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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Orbitopatia tarczycowa (OT), jako swoista narzagdowa choroba autoimmunologiczna, jest skut-
kiem immunodysregulacji prowadzgcej do utraty kontroli nad odpowiedzig zapalna skierowang
przeciwko wlasnym antygenom. Zrédtem autoreaktywnych limfocytéw sg zaburzenia procesu
tolerancji centralnej, a takze ich indukcja na obwodzie przez zmodyfikowane badz sekwestro-
wane antygeny. Aktywna supresja réznych subpopulacji limfocytéw regulatorowych (Lreg) jest
przeciwwaga dla czynnikéw prozapalnych i ma za zadanie ttumi¢ patologiczna reakcje. Tym
samym, deficyty ilo§ciowe badzZ jako$ciowe Lreg petnig fundamentalna role w rozwoju choréb
z autoagresji. Ukierunkowanie terapii na Lreg i przywrdcenie stanu dynamicznej réwnowagi
wydaje sie mie¢ podstawowe znaczenie, przede wszystkim w takich chorobach jak OT, gdzie
kauzatywny autoantygen nie zostal jeszcze jednoznacznie zidentyfikowany.

Trudnosci techniczne zwigzane z izolacja oraz oceng funkcji Lreg w warunkach in vitro oraz
brak unifikacji protokotéw badawczych powoduja, ze wyniki badan sg czesto nieporéwny-
walne, niejednoznaczne, a nawet sprzeczne. Brak swoistego dla Treg (limfocytéw T regulato-
rowych) zestawu markeréw powierzchniowych czyni analize metylacji regionu TSDR (Treg
specific demethylated region) FOXP3 (forkhead box P3) locus najbardziej wiarygodna metoda
oceny ich ilo$ci. Mimo licznych rozbieznosci miedzy wynikami badat, wiekszo$¢ wskazuje na
istotng role Lreg w lezacej u podstawy OT i autoimmunologicznych choréb tarczycy (AITD)
immunodysregulacji.

limfocyty regulatorowe - orbitopatia, choroba Gravesa i Basedowa - autoimmunologiczne choroby tarczycy

Summary

Thyroid orbitopathy (OT), as an organ-specific autoimmune disease, is a result of immune
dysregulation leading to loss of control over inflammation directed against self-antigens.
The source of the autoreactive lymphocytes is the impairment of central tolerance as well as
their induction on the periphery by modified or sequestered by that time antigens. Active
suppression by the various subpopulations of regulatory lymphocytes (Lreg) acts as a coun-
terbalance to the proinflammatory factors and is aimed at dampening pathological reaction.
Thereby, qualitative or quantitative shortfalls of Lreg play a critical role in the development
of autoimmune diseases. Giving direction to Lreg-based therapy and restoring the dynamic
balance seem to be of crucial importance, especially in diseases such as OT, where the causative
self-antigen is not yet unequivocally elucidated.

Technical difficulties with isolation and assessment of Lreg function in vitro as well as lack
of unification of research protocols make the findings non-comparable, inconclusive and so-

1378

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70



Siomkajto M. i wsp. — Limfocyty regulatorowe w orbitopatii tarczycowej...

metimes even conflicting. Lack of a Tregs’ (regulatory T cells) specific set of surface markers
makes the demethylation status analysis of TSDR (Treg specific demethylated region) FOXP3
(forkhead box P3) locus the most reliable method of their quantification. Despite numerous
discrepancies between research findings, most of them point to Lreg’s pivotal role in immune
disturbances, which form the basis of OT and autoimmune thyroid diseases (AITD).

Keywords: regulatory lymphocytes - orbitopathy - Graves’ disease - autoimmune thyroid disease
Full-text PDF: | http://www.phmd.pl/fulltxt.php?lCID=1227644
Word count: | 4992
Tables: | -
Figures: | -
References: | 67
Adres autorki: dr n. med. Marta Siomkajto, Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia Izotopami UM, Wybrzeze
L. Pasteura 4, 50-367 Wroctaw; e-mail: m-s@10g.pl
Wykaz skrétéw:  AITD - autoimmunologiczne zapalenie tarczycy (Autoimmune Thyroid Disease); APC - komérka

prezentujaca antygen (Antigen Presenting Cell); BCR - receptor limfocytéw B (B Cell Receptor);
Breg - limfocyty B regulatorowe (regulatory B cells); CTLA-4 — antygen 4 zwigzany z limfocytem
T cytotoksycznym (cytotoxic T lymphocyte antygen-4); FOXP3 — czynnik transkrypcyjny forkhead
box P3 (forkhead box P3 transcription factor); GD — choroba Gravesa i Basedowa (Graves-Base-
dow'’s Disease); GITR - indukowany przez glukokortykoidy receptor TNF — czynnika martwicy
nowotworu (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor); HT — choroba Hashimoto
(Hashimoto's Disease); IGF1-R - receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (insulin-like
growth factor-I receptor); IPEX - sprzezony z chromosomem X zespét dysregulacji immunologicz-
nej, poliendokrynopatii i enteropatii (immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy,
X-linked syndrome); iTreg - indukowane Treg (inducible Treg cells); Lreg - limfocyty regulatorowe
(regulatory lymphocytes); MHC Il - czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy dru-
giej (major histocompatibility complex molecules class Il); nTreg - naturalne Treg (natural Treg
cells); OT - orbitopatia tarczycowa (thyroid orbitopathy); PBMCs - jednojadrzaste komérki krwi
obwodowej (peripheral blood mononuclear cells); TCR - receptor limfocytéw T (T cell receptor);
Teff - limfocyty efektorowe (effector T-cells); TG - tyreoglobulina (tyreoglobulin); Thelp - limfocyty
pomocnicze (T helper cells); Treg - limfocytyt T regulatorowe (regulatory T cells); TSDR - deme-
tylowany region swoisty dla limfocytoéw T regulatorowych; TSHR - receptor TSHR (Treg specific
demethylated region).

ORBITOPATIA TARCZYCOWA — DEFINICJA, PATOGENEZA

Orbitopatia tarczycowa jest autoimmunologicznym
procesem zapalnym tkanek miekkich oczodotu o samo-
ograniczajacym sie przebiegu. Najczesciej wystepuje
jako pozatarczycowy objaw choroby Gravesa i Base-
dowa (GD) [52]. Prawie w 10% jest zwigzana z chorobg
Hashimoto (HT), znacznie rzadziej towarzyszy innym
autoimmunologicznym zapaleniom tarczycy, a spora-
dycznie takze rakowi tarczycy. Bezpo$rednia przyczyna
objawéw i dolegliwo$ci w fazie aktywnej zapalenia sg
zmiany naciekowo-obrzekowe, nagromadzenie gli-
kozaminoglikandéw, proliferacja fibrocytéw i ich réz-
nicowanie w kierunku adipocytéw lub miocytéw.
Wobec szczegblnego umiejscowienia procesu, w prze-
strzeni oczodotu ograniczonej kostnymi $cianami,
wzrost objeto$ci tkanek miekkich powoduje wzrost
ci$nienia wewnatrzoczodolowego, zastdj zylny i lim-
fatyczny, obrzek, zaburzenia ruchomo$ci gatki ocznej
i wytrzeszcz, a w skrajnych przypadkach prowadzi do

zagrazajacej utrata wzroku neuropatii nerwu wzroko-
wego i keratopatii [58].

