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Czynnik martwicy nowotworow alfa (tumor necrosis factor alfa; TNF-alfa), jest cytoking
majacg kluczowe znaczenie w przebiegu reakcji zapalnych i immunologicznych. Produkowany jest
glownie przez monocyty oraz makrofagi, ale jego zrodtem moga by¢ réwniez inne komorki, w tym
komorki tarczycy [10,11].

Niepodwazalny wplyw TNF-alfa na ukltad immunologiczny powoduje, zZe jest on
kluczowym czynnikiem w patogenezie wielu chordéb, w tym autoimmunizacyjnych. Fakt ten, stat
si¢ podstawa do poszukiwania nowych mozliwosci terapeutycznych dla pacjentdw dotknigtych
takimi chorobami, w tym na przyktad nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit (inflammatory bowel
disease; IBD) [12]. W konsekwencji powstaty leki okreslane mianem anty-TNF-alfa, ktorych
glownym zadaniem jest bezposrednie zmniejszenie st¢zenia TNF-alfa i przez to zahamowanie
kaskady zjawisk zachodzacych w przebiegu jego dziatania [13].

Inhibitory TNF-alfa to przeciwciala monoklonalne, fragmenty przeciwciat lub biatka
fuzyjne. Do tej grupy lekow biologicznych nalezy mig¢dzy innymi Infliksimab (IFX), ktory jest
monoklonalnym, chimerycznym, ludzko-mysim (75%:25% struktury biatka) przeciwciatem klasy
IgG1 0 masie czasteczkowej 149 kDa [13].

TNF-alfa bierze takze udzial w patogenezie zaburzen czynnosci tarczycy, w tym AITD [14,
15]. Zgodnie z dostgpnym pismiennictwem, stezenie mRNA dla TNF-alfa i TNF-alfa w obrgbie
tkanki tarczycy u os6b z AITD i innymi zaburzeniami czynno$ci gruczotu tarczowego, jest
zdecydowanie wyzsze w poroOwnaniu do osob bez tych zaburzen [10].

Jak wiadomo z literatury, bardzo czgsto choroby w ktorych terapii wykorzystywany jest
anty-TNF-alfa zwigzane sg z wigkszym ryzykiem wystgpienia innej autoimmunizacyjnej choroby,
w tym AITD, w poréwnaniu z populacjag ogdlng. Nalezy jednak podkresli¢, ze dane na temat
czestszego wystepowania AITD u pacjentow z IBD w poréwnaniu z populacjg og6lng sg rozbiezne
i dotycza, zgodnie z nasza wiedza, przede wszystkim populacji pacjentow dorostych [16-19].

Biorac pod uwage wyzej podane informacje na temat roli TNF-alfa w etiopatogenezie
zaburzen czynnos$ci tarczycy, nalezatoby si¢ spodziewaé, ze terapia anty-TNF-alfa stosowana
z powodu innej choroby, powinna mie¢ dziatanie protekcyjne przed ewentualnym rozwojem

autoimmunizacyjnej choroby tarczycy, a w sytuacji jej obecnosci powinna wykazywac dzialanie



lecznicze.

Pomimo tego, ze badania nad lekami biologicznymi anty-TNF-alfa siggaja lat 90-tych XX
wieku, ich wyniki oceniajagce wptyw tej terapii na czynno$¢ czy morfologie gruczotu tarczowego
dotycza populacji pacjentow dorostych i pozostajg niejednoznaczne [4-6].

Z uwagi na coraz szersze zastosowanie terapii anty-TNF-alfa takze w populacji
pediatrycznej - leki te wykorzystywane sa z duzg efektywnoscia w terapii IBD, uznalismy
za zasadne objecie badaniami takze tej grupy pacjentdw, majac na uwadze kluczowa role eutyreozy
w prawidtowym rozwoju dzieci i mtodziezy.

Rozpoznanie AITD opiera si¢ na wykazaniu obecnosci krazacych przeciwciat przeciwko
antygenom tarczycy (gtownie tyreoperoksydazie i tyreoglobulinie) oraz stwierdzeniu obnizonej
echogenicznos$ci gruczotu tarczowego w badaniu ultrasonograficznym (ultrasonography; USG),
u pacjenta z prawidtowymi lub nieprawidlowymi poziomami hormonow tarczycy [20]. W opinii
wielu ekspertéw, ocena ultrasonograficzna gruczotu tarczowego jest skuteczniejszym narz¢dziem
w diagnostyce i rokowaniu w AITD niz badanie obecnos$ci przeciwcial krazacych we krwi [21-24].

