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Streszczenie

Choroba Gravesa-Basedowa (skrét z ang. GD — Graves’
disease) jest autoimmunologiczng choroba tarczycy o bardzo
zlozonej etiopatogenezie. Jej rozwdj jest uwarunkowany
wieloma czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi, ktére
nie sg jeszcze w pelni poznane. Na podstawie badar bliZniat
oceniono, Ze udzial czynnikéw genetycznych w patogenezie
GD wynosi 80%, za$ czynnikéw srodowiskowych — 20%. Do
najlepiej scharakteryzowanych czynnikéw genetycznych
predysponujacych do rozwoju GD nalezg polimorfizmy
gendéw gléwnego ukladu zgodnosci tkankowej (skrét z ang.
HLA — human leukocyte antigen) (chromosom 6p21) oraz genu
kodujacego antygen zwigzany z cytotoksycznym limfocytem
T-4 (skrét z ang. CTLA-4 — cytotoxic T lymphocyte associated
antigen-4) (2q33). Wséréd czynnikéw srodowiskowych
wplywajacych na rozwdéj GD wymienia si¢: nikotynizm,
podaz jodu, infekcje, stres i leki immunomodulujace.

Choroba  Gravesa-Basedowa  charakteryzuje  sie
réznorodnym obrazem klinicznym, na ktéry skladaja sie
réznie nasilone objawy ze strony tarczycy, tkanek oczodotu,
skory przedgoleni oraz dystalnych paliczkéw rak i stép.
W leczeniu chorych z GD najtrudniejszym problemem
klinicznym jest oftalmopatia tarczycowa (skrét z ang. TAO
— thyroid associated ophthalmopathy). Cho¢ za pomoca czulych
metod diagnostycznych (tomografia komputerowa lub
rezonans magnetyczny) pewne cechy oftalmopatii “utajone;j”
mozna stwierdzi¢ u prawie wszystkich pacjentéw z GD, to
tylko u ok. 25% chorych zmiany oczne przyjmuja postac
oftalmopatii naciekowo-obrzekowej. Objawy kliniczne TAO
prowadza do znacznego pogorszenia jakosci zycia chorych,
a w bardzo ciezkich przypadkach TAO moze doprowadzic¢
do utraty wzroku i trwalego inwalidztwa. Brak leczenia
przyczynowego powoduje, iz w terapii chorych z ciezka
oftalmopatiaq znajduja zastosowanie nieswoiste metody,
takie jak: leczenie kortykosteroidami, radioterapia i zabiegi
chirurgiczne dekompresji oczodolu, ktére sa obarczone
licznymi dzialaniami niepozadanymi.

Objawy  kliniczne  oftalmopatii  tarczycowej sa
skutkiem zmian naciekowo-obrzekowych (tzn. zapalnych)
obecnych w okologatkowej tkance 1acznej/tluszczowej
oraz w migéniach okoruchowych. Przebieg zapalenia
w tkankach pozagatkowych moze zaleze¢ od szeregu
czynnikéw genetycznych, srodowiskowych i endogennych.
Do najlepiej poznanych czynnikéw nie-genetycznych,
wplywajacych na rozwdj lub przebieg oftalmopatii,
zalicza si¢: palenie papieroséw, ple¢ meska, starszy wiek
oraz leczenie nadczynnosci tarczycy radiojodem. Choé
podatnosé genetyczna na rozwdj choroby Gravesa-Basedowa
jest dobrze udokumentowana, to wplyw konkretnych
czynnikéw genetycznych na przebieg tej choroby, w tym
na rozwdj oftalmopatii, wcigz budzi kontrowersje. Celem

niniejszej pracy bylo poszukiwanie czynnikéw genetycznych
predysponujacych do rozwoju oftalmopatii u pacjentéw
polskiego pochodzenia z choroba Gravesa-Basedowa.

W poszukiwaniu podloza  genetycznego TAO
zastosowano metode analizy asocjacji z  genami
“kandydujacymi”, ktére moga potencjalnie bra¢ udzial
w patogenezie tej choroby. Badania wlasne oraz innych
autoréow wskazuja, ze limfocyty T oraz cytokiny wydzielane
w trakcie zapalenia odgrywajg kluczowa role w rozwoju
zmian autoimmunologicznych w tkankach pozagatkowych.
Dlatego tez w pracy tej analizowano polimorfizmy tych
genéw, ktére moggq wplywaé na funkcje limfocytow T
lub na produkcje cytokin. Badanie przeprowadzono na
nastepujacych genach:

e antygen-4zwigzany zlimfocytem T cytotoksycznym(skrét
zang. CTLA-4) - polimorfizm pojedynczych nukleotydéw
(skrét z ang. SNP - single nucleotide polymorphism) w
pozycji 49 (zamiana A na G, okreslana dalej jako A49G);

e czynnik martwicy nowotworu (skrét z ang. TNF — tumor
necrosis factor) — SNP w pozycjach: -1031 (T-1031C), -863
(C-863A), -857 (C-857T), -308 (G-308A) i -238 (G-238A);

e interleukina-6 (IL-6) — SNP w pozydji -174 (G-174C);

e interleukina-13 (IL-13) - SNP w pozycjach: -1112 (C-1112T)
12044 (G2044A);

e laricuch B czasteczki HLA-DR (HLA-DRB1).

Ponizsza praca sklada sie¢ z dwéch czesci. W pierwszym
etapie, poréwnujac czestotliwos¢ wystepowania wybranych
polimorfizméw u chorych i zdrowych ochotnikéw
badano, czy wybrane czynniki genetyczne sa zwigzane
z podatnoscig na rozwdj choroby Gravesa-Basedowa (ang.
disease susceptibility gene). W nastepnym etapie analizowano
rozklad polimorfizméw u chorych z GD po podziale wedlug
klinicznych objawéw oftalmopatii. W ten sposéb badano, czy
wybrane czynniki genetyczne modyfikujgq przebieg choroby
GD (ang. disease-modifying gene), wplywajac na rozwdj
oftalmopatii.

Badaniem objeto 269 chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa, sposréd ktérych u 108 stwierdzono “kliniczne
jawna” oftalmopatie (wytrzeszcz, zaburzenie funkcji mies$ni
okoruchowych, owrzodzenie rogéwki lub zajecie nerwu
wzrokowego) oraz 248 zdrowych ochotnikéw. Wykazano,
ze czestos¢ wystepowania alleli HLA-DRB1*03 i CTLA-4
49A byla znamiennie wieksza w grupie chorych z chorobg
Gravesa-Basedowa w poréwnaniu z grupg zdrowych
ochotnikéw, co potwierdzito silny zwiazek polimorfizméw
tych genéw z podatnoscia na rozwéj GD w populacjach
rasy bialej. Ponadto, czestos¢ allelu TNF-308A byla
znamiennie wigksza u chorych z GD w poréwnaniu ze
zdrowymi kontrolami. Jednakze zwigzek TNF G-308A z
podatnosciq na rozw6j GD nie byt pierwotny, lecz wynikat
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z niezréwnowazenia sprzezern z allelem HLA-DRB1*03.
Nie znaleziono zwigzku pomiedzy rozwojem choroby GD
i badanymi polimorfizmami genéw IL-6 oraz IL-13.

Po podziale chorych z GD na grupy w zaleznosci od
obecnosci zmian ocznych stwierdzono, ze wsréd oséb
z oftalmopatig bylo znamiennie wiecej palaczy papieroséw
niz wsréd chorych z GD bez oftalmopatii. Ponadto u chorych
z oftalmopatig choroba GD rozpoczynala sie w péZniejszym
wieku niz u oséb bez takich zmian. W badanej grupie
chorych z oftamopatia nie stwierdzono zwiazku pomiedzy
rozwojem zmian ocznych a picig chorego.

Rozklad haplotypéw promotora TNF réznil sie
znamiennie u chorych z oftalmopatia tarczycowaq
w poréwnaniu z chorymi z GD bez zmian ocznych. Czynniki
genetyczne zlokalizowane w obrebie ukladu HLA moga
wiec wplywaé¢ na fenotyp choroby Gravesa-Basedowa.
U chorych z oftalmopatia nie stwierdzono wystepowania
allelu TNF -238A, co sugeruje, ze allel ten (lub allel bedacy
w niezréwnowazeniu sprzezeri) moze pehic role ochronng
w rozwoju zmian ocznych w GD. Wplyw polimorfizmu
TNF G-238A na rozwdj oftalmopatii nie byt zalezny od alleli
HLA-DRBI. Polimorfizm TNF G-238A jest prawdopodobnie
istotnym czynnikiem genetycznym modyfikujacym przebieg
niektérych zapaleri autoimmunologicznych, poniewaz
jest on réwniez zwigzany z przebiegiem reumatoidalnego
zapalenia stawéw. U chorych z oftalmopatia nie stwierdzono
znamiennie czestszego wystepowania polimorfizméw
genéw CTLA-4, IL-6 oraz IL-13. Ponadto nie stwierdzono
korelacji pomiedzy wybranymi czynnikami genetycznymi
a stopniem zaawansowania zmian ocznych.

Wyniki tej pracy sugeruja, ze:

(1) Polimorfizm genu CTLA-4 (A49G) oraz allel HLA-

DRB1*03 s silnie zwigzane z podatnoscia na rozwdj

choroby Gravesa-Basedowa w populacji polskiej.

Bednarczuk T.

(2) Polimorfizm TNF G-308A jest zwigzany z predyspozycja
do rozwoju choroby Gravesa-Basedowa, lecz zwigzek ten
jest wtérny w stosunku do HLA-DRB1*03.

(3) Polimorfizm genu TNF w pozycji -238 (G-238A), lub
gen bedacy w niezréwnowazeniu sprzezer, moze
modyfikowaé przebieg choroby Gravesa-Basedowa:
allel TNF -238A ma wplyw ochronny przed rozwojem
oftalmopatii tarczycowe;j.

(4) Polimorfizm genu CTLA-4 (A49G) oraz allele HLA-
DRB1 nie sg zwigzane z rozwojem klinicznie jawnej
oftalmopatii u chorych z chorobg Gravesa-Basedowa.

(5) Polimorfizmy genéw kodujacych IL-6 (G-174C) oraz IL-
13 (C-1112T, G2044A) nie sa zwiazane z podatnosciq na
rozw6j choroby Gravesa-Basedowa i nie wplywaja na
rozwdj ani na przebieg zmian ocznych.

(6) Rozwdj oftalmopatii tarczycowej jest zwiazany z
czynnikami $rodowiskowymi i endogennymi, takimi jak
wiek oraz palenie papierosow.

Poznanie podloza genetycznego oftalmopatii moze przyniesé

istotny postep w diagnostyce, profilaktyce i terapii tej

choroby. Wyniki tej pracy potwierdzajg istotng role TNF w

patogenezie oftalmopatii i prawdopodobnie leki blokujace

TNF beda wprowadzone do terapii zaawansowanych

postaci TAO. Ponadto TNF G-238A moze okazac si¢ jednym

z markeréw genetycznych prognozujacych rozwdj TAO.

Konieczne jest jednak powtdérzenie wynikéw asocjacji TNF

G-238A z oftalmopatia w innych dobrze scharakteryzowanych

populacjach chorych z chorobg Gravesa-Basedowa. Istnieje

bowiem mozliwosé, ze rozwdj oftalmopatii jest zalezny od
interakcji wielu gendéw, ktére moga sie rézni¢ w réznych
populacjach.

(Endokrynol Pol 2004; 3(55): 275-298)

Summary

Graves’ disease (GD)isanautoimmune thyroid disorder disease
with a very complex etiopathogenesis. The development of
GD depends on multiple genetic and environmental factors,
which are not fully understood. Twin studies suggest that
genetic factors are responsible for 80% of the susceptibility
to develop GD, whereas environmental factors contribute the
remaining 20%. So far the human leukocyte antigen (HLA)
complex (6p21) and the cytotoxic T lymphocyte associated
antigen-4 gene (CTLA-4) (2q33) are generally accepted as
susceptibility loci to GD. The following environmental factors
may account for the development of GD: cigarette smoking,
iodine intake, stress and immunomodulatory drugs.

Graves disease is a heterogeneous disorder affecting the
thyroid, eyes and skin. Thyroid-associated ophthalmopathy
(TAO) remains the greatest therapeutic dilemma in GD.
While some degree of ocular involvement may be detected
by sensitive imaging techniques (magnetic resonance or
computed tomography) in almost all patients with Graves’
disease, clinically apparent ophthalmopathy occurs in only
25% of patients with GD. TAO profoundly impairs the quality
of life of affected individuals and in its severe expression, it
is a disfiguring and potentially sight threatening disorder.
Therapeutic approaches in TAO are generally non-specific,
with many adverse effects and consist of: administration of
glucocorticoids, radiotherapy and surgical decompression.

The clinical signs and symptoms of TAO are the consequence
of inflammation in extraocular muscles and surrounding
orbital fat/connective tissue. Multiple genetic, environmental
and endogenous factors may influence the autoimmune
inflammation in retrobulbar tissues. So far, cigarette smoking,
advancing age, male sex and radioiodine treatment have been
shown to be associated with the development and/or severity
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of TAO. While the genetic predisposition to the development
of Graves’ disease is well established, the role of genetic
factors in modifying the disease phenotype, including the
development of ohthalmopathy, remains controversial. The
aim of this study was to search for genetic factors predisposing
to the development of ophthalmopathy in GD patients in the
Polish population.

In order to investigate the genetic background of TAO,
we performed population-based, case-control association
studies with candidate genes, which may contribute to the
pathogenesis of the disease. Previous studies suggest that T
cells infiltrating retrobulbar tissues and cytokines are likely
to play a key role in the initiation and propagation of the
autoimmune process in the orbit. Thus, this study analyzed
polymorphisms of genes, which may influence the function
of T-cells and the production of cytokines. The following
genes were investigated:

e cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4 (CTLA-4)
— single nucleotide polymorphism (SNP) at position 49
(A to G change, termed as A49G);

e tumor necrosis factor (TNF) — SNP’s at positions: -1031
(T-1031C), -863 (C-863A), -857 (C-857T), -308 (G-308A)
and -238 (G-238A);

o interleukin-6 (IL-6) — SNP at position -174 (G-174C);

e interleukin-13 (IL-13) - SNP’s at positions: -1112
(C-1112T) and 2044 (G2044A);

e HLA-DRBI encoding the B chain of HLA-DR.

The study consists of two parts. In order to identify disease
susceptibility genes, the frequencies of genotypes and alleles
were compared between patients with GD and healthy
subjects. Secondly, in order to identify disease-modifying
gene(s), the distribution of gene polymorphisms were
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compared in subgroups of GD patients divided according to
clinical eye involvement.

The study groups consisted of 269 patients with Graves’
disease, of which 108 had clinically evident ophthalmopathy
(proptosis, extraocular-muscle dysfunction, exposure
keratitis and optic neuropathy) and 248 healthy subjects.
The frequencies of HLA-DRB1*03 alleles and the CTLA-4
49G allele were significantly increased in GD compared to
healthy subjects, confirming a strong association of these
alleles with susceptibility to Graves’ disease in Caucasian
populations. Moreover, the frequency of TNF -308A allele
was significantly increased in GD compared to healthy
controls. However, the association between TNF G-308A and
susceptibility to GD resulted from linkage disequilibrium
with HLA-DRB1*03. IL6 or IL-13 genes polymorphisms were
not associated with susceptibility to GD.

Subdividing patients with Graves’ disease according to
clinical eye involvement, revealed that in the TAO group
there were significantly more cigarette smokers and patients
had a older age of onset of disease. In this study, sex did not
affect likelihood of development of TAO.

