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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

AITD-
CD-

ECM-
ELAM-

ELISA-

HLA-
HT-
ICAM-
IFN-
Ig-
IgA-
IgG-
IgM-

kDa-
LFA-

PBL-
RBT-

SLE-
TAO-

TGF-
TNF-
TSH-
VCAM-
VLA-

(ang. autoimmune thyroid disease)- autoimmunologiczna choroba tarczycy.
(ang. cluster ofidifferentiation)- kompleks réznicowania (tym symbolem i
odpowiednig cyfra oznaczone sg struktury powierzc niowe eukocytow).

(ang. extrace u ar matrix) macierz pozakomorkowa.

(ang. endothe ia - eukocyte adhesion mo ecu e)- czasteczka adhe i leukocytow
do srédbtonka.

(ang. enzyme immunosorbent assay)- test immunoenzymatyczny

(ang. Graves’ Disease)- choroba Gravesa-Basedowa.

(ang. human leukocyte antigen)- uktad zgodnosci tkankowe;j.

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

(ang. interce u ar adhesion mo ecu e)- czasteczka adhe i migdzykomdrkowej.
interferon.

immunoglobu iny.

przeciwciato k asy IgA.

przeciwciato k asy IgG.

przeciwciato k asy gM.

inter eukina.

ki oda ton.

(ang. lymphocyte function-associated antigen)- antygen zwigzany z czynnoscig
imf cytow.

(ang. periphera b ood ymphocytes)- limfocyty krwi obwodowe;j.

(ang. retrobulbar T ce s)- limfocyty z tkanek pozagatkowych

reumatoidalne zapalenie stawow

(ang. systemic lupus erythematosus)- uktadowy toczen rumieniowaty

(ang. thyroid associated ophthalmopathy)- oftalmopatia zwiazana z
autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

(ang. transforming growth factor) transformujacy czynnik wzrostu.

(ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu.

(ang. thyroid stimulating hormone) hormon tyreotropowy.

(ang. vascular cell adhesion molecule) czasteczka adhezji komérkowej naczyn.

(ang. very late antigen)- antygen bardzo pdzny

* W niniejszej pracy uzyto skrétéw zgodnie z zaleceniami opublikowanymi w Acta Biochim Polon
1988;35:225-266 oraz Acta Biochim Polon 1989; 36: 159-175.



STRESZCZENIE

Oftalmopatia zwigzana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (powszechnie
uznany skrot z jezyka angielskiego: TAO- thyroid associated ophthalmopathy) jest choroba
autoimmunologiczna migsni ocznych i tkanki lacznej okologatkowej. Pomimo
intensywnych badan charakter autoantygenow, stanowiacych cel autoagresji, pozostaje
niewyjasniony.

Zmiany histopatologiczne w oftalmopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi
chorobami tarczycy wskazuja, ze zapalenie toczy si¢ w tkance tacznej miesni ocznych i
tkance tacznej okotogatkowej. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazuja, ze
biatka tkanki lacznej moga by¢ autoantygenami w chorobach zapalnych. Ponadto biatka
macierzy pozakomodrkowej moga pelni¢ funkcje¢ regulatora odpowiedzi immunologicznej,
poniewaz biorag udzial m. in. w aktywacji limfocytow T.

Celem prezentowane]j pracy bylo zbadanie odpowiedzi komérkowej i humoralnej
przeciwko biatkom macierzy pozakomodrkowej u chorych z o almopatia zwigzang z
autoimmunologicznymi chorobami tarczycy. Do badan uzyto biatka, ktére wystepuja
najczesciej w tkance tacznej wlasciwej lub blonie podstawnej: kolagenow typu I, 111, IV, V,
fibronektyny i lamininy.

Uzywajac testu proliferacji stwierdzono, ze limfocyty T z krwi obwodowej oraz
limfocyty T naciekajace tkanki pozagatkowe chorych z “aktywna” oftalmopatia byly
stymulowane przez kolagen typ I. Stymulacja limfocytéw byta zalezna od wspotpracy z
komoérkami prezentujacymi antygen. Badania te wskazuja, ze kolagen I moze by¢ jednym
(prawdopodobnie z wtérnych) autoantygenow stymulujacych limfocyty T.

Ponadto biatka macierzy pozakomorkowej (kolagen typ I, IV, fibronektyna i
laminina) przekazywaly limfocytom T, wyizolowanym z tkanek pozagatkowych chorych z
aktywna oftalmopatia, dodatkowe sygnaly pobudzajace proliferacje¢. Dodatkowa stymulacja
zachodzita prawdopodobnie przy pomocy receptoréw dla bialek macierzy
pozakomodrkowej z grupy integryn. Powyzsze wyniki wskazuja, ze ekspresja (lub
funkcja) integryn byla zwigkszona na limfocytach naciekajacych tkanki pozagatkowe.
Interakcje limfocytoéw z biatkami macierzy pozakomorkowej moga wzmagaé odpowiedz

komoérkowa: przeciwko antygenom oczodotowym.



Odpowiedz limfocytow B przeciwko biatkom macierzy pozakomérkowej oceniano
badajac przeciwciala w surowicy ¢ oryc . Uzywajac testu ELISA stwierdzono, ze surowice
50% pacjentow z o a mopatiaq zawieraly autoprzeciwciala do jednego lub wigcej biatek
tkanki tacznej. W innyc badanyc grupach, odsetek ten byl znamiennie nizszy i wynosit dla
pacjentow z chorobg  Gravesa-Basedowa-27%, choroba  Hashimoto-28%,
nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy- 8% i dla zdrowych dawcow 9%. U
pacjentow z o almopatig stwierdzono znamiennie podwyzszone stgzenie przeciwciat
przeciwko natywnemu kolagenowi I, III, V i lamininie. Aby sprawdzi¢ specyficzno$¢
przeciwcial wykonano test absorbcji. U wigkszosci chorych z oftalmopatia stwierdzono
istnienie specyficznych przeciwcial przeciwko kolagenowi I, V i lamininie. Przeciwciata
reagujace z natywnym kolagenem I i V nalezaly glownie do klasy IgG. W surowicy
chorych z oftalmopatia znajduja si¢ rowniez przeciwciata klasy IgG reagujace ze
zdenaturowanym kolagenem typu I i V. Badanie metoda immunoblottingu nie przyniosto
identyfikacji specyficznych epitopow dla oftalmopatii na czasteczkach kolagenu I lub V.
Badanie odpowiedzi humoralnej wskazuje, ze w surowicy chorych z oftalmopatia znajduja
si¢ specyficzne przeciwciala, ktére maja zdolnos¢ do wiazania sie z biatkami macierzy
pozakomoérkowe]  vivo. niezaleznie od stopnia ich denaturacji.

Rola przeciwcial przeciwko biatkom tkanki facznej w patogenezie oftalmopatii jest
nieznana. 7Z zamiarem oceny mozliwej fizjologicznej funkcji przeciwcial przeciwko
kolagenowi I, badano ich zdolno$¢ do zahamowania adhe i komorek raka gruczotlowego
pluc do kolagenu I. Surowice chorych nie mialy wplywu na interakcje komorek z
kolagenem I, co sugeruje, ze st¢zenie przeciwcial bylo zbyt niskie do wywolania efektu
biologicznego in vitro. Niskie miano przeciwcial w surowicy, nie wyklucza ich patogenne;j
roli. Przeciwciala przeciwko bialkom macierzy pozakomorkowej moga braé¢ udziat w
podtrzymywaniu zapalenia, np. poprzez aktywacje dopetniacza.

Wyniki przedstawionej pracy wskazuja po raz pierwszy na udzial biatlek macierzy
pozakomoérkowej w patogenezie oftalmopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi
chorobami tarczycy. Bialka tkanki lacznej moga by¢ autoantygenem, wywotujacym
odpowiedz immunologiczng typu komodrkowego i humoralnego. Ponadto biatka macierzy
pozakomoérkowej moga przekazywaé autoreaktywnym limfocytom dodatkowe sygnaty

stymulujace, wzmagajac ich odpowiedz przeciwko antygenom oczodotowym.



WSTEP

Oftalmopatia zwigzana z chorobami autoimmunologicznymi tarczycy (uznany
powszechnie skrot z jezyka angielskiego: TAO- thyroid-associated ophthalmopathy) jest
schorzeniem zapalnym tkanek oczodotu, towarzyszacym glownie chorobie Gravesa-
Basedowa (w 90% przypadkow), rzadziej chorobie Hashimoto (5%), lub tez wyst¢pujacym
przy braku klinicznych objawéw wspolistniejacej choroby tarczycy (5%). O almopatia jest
bardzo niejednorodnym zespotem chorobowym, a:jej przebieg jest trudny do przewidzenia.
Cechy o almopatii w postaci utajonej mozna stwierdzi¢ za pomocg czulych metod
diagnostycznych- jak: tomografia komputerowa lub rezonans magnetyczny- u prawie
wszystkich pacjentow z choroba Gravesa-Basedowa [172]. Objawy kliniczne sg jednakze u
wigkszosci chorych niezbyt nasilone i polegaja gldwnie na poszerzeniu szpary ocznej [24].
Tylko u 10-25% chorych objawy oczne sg uciazliwe i dtugotrwale. Obraz o almopatii u tych
pacjentow moze skiadac si¢ w réznym stopniu z zapalenia powiek, wytrzeszczu lub zaburzen
ruchomosci gatek ocznych. W bardzo ci¢zkich przypadkach o almopatia moze doprowadzi¢
do utraty wzroku. O almopatia jest takze duzym problemem terapeutycznym. Chorzy z
cigzka o almopatiag wymagaja najczg¢sciej leczenia immunosupresyjnego kortykosteroidami,
radioterapii i/ albo operacji dekompresji oczodotu [134,181]. Wyniki tego leczenia sg czgsto
niezadowalajace i po ustapieniu aktywnego okresu choroby pacjenci wymagaja leczenia
chirurgicznego majacego na celu korekcje ustawienia galek ocznych lub  usunigcie
wytrzeszczu.

Intensywne badania prowadzone na przestrzeni ostatnich dziesigciu lat pozwolily
lepiej zrozumie¢ patogenezg¢ oftalmopatii [prace przegladowe: 13,23,64,173]. TAO jest
obecnie uwazana za chorob¢ autoimmunologiczng migsni ocznych i tkanki facznej
okotogatkowe;j, jednakze charakter antygenow oczodotowych stanowiacych cel autoagres;ji

pozostaje dotychczas niewyjasniony.

1.1. Patogeneza oftalmopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

1.1.1. Zmiany histopatologiczne w tkankach pozagatkowych.

Badania histopatologiczne wskazuja, ze miejscem toczacego si¢ zapalenia w

oftalmopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (skrot z ang. TAO-



thyroid-associated ophthalmopathy) jest tkanka laczna okotogatkowa oraz tkanka iaczna
wioknista mig$ni ocznych: omigsna (perimysium) oraz $rodmigsna (endomysium)
[77,169,174]. Gloéwne zmiany stwierdzane w migsniach polegaja na nacieczeniu przez
komorki jednojadrowe, rozplemie fibroblastow, akumulacji glikoproteoglikanow, obrzeku, a
w pozniejszych stadiach choroby - na widknieniu migsni. Podobne zmiany obserwuje si¢ w
tkance lacznej okologatkowe;.

Naciek komorek jednojadrowych sklada si¢ glownie z limfocytow T, a w
mniejszym odsetku z makrofagéw czy komérek plazmatycznych wydzielajacych
przeciwciala [169,174]. Naciek zapalny umiejscowiony jest zwykle okolonaczyniowo.
Limfocyty T (zaréwno CD4 jak i CD8 ) naleza glownie do komoérek pamigci
(CD45RO ). W aktywnym okresie choroby komorki jednojadrowe, naciekajace tkanki
pozagatkowe, posiadaja silna ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych z grupy 2 integryn [130].

W migsniach ocznych oraz tkance tacznej okologatkowej stwierdza si¢ proliferacjg
fibroblastoéw i nagromadzenie w macierzy pozakomorkowej proteoglikanow (polaczenie
glikozaminoglikanéw z bialkami). Proteoglikany posiadaja zdolno$é¢ do wiazania duze;j
ilosci wody, co przy ich nadmiarze doprowadza do obrzgku. W koncowej fazie choroby

stwierdza si¢ widknienie miesni i tkanki tacznej okologatkowej [77].

I.1.2. Badania immunohistochemiczne.

W badaniach immunohistochemicznych tkanek pozagatkowych pochodzacych od
chorych z oftalmopatia stwierdzono ekspresj¢ czasteczek immunomodulujacych, takich
jak: biatka szoku termicznego, czasteczki adhezyjne oraz czasteczki gtownego uktadu
zgodnosci tkankowej klasy . Wystepowanie tych immunomodul acych czasteczek bywa
czesto stwierdzane w chorobach autoimmunologicznych, jednak ich rola w patogenezie
zapalenia nie jest w pelni wyjasniona.

Fizjologicznie czasteczki gtéwnego ukladu zgodnosci tkankowej klasy II (skrot z
ang. HLA- human leukocyte antigens) znajduja si¢ na powierzchni makrofagow,
limfocytow B i aktywowanych limfocytow T. W miejscu zapalenia, czasteczki HLA klasy
I moga by¢ réwniez prezentowane przez inne komodrki. W biopsjach tkanek
pozagalkowych pochodzacych od pacjentéw z cigzka oftalmopatia ekspresj¢ HLA-DR
stwierdzono na fibroblastach, widknach mig$niowych oraz komérkach ttuszczowych

okotogatkowej tkanki tacznej [71,72,80]. Funkcja czasteczek HLA klasy II na komoérkach,



ktore w warunkach fi ologicznych nie naleza do komérek prezentujacych antygen, jest
niejasna. Prezentacja antygenu przez te komorki moze doprowadzi¢ do czynnosciowej
inaktywacji autoreakty nych limfocytow.

Biatka szoku termicznego (skrét z ang. HSP- heat shock protein) pelnig w
warunkach fi ologicznych wiele waznych funkcji (m.in. regulujq transport bialek przez
blony komoérkowe). Ich ekspresja wzrasta w reakcji na wszelkiego rodzaju czynniki
uszkadzajace 1 toksyczne. Biatko HSP-70 stwierdzono na powierzchni wldkienek
migsniowych w okresie aktywnej TAO [71,72]. Z uwagi na wysokg immunogennos¢ i na
homologi¢ biatek szoku termicznego bakterii i ludzi, sa one podejrzewane o powodowanie
rozwoju zapalenia autoimmunologicznego [84]. Ostatnio pojawity si¢ jednak prace
sugerujace, ze odpowiedz przeciwko biatkom szoku termicznego moze petni¢ funkcje
supresorowe w zapaleniach [34].

Czasteczki adhezyjne pelnig wazna role w zasiedlaniu leukocytéw i ich aktywacji.
W tkankach pozagatkowych chorych z cigzka oftalmopatia wystgpowanie czasteczek
adhezji migdzykomorkowej-1 (skrét z ang. ICAM- intercellular adhesion molecule) i
antygenu zwigzanego z czynnoscig limfocytow-3 (skrét z ang. LFA- lymphocyte function-
associated antigen) stwierdzono na powierzchni komoérek $rédbtonka, fibroblastach,
widkienkach migsniowych 1 komorkach tluszczowych [61,71,80]. Na komorkach
srodblonka stwierdzono ponadto czasteczkg adhezji leukocytow do $rédblonka-1 (skrét z
ang. ELAM-1- endothelial-leukocyte adhesion molecule) oraz czasteczke adhezji
komodrkowej naczyn-1 (skrot z ang. VCAM-1- vascular cell adhesion molecule) [61,130].
W okresie stabilnym choroby, ekspresja biatek adhezyjnych na komorkach ulegta

zmniejszeniu.

1.1.3. Badania

Zmiany w skladzie macierzy pozakomoérkowej (powszechnie uznany skrét z ang.
ECM- extracellular matrix) w tkankach pozagatkowych, takie ;jak: nagromadzenie
proteoglikanéw i widkien kolagenowych sa wynikiem nadmiernej stymulacji fibroblastow.
Fibroblasty pochodzace z tkanek oczodotowych réznig si¢ morfologicznie i czynnosciowo

od fibroblastéw z innych narzadow, co moze tlumaczy¢ lokalizacje zapalenia w oczodole

[16,152,154].



Badania  vuro wskazuja, ze cytokiny wydzielane przez leukocyty, takie jak:
interferon  (skrét z ang. IFN- - interferon ), interleukina la (skrét z ang. IL-1 -
interleukin 1 ), transformujacy czynnik wzrostu- (skrét z ang. TGF- - transforming
growth factor- )1 leukoregulina sq odpowiedzialne za sekrecj¢ glikozaminoglikanéw przez
oczodotowe fibroblasty [91,153,155]. IFN-y i leukoregulina nie mialy wplywu na
wydzielania glikozaminoglikanéw przez skorne fibroblasty. Glikokortykoidy hamowaty
proliferacj¢ fibroblastéw 1 wydzielanie glikozaminoglikanéw, ktére byly stymulowane
przez cytokiny [63].

Cytokiny mialy rowniez wplyw na ekspresj¢ czynnikow immunomodulacyjnych na
btonie komoérkowej fibroblastow. Ekspresja czasteczki adhe i migdzykomodrkowej 1
(ICAM-1) zostala stwierdzona  na fibroblastach oczodotowych  po stymulacji
przeciwcialami z surowicy chorego z oftalmopatia, lub po stymulacji IFN-, IL-1 |,
czynnikiem martwicy nowotworu- o (skrét z ang. TNF- - tumour necrosis factor- ) [58].
Rowniez ekspresja biatka szoku termicznego-70 mogla by¢ wywotana na fibroblastach po
stymulacji réznymi cytokinami [57,59]. Interferon- stymulowal ekspresje czasteczki
gldwnego ukladu zgodnosci tkankowej- HLA-DR na powierzchni hodowanych
fibroblastow oraz komoérek migsniowych [56,68]. Ekspresja powierzchniowych czastek
immunomodulujacych mogla by¢ zahamowana przez glikokortykoidy lub przez

nikotynamid [74].

1.1.4. Badania odpowiedzi komorkowe;.

Limfocyty T pelnia prawdopodobnie kluczowa rol¢ w patogenezie oftalmopatii
zwigzanej z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (skrét z ang. TAO- thyroid-
associated ophthalmopathy). Uzywajac scyntygrafii analogiem somatostatyny, w tkankach
pozagatkowych chorych z TAO mozna stwierdzi¢ aktywowane limfocyty. Po skutecznym
leczeniu immunosupresyjnym ilo$¢ aktywowanych limfocytéw ulegta zmniejszeniu [118].
Niestety, informacje o funkcji limfocytdéw T sa ograniczone [praca przegladowa- 176].
Poczatkowe badania odpowiedzi komorkowej opieraty si¢ na komdrkach jednojadrowych z
krwi obwodowej. Badania te budza szereg zastrzezen, gdyz nie wiadomo czy krazace
limfocyty odzwierciedlaja subpopulacje limfocytéw z tkanek pozagatkowych. Ostatnie

badania koncent g si¢ wigc na liniach limfocytow T z tkanek okotogatkowych. Badania te



moga by¢ obcigzone bledami, gdyz hodowla limfocytéw in viiro moze w znaczacy sposob
zmieni¢ ic wlasciwosci.

W poczatkowyc badaniac stwierdzono za pomoca testu za. amowania migracji, ze
obwodowe limfocyty sa wrazliwe na stymulacj¢ preparatami tkanek oczodotu [104,124]. W
dalszych badaniach wykorzystywano test proliferacji obwodowych komoérek jednojadrowych.
Biatka blonowe migs$ni ocznych i szkieletowych stymulowaly obwodowe leukocyty do
proliferacji [175]. Poziom stymulacji nie korelowal z cigzkoscia oftalmopatii. Dalsze
frakcjonowanie antygenow migsniowych awnilo niska odpowiedZ przeciwko wielu
antygenom [4,87]. Testy z bialkami rekombinowanymi, réwniez nie wyjasnily, ktore
antygeny oczodotowe stymulujg limfocyty [4,87].

