmienito si¢ w znaczacy spo-
s6b. Wzrést réwniez stopiet podstawienia chondroityny
i dermatanu resztami siarczanowymi, co niewatpliwie ma
wplyw na wzrost zdolnosci wigzania wody przez te gliko-
zaminoglikany i co za tym idzie przyczynia si¢ do wzrostu
ci$nienia w przestrzeni pozagatkowej [24].

Pomiar st¢zenia GAG w surowicy u 37 chorych z GO, z kt6-
rych 23 bylo w fazie aktywnej wykazat ich istotnie wyz-
sze stezenia u chorych przed rozpoczeciem leczenia ste-
roidami. Po zastosowaniu leczeniu immunosupresyjnego
stgzenia GAG nie réznity si¢ od wartosci stwierdzanych
w grupie kontrolnej. Obnizenie st¢zenia GAG w surowi-
cy odpowiadato poprawie klinicznej. Nie stwierdzono, by
wiek, pte¢ lub stan funkcjonalny tarczycy wptywat na wy-
nik pomiaru GAG [30].

W badaniu obejmujacym 127 pacjentéw w réznych fa-
zach GO stwierdzono, ze badanie wydalania GAG w mo-
czu z iloSciowym oznaczeniem siarczanéw chondroityny
i heparanu oraz st¢zenia kwasu hialuronowego w surowi-
cy pozwolily z duzym stopniem czutosci i swoistosci roz-
roznié fazg¢ aktywna GO od fazy stabilnej [39].

W badaniach przeprowadzanych przez nasz zespot ustalili-
Smy, ze sposréd badanych klas GAG najwigkszym zmianom
— w zaleznosci od fazy choroby — ulega poziom kwasu hia-
luronowego w moczu. Badania przeprowadzone w grupie
55 pacjentéw z GO wykazuja, ze réwniez pomiar st¢zenia
kwasu hialuronowego w surowicy pozwala na prognozowa-
nie skutecznosci leczenia glikokortykoidami [13].

Okreslenie frakcji GAG swoistej dla fazy ostrej powinno
doprowadzi¢ do uproszczenia metod jej oznaczania w mo-
czu i surowicy, bez zmudnych etapéw obrébki laborato-
ryjnej, a przez to do obnizenia kosztéw i utatwienia za-
stosowania badania w praktyce klinicznej. Wiarygodna,
szybka metoda oznaczania poziomu tego biochemiczne-
go markera fazy ostrej w surowicy znamionujacych faze
ostra oftalmopatii Gravesa przyczyni si¢ niezmiernie do
poprawy klinicznej oceny stanu pacjenta i co za tym idzie
skutecznosci leczenia.
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