The distribution of TNF promoter haplotypes differed
significantly in patients with or without ophthalmopathy.
These results suggest that HLA genes may contribute to the
disease phenotype in GD. The —238A allele was absent in
patients with TAO, suggesting that the this allele (or an allele
in linkage disequilibrium) may play a protective role in the
development of eye changes in GD. The association of TNF
G-238A polymorphism with TAO was independent of HLA-
DRBI alleles. TNF G-238A may have an important modifying
effect in certain autoimmune diseases, because G-238A was
also associated with the severity of rheumatoid arthritis.
IL-6 and IL-13 genes polymorphisms analysis revealed
no significant differences in either allelic or genotypic
frequencies in TAO. Furthermore, there was no correlation
between the severity of TAO and the frequency of IL-6 and
IL-13 alleles.

In conclusion, the results of this study suggest that:

(1) CTLA-4 polymorphism (A49G) and HLA-DRB1*03
alleles are strongly associated with genetic susceptibility
to Graves’ disease in the Polish population.

(2) TNF G-308A polymorphism is associated with
susceptibility to GD, however this association is not
independent of that seen for HLA-DRB1*03.

(3) TNF G-238A polymorphism, or a gene in linkage
disequilibrium, may have an disease-modifying effect in
GD; the -238A allele confers a protective role against the
development of clinically evident ophthalmopathy.

(4) CTLA-4 polymorphism (A49G) and HLA-DRBI alleles
are not associated with the development of clinically
evident ophthalmopathy in patients with GD.

(5) IL-6 (G-174C) and IL-13 (C-1112T, G2044A) SNPs do not
confer genetic susceptibility to Graves’ disease and do
not contribute to the development and severity of TAO.

(6) Different non-genetic factors, such as cigarette smoking
and advanced age may contribute to the susceptibility to
TAO.

The elucidation of genetics of thyroid-associated

ophthalmopathy may lead to a progress in the diagnosis,

prevention and treatment of the disease. The results of this
study confirm that TNF may play a role in the pathogenesis
of ophthalmopathy and soon agents blocking TNF may be
introduced in the treatment of severe TAO. Moreover, TNF

G-238A polymorphism may serve as one of genetic markers

for TAO. However, a further study, of sufficient power is

needed to confirm this observation. It is possible that TAO is
heterogeneous disorder with different genetic susceptibilities
in different ethnic groups.

(Pol | Endocrinol 2004; 3(55): 275-298)
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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

CTLA - (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen) -
antygen zwigzany z limfocytem T cytotoksycznym

GD - (ang. Graves’ disease) - choroba Gravesa-Basedowa.

HLA - (ang. human leukocyte antigen) - uklad zgodnosci
tkankowej

IFN - interferon

IL - interleukina

SNP - (ang. single nucleotide polymorphism) — polimorfizm
pojedyniczych nukleotydéw

TAO - (ang.  thyroid-associated  ophthalmopathy) -
oftalmopatia tarczycowa. Synonimy spotykane w
literaturze: oftalmopatia Gravesa (ang. GO - Graves’
ophthalmopathy), orbitopatia tarczycowa (ang. TAO
- thyroid associated orbitopathy, TED- thyroid eye
disease), oftalmopatia naciekowo-obrzekowa lub
wytrzeszcz ziosliwy

TNF - (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy
nowotworu. Synonimy spotykane w literaturze:
TNFa, TNFSFL2 (ang. TNF superfamily ligand 2),
kachektyna

TSH - (ang. thyroid
tyreotropowy

stimulating  hormone) - hormon
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Wstep

Choroba Gravesa-Basedowa (skrét z ang. GD - Graves’
disease) jest autoimmunologiczng choroba tarczycy
o bardzo zlozonej etiopatogenezie. Rozwdj GD jest
uwarunkowany wieloma czynnikami genetycznymi
i srodowiskowymi, ktére nie sa jeszcze w pelni
poznane [10, 127, 192]. Istotny wplyw czynnikéw
genetycznych na rozwéj GD potwierdzaja badania
bliZzniat, w ktérych stwierdzono, ze zapadalno$¢ na
GD jest wyzsza wsréd bliZzniat monozygotycznych
niz wséréd bliZzniat dwuzygotycznych [32, 146]. Na
podstawie tego typu badan oceniono réwniez, ze
udzial czynnikéw genetycznych w patogenezie
GD wynosi 80%, za$ czynnikéw Srodowiskowych
— 20%. W ostatnich latach dokonal sie wielki postep
w rozumieniu podloza genetycznego GD. Obecnie
wiadomo, ze rozwdj tej choroby nie zalezy od
zmiany w jednym genie, lecz jest uwarunkowany
interakcja wielu genéw o zmiennej penetracji, ktére
wywoluja predyspozycje do GD [22, 170, 174]. Do
najlepiej scharakteryzowanych czynnikéw genetycz-
nych predysponujacych do rozwoju GD nalezg
polimorfizmy genéw giéwnego ukladu zgodnosci
tkankowej (skrét z ang. HLA - human leukocyte
antigen) (chromosom 6p21) oraz genu kodujacego
antygen-4 zwiazany z cytotoksycznym limfocytem T
(skrét z ang. CTLA-4- cytotoxic T lymphocyte associated
antigen-4) (2q33). Nalezy zwrdci¢ uwage, Ze zaré6wno
geny HLA jak i gen CTLA-4 nie sg swoistymi genami
podatnosci dla GD, gdyz wplywaja réwniez na
rozwd6j innych choréb autoimmunologicznych [40,
55]. Obecnie trwaja intensywne badania nad poszuki-
waniem czynnikéw genetycznych predysponujacych
swoiscie do rozwoju choréb autoimmunologicznych
tarczycy. Jednym z takich czynnikéw moga by¢
zmiany w genie kodujacym tyreoglobuling, ktéra jest
jednym z gtéwnych antygenéw w autoimmunolo-
gicznych chorobach tarczycy [11]. Wéréd czynnikéw
srodowiskowych wplywajacych na rozwéj GD
wymienia sie: nikotynizm, dow6z jodu, infekgje, stres
i leki immunomodulujace [25, 144].

Choroba Gravesa-Basedowa charakteryzuje sie
réznorodnym obrazem klinicznym, na ktéry skladajg
si¢ w réznym stopniu nasilone objawy ze strony
tarczycy, tkanek oczodotu, skéry przedgoleni oraz
dystalnych paliczkéw rak i stép [127, 192]. Charakte-
rystycznym objawem GD jest nadczynnosé tarczycy,
ktora jest wywolana przeciwcialami laczacymi sie
i stymulujacymi receptor dla tyreotropiny (ang. TSH-
R - thyroid stimulating hormone receptor), w wyniku
czego dochodzi do nadmiernej biosyntezy tyroksyny
i trijodotyroniny. W leczeniu chorych z GD najtrudniej-
szym problemem klinicznym nie jest jednak tyreotok-
sykoza, lecz objawy pozatarczycowe, a zwlaszcza
oftalmopatia (skrét z ang. TAO - thyroid-associated
ophthalmopathy) [13, 202]. Czestos¢ wystepowania TAO
u chorych z chorobg Gravesa-Basedowa jest trudna
do oceny, zaleznej od definicji zmian ocznych i od
wykonanych badari dodatkowych. Choé¢ za pomocg
czulych metod diagnostycznych (tomografia kompu-
terowa lub rezonans magnetyczny) pewne cechy
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oftalmopatii w postaci ,utajonej” mozna stwierdzi¢
u prawie wszystkich pacjentéw z GD, to tylko u ok.
25% chorych zmiany oczne przyjmuja posta¢ oftalmo-
patii naciekowo-obrzekowej [33, 93]. Objawy kliniczne
u tych chorych skladaja sie z nasilonego w réznym
stopniu zapalenia tkanek miekkich okotogatkowych,
wytrzeszczu lub zaburzen ruchomosci galek ocznych
i prowadza do znacznego pogorszenia jakosci zycia
chorych [52, 188]. U ok. 5% chorych z GD zmiany
oczne przyjmuja posta¢ orbitopatii zaawansowanej,
ktéra grozi utratq wzroku i trwalym inwalidztwem
[28, 129, 134, 162]. Brak leczenia przyczynowego
powoduje, iz w terapii chorych z ciezka oftalmo-
patia znajduja zastosowanie nieswoiste metody,
takie jak: leczenie kortykosteroidami, radioterapia
i zabiegi chirurgiczne dekompresji oczodotu, ktére sg
obarczone licznymi dzialaniami niepozadanymi [82,
103, 137, 201]. Niestety, wyniki tego leczenia sa czesto
niezadowalajace i po ustapieniu aktywnego okresu
choroby pacjenci wymagaja dalszego leczenia chirur-
gicznego majacego na celu korekcje ustawienia galek
ocznych lub usuniecie wytrzeszczu [13, 111, 118]. Inne
pozatarczycowe objawy GD, takie jak obrzek przed-
goleniowy lub akropatia wystepuja rzadko, zwykle
wspdlnie z ciezkq postaciag TAO [44].

Intensywne badania prowadzone na przestrzeni
ostatnich lat pozwolily lepiej zrozumie¢ patogeneze
oftalmopatii [9, 17, 118]. TAO jest obecnie uwazane
za autoimmunologiczne schorzenie zapalne miesni
ocznych i okologatkowej tkanki lacznej/tluszczowej.
Gléwne zmiany histopatologiczne stwierdzane
w tkankach pozagatkowych polegaja na nacieczeniu
przez komoérki jednojadrowe (gléwnie limfocyty T),
aktywacji fibroblastéw, akumulacji glikozaminogli-
kanéw oraz obrzeku [73, 131]. Szczegdlny zwiazek
pomiedzy tyreotoksykoza a oftalmopatia w chorobie
Gravesa-Basedowa moze byé wytlumaczony wyste-
powaniem wspdlnego autoantygenu, znajdujacego sie
w tarczycy i w tkankach pozagatkowych. Wiele badan
sugeruje, ze wspolnym antygenem moze by¢ receptor
dla TSH, znajdujacy si¢ na powierzchni subpopu-
lacgji fibroblastéw oczodolowych - preadipocytéw
(komérki posiadajace zdolnos¢ do réznicowania sie
w komorki tluszczowe) [9, 21]. Zapalenie w tkankach
oczodolowych moze by¢ inicjowane przez klony
autoreaktywnych limfocytéw T i przeciwciala skiero-
wanych przeciwko TSH-R [20]. W trakcie rozwoju
zapalenia odpowiedZ immunologiczna, zaréwno
komérkowa jak i humoralna, staje si¢ poliklonalna
ijest skierowana przeciwko biatkom tkankilacznej oraz
antygenom komorek miesniowych [18,19,92,125]. Rola
autoantygendéw tkanki tqcznej i miesni okoruchowych
w patogenezie zapalenia w TAO pozostaje nieznana
[57,126]. Pobudzone poprzez antygeny limfocyty
wydzielaja do srodowiska rézne cytokiny. W okresie
Laktywnym” zapalenia leukocyty wydzielaja gtéwnie
cytokiny z grupy Thl: czynnik martwicy nowotworu
(skrét z ang. TNF — tumor necrosis factor), interferon-y
(IFN-y), interleukine-la (IL-1a) i leukoreguling, ktére
sa odpowiedzialne za rozwdj odpowiedzi typu komor-
kowego [69, 106, 185]. Ponadto cytokiny te pobudzaja
fibroblasty do wydzielania glikozaminoglikanéw
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Rycina 1.
Patogeneza objawow klinicznych w oftalmopatii naciekowo-
obrzgkowej.
A. Naciek komdrek jednojgdrowych (limfocytéw T)
w migsniach okoruchowych.
B. W badaniu MR oczodotow stwierdza sig powigkszenie
objetosci (obrzgk) migsni okoruchowych oraz wytrzeszcz.
C. Objawy kliniczne zaawansowanej oftalmopatii.
Zdjecia opublikowano dzigki uprzejmosci dr J. Kiljariskiego
idrY. Hiromatsu.

Figure 1.

Pathogenesis of ocular signs in thyroid-associated

ophthalmopathy.

A. T-lymphocytes infiltration in eye muscles

B. MRI shows enlargement of eye muscles (oedema) and
proptosis

C. Clinical signs of severe ophthalmopathy

Kindly provided by dr J Kiliariski and dr Y. Hiromatsu

do macierzy pozakomoérkowej, co doprowadza do
obrzeku tkanek pozagatkowych [70]. U chorych z TAO
stwierdza si¢ réwniez rozplem tkanki tluszczowej [9,
21]. Skutkiem wzrostu objetosci tkanek pozagatko-
wych oraz nastepczego wzrostu cisnienia srédoczodo-
fowego jest postepujacy wytrzeszcz, obrzek spojéwek,
podwdéjne widzenie oraz pogorszenie ostrosci wzroku
(ryc. 1) [81]. W wigkszosci przypadkéw zapalenie
w oczodole ulega czeSciowej remisji. Mechanizmy
odpowiedzialne za ,wygasanie” zapalenia w tkankach

pozagatkowych sa niejasne. W péZniejszym okresie
choroby limfocyty wydzielajg gléwnie cytokiny
odpowiedzialne za rozwéj odpowiedzi typu humoral-
nego (cytokiny Th2): IL-4, IL-10 i IL-13 [5]. W trakcie
ustepowania zapalenia dochodzi do wiéknienia mie$ni
ocznych i tkanki tacznej okotogatkowej [98].

Pomimo znacznego postepu w rozumieniu patoge-
nezy oftalmopatii, jej rozwdj, przebieg i stopiert
zaawansowania sa nadal trudne do przewidzenia [13,
157]. Wczesniejsza identyfikacja chorych zagrozonych
nasilona postacia TAO jest istotna, gdyz skuteczna
(by¢ moze radykalna) terapia nadczynnosci tarczycy,
dokladna obserwagja i intensywne leczenie wczesnych
zmian ocznych moze znacznie zlagodzi¢ przebieg
oftalmopatii. Dotychczas najlepiej udokumentowany
jest zwiazek TAO z czynnikami Srodowiskowymi
i endogennymi, takimi jak: palenie papieroséw,
podeszly wiek, ple¢ meska, terapia radiojodem [33].
Najwieksza uwage przywiazuje sie do palenia papie-
roséw, poniewaz wykazano zwiazek pomiedzy iloscia
wypalanych papierosé6w a cigezkoscia oftalmopatii
i wynikami leczenia immunosupresyjnego [41, 59, 123].
Zawsze nalezy pouczy¢ pacjenta z GD o koniecznosci
bezwzglednego zaprzestania palenia tytoniu. Takie
postepowanie mozna uznaé za profilaktyke rozwoju
TAO, jak i leczenie wspomagajace klinicznie jawnej
oftalmopatii. Opisywane sa réwniez réznice rasowe
w TAO: ryzyko rozwoju oftalmopatii u chorych
z GD rasy bialej jest 6 razy wieksze w poréwnaniu
do chorych pochodzacych z Azji [167]. Zaawanso-
wana posta¢ orbitopatii jest rzadko obserwowana
u dzieci, podczas gdy znacznie czeSciej wystepuje
u 0s6b powyzej 50 roku zycia [135]. Ponadto, stosun-
kowo wiecej mezczyzn niz kobiet choruje na ciezka
oftalmopatie [135]. Nie wiadomo jednak, czy jest to
zwiazane z ich trybem zZycia (np. paleniem papiero-
s6w), czy z czynnikami genetycznymi predysponuja-
cymi mezczyzn do zmian ocznych. Metoda leczenia
nadczynnosci tarczycy moze réwniez wplywaé na
przebieg oftalmopatii. Obecnie uwaza sie, Ze leczenie
radiojodem nie predysponuje do rozwoju TAO, ale
moze pogorszy¢ przebieg juz istniejacej oftalmopatii
[12]. Leczenie zachowawcze tyreostatykami i leczenie
chirurgiczne nie wplywaja w istotny sposéb na rozwdj
oftalmopatii [112]. Istotne jest jednak osiagniecie
trwalej eutyreozy, gdyz zaréwno niedoczynnosc
tarczycy jak i nawrét nadczynnosci moga wplywac na
nasilenie dolegliwosci ze strony oczu [94, 157].