Ostatnie badania koncentrowaly si¢ na prébach poznania funkcji limfocytéw
naciekajacych tkanki pozagatkowe. W pierwszym badaniu, klony limfocytéw z tkanki
tacznej okotogatkowej sktadaly si¢ w réwnych proporcjach z komérek CD4 i CD8 [31].
Klony limfocytéw posiadaly funkcje cytotoksyczne i wydzielaly cytokiny wspomagajace
odpowiedz typu komoérkowego (inteleuking-2, interferon- ).

W badaniach prowadzonych przez Grubeck-Loebenstein i wspétpracownikow
stwierdzono, ze linie limfocytéw z tkanki tacznej okologalkowej skiadaly si¢ gléwnie z
komorek CD8 CD45RO 1 wydzielaly cytokiny, ktore mogly wspomagaé¢ odpowiedz typu
komoérkowego (IFN- ) oraz humoralnego (IL-4, IL-10) [52]. Limfocyty odpowiedziaty
proliferacja na stymulacj¢ autologicznymi fibroblastami z tkanek oczodolowych, w sposob
zalezny od czasteczki ukladu zgodnosci tkankowej klasy 1. Limfocyty nie byly
stymulowane ani autologicznymi komérkami jednojadowymi z krwi obwodowe;,
frakcjami blon migs$ni ocznych, allogenicznymi komorkami, ani tez biatkami pratka
gruzlicy bydlecej. W dalszym badaniu tej samej grupy stwierdzono, ze inkubacja
aktywowanych limfocytow z fibroblastami zmniejszyla liczbg receptora CD9S5 (Apo-1,
Fas) na limfocytach, chroniac je przed apoptoza [116]. Badania te sugeruja, ze fibroblasty
na swojej powierzchni moga prezentowa¢ autoantygen i posiadajg wiele czynnikow
immunoregulujacych, ktore moga aktywowac limfocyty oraz chroni¢ je przed apoptoza.

Foester 1 wsp. przeprowadzili badania na 18-tu liniach limfocytow T,
wyizolowanych z tkanki lacznej okologatkowej [38,128]. Wigkszos¢ linii skiadalo si¢ z
komoérek CD4 . W liniach limfocytéw stwierdzono informacyjny kwas rybonukleinowy dla
IL-2 (w 17 liniach), IFN- (n=10), TGF- (n=15), IL-4 (n=12), IL-5 (n=17), IL-6 (n=13),

IL-10 (n=4), TNF- (n=10). Wigkszos¢ linii limfocytow reagowata z jedng lub z wieloma



frakcjami antygendéw blonowych, uzyskanych z tkanki facznej okologatkowej lub migsni
ocznych. Ty ko dwie inie pro iferowaly po stymu acji antygenami tarczycowymi:
receptorem d a tyreotropiny tub peroksydaza tarczycowa.

Jedna praca skoncentrowala si¢ na iniach limfocytéw T wyizolowanych z mig$ni
ocznych [129]. Linie limfocytow nalezaty gtéwnie do komorek CD4 CD45RO . Réwniez
w tym badaniu stwierdzono, ze limfocyty wydzielaly po stymulacji szereg cytokin: IL-2
(wszystkie linie), [L-4 (60% linii), [FN- (wszystkie linie), IL-10 (wszystkie linie), TNF-a.
(56% linii), TGF-  (wszystkie linie). Jedna z dwodch badanych linii proliferowata po
stymulacji biatkami blonowymi tarczycy oraz receptorem dla tyreotropiny, z czego mozna
by wnioskowaé, ze limfocyty naciekajace tkanki oczodolu mogg réwniez rozpoznawaé
antygeny tarczycowe.

W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan nad ekspresja genéw dla
receptoréw limfocytu T w chorobach autoimmunologicznych czlowieka i w zwierzecych
modelach choréb autoimmunologicznych. W badaniach nad patogeneza  TAO
stwierdzono, ze receptory limfocytow naciekajacych tkanki oczodotowe byly zbudowane z
tancuchéw  ,anie . W tkankach oczodolowych pochodzacych od chorych z aktywna
oftalmopatia, stwierdzono ograniczong ekspresje genow dla czgsci zmiennych tancuchow
o 1 [ receptora [65]. We krwi obwodowej i w tkankach chorych ze stabilng, wieloletnia
oftalmopatia, stwierdzono niska ekspresje wigkszosci genow dla czg¢sci zmiennych
receptora limfocytu T. Wyniki tych badan sugeruja, ze w okresie aktywnym choroby
ograniczona liczba klonéw limfocytéw T nacieka tkanki oczodotu i jest pobudzona przez
specyficzne antygeny. W trakcie rozwoju choroby odpowiedz komodrkowa staje sig¢
poliklonalna, skierowana przeciwko wielu antygenom.

Przeprowadzono réwniez badania nad ekspresja genéw dla receptorow limfocytow
T, naciekajacych gruczot tarczowy, tkanki pozagatkowe i skorg goleni pochodzacych od
tych samych pacjentow [67]. U chorych tych stwierdzono ograniczona ekspresje genow dla
receptora limfocytu T. Badania te sugeruja, ze w tarczycy i tkankach pozatarczycowych
mogg istnie¢ wspdlne antygeny, ktére stymulujg ograniczong ilos¢ klonow limfocytow T.

Antygeny te nie zostaly dotychczas poznane.



1.1.5. Badania odpowiedzi humoralne;j.

Problem przeciwko jakim antygenom skierowana jest odpowiedZ typu humoralnego
w oftalmopatii zwiazanej z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (TAO), pozostaje
rébwniez nierozwigzany. W surowicach pacjentéw z chorobg Gravesa-Basedowa (GD) ze
zmianami ocznymi lub bez, stwierdza si¢ obecnos¢ autoprzeciwcia skierowanych przeciwko
antygenom oczodotowym oraz obecnos¢ autoprzeciwcia niespecyficznych narzadowo
[89,102]. Nie wiadomo, czy przeciwciala te biorg udziat w rozwoju zmian zapalnych, czy
tez ich wystgpowanie jest “awiskiem patogenicznie nieistotnym. Nie wiadomo rowniez, czy
odpowiedz humoralna jest awiskiem pierwotnym, czy wtdrnym wobec toczacego si¢
zapalenia.

Najdokladniej zostaly dotychczas zbadane przeciwciala skierowane przeciwko
antygenom blonowym mig¢sni ocznych [prace przegladowe: 54,88]. Przeciwciata klasy IgG i
IgA reagujace z antygenami mig¢sniowymi wy yto, uzywajac m. in. nastepujacych metod:
ELISA, immunoblotting, immunohistochemia, posrednia immunofluorescencja oraz test
cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat [35,68,113,117,125,136,179].

Z elektrof retycznie rozdzielonych biatek blonowych migéni ocznych, najbardziej
specyficznym dla o almopatii byl antygen o masie czasteczkowej 64 kDa [17.90]. W jednym
z badan, okolo 75 % chorych z TAO w okresie aktywnym choroby posiadalo w surowicy
przeciwciala klasy IgG przeciwko biatku 64 kDa [146]. Ostatnio poznano strukture
pierwszorzedowa tego biatka, ktére okazalo si¢ czescia enzymu dehydrogenazy kwasu
bursztynowego, zlokalizowanego w blonie mitochondrium [92]. Przeciwciata przeciwko
dehydrogenazie bursztynianowej stwierdzono u 67% chorych z aktywng o almopatia, u 30%
chorych ze stabilng o almopatia lub choroba Gravesa-Basedowa bez klinicznych cech
o almopatii i u 7% zdrowej kontroli. Rola przeciwcial przeciwko enzymom
mitochondrialnym pozostaje nieznana, ale miano przeciwcial moze okaza¢ si¢ dobrym
markerem choroby mig¢$ni ocznych [55].

W surowicach chorych stwierdza si¢ réwniez przeciwciata klasy IgG reagujace z
antygenami mig¢$niowymi o masie czasteczkowej 55 1 95 Da [54]. Wstgpne wyniki
sugeruja, ze antygen o masie czasteczkowej 55 a jest bialkiem wiazacym wapn,
znajdujacym si¢ w siateczce srodplazmatycznej migsni poprzecznie prazkowanych. Antygen

o masie czasteczkowej 95 kDa nie zostat dotychczas scharakteryzowany.



Wielu badaczy nie znalazlo danych na potwierdzenie tezy, ze przeciwciala przeciwko
antygenom mig¢$niowym wystgpujg znamiennie czgéciej u ¢ orych z oftalmopatia niz w
innyc grupach [1,2,86,147,177]. W  badaniu prowadzonym przez Kendler i wsp.
stwierdzono, ze przeciwciala te wystepuja tylko u 30% chorych z TAO. W tym samym
odsetku wystepowaly przeciwciala u pacjentow  z chorobg Gravesa-Basedowa bez
klinicznych zmian ocznych [86]. Przeciwciatla przeciwko antygenom blonowym migsni
ocznych mogly by¢ absorbowane biatkami tarczycy, miesni szkieletowych, watroby lub
mozgu, co moglo wskazywac¢ na ich niespecyficznos¢ narzadowa. Wysunigto hipoteze, ze
przeciwciala przeciwko bialku o masie czasteczkowej 64 kDa moga by¢ przeciwciatami
naturalnymi, ktorych stezenie uleglo zwiekszeniu w trakcie choroby autoimmunologiczne;.

Przeciwciala przeciwko komorkom i biatkom tkanki tacznej nie byly dotychczas
doktadnie badane. W biopsjach tkanki tacznej pozagatkowej metoda immunofluorescencji
stwierdzono konglomeraty przeciwcial klasy 1gG (w 67% przypadkow), IgA (44%), IgM
(11%) oraz sktadnik dopelniacza C3c (44%) [3]. W badaniach immunohistochemicznych
stwierdzono przeciwciala klasy IgG lub IgA, reag ace z antygenami w tkance $rodmigsnej.
Uzywajac testu posredniej immunofluorescencji u ok. 10% chorych z oftalmopatia oraz 16%
chorych z chorobg Gravesa-Basedowa stwierdzono wystgpowanie przeciwciat klasy IgG
reagujacych z nieznanymi antygenami tkanki facznej migsni ocznych.

W surowicach chorych z o almopatia stwierdzono za pomocg testu typu ELISA,
znamienne wigksze stgzenie przeciwcial klasy IgG przeciwko fibroblastom [8,133]. W
dalszych badaniach, uzywajac techniki immunoblottingu stwierdzono, ze 50% surowic
chorych z TAO reagowalo z biatkiem blonowym broblastow o masie czasteczkowej 23
kDa [9]. Inni badacze nie potrafili jednak powtdrzy¢ tych wynikow [5,131,161]. Ostatnio
stwierdzono, ze w surowicach chorych z oftalmopatia znajduja si¢ przeciwciata klasy IgA
reagujace z bialkiem blonowym fibroblastéw ocznych o masie czasteczkowej 66 kDa [5].

Trudnym problemem do rozwigzania jest ocena patogennej roli przeciwcial
przeciwko antygenom oczodotowym [praca przegladowa: 126]. Wiele danych klinicznych
sugeruje, ze odpowiedz typu humoralnego odgrywa wazng role w patogenezie oftalmopatii
m. in fakt istnienia wytrzeszczu u noworodkow od matek z aktywna oftalmopatia, ktory
ustepuje zgodnie z okresem poltrwania przeciwciatl klasy IgG.

Dotychczas istnieje niewiele testow  vitro. ktore pozwolityby oceni¢ funkcje
przeciwcial. Test cytotoksycznosci zaleznej od przeciwcial z hodowanymi mioblastami

pochodzacymi z migsni ocznych dat wynik pozytywny u 50-60% chorych z oftalmopatia.
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Procent cytolizy korelowal z parametrami klinicznymi o almopatii, m. in. z  ci$nieniem
srodgatkowym. Przeciwciala cytotoksyczne reagowaly przeciwko komorkom mig$niowym i
komorkom tarczycy, co moze tlumaczy¢ zwiazek choroby tarczycy i o almopatii [69].
Autoprzeciwciala mialy rowniez wplyw na funkcje fibroblastow oczodotowych: stymulowaty
syntez¢ kolagenu I, wzmagaly ekspresj¢ biatka szoku termicznego-72 oraz czasteczek

adhezyjnych [57,58,142].

1.1.6 Receptor dla tyreotropiny jako pierwotny autoantygen w oftalmopatii zwigzanej z

autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

Szczegbdlny zwigzek oftalmopatii z chorobami autoimmunologicznymi tarczycy
moze by¢ wytlumaczony wystgpowaniem wspolnego antygenu znajdujacego si¢ w tarczycy
i w tkankach pozagatkowych. Wiele badan suger e, ze wspdlnym antygenem moze by¢
receptor dla tyreotropiny (skrot z ang. TSH- thyroid stimulating hormone). Obecnos¢
receptora dla TSH w tkankach oczodolowych oraz hodowanych fibroblastach
oczodotowych sugeruja badania immunohistochemiczne oraz badania za pomoca reakcji
odwrotnej transkryptazy i reakcji lancuchowej polimerazy (RT-PCR- reverse transcriptase -
polymerase chain reaction) [36,62,158]. Dodatkowo stwierdzono, ze fibroblasty z tkanki
tacznej okotogatkowej posiadaja zdolnos¢ do roznicowania si¢ w komorki ttuszczowe. W
trakcie roznicowania moze dochodzi¢ do wzmozonej ekspresji receptora dla TSH [157].

Wplyw przeciwcial przeciwko receptorowi dla TSH na patogenezg o almopatii
pozostaje niejasny. Wigkszos¢ chorych z oftalmopatia, nawet bez klinicznych objawow
choroby tarczycy, posiada przeciwciala stymulujace lub blokujace tarczyce [85,145]. W
wielu badaniach nie stwierdzono jednak bezposredniej korelacji pomigedzy mianem
przeciwcial przeciwko receptorowi dla TSH, a cigzkoscia oftalmopatii [23].

Badania odpowiedzi komodrkowej suge a, ze w tkankach pozagatkowych znajduja
si¢ klony limfocytéw wrazliwe na receptor dla tyreotropiny [38,129]. Badania na
zwierzgtach doswiadczalnych rowniez wskazuja, ze pierwotnym antygenem moze by¢
receptor dla TSH. Ostatnio opracowano model zwierzgcy oftalmopatii, immunizujac myszy
za pomocg receptora dla TSH [100]. Badania na tym modelu oftalmopatii pozwola

prawdopodobnie na dalsze wniknigcie w patomechanizm tej jednostki chorobowe;j.
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1.1.7. Podsumowanie.

Uproszczony schemat patogenezy oftalmopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi
chorobami tarczycy (TAQO) przedstawiono na ryc. 1. Komorki prezentujace antygen
stymulujg do proliferacji autoreaktywne klony pomocniczych limfocytow T. Charakter
antygenow oczodotowych pozostaje dotychczas niewyjasniony. Fibroblasty, znajdujace sie
w migsniach ocznych oraz tkance tacznej okotogatkowej, moga okazac si¢ gtdwnym celem
autoagresji, poniewaz mogg one prezentowa¢ mozliwy pierwotny antygen: receptor dla
tyreotropiny [prace przegladowe: 10,64]. Autoantygeny moga si¢ rowniez znajdowaé na
powierzchni wiokien mig$niowych lub komérek tluszczowych [prace przegladowe:
88,173]. Pobudzone limfocyty wydzielaja do srodowiska rézne cytokiny. Dotychczas nie
zdotano wyjasni¢, czy naciekajace limfocyty biora udzial pierwotnie w odpowiedzi typu
komoérkowego czy humoralnego. Prawdopodobnie oba typy odpowiedzi immunologiczne;j
sa konieczne dla pelnego rozwinigcia zapalenia. Wydzielane przez leukocyty cytokiny
stymulujg fibroblasty do sekrecji glikozaminoglikanéw oraz stymuluja ekspresj¢ wielu
czynnikow immunomodulacyjnych (czasteczki ukladu zgodnosci tkankowej klasy II,
czasteczki adhezyjne, bialka szoku termicznego) na powierzchni komoérek tkanki lacznej,
tkanki tluszczowej 1  wilokienek miesniowych. Nagromadzenie w macierzy
pozakomorkowej proteoglikanéw  (polaczenie glikozaminoglikanow z  biatkami)
doprowadza do obrzgku, co powoduje powigkszenie migsni ocznych i tkanki tacznej
okotogatkowej. Utrudniony odptyw krwi przez powigkszone migs$nie prowadzi do zastoju
[75]. Warunki niedotlenienia moga dodatkowo pobudzac¢ fibroblasty do wydzielania
glikozaminoglikanow [112].

W wigkszosci przypadkéw zapalenie w oczodole ulega samoistnej remisji [132]. W
trakcie ustgpowania zapalenia dochodzi do wldknienia migs$ni ocznych i tkanki tacznej

okotogatkowe;j.
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RYCINA 1. Hipotetyczny schemat patogenezy oftalmopatii zwiazanej z autoimmunologicznymi chorobami
tarczycy (TAO).

Naciekajace tkanki pozagatkowe limfocyty T sa stymulowane antygenami oczodotowymi, ktére nie zostaty dotychczas
poznane. Celem autoagresji moga by¢ fibroblasty, komoérki tkanki tluszczowej, komoérki mig$niowe. Aktywowane
limfocyty wydzielaja cytokiny, ktére moga wspomagaé¢ odpowiedZ typu komérkowego i humoralnego. Interferon
(IFN ), czynnik martwicy nowotworu- (TNF- ), interleukina-l1 (IL-la) pobudzaja fibroblasty do wydzielania
glikozaminoglikanéw, ktére sa przyczyna obrzgku tkanek pozagatkowych. Limfocyty B i réznicujace si¢ z nich
plazmocyty wydzielaja przeciwciata skierowane przeciwko antygenom migéni ocznych i tkanki tacznej okotogatkowej;
jednak ich rola pozostaje niejasna. W trakcie gojenia, oczodotowe fibroblasty wydzielaja kolagen I, co doprowadza do
wytworzenia blizn w tkankach oczodotowych. HLA- czasteczka giéwnego ukiadu zgodnosdci tkankowej; ICAM-
czasteczka adhez)i migdzykomérkowej; TCR- receptor limfocytu T; LFA-1- antygen zwiazany z czynnoscia limfocytéw.
Schemat jest wzorowany na ryc. Heufeldera AE [64].

B—————
——— —_—
————
—~— —— ===
-
== ———
—_—_—— Ceme T

RYCINA 2. Wedréwka limfocytow z naczyn krwionosnych do miejsca zapalenia.

Pierwszy etap polega na laczeniu si¢ limfocytu z komoérka $rédblonka i powolnego “toczenia” wzdiuz naczyn. Po
aktywacji limfocytu chemokinami, dochodzi do jego $cistego przylegania do komérek $rédbionka, a nastgpnie do
migracji przezérodbtonkowej. W  trakcie tej migracji dochodzi do interakcji leukocytéw z  biatkami macierzy
pozakomorkowej w blonie podstawnej oraz tkance facznej. Schemat jest wzorowany na ryc. Springera A. [160].
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1.2. Wedréwka autoreaktywnych limfocytow do tkanek pozagatkowych w oftalmopatii

zwigzanej z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

Migracja autoreaktywnych mf cytow do mig$ni ocznych i tkanki lacznej
okotogatkowej wymaga wpierw interakcji z komdrkami $rédbtonka, a nastepnie interakcji z
biatkami macierzy pozakomorkowej (skrot z ang. ECM- extrace ular matrix) w blonie
podstawnej oraz w przestrzeni migdzykomorkowej (ryc. 2). W tej wedrowce bierze udziat
szereg receptorow zasiedlania na leukocytach i1 adresyn na komoérkach srodblonka [praca

przegladowa: 160].

1.2.1. Czasteczki adhezyjne

Czasteczki adhezyjne nie sa tylko receptorami odpowiedzialnymi za wzajemng
adhe ¢ komorek oraz za adhe ¢ komorek do bialek macierzy pozakomorkowej. Przekazuja
one rowniez komorkom szereg sygnaléw, ktore regul g m. in. organizacj¢ cytoszkieletu,
transport wewnatrzkomoérkowy jondéw, metabolizm lipidéw, aktywacje wielu gendéw [prace
przegladowe:53,78,110]. Ze wzgledu na budowg czasteczki adhezyjne mozna podzieli¢ na:
czasteczki immunoglobulinowe, selektyny i integryny.