Patogeneza OT nie jest jeszcze wyja$niona, uwaza sie, ze
u podloza zapalenia lezy autoimmunologiczna, krzyzowa
reakcja miedzy antygenami tarczycy i tkanek okotogat-
kowych. Wiekszo$¢ obserwacji oraz model zwierzecy OT
wskazuje na receptor TSH (TSHR) jako gtéwny autoan-
tygen zapoczatkowujgcy reakcje zapalng [33,36,52]. Jed-
nocze$nie podkresla sie role innych antygendw tkanki
tacznej, w tym IGF1-R (insulin-like growth factor-I recep-
tor) [52,56,58]. Nadal pozostaje do wyjaénienia wystepo-
wanie orbitopatii u 0séb bez wykrywalnych przeciwciat
anty-TSHR i AITD. Wedtug hipotezy opierajacej sie na
roli TSHR, zrédlem toczgcego sie zapalenia jest tkanka
taczna, a w niej fibrocyty - niejednorodna morfologicz-
nie, pochodzaca ze szpiku grupa komérek progenitoro-
wych o cechach immunomodulujacych, ktéra wykazuje
wysoka, poréwnywalng z komérkami tarczycy, ekspre-
sje TSHR oraz innych biatek wspdlnych z tyreocytami.
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Do oczodotéw migruja tylko u 0séb z orbitopatia i daja
poczatek szczegblnemu typowi fibroblastéw - o wyréz-
niajacej je ekspresji powierzchniowych receptoréw
i czasteczek kostymulujgych oraz cechujacych sie nad-
reaktywno$cig na bodZce prozapalne. Jako niejedno-
rodna morfologicznie i funkcjonalnie grupa wykazuja
zréznicowanie na linie Thy(+), mogacej pod wplywem
odpowiednich bodzcéw ulegaé zréznicowaniu do mio-
fibroblastéw oraz Thy(-), z potencjatem réznicowania
sie do adipocytéw [58]. Pobudzenie TSHR na wykazu-
jacych nadmiernag reaktywno$¢ zapalng fibrocytach
i fibroblastach, przy niezbednym wspétudziale stymu-
lacji IGF1-R powoduje uwolnienie cytokin prozapalnych
i inicjacje zapalenia [52]. Nadmierne wytwarzanie sil-
nie hydrofilnych glikozaminoglikanéw oraz intensywna
adipogeneza odpowiadaja za nawet kilkukrotny wzrost
objetosci tkanek oczodotu. Rozwdj zapalenia doprowa-
dza do migragji i infiltracji limfocytarnych o podobnym
charakterze jak w lokalizacji tarczycowej. Wiekszos$é
doniesieri dotyczacych charakterystyki naciekéw limfo-
cytarnych w OT wskazuje na dominacje limfocytéw CD4+
i makrofagéw, przy braku lub niewielkim wspétudziale
komdérek CD8+ i nieobecno$ci komérek CD20. Badaniu
jednak poddawano pacjentéw po przebytej steroidotera-
pii i/lub radioterapii [13,16,45,62]. Avunduk i wsp. nato-
miast, na podstawie analizy naciekéw limfocytarnych
pochodzacych od czterech oséb niepoddawanych weze-
$niej terapii glukokortykosteroidami ani tez radiotera-
pii, wykazali istotna role w rozwoju zapalenia zaréwno
limfocytéw CD4 jak i CD8 [2]. Nie tylko leczenie, ale
takze czas trwania i etap choroby odgrywaja istotng role.
W poczatkowym stadium dominujg komérki i cytokiny
limfocytéw Th1, a w miare wyciszania procesu - zdro-
wienia dochodzi do przesuniecia réwnowagi w strone
limfocytéw Th2. Dotychczas nie potwierdzono oczeki-
wanej obecno$ci w naciekach komérek Th17, ktérych
wazna rola zostata dowiedziona w innych schorzeniach
autoimmunologicznych. Donoszono natomiast o zwiek-
szonej ich liczebnosci we krwi obwodowej pacjentéw
z OT [30] oraz tkance tarczycy i krwi obwodowej pacjen-
téw z GD, HT [1,10,14,22,47,58].

ORBITOPATIA JAKO CHOROBA AUTOIMMUNOLOGICZNA

Orbitopatia tarczycowa, jako swoista narzadowo choroba
autoimmunologiczna, jest wynikiem utraty tolerancji
wobec wlasnych antygenéw. Autoreaktywne limfocyty
moga by¢ wynikiem niedoskonatosci procesu tolerancji
centralnej lub powstaé na obwodzie wobec:

« antygendw sekwestrowanych i nieobecnych w ptodo-
wej grasicy i krazeniu,

« antygendw ulegajacych nieznacznej modyfikacji np.
w wyniku mutacji, infekcji wirusowej, procesu nowo-
tworowego,

* pojawienia sie nagle nadmiernej, przetamujacej tole-
rancje ilo$ci antygenu w krazeniu lub

« krzyzowej reakcji z antygenami bakteryjnymi czy wiru-
sowymi.

W prawidlowych warunkach przed rozwojem choréb
z autoagresji chronia ztozone mechanizmy tolerancji
obwodowej opierajace sie na: sekwestracji, delecji, aner-
gii klonalnej oraz na aktywnej supresji - niezaburzonym
dziataniu swoistych antygenowo i nieswoistych limfocy-
téw regulatorowych. Podobne procesy selekcji dotycza
réwniez limfocytéw B. Do ich proliferacji i réznicowa-
nia w dojrzate komdrki wytwarzajace immunoglobuliny
konieczne jest wspétdziatanie limfocytéw T. W przy-
padku braku autoreaktywnych pomocniczych limfo-
cytéw T (Thelp), autoreaktywne komérki B pozostaja
w u$pieniu [59]. Istotna rola limfocytéw Treg w cho-
robach autoimmunologicznych zostata dobrze udoku-
mentowana na modelach zwierzecych oraz poparta
doniesieniami o ich deficytach funkcjonalnych i ilo$cio-
wych w wielu autoimmunologicznych chorobach u ludzi,
zaréwno narzadowych, jak i uktadowych [20,29,53].

W warunkach fizjologicznych uktad immunologiczny
cechuje sie zachowaniem dynamicznej réwnowagi mie-
dzy procesami pro- i przeciwzapalnymi. Choroby auto-
immunizacyjne natomiast charakteryzuje patologiczna
i niekontrolowana odpowiedz zapalna. W zwiazku z tym
wydaje sie, ze fundamentalne znaczenie ma odtworze-
nie homeostazy przez poprawe funkeji lub zwieksze-
nie iloéci Lreg w takim stopniu, aby byly adekwatne do
nasilenia procesu zapalnego i rozpatrywanie ich deficy-
téw ilodciowych w odniesieniu do liczebno$ci komérek
zapalnych, a nie warto$ci bezwzglednych

Aktywowane Treg moga hamowaé odpowied? zapalng
niezaleznie od rodzaju autoantygenu. Biorgc pod uwage
wieloczynnikowe uwarunkowanie wiekszo$ci choréb
autoimmunizacyjnych, poznanie i ukierunkowanie tera-
pii na Treg wydaje sie istotne, zwlaszcza w takich cho-
robach jak OT, gdzie swoisty autoantygen nie zostat
jednoznacznie zidentyfikowany [29].