Nierozpoznane zaburzenia czynno$ci tarczycy moga wplywaé negatywnie na przebieg CD.
W $wietle tych danych, kluczowe jest poznanie wptywu terapii anty- TNF-alfa na czynno$¢
1 morfologi¢ gruczolu tarczowego oraz opracowanie metod, ktore umozliwiag wczesne rozpoznanie
ewentualnych zaburzen.

Zgodnie z nasza wiedza, jedyne dotychczas opublikowane badanie dotyczace jednoczes$nie
oceny czesto$ci wystgpowania zaburzen czynnoS$ci tarczycy u pacjentéw z IBD 1 wpltywu terapii
anty-TNF-alfa na funkcj¢ tarczycy, dotyczylo populacji osob dorostych i nie obejmowato oceny
gruczotu tarczowego w badaniu ultrasonograficznym [5].

Praca 3:

Choroby spichrzeniowe, genetycznie uwarunkowane zaburzenia, spowodowane niedoborem
okreslonego enzymu prowadza do ogoélnoustrojowej akumulacji niezmetabolizowanych substancji.
Obecnie, wiele z tych schorzen mozna leczy¢ przyczynowo za pomoca enzymatycznej terapii
zastepczej [7]. Na swiecie ERT zostata po raz pierwszy opracowana dla choroby Gauchera w latach
90-tych XX wieku. W dostgpnym pi$miennictwie mozna znalez¢ pewne dane dotyczace wptywu
ERT na dysfunkcje wielu narzadow i uktadow. Jednak funkcja i morfologia gruczotow dokrewnych,
w tym tarczycy w chorobach spichrzeniowych, oraz wpltyw ERT na ich czynno$¢ nie zostaty
doktadnie zbadane [25-29]. Bioragc pod uwage wysoki stopien unaczynienia i niski wskaznik
proliferacji gruczotéw dokrewnych, wydaja si¢ one podatne na akumulacj¢ substancji
niezmetabolizowanych, ktére moga zaburza¢ ich funkcje lub morfologie. Jest to szczegdlnie wazne
w populacji pediatrycznej, poniewaz jak wiadomo, prawidlowa czynno$¢ gruczotu tarczowego jest

niezbedna do prawidlowego rozwoju dzieci 1 mlodziezy. W obrazie klinicznym chorob
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spichrzeniowych cz¢sto wystepuja zaburzenia wynikajace z neurodegeneracji, ktore mogtyby by¢
potegowane przez brak eutyreozy. W $wietle tych danych, wydaje si¢ zasadne, poznanie wptywu
ERT na funkcje i morfologi¢ gruczotu tarczowego i okreslenie jej spodziewanego dziatania
ochronnego na ten gruczot.

Cele pracy:

Pierwszym, wspdlnym celem cyklu trzech prac byta ocena wplywu leczenia biologicznego
na czynno$¢ i morfologi¢ gruczotu tarczowego u dzieci i mtodziezy. Drugim, wspdlnym celem
cyklu trzech prac bylo zatozenie, ze uzyskane wyniki, poprzez wczesng detekcje potencjalnych
zaburzen i wprowadzenie odpowiedniego ich monitorowania czy leczenia, pozwolg na prawidlowy
rozwoj dzieci i mtodziezy.

Praca 1:

Celem szczegdtowym pracy 1 byta, oparta na przegladzie literatury, analiza mozliwego
wplywu terapii z zastosowaniem anty-TNF-alpha, stosowanej w chorobach zapalnych
I immunologicznych, na czynnos¢ tarczycy i rozwoj AITD.

Praca 2:

Celem szczegdtowym pracy 2 byla ocena wptywu terapii z zastosowaniem Infliksimabu
na rozwdj zaburzen czynnosci 1 morfologii gruczotu tarczowego u dzieci 1 mtodziezy z CD.
Ponadto celem tego badania byla ocena przydatno§¢ ultrasonografii do okreSlenia ryzyka
wystapienia AITD u pacjentdéw pediatrycznych z CD.

