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Streszczenie

Wstep: Apoptoza odgrywa kluczowa role w regulacji mechanizméw immunologicznych w patogenezie autoimmunolo-

gicznych choréb tarczycy (AITD, autoimmune thyroid disease). Czesto$¢ wystepowania AITD zwieksza sie z wiekiem. Celem

niniejszej pracy jest poréwnanie stezen Fas, FasL i Bcl-2 w chorobie Gravesa (GD, Graves’ disease) i chorobie Hashimoto

(HT, Hashimoto thyroiditis) w zalezno$ci od wieku badanych.

Material i metody: Badanie przeprowadzono u 64 0séb podzielonych na 3 grupy: 1/25 pacjentéw z GD w eutyreozie,

leczonych tiamazolem; 2/27 pacjentéw z HT w eutyreozie utrzymywanej lewotyroksyng; 3/12 zdrowych ochotnikéw (gru-

pa kontrolna) dobranych pod wzgledem plci i wieku do grup 1-2. Stezenia Fas, FasL i Bcl-2 w surowicy okreslono metoda

immunoenzymatyczng.

Wyniki: Stwierdzono dodatnia korelacje pomiedzy sFas i wiekiem pacjentéw z GD (r = 0,35; p < 0,05). Wykazano ujemna

korelacje sFasL z wiekiem u wszystkich badanych (r = -0,34; p < 0,01). Stwierdzono takze ujemna korelacje pomiedzy

wiekiem i sBcl-2 (r = -0,42; p < 0,05).

Whioski: Mechanizmy apoptozy obejmujgce Fas/FasL i Bcl-2 moga zaleze¢ od wieku, co moze tlumaczy¢ przynajmniej

w czesci fagodniejszy przebieg GD u 0s6b w podesztym wieku i zwiekszona czestos¢ wystepowania HT w tej grupie pacjentow.
(Endokrynol Pol 2007; 58 (6): 492—495)
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Abstract

Introduction: Apoptosis plays a pivotal role in the regulation of immune mechanisms in the pathogenesis of autoimmune
thyroid diseases (AITD). The prevalence of AITD increases with age. Purpose to compare soluble Fas, FasL and Bcl-2 in
Graves’ disease (GD) and Hashimoto thyroiditis (HT) in relation to the age of the studied patients.

Material and methods: 3 groups of subjects: 1/25 patients with GD in euthyreosis on methimazol 2/27 patients with ChH in
euthyreosis on levothyroxine. 3/12 healthy volunteers age and sex-matched to group 1-2. The serum levels of Fas, FasL and
Bcl-2 were determined by the ELISA kit.

Results: We found positive correlations between sFas and age in GD patients (r = 0.35; p < 0.05). In GD patients we found
a negative correlation between sFasL and age in all studied patients with AITD (r = —0.34; p < 0.01). We also found
a negative correlation between sBcl-2 and age in HT patients (r = -0.42; p < 0.05).

Conclusions: Fas/FasL and Bcl-2 signaling pathways seem to be age-related and may explain, at least in part, milder course
of Graves’ disease in elderly patients and increased prevalence of Hashimoto disease in this group of subjects.

(Pol ] Endocrinol 2007; 58 (6): 492—495)
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Wstep