LIMFOCYTY REGULATOROWE

Limfocyty regulatorowe, nazywane niegdys ,limfocy-
tami supresorowymi”, to niejednorodna pod wzgle-
dem fenotypowym i funkcjonalnym grupa limfocytéw
réznych linii rozwojowych, ktérych wspdlna cecha jest
zdolno$¢ do tlumienia odpowiedzi immunologicznej.
Dziatajac w sposéb bezposredni lub za pomoca wydzie-
lanych cytokin i metabolitéw blokujg interakcje komé-
rek efektorowych (Teff) z komérkami prezentujacymi
antygen (APC). Hamuja réznicowanie i proliferacje
limfocytéw naiwnych (niepoddanych dotychczas sty-
mulacji zewnetrznymi antygenami), proliferacje zrézni-
cowanych limfocytéw efektorowych oraz komérek NK,
makrofagdéw, osteoklastéw, APC, a takze indukujg w tych
komérkach apoptoze lub niszcza je bezposrednio. W pra-
widtowych warunkach zapobiegaja w ten sposéb choro-
bom autoimmunizacyjnym, alergiom oraz nadmiernemu
uszkodzeniu tkanek przez procesy zapalne [25].
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Opisano juz wiele rodzajéw limfocytéw regulatorowych
nalezacych do populacji pomocniczych limfocytéw
CD4+, CD8+, B oraz komdrek NK [8,9,20,26,66], jednak
najliczniejsza i najlepiej poznana grupa sa grasicze
pomocnicze limfocyty CD4+ Treg. Ich funkgje i stabilno$¢
determinuje przede wszystkim czynnik transkrypcyjny
FOXP3 oraz status epigenetyczny locus FOXP3 - deme-
tylacja regionu TSDR. Za typowe i mimo nieswoisto-
$ci powszechnie uzywane do ich izolacji (ze wzgledu
na trudnosci w wykorzystaniu wewnatrzkomérkowego
FOXP3) markery powierzchniowe uchodza: wysoka eks-
presja lekkiego taricucha receptora dla IL-2 - IL-2Ra
(CD25), CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antygen-4),
ektonukleazy: CD39 i CD73, GITR (glucocorticoid-indu-
ced tumor necrosis receptor) oraz niska ekspresja IL-7Ra
(CD127), ktéra wykazuje odwrotng korelacje z ich funk-
cja supresorowa [21,43].

FOXP3 jest krytycznym dla rozwoju Treg biatkiem,
sktadajacym sie z kilku funkcjonalnych domen. Odpo-
wiada za regulacje transkrypcji genéw ksztattuja-
cych fenotyp i funkcje Treg przez supresje czynnikéw
transkrypcyjnych zwiazanych z ekspresja cytokin pro-
zapalnych (NF-kB, NFAT) czy indukcja prozapalnych
komérek (RORyt), a aktywacje podstawowych czynni-
kéw dla funkcji regulatorowych Treg, jak np. CTLA-4,
GITR [4,7,8,20,44].

Gtéwna role FOXP3 dla funkcji limfocytéw supreso-
rowych potwierdza wystepowanie ciezkich choréb
autoimmunologicznych oraz letalnego zespotu immu-
nodysregulacji, poliendokrynopatii i enteropatii - IPEX
(immunodysregulation, polyendocrinopathy, entero-
pathy, X-linked syndrome) w wyniku mutacji w obre-
bie domen FOXP3, a takze mozliwo$¢ nabycia przez
komérki naiwne funkcji i fenotypu Treg po wprowa-
dzeniu do nich mRNA FOXP3 [7]. Do niedawna uwazano
FOXP3 za gtéwny marker umozliwiajacy identyfikacje
Treg. Okazalo sie jednak, ze moze réwniez przejéciowo
ulegal ekspresji na pobudzonych komérkach efekto-
rowych, a limfocyty regulatorowe moga na jaki$ czas
utraci¢ ekspresje FOXP3 przechodzac w stan latencji.
Identyfikacje prawdziwych Treg mozna przeprowa-
dzié na podstawie oceny metylacji regionu TSDR locus
FOXP3 bedacej wyrazem modyfikacji epigenetycznej
odpowiadajgcej za stabilno$¢ i funkcje Treg. Stabilne
komérki Treg charakteryzuje catkowita demetylacja
TSDR, natomiast cze$ciowa badz catkowita metyla-
cja, zmniejszajgca dostepnos$é pewnych regionéw DNA
dla czynnikéw transkrypcyjnych i innych wiazacych
sie z DNA czasteczek, wystepuje w komérkach efekto-
rowych oraz niestabilnych indukowanych Treg. Cat-
kowita demetylacja regionu TSDR pozostaje obecnie
najbardziej swoistym z dotychczas znanych markeréw
stabilnych Treg, a analiza metylacji TSDR - najbardziej
wiarygodng metoda identyfikacji stabilnych Treg we
krwi obwodowej i tkankach miekkich, niezalezng od
oceny ekspresji FOXP3. Ponadto, stopiefi demetylacji
koreluje z funkcja supresorowg iTreg (indukowanych
Treg) [21,35,37].

Inng, wazng dla funkcji Treg czasteczka jest CTLA-4,
ktérej blokada uchyla funkcje supresorowa limfocytéw,
a jego niedobory wywotuja $miertelne choroby autoim-
munizacyjne w modelach zwierzecych [54].

Wérédd limfocytéw regulatorowych wszystkich linii roz-
wojowych istnieje duza réznorodnosé ukierunkowa-
nych na ten sam cel profiléw dzialania - zahamowanie
funkgji i/lub eliminacja komdrek efektorowych i APC
oraz zaktécenie ich wspéldziatania. Limfocyty T CD4+,
CD8+ i limfocyty B mozna prébowaé podzieli¢ w spo-
séb analogiczny, m.in. ze wzgledu na: profil wydziela-
nych cytokin, ekspresje powierzchniowych receptoréw,
czynnikéw transkrypcyjnych (w tym FOXP3), przeja-
wiang aktywno$¢ (ekspresja Ki-67) i status - aktywne
komérki pamieci (CD45RA, CD45RO™)/komérki naiwne
(CD45RAW) [9,20,49,66]. W zwigzku z brakiem swoisto-
$ci, a takze niestabilnoscig ekspresji poszczegblnych
markeréw powierzchniowych, zalezna od stanu aktywa-
cji komérki i charakteru otaczajacego mikro$rodowiska,
nie jest mozliwe okreslenie immunofenotypu poszcze-
gblnych subpopulacji Treg [60].

Podstawowy i najbardziej zaznaczony podziat gléwnych
limfocytéw regulatorowych - CD4+Treg opiera sie na ich
pochodzeniu. Wyréznia sie naturalne - grasicze Treg
(nTreg) oraz obwodowe, indukowane iTreg, réznice mie-
dzy nimi dotycza gtéwnie statusu epigenetycznego oraz
ich stabilno$ci [41].