Wplyw czynnikéw genetycznych na rozwdj oftal-
mopatii pozostaje dotychczas niewyjasniony [22, 170,
174]. Najwiecej badan analizowalo zwigzek miedzy
allelami HLA oraz CTLA-4 a rozwojem oftalmopatii u
chorych z chorobg Gravesa-Basedowa. Niestety, wyniki
tych badan sg niejednoznaczne (tab. 9 i 10). Istnieja
pojedyncze doniesienia opisujace asocjacje miedzy
czasteczkami HLA-B8, HLA-DP2.1, HLA-DR3, HLA-
DR4, HLA-DR? oraz polimorfizmami genéw koduja-
cych: CTLA-4, receptor dla TSH, TNF, IFN-y, czasteczke
adhezji miedzykomoérkowej-1 (skrét z ang. ICAM -
intercellular adhesion molecule) a rozwojem lub stopniem
zaawansowania TAO [8, 50, 51, 89, 102, 152, 156, 175].
Wiyniki tych badari sugeruja, Ze testy genetyczne moga
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poméc w identyfikagji chorych zagrozonych rozwojem
klinicznie jawnej oftalmopatii. Niestety, wyniki powyz-
szych badari nie zostaly potwierdzone lub oczekuja na
potwierdzenie w innych populacjach [4, 6, 16, 91, 180,
189]. Ponadto wyniki badari analizujacych zwiazek
pomiedzy TAO 2z polimorfizmami innych genéw
immunoregulacyjnych kodujacych: faiicuchy ciezkie
immunoglobuliny G (IgG), receptor limfocytu T oraz
receptor dla interleukinyl — wskazywaly na brak
znamiennej asocjacji [36, 77, 122, 190].

Zatozenia i cel pracy

Objawy kliniczne oftalmopatii tarczycowej (TAO) sa
skutkiem zmian naciekowo-obrzekowych zlokalizo-
wanych w okotogatkowej tkance lacznej/tluszczowej
oraz w mieéniach okoruchowych (ryc. 1) [9, 17].
Choé¢ za pomoca czulych metod diagnostycznych
pewne cechy zapalenia mozna stwierdzi¢ u prawie
wszystkich pacjentéw z chorobg Gravesa-Basedowa
(GD), to tylko u 25% chorych rozwinie sie¢ klinicznie
s,jawna” oftalmopatia, ktéra moze wymagac inten-
sywnego leczenia [33]. Dotychczas czynniki wplywa-
jace na przebieg zapalenia w TAQO, a co za tym idzie
na rozwdj objawoéw klinicznych, pozostajg niejasne.
Podstawowym zaloZeniem tej pracy jest hipoteza,
ze zaréwno czynniki srodowiskowe jak i endogenne
- w tym czynniki genetyczne - warunkuja przebieg
zapalenia w tkankach pozagatkowych (ryc. 2).

Cho¢ istotna rola czynnikéw genetycznych w
etiologii choroby Gravesa-Basedowa jest udowodniona
na podstawie badan bliZniat, to wplyw czynnikéw
genetycznych na przebieg tej choroby, w tym na
rozwdj oftalmopatii, nadal budzi kontrowersje [22,
170, 174]. Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie

czynnikéw  genetycznych  predysponujacych do
rozwoju oftalmopatii u pacjentéw polskiego pocho-
dzenia z GD. W poszukiwaniu podloza genetycznego
TAO zastosowano metode analizy asocjacji z genami
,Jkandydujacymi” (ang. candidate gene association study),
ktére mogg potencjalnie bra¢ udzial w patogenezie tej
choroby. Wyboru genéw , kandydujacych” dokonano
na podstawie poprzednich wilasnych badan wskazu-
jacych, ze limfocyty T naciekajace tkanki pozagal-
kowe oraz cytokiny wydzielane w trakcie zapalenia
odgrywaja kluczowq role w patogenezie TAO [20, 70].
W badaniach in situ stwierdzono bowiem, Ze poziom
ekspresji mRNA dla czeéci zmiennych laricucha f
receptora limfocytéw T oraz cytokin byl zwiazany
z aktywnoscig i stopniem zaawansowania TAO [20,
69]. Wéréd badanych cytokin, poziom mRNA dla TNF
korelowal z powigkszeniem mieéni okoruchowych,
poziom mRNA dla interleukiny-6 (IL-6) korelowatl
z objetoscia tkanek pozagatkowych, zas podwyzszona
ekspresja cytokin Th2 byta charakterystyczna dla okresu
,wygasania” zapalenia w tkankach pozagatkowych.
Z uwagi na fakt, Zze nadmierna aktywnos¢ limfocytéow
T oraz produkcja cytokin moze by¢ uwarunkowana
genetycznie, badaniem objeto zaréwno polimorfizmy
genoéw nalezacych do uktadu HLA:
e czynnik martwicy nowotworu (TNF) -
polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (skrét
z ang. SNP - single nucleotide polymorphism) w
regionie promotora, w pozycjach: -1031 (zamiana
T na C, okresSlana dalej jako T-1031C), -863
(C-863A), -857 (C-857T), -308 (G-308A) i -238
(G-238A);
e lanicuch B czasteczki HLA-DR (HLA-DRB1);
jak i polimorfizmy genéw nie nalezacych do ukiadu
HLA:

Rycina 2.
Zatozenie  pracy:  czynniki  genetyczne,
srodowiskowe i endogenne wplywajg na rozwdj
i przebieg zapalenia autoimmunologicznego
w tkankach pozagatkowych w  oftalmopatii
tarczycowej.

Figure 2.

Hypothesis: Genetic, environmental and
endogenous factors influence the development
and the course of the autoimmune inflammation
in retrobulbar tissues in thyroid-associated
ophthalmopathy.
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e antygen-4 zwigzany z  limfocytem T
cytotoksycznym (CTLA-4): SNP w eksonie 1,
w pozydji 49 (A49G);

e interleukina-6 (IL-6) —- SNP w regionie promotora,
w pozydji -174 (G-174C);

e interleukina-13 (IL-13) - SNP w regionie
promotora, w pozycji -1112 (C-1112T) oraz w
eksonie 4, w pozycji 2044 (G2044A).

Ponizsza praca sklada si¢ z dwodch czesci.
W  pierwszym etapie, poréwnujac czestotliwosé
wystepowania wybranych polimorfizméw u chorych
i zdrowych ochotnikéw badano, czy wybrane czynniki
genetyczne sa zwigzane z podatnoscia na rozwdj
choroby Gravesa-Basedowa (ang. disease susceptibi-
lity gene). W nastepnym etapie analizowano rozklad
polimorfizméw u chorych z GD po podziale wedlug
Klinicznych objawéw oftalmopatii. W ten sposéb
badano, czy wybrane czynniki genetyczne modyfikuja
przebieg choroby GD (ang. disease-modifying gene),
wplywajac na rozwdj oftalmopatii.

Materiaty i metody

Grupy badane

Badaniem objeto 269 niespokrewnionych chorych
z chorobg Gravesa-Basedowa (GD) (209 kobiet, 60
mezczyzn) w wieku od 16 do 78 lat (mediana 43),
ktérzy pozostawali pod opieka Katedry i Kliniki
Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii Akademii
Medycznej w Warszawie. Rozpoznanie choroby
GD zostalo postawione na podstawie objawéw
nadczynnosci tarczycy potwierdzonych badaniami
hormonalnymi (TSH, fT4 i fT3), obecnosci przeciw-
cial przeciwko receptorowi dla tyreotropiny (TRAK
Lumitest, BR.A.HM.S Diagnostica GmbH, Niemcy),
typowego wola migzszowego i/lub badania scynty-
graficznego. Czas trwania choroby wynosil od 0.5
do 49 lat (Srednia + odchylenie standardowe, 3.8+5.9
lat). Zgodnie ze standardami Polskiego Towarzystwa
Endokrynologicznego, objawy oczne u pacjentéw z
GD byly oceniane wedlug klasyfikacji Amerykan-
skiego Towarzystwa Tyreologicznego (klasyfikacja

NOSPECS) przez endokrynologa i konsultujacego
okuliste [161, 194]. Na podstawie tej klasyfikacji,
chorych z GD podzielono na dwie grupy (tab. 1):

(i) GD z oftalmopatig tarczycowa (TAO) (n=108).
Chorych z wytrzeszczem (NOSPECS klasa III,
n=58), zaburzeniami funkcji mie$ni okoruchowych
(klasa IV, n=41), zajeciem rogéwki (klasa V, n=3)
oraz neuropatia (klasa VI, n=6) zakwalifikowano
do grupy klinicznie jawnej TAO.

(ii) GD bez Kklinicznie jawnej oftalmopatii (n=161).
Chorych bez objawéw oftalmopatii lub tylko
z oznakami oftalmopatii (zwanymi réwniez
objawami ocznymi lagodnymi, np. retrakcja
powiek) (NOSPECS klasy 0-I, n=131) oraz chorych
z zajeciem tkanek miekkich (klasa II, n=30)
zakwalifikowano do grupy GD bez klinicznie
ewidentnej oftalmopatii.

Zdrowi ochotnicy (n=248) zostali wybrani z grupy
honorowych dawcéw krwi, po wykluczeniu choréb
tarczycy lub innych choréb autoimmunologicznych.
Wywiad rodzinny ochotnikéw z grupy kontrolnej
byl réwniez negatywny w kierunku wymienio-
nych choréb. Projekt badani zostal zaakceptowany
przez Komisje Nadzoru nad Dokonywaniem Badarn
na Ludziach i Zwierzetach IMDiK PAN. Wszyscy
ochotnicy zostali poinformowani o charakterze badan
i wyrazili pisemna zgode na badania genetyczne.

Analiza polimorfizméw gené6w CTLA-4, IL-6, IL-13
oraz TNF

Genomowe DNA zostalo wyizolowane z pelnej krwi,
zgodnie z uprzednio opisana metoda [138]. W celu
powielenia fragmentu DNA o polimorficznej sekwencji
wykorzystano faricuchowa reakcje polimerazy (skrét z
ang. PCR — polymerase chain reaction) (tab. 2). Nastepnie
produkty reakcji PCR zostaly analizowane za pomoca
trawienia z enzymami restrykcyjnymi (skrét z ang.
RFLP - restriction fragment length polymorphism,
polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych),
badania konformacji pojedynczych nici DNA (skrét
z ang. SSCP — single strand conformation polymorphism)
lub hybrydyzacji ze znakowanymi sondami o specy-

Tabela 1. Charakterystyka kliniczna chorych z chorobg Gravesa- Basedowa (skrot z ang. GD — Graves’ disease) z oftalmopatig

oraz bez klinicznie jawnej oftalmopatii.

Table 1. Clinical characteristics of patients with Graves’ disease (GD) with ophthalmopathy and without clinically evident

ophthalmopathy.
GD bez oftalmopatii | GD z oftalmopatia “Wiek zachorowania na GD zostat
. . przedstawiony jako mediana [zakres].
E]}D‘l ‘/lnthOUth hC};’lDl with h **Informacje dotyczace palenia
op t( a 1’111601}))at y op t( a rlr:)()gf))at y papieroséw byly dostepne od 100
n= n= chorych z oftalmopatia tarczycowa
Mezczyzni / Male 35 (22%) 25 (23%) oraz 150 chorych z GD bez oftalmopatii.
Wiek zachorowania na GD (lata) * 37 [13-77] 43 [13-70] stest Manna-Whitneya P=0,002, btest x>
P=0,04, test x> P=0,0005
Age of onset of GD

Nikotynizm ** 58 (39%) 52 (52%) ® *Age of onset is presented as median
Cigarette smokers ’[*i?rr‘:fgoer]rhation concerning  cigarette
Leczenie nadczynnosci tarczycy: 77 (48%) 44 (41%) smoking were avai]ab]eg frori 100
Therapy for hyperthyroidism: patients  with  ophthalmopathy
antithyroid drugs and 150 patients with GD without

Radiojod / radioiodine 66 (41%) 34 (31%) Oﬁhthal‘;vnﬁﬁithyt' ¢ P=0,002. “test 42

N " “Mann-Whitney test P=0,002, "tes
Strumektomia / thyroidectomy 18 (11%) 30 (28%) < P=0,04, “test X%’:O,OOOS t

281




Polimofizmy w oftalmopatii Gravesa Bednarczuk T.

ficznej sekwengji (skrét z ang. SSOP — sequence specific  172]. Poprawno$é metod analizy polimorfizméw zostala
oligonucleotide probe) (ryc. 3A-3C) [23, 24, 27, 47, 54, 68, potwierdzona za pomoca sekwencjonowania DNA.

Tabela 2. Analiza polimorfizmdw gendw kodujgcych antygen-4 zwigzany z limfocytem T cytotoksycznym (CTLA-4), interleuking-
6 (IL-6), interleuking-13 (IL-13) oraz czynnik martwicy nowotworu (TNF).

Table 2. Analysis of cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4), interleukin-6 (IL-6), interleukin-13 (IL-13) and
tumor necrosis factor (TNF) genes polymorphisms.

Polimorfizm Warunki PCR / PCR conditions Analiza Pi$miennictwo
Polymorphism Startery / Primers °C*| MgCL Analysis Reference
CTLA-4: A49G 5-CCACGGCTTCCTTTCTCGTA-¥ 60 | 2mM RFLP [172]

5-AGTCTCACTCACCTTTGCAG-3 Enzym Bst711

IL-6: G-174C 5-TTGTCAAGACATGCCAAAGTGCT-3’ 60 | 2mM RFLP [47]

5-GCCTCAGACATCTCCAGTCC-3' Enzym Hsp92 11 *
IL-13: C-1112T 5-TCTGAGCGGGAATCCAGCAT-3 64 | 1.5mM SsCpP [24]
5-AATGAGTGCTGTGGAGGGCG-3
IL-13: G2044A 5-CTTCCGTGAGGACTGAATGAGACGGTC-3™ 63 | 2mM RFLP [54]
5-GCAAATAATGATGCTTTCGAAGTTTCAGTGGA-3 Enzym BspLI®
TNF 5-GCTTGTGTGTGTGTGTCTGG-3 55 | 1.5 mM S50P [68]
5-GGACACACAAGCATCAAGG-3’

PCR- reakcja taricuchowa polimerazy, RFLP- polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych, SSCP- polimorfizm konformacji pojedynczych
nici DNA, SSOP- sondy o specyficznej sekwendji. * Temperatura przylaczania starteréw, ** Podkreslone zasady zostaly zmienione aby powstato
miejsce restrykceyjne dla enzymu BspLI (NIalV); * Promega Corporation, Madison, USA; ® MBI Fermentas Inc., USA

PCR - polymerase chain reaction, RFLP - restriction fragment length polymorphism, SSCP - single strand conformational polymorphism,
SSOP - sequence-specific oligonucleotide probes, * annealing temperature, ** underlined nucleotides were modified to create a BspLI (NlalV)
restriction site; * Promega Corporation, Madison, USA; ®* MBI Fermentas Inc., USA

Rycina 3. Metody badania polimorfizméw gendw.
Figure 3. Different methods analysing gene polymorphisms.