Praca 3:

Celem szczegbtowym pracy 3 bylo przeprowadzenie wstgpnych badan wlasnych
oraz przeglad piSmiennictwa, dotyczace oceny funkcji i morfologii tarczycy u pacjentow
pediatrycznych leczonych enzymatyczng terapig zastepcza z powodu chordb spichrzeniowych.
Material i metody:

Praca 1:

Przeglad pismiennictwa oparty na publikacjach umieszczonych w bazie PubMed.
Podstawowym kryterium wyszukiwania prac do analizy, byta zawarta w nich ocena wptywu terapii
z zastosowaniem anty-TNF-alpha, stosowanej w chorobach zapalnych i immunologicznych,
na czynnos¢ tarczycy i rozwdj AITD.

Ostatecznie wybrano 10 prac, opublikowanych w latach 2001 — 2018. Wyniki przegladu
piSmiennictwa zostaly przedstawione w postaci tabeli, w ktorej w odrebnych kolumnach,
wyodrgbniono publikacje wskazujace na pozytywny, negatywny oraz neutralny wptyw terapii anty-
TNF-alfa stosowanej w chorobach zapalnych i immunologicznych na czynnos$¢ tarczycy i rozwoj
AITD.



Praca 2:

Do badania wiaczono 61 pacjentow z CD, leczonych w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii
i Zywienia, Katedry Pediatrii, Instytutu Pediatrii, UICM, bez zadnych zaburzeh czynnosci
lub morfologii tarczycy w wywiadzie. Trzydziestu szesciu pacjentow byto leczonych Infliksimabem
(grupa IFX), podczas gdy 25 pacjentow (grupa kontrolna) nigdy nie otrzymywato zadnego leku
biologicznego. Badanie zatwierdzita Lokalna Komisja Bioetyczna (nr 1072.6120.57.2019 z dnia
28.03.2019). Rodzice i pacjenci powyzej 16 roku zycia podpisali $wiadoma zgode na udziat
w badaniu.

W grupie IFX bylo 18 dziewczat (Srednia wieku 14,5 £ 2,3 lat) i 18 chlopcoOw (Srednia
wieku 14,4 + 4.4 lat). Sredni czas trwania CD u dziewczat wynosit 52,6 + 31,5 miesiaca, $redni
czas trwania terapii IFX wynosit 43,8 + 30,1 miesigca. Sredni czas trwania CD u chtopcéw wynosit
53,6 = 31,7 miesiaca, $redni czas trwania terapii [FX wynosit 34 + 19,2 miesiaca.

W grupie kontrolnej byto 10 dziewczat (Srednia wieku 13,9 + 2,8 lat) i 15 chtopcow ($rednia
wieku 15,2 + 1,8 lat). Sredni czas trwania CD u dziewczat wynosit 26,3 £ 32.5 miesiaca,
u chlopcow 24,2 + 22 miesigce.

U kazdego pacjenta oznaczono st¢zenie w surowicy hormonu tyreotropowego (thyroid
stimulating hormone; TSH), trijodotyroniny (free triiodothyronine; fT3), tyroksyny (thyroxine;
fT4). Ponadto u kazdego pacjenta oznaczono miano przeciwcial przeciwko peroksydazie
tarczycowej (anti-thyroid peroxidase antibody; ATPO), przeciwko receptorowi TSH (anti-TSH
receptor antibody; TRAD), przeciwko tyreoglobulinie (anti-thyroglobulin antibody; aTG). Stezenia
hormonéw TSH, fT3 i fT4 mierzono za pomoca bezposredniego testu chemiluminescencji
(Siemens, USA). Miana przeciwcial ATPO, aTG i TRAb oznaczono przy uzyciu metody
immunochemicznej ze znacznikiem izotopowym (Brahms, Niemcy).

Kazdy pacjent mial wykonane badanie ultrasonograficzne tarczycy. Badanie obejmowato
pomiar obu platdw tarczycy w trzech wymiarach oraz pomiar grubo$ci cie$ni tarczycy, oceng
echogenicznosci migzszu oraz obecno$ci zmian ogniskowych (przy uzyciu zaréwno skali szarosci,
jak i techniki kolor Doppler).

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona za pomoca Dell Statistica 13.1 Pakiet 64-
bitowy (StatSoft, Krakow, Polska). Zmienne zostaly przedstawione jako $rednia z SD. Roznice
migdzy grupg IFX a grupg kontrolng okreslono za pomoca testu t-Studenta. Dla wszystkich obliczen
istotnos¢ statystyczng przyjeto na poziomie p<0,05.