Limfocyty nTreg (CD4+CD25+FOXP3+) powstajg z tymo-
cytéw CD4+CD25+ w grasicy, przez selekcje negatywna
w wyniku interakcji autoantygendéw z kompleksem
TCR/CD3 o duzym powinowactwie, prezentowanych
w kontekscie MHC klasy II (czasteczek gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej klasy drugiej) na komérkach rdze-
nia grasicy, przy wspétudziale odpowiednich cytokin -
gtéwnie IL-2 lub IL-15, a w bardzo matym stopniu takze
innych. W zaleznosci od intensywnos$ci i czasu sty-
mulacji TCR (T Cell Receptor) oraz obecnych cytokin,
dochodzi do powstania réznych populacji limfocytéw.
Odpowiednio silna stymulacja TCR indukuje ekspresje
FOXP3. Niezaleznie, wystarczajgco dtugi czas stymula-
cji doprowadza do odpowiadajacej za stabilno$¢ Treg,
modyfikacji epigenetycznej - demetylacji regionu TSDR
locus FOXP3. Tylko limfocyty FOXP3(+) z charaktery-
stycznym epigenomem sg aktywna i stabilna populacja
Treg, niezalezng od dalszej stymulacji TCR i prozapal-
nego charakteru §rodowiska. Populacja FOXP3(-) o zmo-
dyfikowanym epigenomie stanowi pule potencjalnych,
nieaktywnych Treg, ktére w odpowiednich warunkach
mogg naby¢ ekspresje FOXP3 oraz pelnowarto$ciowa
funkcje supresorowa. Komérki wykazujace tylko ekspre-
sje FOXP3, bez demetylacji TSDR, sg niestabilne i w przy-
padku braku TGF-p czy odpowiedniej stymulacji, tatwo
tracg swéj fenotyp [8,41,43,66] (ryc. 1).

Druga gléwna linig rozwojowa CD4+Treg sa iTreg
powstajace w obwodowych narzadach limfatycznych
z naiwnych limfocytéw CD4(+) pod wptywem stymulacji
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obcymi antygenami w niskich stezeniach, przy wspdt-
udziale krytycznych dla indukcji FOXP3 cytokin: IL-2
i TGF-P. Obecno$¢ innych przeciwzapalnych cytokin
wzmacnia dziatanie TGF-P, natomiast obecno$¢ czaste-
czek prozapalnych, zwlaszcza IL-6, -1,-21 , przeciwdziata
indukowanej przez TGF-p ekspresji FOXP3, a w zamian
promuje ekspresje czynnika transkrypcyjnego RORyt
i rozwéj limfocytéw Th17. Indukcje FOXP3 przez TGF-f
wzmacniajg takze inne substancje, np. metabolity wita-
miny A (ATRA, all trans retinoic acid) czy inhibitor
szlaku mTOR- rapamycyna [21,66].

Brak demetylacji TSDR stabilizujacej funkcje iTreg,
powoduje, ze ich dalsze losy i zachowanie fenotypu
w znacznym stopniu zalezg od $rodowiska w jakim sie
znajduja. Do czynnikdéw stabilizujacych i promujacych
rozwéj populacji Treg nalezg m.in.: TGF-f i IL-2, -15,
-33, ATRA, metabolity witaminy D, adenozyna, a takze
zalezne od obecno$ci komensalowych bakterii jelito-
wych: krétkotaricuchowe kwasy ttuszczowe, polisa-
charyd A Bacteroides fragilis, czy inne elementy bakterii
probiotycznych [21]. Jednak odpowiednio dtuga stymu-
lacja TCR niestabilnych iTreg, w odpowiednich warun-
kach, prowadzi do stopniowej demetylacji TSDR [38].

Profil cytokin obecnych w $rodowisku, poprzez induk-
cje ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych typowych dla
poszczegblnych linii limfocytédw efektorowych, powo-
duje wyspecjalizowanie sie subpopulacji Treg ukie-
runkowanych na supresje odpowiadajacych im Teff
i wykazujacych ekspresje receptoréw chemokin umoz-
liwiajgcych migracje do konkretnego kompartmentu,
w ktérym toczy sie zapalenie [43].

Liczne doniesienia wskazuja na mozliwo$¢ zachowania
wiekszej lub mniejszej plastycznosci w obrebie wszyst-
kich subpopulacji CD4+. Poszczegblne typy limfocytéw
efektorowych i regulatorowych, w okre$lonych warun-
kach, moga ulega¢ wzajemnej konwersji, tracac pier-
wotne funkcje, nabierajac nowe, a takze doprowadzajac
do powstania komérek o posrednich, wspélnych dla obu
linii komdrkowych cechach. Donoszono o przeksztat-
caniu sie limfocytéw regulatorowych w prozapalne
komdrki Th1 czy limfocyty Th17, o zachowanych bad?
utraconych cechach przeciwzapalnych [18,26,41]. Pro-
zapalne, wydzielajace IFN-y Th1 moga naby¢ zdolnosé
wytwarzania IL-10, a tym samym, jako regulatorowe
komérki Tr1 FOXP3(-), potencjatu ograniczenia procesu
zapalnego, na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego.
Bardzo niestabilng i heterogenna grupa komdrek sa lim-
focyty Th17, ktérych gtéwna role potwierdzono w roz-
woju wielu proceséw autoimmunizacyjnych. Moga sie
przeksztatcaé w limfocyty Treg, Thi, Th2 oraz Tr1l - lim-
focyty regulatorowe FOXP3" [3,18,41]. Mimo to, Ze pel-
nig przeciwstawne do Treg funkcje maja z nimi wspélna
$ciezke rozwojowa. W wyniku stymulacji naiwnych lim-
focytéw CD4 przez TGF-P powstajg komédrki wykazu-
jace ekspresje zaréwno krytycznego dla rozwoju Treg
czynnika transkrypcyjnego FOXP3, jak i decydujacego
o powstaniu prozapalnych Th17 - RORyt. W przypadku

obecnosci prozapalnych interleukin: IL-6, -21 docho-
dzi do redukeji FOXP3, zwiekszenia ekspresji RORyt i do
powstania Th17. Brak prozapalnych cytokin umozliwia
zahamowanie przez FOXP3 ekspresji RORyt i powstania
Treg FOXP3+ [26,41].

Gltéwnie ze wzgledu na bardzo mata liczebno$¢ populacji
CD8(+)Treg, stanowiacych okoto 0,4% populacji limfocy-
téw T krwi obwodowej zdrowych ludzi, geneza i funk-
cja CD8 Treg sa bardzo stabo poznane [9]. Nie jest pewne
czy reprezentujg jedynie indukowang w odpowiednich
warunkach grupe komérek supresorowych, czy - ana-
logicznie do CD4 Treg - istniejg réwniez grasicze natu-
ralne CD8 Treg, a ich rozwéj przebiega jednocze$nie
z CD4+Treg. Za drugg teorig przemawiaja doniesienia
o wyizolowaniu z ludzkiej grasicy komérek CD25+CD8+
oraz CD25+CD4+CD8+ o zblizonym do Treg fenotypie
i stabilnej funkcji supresorowej wobec Teff [31,39,48].
Podobnie, jak w populacji regulatorowych komdrek CD4,
w obrebie CD8 Treg mozna wyréznié subpopulacje réz-
nigce sie profilem dziatania i fenotypem [40].

Prozapalne i przeciwzapalne komérki pozostaja
w warunkach prawidtowych w dynamicznej réwnowa-
dze zapewniajac zachowanie autotolerancji oraz ochrone
przed destrukcja tkanek przez nadmiernie rozwijajacy
sie proces zapalny. Jej zachwianie, czy to przez czynniki
wewnatrzkomérkowe czy humoralne, moze doprowa-
dzi¢ do rozwoju choréb z autoagresji. Ponadto, istotna
role w procesie autoimmunizacji moze petnié nabranie
funkcji prozapalnych przez swoiste dla autoantygendw
Treg [26].

Pomimo réznic w genezie i profilu dziatania Treg, pod-
stawowe mechanizmy supresji odpowiedzi immunolo-
gicznej sg wspdlne i opieraja sie na:

» modulacji funkcji i procesu dojrzewania komérek pre-
zentujacych antygen,

« eliminacji komérek efektorowych i prezentujacych
antygen,

« przerwaniu szlakéw metabolicznych oraz
» wytwarzaniu cytokin przeciwzapalnych [20].