A. Analiza polimorfizmu genu CTLA-4 (A49G) za pomoca trawienia z enzymami restrykcyjnymi (ang. RFLP- restriction
fragment length polymorphism) Linia 1- marker wielkosci DNA, Linia 2- genotyp G/G, Linia 3- genotyp A/G, Linia 4
genotyp A/A.

B. Badanie polimorfizmu promotora IL-13 (C-1112T) za pomoca analizy konformacji pojedynczych nici DNA (skrét z ang.
SSCP- single strand conformation polymorphismt).

C. Analiza polimorfizmu promotora TNF (G-308A) za pomoca hybrydyzacji ze znakowanymi sondami o specyficznej
sekwengji (skrét z ang. SSOP- sequence specific oligonucleotide probe). Punkty Bl- genotyp G/G, Punkty A3- genotyp G/A,
Punkty A2- genotyp A/A.

D. Typowanie alleli HLA-DRB1 metoda amplifikacji z uzyciem starteré6w o sekwencjach specyficznych dla poszczegélnych
alleli (ang. PCR-SSP - polymerase chain reaction with sequence specific primers). Specyficzne produkty otrzymano dla
mieszanin starteréw: 5, 6, 15, 16, 17, charakterystycznych dla alleli HLADRB1*03 i HLADRB1*11.
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Analiza alleli HLA-DRB1

Allele uktadu HLA-DRB1 typowano metoda namna-
zania PCR ze specyficznymi starterami (skrét z ang.
PCR-SSP - polymerase chain reaction with sequence
specific primers) uzywajac testu Dynal All Set SSP DR
(Dynal Biotech Ltd., Bromborough, Wielka Brytania)
(ryc. 3D) [26, 138]. Za pomocy tego testu typowano
grupy alleli HLA-DRB1, ktére zostaly oznaczone
wedlug obowigzujacego mianownictwa nastepuja-
cymi numerami: HLA-DRB1*01, *03, *04, *07, *08, *09,
*10, *11, *12, *13, *14, *151i *16 [114].

Analiza statystyczna

Rozklad alleli i genotypéw poréwnywano pomiedzy
badanymi grupami za pomoca testu chi-kwadrat — 2
(z poprawka Yatesa, jezeli to bylo zasadne) lub doktad-
nego testu Fishera, z uzyciem tablic 2x2. Poré6wnujac
czestodci  genotypéw  stosowano poprawke Bonfe-
roniego, mnozac uzyskang wartos¢ P przez liczbe
wykonanych poréwnan. Warto$¢ Pc (ang. corrected
P) ponizej <0.05 zostala uznana za statystycznie
znamienng. Dla oceny potencjalnego zwigzku przyczy-
nowo-skutkowego obliczano iloraz szans (skrét z ang.
OR - odds ratio), ktéry okresla ile razy czesciej stwierdza
sie chorobe u nosiciela cechy genetycznej niz u osoby
ktora jej nie odziedziczyla. lloraz szans >1 sugeruje,
Ze badany allel zwieksza ryzyko wystgpienia choroby,
za$ OR<1 sugeruje, ze badany allel zmniejsza ryzyko
wystapienia choroby (,,allel ochronny” — ang. protective
allel). OR obliczano wedlug metody Woolfa, a gdy jeden
element z tablicy 2x2 wynosit 0, stosowano wéwczas
wzor Haldana: OR=(2a+1)(2d+1)/(2b+1)(2c+1) [60, 196].
Kombinacje réznych alleli genu lub genéw z okreslonego
locus moga nie by¢ przypadkowe, gdyz niektdre allele

moga by¢ ze soba sprzezone (ang. linkage disequilibrium
- niezréwnowazenie sprzezeri). To nielosowe sprze-
zenie dwoch alleli badano metoda Mittala i wartosé t>2
wskazywata na znamienne niezréwnowazenie sprzezen
[119]. Prawdopodobny rozklad haplotypéw (grupa alleli
z okreslonego locus o Scistym sprzezeniu) promotora
TNF ustalono na podstawie wynikéw genotypowania,
uzywajac programu PHASE wersja 2.02 [164, 165]. Test
réwnowagi Hardy-Weinberga (ang. Hardy-Weinberg
equilibrium) wykonano za pomoca programu Arlequin
wersja 2.000. Zaburzenie réwnowagi Hardy-Weinberga
moze wskazywac miedzy innymi na biad selekcji w
badanej grupie (np. osoby réznych populacji) lub na
blad w metodzie analizy polimorfizmu [71]. W tej
pracy, rozklady genotypéw CTLA-4, IL-6, IL-13 oraz
TNF pozostawaly w zgodzie z réwnowaga Hardy-
Weinberga we wszystkich badanych grupach (P>0,05).
Do oceny statystycznej pozostatych wynikéw zastoso-
wano nieparametryczny, niesparowany test U Manna-
Whitneya.

Wyniki

Zwiazek miedzy polimorfizmami wybranych genéw
a rozwojem choroby Gravesa-Basedowa (GD)
Polimorfizmy genéw HILA: TNF oraz HLA-DR
Rozktad genotypéw TNF przedstawiono w tabeli 3.
Czestos¢ wystepowania genotypéw -308 A/A oraz
G/A byla znamiennie wigksza u chorych z GD w
poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami (P=0,0004,
Pc=0,006, OR=2,0). U chorych z GD stwierdzono
réwniez tendencje do zmniejszonej czestosci
wystepowania genotypow -238 A/A i G/A (P=0,018,
Pc=0,27, OR=0,4).

Tabela 3. Czgstos¢ wystegpowania genotypdw polimorfizmow promotora TNF u zdrowych osobnikéw i chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa (GD) z oftalmopatig oraz bez klinicznie jawnej oftalmopatii.

Table 3. Genotype frequencies of TNF promoter polymorphisms in healthy subjects and in patients with Graves’ disease (GD)

with or without ophthalmopathy.

Polimorfizm TNF | Genotypy | Zdrowi ochotnicy | GD- cala grupa GD bez oftalmopatii GD z oftalmopatia
TNF polymorphism | Genotype | Healthy subjects GD -total | GD - without ophthalmopathy | GC — with ophthalmopathy
(n=248) (n=228) (n=122) (n=106)
T-1031C c/C 5 (2.0%) 5 (2,2%) 4 (3.3%) 1 (0.9%)
T/C 76 (30.6%) 69 (30.3%) 39 (32.0%) 30 (28.3%)
T/T 167 (67.3%) 154 (67.5%) 79 (64.8%) 75 (70.8%)
C-863A A/A 5 (2.0%) 2 (0.9%) 1 (0.8%) 1(0.9%)
C/A 53 (21.4%) 63 (27.6%) 33 (27.0%) 30 (28.3%)
c/C 190 (76.6%) 163 (71.5%) 88 (72.1%) 75 (70.8%)
C-857T T/T 9 (3.6%) 2 (0.9%) 2 (1.6%) 0 (0%)
C/T 64 (25.8%) 61 (26.8%) 34 (27.9%) 27 (25.5%)
c/C 175 (70.6%) 165 (72.4%) 86 (70.5%) 79 (74.5%)
G-308A A/A 4 (1.6%) 10 (4.4%) 5 (4.1%) 5 (4.7%)
G/A 72 (29.0%) 96 (42.1%) 52 (42.6%) 44 (41.5%)
G/G 172 (69.4%) 122 (53.5%) * 65 (53.3%) 57 (53.8%)
G-238A A/A 1(0.4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
G/A 22 (8.9%) 8 (3.5%) 8 (6.6%) 0 (0%)
G/G 225 (90.7%) 220 (96.5%) ® 114 (93.4%) 106 (100%) <4

Wartosci P zostaly policzone za pomoca testu %2 lub testu Fishera i pomnozone (Pc) przez liczbe wykonanych poréwnari (n=15). OR- iloraz
szans. GD vs zdrowi ochotnicy: *P=0.0004, Pc=0.006, OR=2.0; *P=0.018, Pc=0.27, OR=0.4; GD z oftalmopatia vs GD bez oftalmopatii: “P=0.008,
Pc=0.12, OR=0.1; GD z oftalmopatig vs zdrowi ochotnicy: P=0.0003, Pc=0.0045, OR=0.05.

P values were calculated with the use of % test or Fisher’s exact probability test and corrected (Pc) for the number of tests performed (n=15).
OR- odds ratio. GD wvs healthy subjects: *P=0.0004, Pc=0.006, OR=2.0; *P=0.018, Pc=0.27, OR=0.4; GD with ophthalmopathy vs GD without
ophthalmopathy: <P=0.008, Pc=0.12, OR=0.1; GD with ophthalmopathy vs healthy subjects: P=0.0003, Pc=0.0045, OR=0.05.
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Czestosé wystepowania alleli HLA-DRBI przedsta-
wiono w tabeli 4. Stwierdzono silng asocjacje miedzy
allelami HLA-DRB1*03 a podatnoscia na rozwéj GD
(P=0,00001, Pc=0,0004, OR=29). Czestos¢ wyste-
powania pozostalych alleli HLA-DRB1 nie réznila
si¢ znamiennie (Pc>0,05) miedzy chorymi z GD
a zdrowymi ochotnikami.

Allel TNF -308A wystepuje w silnym niezréw-
nowazeniu sprzezen z haplotypem HLA A*01-
Cw*0701-B*0801-DRB1*0301-DQB1*0201 [195]. Aby
oceni¢ samodzielny wplyw alleli TNF i HLA-DR na
rozwdj choroby, z grupy GD i zdrowych ochotnikéw
wyodrebniono nosicieli (ang. carrier) alleli -308A oraz
DRB1*03 (tab. 5). Jedynie czestos¢ wystepowania
nosicieli posiadajacych zaréwno allel -308A jak
i DRB1*03 byla zwigkszona u chorych z GD w poréw-
naniu ze skontrolowanymi osobami zdrowymi. Liczba
0s6b posiadajacych jedynie allel -308A byla mniejsza w
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grupie GD w poréwnaniu z grupa kontrolng (OR=0,6).
Powyzsze wyniki sugeruja, ze zwigzek pomiedzy
polimorfizmem TNF G-308A a podatnoscigq na rozwdj
GD moze by¢ wtérny w stosunku do HLA-DRB1*03.

Polimorfizmy genéw CTLA-4, I1.-6 oraz I[.-13
Polimorfizm genu CTLA-4 A49G byl zwigzany ze

zwigkszona podatnoscia na rozwdj GD (tab. 6).
Czestos¢ wystepowania genotypéw CTLA-4 G/G
oraz A/G byla znamiennie wigksza w grupie GD
w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami (P=0,001,
Pc=0,012, OR=2,0). Nie stwierdzono znamiennych
asocjacji miedzy polimorfizmami genéw IL-6 (G-174C)
oraz IL-13 (C-1112T i G2044A) a rozwojem GD (tab.
6). W badanych grupach, allele genu IL-13: -1112T
i 2044A pozostawaly wzgledem siebie w niezréwno-
wazeniu sprzezen (test Mittala: GD - t=10,7; zdrowi
ochotnicy — t=7,8). Czestos¢ wystepowania haplotypu

Tabela 4. Czgstos¢ wystepowania alleli HLA-DRB1 u zdrowych osobnikéw i chorych z chorobg Gravesa-Basedowa (GD) z

oftalmopatig, oraz bez klinicznie jawnej oftalmopatii.*

Table 4. HLA-DRBI1 carrier frequencies in healthy subjects and in patients with Graves’ disease (GD) with or without

ophthalmopathy.
Zdrowi ochotnicy | GD- cata grupa | GD bez oftalmopatii | GD z oftalmopatig | ~ “W tabeli przedstawiono liczbe oscb
HLA-DRBI | Healthy subjects | GD - total GD - without GD with posiadajacych okreélone allele (ang,
(n=125) (n=228) ophthalmopathy ophthalmopathy Z OZ?;}%F thfz iiifgcf:)‘pomfcgsistu
(n=122) (n=106) ¥? lub testu Fishera i pomnozone
01 22 (17.6%) 30 (13.2%) 16 (13.1%) 14 (13.2%) (Pc) przez liczbe wykonanych
15 28 (22.4%) 60 (26.3%) 30 (24.6%) 30 (28.3%) }é(géwnzﬁ (n%39i{ ;)]1} ilOIgaé Sgggi
0, 0, o, o) vs zdrow1 ochotnicy: *P=0. ,
16 6(4.8 /Z) 20 (8.8%) 9(74 /Z) 11 (10.40/0) Pe=0.0004, OR=2.9; "P=0.033, Pc=1.0,
03 26 (20.8%) 98 (43.0%) @ 52 (42.6%) 46 (43.4%) OR=0.3; GD z oftalmopatia s zdrowi
04 27 (21.6%) 36 (15.8%) 16 (13.1%) 20 (18.9%) ochotnicy: P=0.044, Pc=1.0, OR=0.5
11 30 (24.0%) 62 (27.2%) 33 (27.0%) 29 (27.4%) *P values were calculated with
12 12 (9.6%) 8 (3.5%) ® 5 (4.1%) 3 (2.8%) the use of %? test or Fisher’s exact
13 38 (30.4%) 55 (24.1%) 35 (28.7%) 20 (18.9%) < grobébﬂify tgsf arfldt Cfrrecfid 0’2
or e number O ests perrorme
14 6 (4.8%) 12 (5.3%) 4 (3.3%) 8 (7.5%) (n=39). OR- odds ratio. GDpvs healthy
07 27 (21.6%) 37 (16.2%) 23 (18.9%) 14 (13.2%) subjects:  2P=0.00001, Pc=0.0004,
08 8 (6.4%) 17 (7.5%) 10 (8.2%) 7 (6.6%) 8g=2~9i1 "P;OHOL?, PC=}1~0, C})1R=10}.13;
o o o o wit] ophthalmopathy vs healthy
09 2 (1.6%) 3 (1.3%) 1 (0.8%) 2 (1.9%) subjects: P=0.044, Pc=1.0, OR=0.5.
10 1 (0.8%) 3 (1.3%) 2 (1.6%) 1 (0.9%)

Tabela 5. Czgstos¢ wystepowania alleli HLA-DRB1*03 oraz TNF-308A u zdrowych ochotnikéw oraz chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa (GD) z oftalmopatig oraz bez klinicznie jawnej oftalmopatii.

Table 5. Distribution of HLA-DRB1*03 and TNF-308A carriers in healthy subjects and patients with Graves’ disease (GD) with

or without ophthalmopathy.

Nosiciele* Zdrowi ochotnicy | GD - cata grupa | OR, | GD bez oftalmopatii | GD z oftalmopatig | OR,
Carriers* Healthy subjects GD - total GD - without GD - with
ophthalmopathy ophthalmopathy
HLA-DRB1*03 | TNF-308A (n=125) (n=228) (n=122) (n=106)
- - 79 (63.2%) 108 (474%) |05 56 (45.9%) 52 (49.1%) 11
+ - 5 (4.0%) 14 (6.1%) 1.6 9 (74%) 5 (4.7%) 0.6
- + 20 (16.0%) 22 (9.7%) 0.6 14 (11.5%) 8 (7.5%) 0.6
+ + 21 (16.8%) 84 (36.8%) 29° 43 (35.2%) 41 (38.7%) 12

* W tabeli przedstawiono liczbe 0séb (nosicieli) posiadajacych okreslone allele. Iloraz szans (skrét z ang. OR- odds ratio) zostal obliczony zgodnie
z metodgq Woolfa, poréwnujac GD vs zdrowi ochotnicy (OR,) oraz GD z oftalmopatiq vs GD bez oftalmopatii (OR,). Podane ponizej wartosci P
zostaty obliczone za pomoca testu x? lub testu Fishera: *P=0,004; "P=0,0001.
* The frequencies of subjects carrying the given allele are presented. Odds ratios (OR) were calculated according to Woolf’s method, comparing
GD- total vs healthy subjects (OR,) and GD with ophthalmopathy vs GD without ophthalmopathy (OR,). P values given below, were calculated
with the use of % test or Fisher’s exact probability test: *P=0.004; "P=0.0001.
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-1112T/2044A w GD (19%) nie r6znita sie znamiennie
w stosunku do zdrowych ochotnikéw (17%, P=0,5).
Rozklad genotypéw CTLA-4, IL-6 i IL-13 nie réznil
si¢ znamiennie pomiedzy kobietami a meZczyznami
w badanych grupach (wynikéw nie przedstawiono).