Starzenie sie ma zwigzek z postepujacym zaburzeniem
czynnoéci ukladu immunologicznego, co z jednej stro-
ny usposabia do zakazen i nowotworéw, z drugiej na-
tomiast do rozwoju proceséw autoimmunologicznych.
Charakterystycznymi cechami uktadu immunologicz-
nego u starszych osob jest zaburzona reaktywnos¢ ko-
morek T, proliferacja poliklonalna komoérek T i zwiek-
szona produkcja przeciwcial [1, 2]. U 0sé6b w podeszlym
wieku delecja autoreaktywnych subpopulacji limfocy-
tow T jest niewystarczajaca [3]. Wyniki badan doswiad-
czalnych wskazujg, ze istotny wplyw na niewydolnosé
eliminacji limfocytéw ma uposledzona apoptoza zalez-
na od Fas i jego ligandu (FasL) [4, 5]. Autoimmunolo-
giczne choroby tarczycy (AITD, autoimmune thyroid di-
seases) wystepuja u 1,5% populacji [6]. Zachorowalnosé
na chorobe Gravesa (GD, Graves’ disease) jest podobna
w réznych grupach wiekowych, natomiast czestos¢
choroby Hashimoto (HT, Hashimoto thyroiditis) zwiek-
sza sie z wiekiem i czesciej wystepuje u kobiet [7]. Opu-
blikowane ostatnio prace potwierdzaja istotng role
apoptozy zaleznej od aktywacji Fas przez jego ligand
w procesach cytotoksycznoéci, prowadzacych do uszko-
dzenia tyreocytéw w HT [8]. Istnieja takze doniesienia
na temat udzialu proceséw apoptozy w rozwoju GD
[9]. Fas (CD95, APO-1) i FasL (CD95L, CD178) naleza
do nadrodziny czynnika martwicy nowotworu (TNF,
tumour necrosis factor) i w postaci blonowej wystepuja
zaréwno na aktywowanych komérkach T, jak i na ty-
reocytach pacjentéw z AITD [10]. Mechanizm FasL/Fas
jest regulowany na kilku poziomach: od kontroli eks-
presji formy blonowej receptora Fas i jego odszczepia-
nia, poprzez zahamowanie wewnatrzkomérkowych
domen $mierci, do modulowania przez czynniki anty-
apoptotyczne, wérdéd ktérych najwazniejsza role odgry-
wa Bcl-2 [11]. Rola Bcl-2 w AITD pozostaje niejasna [12].
Tak wiec, celem niniejszej pracy jest poréwnanie ste-
zen Fas, FasL i Bcl-2 w GD i HT w zalezno$ci od wieku
badanych.

Materiat i metody

Badanie przeprowadzono u 64 0s6b podzielonych na
3 grupy: 1/25 pacjentéw z GD w eutyreozie, leczonych
tiamazolem — 20 kobiet i 5 mezczyzn w Srednim wie-
ku 42 + 14 lat i wywiadem GD 7-25 miesiecy; 2/27 pa-
cjentéw z HT w eutyreozie utrzymywanej lewotyrok-
syng — 19 kobiet i 8 mezczyzn w §rednim wieku 44 =
+ 20 lat z wywiadem HT 12-134 miesiecy; 3/12 zdro-
wych ochotnikéw (grupa kontrolna) dobranych pod
wzgledem plcii wieku do grup 1-2 — 8 kobiet i 4 mez-
czyzn w wieku 42 + 18 lat, u ktérych w wywiadzie nie
wstepowala GD, HT ani inne choroby autoimmunolo-

giczne. Kliniczne eutyreoza byla potwierdzona ozna-
czeniem tyrotropiny i wolnej tyroksyny w surowicy
krwi. Nie obserwowano cech ostrej infekcji w okresie
3 tygodni poprzedzajacych badanie.

Protokét badania zostal zatwierdzony przez Komi-
sje Bioetyczna. Surowice przechowywane byly do cza-
su oznaczen w temperaturze —70°C. Stezenia Fas, FasL
i Bcl-2 okreslono przy zastosowaniu metody immuno-
enzymatycznej, uzywajac przygotowanych zestawéw:
Fas (Quantikine kit, R&D, Mineapolis, Stany Zjedno-
czone; czutosé 20 pg/ml; intra-assay precision [CV] 3,8%)
FasL (Quantikine kit, R&D, Mineapolis, Stany Zjedno-
czone; czulo$é 2,66 pg/ml; CV 4,7%) i Bcl-2 (Bender
Medsystems, Viena, Austria; czutos¢ 0,5 ng/ml; CV
8,6%). Do analizy statystycznej postuzono sie testem
Manna-Whitney’a, natomiast w celu okres$lenia zalez-
nosci pomiedzy zmiennymi — testem Spearmana, uzy-
wajac programu Statistica 6.0 dla Windows XP (StaSoft,
Tulsa, Stany Zjednoczone).

