Streszczenie

U oséb cierpigcych na AITDs kluczowe znaczenie ma nietolerancja organizmu
na wilasne tkanki wywotana zaktéceniem funkcji limfocytéw T. W przebiegu AITDs istotng
role odgrywaja mediatory zapalne, ktérych nadprodukcja przyczynia sie do utrzymujacego
sie permanentnie stanu zapalnego i generowania RFT. Do AITDs nalezg GD
i HT, ktére manifestujg sie dwoma przeciwstawnymi klinicznie stanami, odpowiednio:
nadczynnoscig i niedoczynnoscia tarczycy. W rozwoju AITDs kluczowa jest infiltracja tarczycy
przez limfocyty T a takie B, ktore produkujg autoprzeciwciata przeciw autoantygenom
tarczycy. Dodatkowo w HT limfocyty T indukujg apoptoze tyreocytow i prowadza
do destrukcji tarczycy. Kliniczna manifestacja autoimmunizacji tarczycy w kierunku obrazu
fenotypowego GD lub HT zalezy od przesuniecia réwnowagi odpowiedzi immunologicznej
typu Thl lub Th2, i co za tym idzie profilu cytokin, ktéry dominuje w migiszu tarczycy.
Limfocyty Thl produkujg cytokiny, ktére prowadzg do aktywacji makrofagow i efektow
cytotoksycznosci, a limfocyty Th2 wydzielajg cytokiny, ktére mogg hamowac¢ aktywnos¢ Thl
i stymuluja limfocyty B do produkcji autoprzeciwciat.

Aktywnos¢ limfocytéw oraz komadrek NK moze by¢ modulowana przez rézne czynniki,
w tym poprzez interakcje z pfytkami krwi. Ptytki krwi wykazujg funkcje komorek
efektorowych w procesach immunologicznych. Aktywnie uczestniczg w reakcjach zapalnych
poprzez oddzialywanie na komdrki ukfadu immunologicznego. W stanach zapalnych
zaktywowane ptytki krwi wydzielajg zwigzki, ktére determinujg selektywna rekrutacje
limfocytow. Plytki krwi zwiekszaja adhezje limfocytéw T do $rodbtonka i aktywnie
uczestniczg w powstawaniu LPA. Pobudzone pfytki krwi sg Zrédiem wielu czasteczek
inicjujacych tworzenie sie LPA, ktére moga stanowi¢ posredni etap w rozwoju stanu
zapalnego w obrebie $rdodbtonka. Interakcje ptytkowo-limfocytarne prowadza do wzrostu
produkcji cytokin zapalnych i czynnikéw prozakrzepowych i sg przyczyng podwyiszonego
ryzyka rozwoju chordb uktadu sercowo-naczyniowego, wystepujacego u pacjentow z AlTDs.

Celem badann w pracy doktorskiej byto okreslanie stanu czynnosciowego ptytek krwi
i limfocytéw u oséb z HT i GD. Przeprowadzono analize odpowiedzi ptytek krwi na dziafanie
typowych fizjologicznych agonistébw oraz poziomu aktywacji limfocytéw poprzez
immunoenzymatyczny pomiar stezenia cytokin prozapalnych w osoczu. Poddano analizie

poziom markeréw stresu oksydacyjnego u chorych na AITDs. Oceniono poziom kluczowych



markeréw aktywacji ptytek krwi oraz aktywnos$¢ szlaku CD40/CD40L odpowiedzialnego
za interakcje ptytek z limfocytami. Okreslono ilosciowy i jakosciowy udziat subpopulacji
limfocytéw biorgcych udziat w interakcjach z ptytkami krwi i tworzeniu LPA. Zbadano
budowe morfologiczng i ultrastrukture powstajacych LPA. Oceniono poziom migrac;ji
limfocytow wzgledem ptytek krwi u pacjentow z AITDs. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze ptytki krwi pochodzace od pacjentow z AITDs wykazujg zwiekszony
stopien aktywacji oraz wyiszg reaktywnos¢ w odpowiedzi na dziatanie agonistow, co jest
czynnikiem sprzyjajgcym ich oddziatywaniu z komodrkami uktadu immunologicznego.
Zwiekszony poziom markerow stresu oksydacyjnego w osoczu i ptytkach krwi pacjentéw
z AITDs wptywa na zmiany aktywnosci i funkcji ptytek, co manifestuje sie zaburzeniami
w uktadzie hemostazy. Ponadto, wykazano wzmoiong aktywnos$¢ szlaku (CD40/CD40L)
odpowiedzialnego za interakcje ptytek krwi z limfocytami oraz koaktywacje limfocytéw B
do produkcji przeciwciat. Wykazano zwiekszony potencjat chemotaktyczny ptytek krwi
w stosunku do limfocytéw, co stanowi czynnik utatwiajacy rekrutacje do miejsc ich interakcji.
W ocenie prozapalnej aktywnosci komdrek odpornosciowych, na podstawie osoczowego
stezenia mediatoréw zapalnych typu Thl (IL-2, TNF-a, IFN-y) wspomagajacych odpowiedz
typu komérkowego, stwierdzono, ze dominujagcym udziatem limfocytéw Thl w odpowiedzi
immunologicznej charakteryzuje sie HT. Natomiast oznaczenie odsetkowej zawartosci
subpopulacji limfocytow w krwi obwodowej wykazato podwyzszony odsetek subpopulacji
limfocytow Th (CD3/CD4-pozytywnych) u pacjentow GD oraz obnizong zawarto$é
procentowg wszystkich pozostatych subpopulacji limfocytéw (Tc, Treg, NK), wzgledem grupy
kontroinej, co prawdopodobnie moze wynikac¢ ze zwiekszonej odpowiedzi humoralnej (typu
Th2) zwigzanej z aktywacjg limfocytow B.