Zwiazek miedzy czynnikami $rodowiskowymi
i endogennymi a rozwojem oftalmopatii tarczycowej
(TAO)

Po podziale chorych z GD na podgrupy w zaleznosci
od zmian ocznych stwierdzono, ze wsréd chorych
z TAO bylo w istotnym stopniu wiecej palaczy papie-
roséw w poréwnaniu z chorymi z GD bez klinicznie
jawnej oftalmopatii (P=0,04, OR=1,7) (tab. 1). Ponadto
chorzy z TAO charakteryzowali sie péZniejszym
wiekiem zachorowania na GD (P=0,002). U chorych
bez oftalmopatii nadczynnosé tarczycy byla leczona
gléwnie tyreostatykami lub radiojodem, zas u chorych
z TAO nadczynnos¢ tarczycy byla znamiennie czesciej
leczona chirurgicznie (P=0,0005).

Zwiazek miedzy polimorfizmami wybranych genéw
a rozwojem oftalmopatii tarczycowej (TAO)
Polimorfizmy genéw HILA: TNF oraz HLA-DR

Po podziale chorych z GD na grupy w zaleznosci
od obecnosci Kklinicznych objawéw  oftalmopatii
stwierdzono znamienne réznice w wystepowaniu
polimorfizmu TNF G-238A (tab. 3). Wéréd chorych
z TAO nie stwierdzono wystepowania genotypéw
-238 A/A i G/A, co sugeruje, ze allel -238A moze
peni¢ role ochronng w rozwoju zmian ocznych
w GD (TAO wvs GD bez oftalmopatii: P=0,008,
Pc=0,12, OR=0,1; TAO vs zdrowi ochotnicy: P=0,0003,

Pc=0,0045, OR=0.05). Pozostale polimorfizmy TNF:
T-1031C, G-868A, C-857T i G-308A nie byly zwigzane
z rozwojem klinicznych objawéw oftalmopatii, nawet
po podziale chorych na podgrupy w zaleznosci od
plci, palenia papieroséw oraz wieku zachorowania na
GD (wynikéw nie przedstawiono). Nie stwierdzono
réwniez zwigzku pomiedzy stopniem zaawansowania
zmian ocznych a czestoscia wystepowania alleli TNF:
-1031C (NOSPECS klasy 0-I - 20%, klasa II - 19%, klasa
IIT - 19% i klasy IV-VI - 11%); -868A (14%, 19%, 19%,
11%); -857T (14%, 23%, 13% i 13%) oraz -308A (25%,
27%, 26% i 25%).

Na podstawie wynikéw genotypowania odtwo-
rzono prawdopodobne haplotypy promotora TNF
(tab. 7). We wszystkich badanych grupach, zmienno$¢
genetyczna promotora TNF mogla zosta¢ wyjasniona
poprzez wystepowanie 5-6 haplotypéw, ktére
w sumie byly odpowiedzialne za 99%-100% wszyst-
kich mozliwych haplotypéw. Czestos¢ wystepowania
haplotypéw TNF w grupie zdrowych ochotnikéw
byla podobna do opisanej ostatnio przez Zegginiego
et al. [140, 200]. Rozklad haplotypéw TNF réznil sie
u chorych z oftalmopatia w poréwnaniu z chorymi
z GD bez oftalmopatii (P=0,002) oraz w poréwnaniu
ze zdrowymi ochotnikami (P=0,004). U chorych z TAO
nie stwierdzono wystepowania haplotypu zawieraja-
cego allele -1031C i -238A (TAO vs GD bez oftalmopa-
tii: OR=0,07) oraz haplotypu zawierajacego tylko allel
-1031C (OR=0,1). Haplotyp zawierajacy jedynie allel
-1031C nie wystepowat réwniez u zdrowych dawcéw
i moze by¢ uznany jako ,specyficzny” dla nadczyn-
nosci tarczycy w przebiegu GD bez oftalmopatii.

Tabela 6. Czgstos¢ wystgpowania genotypdw polimorfizmdw gendw dla CTLA-4, IL-6 i IL-13 u zdrowych osobnikéw i chorych z
chorobg Gravesa-Basedowa (GD) z oftalmopatig oraz bez klinicznie jawnej oftalmopatii.

Table 6. Genotype frequencies of CTLA-4, IL-6 and IL-13 polymorphisms in healthy subjects and in patients with Graves’ disease

(GD) with or without ophthalmopathy.

Polimorfizm | Genotypy | Zdrowi ochotnicy | GD- cala grupa GD bez oftalmopatii GD z oftalmopatia
Polymorphism | Genotype | Healthy subjects GD - total | GD without ophthalmopathy | GD with ophthalmopathy
(n=152) (n=269)* (n=161)* (n=108)*
CTLA-4: A49G| G/G 23 (15.1%) 70 (26.0%) * 38 (23.6%) 32 (29.6%)
A/G 61 (40.1%) 121 (45.0%) 76 (47.2%) 45 (41.7%)
A/A 68 (44.7%) 78 (29.0%) 47 (29.2%) 31 (28.7%)
IL-6: G-174C Cc/C 21 (13.8%) 53 (19.7%) 31 (19.3%) 22 (20.4%)
G/C 83 (54.6%) 134 (49.8%) 83 (51.6%) 51 (47.2%)
G/G 48 (31.6%) 82 (30.5%) 47 (29.2%) 35 (32.4%)
IL-13: C-1112T T/T 14 (9.2%) 26 (10.2%) 13 (8.1%) 13 (13.8%)
C/T 53 (34.9%) 104 (40.9%) 67 (41.9%) 37 (39.4%)
Cc/C 85 (55.9%) 124 (48.8%) 80 (50.0%) 44 (46.8%)
IL-13: G2044A | A/A 8 (5.3%) 19 (7.5%) 11 (6.9%) 8 (8.5%)
G/A 54 (35.5%) 90 (35.4%) 56 (35.0%) 34 (36.2%)
G/G 90 (59.2%) 145 (57.1%) 93 (58.1%) 52 55.3%)

* Polimorfizmy genu dla IL-13 zostaly oznaczone u 254 chorych z chorobg Gravesa-Basedowa (160 chorych bez oftalmopatii i 94 chorych z
oftalmopatia). Wartosci P zostaly obliczone za pomoca testu y? lub testu Fishera i pomnozone (Pc) przez liczbe wykonanych poréwnan (n=12).
OR- iloraz szans. GD vs zdrowi ochotnicy: ®P=0,001, Pc=0,012, OR=2,0.
* IL-13 gene polymorphisms were analysed in 254 patients with GD (160 without ophthalmopathy and 94 with ophthalmopathy). P values were
calculated with the use of %2 test or Fisher’s exact probability test and corrected (Pc) for the number of tests performed (n=12). GD vs healthy
subjects: P=0.001, Pc=0.012, OR=2.0.

285




Polimofizmy w oftalmopatii Gravesa

Czestos¢ wystepowania alleli HLA-DRB1 nie
réznila sie znamiennie u chorych z TAO w poréw-
naniu z chorymi z GD bez oftalmopatii (tab. 4).
Czestos¢ wystepowania nosicieli alleli HLA-DRB1*03
oraz TNF-308A byla podobna w grupie TAO i GD
bez oftalmopatii (Tab. 5). W poprzednich pracach
opisano asocjacje allelu HLA-DRB1*07 z rozwojem
oftalmopatii tarczycowej [7, 43]. W tej pracy, liczba
0s6b z allelem DRB1*07 byla mniejsza w grupie TAO
w poréwnaniu z grupa zdrowych ochotnikéw, lecz
réznica ta nie byla statystycznie znamienna (P=0,08,
OR=0,5). Istnieja rowniez doniesienia sugerujace
niezréwnowazenie sprzezern miedzy allelami HLA-
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zwigzek polimorfizmu promotora TNF z oftalmopatia
byl zalezny od alleli HLA-DRB1*07, z grupy GD
i zdrowych ochotnikéw wyodrebniono nosicieli alleli -
238A oraz DRB1*07 (tab. 8). Liczba oséb posiadajacych
allel -238A bez allelu DRB1*07 [238A(+)/DRB1*07(-)]
byla znamiennie mniejsza w grupie TAO w poréw-
naniu z GD bez oftalmopatii (P=0,04, OR=0,1) oraz
ze zdrowymi ochotnikami (P=0,02, OR=0,1). Ponadto,
po wylaczeniu z analizy nosicieli alleli DRB1*07,
rozklad haplotypéw TNF nadal réznit sie u chorych
z TAO w poréwnaniu z GD bez oftlamopatii (P=0,012).
Powyzsze wyniki sugeruja, Ze asocjacja polimorfizmu
TNF G-238A z rozwojem TAO byla niezalezna od alleli

DRB1*07 i TNF -238A [29, 141]. Aby oceni¢, czy = HLA-DRB1*07.

Tabela 7. Czgstos¢ wystepowania haplotypow promotora TNF u zdrowych osobnikow i chorych z chorobg Gravesa-Basedowa
(GD) z oftalmopatiq Iub bez klinicznie jawnej oftalmopatii.

Table 7. TNF promoter haplotype frequencies in healthy subjects and in patients with Graves’ disease (GD) with or without
ophthalmopathy.

Haplotypy promotora TNF* Zdrowi ochotnicy | GD bez oftalmopatii GD GD z oftalmopatia OR, | OR,
TNF promoter haplotype Healthy subjects | without ophthalmopathy | Gd with ophthalmopathy
-1031 | -863 | -857 | -308 | -238 (n=248) (n=122) (n=106)
T C C G G 50.5% 39.8% 46.7% 09 |13
T C T G G 16.3% 15.6% 12.7% 0.7 | 0.8
T C C A G 15.6% 25.4% 25.5% 19 | 1.0
C A C G G 12.0% 14.3% 15.1% 13 | 1.1
C C C G A 4.6% 3.3% 0% 0.05 | 0.07
C C C G G 0% 1.6% 0% 10 | 0.1
SUMA 99% 100% 100%

* Pogrubienie wskazuje na rzadszy allel. Przedstawiono haplotypy ktére wystepuja z czestoscig >1%. Iloraz szans (skrét z ang. OR- odds ratio)
zostat obliczony zgodnie z metoda Woolfa (z modyfikacja Haldana, jezeli to byto zasadne), poréwnujac GD z oftalmopatig vs zdrowi ochotnicy
(OR)) oraz GD z oftalmopatig vs GD bez oftalmopatii (OR,). Wartoéci P podane nizej zostaly obliczone za pomoca testu nieparametrycznego
(ang. case-control permutation test), poréwnujac rozklad haplotypéw w GD z oftalmopatia vs zdrowi ochotnicy (P=0,004) i GD z oftalmopatia vs
GD bez oftalmopatii (P=0,002).

* Boldface indicates the less common allele. Only haplotypes which occurred with a frequency >1% in at least one studied group are shown.
Odds ratios (OR) were calculated according to Woolf’s method (with Haldane’s modification where appropriate), comparing GD with
ophthalmopathy vs healthy subjects (OR,) and GD with ophthalmopathy vs GD without ophthalmopathy (OR,). P values given below were
estimated using a case-control permutation test, comparing the distribution of TNF haplotypes in GD with ophthalmopathy vs healthy subjects
(P=0.004) and GD with ophthalmopathy vs GD without ophthalmopathy (P=0.002).

Tabela 8. Czgstos¢ wystgpowania alleli HLA-DRB1*07 i TNF-238A u zdrowych ochotnikdw i chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa (GD) z oftalmopatig lub bez klinicznie jawnej oftalmopatii.

Table 8. Distribution of HLA-DRB1*07 and TNF-238A carriers in healthy subjects and patients with Graves’ disease (GD) with
or without ophthalmopathy.

Nosiciele* Zdrowi ochotnicy GD bez oftalmopatii GD z oftalmopatia OR, | OR,
Carriers* Healthy subjects GD without GD with
ophthalmopathy ophthalmopathy
HLA-DRB1*07 | TNF-238A (n=125) (n=122) (n=106)
- - 92 (73.6%) 94 (77 .0%) 92 (86.8%) 242 | 20
+ - 23 (18.4%) 20 (16.4%) 14 (13.2%) 07 0.8
- + 6 (4.8%) 5 (4.1%) 0 (0%) 01° | 0.1¢
+ + 4 (3.2%) 3 (2.5%) 0 (0%) 01 | 02

* W tabeli przedstawiono liczbe oséb (nosicieli) posiadajacych okreslone allele. Iloraz szans (skrét z ang. OR- odds ratio) zostal obliczony
zgodnie z metodq Woolfa (z modyfikacja Haldana, jeZeli to bylo zasadne), poréwnujac GD z oftalmopatig vs zdrowi ochotnicy (OR)) oraz GD z
oftalmopatiq vs GD bez oftalmopatii (OR,). Podane ponizej wartosci P zostaly obliczone za pomoca testu y? lub testu Fishera: *P=0,01; *P=0,02;
P=0,04.

* The frequencies of subjects carrying the given allele are presented. Odds ratios (OR) were calculated according to Woolf’s method (with
Haldane’s modification where appropriate), comparing GD with ophthalmopathy vs healthy subjects (OR,) and GD with ophthalmopathy vs
GD without ophthalmopathy (OR,). P values given below, were calculated with the use of y* test or Fisher’s test: ®P=0.01; *P=0.02; ‘P=0.04.
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Polimorfizmy genéw CTLA-4, 11.-6 oraz I1.-13
U chorych z TAO nie stwierdzono znamiennie czest-

szego wystepowania polimorfizméw genéw CTLA-4
(A49G), IL-6 (G-174C) oraz IL-13 (C-1112T, G2044A)
(tab. 6). Z uwagi na mozliwe interakcje miedzy czynni-
kami genetycznymi i $rodowiskowymi, chorych
z TAO oraz chorych z GD bez oftlamopatii podzie-
lono na podgrupy w zaleznosci od pici, nikotynizmu
oraz wieku zachorowania na GD . W poszczegdlnych
grupach nie stwierdzono jednak znamiennej asocjacji
miedzy wybranymi czynnikami genetycznymi
a rozwojem oftalmopatii (wynikéw nie przedstawio-
no). Ponadto nie stwierdzono korelacji pomiedzy
stopniem zaawansowania zmian ocznych a czestoscia
wystepowania alleli: CTLA-4 49A (NOSPECS klasy 0-I:
46%, klasa II: 55%, klasa III: 56%, klasy IV-VI: 43%), IL-
6 -174C (45%, 45%, 50% i 38%), IL-13 -1112T (30%, 23%,
33% i 33%) oraz IL-13 2044A (25%, 20%, 26% i 28%).

Dyskusja

Wplyw wybranych czynnikéw genetycznych na
rozwoj choroby Gravesa-Basedowa.