Wyniki

Stezenia Fas, FasL i Bcl-2 w surowicy krwi przedsta-
wiono w ng/ml w postaci median i zakreséw kwartylo-
wych (ryc. 1-3). Stezenie sFas nie réznilo sie pomiedzy
grupamiz GD 7,5 (5,0-8,4) i HT 7,8 (5,4-8,8), przy czym
stezenie sFas u pacjentéw z HT bylo istotnie wyzsze
w poréwnaniu z grupg kontrolna 6,6 (4,4-8,0) (p < 0,05).
Surowicze stezenie sFasL nie réznito sie istotnie pomie-
dzy grupa z GD 9,6 (8,4-11,2), HT 9,9 (8,8-10,6) i kon-
trola 9,7 (8,8-10,9). Wartosci sBcl-2 w grupie HT
30,2 (13,6-43,4) byly istotnie wyzsze zaréwno w stosun-
ku do pacjentéw z GD 8,9 (6,8-18,0) (p < 0,05), jakido
grupy kontrolnej 8,2 (5,2-18,7) (p < 0,05).

Zaleznosci Fas, FasL i Bcl-2 w surowicy krwi od wie-
ku pacjentéw przedstawiono na rycinach 1-3. Stwier-
dzono dodatnig korelacje miedzy sFas i wiekiem pa-
cjentéw z GD (r = 0,35; p < 0,05). Wykazano ujemng
korelacje sFasL z wiekiem u pacjentéw z GD i HT (r =
= -0,34; p < 0,01). W grupie pacjentéw z HT stwier-
dzono ujemna korelacje pomiedzy wiekiem i sBcl-2
(r=-0,42; p < 0,05).

Dyskusja

Pismiennictwo z ostatnich lat wskazuje, ze zaréwno
u zwierzat, jak i u ludzi procesy apoptozy ulegaja spo-
wolnieniu wraz z wiekiem, prowadzac do gromadze-
nia autoreaktywnych limfocytéw T i uposledzenia to-
lerancji wobec wlasnych antygenéw [13, 14]. Jedna
z gtéwnych przyczyn zaburzen eliminacji komoérek im-
munokompetentnych jest uposledzenie delecji, w kt6-
rej poSredniczy uklad FasL/Fas [15]. W modelu doswiad-
czalnym u myszy wykazano, ze przywrécenie genu Fas
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Rycina 1. Korelacja miedzy Fas i wiekiem pacjentéw z GD
(r=0,35p<005)

Figure 1. Correlation between Fas and age of GD patients (v = 0.35;
p < 0.05)
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Rycina 2. Korelacja migdzy FasL i wiekiem pacjentow z GD
iHT (r = -0,34, p < 0,01)

Figure 2. Correlation between FasL age of the patients with GD
and HT (r = -0.34; p < 0.01)
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Rycina 3. Korelacja migdzy Bcl-2 i wiekiem pacjentow z HT
(r=-0,42;,p < 0,05)

Figure 3. Correlation between Bcl-2 and age of HT patients
(r=-0.42; p < 0.05)
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poprzez transfekcje zapobiega starzeniu sie limfocytéw
T i przywraca ich prawidlowa reaktywnos¢ [16]. Obec-
noéc¢ receptora Fas stwierdza sie zaréwno na blonach
komérkowych tyreocytéw, jak i limfocytéw pacjentéw
z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy, a inte-
rakcja Fas/FasL istotnie wplywa na nasilenie uszkodze-
nia komérek pecherzykowych u pacjentéw z HT i eli-
minacje limfocytow T [12]. Krazace receptory Fas uwa-
zane za czynniki hamujace apoptoze poprzez wigza-
nie FasL moga pochodzi¢ z form blonowych poprzez
proteolityczne odszczepienie, a takze mogg by¢ bezpo-
§rednim produktem transkrypcji mRNA [17].