Do najlepiej poznanych czasteczek immunoglobulinowych naleza: czasteczka
adhe i miedzykomorkowej-1 (skrot z ang. ICAM-1- intercellular adhesion molecule;
CD54) i1 czasteczka adhe 1 komorkowej naczyn-1 (skrot z ang. VCAM-1- vascular cel
adhesion molecule; CD106). Czasteczka ICAM-1 wystepuje na komorkach srodblonka,
aktywowanych leukocytach, szeregu komorek somatycznych i bierze udzial w migracji
limfocytow oraz prezentacji antygenow lim cytom T. Czasteczka VCAM-1 jest wazng
adresyna naczyniowa, ktora taczy si¢ z integryna a4 1, uczestniczac w migracji leukocytéw
przez $rédblonek. Cytokiny wydzielane w trakcie rozwijajacej si¢ lokalnie reakcji
immunologicznej powod g wzrost ekspresji tych czasteczek adhezyjnych na komorkach
srédbtonka.

Selektyny tworza grupe czasteczek adhezyjnych bioracych udzial w interakcji
leukocytow z plytkami i $rodblonkiem naczyn. Selektyny wiaza si¢ z oligosacharydami

glikolipidow lub glikoprotein. Do selektyn zalicza si¢: selektyn¢ L (leukocytarna; CD62L),

Nazewnictwo czasteczek adhezyjnych nie jest ujednolicone. W nawiasach podano wszys ie nazwy
spotykane w pi$miennictwie.
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selektyng E (srodblonkowa; CD62E; czasteczka adhe ji leukocytow do srodbtonka-1),
selektyng P (plytkowa; CD62P). Selektyna L wystepuje na limfocytach dziewiczych.
Czasteczka adhezji leukocytéw do srodblonka-1 (skrot z ang. ELAM-1- endothelial-
leukocyte adhesion molecule) pojawia si¢ przejsciowo, w dwie do o$miu 2-8 godzin po
stymulacji cytokinami.

Integryny skladaja si¢ z dwoch, niezwigzanych kowalencyjnie tancuchéw o i
Integryny majace rézne lancuchy o i identyczne lancuchy  tworza podrodzing. Obecnie
wyizolowano 12 réznych tancuchéw o i 8 réznych tancuchow .

Do najlepiej poznanych nalezy podrodzina integryn, okreslana réwniez jako
bardzo pdzne antygeny (skrét z ang. VLA- very late antigen), gdyz dwie pierwsze integryny z
tej podrodziny: ol 1 a - pojawiaja si¢ na limfocytach pézno (nawet po tygodniach) po
stymulacji antygenem. Integryny sa glownymi receptorami dla biatek macierzy
pozakomorkowej oraz biorg rowniez udzial w interakcjach pomigdzy komorkami. Integryny
wystepuja na powierzchni komorek w formie nieaktywnej (lub mato aktywnej). Dopiero po
aktywacji komorek, konformacja receptora ulega zmianie i zwigksza si¢ jego efektywnos¢ do
wigzania z ligandem.

Wiele integryn ~ wykazuje powinowactwo do fibronektyny lub lamininy, ale tylko
dwie integryny- (VLA-1; CD49a/CD29) i (VLA-2; CD49b/CD29)- mozna uznaé
jako gléwne receptory dla kolagendéw. Ligandy dla (VLA-3; CD49¢/CD29) nie sa
dokladnie zdefiniowane; przypuszcza si¢ ze sa nimi kolagen, fibronektyna i laminina.
Integryna (VLA-4; CD49d/CD29) taczy si¢ z fibronektyng oraz z czasteczka adhezji
komérkowej naczyn-1 (VCAM-1). Integryna o (VLA-5; CDA49e/CD29) taczy sig¢
natomiast z fibronektyna, a integryna o (VLA-6; CD491/CD29) jest uznana za typowy
receptor dla lamininy.

Glownym przedstawicielem podrodziny 2 integryn jest antygen zwigzany 2z
czynnoscig limfocytow-1 (LFA-1- lymphocyte function-associated antigen; o 2;
CD 1a/CD18). Czasteczka LFA-1 wystgpuje na limfocytach B, limfocytach T, monocytach i
granulocytach, a jej ekspresja wzrasta w wyniku pobudzenia antygenem. Ligandem dla LFA-
1 jest miedzy innymi czasteczka adhezji migdzykomoérkowej-1 (ICAM-1), wystepujaca na
komorkach $rédbtonka i na komoérkach prezentujacych antygen. Nieprawidlowa ekspresja lub

funkcja integryn 2 doprowadza do zespotu niedoboru przylegania leukocytéw (skrét z ang.
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LAD- leukocyte adhesion deficiency) [93]. Chorzy z tym niedoborem immunologicznym

cierpig na nawracajace zapalenia bakteryjne i grzybicze.

1.2.2. Biatka macierzy pozakomoérkowe;j.

W trakcie wedrowki do miejsca zapalenia leukocyty stykaja si¢ z biatkami macierzy
pozakomorkowej (skrét z ang. ECM- extracellular matrix). Badania prowadzone w ostatnic
latach wskazuja ze biatka ECM nie sa jedynie strukturami podporowymi tkanek, lecz
wywieraja znamienny wplyw na takie podstawowe dla komorki czynnosci, jak wzrost,
dojrzewanie i apoptoza [53]. Pelnig one réwniez wazne funkcje immunomodulacyjne, m. in.
regul g przyleganie i migracje leukocytéw, przekazuja im dodatkowe sygnaty pobudzajace
oraz prezentuja cytokiny [44,149].

Gléwnymi biatkami tkanek tacznych sa kolageny. Kolageny utworzone sg z czastek
tropokolagenu, w ktorego sktad wchodza trzy tancuchy polipeptydowe a, tworzace
potrdjna helise [praca przegladowa: 135]. Lancuchy tropokolagenu s czesto zbudowane z
powtarzajacych si¢ sekwencji: hydroksyprolina-glicyna- prolina. Co najmniej 19 biatek
nalezy do rodziny kolagenéw i dodatkowe 10 biatek posiada struktury podobne do
kolagenéw. Grupa kolagenéw tworzacych widkna (, , III, V, XI) jest najliczniejsza grupa
bialek w macierzy pozakomodrkowej. Wsrod nich kolagen typ V wystepuje w mniejszej
ilosci i uczestniczy w tworzeniu sieci widkien [37]. Kolagen typ II i XI wystepuja gléwnie
w chrzastce szklistej. Kolagen typ IV nie wytwarza wiokienek i wystepuje w postaci
agregatow tetramerow, ktore sa gloéwna struktura blony podstawnej. W skiad btony
podstawnej wchodzi rowniez glikoproteina laminina. Fibronektyna jest wielofunkcyjna
glikoproteina, ktora wystepuje na powierzchni komérek, w osoczu i w przestrzeniach

miedzykomoérkowych wielu tkanek [139].

1.2.3. Etapy przechodzenia autoreaktywnych limfocytow z krwi do tkanek pozagatkowych.

Zjawisko przylegania limfocytéw do komorek s$rodblonka zalezy od ekspresji
odpowiednich receptorow i ich ligandow na obu typach komorek. W trakcie rozwoju

zapalenia dochodzi do uwolnienia wielu cytokin. Takie cytokiny jak: interleukina 1 (IL-
la), czynnik martwicy nowotworu-o (TNF-ot) i interferon- (IFN- )- moga zwigkszyé

ekspresj¢ adresyn naczyniowych. Wystepowanie wszystkich trzech cytokin zostalo



stwierdzone w biopsjach tkanki tacznej okologatkowej choryc z aktywna oftalmopatia
[60]. W biopsjac migsni ocznych i tkanki lacznej okotogatkowej stwierdzono réwniez na
komorkach srédbtonka wzmozona ekspresje czasteczki adhe i miedzykomodrkowe;j-1
(ICAM- ), czasteczki adhezji komorkowej naczyn-1 (VCAM-1) oraz czasteczki adhe i
eukocytow do srodblonka-1 (ELAM-1) [61,66,130].

Limfocyty pamigci wykazuja zdolno$¢ do zasiedlania si¢ w miejscach zadzialania
antygenu, poniewaz charakteryzuja sie¢ wzmozong ekspresja wielu czasteczek adhezyjnych
[149]. W oftalmopatii, podobnie jak w innych chorobach autoimmunologicznych,
naciekajace limfocyty T nalezaly gléwnie do komdrek pamigci. W biopsjach migsni
ocznych chorych z aktywna oftalmopatia stwierdzono na leukocytach wzmozong ekspresje
czasteczek adhezyjnych z grupy 2 integryn, m. in. antygenu zwiazanego z czynnoscia
limfocytow-1 (LFA-1) [130].

W poczatkowej fazie limfocyt przylacza sie do komodrek srodblonka i nastepuje
jego  “toczenie”, tzn. wolniejszy przeptyw przy $rodblonku. Receptorami
odpowiedzialnymi za “toczenie” limfocytow sa selektyny, chociaz obecnie uwaza si¢
rOwniez, ze integryna a4 1 bierze udzial w laczeniu i toczeniu limfocytow [96]. W trakcie
“toczenia” leukocyty ulegaja aktywacji. Wazna rol¢ w aktywacji pelnia chemokiny,
wydzielane przez makrofagi, komorki $rodblonka oraz  fibroblasty. Chemokiny sa
prezentowane naciekajacym limf cytom przez proteoglikany obecne na powierzchni
$rodbtonka lub w przestrzeni migdzykomorkowej [praca przegladowa:101]. Aktywowane
leukocyty zmieniaja konformacj¢ receptoréw, zwigkszajac ich powinowactwo do
ligandow. Sciste przyleganie limfocytéw do $rédbtonka dokonuje sie za pomoca interakcji
LFA-1/ICAM-1, a4 1/VCAM-1 oraz niezaleznie od integryn za pomoca CD44/kwas
hialuronowy [160].

W nastgpnym etapie dochodzi do migracji limfocytéw migdzy komorkami
srédblonka przez blong¢ podstawna do tkanki tacznej wilasciwej. Proces ten nie polega
jedynie na biernej wedroéwce, poniewaz komorki wchodza w interakcje ze skladnikami
macierzy pozakomdrkowej (ECM) przede wszystkim za posrednictwem integryn z grupy 1.
Po przylaczeniu do bialek ECM limfocyt ulega dalszej aktywacjii wydziela r6zne mediatory
reakcji zapalnej. Do waznych mediatoréw, wydzielanych przez aktywowane leukocyty naleza
enzymy trawigce macierz mig¢dzykomodrkowa (skrot z ang. MMP- matrix degrading
metalloproteinases) [47,138]. Aktywowane limfocyty po pobudzeniu integryn 1, wydzielaja

enzymy trawiace macierz pozakomoérkowa 2 i 9, ktore rozkladaja kolagen 1 oraz IV,
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ulatwiajac migracj¢ tych omoérek przez blong podstawna i tkanke taczna wiasciwa.
Aktywowane ma ofagi moga wydzie a¢ enzymy trawiace ko agen I, II, III, IV oraz
amining. Autoreaktywne limfocyty wedruja daej w kierunku wzrastajacego stezenia

czynnikéw ¢ emotaktycznyc , do miejsca toczacego si¢ zapalenia.
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II. ZALOZENIA 1 CEL PRACY.

Zmiany histopatologiczne w oftalmopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi
chorobami tarczycy wskazuja, ze zapalenie toczy si¢ w tkance tacznej migéni ocznych i
tkance lacznej okotogatkowej. Macierz pozakomérkowa (ECM) w tkankach objetych
zapaleniem ulega znacznym zmianom. Z jednej strony aktywowane fibroblasty wydzielaja
glikozaminoglikany oraz prokolagen I. Wydzielane zewnatrzkomdérkowo — proteazy
prokolagenu, przeksztalcaja prokolagen I w tropokolagen, ktéry stanowi gléwny skiadnik
wiokna kolagenowego. Z drugiej strony fibroblasty i naciekajace leukocyty wydzielaja
proteinazy trawiace macierz pozakomérkowa [148].

Podczas modyfikacji biatek macierzy pozakomoérkowej (w trakcie wytwarzania

lub trawienia enzymami trawiacymi macierz pozakomorkowa) limfocytom mogg by¢
prezentowane dotychczas “ukryte” determinanty antygenowe. Tak wigc zmienione w trakcie
zapalenia bialka macierzy pozakomdrkowej moga okaza¢ si¢ jednym z wtérnych
autoantygendw stymulujacych naciekajace limfocyty.

Odpowiedz komdrkowa i humoralna przeciwko biatkom ECM stwierdzono w wielu
chorobach tkanki tacznej. Kolagen typ jest uznany za wtorny autoantygen w
reumatoidalnym zapaleniu stawow. Kolagen typ IV jest autoantygenem w zespole
Goodpastura, a odpowiedz przeciwko kolagenowi typu II bierze udzial w patogenezie
epidermolysis bullosa acquisita. Nie badano dotychczas czy biatkka ECM sa celem
odpowiedzi komoérkowej lub humoralnej w oftalmopatii.

W chorobach autoimmunologicznych bardzo wazne jest oprdcz poszukiwania
antygenéw, poznanie mechanizméw regulujacych czynnos¢ autoreaktywnych limfocytow.
W trakcie wegdrowki do miejsca zapalenia leukocyty stykaja si¢ z wieloma biatkami tkanki
tacznej. Przechodzac przez blong podstawna naczyn limfocyty kontaktuja si¢ z takimi
biatkami jak kolagen IV i laminina. W trakcie dalszej wedrowki limfocyty stykaja sie m. in.
z kolagenem I, III, V, fibronektyna. Obecnie uwaza si¢, ze zaburzone interakcje pomigdzy
limfocytami a biatkami macierzy pozakomoérkowej moga pelni¢é wazna role w
immunopatologii wielu chorob, takich jak tuszczyca, ziarniniak Wegenera, zapalenie
reumatoidalne stawdw, toczen rumieniowaty, wirusowe zapalenia watroby i choroby

nowotworowe [25,46,48-51,123; praca przegladowa:50]. Wplyw bialek macierzy



pozakomdrkowej na czynno$¢ limfocytdéw naciekajacych tkanki pozagatkowe w
oftalmopatii nie zostal dotychczas badany.

Struktura macierzy pozakomorkowej tkanki lacznej migéni ocznych oraz tkanki
lacznej okologatkowej nie jest dokladnie poznana. Z tego wzglgdu do badan nad odpowiedzia
immunologiczng przeciwko skladnikom tkanki lacznej w oftalmopatii zwigzanej z
autoimunologicznymi chorobami tarczycy uzyto bialek, ktére wystgp g najczesciej w
tkankach tacznych. Dostepne w handlu biatka macierzy wykorzystywano uprzednio do
badania odpowiedzi komorkowej i humoralnej w wielu chorobach.

Ogolem podjete badania powinny ustalié: (i) czy biatka macierzy pozakomoérkowe;
moga by¢ autoantygenem w oftalmopatii; (ii) czy interakcje limfocytéw T z biatkami ECM
moga stanowi¢ dodatkowy sygnal pobudzajacy dla naciekajacych tkanki zagalkowe

limfocytow.

Celem proponowanej pracy;jest :
1. Badanie interakcji limfocytéw T z biatkami macierzy pozakomoérkowej u chorych z
oftalmopatig zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.
A. Badanie odpowiedzi proliferacyjnej obwodowych komoérek jednojadrowych na
stymulacje biatkami macierzy pozakomodrkowe.
B. Badanie odpowiedzi proliferacyjnej linii limfocytow T z tkanek pozagatkowych na
stymulacje biatkami macierzy pozakomoérkowe;.
C. Badanie dodatkowej stymulacji linii limfocytow T z krwi obwodowej i z tkanek
pozagatkoowych przez biatka macierzy pozakomoérkowe;.
2. Badanie odpowiedzi humoralnej przeciw biatkom macierzy pozakomorkowej u chorych z
oftalmopatig zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.
A. Badanie stg¢zenia przeciwcial klasy IgG, IgA 1 IgM przeciwko natywnym i
zdenaturowanym biatkom macierzy pozakomorkowe;.
B. Ocena specyficznosci przeciwcial przeciwko biatkkom macierzy pozakomorkowe;j.
C. Identyfikacja epitopéw na zdenaturowanych biatkach macierzy pozakomorkowe;j.
D. Badanie fi ologicznej funkcji przeciwcial przeciwko biatkom macierzy

pozakomdrkowej
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III. MATERIALY I METODY

.1. Grupy badane.

Badaniem zostaly objete nastepujace grupy pacjentow i zdrowych ochotnikow:

(i) 102 pacjentow z oftalmopatia zwigzana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy
(s rot z ang. TAO- thyroid-associated ophtha mopathy) (80 obiet, 22 mgzczyzn) w wie u
od 17 do 74 lat (Srednia wieku-40);

(i) 70 pacjentdw z choroba Gravesa-Basedowa (skrot z ang. GD- Graves’ disease) bez
klinicznych cech o almopatii (58 kobiet, 12 mezczyzn) w wieku od 16 do 71 lat (Srednia
wieku- 39);

(iii) 53 pacjentow z choroba Hashimoto (s rot z ang. HT- Hashimoto’s thyroiditis) bez
klinicznych cech oftalmopatii (48 kobiet, S m¢zczyzn) w wieku od 18 do 72 lat (srednia
wieku- 41);

(iv) 37 pacjentdw z nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy (35 kobiet, 2
mezczyzn) w wieku od 17 do 70 lat (Srednia wieku- 45);

(v) 82 zdrowych ochotnikow (62 kobiet, 20 m¢zczyzn) w wieku od 18 do 60 lat (srednia
wieku- 38).

U wszystkich chorych z oftalmopatia rozpoznano chorobe Gravesa-Basedowa.
Zmiany oczne byly klasyfikowane wedlug zalecen Komitetu Miedzynarodowych
Towarzystw Tyreologicznych [26]. Grupa TAO obejmowata chorych ze wszystkimi
stopniami nasilenia o almopatii (od I do VI). Aktywnos$¢ oftalmopatii oceniano na
podstawie kryteriow klinicznych [26]. U 52 pacjentow oftalmopatia byla w aktywnym
okresie choroby, a u 50 pacjentdow w o resie stabilnym. Czas trwania oftalmopatii wynosit
od 3 miesiecy do 30 lat. Pacjenci z oftalmopatia, ktérzy poddani byli zabiegowi
dekompresji oczodotu (n=3) byli leczeni immunosupresyjnie kortykosteroidami na miesiac
przed operacja.

Rozpoznanie choroby Gravesa-Basedowa bylo oparte na objawach klinicznych
(objawy nadczynnosci tarczycy, wole migzszowe lub “naczyniowe”) oraz na wynikach
badan dodatkowych (obnizone st¢zenie horimonu tyreotropowego, podwyzszone stezenie
wolnej frakcji tyroksyny i trijodotyroniny, typowy obraz scyntygrafii lub ultrasonografii

tarczycy, oraz na obecnosci przeciwciat przeciwko receptorowi dla tyreotropiny).
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Rozpoznanie choroby Hashimoto zostalo postawione na podstawie typowego
obrazu klinicznego (matle spoiste wole), objawoéw niedoczynnosci tarczycy potwierdzonej
badaniami ormona nymi oraz znamiennego (powyzej 100 jednoste migdzynarodowych)
podwyzszonego stezenia przeciwcial przeciwko peroksydazie tarczycowej albo
tyreoglobulinie. U zadnego z badanych z chorobg Gravesa-Basedowa lub chorobag
Hashimoto nie wspolistnialy choroby autoimmunologiczne tkanki faczne;.

W grupie badanych z nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy znajdowali si¢
pacjenci z rakiem tarczycy (n=17), gruczolakiem tarczycy (n=10), wolem wieloguzkowym
nietoksycznym (n=5), podostrym zapaleniem tarczycy (n=5). Rozpoznania byly
postawione na podstawie objawow klinicznych, wynikéw biopsji cienkoiglowych oraz
badan histo-patologicznych.

Grupa zdrowych dawcow zostala wybrana z personelu szpitali i laboratoriow, po
wykluczeniu choroby tarczycy, oftalmopatii, innych choréb autoimmunologicznych i
reumatycznych. Wywiad rodzinny dawcow z grupy kontrolnej byl réwniez negatywny w

kierunku wymienionych choréb.