Badania z ostatnich lat pozwolily znacznie lepiej
zrozumie¢ podloZze genetyczne choroby Gravesa-
Basedowa (GD), ktéra charakteryzuje sie wieloczyn-
nikowym modelem dziedziczenia (podobnie jak
inne choroby autoimmunologiczne) [32]. Badania
analizy sprzezen (ang. linkage analysis) prowadzone
przez rézne $wiatowe osrodki wykazaly, ze istnieje
wiele loci na réznych chromosomach zwigzanych
z GD, choroba Hashimoto lub autoimmunologicznymi
chorobami tarczycy [22, 170, 174]. Dotychczas opisane
loci wymagaja powtdrzenia wynikéw w niezaleznych
badaniach i dalszego scharakteryzowania. Do najlepiej
scharakteryzowanych  czynnikéw  genetycznych
predysponujacych do rozwoju GD w populacjach rasy
bialej naleza polimorfizmy genéw giéwnego ukiadu
zgodnosci tkankowej (HLA) oraz genu kodujacego
antygen-4 zwigzany z cytotoksycznym limfocytem
T (CTLA-4). Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze GD
jest chorobg heterogenng genetycznie — to znaczy,
Ze interakcje pomiedzy wieloma réznymi genami
o zmiennej penetracji moga wywotywacé predyspozycje
do rozwoju choroby. Ponadto, podloze genetyczne GD
moze sie r6zni¢ w poszczegdlnych rasach lub popula-
cjach [181]. Z tego powodu, w pierwszym etapie
tej pracy analizowano zwigzek miedzy polimorfi-
zmami wybranych genéw a rozwojem GD w polskiej
populacji, koncentrujac sie na uprzednio opisanych
genach podatnosci dla GD dla rasy biatej. Potwier-
dzenie asocjacji pomiedzy polimorfizmami genéw
HLA i CTLA-4 a podatnoscia na rozwdéj GD w badanej
grupie jest bardzo wazne, gdyz stanowi podstawe
do dalszych badant w celu poszukiwania czynnikéw
predysponujacych do rozwoju GD lub modyfikuja-
cych przebieg choroby i poréwnywania wynikéw
z innymi populacjami europejskimi.

Polimorfizm genéw ukladu HLA: TNF oraz HLA-DRB1
Gléwny uklad zgodnosci tkankowej (HLA)

(chromosom 6p21) sklada sie z ponad 100 genéw

i nalezy do najbardziej polimorficznych regionéw
ludzkiego genomu [90, 139]. Produkty genéw ukiadu
HLA mozna podzieli¢ na czasteczki klasy I (m.in.
HLA-A, -B, -C), czasteczki klasy II (m.in. HLA-DP,
-DQ, -DR) oraz czasteczki klasy III. Do czynnikéw
immunoreguluacych, nalezacych do czasteczek
klasy III, zalicza si¢ miedzy innymi: geny kodujace
skladowe dopelniacza, biatka szoku termicznego-70
(skrét z ang. HSP - heat shock protein), biatka transpor-
tujace peptydy do siateczki srédplazmatycznej (skrét
z ang. TAP - transporter associated with antigen
processing) oraz trzy cytokiny — czynnik martwicy
nowotworéw oraz limfotoksyny o i B.

Obecnos¢ pewnych czasteczek HLA jest zwigzana
ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia niektérych
choréb, w szczegélnosci o podlozu autoimmunolo-
gicznym [90]. Znaczaca role genéw HLA w rozwoju
GD potwierdzilo szereg badari i obecnie allele ukiadu
HLA Klasy Ii II, takie jak: A*01, B*0801, DRB1*0301,
DRB1*0304, DQA1*0501, uwazane sa za markery
podatnosci na GD dla populagji rasy bialej [4, 6, 35, 65,
136, 153, 191]. Najlepiej udowodniony jest zwigzek GD
z allelami DRB1*03, kodujacymi czasteczke HLA-DR3
(nazwa serologiczna) [7, 37, 48, 78, 113, 152]. Wzgledne
ryzyko zachorowania na GD u os6éb posiadajacych
czasteczke HLA-DR3 wynosi od 2,0 do 7,6, w zalez-
noséci od badanej populacji [170, 174]. Dotychczasowa
charakterystyka immunogenetyczna pacjentéw GD
polskiego pochodzenia, opierajaca si¢ gléwnie na
testach serologicznych, wykazata, Ze wsréd chorych
dominuja antygeny HLA-A1, -B8, -B15, -B35 i -Cw3
[56, 109]. Obecnie typowanie HLA oparte jest gléwnie
na metodach analizy DNA, ktére sa prostsze i doklad-
niejsze od analizy na poziomie biatka. W obecnej
pracy wykazano silng asocjacje miedzy allelami HLA-
DRB1*03 a podatnoscig na rozwéj GD. Iloraz szans
(OR) rozwoju choroby zwiazany z obecnoscia alleli
DRB1*03 wynosit 2,9 i byt zblizony do opisywanych
poprzednio w innych populacjach europejskich.

Pomimo, Ze asocjacje poszczegdlnych czaste-
czek HLA z choroba Gravesa-Basedowa sa dobrze
udokumentowane, mechanizmy odpowiedzialne
za te powigzania pozostaja nieznane [170, 174].
Podstawowa funkcja czasteczek HLA klasy I i II jest
wigzanie oraz prezentowanie antygendéw limfocytom
T, co warunkuje rozwdéj odpowiedzi immunologicz-
nej. Poszczegblne czasteczki HLA rézniag sie miedzy
soba czynno$ciowo, poniewaz wiaza rézne peptydy.
Istniejg prace sugerujace, ze zmiany w strukturze
pierwszorzedowej miejsca wigzacego antygen czaste-
czek HLA-DR moga mie¢ istotny wplyw na rodzaj
prezentowanego antygenu limfocytom T i na nasilenie
odpowiedzi immunologicznej, a w konsekwengji
moga zwieksza¢ (HLA-DR3) lub zmniejsza¢ (HLA-
DR7) ryzyko rozwoju GD [113]. Dotychczas nieroz-
wigzany pozostaje problem, czy same allele DRB1*03
zwigkszaja podatnosé na rozwdj GD, czy dopiero
rozszerzony haplotyp DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*02
wplywa w istotny sposéb na rozwdj GD [65, 78,
136]. Nalezy réwniez podkresli¢, ze w regionie HLA
wystepuje bardzo silne niezréwnowazenie sprzezen
(ang. linkage disequilibrium), powodujace, ze lezace
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blisko siebie allele sg dziedziczone wspdlnie, nawet
u 0s6b niespokrewnionych. W zwigzku z tym moze
mieé miejsce sytuacja, w ktdrej patogenny efekt moze
nie by¢ wywierany przez allel lub haplotyp HLA,
lecz przez produkt nieznanego, zlokalizowanego w
poblizu genu [158].

Jednym =z interesujacych kandydatéw na gen
predysponujacy do GD, zlokalizowanym w obrebie
ukladu HLA, jest gen kodujacy czynnik martwicy
nowotworéw (TNF). TNF jest jednym z gléwnych
mediatoréw zapalenia i odgrywa istotng role
w  patogenezie autoimmunologicznych  choréb
tarczycy [100, 184]. TNF nalezy do gléwnych cytokin
stymulujacych migracje leukocytéw z krwiobiegu
do miejsca toczacego sie¢ zapalenia, co dokonuje sie
poprzez indukcje ekspresji czasteczek adhezyjnych na
komorkach srédblonka [64]. Ponadto TNF ma réwniez
istotny wplyw na interakcje leukocytéw z tyreocytami
lub z fibroblastami oczodolowymi, poprzez indukgje
ekspresji czasteczek adhezyjnych oraz czasteczek HLA
klasy IiII [63, 192]. W badaniach in situ u pacjentéw
z GD stwierdzono wysokie stezenia mRNA dla TNF
w tarczycy i tkankach okologatkowych [69, 106, 185].
Fakt, ze produkcja i sekrecja TNF jest uwarunko-
wana genetycznie i jest zwigzana z antygenami HLA
klasy II, a zwlaszcza z DR3, dodatkowo potwierdzat
zalozenie, ze gen kodujacy TNF moze wplywaé na
rozwdj i przebieg choroby GD [79, 195].

W obecnej pracy analizowano pig¢ polimorfizméw
promotora genu dla TNF, ktére polegaja na zamianie
pojedynczych nukleotydéw w pozycjach: -238 od
miejsca rozpoczecia transkrypcji (zamiana G na A,
G-238A), -308 (G-308A), -857 (C-857T), -863 (C-863A)
i -1031 (T-1031C) [68]. Jedynie polimorfizm TNF
G-308A byl znamiennie zwigzany z podatnoscia na
rozwdéj GD (OR=2,0), potwierdzajac wyniki poprzed-
nich prac [78, 105]. Choé¢ TNF G-308A jest zwigzany
z rozwojem i przebiegiem wielu choréb zapalnych o
réznym podlozu, funkcja tego SNP w regulacji trans-
krypgji genu nie jest catkowicie wyjasniona [15, 116,
147, 187]. Wiele prac sugeruje, ze allel -308A zwigksza
produkcje TNF, lecz réwnie wiele prac nie mogto
potwierdzi¢ bezposredniej roli polimorfizmu G-308A
w regulagji transkrypcji genu [14, 38, 53, 61, 79, 86, 115,
195]. Te sprzeczne wyniki moga wskazywacd, ze nasza
wiedza na temat funkcji réznych regionéw promotora
TNF jest niepelna, a metody badania funkcji promo-
toréw in vitro sa wciaz niedoskonale [96]. Region
promotorowy genu dla TNF obejmuje sekwencje
docelowe dla wielu czynnikéw transkrypcyjnych,
miedzy innymi: AP-1 (ang. activating protein), AP-2,
NF-«B (ang. nuclear factor), NF-AT, STAT1 (ang. signal
transducers and activators of transcription) i SP-1 (ang.
specificity protein), co wskazuje na zlozonos¢ regulacji
ekspresji tego genu [166]. Ponadto, badania nad
polimorfizmem TNF G-308A sa bardzo utrudnione
z uwagi na silne niezréwnowazenie sprzezen z haplo-
typem HLA-A*01-B*0801-DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201, ktéry sam moze by¢ zwigzany
z podatnoscia na rozwdj choréb autoimmunologicz-
nych [195]. W celu uzyskania odpowiedzi na pytanie,
czy TNF G-308A stanowi dodatkowy, niezalezny
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czynnik podatnos$ci na rozwéj GD, w grupach chorych
z GD i zdrowych ochotnikéw wyodrebniono nosicieli
alleli HLA-DRB1*03 oraz TNF-308A. Wyniki tej analizy
sugeruja, ze asocjacja pomiedzy TNF G-308A i GD jest
wtérna w stosunku do DRB1*03, co potwierdza wyniki
pracy Hunta i wspétautoréw [78]. Z uwagi jednak na
malq liczbe o0s6b posiadajacych jedynie allel -308A
lub DRB1*03, konieczne jest ponowne wykonanie tej
analizy na znacznie wiekszych grupach chorych z GD
i zdrowych ochotnikéw [128].

Polimorfizm genu CTLA-4
Wsréd genéw nie nalezacych do kompleksu HLA,

najsilniejsze powigzanie znaleziono pomiedzy GD
a genem kodujacym antygen zwigzany z cytotok-
sycznym limfocytem T-4 (CTLA-4) [40, 66, 171, 173,
199]. Aktywacja limfocytu T wymaga nie tylko prezen-
tacji antygenu przez czasteczki HLA, ale réwniez
dodatkowych sygnaléw stymulujacych (kostymulato-
réow). Czasteczka CTLA-4 znajduje si¢ na powierzchni
aktywowanych limfocytéw T i posiada wlasciwosci
laczenia sie z czasteczka kostymulacyjng B7, znajdu-
jaca sie na komoérkach prezentujacych antygen. Zablo-
kowanie czasteczki B7 prowadzi do zahamowania
aktywagji limfocytéw T i do ich apoptozy [170, 174].
Zaburzenia funkcji CTLA-4 moga wiec prowadzic¢ do
nadmiernej odpowiedzi immunologicznej i rozpo-
czecia zjawisk autoagresji [99].

Gen kodujacy czasteczke CTLA-4 jest zlokalizo-
wany na chromosomie 2q33 i region ten zostal wpierw
opisany jako jeden z loci warunkujacych podatnosé na
rozwdj cukrzycy typu 1 (ang. insulin dependent diabetes
mellitus - IDDM locus 12) [171]. Dotychczas opisano
3 polimorfizmy genu CTLA-4: w regionie promotora
(C-318T), w eksonie 1 (A49G) oraz w eksonie 3 w
regionie nie ulegajacym translacji (w pozycji 106
polimorfizm powtérzert tandemowych (AT)) [170,
174]. Polimorfizmy genu CTLA-4 w exonie 1 oraz
w exonie 3 pozostaja wzgledem siebie w dodatnim
niezréwnowazeniu sprzezeni. Oba te polimorfizmy
sa prawdopodobnie funkcjonalne, gdyz polimor-
fizm A49G prowadzi do zamiany aminokwaséw
w czasteczce CTLA-4 (treonina na alanine), zas
polimorfizm w regionie 3’ moze mie¢ istotny wplyw
na stabilnos¢ mRNA i ekspresje biatka. Oba te polimor-
fizmy sg zwigzane z rozwojem i przebiegiem wielu
choréb autoimmunologicznych [40, 171]. Dodatkowo
badania in vitro sugeruja, Ze zamiana aminokwaséw
w czasteczce CTLA-4 (treonina na alanine) zaburza
proces apoptozy aktywowanych limfocytéw [99].
Jednakze ostatnie badania wskazuja na istnienie
jeszcze dodatkowych funkcjonalnych polimorfizméw
w obrebie genu CTLA-4 [171].

W tej pracy czestos¢ wystepowania allelu CTLA-
4 49G (OR=1,7) oraz genotypu G/G (OR=2,0) byly
znamiennie wieksze u chorych z GD w poréwnaniu
ze zdrowymi ochotnikami i byly podobne do opisy-
wanych w innych populacjach europejskich [4, 40, 172,
175]. Podobne wyniki uzyskano réwniez w zakladzie
prof. B. Jarzab, co dodatkowo potwierdzilo hipoteze,
ze CTLA-4 zwigksza podatnos¢ na rozwdj GD
w polskiej populagji [85].
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Wplyw czynnikéw srodowiskowych i endogennych
na rozwdj oftalmopatii tarczycowej

Zwiazek czynnikéw srodowiskowych i endogen-
nych z oftalmopatig tarczycowa jest dobrze udoku-
mentowany i takie czynniki jak: palenie papieroséw,
podeszlty wiek i ple¢ meska sq obecnie uznane za
czynniki predysponujace do rozwoju TAO [13, 41,
59, 123, 135]. W pracy tej potwierdzono negatywny
wplyw palenia papieroséw na rozwdj oftalmopatii
u pacjentéw z chorobg Gravesa-Basedowa. Chorzy
z TAO charakteryzowali si¢ réwniez starszym
wiekiem zachorowania na GD, lecz liczba mezZczyzn w
grupie TAO nie réznila si¢ znamiennie w poréwnaniu
z grupa GD bez klinicznie jawnej oftalmopatii. Podobne
wyniki uzyskano w opublikowanej ostatnio pracy
Allahabadia i wspétautoréw, co sugeruje ze wplyw
plci na rozw6j TAO wymaga obecnie potwierdzenia
w badaniach prospektywnych [4]. Z uwagi na fakt,
Ze terapia radiojodem moze nasilaé przebieg zmian
ocznych, nadczynnos¢ tarczycy u chorych z TAO byla
leczona gtéwnie chirurgicznie lub za pomoca tyreosta-
tykéw [12, 112, 160]. Celem zapobiezenia nasileniu
procesu zapalnego w oczodole, u chorych z oftalmo-
patia leczonych radiojodem stosowano prewencyjng
terapie prednizonem w dawce 0,5 mg/kg/d [83].