Praca 3:

Do badania wlaczono o$miu pacjentow (7 chlopcow, 1 dziewczynka — pacjent nr 4)

z chorobami metabolicznymi leczonych ERT, pozostajacych pod stata opieka Kliniki Pediatrii,

Katedry Pediatrii, Instytutu Pediatrii, UICM. Trzech pacjentéw z chorobg Fabry'ego (nr 1 w wieku
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17 lat, czas od rozpoznania 21 miesiecy, czas trwania ERT 7 miesiecy; nr 2 w wieku 9,9 lat, czas
od rozpoznania 22 miesigce, czas trwania ERT 20 miesigcy; nr 3 w wieku 10 lat, czas
od rozpoznania 39 miesigcy, czas trwania ERT 6 miesi¢ecy). Trzech z choroba Huntera (nr 6
w wieku 12,3 lat, czas od rozpoznania 148 miesiecy, czas trwania ERT 146 miesi¢cy; nr 7 w wieku
4,1 lat, czas od rozpoznania 46 miesi¢cy, czas trwania ERT 43 miesigce; nr 8 w wieku 9,3 lat, czas
od rozpoznania 84 miesigce, czas trwania ERT 79 miesigcy). Dwoch z chorobg Pompego (nr 4
w wieku 6,8 lat, czas od rozpoznania 84 miesigce, czas trwania ERT 81 miesigcy; nr 5 w wieku 9,5
lat, czas od rozpoznania 26 miesigcy, czas trwania ERT 25 miesiecy). Siedmiu pacjentdw nie miato
zadnych zaburzen czynnosci lub morfologii gruczotu tarczowego w wywiadzie, jeden pacjent (nr 2)
mial rozpoznane AITD (4 lata przed choroba Fabry'ego). Badanie zatwierdzita Lokalna Komisja
Bioetyczna (nr 1072.6120.57.2019 z dnia 28.03.2019). Rodzice i pacjenci powyzej 16 roku zycia
podpisali $wiadomg zgode¢ na udziat w badaniu.

U kazdego pacjenta w trakcie ERT, oznaczono st¢zenie w surowicy hormonu
tyreotropowego (thyroid stimulating hormone; TSH), trijodotyroniny (free triiodothyronine; fT3),
tyroksyny (thyroxine; fT4). Ponadto u kazdego pacjenta oznaczono miano przeciwcial przeciwko
peroksydazie tarczycowej (anti-thyroid peroxidase antibody; ATPO), przeciwko receptorowi TSH
(anti-TSH receptor antibody; TRADb), przeciwko tyreoglobulinie (anti-thyroglobulin antibody;
aTG). Stezenia hormonow TSH, fT3 1 fT4 mierzono za pomoca bezposredniego testu
chemiluminescencji (Siemens, USA). Miana przeciwciat ATPO, aTG i TRAb oznaczono
przy uzyciu metody immunochemicznej ze znacznikiem izotopowym (Brahms, Niemcy).

Kazdy pacjent w trakcie ERT mial wykonane badanie ultrasonograficzne tarczycy. Badanie
obejmowato pomiar obu ptatow tarczycy w trzech wymiarach oraz pomiar grubosci ciesni tarczycy,
ocen¢ echogenicznosci migzszu oraz obecnosci zmian ogniskowych (przy uzyciu zarowno skali
szaro$ci, jak 1 techniki kolor Doppler).

Ponadto u trzech pacjentow z choroba Huntera (nr 6-8) i jednego z choroba Fabry'ego (nr 1)
wykonano ponowng ocen¢ parametroOw czynnosci gruczotu tarczowego (TSH, fT3, fT4), miana
przeciwcial (ATPO, aTG, TRAb) oraz badanie ultrasonograficzne tarczycy (nie wykonano
powtornego USG u pacjenta nr 7) po 27 miesigcach ERT.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona za pomoca Dell Statistica 13.1 Pakiet 64-
bitowy (StatSoft, Krakow, Polska). Zmienne zostaty przedstawione jako $rednia z SD.
Podsumowanie wynikow:

Praca 1:
Anti-tumour necrosis factor a therapy — Does it increase the risk of thyroid disease or protect
against its development?