2. Antygeny.

Do badan uzyto nastgpujacych bialek macierzy pozakomdrkowe;j: kolagenu typu I ze
skory bydlecej, kolagenow typu [, III, IV, V z lozyska ludzkiego, lamininy z migsaka
Engelbreth-Holm-Swarm oraz bronektyny z surowicy bydlgcej. Wymienione antygeny byly
dostgpne komercyjnie (Sigma-Chemical Co.) i zostaly wykorzystane w poprzednich
badaniach nad odpowiedzig komoérkowa i humoralng przeciwko biatkom tkanki tacznej
[6,7,29,33,41,46,48,123,137,149,140,166]. Czystos¢ preparatdow zostala potwierdzona za
pomocg barwienia bialek bigkitem Comassie’go po ich rozdzieleniu elektrof retycznym na
zelu poliakrylamidowym. Kolagen I i V denaturowano gotujac bialka przez 5 min przed

uzyciem [137].
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.3. Hodowle pierwotne i inie komorkowe.

.3.1. Jednojadrowe komorki krwi obwodowe;.

Jednojadrowe komorki krwi obwodowej uzyskiwano droga wirowania rozcienczone;j
krwi obwodowej, natozonej na gradient ficollu (Ficoll-Paque, Pharmacia Biotech AB) [20].

Zywotno$é komorek oceniana testem z bigkitem trypanu przekraczata 95%.

.3.2. Limfocyty T z krwi obwodowe;.

Limfocyty T wstgpnie oczyszczano z krwi obwodowej za pomocg kolumny z wata
nylonowa (Polysciences, Inc.), wykorzystujac fakt, ze monocyty i limfocyty B maja
wyrazniej zaznaczong tendencje do przylegania do waty nylonowej niz limfocyty T [79].
Zawiesing ;jednojadrowych komoérek krwi obwodowej w pozywce RPMI-1640 z dodatkiem
10% inaktywowanej, bydlecej surowicy plodowej nakladano na sterylng kolumn¢ z watg
nylonowa, po uprzednim ;jej zrownowazeniu pozywka hodowlang w 37°C. Po 45 min
inkubacji w 37°C komorki nie przylegajace do kolumny wyptukiwano ostroznie ciepta
pozywka hodowlana. Po przejsciu przez kolumng liczba limfocytow B w zawiesinie wynosita
mniej niz 1%, co oceniono za pomoca cytofluorometrii. Nastepnie monocyty usuwano za
pomoca metody przylegania do plastiku (40 min w szalce hodowlanej, w 37°C) oraz przez
inkubacj¢ w roztworze estru metylo-L-leucyny (5 mM) w RPMI-1640, przez 40 min, w
temperaturze pokojowej [170]. Calkowite usunigcie monocytow stwierdzano na podstawie
braku proliferacji limfocytéw po stymulacji przeciwcialem monoklonalnym  OKT-3

[107,170].
.3.3. Limfocyty T naciekajace tkankg taczng okotogatkowa.
Limfocyty naciekajace tkanki pozagalkowe wyizolowano z tkanki 1acznej
okotogatkowej pochodzacej od pacjentdéw z aktywna oftalmopatia, ktdrzy poddani byli

operacji dekompresji oczodotu. Linie limfocytéw uzyskano zgodnie z metoda opracowang

przez Grubeck-Loebenstein i wsp. [52].
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Tkanke taczng okotogatkowa wyptukano trzykrotnie w buforze PBS ( 37 mM NaCl,
2.7 mM KC, 4.3 mM Na,HPOy4, 1.4 mM KH,PO4; pH 7.4) 1 pocieto na drobne kawalki
(okolo 2 mm). Kawalki tkanki tacznej umieszczono w 24-studzienkowej ptytce do odowli
komorkowy — w pozywce RPMI-1640 wzbogaconej 10% inaktywowang surowicg ludzka
grupy AB, L-glutaming (2 mM), penicyling (100 U/ml), streptomycyng (100 pg/ml) oraz
interleuking 2 (IL-2, 50 U/ml) (wszystkie odczynniki pochodzily z Gibco, BRL). Po 8-miu
dniach hodowli w wilgotnej atmosferze 5% CO; i 95% powietrza, w 37°C, tkanki usunieto
ze studzienek. Komorki jednojadrowe byly nastgpnie pobudzane IL-2 (50 U/ml) oraz
przeciwcialem monoklonalnym przeciwko czasteczce CD3 (OKT-3 -Ortho Pharm.), ktore-
jak si¢ uwaza- pobudza wzrost limfocytéw nie zmieniajac ich specyficznosci [98].
Przeciwcialo OKT-3 dodawano do hodowli wraz z autologicznymi :jednojadrowymi
komorkami rwi obwodowej, napromienionymi dawka 4000 Rad, uniemozliwiajac przez to
ich proliferacje. Interleukina 2 byla dodawana do hodowli co 3 dni. W sumie otrzymano 5
linii limfocytow T naciekajacych tkanki aczne okologatkowe pochodzace od 3 pacjentow.
Linie limfocytow trzymano w hodowli od 17-30 dni. Wszystkie doswiadczenia z

wykorzystaniem linii limfocytéw wykonywano po 10 dniach od ostatniego podania IL-2.

.3.4. Linia komorkowa raka gruczotowego pluc (A-549).

Linia komorkowa raka gruczotowego pluc (A-549) zostala uzyskana od American
Cel Type Collection (Rockville, MD) i hodowana w pozywce D-MEM/F-12, z dodatkiem
10% inaktywowane]j bydlecej surowicy plodowej, L-glutaminy (2 mM), penicyliny (100
U/ml) oraz streptomycyny (100 pg/ml). Pozywke zmieniano 3 razy w tygodniu i komorki
pasazowano jeden raz w tygodniu w stosunku 1:5 uzywajac roztworu 0.05% trypsyny i

0.02% EDTA w PBS [39].

4. Analiza cytofluorometryczna.

Antygeny powierzchniowe komorek badano metoda cytometrii przeptywowe;.
Wyizolowane komorki (10 komorek na test) plukano dwukrotnie w zimnym, nie
zawierajacym ;jondéw magnezu i wapnia PBS, wirujac kazdorazowo przez 10 min. (150 g).
Nastepnie komorki inkubowano z przeciwcialem pierwszorzgdowym, rozcienczonym w PBS

z dodatkiem 10% surowicy ludzkiej grupy AB (objetosé roztworu- 50 1), w 4°C, przez 30
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min. Do badan uzyto mysich przeciwcial mono onalnych rozpoznajace nastgpujace
antygeny powierzchniowe: CD4, CD8, CD45R0O, CD25 (receptor dla IL-2), CD29 (fancuch

1 integryn) CD49a (fancuch al integryn), CD49b (tancuch o2 integryn), CD49c¢ (fancuch
a3 integryn), CD49d (fancuch a4 integryn) (Dako A/S). W celu oceny niespecyficznego
wigzania przeciwcial w kazdym tescie stosowano kontrolne przeciwciata mysie klasy IgG,
nie reagujace z antygenami komorek ludzkich. Po przeptukaniu zimnym PBS, do komoérek
dodano krolicze przeciwcialo przeciwko mysim immunoglobulinom IgG, znakowane
izorodankiem fluoresceiny (rozpuszczone w PBS z dodatkiem 10% surowicy ludzkiej grupy
AB w stosunku 1:100). Po 30 min inkubacji w 4°C, komorki przeptukano w PBS a
fluorescencja komorek byla mierzona przy pomocy cytometrii przeptywowej (FACSort flow
cytometer; Becton-Dickinson). Wyniki analizowano za pomoca programu Consort 30 i

przedstawiono jako procent komorek posiadajacych dany antygen.

.5. Test proliferacji;jednojadrowych komorek krwi obwodowe;j.

Do badan uzyto nastgp acych antygendéw: kolagenu typu I ze skory bydlece;j,
kolagenu typu IV z lozyska ludzkiego, lamininy oraz bronektyny. Plytki 96 studzienkowe
do hodowli komérkowych (Corning Costar Co.), o ptaskim dnie byly optaszczone antygenem
o stezeniu 10 g/ml, w PBS, przez noc, w 4°C. Nastepnie ptytki wyptukano trzykrotnie w
PBS. Przyleganie bialek do plytek zostalo potwierdzone metoda ELISA, uzywajac
przeciwcial monoklonalnych przeciwko poszczegdlnym antygenom.

Komorki jednojadrowe liczono w kamerze Buerkera. Komérki jednojadrowe krwi
obwodowej lub hodowle limfocytow T byly hodowane w oplaszczonych ptytkach w ilosci
10 lub 5x10 komdrek na studzienkg¢, w pozywce RPMI-1640 wzbogaconej 10%
inaktywowang bydleca surowica plodowa, 2mM L-glutaming oraz antybiotykami, w
objetosci 200 ul. Wszystkie hodowle prowadzono w triplikatach. Fitohemaglutynina (Sigma;
5 g/ml) byla uzywana jako kontrola wskazujaca, ze limfocyty posiadajg zdolno$¢ do
proliferacji. Plytki inkubowano w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO, i 95% powietrza przez
5 dni. Okres hodowli ustalono na podstawie wstgpnych doswiadczen. Na 16 godzin przed
zakonczeniem hodowli, do studzienek dodawano po 0.2 Ci metyl- H-tymidyny (akt. wt. 25
Ci/mmol; Amersham Int.). Nastepnie komdrki przenoszono na papier filtracyjny przy uzyciu

potautomatycznego harwestera (PHD Cell Harvester, Cambridge Technology Inc.). Po
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wysuszeniu, do papieru filtracyjnego dodawano ptyn scyntylacyjny. Wbudowany do komérek
tryt mierzono w liczniku scyntylacyjnym, a wyniki przedstawiano jako S$rednig liczbe
impulsow na minut¢ (ang. cpm- count per minute) lub jako wspolczynnik stymulacji (ang. SI
- stimulation index) obliczany ;jako:

I3

rednia liczba impulséw w hodowlach z _antvgenem
$rednia liczba impulséw w hodowlach bez antygenu
Jezeli wspdtczynnik stymulacji byt wigkszy od 2, to odpowiedz przeciw danemu

antygenowi uznawano za znamienna.

.6. Badanie pobudzenia do proliferacji limfocytow T, zaleznej od czasteczki CD3, przez

biatka macierzy pozakomoérkowe;.

Badanie pobudzenia proliferacji limfocytow T, zaleznej od czasteczki CD3, przez
bialka macierzy pozakomoérkowej (ECM) przeprowadzono zgodnie z metoda opisang przez
Shimizu i wspotpracownikow [149,150]. Test jest oparty na obserwacji, ze przy braku
komorek prezentujacych antygen, aktywacja kompleksu receptor limfocytu T / czasteczka
CD3, przy uzyciu przeciwciala monoklonalnego OKT-3, nie prowadzi do proliferacji.
Pobudzenie wylacznie receptora dla bialek ECM z grupy 1 integryn, rdwniez nie
doprowadza do proliferacji limfocytow. Jezeli jednak receptor limf cyta T zostanie
aktywowany wspdlnie z integryna 1, komorka bedzie miala zdolno$¢ do podziatow. Jest to
wigc czuly test na obecno$¢ i czynnos$¢ receptorow dla bialek macierzy pozakomoérkowe;
(ryc. 3).

Plytki 96-studzienkowe, o pltaskim dnie (Coming), byly oplaszczone przeciwcialem
monoklonalnym OKT-3, o stezeniu 1 g/ml w PBS, przez noc, w 4°C. Przeciwciala, ktore
nie przyczepily si¢ do plytek, wyptukano i plytki inkubowano w roztworze biatek macierzy
pozakomdrkowej, o stezeniu 10 g/ml, w PBS, przez 4-5 godzin w temperaturze pokojowej.

Nastegpnie plytki wyptukano trzykrotnie w PBS.
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A Brak pro iferaciji

B  Brak pro iferaciji

C Proiferacja

RYCINA 3. Badanie pobudzenia proliferacji limfocytéw T, zaleznej od czasteczki CD3, przez biatka
macierzy pozakomérkowej (ECM).

A. Inkubacja limfocytéw T z biatkami macierzy pozakomoérkowej (ECM) nie prowadzi do proliferacji leukocytow.
B. Aktywacja limfocytéw przeciwcialem skierowanym przeciwko czasteczce CD3 receptora limfocytu T (TCR) nie
prowadzi do proliferacji. C. Inkubacja aktywowanych limfocytéw T z biatkami ECM doprowadza do proliferacji, jezeli
leukocyt posiada specyficzny receptor dla biatka tkanki tacznej z grupy  integryn. Schemat wiasny.

A. Przy eganie B. Brak przylegania

RYCINA 4. Badanie wplywu przeciwcial przeciwko biatlkom macierzy pozakomoérkowej (ECM) na
przyleganie komdrek.

A. Komorki przylegaja do bialek ECM za pomocg integryn. B. Preinkubacja bialek ECM z przeciwcialami moze
zablokowac przyleganie komérek do bialek ECM. Schemat wiasny.
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Linie limfocytow T z 1 obwodowej ub z t anki lacznej okologa owej byly
odowane w ilosci 5 x 10 /studzien ¢, w pozywce RPMI-1640, wzbogaconej 10% bydleca
surowica plodowa, 2mM L-glutaming i antybiotykami, w objgtosci 200 ul. Optymalnym
czasem hodowli dla uzyskania proliferacji przy uzyciu przeciwcial OKT-3 sg 4 dni [46,48].
Na 16 godzin przed zakonczeniem hodowli, do studzienek dodawano po 0.2 j Ci metyl- H-
tymidyny. Po zakonczeniu hodowli, osad komérkowy przenoszono na papier filtracyjny przy
uzyciu polautomatycznego harwestera. Radioaktywno$é mierzono w liczniku
scyntylacyjnym, a wyniki przedstawiano jako $rednia liczba impulséw na minute (cpm) i

jako stosunek:

Isow w w -
$rednia liczba impulséw w hodowlach z OKT-3

Pobudzenie aktywowanych limfocytéw przez biatka macierzy pozakomorkowej uznano za

znamienne, jezeli stosunek OKT-3 + ECM/OKT3 byl wigkszy niz 2.

.7. Test immunoenzymatyczny typu ELISA

Do badan uzyto nastgpujacych antygendw: natywnych kolagenéow typu I, III, IV, V z
tozyska ludzkiego, fibronektyny, lamininy oraz zdenaturowanych kolagenow typu I, V.
Studzienki plytki do ELISA (Immulon IV, Dynatech Labs.) zostaly oplaszczone
antygenem o stgzeniu 4 g/ml, w 0.05 M buforze weglanowym (pH 9.6), w objetosci 50 1,
przez noc w temp. 4°C. Plytki przemyto trzykrotnie w PBS, zawierajacym 0.06% Tween-
20 oraz 1% albuminy z surowicy bydlgcej. Tego samego roztworu uzywano do dalszych
plukan oraz do rozcienczania przeciwcial lub surowic. Nieoplaszczone miejsca na ptytkach
zostaly zablokowane przy pomocy roztworu 2% albuminy w PBS, przez 1 h w temp
pokojowej. Nastepnie surowice rozcienczone 1:50 (objetosé 50 1) inkubowano na
plytkach przez 2 h w temp. pokojowej. Po trzykrotnym wyptukaniu ptytek, drugorzedowe
przeciwciala rozcienczone 1:2000 inkubowano na plytkach przez 1 godzing w temp.
pokojowej. Jako przeciwcial drugorzgdowych uzyto sprzezonych z fosfataza zasadowa
przeciwcial kozich klasy IgG reagujacych z ludzkimi immunoglobulinami klasy IgG, IgA
i IgM lub z poszczegdélnymi klasami przeciwcial (Sigma). Po wyptukaniu ptytek, reakcja

barwna po podaniu substratu dla fosfatazy zasadowej (1 mg/ml fosforan dwusodowy p-
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nitrofenylu w 1 M buforze dietanoloaminy, pH 9.8) zostala oceniona w czytniku plytek
ELISA , przy dlugosci fali 405 nm, po 30 min inkubacji.

We wszystkic testac byly uzyte nastgpujace kontrole: (1) surowica ludzka
zawierajaca przeciwciala przeciw badanemu antygenowi (pozytywna kontrola),
(2)surowica ludzka nie zawierajaca przeciwcial przeciw antygenowi (ujemna kontrola),
(3)mysie przeciwciala monoklonalne przeciw antygenowi (dodatnia kontrola),
(4)zablokowane studzienki albuming bez antygenu inkubowano z surowica (kontrola
niespecyficznego wiazania przeciwciala pierwszorzgdowego), (5) studzienki z antygenem
inkubowano bez surowicy (kontrola niespecyficznego wiazania drugorzedowego
przeciwciala), (6) studzienki zablokowane albuming inkubowano bez surowicy i
drugorzgdowego przeciwciata (kontrola substratu).

Wyniki obliczono dla kazdej surowicy odejmujac srednia ggstosé optyczna (ang.
OD- optical density) uzyskang w studzienkach optaszczonych jedynie albumina, od
sredniej gestosci optycznej uzyskanej w studzienkach optaszczonych antygenem. Stezenie
przeciwcial w surowicy bylo uznane za znamiennie podwyzszone, jezeli OD przekraczato
srednia plus 2 odchylenia standardowe wartosci uzyskanych od zdrowych ochotnikow.
Zmiennos$¢ migdzyplytkowa nie przekraczala 15%, a zmienno$¢ wewnatrzptytkowa nie

przekraczata 9%.

.8. Badanie specyficznosci przeciwciat klasy IgG, IgA i IgM przeciw biatkom macierzy

pozakomorkowej.

Specyficznos¢ przeciwcial przeciwko natywnym kolagenom typu I, III, IV, V i
lamininie oceniano metoda preabsorbcji [103,133]. Badaniem objeto surowice pacjentow
posiadajace wysokie st¢zenie przeciwcial klasy IgG, IgA i IgM przeciw badanym
antygenom. Plytki do ELISA zostaly optaszczone albuming Iub poszczegolnymi
antygenami jak opisano w paragrafie .7. Po zablokowaniu albuming nieoptaszczonych
miejsc, surowice rozcienczone 1:125 w PBS z dodatkiem 0.06% Tween-20, 1% albuminy
(objetos¢ 50 ) inkubowano w studzienkach przez noc, w 4°C. Nastgpnie surowice
przeniesiono na pltytk¢ oplaszczona jednym antygenem i test ELISA kontynuowano jak

opisano w paragrafie 111.7.
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Wyniki zostaty wyrazone, jako procent redukcji gestosci optycznej w poréwnaniu
do oryginatu (surowice absorbowane jedynie a buming). Absorpcja powyzej 50% zostata

uznana jako znamienna.

.9. Elektrof reza strawionyc kolagendw [ iV oraz immunoblotting.

Kolagen I i V zostaly strawione ¢ emicznie stosujac cyjanobromek (CNBr) w
kwasie mrowkowym, zgodnie z metoda opisana przez Millera [114,115].

Elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu sodowego dodecylu
przeprowadzono wg. metody Laemliego uzywajac 10% zelu rozdzielajacego i 4 % zelu
zageszczajacego [94]. Antygeny w ilosci 60 ue biatka na zel, zostaly rozpuszczone
bezposrednio w buforze, zawierajacym 2% SDS, 5% 2-merkaptoetanol, 10% glicerol, 0.06 M
tris, pH 6.8. Po gotowaniu przez 5 min, probki zostaly nalozone na zel. Na kazdym zelu
prowadzono tez elektroforezg standardow biatkkowych o okreslonym cigzarze
czasteczkowym. Elektroforeze prowadzono przez 1.5 h przy napigciu 110 V. Nastepnie
biatka przenoszono elektrotransterem przez 3 h, przy natgzeniu 350 mA, na blony z
nitrocelulozy, zgodnie z metoda opisang przez Towbin i wsp., w buforze zawierajacym 0.02
M Tris, 0.02 M glicyny, 20% metanolu, pH 8.3 [171]. Zaréwno elektroforeze, jak i
immunoblotting wykonano w aparacie mini-PROTEAN  firmy Bio-Rad. Po transferze
blong¢ pocigto na paski. Przeniesienie bialek na blony nitrocelulozy zostalo potwierdzone
barwieniem czernig amidowa. Blony zawierajace peptydy byty blokowane w roztworze 5%
sproszkowanego mleka (Bio-Rad) w buforze TBS (0.05 M Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.4) w
temp. 4°C przez noc. Tego samego roztworu uzywano do plukan i do rozcienczania
przeciwcial. Nastepnie paski inkubowano z badanymi surowicami, rozcieniczonymi 1:500,
przez 2 h, w temp. pokojowej. Po pieciokrotnym wyplukaniu, paski przez 2 godziny
inkubowano w roztworze przeciwcial kozich klasy IgG przeciwko ludzkim
immunoglobulinom klasy IgG, sprzezonych z fosfataza zasadowa (rozcienczenie 1:2000).
Probki wywolywano przy pomocy roztworu 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosforanu toluidyny
1 blekitu nitrozotetrazoilowego (w buforze zawierajacym 0.05 M Tris, 0.05 M MgCl,, 0.1 M
NaCl; pH 9.5) przez 30 sekund, po czym paski plukano w nadmiarze wody destylowanej i
suszone.