Wplyw wybranych czynnikéw genetycznych na
rozw6j oftalmopatii u chorych z choroba Gravesa-
Basedowa

Roéznorodnosé objawéw  klinicznych  choroby
Gravesa-Basedowa lokalizujacych sie w tarczycy,
tkankach oczodotu, skérze przedgoleni oraz dystal-
nych paliczkéw rak oraz stép moze sugerowad, ze
rézne czynniki genetyczne i Srodowiskowe modyfikujq
przebieg choroby [192]. Choé¢ podatnosé genetyczna
na rozwdj GD jest dobrze udokumentowana, wplyw
konkretnych czynnikéw genetycznych na fenotyp
choroby, w tym na rozwdj oftalmopatii, wciaz budzi
kontrowersje [22, 170, 174]. Dotychczas nie opubliko-
wano wynikéw badan bliZniat lub analizy sprzezeri
oceniajacych wplyw czynnikéw genetycznych na
rozwdj TAO. Analizy asocjacji oparte na badaniach
populacyjnych  (ang. population-based  association
study) lub badaniach przypadek-kontrola (ang. case-
control study) sa bardzo czulg metoda i dzieki nim
mozna wykry¢ czynniki genetyczne o matym efekcie
dziatania (ktére przyczyniaja si¢ w mniej niz 5% do
podloza genetycznego choroby) [170]. Nie mozna
jednak zapomnie¢ o obcigzeniu tych badari bledem
selekgji i uzyskania falszywych asocjacji. Niestety,
istnieje niewiele badan asocjacji, ktére sg zaplano-
wane prawidlowo aby analizowac zwigzek pomiedzy
czynnikami genetycznymi a rozwojem oftalmopatii
u chorych z GD. Prace te obejmowaly czesto niezbyt
liczng i niedokladnie scharakteryzowang klinicznie
(brak danych na temat stopnia zaawansowania zmian
ocznych oraz czasu trwania GD) grupe chorych
z TAO. Najwazniejszym jednak problemem jest brak
powszechnie ustalonej definicji ,klinicznie jawnej”
oftalmopatii. Tak wiec, poréwnywanie wynikéw
dotychczasowych badan oraz wycigganie wnioskéw
na temat podloza genetycznego TAO jest bardzo

trudne lub wrecz niemozliwe. Po to by méc ocenic¢
wplyw czynnikéw genetycznych na przebieg choroby,
konieczne sa dalsze badania obejmujace duze grupy
dobrze scharakteryzowanych chorych.

W tej pracy zalozono, ze wytrzeszcz jest specyficz-
nym, obiektywnym i latwym do pomiaru objawem
Klinicznym TAO. Lagodne objawy oczne (np. retracja
powiek) moga nie by¢ spowodowane autoimmuno-
logicznym zapaleniem tkanek pozagalkowych, lecz
nadmierng stymulacjg uktadu wspétczulnego [33]. Choé
objawy ze strony tkanek miekkich moga by¢ bardzo
nasilone u chorych z TAO, brak jest obiektywnych
i powtarzalnych metod pomiaru tych objawéw [39].
Z tego powodu w ostatnio opublikowanych pracach
poswieconych genetyce TAO, wytrzeszcz zostat uznany
za kryterium rozpoznania , klinicznie ewidentnej” oftal-
mopatii [4, 172, 175]. Grupa chorych z klinicznie jawna
oftalmopatia obejmowala ponad 100 chorych i tylko w
nielicznych badaniach grupy TAO (NOSPECS klasa III
i wyzej) byly réwnie liczne (tab. 10).

Polimorfizm genéw ukladu HLA: TNF oraz HLA-DRB1
Cho¢ badania sprzezenia i/lub asocjacji wskazuja, ze
region HLA wplywa na podatnosé na rozwdj choroby
Gravesa-Basedowa w populacjach rasy bialej, to
wplyw okreslonych genéw na przebieg choroby, w
tym na rozwdj oftalmopatii, pozostaje nieznany (tab.
9). W ostatnich latach ukazaly si¢ badania sugerujace,
ze allele/haplotypy TNF moga by¢ odpowiedzialne
za szczegllne objawy i postacie choréb o podlozu
zaburzeni immunologicznych, takich jak: wrzodziejace
zapalenia jelita grubego, reumatoidalne zapalenie
stawéw, twardzina uogdlniona i astma [1, 151, 154,
200]. W tej pracy stwierdzono, ze rozklad haplotypéw
promotora TNF réznit si¢ znamiennie u chorych
z TAO i u chorych z GD bez oftalmopatii. Wynik ten
sugeruje, ze geny ukladu HLA moga wplywaé na
fenotyp choroby GD. Najbardziej znamienne réznice
dotyczyly haplotypu zawierajacego allele TNF -1031C
oraz -238A, ktéry nie wystepowal u chorych z TAO.
Haplotyp zawierajacy jedynie allel -1031C byt za to
,specyficzny” dla nadczynnosci tarczycy w przebiegu
GD bez klinicznie jawnych zmian ocznych. Ponadto,
u chorych z TAO nie stwierdzono wystepowania
genotypéw TNF -238 A/A oraz G/A. Powyzsze
wyniki sugeruja, ze allel -238A lub allel bedacy
W niezréwnowazeniu sprzezeri, moga modyfikowaé
przebieg choroby GD. Genotypy TNF -238A/A i G/A
sa zwigzane z ,lagodniejszym” przebiegiem GD bez
oftalmopatii.

W badaniach polimorfizméw genetycznych nalezy
zwrécié uwage na dwa kryteria wiarygodnosci
i znaczenia biologicznego uzyskanych wynikéw.
Pierwsze z mnich oparte jest na powtarzalnosci
wynikéw asocjacji genetycznych, potwierdzanych
w réznych laboratoriach i jesli to mozliwe — w r6znych
populacjach. Polimorfizm TNF G-238A nie byt dotych-
czas badany w GD, ale zostal powigzany z rozwojem
i/lub przebiegiem innych choréb autoimmunologicz-
nych [29, 31, 42, 74, 200, 204]. Bardzo interesujace sg
wyniki dwéch niezaleznych badan, ktére wykazaty,
ze chorzy z reumatoidalnym zapaleniem stawdéw
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z genotypami -238 A/A i G/A charakteryzowali sie
lagodniejszym przebiegiem choroby [31, 42]. Tak
wiec, polimorfizm TNF G-238A méglby modyfikowaé
przebieg niektérych choréb autoimmunologicznych,
takich jak reumatoidalne zapalenie stawéw i choroba
Gravesa-Basedowa. Konieczne jest jednak powtd-
rzenie wynikéw asocjacji TNF G-238A z przebiegiem
GD w innej, dobrze scharakteryzowanej populacii.
Drugie kryterium wiarygodnosci oparte jest na
analizie funkcji badanego polimorfizmu. Polimorfizmy
funkcjonalne zlokalizowane w eksonach zmieniaja
sekwencje lub ekspresje kodowanego przez dany
gen bialka. Niestety, analiza funkcji polimorfizméw
zlokalizowanych w regionach regulatorowych genéw
jest bardzo trudna. Dotychczasowe metody badania
funkcji promotoréw nie uwzgledniajg czesto naturalnej
struktury chromatyny oraz wystepowania haplotypow
[96]. Wyniki badan in vitro analizujace funkcje allelu
TNF-238A sa niejednoznaczne, gdyz tylko w niektd-
rych liniach komérkowych stwierdzono jego wplyw
na poziom transkrypcji genu [14, 38, 49, 88, 141].
Badania te sugerowatly, ze allel -238A jest zwiazany
ze zmniejszong produkcja TNF, co mogloby ttumaczy¢
ochronny wplyw tego allelu na przebieg zapalenia
w oczodole i rozwéj klinicznych objawéw oftalmo-
patii. Cho¢ funkcja promotora TNF nie jest w pelni
poznana, polimorfizm G-238A moze pozostac istotnym
markerem genetycznym przebiegu GD i rozwoju oftal-
mopatii, ktéry jest sprzezony z innymi funkcjonalnymi
polimorfizmami w obrebie HLA [178].

Zwiazek pomiedzy allelami HLA-DRBI a rozwojem
TAO jest niejednoznaczny (tab. 9). Czestos¢ wyste-
powania czasteczki HLA-DR3 u chorych z TAO
opisana byla w literaturze jako zmniejszona, zwiek-
szona lub niezmieniona w stosunku do chorych z GD
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bez oftalmopatii [4, 34, 50, 91, 152, 190]. W tej pracy,
czestos¢ wystepowania alleli HLA-DRB1*03 oraz
TNF-308A byla prawie identyczna u chorych z TAO
i chorych z GD bez oftalmopatii, co sugeruje Ze allele te
nie wplywaja na rozwdj klinicznych zmian ocznych u
chorych z choroba Gravesa-Basedowa. W tej pracy nie
potwierdzono réwniez asocjacji miedzy wystepowa-
niem allelu HLA-DRB1*04 a rozwojem TAO [51, 176].
Allel HLA-DRY jest ,allelem ochronnym” w chorobie
Gravesa-Basedowa [35, 113]. Zmniejszona czestosé
tego allelu opisywano zwlaszcza u chorych z dziecieca
postaciq GD i u chorych z TAO [7, 43, 107]. W tej pracy
stwierdzono tendencje do zmniejszonej czestosci wyste-
powania allelu HLA-DRB1*07 u chorych z oftalmopatia
tarczycowa w stosunku do zdrowych ochotnikéw.
Z uwagi na opisywane niezréwnowazenie sprzezen
miedzy allelami TNF -238A i HLA-DRB1*07, wykonano
analize w celu stwierdzenia, czy zwigzek TNF G-238A
z TAO jest zalezny od czasteczki DR7 [29, 141]. Wyniki
tej analizy nalezy interpretowac ostroznie z uwagi na
malq liczbe nosicieli alleli TNF -238A i HLA-DRB1*07
w badanych grupach. Sugeruja one, ze wptyw TNF G-
238A na rozwdj klinicznych objawéw oftalmopatii nie
zalezal od allelu DRB1*07.

W naszej poprzedniej pracy stwierdziliSmy, ze
polimorfizmy TNF T-1031C oraz G-863A byly zwigzanie
Z rozwojem oraz stopniem zaawansowania oftalmopatii
u chorych z GD w populagji japoriskiej [89]. W populagji
tej nie stwierdzono zwiazku pomiedzy polimorfizmami
TNF G-308A oraz G-238A a podatnosciq na rozwéj GD
lub TAO. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze czestosé
wystepowania alleli TNF réznila si¢ w obu badanych
populacjach —allele -308A i -238 A wystepowaly znacznie
czesciej w populacji polskiej niz japoriskiej. Tak wiec te
na pozor sprzeczne wyniki moga by¢ wytlumaczone

Tabela 9. Badania asocjacji migdzy allelami genow uktadu HLA a rozwojem oftalmopatii u chorych z chorobg Gravesa-Basedowa

w populacjach rasy biatej.

Table 9. Studies analysing the association of human leukocyte antigen (HLA) alleles with the development of ophthalmopathy in

white patients with Graves’ disease.

Allele*** OR | Populagja [Pismiennictwo] * W tabeli przedstawiono tylko
Population [Reference] grupy alleli kidre byly znamiennie
HLA Klasa I | HLA-A NS | Anglia [91], Dania [16], rcryeowey. o RO
HLA class 1 Holandia [176] * W nawiasach przedstawiono
HLA-B NS Anglia [91], Dania [16], nazwy  serologiczne  czasteczek
Holandia [176] HLA [114]. OR - (ang. odds ratio)
B*08 (B8) OR>1 Wegry [50,163] gozaz sans, OR>1 ksugeruie, ie
- - adany allel zwieksza ryzyko
HLA-C NS | Dania [16], Holandia [176], wystapienia choroby, za§ OR<1
Wegry [163] sugeruje, ze badany allel zmniejsza
HLA klasa II | HLA-DP | DPB1*0201 (DPB2.1) | OR<1 Anglia [191] ryzyko wystgpienia choroby (,allel
HLA class II ochronny”). NS - (ang. not significant)
HLA-DQ NS | Anglia [191], Holandia [176] brak. _ znamiennej  statystycznie
asocjacji. LTa - limfotoksyna o .
HLA-DR NS Anglia [4,91,190], USA [180] * Only groups of alleles which were
DRB1*03 (DR3) |OR>1| Niemcy [152], Wegry [50] significantly ~associated with the
development of ophthalmopathy are
DRB1*03 (DR3) | OR<1 Wiochy [34] presented in the table.
DRB1*04 (DR4) OR<1 | Kanada [51], Holandia [176] ** The serological nomenclature of the
- - HLA system are presented in brackets
DRBI*07 (DR7) OR<1 Niemey [7] [114]. OR>1 - susceptibility allele;
DRB3*01 (DR52) | OR>1 Niemcy [30] OR < 1 - protective allele. NS - not
HLA Klasa Ill | LT NS Niemcy i Anglia [7] significant. LTo. - lymphotoxin o
HLA class II
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tym, Ze na rozwdj i przebieg choroby GD w réznych
populacjach wplywaja rézne czynniki genetyczne [181].
Jednakze obie prace wskazuja na zwigzek pomiedzy
regionem TNF a rozwojem oftalmopatii, potwierdzajac
znaczaca role tej cytokiny w patogenezie zapalenia
w tkankach pozagatkowych. Mozna wiec przypusz-
czaé, ze terapia biologiczna anty-TNF moze okazad sie
skuteczna w leczeniu TAO, podobnie jak reumatoidal-
nego zapalenia stawéw.

Polimorfizm genu CTLA-4

Istniejq prace sugerujace, Ze polimorfizm genu koduja-
cego czasteczke CTLA-4 w eksonie 1 (A49G) wplywa na
przebieg nadczynnosci tarczycy w przebiegu choroby
Gravesa-Basedowa. Opisano bowiem asocjacje pomiedzy
allelem CTLA-4 49G a steZeniem tyroksyny lub mianem
przeciwcial przeciwtarczycowych (przeciwciala
przeciwko peroksydazie tarczycowej i tyreoglobulinie)
[66, 199]. Ponadto u chorych z GD w populacjach azjatyc-
kich, czestos¢ wystepowania remisji immunologicznej
(niewykrywalnych przeciwcial przeciwko receptorowi
dla TSH) oraz remisji klinicznej po terapii tyreostaty-
kami byla znamiennie mniejsza u chorych z genotypem
49G/G w poréwnaniu do chorych z genotypem A/A

[95,186]. Zwiazek polimorfizmu CTLA-4 ze skuteczno-
Scig leczenia farmakologicznego nadczynnosci tarczycy
oczekuje obecnie na potwierdzenie w badaniach obejmu-
jacych populacje rasy biatej.