Dane uzyskane w niniejszej pracy, wskazujace na
zwiekszone stezenie sFas u pacjentéw z HT moga od-
zwierciedla¢ nasilong ekspresje Fas i apoptoze, w kto-
rej posredniczy uklad Fas/FasL, doprowadzajac w efek-
cie do nieodwracalnego uszkodzenia tkanki tarczycy
z nastepczym zanikiem i wldknieniem. Wykazano, ze
zwigzana z Fas apoptoza w HT w wiekszym stopniu
dotyczy tyreocytéw niz naciekajacych limfocytow
i najprawdopodobniej wigze si¢ to ze wzmozong eks-
presja Fas [5]. W swojej poprzedniej pracy autorzy ni-
niejszego artykulu wykazali dodatnig korelacje pomie-
dzy stezeniem sFas i przeciwcial przeciwko peroksy-
dazie tarczycowej, posiadajacych wiasciwosci cytotok-
syczne [18]. W niniejszej pracy u pacjentéw z GD
obserwowano dodatnig korelacje pomiedzy sFas i wie-
kiem badanych. Ponadto stwierdzono ujemna korela-
cje pomiedzy FasL i wiekiem badanych zaréwno wéréd
pacjentéw z GD, jak i HT. Podobne zmiany stezenia
Fas zwigzane z wiekiem obserwowali Zhou i wsp. [19].
Zmniejszone stezenie sFasL moze by¢ pochodna zwia-
zanej z wiekiem mniej nasilonej ekspresji form biono-
wych komérek immunokompetentnych, co stwierdzo-
no zaréwno u myszy, jak i ludzi [20, 21]. Biorgc pod
uwage, ze sFas uwaza sie za czynnik wigzacy FasLi przez
to hamujacy proces apoptozy tyreocytéw, to stwierdza-
ne w badaniach wlasnych zaleznosci moga ttumaczy¢,
przynajmniej w pewnym stopniu, wolniejszy rozwoj
procesu autoimmunologicznego u osdb starszych
i w nastepstwie lagodniejszy przebieg GD i HT w tej
grupie pacjentow.

Jako czynnik hamujacy apoptoze Bcl-2 odgrywa
istotna role w regulacji apoptozy w AITD [22]. Pomimo
wielu badafi nad blonowymi Bcl-2 brakuje danych na
temat rozpuszczalnych form tego bialka. Stwierdzane
w niniejszej pracy zwiekszenie stezenia sBcl-2 u pacjen-
téw z HT moze by¢ efektem zwiekszonej ekspresji bto-
nowego Bcl-2 jako czynnika przeciwdzialajacego nad-
miernej apoptozie, w ktdrej posredniczy uklad FasL/Fas.
Zmniejszong ekspresje Bcl-2 na limfocytach T zwigzana
z wiekiem wykazali Aggarwal i wsp. [23]. Redukcja ste-
zenia Bcl-2 wraz z wiekiem u chorych z HT moze po-
twierdzaé zmniejszenie intensywnosci procesu apop-
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tozy i w nastepstwie takze czynnikéw antyapoptotycz-
nych w ramach odpowiedzi autoimmunologiczne;j.
Podsumowujac, na podstawie uzyskanych danych
mozna stwierdzi¢, ze zwiekszajgca sie z wiekiem cze-
stos¢ wystepowania HT moze by¢ w znacznym stop-
niu zwigzana z postepujaca niewydolnoscig mechani-
zmow apoptozy uwarunkowanych interakcjg Fas z FasL
w eliminacji autoreaktywnych komérek immunokom-
petentnych. Obserwowane w GD zwigzane z wiekiem
zmiany surowiczych stezeni Fas, FasL i Bcl-2 wydaja sie
odzwierciedla¢ mniejsze nasilenie procesu autoimmuno-
logicznego, co moze tlumaczy¢ przynajmniej w czesci
tagodniejszy przebieg GD u 0s6b w podeszlym wieku.
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