W tescie uzywano nastgpujace kontrole: (1) kozie przeciwciata poliklonalne

przeciwko kolagenom I i V (Chemicon Int. Inc.); (2) paski inkubowano bez surowicy
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(kontrola  niespecy cznego  wiazania  drugorzgdowego  przeciwciala).  Wyniki
immunoblotingu byly oceniane niezaleznie przez dwoc badaczy nie znajacych pochodzenia

surowic. Wyniki okreslano jako ujemne lub dodatnie.

.10. Test hamowania przylegania komorek raka gruczotlowego ptuc do kolagenu I.

Badanie przylegania komodrek do kolagenu zostalo przeprowadzone zgodnie z
wczesniej opisanymi metodami (ryc. 4) [41,48,149,150]. Plytki do ELISA, 96
studzienkowe z plaskim dnem zostaly oplaszczone kolagenem I, o stezeniu 4 g/ml, w
PBS, przez noc w temp 4°C i zablokowane 1% roztworem bydlecej albuminy w PBS przez
1 h w temp. pokojowej. Nastepnie ptytki inkubowano przez noc, w temp 4°C, z wybranymi
surowicami zdowych dawcéw (n=4), surowicami pacjentow z TAO posiadajacymi
przeciwciala przeciw kolgenowi I (n=6), surowicami pacjentow z TAO nie posiadajacymi
przeciwcial przeciwko kolagenom (n=4). W badaniu uzywano surowic nierozcienczonych
i rozcienczonych w stosunku 1:2, 1:10, 1:50, 1:250 w PBS z 1% albuming. Kozie
przeciwciala poliklonalne przeciwko kolagenowi I (Chemicon) byly uzyte jako dodatnia
kontrola.

Po wyplukaniu plytek buforem PBS, komorki /studzienkg¢) w pozywce
RPMI-1640, z dodatkiem 1% albuminy, 10nM Hepes, dodano do studzienek i inkubowano
przez 30 min., w temp. 37°C. Po przeptukaniu plytek trzykrotnie w cieptym RPMI-1640,
komorki, ktore przylegly, utrwalono w roztworze 1% glutardehydu w PBS (przez 10 min)
i zabarwiono 0.1% wodnym roztworem fioletu krystalicznego (przez 25 min). Po
przeptukaniu plytek w nadmiarze wody, studzienki plytki inkubowano z 50 1 0.5%
roztworu Triton X-100 (Sigma) przez 4 h Nastepnie absorpcja byta mierzona w czytniku
do plytek ELISA przy dlugosci fali 600 nm.

Wyniki obliczano odejmujac srednia gestos¢ optyczng ze studzienek oplaszczonych
albuming zamiast kolagenem (niespecyficzne przyleganie komoérek do studzienek
plastikowych). Istniala liniowa zalezno$¢ pomigdzy liczba komorek w studzience i
gestoscia optyczng (OD) w zakresie od 2.5 x 10 do 4 x 10 (OD od 0.12 do 1.98).

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w triplikatach.
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III.11. Analiza statystyczna wynikow.

Do oceny statystycznej wynikoéw badan zastosowano nieparametryczny niesparowany
test-U Manna-Whitneya oraz test Chi-Square z poprawka Yatesa. Zalezno$¢ pomiedzy
poziomem przeciwcial a klinicznymi parametrami o almopatii oceniano za pomoca
wspolczynnika korelacji Spearmana. Poziom istotnosci ustalono na p<0.05. Wyniki

przedstawiono podajac srednig i odchylenie standartowe.
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IV. WYNIKI

IV.1. Interakcje limfocytow T z biatkkami macierzy pozakomdrkowej u chorych z

o almopatia zwigzana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

Odpowiedz typu komodrkowego przeciwko biatkom macierzy pozakomodrkowej
badano u pacjentow z “aktywng” ofta mopatia (TAO-a; n=23), “stabilng” o almopatia
(TAO-s; n=15), chorobami autoimmunologicznymi tarczycy bez klinicznych cech
o almopatii (powszechnie uznany skrot z ang. AITD- autoimmune thyroid disease; n=15)
oraz zdrowych ochotnikdw (n=21). Z uwagi na mala liczb¢ badanych, pacjentow z choroba
Gravesa-Basedowa (GD; n=7) i choroba Hashimoto (HT; n=8) bez klinicznych cech

o almopatii zaliczono do jednej grupy chorob autoimmunologicznych tarczycy.

IV.1.1 Proli racja jednojadrowych komoérek krwi obwodowej po stymulacji  biatkami

macierzy pozakomorkowe;.

Whbudowanie [ H]tymidyny w hodowlach komérek jednojadrowych bez antygenu nie
réznito si¢ statystycznie (test-U Manna-Whitneya; p>0.05) we wszystkich badanych grupach
($rednia + odchylenie standardowe cpm; zdrowi dawcy: 250 £ 101; TAO-a: 235 £ 95; TAO-
s: 266 = 105; AITD: 219 £ 95). Fitohemaglutynina stymulowata proliferacj¢ limfocytow u
wszystkich badanych osdb. Nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic pomigdzy
odpowiedzia obwodowych leukocytéw na niespecyficzna stymulacj¢ fitohematoglutyning w
grupie chorych z aktywna o almopatig (32872 + 9765), stabilna oftalmopatia (32997 +
10091), autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (30160 + 10599) i zdrowych dawcow
(32872 £ 9765).

Wyniki testu proliferacji obwodowych komorek jednojadrowych sa przedstawione na
ryc.5. Obwodowe komorki jednojadrowe od pacjentow z aktywna oftalmopatia (TAO-a) byty
pobudzone bydlgcym kolagenem I i $redni wspdiczynnik stymulacji (4.5 + 1.3) byl
znamiennie wigkszy (p<0.005) niz u pacjentéw ze stabilng oftalmopatia (2.05 + 0.68),
chorobami autoimmunologicznymi tarczycy bez klinicznych objawow oftalmopatii (2.49 +
0.8) oraz od zdrowych dawcow (1.88+0.62). W grupie TAO-a, odpowiedz przeciwko
kolagenowi I nie korelowala znamiennie (wspdtczynnik korelacji rang Spearmana; p>0.05) z

odpowiedzig przeciwko innym antygenom.
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Ko agen typ

B. Kolagen typ V

RYCINA 5. Stymulacja:jednojadrowych komorek krwi obwodowej przez kolagen (A),

kolagen V (B), fibronektyng¢ (C)i amining (D).

Grupy badane: pacjenci z aktywna oftamopatia (TAO-a; n=12), stabina oftamopatia (TAO-s; n=15),
autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (AITD; n=15) oraz zdrowi dawcy (n=19). Wyniki sa przedstawione jako
wspolczynniki stymu acji (S ). Poziomymi iniami zaznaczono $rednie. *-p<0.05 versus zdrowi dawcy.
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Fibronektyna

Laminina

RYCINA 5. c.d. Stymulacja jednojadrowych komérek krwi obwodowej przez kolagen (A),

ko agen IV (B), fibronektyn¢ (C) i amining (D).

Grupy badane: pacjenci z aktywng oftalmopatia (TAO-a; n=12), stabing ofta mopatia (TAO-s; n=15),
autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (AITD; n=15) oraz zdrowi dawcy (n=19). Wyniki sq przedstawione jako
wspotczynniki stymu acji (S ). Poziomymi iniami zaznaczono srednie. *-p<0.05 versus zdrowi dawcy.
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Odpowiedz komorek jednojadrowych przeciwko kolagenowi IV byla znamiennie
wigksza w grupie chorych z aktywna oftalmopatia, niz w grupie zdrowych dawcow (1.62 +
1.0 vs. 0.93 £ 0.27; p<0.05), ale nie byla znamiennie wigksza od odpowiedzi chorych ze
stabilng o almopatig (1.07 + 0.36), czy autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (1.0 +
0.19). Nalezy jednak zauwazy¢, ze test z kolagenem IV byt dodatni (wspotczynnik
stymulacji > 2) tylko u 2-6ch pacjentéw z TAO-a.

Rowniez $redni wspotczynnik stymulacji przeciw fibronektynie byl znamiennie
wiekszy w grupie aktywnej oftalmopatii, niz w grupie zdrowej kontroli (1.3 £ 0.47 vs. 0.92 +
0.19; p<0.05). Jednakze tylko limfocyty od 1-go pacjenta odpowiedzialy znamiennie na
stymulacje fibronektyna.

OdpowiedZ przeciw lamininie byla podobna we wszystkich badanych grupach
(zdrowi dawcy: 1.04 £ 0.28; TAO-a: 1.21 £ 0.25; TAO-s: 0.97 £ 0.22; AITD: 1.16 + 0.59;
p>0.05).

IV.1.2. Proliferacja;jednojadrowych komdrek krwi obwodowej po stymulacji bydlecym

1 ludzkim kolagenem typu L.

Proliferacj¢ jednojadrowych komorek krwi obwodowej w odpowiedzi na bydlecy lub
ludzki kolagen I poréwnano u szesciu oséb (4-ech zdrowych dawcéw, 2-6ch pacjentéw z
AITD). Wyniki stymulacji przez bydlecy i ludzki kolagen I byly podobne (w grupie zdrowych
dawcoéw $redni wspdtczynnik stymulacji przeciwko bydlecemu kolagenowi I wynosit 1.88 +
0.62, a przeciwko ludzkiemu kolagenowi I- 1.60 £ 0.66). Stwierdzono réwniez istnienie

znamiennej korelacji pomiedzy odpowiedzig na obydwa antygeny (r=0.927, p<0.01).

IV.1.3. Proliferacja linii limfocytdéw T po stymulacji biatkami macierzy pozakomérkowe;j.

Przy braku komorek prezentujacych antygen, hodowle limfocytow T wyizolowane z
krwi obwodowej pacjentow z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy lub aktywna
o almopatia nie odpowiedzialy  proliferacja na stymulacj¢  biatkami  macierzy
pozakomoérkowej (tabela 1). Dwie linie limfocytow T z tkanki tacznej okotogatkowej (skrot z
ang. RBT - retrobulbar T cells) réwniez nie proliferowaly w obecnosci biatek tkanki taczne;.

Linia limf ytdéw RBT-7 odpowiedziala znamiennie (wspoélczynnik stymulacji > 2) na

36



stymulacj¢ kolagenem I, gdy hodowano ja wspolnie z komoérkami prezentujacymi antygen

(za ktore postuzyly napromienione, autologiczne, obwodowe komorki;jednojadrowe).

TABELA 1. Prol feracja linii limfocytéw T z krwi obwodowe;j lub tkanki tacznej okologatkowej

w odpowiedzi na stymulacj¢ ko agenem I, V, fibronektyna i laminina.

Komorki ~ Rozpoznanie Tho Cl CIv FN LM
PBL-1 AITD 140+4.3 215437 160+28 174142 130+32
(1.5) (1.1) (1.2) (0.9)
PBL-2 TAO-a 85+18 155£15 88+5.6 101£3.5 82+8.7
(1.8) (1.0) (1.2) (0.9)
RBT-1A TAO-a 167433 216+41 182+10 225+41] 190+22
(1.3) (1.1) (1.3) (1.1)
RBT-1B TAO-a 173+26 221437 495+87 226+42 277+88
(1.3) 2.9 (1.3) (1.6)
RBT-7 + TAO-a 747+144  2096+338  958+155 490430 nie
PBMC (2.8) (1.3) 0.7) wykonano

Wyniki sa przedstawione jako srednia + SD liczba impulséw na minut¢ w hodowlach bez antygenu (tlo) oraz z
antygenem. Wartosci w nawiasie przedstawiajq wspélczynniki stymulacji. PBL- limfocyty T krwi obwodowej (skrét z
ang. peripheral blood lymphocytes), RBT- limfocyty naciekajace tkanki okologatkowe (skrét z ang. retrobulbar T cells);
Linia limfocytéw RBT-7 byla hodowana wspdlniec z napromienionymi (dawka- 4000 Rad), autologicznymi
jednojadrowymi komodrkami krwi obwodowej (ang. PBMC- peripheral blood mononuclear cells). CI- kolagen I, CIV-
kolagen IV, FN- fibronektyna, LM- laminina, AITD- autoimmunologiczna choroba tarczycy, TAO- oftalmopatia

zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

IV.1.4. Pobudzenie proliferacji limfocytéw T, zaleznej od czasteczki CD3, przez biatka

macierzy pozakomorkowe;j.

We wszystkich badanych liniach, aktywacja kompleksu receptor limfocytu
T/czasteczka CD3 przez przeciwcialo OKT3 nie prowadzila do znamiennej proliferacji
limfocytow (wspdtczynnik stymulacji < 2). Wyniki badan nad dodatkowym pobudzeniem
limfocytow przez kolagen I, kolagen IV, bronektyn¢ i lamining w sposob zalezny od
czasteczki CD3, zostaly przedstawione w tabeli 2. Aktywowane limfocyty T z krwi
obwodowej pacjentow z aktywna o almopatia oraz zdrowych dawcow, byly znamiennie
stymulowane do proliferacji jedynie przez bronektyn¢ (stosunek OKT3+ECM/OKT3 >2).
Z drugiej strony linia limfocytéw pozagatkowych RBT-IB (ktora sktadata si¢ w 14% z
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komorek CD4 1 80% z komodrek CD8 ) byla silnie stymulowana przez wszystkie badane

biatka tkanki faczne;.

TABELA 2. Pobudzenie proliferacji limfocytéw T, zaleznej od CD3, przez kolageny I, 1V,

fibronektyne i laminine.

Komorki  Rozpoznanie OKT3 OKT3+ OKT3+ OKT3+ OKT3+

Cl CIv FN LM
PBL-NI zdrowy 1031+130  1230+257 1104+229 5827+131 1777+145
dawca (1.2) (1.1) (5.6) (1.7)
PBL-N2 zdrowy 12474232 21414203 49331  9183+379  1532+208
dawca (1.7) (0.4) (7.4) (1.2)
PBL-Al AITD 192436 312+43  187+30  616+104  144+13
(1.6) (1.0) (3.2) (0.8)
PBL-T2 TAO-a 128+10 20615  96+2.3  730+81 98+16
(1.6) (0.8) (5.7) (0.7)
RBT-1B TAO-a 792471 3795432 338617  4430+28 3669199
(4.8) (4.3) (5.6) (4.6)

Wyniki sg przedstawione jako $rednia + odchylenie standardowe iczba impulséw na minute. Warto$ci w nawiasie
przedstawiajg stosunek: OKT3+ECM/OKT3. OKT3- przeciwcialo monoklonalne pobudzajace czasteczk¢ CD3 receptora
limfocytu T. PBL- limfocyty T krwi obwodowej (ang. peripheral blood lymphocytes), RBT- limfotyty naciekajace tkanki
zagalkowe (ang. retrobulbar T cells); CI- kolagen I, CIV- kolagen IV, FN- fibronektyna, LM- laminina, AITD-

autoimmunologiczna choroba tarczycy, TAO- oftalmopatia zwigzana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

IV.1.5. Pobudzenie proliferacji linii limfocytow T z krwi obwodowej 1 tkanek
pozagatkowyc , zaleznej od CD3, przez biatka macierzy pozakomodrkowej u wybranych

pacjentdw z aktywna oftalmopatia.

Wyniki linii limfocytéw z tkanek zagalkowyc przedstawione w tabeli 2 nalezy
interpretowac ostroznie, gdyz hodowanie limfocytdow w $rodowisku interleukiny 2 i OKT3
moglto zmieni¢ liczbg¢ oraz funkcje integryn. W celu oceny wpltywu warunkéw hodowli na
wynik testu proliferacji, u dwoch pacjentéw prowadzono jednocze$nie hodowle linii
limfocytéw z krwi obwodowej 1 tkanek zagatkowych w tych samych warunkach, przez taki
sam okres.

Po zakonczeniu hodowli, sklad subpopulacji limfocytdéw réznit sie w liniach

limfocytow z krwi obwodowej lub tkanki zagatkowej. W linii limfocytow z krwi obwodowej
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od pacjenta TAO-KI, liczba komorek CD4 wynosita 34%, a CD8 - 59.5%. W linii
limfocytow zagatkowych od tego samego chorego, liczba komérek CD  wynosita 74%, a
CD8 19.6%. Podobnie w linii limfocytéw zagalkowych od pacjenta TAO-7 dominowaty
komorki CD4 (CD4 -73%; CD8 -18%) zas w obwodowe limfocyty T skladaty si¢ gtownie z
komorek CD8 (CD4 -19%; CD8 -73%).

Wyniki testu pobudzenia proliferacji aktywowanych limfocytoéw przez biatka
macierzy pozakomodrkowej sa przedstawione w tabeli 3. W linii limfocytow z krwi
obwodowej pobranej od pacjenta z aktywng oftalmopatia- TAO-K1, wynik testu byt dodatni
(stosunek OKT3+ECM/OKT3 >2) jedynie po stymulacji fibronektyng. Zwraca uwage fakt,
ze wszystkie badane biatka tkanki lacznej znamiennie stymulowaly lini¢ zagatkowych
limfocytow od tego samego pacjenta. Linia limfocytéw z krwi obwodowej PBL-7 byla
znamiennie stymulowana przez kolageny I, IV, fibronektyng, jednakze wspdtczynniki

pobudzenia byly zawsze nizsze od linii limfocytéw zagatkowych.

TABELA 3. Pobudzenie proliferacji linii limfocytow T z krwi obwodowej i tkanek
pozagatkowych, zaleznej od CD3, przez kolageny I, IV, fibronektyn¢ i lamining u pacjentéw z

ofta mopatia.
Pacjent Komorki OKT3 OKT3+ OKT3+ OKT3+ OKT3+
CI CIv FN LM
TAO-KI PBL 56.4£5.6 10749.8  63.5%4.2 165+24 108+13
(1.9) (1.1) 2.9 (1.9)
RBT 57.6+9.1 300+37 183+41 362+5.6 294+31
(5.3) (3.2) (6.3) ¢.1
TAO-7 PBL 280428 661+9.5  695£104  4587+397  205+29
(2.3) (2.5) (16) 0.7)
RBT 169+26 586179  1435+242 4220+129  191+23
(3.5) (8.5) (25) (1.1)
Wyniki sa przedstawione jako $rednia + odchy enie standardowe  impu séw na minute. Wartosci w nawiasie

przedstawiaja stosunek OKT3+ECM/OKT3. OKT3- przeciwcialo monoklonalne pobudzajace czasteczk¢ CD3 receptora
imfocytu T. PBL- limfocyty T krwi obwodowej (ang. peripheral blood lymphocytes), RBT- limfotyty naciekajace tkanki
okologatkowe (ang. retrobulbar T cells); CI- kolagen I, CIV- kolagen IV, FN- fibronektyna, LM- laminina, TAO-

oftalmopatia zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.
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IV.1.6. Subpopulacje limfocytow T we krwi obwodowej u pacjentéw z oftalmopatia w

okresie aktywnym choroby oraz u zdrowych osobnikdw.

Analiza antygenow powierzchniowych na limfocytach krwi obwodowej pobranej od
pacjentow z aktywna oftalmopatia (TAO-a; n=7) oraz od zdrowych dawcéw (n=6),
dobranych pod wzgledem plci i wieku;jest przedstawiona w tabeli 4.