Wiele kontrowersji wywotlaly badania dotyczace
zwiazku polimorfizmu genu CTLA-4 A49G z
rozwojem oftalmopatii tarczycowej (tab. 10). W pracy
Vaidya i wspélautoréw stwierdzono, Ze genotypy
49G/G i A/G byly zwiazane z wystapieniem
klinicznie jawnej oftalmopatii i ze stopniem zaawan-
sowania zmian ocznych u chorych z GD w populagji
z Wielkiej Brytanii [172]. Ten sam zesp6t badaczy
potwierdzil swoje wyniki w kolejnej pracy, analizujac
wieksza grupe chorych z GD [175]. Wyniki tych badan
sugerowaly uzycie testu genetycznego w celu oceny
ryzyka rozwoju TAO u chorych z GD. Niestety, wiele
prac z réznych osrodkéw na s$wiecie, w tym réwniez
z Wielkiej Brytanii, nie potwierdzilo znamiennej
asocjacji pomiedzy polimorfizmem genu CTLA-4 A49G
a oftalmopatia [4, 6, 34, 132, 180, 199]. W obecnej pracy,
czestos¢ wystepowania genotypéw 49G/G i A/G nie
réznila sie znamiennie u chorych z TAO w poréwnaniu
do chorych z GD bez oftalmopatii. Ponadto allel 49G
nie korelowal z ciezkosciag zmian ocznych, sugerujac

Tabelf‘ 10. o ) Populacja [Pismiennictwo] Grupy badane Genotypy P=
Badania asocjacyt migdzy Population [Reference] Studied subjects Genotypes
polimorfizmem  genu CTLA-4 AA | AG | GG
(A49G) a rozwojem oftalmopatii Niemcy [6] TAO (n=135) 4% | 76%* NS

tarczycowej (TAO) u chorych z

_ GD bez oftalmopatii 24% | 76%*
chorobg Gravesa-Basedowa (GD). GD without ophtalmopathy
Table 10. (n=124)
Studies analysing the | Anglia — Newcastle upon Tyne TAO (n=94) 22% | 53% | 24% | 0.012

association of CTLA-4 (A49G)
gene polymorphism  with  the

development of ophthalmopathy
in patients with Graves’ disease

[172] GD bez oftalmopatii 40% | 43% | 17%
GD without ophtalmopathy
(n=94)
Wiochy [34] TAO (n=54) 78%** | 22% | NS

(GD).

GD bez oftalmopatii 87%** | 13%
GD without ophtalmopathy

(n=38)

Korea [132]

TAO (n=26) 4% |38% | 58% | NS

GD bez oftalmopatii 6% |32% | 62%
GD without ophtalmopathy
(n=47)

USA [180]

TAO (n=85) 31% | 49% | 20% | NS

GD bez oftalmopatii 31% | 48% | 21%
GD without ophtalmopathy
(n=52)

Anglia — Birmingham [4]

TAO (n=161) 33% | 51% | 16% | NS

GD bez oftalmopatii 26% | 56% | 19%
GD without ophtalmopathy

W pracach analizowano wspdlnie
genotypy *AG+GG lub *AA+AG.

NS - (ang. not significant) brak
znamiennej statystycznie asocjagji.

Genotypes *AG+GG or **AA+AG
were analysed together. NS — not
significant.

(n=323)
Stowacja [199] TAO (n=33) 33% |  67%* NS
GD bez oftalmopatii 41% |  59%*
GD without ophtalmopathy
(n=34)
Japonia [23] TAO (n=99) 12% | 41% | 46% | NS
GD bez oftalmopatii 7% | 45% | 48%
GD without ophtalmopathy
(n=220)
Anglia - Newcastle upon Tyne TAO (n=129) 21% | 48% | 31% | 0.006
[175] GD bez oftalmopatii 35% | 45% | 20%
GD without ophtalmopathy
(n=172)
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ze polimorfizm genu CTLA-4 nie odgrywa istotnej
roli w rozwoju oftalmopatii. Powyzsze wyniki oraz
niemozno$¢ powtdrzenia wynikéw grupy badaczy
z Newcastle przez rézne osrodki wskazuje, ze jest
malo prawdopodobne, aby analiza polimorfizmu
CTLA-4 A49G okazala si¢ przydatna w identyfikacji
nowych czynnikéw predysponujacych do TAO.

Polimorfizm genu I1.-6
Istnieje szereg dowodéw swiadczacych, ze interleukina

6 (IL-6) moze odgrywacd istotng role w patogenezie
TAO: (i) w badaniach in situ stwierdzono, ze ekspresja
mRNA dla IL-6 w tkankach pozagatkowych od chorych
z TAO koreluje z aktywnoscig choroby oraz z objeto-
Scig tkanek pozagatkowych; (ii) w surowicy chorych
z TAO stwierdza sie podwyzZszone stezenie tej cytokiny;
(iii) w badaniach in wvitro IL-6 stymuluje ekspresje
potengjalnego autoantygenu- receptora dla TSH na
fibroblastach oczodotowych [69, 87, 121, 124, 149, 185].
Nadmierna produkcja IL-6 u chorych z oftalmopatiq
moze wynika¢ z nadmiaru czynnikéw stymulujacych
i/lub genetycznie uwarunkowanych réznic w kontroli
ekspresji genu dla IL-6. Istnieja prace sugerujace,
ze polimorfizmy promotora genu IL-6, a zwlaszcza
polimorfizm w pozydji -174 (G-174C), moga wplywac
na poziom ekspresji genu. W badaniach in vitro i in vivo
wykazano, ze allel -174C charakteryzuje si¢ zmniej-
szong produkcjg IL-6 [47, 168]. Ponadto polimorfizm
promotora genu dla IL-6 G-174C jest zwigzany ze
zwiekszong podatnosciq na rozwdj réznych, przewle-
ktych choréb zaleznych od IL-6, miedzy innymi:
osteoporozy, choroby wiericowej, cukrzycy typu 2
i choréb autoimmunologicznych [45-47, 75, 76, 80,
104, 133, 182, 183]. Na tej podstawie sformulowano
zalozenie obecnej pracy, ze polimorfizm IL-6 (G-174C)
moze odgrywac wazna role w patogenezie TAO.

Czestos¢ wystepowania allelu -174C u zdrowych
ochotnikéw w populacji polskiej byla zblizona do
czestosci uprzednio opisywanych w innych grupach
kontrolnych rasy bialej (od 40% do 44%) [47, 76,
130, 142]. U chorych z choroba Gravesa-Basedowa
nie stwierdzono zmniejszonej czestosci wystepo-
wania genotypéw -174C/C i G/C w poréwnaniu ze
zdrowymi ochotnikami, jak to uprzednio opisano
w innych chorobach autoimmunologicznych. Brak
znamiennej asocjacji G-174C z podatnoscia na rozwdj
GD wykazano réwniez w populagji z Wielkiej Brytanii
[77]. Po podziale chorych w zaleznosci od zmian
ocznych stwierdzono, ze rozklad genotypéw -174C/C
i G/C byl réwnomierny u chorych z TAO i chorych
z GD bez oftalmopatii. Nie stwierdzono réwniez
korelacji pomiedzy czestoscia wystepowania allelu -
174C a stopniem zaawansowania zmian ocznych [27].
Powyzsze wyniki sugeruja, Ze polimorfizm promotora
genu IL-6 (G-174C) nie wplywa na rozwdj i przebieg
choroby Gravesa-Basedowa.

Polimorfizmy genu I1.-13

Immunoglobuliny klasy E (IgE) sa gléwnymi media-
torami reakcji allergicznych. W badaniach klinicz-
nych stwierdzono jednak, ze podwyzZszone stezenie
IgE wystepuje réwniez u ok. 30-40% chorych z GD
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i jest zwigzane z rozwojem oftalmopatii oraz gorsza
odpowiedzig na leczenie farmakologiczne nadczyn-
nosci tarczycy [97, 120, 150, 198, 203]. Cho¢ przeciw-
ciala przeciwtarczycowe naleza gléwnie do klasy IgG,
w autoimmunologicznych chorobach tarczycy stwier-
dzono przeciwciala przeciwko peroksydazie tarczy-
cowej i receptorowi dla TSH w klasie IgE [58,117].
Ponadto przeciwciala klasy IgE oraz komorki tuczne
stwierdzono in situ w tarczycy i tkankach pozagal-
kowych, co sugeruje, Ze moga one odgrywac istotng
role w zapaleniu autoimmunologicznym w chorobie
Gravesa-Basedowa [73, 145, 159, 193].

Gléwna cytoking Th2 odpowiedzialng za powstanie
przeciwciatl IgE jest interleukina 13 (IL-13) [155, 179].
Poza produkcja IgE, interleukina 13 moze odgrywac
istotna role regulacji nadzoru immunologicznego oraz
rozwoju choréb autoimmunologicznych, poniewaz
stwierdzono zaburzona produkcje tej cytokiny u oséb
genetyczne predysponownych do rozwoju cukrzycy
typu 1 [101]. W GD wzmozZong ekspresje mRNA dla
IL-13 stwierdzono w tarczycy i tkankach pozagatko-
wych [2, 185]. Ekspresja cytokin klasy Th2 w tkankach
pozagatkowych w TAO jest charakterystyczna dla
okresu ,wygasania” zapalenia autoimmunologicz-
nego [5, 69, 185].

Gen kodujacy IL-13 znajduje si¢ na chromosomie
5q31-33. Interesujacy jest fakt, ze locus 5q31-33 zostal
sprzezony z podatnoscia na rozwdj choroby GD lub
autoimmunologicznych choréb tarczycy w populacji
japonskiej i chiriskiej, ale nie w populacjach rasy bialej
[3, 84, 169, 184]. Wynik ten sugeruje, ze locus ten jest
specyficzny dla populacji wschodnio-azjatyckich.
Region 5q31-33 zostal réwniez sprzezony w synteza
IgE, podatnoscia na rozwdj astmy i atopowego
zapalenia skéry w réznych populacjach [108, 197].
Cho¢ w regionie 5q31-33 znajduja sie geny kodujace
réwniez inne wazne cytokiny, takie jak: IL-3, IL-4, IL-5
i IL-9, dotychczasowe badania sugeruja, ze polimor-
fizmy genu IL-13 wplywaja na poziom IgE [54, 62, 72,
143, 177]. Choé poczatkowo stwierdzono, ze polimor-
fizm genu IL-4 w pozycji —590 (C-590T) jest zwigzany
z podatnoscia na rozwéj GD w populacji z Wielkiej
Brytanii, kolejne badanie nie potwierdzilo jednak tej
asocjacji [67, 77].

W obecnej pracy badaliSmy dwa potencjalnie
funkcjonalne polimorfizmy genu kodujacego IL-13:
W regionie promotora w pozycji -1112 (C-1112T),
ktory reguluje transkrypcje genu oraz w eksonie 4
w pozycji 2044 (G2044A), ktéra doprowadza do
zamiany aminokwaséw (arginina na glutamine)
w czasteczce IL-13 i moze wplywaé na interakcje
ligand-receptor [54, 62]. Allele -1112T oraz 2044A
byly wzgledem siebie w niezréwnowazniu sprzezen,
co pozostawalo w zgodzie w wynikami poprzednich
prac [54]. Wyniki tej analizy sugeruja, Ze allele oraz
haplotypy genu IL-13 nie wplywajg na podatnosé na
rozw6j GD w populacji polskiej. Powyzsze wyniki
potwierdzono  badajac  czestos¢  wystepowania
polimorfizméw genu IL-13: C-1112T oraz G2044A
w dodatkowej grupie kontrolnej — oséb powyzej 100
lat, ktére nie chorowaly na choroby autoimmunolo-
giczne (wynikéw nie przedstawiono) [24].
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Rozklady genotypéw, alleli i haplotytéw polimorfi-
zméw genu IL-13 (C-1112T oraz G2044A) nie réznity sie
znamiennie u chorych z TAO w poréwnaniu z chorymi
z GD bez oftalmopatii. Ponadto, polimorfizmy genu IL-
13 nie byly zwiazane z stopniem nasilenia tyreotoksy-
kozy (objetoscia tarczycy, stezeniem hormondéw tarczycy
oraz przeciwcial przeciwtarczycowych) u chorych z GD
(wynikéw nie przedstawiono) [24]. Powyzsze wyniki
sugeruja, ze polimorfizmy genu IL-13 nie wplywajq
na przebieg choroby GD. Z uwagi na mozliwa specy-
ficznos$c¢ rasowa, wskazane sg dalsze badania analizu-
jace asocjacje polimorfizméw genu IL-13 z rozwojem
i przebiegiem GD w populagji japoriskiej i chiriskie;j.
Wstepne wyniki sugeruja, Ze polimorfizmy genu IL-13
C-1112T oraz G2044A sa zwigzane z podatnosciag na
rozwdj GD, ale nie wplywajg na rozwdj oftalmopatii
tarczycowej w populacji japoniskiej (Hiromatsu Y, dane
nieopublikowane). Powyzsze wyniki moga ponownie
wskazywaé na réznice w podlozu genetycznym GD
w réznych populacjach [181].

Podsumowanie i wnioski pracy

(1) Polimorfizm genu CTLA-4 (A49G) oraz allel HLA-
DRB1*03 sg silnie zwigzane z podatnoscig na rozwoj
choroby Gravesa-Basedowa w populacji polskiej.

(2) Polimorfizm TNF G-308A jest zwiazany
z predyspozycja do rozwoju choroby Gravesa-
Basedowa, lecz zwigzek ten jest wtérny w stosunku
do HLA-DRB1*03.

(3) Polimorfizm genu TNF w pozycji -238 (G-238A),
lub gen bedacy w niezréwnowazeniu sprzezen,
moze modyfikowac przebieg choroby Gravesa-
Basedowa: allel TNF -238A ma wplyw ochronny
przed rozwojem oftalmopatii tarczycowe;.

(4) Polimorfizm genu CTLA-4 (A49G) oraz allele
HLA-DRBI nie sq zwigzane z rozwojem klinicznie
jawnej oftalmopatii u chorych z chorobg Gravesa-
Basedowa.

(5) Polimorfizmy genéw kodujacych IL-6 (G-174C)
oraz IL-13 (C-1112T, G2044A) nie sa zwigzane
z podatnoscia na rozwdj choroby Gravesa-
Basedowa i nie wplywaja na rozwdj ani na przebieg
zmian ocznych.

(6) Rozwdj oftalmopatii tarczycowej jest zwigzany
z czynnikami $rodowiskowymi i endogennymi,
takimi jak wiek oraz palenie papieroséw.

Rozwdj i przebieg choroby Gravesa-Basedowa (GD)
zalezy od wielu czynnikéw genetycznych i $rodo-
wiskowych. W podlozu genetycznym GD nalezy
wyrézni¢ czynniki, ktére warunkujq predyspozycje
do choroby oraz czynniki modyfikujace jej przebieg.
Poznanie polimorfizméw genéw wplywajacych na
przebieg GD, w tym na rozwdj klinicznie jawnej
oftalmopatii tarczycowej (TAO), moze przyniesé
istotny postep w diagnostyce, profilaktyce i skutecznej
terapii tej choroby [110]. W przedstawionej pracy
stwierdzono, ze allele/haplotypy TNF sg zwigzane
z wystagpieniem klinicznie jawnej TAO. PowyzZsze
wyniki potwierdzaja istotng role tej cytokiny
w patogenezie oftalmopatii i prawdopodobnie leki

blokujace TNF beda zastosowane w terapii zaawanso-
wanych postaci TAO, podobnie jak reumatoidalnego
zapalenia staw6éw. Ponadto, polimorfizm TNF G-238A
moze okazac¢ si¢ jednym z markeréw genetycznych
prognozujacych rozwdj oftalmopatii u chorych z GD.
Konieczne jest jednak powtérzenie wynikéw asocjacji
TNF G-238A z oftalmopatia w innych populacjach
oraz poznanie innych polimorfizméw genéw modyfi-
kujacych przebieg GD. Istnieje bowiem mozliwos¢, ze
rozwdj oftalmopatii jest zalezny od interakcji wielu
genéw, ktére mogg sie rézni¢ w réznych populacjach.
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