Treg ograniczajg zdolno$¢é APC do inicjacji odpowie-
dzi immunologicznej zmniejszajac ekspresje obecnych
na nich, taczacych sie z CD28 i niezbednych w proce-
sie prezentacji antygenu - koreceptoréw CD80 i CD86.
Dziatanie to wywierajg po$rednio - przez redukcje ich
mRNA spowodowana oddziatywaniem CTLA-4 oraz bez-
posrednio - fizyczne usuniecie z powierzchni komé-
rek przez transendocytoze i degradacje. Wytwarzane
przez Treg granzymy A i B wnikajace do komdrek doce-
lowych, dzieki wydzielanym przez nie perforynom,
uruchamiaja szlak kaspaz prowadzacy do apoptozy.
Zahamowanie proliferacji i aktywno$ci limfocytéw
efektorowych jest réwniez mozliwe przez dostarcze-
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nie negatywnego sygnatu do komérek - aktywacje
cAMP. Obecno$¢ na Treg ektonukleatydazy - CD39 oraz
CD73 umozliwia rozktad ATP do adenozyny wykazuja-
cej liczne przeciwzapalne cechy: ttumienie aktywacji
i proliferacji komdrek T efektorowych oraz promowa-
nie powstawania Treg. Para- i autokrynne dziatanie
Treg jest mozliwe dzieki wydzielanym przez nie inter-
leukinom: IL-10, TGF-f, IL-35 [8,20].

REGULATOROWE LIMFOCYTY B

Dwoisto$¢ funkgji limfocytéw B wyrazajaca sie mozliwo-
$cia petnienia funkcji zaréwno komérek prozapalnych jak
i supresorowych, w tej samej chorobie zaobserwowano
po raz pierwszy okoto 40 lat temu. Od tego czasu zebrano
wiele doniesien o przypadkach zaostrzenia objawéw cho-
réb autoimmunologicznych i alergicznych na skutek utraty
regulatorowych limfocytéw B (Breg), a ich funkcje supreso-
rowe scharakteryzowano na wielu zwierzecych modelach
zapalenia, autoimmunizacji i nowotworéw [42]. Okazato
sie réwniez, ze ukierunkowanie terapii na redukcje limfo-
cytéw B (Rituximab) w chorobach autoimmunizacyjnych,
w ktérej poktadano wielkie nadzieje, nie zawsze wywotuje
oczekiwany skutek terapeutyczny. W niektérych proce-
sach autoimmunizacyjnych (np. Thi-zalezne: tuszczyca,
colitis ulcerosa, neurologiczne choroby autoimmunolo-
giczne) zastosowanie terapii Rituximabem nasila objawy
choroby. Do zaostrzenia moze prowadzi¢ réwniez wpro-
wadzenie leczenia na niewtasciwym - zbyt péZnym etapie
choroby [61]. Mimo skutecznej redukgji limfocytéw B w GD,
skutek kliniczny jest bardzo niezadawalajacy - zdrowieje
tylko okoto 40% pacjentéw. Powyzsze obserwacje wskazuja
na istotng role Breg w regulacji proceséw zapalnych zalez-
nych od limfocytéw T [65].

Regulatorowe limfocyty B sa heterogenna populacja,
wsérdd ktdrej opisano wiele podtypéw wykorzystujg-
cych odmienne mechanizmy dziatania. Wszystkie maja
wspdlne z innymi subpopulacjami limfocytéw B markery
powierzchniowe. Nie ustalono dotychczas swoistych dla
Breg markerédw powierzchniowych ani czynnika trans-
krypcyjnego. Pod wptywem stymulacji w odpowiednim
kontekscie i czasie moga by¢ wytworzone ze wszystkich
komdrek B, co wskazuje na fundamentalna role mikro-
$rodowiska dla indukcji Breg [63]. Odkrycie autoreaktyw-
nego charakteru BCR (B Cell Receptor) regulatorowych
limfocytéw B sugeruje immunizacje autoantygenami,
jako jeden z etapédw rozwoju Breg i tym samym ich role
w utrzymaniu autotolerancji [23].

Lee i Noh wprowadzili systematyczne nazewnictwo
regulatorowych limfocytéw B analogicznie do subpo-
pulacji limfocytéw T. Najbardziej poznane, wykazujace
funkcje supresorowe gtéwnie za posrednictwem IL-10
limfocyty B10, nazwano Brl (podobnie jak wydziela-
jace IL-10 regulatorowe limfocyty T-Tr1). Jako Br3 (ana-
logicznie do Th3) okre$lono odgrywajace gtéwna role
w indukcji tolerancji w alergiach pokarmowych regula-
torowe limfocyty wydzielajace TGF-B. CD19+C5+FOXP3+
komérki B oznaczono, jako Breg [42].

Podobnie jak Treg, Breg dzialajg zaréwno przez mechani-
zmy bezpo$rednie jak i posrednie, takie jak: wydzielanie
supresorowych cytokin (IL-10, TGF-), immunoglobu-
lin (IgG4, sialowane IgG), grazymoéw, czy bezposredni
kontakt miedzykomérkowy - indukcja apoptozy za
pomoca liganddw, takich jak FAsL, PD-L1, PD-L2 oraz
synergistyczne z IL oddzialtywanie czgsteczek kosty-
mulujacych (CD80, CD86). W wyniku oddziatywania: a)
hamuja proliferacje, réznicowanie i wydzielanie proza-
palnych cytokin przez komérki Thi, Th17 oraz indukujg
ich konwersje w limfocyty regulatorowe (odpowiednio
Tr1 i FOXP3+ Treg), b) indukujg apoptoze w komdrkach
efektorowych i autoreaktywnych, c) ttumig aktywa-
cje prezentujacych antygen komérek dendrytycznych
i makrofagéw, d) aktywuja regulatorowe komérki NK.
W nastepstwie dochodzi do przesuniecia réwnowagi
Th1/Th2 na korzy$¢ Th2, ekspansji Treg kosztem Teff,
a takze wytworzenia tolerancyjnych komérek prezentu-
jacych antygen. Wydaje sie, ze regulatorowe komérki B
odgrywaja gtéwna role w plastycznosci komérek T [63].
Dziatanie komdrek supresorowych B i T jest ukierunko-
wane na supresje procesu zapalnego, jednak ich funkcje
w chorobach autoimmunizacyjnych sa rézne, zalezne od
umiejscowienia ich dziatania w czasie. Limfocyty B dzia-
taja wczedniej, inicjuja reakcje supresorowe, utatwiaja
rekrutacje Treg, a nastepnie zanikajg, gdy te rozwing
petne dziatanie. Komérki T sa gtéwnie aktywne w pdz-
niejszej fazie przedtuzajacego sie procesu autoimmuni-
zacyjnego i progresji choroby [42].

Badania dotyczace okreslenia liczebno$ci komérek B10
w réznych chorobach autoimmunizacyjnych wskazuja
na ich zwiekszong liczbe w poréwnaniu z osobami zdro-
wymi, a takze na wieksze, spontaniczne wytwarzanie
IL-10 przez komérki chorych z procesami autoimmu-
nizacyjnymi (RZS, SLE, twardzina uktadowa), niepod-
dawanych zadnemu leczeniu w poréwnaniu do grup
kontrolnych. Wyniki badari dotyczace ewentualnego
istnienia upo$ledzenia funkcjonalnego B10 pozostaja na
razie niejednoznaczne [23].