U pacjentéw z TAO-a, procent komérek CD8" byt znamiennie (p<0.01) nizszy niz u
zdrowych dawcéw. Doprowadzito to do znamiennego podwyzszenia stosunku CD4"/CD8"
(2.4 £ 0.7 vs. 1.5 + 0.4; p<0.05). Liczba komérek posiadajacych receptor dla IL-2 (CD25"),
ktory jest markerem wczesnej aktywacji limfocytdw, byla podobna w obu grupach. Liczba
limfocytéw  posiadajacych marker komorek pamieci (CD45RO") oraz ilo$¢ komoérek
posiadajacych tancuch P1 integryny (CD29") byla mniejsza u chorych z oftalmopatia, w

pordwnaniu do zdrowej kontroli, jednak rdznice nie byly znamienne statystycznie.

TABELA 4. Ekspresja antygendw powierzchniowych na limfocytach T krwi obwodowej u

pacjentow z “aktywna” oftalmopatia (n=7) oraz u zdrowych dawcéw (n=6).

Grupy CDS8 CD4 CD45RO CD25 CD29
badane

Zdrowi 262+3.8 38.0+6.1 38.7+8.2 10.8 +4.0 503+11.8
dawcy

TAO-a 17.8 + 1.94* 433+£93 26.6 £ 13.5 11.6 +3.9 384+ 15.6

Wyniki sa przedstawione jako $rednia + odchylenie standardowe procentu komorek posiadajacych dany antygen. TAO-
oftalmopatia zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy. *p<0.01 TAO-a vs. zdrowi dawcy (test-U Manna-

Whitneya).

IV.2. Odpowiedz typu humoralnego przeciwko biatkom macierzy pozakomadrkowe;.

Odpowiedz typu humoralnego badano u chorych z oftalmopatia zwigzang z
chorobami autoimmunologicznymi tarczycy (TAO; n=66), u chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa bez klinicznych cech oftalmopatii (GD; n=63), u chorych z choroba Hashimoto
bez klinicznych cech oftalmopatii (HT; n=45), u chorych z nieautoimmunoligicznymi

chorobami tarczycy (n=37) oraz u zdrowych dawcéw (n=63). W przeciwienstwie do badan
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nad odpowiedzia komoérkowa, pacjentdow z oftalmopatia w okresie aktywnym i okresie
stabilnym choroby zaliczono do jednej grupy, poniewaz w zadnym z wykonanych testow nie

stwierdzono statystycznie znamiennych réznic pomiedzy TAO-a i TAO-s.

IV.2.1. Przeciwciala klasy IgG, IgA 1 IgM przeciwko natywnym bialkom macierzy

pozakomorkowe;.

W surowicach 50% (25 z 50 badanych) pacjentéw z o almopatia (TAO) stwierdzono
autoprzeciwciala do jednego lub wigcej biatek tkanki tacznej. W innych badanych grupach,
ten odsetek byl znamiennie nizszy (test chi kwadrat; p<0.05) i wynosit dla pacjentow z
choroba Gravesa-Basedowa (GD)-27% (14/51), choroba Hashimoto (HT)-28% (13/45),
nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy- 8% (3/37) i dla zdrowych dawcow 9%
(4/44). U pacjentéw z oftalmopatig przeciwciala reagowaly najczesciej z kolagenem I, 111, V
i lamining (tabela 5). W 13 z 25 surowic od chorych z TAO stwierdzono reaktywnos¢
przeciwko dwdém lub wigcej antygenom (7 chorych posiadalo przeciwciala przeciwko 2
antygenom, 4 chorych przeciwko 3 antygenom, 2 chorych przeciwko 4 antygenom). Surowice
pacjentdw z choroba Gravesa-Basedowa reagowaly najczesciej z kolagenem III. We
wszystkich badanych grupach, reaktywnosé przeciwko kolagenowi IV i fibronektynie byla

rzadko stwierdzana.

TABELA 5. Wystgpowanie przeciwcial klasy IgG, IgA i IgM przeciw natywnym kolagenom I, 111,

IV, V, lamininie i fibronektynie.

Grupy badane CI CIII CIv (Y% LM FN
Zdrowi dawcy (n=49) 0 2 2 4 2 0
TAO (n=50) 26 20 2 22 22 0
GD (n=51) 6 20 0 10 8 6
HT (n=45) 9 11 0 13 11 0
nAITD (n=37) 0 0 0 3 8 0

Wyniki sa przedstawione jako procent surowic pacjentdw, ktdére posiadaly znamiennie podwyzszone stg¢zenie
przeciwcial. C- kolagen (ang. collagen), FN- fibronektyna (ang. fibronectin), LM- laminina (ang. laminin), TAO-
oftalmopatia zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (ang. thyroid-associated ophthalmopathy), GD-
choroba Gravesa-Basedowa (ang. Graves’ disease), HT- zapalenie tarczycy typu Hashimoto (ang. Hashimoto’s
thyroiditis), nAITD- nieautoimmunologiczne ¢ oroby tarczycy (ang. non-autoimmune thyroid disease), n- liczba dawcow

z kazdej grupy.
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Ko agen typ

A.
B.
Ko agen typ
RYCINA 6. Poziom przeciwciat k asy gG, gA i gM przeciw: natywnym ko agenom typu , , V,V,

fibronektynie i amininie.

Grupy badane: pacjenci z 0o a mopatia (TAO; n=50), choroba Gravesa Basedowa (GD; n=5 ), zapa eniem tarczycy typu
Hashimoto (HT, n=45), nieautoimmunotogicznymi chorobami tarczycy (nAITD; n=37) oraz zdrowi dawcy (n=49). Wyniki
sa przedstawione jako gestos¢ optyczna (OD, przy diugosci fali 405 nm). ~- p<0.05 versus zdrowi dawcy. Linie poziome w
kazdej grupie oznaczaja $rednia. Linia przerywang zaznaczono srednia + 2 odchy enia standartowe 2z wartosci OD grupy

zdrowych dawcoéw.
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C. Ko agen typ V

oo oo

Ko agen typ V

RYCINA 6. c.d. Poziom przeciwciat k asy IgG, IgA i gM przeciw: natywnym ko agenom typu I. |, V, V,

fibronektynie i amininie.

Grupy badane: pacjenci z ofta mopatia (TAO; n=50), choroba Gravesa Basedowa (GD; n=5 ), zapa eniem tarczycy typu
Hashimoto (HT; n=45), nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy (nAITD; n=37) oraz zdrowi dawcy (n=49). Wyniki
sa przedstawione jako gestos¢ optyczna (OD, przy diugodci fali 405 nm). ~- p<0.05 versus zdrowi dawcy. Linie poziome w
kazdej grupie oznaczaja $rednia. Linig przerywang zaznaczono $rednig + 2 odchylenia standartowe 2z wartosci OD grupy

zdrowych dawcow.
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E. Fibronektyna

Laminina

RYC NA. 6. c.d. Poziom przeciwciat k asy gG, gA i gM przeciw: natywnym ko agenom typu I, , V,V,

fibronektynie i amininie.

Grupy badane: pacjenci z o a mopatia (TAO; n=50), choroba Gravesa Basedowa (GD; n=51), zapa eniem tarczycy typu
Hashimoto (HT; n=45), nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy (nAITD; n=37) oraz zdrowi dawcy (n=49). Wyniki
sa przedstawione jako gestos¢ optyczna (OD, przy dlugosci fali 405 nm). ~- p<0.05 versus zdrowi dawcy. Linie poziome w
kazdej grupie oznaczaja $rednia. Linig przerywana zaznaczono srednig + 2 odchylenia standartowe z wartosci OD grupy

zdrowych dawcow.
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Poziom przeciwcial przeciw natywnym bialkom macierzy poza. omorkowej jest
przedstawiony na ryc. 6. W grupie TAO $rednie stgzenie przeciwcial przeciwko kolagenowi
I ($rednia + odc ylenie standardowe; 0.2 £ 0.08) bylo znamiennie wigksze (test-U Manna-
Whitneya; p<0.01) w poréwnaniu do zdrowej kontroli (0.16 + 0.05), chorych z GD (0.17 +
0.05) oraz pacjentow z nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy (0.15 £+ 0.04).
Rowniez u pacjentow z choroba Hashimoto (0.19+0.06) stwierdzono znamiennie
podwyzszone stezenie przeciwcial przeciwko kolagenowi I w stosunku do kontroli (p<0.05),
ale nie w stosunku do innych badanych grup.

Stezenie przeciwcial przeciwko kolagenowi III bylo podwyzszone w stosunku do
grupy kontrolnej (0.18 + 0.07) u pacjentéw z o almopatiag (0.23 £ 0.1; p<0.05) i choroba
Gravesa-Basedowa (0.23 £+ 0.09; p<0.01). Wartosci gestosci optycznej, uzyskane przeciw
kolagenowi III, byly réwniez znamiennie wigksze w grupie TAO od grupy
nieautoimmunologicznych chordéb tarczycy (0.17£0.05), ale nie od pacjentow z choroba
Hashimoto (0.21£0.07).

Roznice w stgzeniu przeciwcial przeciwko kolagenowi IV byly statystycznie
nieznamienne we wszystkich badanych grupach (zdrowi dawcy: 0.22 + 0.09; TAO: 0.22 +
0.09; GD: 0.19 + 0.08; HT: 0.21 + 0.08; nieautoimmunologiczne choroby tarczycy: 0.16 +
0.07).

Jedynie w surowicach pacjentéw z o almopatia st¢zenie immunoglobulin przeciwko
kolagenowi V (0.33 £ 0.15) bylo znamiennie wigksze (p<0.05) niz u zdrowych dawcow (0.27
+ 0.10). Roznice pomigdzy grupa TAO a grupa GD (0.3 £ 0.12), czy HT (0.21 + 0.08) byty
statystycznie nieznamienne.

Podobnie poziom przeciwcial przeciw lamininie byl  znamiennie (p<0.05)
podwyzszony jedynie u pacjentéw z o almopatig (0.39 + 0.23) w poréwnaniu do zdrowych
dawcow (0.29 £ 0.13) oraz pacjentéw z choroba Gravesa-Basedowa (0.29 + 0.16).

Stezenie przeciwcial przeciw fibronektynie nie réznito si¢ znamiennie w badanych
grupach (zdrowi dawcy: 0.19 + 0.07; TAO: 0.20 £ 0.07; GD: 0.18 = 0.07; HT: 0.17 + 0.06;
nieautoimmunologiczne choroby tarczycy: 0.18 + 0.06).

Stezenie przeciwcial przeciwko poszczegolnym biatkom macierzy pozakomoérkowe;j
nie réznilo si¢ statystycznie u pacjentow z aktywna i stabilng oftalmopatia. Nie stwierdzono

réwniez istnienia korelacji pomigdzy poziomem przeciwciat a ciezkos$cia oftalmopatii.
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TABELA 6. Absorpcja surowic chorych z ofta mopatia, ktére posiadaly duza reaktywnos¢ przeciwko biatkom macierzy pozakomoérkowej, na ko agenach

typu I, III, IV, Vi amininie.

Antygen Pacjenci Surowice absorbowano za pomoca
albuminy kolagenu 1 kolagenu III kolagenu [V kolagenu V lamininy
ko agen TAO-1 0.16 0.07 (5 0.13 0.16 ( 0.11 (3
TAO-2 0.20 0.10 0.16 (20 0.17 ( 0.15 (2
TAO-3 0.17 0.12 (2 0.14 ( 0.14 ( 0.16 (
TAO-4 0.20 0.10 (50 0.13 0.14 0.12
ko agen III TAO-1 0.18 0.17 ( 0.10 (44 0.11 (3 0.14 (22
TAO-2 0.20 0.14 ( 0.12 (40 0.16 (20 0.15 (2
TAO-5 0.22 0.16 (2 0.12 (4 0.17 (23 0.18 (
TAO-6 0.25 0.21( 0.20 (20 0.22 ( 0.21 (
kolagen V TAO-1 0.22 0.20 ( 0.22 ( 0.20 ( 0.09 (Y
TAO-2 0.20 0.17 ( 0.19 ( 0.19 ( 0.10 (
TAO-3 0.20 0.16 (20 0.17 ( 0.16 (20 0.09 (
TAO-5 0.27 0.22 ( 0.22 ( 0.19 (30 0.10 (
aminina TAO-1 0.24 0.18 (25 0.17 (2 0.19 (21 0.14 (42
TAO-3 0.25 0.19 (24 0.20 (20 0.21 ( 0.11 (6
TAO-4 0.21 0.16 (24 0.15 (2 0.18 ( 0.10 (
TAO-5 0.35 0.25 (2 0.22 (37 0.20 (43 0.17 (

Wyniki sg przedstawione jako gesto$¢ optyczna (przy dtugosci fali 405 nm). Wartosci w nawiasach przedstawiaja procent zmniejszenia gestosci optycznej w

poréwnaniu do oryginatu (tzn. absorbowanego jedynie a bumina). Zmiejszenie gestoéci optycznej o 50% uznano za znamienne. TAO- ofta mopatia

zwiazana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.




IV.2.2.  Specyficznos¢  przeciwcial  przeciwko natywnym  biatkom  macierzy

pozakomorkowe.

Specyficznos¢ przeciwcial przeciwko biatkom macierzy pozakomorkowej u
pacjentow z ofta mopatia zostata przedstawiona w tabe 1 6. Do badan absorpcji wybrano
surowice, ktore posiadaly wysoka reaktywnos¢ przeciwko dwom lub wiecej antygenom.
Absorpcja surowic na kotagenie I zmniejszyla znamiennie (>50%) reaktywnos¢ przeciw
kolagenowi I w 3 z 4 badanyc surowic. Nalezy jednak zauwazy¢, ze zmniejszenie wiazania
(>20%) do kolagenu I zaobserwowano réwniez po absorpcji na innyc kolagenach.
Podobnie przeciwciata przeciw lamininie mogly by¢ specyficznie usunigte przez absorpcje
na lamininie w 3 z 4 badanyc surowic. Preinkubacja surowic z kolagenem V znamiennie
zmniejszyla reaktywnos¢ przeciw kolagenowi V. Reaktywnos¢ przeciwko kolagenowi III
mogla by¢ zmniejszona przez preinkubacj¢ ze wszystkimi kolagenami, ale nigdy nie

przekraczata 50%.

[V.2.3. Klasy przeciwcial reagujacyc z kolagenem 11 V.

Klasy przeciwcial reagujacych z natywnym kolagenem I 1 V badano w losowo
wybranych surowicach pacjentéw z oftalmopatia (n=16), choroba Gravesa-Basedowa (n=12)
i zdrowych dawcow (n=14). Przedstawione w tabeli 7 wyniki wskazuja, Ze jedynie st¢zenie
przeciwcial klasy IgG przeciwko kolagenom bylo znamiennie wieksze w grupie TAO w
poréownaniu do pozostalych badanych grup. Poziomy przeciwciat klasy IgM i IgA nie r6znily

si¢ statystycznie w badanych grupach.
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TABELA 7. K asy przeciwcial przeciw ko agenowi I i V u pacjentow z ofta mopatia (n=16),

chorobg Gravesa-Basedowa (n=12) i zdrowych dawcow ( n=14).

Grupy Klasy przeciwciat

badane IeG IgA IgM
Kolagen zdrowi dawcy 0.08 +0.02 0.04 +0.02 0.15+£0.10

TAO 0.12 £ 0.04* 0.04 £0.02 0.15+0.08

GD 0.07+0.05 0.03 £0.02 0.10 +0.05
Ko agen V zdrowi dawcy 0.13+0.17 0.02 £0.02 0.28+0.16

TAO 0.45+0.52* 0.03 +0.02 0.29+0.15

GD 0.16 +0.33 0.01 +0.02 0.22+0.14

Wyniki sa przedstawione jako ggstos¢ optyczna (przy dtugosci fali 405 nm). Wartosci + oznaczajg $rednia i odchylenie
standardowe. TAO- oftalmopatia zwigzana z autoimmunologicznymi c¢ orobami tarczycy, GD- choroba Gravesa-

Basedowa. * p<0.05 TAO vs. zdrowi dawcy oraz GD (test-U Manna-Whitneya).

IV.2.4. Przeciwciala reagujace z zdenaturownym kolagenem [ 1 V.

Poziom przeciwcial klasy IgG przeciwko zdenaturowanemu kolagenowi I i V
mierzono w losowo wybranych surowicach pacjentdéw z o almopatia (n=16), choroba
Gravesa-Basedowa (n=12) 1 zdrowej kontroli (n=14), uzywajac testu typu ELISA (tabela 8).
Zwraca uwageg, ze we wszystkich badanych grupach stezenie przeciwcial przeciwko
zdenaturowanemu kolagenowi I bylo znamiennie wigksze w poréwnaniu z natywnym
kolagenem. Stgzenie przeciwciat przeciwko zdenaturowanemu kolagenowi I nie roznito sie
statystycznie mi¢dzy poszczegélnymi grupami.

Natomiast we wszystkich grupach stg¢zenie przeciwcial przeciwko zdenaturowanemu
kolagenowi V uleglo zmniejszeniu w porownaniu do natywnego kolagenu, ale tylko w
grupie TAO réznica osiagngla statystyczng znamiennos¢. Stgzenie przeciwcial przeciwko
zdenaturowanemu kolagenowi V bylo réwniez znamiennie wigksze u chorych z oftalmopatia

w poréwnaniu do pacjentoéw z chorobg Gravesa-Basedowa i zdrowych dawcow (p<0.05).
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TABELA 8. Przeciwciata k asy IgG przeciwko natywnemu i zdenaturowanemu kolagenowi I i V u

pacjentow z o a mopatia, choroba Gravesa-Basedowa i zdrowych dawcow.

Grupy Kolagen Kolagen V

badane natywny zdenaturowany natywny zdenaturowany
zdrowi dawcy 0.08 +0.02 0.35+0.11%* 0.13+£0.17 0.06+0.05
TAO 0.12+0.04 0.39+0.16 ** 0.45+0.52 0.17+0.22*
GD 0.07+ 0.05 0.30+0.09** 0.16 +0.33 0.06+0.07

Wyniki sg przedstawione jako ggstos¢ optyczna (przy dlugosci 405 nm). Wartosci £ oznaczaja $rednig i odchylenie
standardowe; TAO- ofta mopatia zwigzana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy, GD- choroba Gravesa-

Basedowa. *- p<0.05, **p<0.0001 kolagen natywny vs. zdenaturowany.

W celu poznania epitopow wystepujacych na zdenaturowanych biatkach macierzy
pozakomdrkowej wykonano immunob otting rozdzielonych elektrof retycznie kolagenow I i
V (po ich strawieniu za pomocg cyjanku bromku). Badaniem objeto surowice pacjentow z
o almopatia (TAO; n= ), choroba Gravesa-Basedowa (GD; n=7) i zdrowej kontroli (n=8).
Do badan zostaly wybrane surowice, ktdre zawieraly przeciwciata przeciwko kolagenom I
lub V.

Surowice od 9 z 10 badanych chorych z o almopatia, 6 z 7 chorych z choroba
Gravesa-Basedowa, 4 z 8 zdrowych dawcow reagowaly z strawionym kolagenem I. Réznice
pomigdzy grupami byly nieznamienne statystycznie (test chi-kwadrat; p>0.05). Wszystkie
surowice reagowaly z podobnym zestawem biatek, ktorych masa czasteczkowa wynosita od
38 do kDa.

Jedynie 2 z 10 badanych surowic chorych z oftalmopatig reagowaly ze strawionym
kolagenem V (masa czasteczkowa okolo 82 kDa). Nie obserwowano wiazania przeciwcial
klasy IgG ze zdenaturowanym kolagenem V w grupie GD i zdrowych dawcow. Wybrane

wyniki immunoblottingu przedstawiono na ryc. 7.
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RYCINA 7. mmunob otting strawionych bromkiem cyjanku (CNBr) ko agenéw typu I (A) i V (B) z
surowicami chorych zo a mopatia, choroba Gravesa-Basedowa ub zdrowych dawcéw.