(Pediatric Endocrinology Diabetes and Metabolism. 2020;26(3):144-149).
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Chociaz badania nad biologicznymi lekami anty-TNF-alfa siegaja lat 90-tych XX wieku,
to zgodnie z przytoczonymi doniesieniami, pomimo stosunkowo diugiego okresu obserwacji,
pytanie o wplyw terapii anty-TNF-alfa, stosowanej w innych chorobach zapalnych
i immunologicznych, na czynno$¢ tarczycy i rozwoj AITD, wcigz pozostaje otwarty. Jest niewiele
doniesien na ten temat, dostarczajg one bardzo zréznicowanych danych i dotycza gtéwnie populacji
pacjentow dorostych. Ze wzgledu na rosngca czesto$¢ stosowania terapii anty-TNF-alfa rowniez
w populacji pediatrycznej, zasadne wydaje si¢ przeprowadzenie badan oceniajgcych czynno$¢
tarczycy i rozw6j AITD réwniez w tej grupie pacjentow.

Podsumowujac, wnioski tej pracy staly si¢ wstepem do prowadzonych badan i kolejnej
publikacji, wchodzacej w skiad niniejszej rozprawy doktorskiej, na temat wptywu terapii anty-TNF-
alfa na czynno$¢ 1 morfologi¢ tarczycy u dzieci 1 mtodziezy z CD.

Praca 2:
Infliximab Therapy Could Decrease the Risk of the Development of Thyroid Disorders
in Pediatric Patients With Crohn's Disease.

(Frontiers in Endocrinology. 2020;11)

W grupie IFX 6/36 pacjentow (5/18 dziewczat, 1/18 chlopcéw) miatlo w badaniu
ultrasonograficznym, nieprawidtowa echogeniczno$¢ miazszu tarczycy (u trzech pacjentow
stwierdzono niejednorodng echogeniczno$¢, u dwodch nieznacznie obnizong echogenicznos$e,
u jednego znacznie obnizona echogeniczno$é). Sredni czas trwania CD u tych pacjentéw wynosit
46 + 20,31 SD miesigcy (zakres 21—72 miesigcy). Sredni czas trwania terapii IFX wynosit 41 £ 17,9
SD miesiecy (zakres 21-59 miesigcy). Ponadto u 8/36 pacjentéw stwierdzono obecnos¢ matych
torbieli koloidowych w dolnych biegunach obu ptatow tarczycy, a u jednego chtopca dwie
torbielowato - lite zmiany w obu ptatach tarczycy (w ptacie lewym 4,5 x 4,3 x 2,1 mm; w prawym
placie 6,2 x 7,3 x 3,2 mm) — W powtdrzonym po 6 miesigcach badaniu obserwowano zmniejszenie
ich wymiaréw 1 potwierdzono ich torbielowaty charakter. W grupie IFX 25/36 pacjentow mialo
prawidlowy obraz gruczotu tarczowego w badaniu ultrasonograficznym.

W grupie kontrolnej 11/25 pacjentéw (5/10 dziewczynek, 6/15 chlopcow) miato w badaniu
ultrasonograficznym, nieprawidtlowa echogeniczno$¢ migzszu tarczycy (u czterech pacjentow
stwierdzono niejednorodng echogenicznos¢, u siedmiu niejednorodng 1 znacznie obnizong
echogeniczno$é). Sredni czas trwania choroby u tych pacjentéw wynosit 28,7 + 26,1 SD miesigcy
(zakres 3-72 miesigcy). Ponadto u 9/25 pacjentow stwierdzono obecno$¢ matych torbieli
koloidowych w dolnych biegunach obu platéw tarczycy. W grupie kontrolnej 13/25 pacjentow

mialo prawidtowy obraz gruczotu tarczowego w badaniu ultrasonograficznym.
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Parametry oceniajace czynno$¢ tarczycy (TSH, fT3 i fT4) pozostawaly, w obu grupach,
w zakresie normy. Poziomy TSH byly jednak nieistotnie statystycznie nizsze w grupie IFX (1.31 +
0.75 wlU/ml) w poréwnaniu z grupg kontrolng (1.68 + 0.79 plU/ml) (p = 0,69). W przeciwienstwie,
poziomy fT4 byty statystycznie istotnie wyzsze w grupie kontrolnej (17.17 £ 2.46 pmol/l)
w poréwnaniu z grupg IFX (13.96 £+ 1.95 pmol/l) (p < 0,001). Nie stwierdzono réznic w poziomie
fT3 pomigdzy dwiema grupami.