Kristensen i wsp. [27] oceniali zdolno$¢ limfocytéw B
oséb z AITD (GD, HT) oraz zdrowych do réznicowania
sie w wytwarzajace IL-10 B10, po stymulacji powszech-
nie stosowanymi, nieswoistymi odczynnikami (PMA/
ionomycyna, Cpg), a takze naturalnym autoantygenem
- tyreoglobuling (TG). Prébowano okresli¢ réwniez zdol-
no$¢ potraktowanych TG komérek B do indukcji wydzie-
lajacych IL-10 komérek CD4 i profil cytokinowy PBMCs
(komérek jednojadrzastych krwi obwodowej) wszystkich
grup w warunkach podstawowych oraz po stymulacji
poliklonalnej i autoantygenem. Na podstawie wynikéw
badania wyciagnieto wnioski, iz w AITD réznicowanie
komérek B w B10 jest niezaburzone. Po poliklonalnej
stymulacji nie stwierdzono istotnych réznic w ilo$ci B10
miedzy grupami. Ponadto, u pacjentéw z GD indukowane
TG B10 wypromowaty powstanie komdrek CD4+ wydzie-
lajacych IL-10. Stezenie przeciwzapalnej IL-10 zaréwno
w warunkach podstawowych, jak i po stymulacji byto
znacznie wyzsze w obu grupach chorych niz u oséb
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zdrowych. Nie wyklucza to jednak defektu funkcjonal-
nego regulatorowych komérek B zwigzanego z innymi
mechanizmami immunoregulacji, a takze uposledzenia
ich czynnosci lokalnie - w gruczole tarczowym. Warto
zaznaczy¢, ze wiekszo$¢ dobranych do badania pacjen-
téw byto jednocze$nie poddawanych farmakoterapii
(lewotyroksyna, tiamazol).

Do odmiennych wnioskéw doszli natomiast Zha
i wsp. [65] przypisujac, na podstawie wcze$niejszych
obserwacji, komérkom B10 fenotyp CD19+CD24hiCD27+,
wykazali ich istotnie mniejszg liczebno$é u pacjen-
téw ze §wiezo rozpoznanag i niepoddawang leczeniu GD
w poréwnaniu do oséb zdrowych oraz pacjentéw z co
najmniej 12-miesieczng remisja choroby. Funkeja supre-
sorowa, okreslana jako zdolno$¢ do hamowania prolife-
racji komérek CD4+ oraz wytwarzania przez nie cytokin
prozapalnych, pozostawata upo$ledzona zaréwno u cho-
rych jak i 0séb po przebytej GD.

(OCENA ILOSCI | FUNKCJI LIMFOCYTOW REGULATOROWYCH — PROBLEMY
DIAGNOSTYCZNE

Badania dotyczgce zaburzeti Treg w chorobach autoim-
munizacyjnych u ludzi, w tym AITD i OT napotykaja na
wiele trudnoéci, a ich wyniki bywaja niespéjne a nawet
sprzeczne. Wynika to najprawdopodobniej z braku stan-
daryzacji i unifikacji protokotéw badawczych miedzy
réznymi o$rodkami, a takze réznic w charakterystyce
dobranej grupy badawczej, nieuwzgledniania niektd-
rych czynnikéw (np. uprzednia steroido-/radioterapia,
aktywno$¢ choroby, oporno$¢ komérek efektorowych),
a przede wszystkim trudnos$ci technicznych zwigzanych
z wyizolowaniem i ocena funkcji Treg.

W zwigzku z tym, iz nie poznano dotychczas jednego,
swoistego dla Treg markera powierzchniowego, a nie-
ktére z typowo wystepujacych na ich powierzchni cza-
steczek sa réwniez obecne na aktywowanych komérkach
efektorowych, selekcje Treg przeprowadza sie na podsta-
wie ustalonej konfiguracji kilku z nich oraz braku/niskiej
ekspresji innych. Niestety nie ma ujednoliconego wzoru
markeréw, ktéry charakteryzowatby homogeniczna grupe
Treg. O$rodki badawcze stosujg rézne protokoty w zalez-
nos$ci od wilasnego do$wiadczenia. W zwiazku z tym
ocenie poddawane sa rézne populacje limfocytéw regula-
torowych, a takze prébki o réznym stopniu kontaminacji
limfocytami efektorowymi z przejéciowg ekspresja mar-
keréw typowych dla Treg. W zwigzku z tym wyniki sa nie-
poréwnywalne i na ich podstawie nie mozna wnioskowa¢
o ilodci i funkcji calej populacji Treg. Niespdjnos$¢ donie-
sien pochodzacych z badan charakteryzujacych Treg
wedhug réznych kryteriéw moga réwniez odzwierciedlaé
zaburzenie tylko konkretnych podgrup Treg, przy prawi-
dtowej funkgji innych [20]. W ostatnim czasie podkresla
sie role analizy metylacji TSDR, jako jedynej wiarygodnej
metody oznaczania ilosci Treg [35,37].

Najczes$ciej ocene funkcji Treg opiera sie o ich zdol-
no$¢ do hamowania proliferacji komérek efektorowych

w warunkach in vitro. Do najwazniejszych ograniczen tej
metody nalezg trudno$ci w odtworzeniu cech zapalenia
oraz nieuwzglednienie mozliwo$ci wystepowania opor-
no$ci komérek efektorowych na dziatanie Treg. Srodowi-
sko, w jakim sie znajduja komérki regulatorowe, bardzo
istotnie wptywa na ich funkcje, a dziatanie interleukin
jest niezmiernie ztozone - zalezne od kombinacji i pro-
porcji, w jakich wystepuja [21]. Sytuacja bytaby jeszcze
bardziej skomplikowana gdyby uwzgledni¢ doniesienia
o szeroko zachowanej plastycznosci linii komérkowych,
ktéra w szczegblnych warunkach umozliwiataby wza-
jemna konwersje komérek supresorowych i efektoro-
wych [20].

Badania dotyczace Treg, wykonywane na komérkach
pobranych z krwi obwodowej, nie uwzgledniaja mozli-
wosci wystapienia ich defektu tylko regionalnie - w oko-
licy zajetego zapaleniem narzadu [20].

Aktywno$¢é Treg zalezy od stopnia pobudzenia komdrek
efektorowych. Glick i wsp. [18] badajac role Treg w auto-
immunologicznych zapaleniach tarczycy zauwazyli, ze
wynik oceny ich funkeji supresorowej zalezy od uzytych
stymulantéw. Jesli jako kostymulant, oprécz przeciw-
cial anty-CD3 i anty-CD28, uzyte byly auto-PBMCs (auto-
logiczne PBMCs), obserwowano upo$ledzenie funkcji
supresorowej Treg 0s6b z GD i HT, w poréwnaniu do oséb
zdrowych. Natomiast, jesli zamiast auto-PBMCs uzyto
allo-PBMCs (allogeniczne PBMCs) lub allo-PBMCs, jako
jedynego stymulanta, nie stwierdzono réznic miedzy
badanymi grupami. Otrzymany wynik sktonit do zwery-
fikowania spostrzezeri w chorobie, w ktérej upo$ledze-
nie funkcji Treg jest powszechnie uznawane - cukrzycy
typu 1. Wyniki byty podobne - w przypadku uzycia jako
stymulanta allo-PBMCs, w grupie zdrowych i chorych na
cukrzyce typu 1 nie stwierdzano réznic w supresji proli-
feracji zaleznej od Treg.