Pasek 0-wzorzec cigzarow czasteczkowych bialek (kDa); Pasek 1- kozie przeciwciala polik ona ne przeciwko ko agenowi 1
lub V, Paski 2,3- surowice pacjentow z ofta mopatia, Paski 4,5- surowice pacjentow z choroba Gravesa-Basedowa, Paski 6,7-
surowice zdrowych ochotnikéw, Pasek 8 inkubowano z buforem TBS zamiast z surowica (ujemna kontrola).
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IV.2.5. Wplyw przeciwcial przeciwko kolagenowi I na przyleganie komorek raka

gruczotowego pluc do kolagenu I.

Komoérki raka gruczotowego pluc (A549) byly uprzednio wykorzystane w badaniach
przylegania komorek do kolagenu I (119). Za pomoca cytofluorometrii przeplywowej, na
powierzchni komorek A549 stwierdzono nastgpujace receptory dla kolagenu I: integryn
ol 1(7.5% komoérek) oraz integryne a2 1 (18.2 % komoérek), ale nie integryne o3

Surowice posiadajace wysokie stg¢zenie przeciwcial przeciwko kolagenowi I lub
surowice nie posiadajace przeciwcial przeciw kolagenom nie hamowaly przylegania
komorek AS549 do kolagenu I. Jedynie kozie przeciwciato poliklonalne przeciwko
kolagenowi I rozcienczone 1:10, znamiennie (>50%) hamowalo przyleganie komorek.
Kozie przeciwciato poliklonalne przeciwko kolagenowi V nie mialo wplywu na interakcje
komorek A549 z kolagenem 1. Wyniki wybranych doswiadczen przedstawiono w tabeli 9

oraz naryc. 8.

TABELA 9. Wplyw przeciwcial przeciwko kolagenowi  na przyleganie komorek raka
gruczolowego ptuc (A549) do kolagenu 1.

surowice przyleganie komorek w obecnosci surowic
nie- rozcienczone rozcieficzone rozcienczone rozcieficzone

rozcienczone 1:2 1:10 1:50 1:250
zdrowy dawca 0.88 0.89 0.83 0.87 0.80
TAO 1 0.88 0.83 0.84 0.86 0.88
TAO 2 0.77 0.77 0.66 0.73 0.77
TAO 3 0.75 0.79 0.73 0.71 0.77
przeciwciata nie wykonano  nie wykonano 0.20 0.61 0.83

anty-kolagen [

Wyniki sq przedstawione jako gestos¢ optyczna, przy dlugosci fali 600 nm. TAO- o amopatia zwigzana z
autoimmunologicznymi chorobami tarczycy, TAO ,2- surowice chorych z ofta mopatia, z wysoka reaktywnoscia
przeciwko kolagenowi I; TAO 3- surowica chorego z ofta mopatia nie posiadajaca przeciwciat anty-kotagen 1. surowica
od zdrowego dawcy nie posiadala przeciwcial anty-kolagen 1. Gesto$¢ optyczna w studzienkach komorek hodowanych

z kolagenem I bez przeciwcial wynosita 0.86.
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RYCINA 8. Wplyw przeciwcial przeciwko ko agenowi I na przyleganie komdrek raka gruczotowego ptuc

(A549) do ko agenu L.

A. Przy eganie komorek A549 do studzienek optaszczonych ko agenem 1. B. Przy eganie komérek A549 do studzienek
optaszczonych kolagenem  po preinkubacji z kozimi przeciwcialami polik ona nymi przeciw kolagenowi

C. Przyleganie komoérek A549 do studzienek optaszczonych kolagenem po preinkubacji z surowicg chorego z
oftalmopatia, ktéra zawierata wysokie stgzenie przeciwcial przeciw kolagenowi I. Zdjecia z mikroskopu fazowo-

kontrastowego w powigkszeniu 200 x.

52



RYCINA 8. c.d. Wplyw przeciwcial przeciwko kolagenowi I na przyleganie komorek raka gruczolowego

pluc (A549) do kolagenu 1.

A. Przyleganie komérek A549 do studzienek optaszczonych ko agenem I. B. Przyleganie komérek A549 do studzienek
optaszczonych kolagenem I po preinkubacji z kozimi przeciwciatami poliklonalnymi przeciw kolagenowi L.
C. Przyleganie komdrek A549 do studzienek optaszczonych kolagenem po preinkubacji z surowica ¢ orego z
oftalmopatia, ktéra zawierala wysokie st¢zenie przeciwcial przeciw kolagenowi I. Zdj¢cia z mikroskopu fazowo-
kontrastowego w powigkszeniu 200 x.
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V. DYSKUSJA

Wyniki niniejszej pracy wskazuja na wplyw bialek macierzy pozakomorkowej w
patogenezie ofta mopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy. Badania
odpowiedzi immunologicznej typu komorkowego i umoralnego wskazuja, ze skiadniki
tkanki tacznej moga by¢ autoantygenami w o a mopatii [12]. Interakcje limfocytow T
pomocniczych z kolagenem I moga wywota¢ proliferacj¢ limfocytow i rozpoczecie
odpowiedzi typu komorkowego [14]. Pobudzone limfocyty T pomocnicze mogg rowniez
wspomaga¢ odpowiedZz typu humoralnego i produkcj¢ przez limfocyty B specyficznych
przeciwcial przeciwko biatkom macierzy pozakomorkowej [15]. Ponadto biatka macierzy
pozakomdrkowej moga przekazywa¢ dodatkowe sygnatly pobudzajace limfocytom T
naciekajacych tkanki pozagatkowe, wzmagajac ich odpowiedZz przeciwko antygenom

oczodotowym [14].

V.l. Badanie interakcji limfocytow T z biatkami macierzy pozakomorkowej u chorych z

oftalmopatig zwiazang z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

V.1.1. Interakcje obwodowych limfocytéw T z biatkami macierzy pozakomdrkowe;.

Badanie interakcji obwodowych limfocytow T z biatkami macierzy pozakomorkowej
rozpoczg¢to od wykonania testu proliferacji komorek ;jednojadrowych krwi obwodowej po
stymulacji antygenem, ktory jest uznanym testem badania odpowiedzi typu komorkowego

W tedcie tym stwierdzono, ze obwodowe limfocyty T od chorych z aktywna
oftalmopatig byty silnie stymulowane przez kolagen I. Inne badane biatka tkanki taczne;:
kolagen IV, fibronektyna, laminina- stymulowaly znamiennie proliferacj¢ tylko u
nielicznych pacjentow z oftalmopatig lub autoimmunologicznymi chorobami, ale nie u
zdrowych dawcow. Wstepne wyniki nie sugerowaly stymulacji obwodowych limfocytow T
przez kolagen typ III lub V (wyniki nie zostaly przedstawione). Odpowiedz przeciwko
kolagenowi I u chorych z oftalmopatia byla zalezna od aktywnosci choroby i nie byta
zalezna od stanu zaawansowania choroby, stanu tyreometabolicznego, wieku ani pici.

Do testu proliferacji uzyto kolagenu I ze skory bydlgcej. Podejrzenie, ze stymulacja
limfocytéw T byla wynikiem odpowiedzi przeciwko obcemu gatunkowo biatku wydaje sie

mato prawdopodobne, poniewaz struktury pierwszorzgdowe bydlecego i ludzkiego
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kolagenu I sa do siebie bardzo zblizone. Znane sekwencje aminokwaséw w tancuchu ol
bydlecego kolagenu I sa w 97% identyczne oraz w 99% podobne do ludzkiego kolagenu 1.
Sekwencje aminokwasow lancucha a2 bydlecego kolagenu I sa w 92% identyczne i w 95%
podobne do ludzkiego kolagenu I. Ponadto odpowiedz obwodowych komorek
jednojadrowych przeciwko ludzkiemu kolagenowi I znamiennie korelowata z odpowiedzia
przeciwko bydlgcemu kolagenowi 1.

Doktadny mechanizm stymulacji limfocytow T przez kolagen I nie byl jasny [14].
Hodowle limfocytéw T nie proliferowaly znamiennie w odpowiedzi na biatka macierzy
pozakomorkowej, przy braku monocytow i limfocytéw B. Wyniki te wskazuja, ze
wspotpraca limf cytdw T i komorek prezentujacych antygen byla konieczna do wywotania
proliferacji. Istnieja jednak dwie mozliwosci stymulacji obwodowych limf cytow T przez
kolagen I, ktére zostaly przedstawione schematycznie na ryc.9. Receptor limfocytu T
rozpoznaje na ogoél antygeny zwigzane z czasteczkami ukladu zgodnosci tkankowe;j,
znajdujace si¢ w blonie komoérek prezentujacych antygen. Monocyty lub limfocyty B
mogly wigc prezentowaé peptyd kolagenu I jako antygen obwodowym limfocytom T. Z
drugiej strony, limfocyty T mogly réwniez proliferowaé, bez specyficznej aktywacji
receptora limf cytow T, poniewaz leukocyty moga by¢ stymulowane przez biatka ECM
glownie poprzez receptory z grupy  integryn [29,165,166]. Po stymulacji receptorow dla
kolagenu zaré6wno monocyty jak 1 limfocyty mogly by¢ pobudzone do wydzielania
mitogennych cytokin. W celu wyjasnienia mechanizmu stymulacji obwodowych
limf cytéw T przez skladniki tkanki tacznej zbadano ekspresj¢ oraz funkcje  integryn na
obwodowych limfocytach T.

Ekspresj¢ receptorow dla bialek macierzy pozakomoérkowej badano metoda
cytofluorometrii. We krwi obwodowej stwierdzono, ze procent limf cytéw posiadajacych
antygeny charakteryzujace m. in. komoérki pamieci: CD45RO oraz CD29 (lancuch
integryn) byl mniejszy u chorych z aktywna oftalmopatia w poréwnaniu do zdrowej
kontroli, jednak rdéznica ta nie osiagngta znamiennosci statystycznej [159]. Ponadto u
chorych z aktywna oftalmopatia zwracal uwag¢ znamiennie nizszy procent limfocytow
CD8 . Zmiany w stosunku CD4 /CD8 byly uprzednio opisywane u chorych z
nadczynnoscia tarczycy w przebiegu choroby Gravesa-Basedowa [43,99].

Podobne zmiany w subpopulacjach obwodowych limfocytow opisywano u chorych
z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS), u ktorych stwierdzono mniejszy odsetek

limfocytow CD29 w poréwnaniu do zdrowej kontroli [166]. Mniejsza ilosé limf cytéw
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CD4 CD29 we krwi obwodowej obserwowano réwniez u choryc mieszang chorobg

olagenowa [11]. Powyzsze wyni i mozna tlumaczy¢ migracjg limf cytéw pamigci z
naczyn krwionosnych do miejsca zapalenia. Zmniejszenie ilosci komorek CD29 nie jest
jednak awiskiem charakterystycznym dla wszystkich chorob autoimmunologicznych. U
chorych z toczniem rumieniowatym, z towarzyszacym zapaleniem naczyn, dochodzi do
selektywnego wzrostu limfocytéw posiadajacych integryne a4  [168]. W twardzinie
uktadowej, stwierdzono wzmozong ekspresj¢ integryn  na limfocytach CD4 i CD8
[82].

W celu oceny funkcji integryn , wykonano test pobudzenia proliferacji
limfocytow T, zaleznej od czasteczki CD3, przez bialtka macierzy pozakomdrkowe;.
Hodowle limfocytow T z krwi obwodowej od zdrowych dawcéw lub chorych z
oftalmopatia, byly dodatkowo stymulowane tylko przez fibronektyne, co sugerowato, ze
obwodowe limfocyty posiadaly na swojej powierzc i receptory dla tej glikoproteiny. Brak
dodatkowej stymulacji przez kolagen I sugeruje, ze limfocyty T nie posiadaly wzmozone;j
ekspresji czynnosciowych receptoréw dla kolagenu. Wyniki te zgodne sa z obserwacjami
innych badaczy, stwierdzajacymi, iz na obwodowych, niepobudzonych limfocytach T
znajdujq si¢ gltownie integryny a4 1a5 [107,149,150]. Natomiast Morimoto i wsp.
oraz Gorski i wsp. stwierdzili, ze obwodowe limfocyty T, pochodzace od zdrowych
dawcéw lub chorych, moga by¢ réwniez stymulowane przez kolageny 1, IV w sposdb
zalezny od integryny o3  lub czasteczki 1F7 [29,46,48123]. Te sprzeczne wyniki mozna
ttumaczy¢ réznicami w metodach, uzywanych do badania dodatkowej stymulacji (inne
warunki hodowli oraz rézne linie limfocytéw).

Powyzsze wyniki wskazuja, ze odpowiedz obwodowych limfocytow T przeciwko
kolagenowi I u chorych z aktywna oftalmopatia byla zalezna od specyficznej aktywacji
receptora limfocytéw T. Badania odpowiedzi komorkowej u chorych z
autoimmunologicznymi chorobami tkanki tacznej réwniez wskazuja, ze biatka macierzy
pozakomdrkowej moga by¢ autoantygenami. U chorych z twardzing uktadowa stwierdzono
odpowiedz typu komoérkowego przeciwko elastynie oraz skfadnikom btony podstawne;j:
lamininie i kolagenie IV [30,76]. Klony limfocytéw reagujace przeciwko tancuchowi o3
kolagenu IV stwierdzono réwniez u chorych z zespotem Goodpastura [32,111]. Uzywajac
testu chemotaksji u chorych z RZS stwierdzono, ze komorki jednojadrowe odpowiadajg na

stymulacj¢ kolagenem I, 11 1 I1I [83,162]. Odpowiedz przeciwko kolagenom nie byta jednak
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specyficzna dla chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawow, gdyz obserwowano ja
robwniez u chorych z dna. Snowden i wsp. stwierdzili, ze odpowiedz komorek
jednojadrowych krwi obwodowej przeciwko kolagenowi typu II wystepowata u 50%
chorych z RZS, ktérzy posiadali przeciwciala przeciwko kolagenowi II, a tylko u 5.3%
chorych, ktérzy nie posiadali tych przeciwcial [156]. W badaniu tym, az u 35.7%
zdrowych dawcéw wystgpowala odpowiedz przeciwko kolagenowi II, co sugeruje, ze

delecja autoreaktywnych klonéw limfocytow w grasicy nie byta kompletna.

V.1.2. Interakcje limfocytow T =z tkanek pozagatkowych 2z bialkami macierzy

pozakomorkowe;.

Aby sprawdzi¢, czy biatka tkanki lagcznej moga by¢ autoantygenem w miejscu
zapalenia, badano odpowiedzZ proliferacyjna linii limfocytow T z tkanek pozagatkowych na
stymulacje¢ biatkami macierzy pozakomérkowe;j. Linie limfocytow pozagatkowych, podobnie
jak linie limfocytéw z krwi obwodowej, nie proliferowaly po stymulacji biatkami ECM przy
braku komorek prezentujacych antygen. Jezeli jednak lini¢ limfocytow pozagatkowych
hodowano wspdlnie z naswietlonymi obwodowymi komoérkami :jednojadrowymi, ktore
stuzyly jako komorki prezentujace antygen, obserwowano proliferacj¢ limfocytéw T po
stymulacji kolagenem I, a nie kolagenem IV lub laminina.

Badania nad patogeneza reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS) réwniez sugeruja,
ze naciekajace limfocyty moga by¢ specyficznie stymulowane przez sktadniki tkanki tacznej.
Badajac 149 linii limfocytéw T, wyizolowanych z plynu stawowego chorego z RZS,
stwierdzono istnienie autoreaktywnych linii przeciwko kolagenowi I (15 linii), kolagenowi
IT (10 linii) , kolagenowi IV (7 linii), kolagenowi V (4 linie), proteoglikanom z chrzastki
(4 linie) [109].

W przeciwienstwie do obwodowych limfocytéw T, linie limfocytow wyizolowane z
tkanek pozagalkowych byty silnie kostymulowane przez wszystkie badane biatka macierzy
pozakomdrkowej (ECM). Tylko jedna linia limfocytéw (linia RBT-7) nie podlegata
stymulacji przez lamining. Badania dodatkowej stymulacji sugeruja wzmozona ekspresj¢
(lub funkcj¢) receptoréow dla bialek tkanki lacznej na limfocytach naciekajacych tkanki
zapalne w oftalmopatii [14]. Badania na liniach limfocytow T z tkanki pozagatkowej sa w
zgodzie z obserwacjami, ze naciekajace tkanki limfocyty pamigci posiadaja wzmozong

ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych z grupy  integryn [149].
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Podobne wyniki uzys ano réwniez w innych chorobach autoimmunologicznych.
Wzmozona e spresja integryn: ol 1, a4 , a5 , zostala opisana na limfocytach T
naciekajacych tarczycg u chorych z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy [105,106].
Na limfocytach wyizolowanych z ptynu stawowego chorych z reumatoidalnym zapaleniem
stawow stwierdzono wzmozong ekspresj¢ integryn: ¢, 02 ,a3 ,04 ,05 ,a
w porownaniu z limfocytami z krwi obwodowej [42,167].

W odréznieniu od wyzej wymienionych prac, mala ilo§¢ limfocytow dostgpna z
biopsji tkanki pozagatkowej uniemozliwiala wykonanie badan bezposrednio po operacji.
Aby otrzyma¢ odpowiednig do badan liczbg limfocytow, trzeba byto je hodowaé przy
uzyciu przeciwciata stymulujacego czasteczke CD3 receptora limfocytu T (OKT-3) oraz
interleukiny-2. Czynniki te mogly wptywac¢ na ekspresj¢ i czynnos¢ integryn . U dwodch
chorych poréwnano wigc wplyw warunkéw hodowli na wynik testu proliferacji linii
limfocytow z krwi obwodowej oraz z tkanki pozagatkowej. W liniach limfocytow T z krwi
obwodowej obserwowano dodatkowa stymulacje przez biatka macierzy pozakomorkowe;j,
ale ich odpowiedz byla zawsze mniejsza w poréwnaniu z limfocytami z tkanek
pozagatkowych. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze podobna stymulacja jak przy uzyciu OKT-3 i
interleukiny-2 moze réwniez zachodzi¢ in vivo w miejscu zapalenia. Receptory limfocytow
T, naciekajacych tkanki pozagatkowe sa stymulowane przez autoantygeny oczodotowe.
Pobudzone limfocyty proliferuja i wydzielaja cytokiny, ktére moga wspomagaé zaréwno
odpowiedz typu humoralnego, jak i komodrkowego. W tkankach pozagatkowych
pochodzacych od chorych z aktywna oftalmopatia, uzywajac reakcji  odwrotnej
transkryptazy i tancuchowej reakcji polimerazy, stwierdzono informacyjny RNA dla
szeregu cytokin, takze dla 1.-2 [73,108] .

Poznanie dokladnie autoantygenéw w tkankach oczodotowych moze w przysztosci
stworzy¢ nowe metody terapii. Potencjalne autoantygeny moga by¢ uzyte m. in. w terapii
tolerancji pokarmowe], szczepionkach lub terapii zmodyfikowanymi peptydami [95].
Poznanie interakcji komorek z biatkami macierzy poza komoérkowej oraz z komdrkami
srodblonka moze réwniez stworzyé nowe metody immunoterapii [22,127]. Badania na
zwierz¢tach doswiadczalnych  wskazuja, ze przeciwciala blokujace integryne a4
zmniejszaly naciek limf cytarny w miejscu zapalenia i opdznialy rozwoj choroby
autoimmunologicznej [97]. Prawdopodobnie przeciwciata przeciwko integrynom i

beda niedtugo wchodzity w faze prob klinicznych.
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V.2. Badanie odpowiedzi humoralnej przeciw biatkom macierzy pozakomor owej u chorych

z oftalmopatia zwigzana z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

V.2.1. Autoprzeciwciala klasy IgG, IgA i IgM przeciwko natywnym biatkom macierzy

pozakomorkowej.

Poziom przeciwciat klasy IgG, IgA i IgM przeciwko natywnym kolagenom I, III, IV,
V, fibronektynie i lamininie mierzono za pomocg testu immunoenzymatycznego typu ELISA
(skrét z ang. enzyme immunosorbent assay). ELISA jest jednym z prostszych i najczgscie]
uzywanych testow stosowanych dla oceny przeciwcial. Nalezy jednak pamigtaé, ze podczas
wigzania bialka ze studzienka plastikowa moze doj$¢ do zmiany konformacji i zmiany
determinantéw antygenowych bialek.