Uzyskane wyniki wykazaty wzmoiong aktywacje plytek oraz limfocytéw krwi
obwodowej w AITDs i wskazujg na interakcje tych komdrek, ktére poprzez tworzenie
kompleksow LPA, moga uczestniczy¢ w patogenezie AITDs i mie¢ istotny wplyw

na zaburzenia uktadu hemostazy.



Summary

Intolerance on the body's own tissues caused by the disturbance of the T-cell function
is of central importance problem in autoimmune thyroid diseases (AITDs).
The overproduction of inflammatory mediators plays an essential role in the course of AITDs,
which contributes to the chronic inflammation and excessive production of ROS. AITDs
include two diseases: Graves’ disease (GD) and Hashimoto’s Thyroiditis (HT), which appear
through two clinically opposite illness hyperthyroidism and hypothyroidism, respectively.
In the development of AITDs, a thyroid infiltration by T-cells and B-cells (which produce
autoantibodies against thyroid autoantigens) is central importance. In addition, in HT, T-cells
activity leads to apoptosis of thyrocytes and the thyroid gland destruction. The thyroid
autoimmunity appears through two major clinical manifestations: GD or HT and depends on
the Th1 or Th2 immune response and the profile of cytokines that outbalances in the thyroid
gland. The Thil cells produce cytokines, that promote the activation of macrophages and
cytotoxicity effects, and Th2 cells which produce cytokines inhibiting Thl cells activity and
stimulating B-cells to production of autoantibodies.

The activity of lymphocytes and NK cells can be modulated by various factors, including
interaction with platelets. Platelets are also effector cells in immunological processes.
Platelets participate in inflammatory reactions by affecting the immune system cells.
In inflammation, activated platelets release various mediators that determine the selective
recruitment of lymphocytes. Platelets enhance the adhesion of T-cells to the endothelium
and actively participate in the formation of LPA. Stimulated platelets release many factors
that induce the formation of LPA, which may be an intermediate stage in the development
of inflammation within the endothelium. Platelet-lymphocyte interactions lead to enhance
the production of inflammatory cytokines and prothrombotic factors and are the cause of
an increased risk of cardiovascular disease development in patients with AITDs.

The aim of this PhD thesis was to determine the functional status of platelets and
lymphocytes in patients with HT and GD. The analysis of platelet responses to the classic
physiological agonists and the level of lymphocyte activation, by the immunoenzymatic
measurement of cytokine concentrations in plasma was performed. Also, the level of
oxidative stress markers in patients with AITDs, was determined. The concentrations of

typical markers of platelet activation and the activity of the CD40/CD40L pathway, which is



responsible for the interaction of platelets with lymphocytes, were assessed. Quantitative
and qualitative participation of lymphocyte subpopulations participating in interactions with
platelets and LPA formation was determined. The morphology and ultrastructure of LPA
were analyzed as well as the level of the lymphocyte migration towards platelets of patients
with AITDs was investigated. Conducted experiments, showed the increased platelet
activation and their hyperreactivity in response to the classic physiological agonists. This can
cause enhanced interaction of platelets with the immune cells in patients with AITDs.
A higher level of oxidative stress markers in the plasma and blood platelets in patients with
AITDs affects in changes in platelet activity and function, which can manifest as disorders in
the hemostasis system. In addition, increased activity of the pathway (CD40/CD40L)
responsible for the interaction of platelets with lymphocytes and coactivation of B-cells to
antibody production, was demonstrated. The increased chemotactic potential of platelets
in relation to lymphocytes, which facilitates their recruitment to their interaction places, has
been also confirmed. The assessment of the proinflammatory activity of immune cells, based
on the plasma concentrations of Thl-type inflammatory mediators (IL-2, TNF-a, IFN-y)
participate in cellular immune responses, showed the dominant proportion of Thl cells
in the immune response in HT. While, the quantitative and qualitative analysis of lymphocyte
subpopulations in peripheral blood in GD, showed an increased percentage of Th cell
subpopulation {CD3/CD4-positive) and a reduced percentage of all other lymphocyte
subpopulations (Tc, Treg, NK), relative to the control group. Most likely, this is due to the
increased humoral immune response (Th2 type) in GD, associated with the activation of
B-cells.

The obtained results showed the increased activation of platelets and peripheral blood
lymphocytes in AITDs. On the basis of conducted experiments, it has been proved the
interaction of blood platelets with lymphocytes, which by the formation of LPA complexes,
can participate in the pathogenesis of AlITDs and have a significant role in the development

of disorders in the hemostasis system.
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