Tylko nieliczne badania uwzgledniajg mozliwo$¢ zafat-
szowania wyniku przez wystepowanie oporno$ci Teff
i hodujag Treg badanych réwniez z Teff ludzi zdro-
wych [20].

Inny, bardzo wazny aspekt badan nad Treg dotyczy doboru
grupy badawczej, gdyz poziom Treg zalezy od stopnia
zaawansowania choroby, a takze przebytego leczenia.
Wykazano, iz pacjenci podczas aktywnej/wczesnej fazy:
tocznia uktadowego (SLE), stwardnienia rozsianego (SM),
reumatoidalnego zapalenia stawdw (RZS), tuszczycy, nie-
swoistego zapalenia jelit (IBD) wykazywali nizszy poziom
Treg niz ci z nieaktywna/przewlekla faza choroby. Odpo-
wied? kliniczna na zastosowanie przeciwciata anty-TNF-a
(infliximab) w RZS i IBD oraz GKS w SM, a fotochemiotera-
pii w tuszczycy koreluje ze wzrostem populacji Treg [20].
To samo dotyczy terapii tiamazolem w GD [25].

Mimo tylu nie$cisto$ci i aspektéw badan nad Treg
dostarczaja informacji, ktére wskazuja na wazng role
limfocytéw regulatorowych w przetamaniu tolerancji
w chorobach autoimmunizacyjnych [20].
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LIMFOCYTY REGULATOROWE A ORBITOPATIA

Pawtowski i wsp. [46], badajac tkanke taczng usunieta
podczas zabiegu dekompresji oczodotéw u 27 pacjentéw
z OT o réznym stopniu nasilenia, wykazali zwiekszona
ekspresje mRNA dla FOXP3 w stosunku do grupy kon-
trolnej - 0séb zdrowych oraz dodatnig korelacje mie-
dzy poziomem mRNA FOXP3 a nasileniem/aktywno$cia
zapalenia (oceniang odpowiednio wedtug skal: NOSPECS
i CAS) oraz CD3 i CRP. Jednoczeénie, tkanka oczodotowa
pacjentéw z ciezka orbitopatig (NOSPECS>/=5) i aktyw-
nym zapaleniem (CAS>/=4) cechowala sie nizszym pozio-
mem ekspresji, determinujacego funkcje Treg - CTLA-4,
niz u 0séb z tagodna orbitopatia (NOSPECS<5) i prawie
nieaktywnym zapaleniem (CAS<4), mimo ze poziom
ekspresji liganda dla CTLA-4 - CD86 wykazywat dodat-
nig korelacje z obecnoécia i stopniem nasilenia zapale-
nia. Poziom mRNA FOXP3 we krwi obwodowej nie réznit
sie natomiast miedzy pacjentami z OT i grupg kontrol-
ng [46]. Uwzgledniajagc dodatnig korelacje poziomu
mRNA FOXP3 z nasileniem zapalenia przy jednoczesnym
zmniejszeniu stezenia CTLA-4 mRNA, badacze wysu-
neli wniosek o uposledzonej funkcji Treg w ciezkiej OT.
W badaniu nie uwzgledniono obecno$ci mRNA FOXP3
pochodzacego od aktywowanych komérek efektorowych
(opierajac sie 0o mRNA FOXP3 nie mozna wnioskowa(
o iloéci/aktywnos$ci Treg), natomiast ujemna korelacja
mRNA CTLA-4 z nasileniem zapalenia, szczegdlnie przy
zachowanej dodatniej korelacji jego ligandu - CD86,
sugeruje nieadekwatng i uposledzona funkcje Treg.

Za istotna rolg Treg w rozwoju OT przemawiaja posred-
nio wielokrotne doniesienia o rozwoju orbitopatii
zapalnej przypominajacej orbitopatie Gravesa u oséb
poddawanych terapii ipilimumabem - monoklonalnym
przeciwciatem skierowanym przeciwko CTLA-4, stoso-
wanym w terapii przerzutujacego czerniaka i innych
guzdéw litych. Wyindukowanej orbitopatii u pacjentéw
bez wczesniejszego wywiadu w kierunku choréb tar-
czycy towarzyszylo pojawienie sie przeciwciat anty-TPO
i anty-TG, a w niektdérych przypadkach dochodzito
do rozwoju zapalenia tarczycy i zaburzenia jej funk-
Gji [5,6,15,28,32,34]. W opisanym przez Le Mina i wsp. [34]
przypadku, remisje orbitopatii oraz zmniejszenie miana
przeciwcial przeciwtarczycowych uzyskano po odsta-
wieniu ipilimumabu i zastosowaniu wielotygodniowego
leczenia metyloprednisolonem. Przeciwciata anty-TSHR
nie byly oznaczone na poczatku choroby, jednak ich nie-
znacznie podwyzszone miano po zakoriczeniu lecze-
nia i spadku stezenia anty-TPO i anty-TG sugeruje, iz
w aktywnej fazie choroby mogty by¢ istotnie podwyz-
szone.

Terapia ipilimumabem opiera sie na zahamowaniu
supresorowej funkcji Treg, przez co promuje skiero-
wang przeciwko komérkom nowotworowym odpowiedz
zapalng. Zachwianie réwnowagi miedzy komérkami
zapalnymi i supresorowymi moze jednak doprowadzié
do indukgji réznorodnych zaburzeri autoimmunologicz-
nych. Najczesciej jest to: niedoczynno$é przysadki (17%),

zapalenie tarczycy (GD, HT, czy przej$ciowe - ciche, bez-
bolesne zapalenie tarczycy), niedoczynno$¢ kory nad-
nerczy, zapalenie spojéwek [15,34].

Dlaczego u czesci pacjentéw dochodzi do indukeji choréb
autoimmunizacyjnych a u innych nie? Odpowiedzig na
to pytanie, a zarazem doskonats ilustracjg oddajaca wie-
loczynnikowe uwarunkowanie proceséw autoimmunolo-
gicznych moze by¢ polimorfizm genu CTLA-4. Sanderson
i wsp. [50] w matym badaniu dotyczacym wywolane;j
podawaniem przeciwcial anty-CTLA-4 autoimmuniza-
cji, przeprowadzit analize polimorfizmu CTLA-4 stwier-
dzajac, ze polimorfizm Jo33, zwigzany z nizsza ekspresja
CTLA-4 na limfocytach, koreluje z ryzykiem rozwoju cho-
réb autoimmunizacyjnych w przebiegu leczenia prze-
ciwciatami anty-CTLA-4. O istocie polimorfizmu genu
CTLA-4 dla rozwoju i przebiegu orbitopatii $wiadcza réw-
niez doniesienia pochodzace z naszego o$rodka [11,17].

Do tej pory przeprowadzono wiele badant majacych na
celu ustalenie zaleznosci poszczegdlnych polimorfizmdéw
genu z podatno$cia na rézne choroby autoimmunolo-
giczne. Opublikowane w ostatnim czasie metaanalizy
potwierdzajg zwigzek polimorfizmu CTLA-4 zaréwno
z ryzykiem wystgpienia AITD [38,51], jak i OT [12,57].

ZABURZENIA LIMFOCYTOW REGULATOROWYCH WSPOLNYM
MIANOWNIKIEM ORBITOPATII | ZAPALENIA TARCZYCY?