Polowa chorych z oftalmopatia zwiazang z autoimmunologicznymi chorobami
tarczycy (TAO) posiadata w surowicy przeciwciala przeciwko jednemu lub wielu biatkom
tkanki tacznej. W innych badanych grupach odsetek ten byt znamiennie nizszy i wynosit dla
pacjentow z choroba Gravesa-Basedowa (GD)-27%, pacjentéw z choroba Hashimoto (HT) -
28%, pacjentdw z nieautoimmunologicznymi chorobami tarczycy- 8% i dla zdrowych
dawcow- 9%. Uzywajac testu immunofluorescencji posredniej, Kiljanski i wsp. stwierdzili
obecnos¢ przeciwcial klasy IgG przeciwko sktadnikom tkanki tacznej tylko u 10% chorych
z oftalmopatia i 16% chorych z choroba Gravesa-Basedowa [89]. Lacka i wsp. stwierdzili
obecnos¢ przeciwcial przeciwko wldknom retikulinowym (sktadajacym si¢ z kolagenu III)
u 11% chorych z choroba Gravesa-Basedowa i 3% chorych z choroba Hashimoto [102].
Prawdopodobng przyczyna tych roznic byla wyzsza czulo$é testu typu ELISA w
pordwnaniu z testem immunofluorescenc;ji.

U chorych z oftalmopatia, stgzenie przeciwcial przeciwko kolagenowi I, III, V i
lamininie bylo znamiennie wigksze niz w grupie kontrolnej. U chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa jedynie st¢zenie przeciwcial przeciwko kolagenowi III bylo znamiennie wigksze, a
u chorych z choroba Hashimoto przeciwciata przeciwko kolagenowi I byly znamiennie
podwyzszone. We wszystkich badanych grupach nie obserwowano zwigkszonej
reaktywnosci przeciwko fibronektynie i kolagenowi IV. Przeciwciata przeciwko kolagenowi
[ i V nalezaly gltownie do klasy IgG. Trudno wytlumaczyé, dlaczego u chorych z

oftalmopatig nie stwierdzono przeciwcial klasy IgA reagujacych w bialkami macierzy
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pozakomoérkowej, cho¢ w badaniu immunohistochemicznym stwierdzono ich obecnosé
[140]. Jest jednak mozliwe, ze przeciwciala klasy IgA reaguja z innymi sktadnikami
tkanki lgcznej, niz badane kolageny.

Przeciwciata przeciwko biatkom tkanki tacznej nie sa specyficzne dla  almopatii,
gdyz ich obecnos¢ stwierdzono w wielu chorobach autoimmunologicznych oraz
nieautoimmunologicznych. Do badan nad odpowiedzia humoralng przeciwko biatkom
macierzy pozakomorkowej uzywano antygendw réznego pochodzenia, réznych metod oraz
w niejednolity sposéb oceniano poziom “normy”. Bardzo trudno wigc poréwnywaé
czestos¢ wystgpowania przeciwcial przeciwko poszczegdlnym antygenom w réznych
chorobach i mozna wyciagac jedynie ogolne wnioski. W wielu badaniach stwierdzono, ze
w surowicach chorych z autoimmunologicznymi chorobami tkanki tacznej znajduja si¢
przeciwciala reagujace  do pewnego stopnia z wieloma  antygenami macierzy
pozakomodrkowej. U chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS), Ssrednie
stezenie przeciwcial przeciwko natywnym oraz zdenaturowanym kolagenom I, II, III, IV i
V bylo znamiennie wigksze w poréwnaniu z grupg kontrolng [164]. W plynie stawowym
chorych z RZS wykryto obecnos$¢ zaréwno przeciwcial przeciwko kolagenowi II, jak i
klonéw limfocytow B wydzielajacych przeciwciala przeciwko kolagenowi II [44]. W
trakcie wieloletniej obserwacji poszczegoélnych chorych z reumatoidalnym zapaleniem
stawow, stwierdzono ze przeciwciala przeciwko roznym kolagenom (badano kolagen I, I,
[X, XI) powstawaly selektywnie w trakcie rozwoju choroby, a nie byla to uogdlniona
odpowiedz na skladniki tkanki tacznej [121,143]. U chorych z twardzing ukladowa,
przeciwciala przeciwko kolagenowi I czy V byly stwierdzane w ok. 30% przypadkow, a
przeciwciala przeciwko sktadnikom blony podstawnej w ok. 50% przypadkow [40,103].
Miano przeciwcial przeciwko kolagenowi IV i komoérkom nablonka bylo réwniez
znamiennie zwigkszone u chorych uogoélnionym zapaleniem naczyn [33]. U chorych z
toczniem rumieniowatym, uzywajac testu radioimmunologicznego stwierdzono, Ze u
wigkszosci chorych miano przeciwcial przeciwko kolagenowi I, II, III, IV i V bylo
znamiennie podwyzszone. Poziom przeciwcial przeciwko fibronektynie byt podwyzszony
u chorych z toczniem rumieniowatym, zwlaszcza z zajgciem migsni szkieletowych. Fakt,
ze u niektorych kobiet po wszczepieniu protez silikonowych z kolagenem II obserwowano
objawy ogdlne z wytworzeniem przeciwcial przeciwko kolagenom, $wiadczy o tym, ze
biatka tkanki lacznej moga by¢ immunogenne [18]. U chorych z autoimmunologicznymi

chorobami tkanki lacznej, przeciwciala przeciwko biatkom macierzy pozakomodrkowej
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nalezaly gtownie do przeciwcial klasy IgG wiazacyc dopetniacz (glownie 1gGl i IgG3),
chociaz w niektéryc badaniach stwierdzono podwyzszone st¢zenie przeciwciat klasy IgA

oraz IgM [27,28,122].

V.2.2. Specyficznos¢ przeciwcial przeciwko natywnym biatkom macierzy pozakomoérkowe;.

W wigkszosci surowic od chorych z o almopatia, znajdowaly si¢ przeciwciata
reag ace z dwoma lub wigcej antygenami. Wyniki te mogly by¢ tlumaczone istnieniem
jednej grupy przeciwcial reagujacej krzyzowo =z wieloma biatkami macierzy
pozakomoérkowej. Przeciwciata przeciwko poszczegdlnym antygenom mogly tez powstawac
specyficznie dla danego antygenu. Aby sprawdzi¢ specyficznos¢ przeciwcial wykonano test
absorpcji. U wigkszosci chorych z oftalmopatia stwierdzono istnienie specyficznych
przeciwcial przeciwko kolagenowi I, V i lamininie. Reaktywnos¢ przeciwko kolagenowi 111
nie byla specyficzna u badanych chorych. Przeciwciala specyficznie rozpoznajace
determinanty antygenowe na natywnych kolagenach stwierdzono réwniez u chorych z

reumatoidalnym zapaleniem stawdw oraz twardzing uktadowa [103,133].

V.2.3. Przeciwciata przeciwko zdenaturowanemu kolagenowi I 1 V.

Badania histopatologiczne tkanek chorych z oftalmopatia nie wskaz 3 na zapalenie
naczyn. Z tego powodu dalsze badania skoncentrowaty si¢ na dwéch bialkach: kolagenie I i
V. Aby oceni¢, czy w surowicy chorych z oftalmopatia wystgpuja przeciwciala reagujace ze
zdenaturowanymi kolagenami, wykonano najpierw test ELISA. Wszystkie badane grupy
posiadaly znamiennie wigksze stezenie przeciwcial przeciwko zdenaturowanemu kolagenowi
I, w poréwnaniu z kolagenem natywnym. Wyniki te sugeruja, ze przeciwciala przeciwko
zdenaturowanemu kolagenowi I sg szeroko rozpowszechnione wsrod chorychjak i zdrowych
osobnikéw. Podobne wyniki uzyskano w badaniach u chorych z reumatoidalnym zapaleniem
stawOw oraz twardzing ukladowa [21,137].

W przeciwienstwie do kolagenu I, reaktywnos$¢ przeciwko kolagenowi V ulegla
zmniejszeniu we wszystkich badanych grupach, co sugeruje, ze przeciwciala przeciwko
kolagenowi V rozpoznaja gltéwnie epitopy na strukturze trzeciorzedowej i czwartorzgdowe;j

kolagenow. Stezenie przeciwcial przeciwko zdenaturowanemu kolagenowi V  bylo nadal



znamiennie wi sze w grupie chorych z o almopatia w poréwnaniu z grupa pacjentow z
choroba Gravesa-Basedowa i zdrowych dawcéow.

W celu poszukiwania epitopéw niowych, z ktérymi reaguja przeciwciata chorych z
o almopatia, wykonano immunoblotting ze strawionymi cyjankiem bromku (CNBr)
kolagenami I i V. We wszystkich badanych grupach stwierdzono przeciwciala klasy IgG
reagujace ze strawionym kolagenem [. Badanie immunoblottingu nie przyniosto identyfikacji
specyficznych epitopow dla oftalmopatii, gdyz wszystkie grupy reagowaly z podobnym
zestawem peptydéw. Podobng poliklonalng odpowiedz przeciwko kolagenowi I, po
strawieniu cyjankiem bromku, obserwowano w surowicach chorych z twardzing uktadowa.

Tylko dwie z dziesigciu surowic chorych z TAO reagowaly ze kolagenem V,
strawionym cyjankiem bromku. W surowicach chorych z choroba Gravesa-Basedowa i
zdrowej kontroli nie obserwowano reaktywnosci przeciwko zdenaturowanemu kolagenowi
V. Wyniki immunoblottingu potwierdzaja, ze przeciwciata przeciwko kolagenowi V reaguja
z “jawnymi” epitopami znajd acymi si¢ na natywnych biatkach. Fakt ten mozna tlumaczy¢
niewrazliwoscia kolagenu V na dzialanie kolagenaz [37]. By¢ moze w trakcie zapalenia nie

dochodzi do powstania peptydéw kolagenu V i ujawnienia “ukrytych epitopow”.

V.2.4. Funkcja przeciwciat przeciwko biatkom macierzy pozakomoérkowe;.

Znaczenie przeciwciat przeciwko biatkom tkanki tacznej w patogenezie oftalmopatii
jest niejasne. Przeciwciala przeciwko biatkkom macierzy pozakomoérkowej powstaja
prawdopodobnie wtdrnie do toczacego si¢ zapalenia w tkance lacznej w miesniach ocznych i
tkance tacznej pozagatkowej. Istnieje jednak mozliwos¢, ze przeciwciata te powstaja w
wyniku niespecyficznej, poliklonalnej stymulacji limfocytow B. Nastepujace argumenty
przecza tej mozliwosci: (i) u chorych z TAO, odpowiedz byla skierowana selektywnie
przeciwko niektorym biatkkom macierzy pozakomorkowej, a nie przeciwko wszystkim
badanym antygenom; (ii) u chorych z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy, bez
klinicznych objawdéw oftalmopatii, nie stwierdzono znamiennej odpowiedzi na wszystkie
antygeny z ktorymi reagowatly surowice chorych z oftalmopatia.

Nalezy podkresli¢, ze stwierdzenie obecnosci w surowicy przeciwcial nie musi
oznaczac, ze przeciwciala petnia wazna role w patogenezie choroby. Obecno$¢ przeciwciat
przeciwko biatkom macierzy pozakomdrkowej u zdrowych osobnikéw (cho¢ w mniejszym

stgzeniu) moze przeczy¢ jakiejkolwiek ich funkcji. Nie stwierdzono réwniez korelacji
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pomiedzy stgzeniem przeciwcial przeciwko skladnikom tkanki tacznej a parametrami
klinicznymi o almopatii, gdyz objawy kliniczne nie odzwierciedlaja w pelni zasiegu
zapalenia autoimmunologicznego. Stg¢zenie przeciwcial powinno by¢ korelowane z
wynikami takich badan, jak rezonans magnetyczny oczodolu, scyntygrafia anologiem
somatostatyny lub st¢zeniem glikozaminoglikanow w moczu [70,81,177].

Poznanie funkcji przeciwcial przeciwko biatkom macierzy pozakomorkowej bylo
celem wielu badan w chorobac autoimmunologicznych tkanki tacznej [praca przegladowa-
122]. U chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw (RZS) nie stwierdzono korelacji
pomi¢dzy mianem przeciwcial anty-kolagenowych a parametrami klinicznymi, jezeli badano
je jednokrotnie w trakcie choroby. Jezeli badano szereg surowic od poszczegdlnych
pacjentow w trakcie choroby, stwierdzono zwigzek pomigdzy przeciwcialami przeciwko
kolagenowi 11 a stgzeniem bialka C-reaktywnego (ktory dobrze odzwierciedla cigzkos¢
choroby) [121]. Ostatnio stwierdzono réwniez, ze spadek w mianie przeciwciat anty-kolagen
II moze by¢ wskaznikem dobrej odpowiedzi na leczenie terapig tolerancji pokarmowej
kolagenem II, u chorych z RZS [45]. W Zespole Goodpastura podejmuje si¢ proby
specyficznego usuwania z surowicy przeciwcial przeciwko kolagenowi IV, w
przeciwienstwie do konwencjonalnej plazmaferezy [19].

Dalszych dowodow na to, ze przeciwciala przeciwko bialkkom macierzy
pozakomoérkowej moga pelni¢ wazng rolg w patogenezie chordb autoimmunologicznych,
dostarczyty badania na zwierz¢tach doswiadczalnych. Immunizacja kolagenem II wrazliwych
szczepdw myszy, szczurow oraz malp doprowadza do powstania zespolu podobnego do
reumatoidalnego zapalenia stawow [141,151,163]. Zapalenie stawow mozna przenie$¢ na
zdrowe zwierzgta za pomocg przeciwcial klasy IgG. Podanie myszom przeciwcial przeciwko
sktadnikom blony podstawnej (kolagen IV lub laminina) wywot e zespodl przypominajacy
zespot Goodpastura [180].

Badania in vuro sugerowaly, ze przeciwciala przeciwko biatkom macierzy
pozakomoérkowej moga mie¢ wplyw na ich interakcje z komérkami. Surowice chorych z
toczniem rumieniowatym hamowaly przyleganie komorek tarczycy do fibronektyny [6].
Podobnie surowice z wysokim mianem przeciwcial przeciwko lamininie hamowaly adhezj¢
komorek biataczki monocytarnej (U-937) do lamininy [41]. Z zamiarem oceny mozliwej
fizjologicznej funkcji przeciwcial przeciwko kolagenowi I badano ich zdolnosé¢ do
zahamowania adhe i komérek raka gruczotowego ptuc (A549) do kolagenu I. Surowice

chorych z oftalmopatia nie wplywaly na interakcje komorek A549 z kolagenem I, co
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sugeruje, ze stezenie przeciwcial bylo zbyt niskie, aby wywota¢ efekt biologiczny

Wyniki tyc badan nie wykluczaja;jednak roli tych przeciwcial w patogenezie ofta mopatii.
Przeciwciata przeciwko bialkom macierzy pozakomorkowej (nawet przy niskim mianie)
mogg podtrzymywac¢ zapalenie w tkance lacznej, np. poprzez aktywacje uktadu dopelniacza
[27,28,122]. Dla poznania znaczenia odpowiedzi humoralnej przeciwko biatkom macierzy
pozakomorkowej w  patogenezie oftalmopatii konieczne sa dalsze badania oceniajace

podklasy przeciwcial oraz zmiany w ich stgzeniu w trakcie przebiegu choroby.
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RYC NA 9. Mozliwe mechanizmy stymulacji limfocytéw T przez kolagen I.

A. Receptor limfocytu T (TCR) moze by¢ stymulowany przez peptyd kolagenu I, ktéry jest zwiazany z czasteczky
gtéwnego ukiadu zgodnosci tkankowej (HLA) znajdujacej si¢ na blonie komérki prezentujacej antygen. B. Zaréwno
limfocyt T jak i komérki prezentujace antygen (monocyty, limfocyty B) moga by¢ stymulowane przez kolagen I, jezeli
posiadaja one na swojej powierzchni receptory dla kolagenu z grupy B1 integryn. Pobudzone leukocyty moga wydziela¢
szereg mitogennych cytokin. Limfocyt T moze otrzyma¢ jeszcze dodatkowe sygnaly stymulujace od aktywowanyc

leukocytéw za posrednictwem m. in. czasteczek adhezyjnych. Schemat wiasny.

RYCINA 10. Udzial bialek macierzy pozakomoérkowej (ECM) w patogenezie oftalmopatii zwiazanej z
autoimmunologicznymi ¢ orobami tarczycy.

Kolagenu typ I moze by¢ jednym z wtérnych autoantygenédw stymulujacych naciekajace tkanki pozagatkowe limfocyty T.
OdpowiedZz limfocytéw T przeciwko antygenom oczodotowym moze byé dodatkowo wzmacniania przez aktywacje
integryn przez biatka ECM. Limfocyty B i réznicujace si¢ z nich plazmocyty wydzielaja specyficzne przeciwciata
przeciwko biatkom tkanki tacznej. Wptyw tych przeciwcial na interakcje leukocytéw z biatkami macierzy
pozakomérkowej oraz na odpowiedZ limfocytéw T przeciwko kolagenowi I pozostaje niewyjasniony. Schemat jest
wzorowany na ryc. Heufeldera AE [64].
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V PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Limfocyty z krwi obwodowej oraz limfocyty naciekajace tkanki pozagatkowe chorych z
“aktywng” oftalmopatig byly stymulowane przez kolagen typ 1. Stymulacja limfocytow
byla zalezna od interakcji z komorkami prezentujacymi antygen, a nie od ekspres;ji

receptorow dla kolagenu I na leukocytach.

2. Biatka macierzy pozakomérkowej (kolagen typ I, IV, fibronektyna i laminina)
przekazywaly limfocytom T z tkanek pozagatkowych pochodzacych od chorych z
oftalmopatia, dodatkowe sygnaty pobudzajace proliferacje.

3. W surowicy chorych z oftalmopatia stwierdza si¢ znamiennie podwyzszone stezenie
przeciwcial przeciwko natywnemu kolagenowi I, III, V i lamininie. U wigkszosci chorych
przeciwciala przeciwko kolagenowi I, V i lamininie byly specyficzne. Przeciwciata

reagujace z kolagenem I lub V nalezaly gléwnie do klasy IgG.

4. W surowicy chorych z oftalmopatia znajdujq si¢ przeciwciatla reagijace ze
zdenaturowanym kolagenem typu [ i V. Badanie metoda immunoblottingu nie przyniosto
identyfikacji epitopéw specyficznych dla oftalmopatii na czastce kolagenu 1. Jedynie 2 z
10 surowic chorych z oftalmopatia reagowaly ze strawionym kolagenem V, sugerujac ze

przeciwciala przeciwko kolagenowi V rozpoznajq gtéwnie epitopy na natywnych biatkach.

5. Przeciwciata przeciwko kolagenowi I, w surowicy chorych z oftamopatia, nie hamowaty
przylegania komorek raka gruczotowego ptuc do kolagenu I, co sugeruje ze stezenie

przeciwcial bylo zbyt niskie do wywotania efektu biologicznego

Wyniki przedstawionej pracy wskazuja na udzial bialek macierzy
pozakomorkowej w patogenezie ofta mopatii zwigzanej z autoimmunologicznymi
¢ orobami tarczycy (ryc. 10). Ko agen I moze by¢ jednym z wtérnyc autoantygenéw
rozpoznawanyc przez naciekajace tkan pozagalkowe imfocyty. Bialka tkan
lacznej moga réwniez przekazywaé autoreaktywnym limfocytom dodatkowe sygnaly
stymulujace, wzmagajac ic odpowiedz przeciwko antygenom oczodolowym.

Specyficzna odpowiedz typu umora nego przeciwko ko agenowi I, V i amininie
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réwniez wskazuje, ze bialka macierzy pozakomérkowej moga by¢ autoantygenami w
ofta mopatii. Przeciwciala przeciwko bialkom tkan lacznej maja zdo nosé do
wijzania vivo w miejscu zapa enia, bez wzg ¢du na stopien ich denaturacji.
Dokladna rola tyc przeciwcial pozostaje niewyjasniona. Pomimo nis ego miana,
przeciwciala przeciwko bialkom macierzy pozakomérkowej moga wplywaé na rozwadj
i podtrzymywanie zapa enia w tkance lacznej migSni ocznyc i tkance lacznej

okologalkowej, np. poprzez aktywacj¢ dopelniacza.
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