Orbitopatia nie jest traktowana jako powiktanie choroby
Gravesa i Basedowa, ale jako najczestszy pozatarczycowy
objaw tego samego procesu autoimmunologicznego [33].
Druga najczesciej zwiazana z OT chorobg jest przewle-
kte zapalenie tarczycy typu Hashimoto. Cho¢ tagodne
i dyskretne zmiany oczne w jego przebiegu wystepuja
do$¢ czesto, to ciezkie postacie zapalenia naleza do rzad-
kosci [48,64]. Wiele wspdlnych cech taczacych GD i HT:
mozliwo$é konwersji jednej choroby w druga, podobna
predyspozycja do rozwoju innych chordb z autoagresji
oraz czeste rodzinne wspdtwystepowanie obu choréb
moze sugerowa¢ istnienie taczacego je defektu immuno-
regulacyjnego [19].

W zwigzku z brakiem ujednolicenia protokotéw
badawczych, wyniki dotyczace zaburzeti ilo$ci Treg
w chorobach autoimmunologicznych tarczycy sg niejed-
noznaczne [19,61]. Uwzgledniajac przedstawione wyzej
trudnosci techniczne oraz znaczne watpliwosci co do
wiarygodnosci oceny ich funkcji supresorowej in vitro,
nalezy zachowaé duza czujno$é podczas interpretacji
wynikéw badari. Niemniej jednak, wiekszo$¢ doniesieri
wskazuje na istnienie defektu Treg, jako jednego z pod-
stawowych elementéw utraty autotolerancji.

Glick i wsp. [19] wykazali w grupie pacjentéw z AITD
- GD oraz HT, ktérzy od minimum pét roku nie przyj-
mowali glukokortykosteroidéw, uposledzona funkcje
supresorowa Treg pochodzacych z krwi obwodowej,
a takze znaczaco obnizone wytwarzanie IL-10. Wyniki
pozostawaly bez zwigzku z czasem trwania choroby.
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Xue i wsp. [61] poréwnali nie tylko liczbe Treg u oséb
zdrowych i 0séb z AITD - HT, ale zbadali réwniez dyna-
mike zmian iloci Treg we krwi obwodowej w poszcze-
gdlnych stadiach choroby wzgledem prozapalnych Th17.
Wykazano, ze zaréwno odsetek Treg, ilo§¢ mRNA FOXP3
i TGF-P oraz stosunek Treg/TH17 byly istotnie nizsze,
a odsetek Th17 i poziom RORyt mRNA, IL-17 byly zna-
miennie wyzsze u oséb z HT. Ponadto stosunek Treg/
Th17 byt istotnie zwigzany ze stadium choroby, wykazu-
jac negatywna korelacje z poziomem przeciwciat prze-
ciwtarczycowych oraz TSH, co wskazuje na istotna role
zaburzenia réwnowagi miedzy supresorowymi Treg
a prozapalnymi Th17 w progresji zapalenia i destruk-
cji tarczycy. Podobne wnioski wyciagneli Grywalska
i wsp. [24] poréwnujac liczbe Treg i Th17, jako war-
to$é bezwzgledna oraz odsetek, u chorych z GD i oséb
zdrowych. Pacjenci z GD cechowali sie mniejsza liczba
Treg i wieksza Th17 niz osoby zdrowe. Po osiaggnieciu
remisji w przebiegu leczenia metamizolem, nie stwier-
dzono juz réznic miedzy obiema grupami badanymi.
W innym badaniu wykazano zwiekszona liczbe kraza-
cych na obwodzie Th17 w GD oraz ich dodatnig korela-
cje z poziomem przeciwcial anty-TSHR [47]. Podobnie
w modelu zwierzecym GD stwierdzono zaburzong pro-
porcje Treg/Th17, wynikajaca jednak z nizszego steze-
nia Treg (poziom Th17 pozostat bez istotnych réznic
w poréwnaniu do myszy bez zapalenia tarczycy) [67].

Ocena i poréwnanie liczby Treg i Th17 oraz wydziela-
nych przez nie cytokin, a wiec posrednio ich funkcji,
we krwi obwodowej 0séb z nieleczong wcze$niej OT
aktywna i nieaktywna, pacjentéw z chorobg GD bez
orbitopatii oraz oséb zdrowych, wykazata znacznie
zwiekszong ilo$¢ Th17, ich czynnika transkrypcyjnego -
RORyt oraz wydzielanych przez nie cytokin (IL-17A, -23,
-6)) u 0séb z orbitopatia oraz GD bez OT w poréwnaniu
do 0séb zdrowych. Wartosci korelowaty z aktywnoscia
OT. W zakresie odsetka Treg i ilo§ci FOXP3 odnotowano
mniejsze warto$ci niz u oséb zdrowych oraz niewielkie,
aczkolwiek wykazujace tendencje malejaca w stosunku
do wzrostu aktywno$ci OT, réznice. Skutkiem byt istotny
spadek stosunku Treg/Th17 i FOXP3/RORyt u oséb
z GD i OT w stosunku do zdrowych oraz pogtebianie sie

PismiennicTwo

zaburzenia réwnowagi w miare nasilenia sie aktywno-
$ci zapalenia oczodotu. Ponadto, poziom wydzielanych
przez Treg IL - TGF-p i IL-35 byt znamiennie zmniej-
szony u 0séb z GD i OT w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej oraz ujemnie skorelowany z aktywnoscia zapalenia,
co mogloby sugerowaé zaburzenie funkcji Treg. Niespo-
dziewang obserwacja natomiast byt znacznie wyzszy
poziom IL-10 u chorych (GD i OT) niz u zdrowych [30].

Whioski

Orbitopatia tarczycowa (OT) jako swoista narzadowo
choroba autoimmunologiczna jest wynikiem utraty kon-
troli limfocytéw regulatorowych nad skierowang prze-
ciwko wlasnym tkankom reakcja zapalng. Niedomoga
Lreg wynika¢ moze z uposledzenia ich funkcji, migracji
bad?Z deficytéw ilosciowych. W zwiazku z tym, ze przy-
czyna choroby jest zachwianie uktadu dynamicznej réw-
nowagi, liczebno$¢ i funkcje Lreg nalezatoby rozpatrywad
tylko w kontekscie tego uktadu i komérek zapalnych.
Interpretacji wynikéw badan nalezy dokonywacé z duza
rozwaga, poniewaz zaréwno izolacja Lreg, jak i ocena ich
funkcji in vitro sa bardzo trudne i w razie braku zasto-
sowania odpowiedniego protokotu badawczego - moga
by¢ obarczone duzym btedem. Brak ujednolicenia metod
badawczych oraz nieobecno$é umozliwiajacego identy-
fikacje Treg swoistego zestawu markerdw, czesto unie-
mozliwia poréwnanie wynikéw badan pochodzacych
z réznych osrodkdéw. Jednak dotychczasowe obserwa-
cje wskazujg na wystepowanie zaburzen funkgji i ilosci
Treg w tkankach oczodotu oraz krwi obwodowej 0séb
z OT korelujace z aktywno$cia zapalenia, a takze - choé
0 mniejszym nasileniu - we krwi obwodowej pacjentéw
z AITD bez OT.

Poznanie mechanizmdéw i przyczyn niedomogi popu-
lacji Lreg jako jednego z podstawowych elementéw
wieloczynnikowego podtoza OT, otworzyloby nowe
mozliwosci leczenia i zapobiegania nieodwracalnej utra-
cie wzroku, co wydaje sie szczegdlnie istotne z powodu
nieznajomosci inicjujacego zapalenie antygenu i ograni-
czenia dotychczasowej terapii do immunosupresji syste-
mowej.
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