Miana przeciwciat (ATPO, aTG, TRAb) pozostawaty, w obu grupach, ujemne. U pacjentow
z grupy IFX stwierdzono statystycznie istotnie mniejsze miano przeciwcial TRAb w poréwnaniu
z grupg kontrolng (0,53 = 0,19 IU/ml vs 0,69 = 0,22 [U/ml; p = 0,03).

Ponadto u pacjentow z grupy kontrolnej z niejednorodnym/hipoechogenicznym migzszem
tarczycy w badaniu ultrasonograficznym, stwierdzono wyzsze miana TRAb w poréwnaniu
do pacjentow z prawidlowym obrazem tarczycy w badaniu ultrasonograficznym (0,79 + 0,23 IU/ml
vs 0,59 £ 0,17 IU/ml; p = 0,042).

Podsumowujac, stwierdzono 10-krotnie wigkszg czestos¢ wystegpowania znacznego
zmniejszenia echogeniczno$ci migzszu gruczotu tarczowego u pacjentdéw nieotrzymujgcych
leczenia biologicznego (7/25 pacjentow, tj. 28%) w porownaniu do pacjentdw otrzymujacych IFX
(1736, tj. 2,8%), chociaz czas trwania CD w grupie IFX byt dluzszy w pordwnaniu do grupy
kontrolnej. Ponadto stwierdzono mniejsze stezenie TSH 1 miano przeciwcial TRAb u pacjentow
z grupy IFX, w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Powyzsze dane wyraznie sugerujg prewencyjng rol¢ IFX w prawdopodobnym rozwoju
AITD u pacjentow z CD. Ponadto, wyniki wskazuja na wysoka przydatno$¢ badania
ultrasonograficznego tarczycy jako narzedzia w identyfikacji pacjentéw z CD, z ryzykiem rozwoju
AITD.

Praca 3:

Assessment of the thyroid gland's function and morphology in paediatric patients treated
with enzyme replacement therapy due to storage diseases - preliminary results of own research
and the review of the literature.

(Pediatric Endocrinology Diabetes and Metabolism — praca przyjeta do publikacji)

Posrod pacjentéw z chorobg Fabry'ego, u pacjenta nr 1 stwierdzono prawidtowe stezenie
hormonow osi tarczycowej (ze spadkiem stezenia TSH z 2,8 do 2,36 ulU/ml, bez istotnych roznic
fT3 1 fT4) i ujemne miano przeciwcial przeciwtarczycowych w pierwszej i drugiej ocenie; w USG
stwierdzono wyrazng poprawe (W pierwszej ocenie miazsz o nieznacznie niejednorodnej
echogenicznosci ze wspotistnieniem pojedynczych torbieli koloidowych, w drugiej ocenie

echogenicznos¢ tarczycy prawidtowa). U pacjenta nr 2, leczonego z powodu niedoczynnosci
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tarczycy w przebiegu AITD rozpoznanej 4 lata przed rozpoznaniem choroby Fabry'ego,
stwierdzono prawidlowe wyniki hormonow osi tarczycowej (podczas substytucji L-tyroksyna,
50 ug na dobg), dodatnie miano przeciwcial przeciwtarczycowych i typowy dla AITD obraz
tarczycy w USG, jednak wedlug danych lekarza prowadzacego wymagatl zmniejszenia dawki
substytucyjnej L-tyroksyny (z 62,5 ug do 50 ug dziennie). U pacjenta nr 3 stwierdzono prawidtowe
wyniki hormondw osi tarczycowej, ujemne miano przeciwciat przeciwtarczycowych i prawidtowy
obraz tarczycy w USG.

U wszystkich pacjentdow z chorobg Pompego (nr 4, 5) stwierdzono prawidtowe stezenia
hormondéw osi tarczycowej oraz ujemne miano przeciwcial przeciwtarczycowych. W USG
stwierdzono nieznacznie niejednorodng echogeniczno$¢ migzszu tarczycy ze wspoélistnieniem
pojedynczych torbieli koloidowych i obecnoscig wezta chtonnego w cies$ni u jednego z pacjentow
(nr5).

U wszystkich pacjentow z chorobg Huntera (nr 6, 7, 8) stwierdzono prawidtowe stezenia
hormonéw osi tarczycowej i ujemne miano przeciwcial przeciwtarczycowych zar6wno w pierwszej
jak 1 drugiej ocenie. Ponadto u wszystkich trzech pacjentéw stwierdzono spadek stezenia TSH
srednio o0 0,4 pIU/ml (od 0,34 do 0,52). W pierwszym badaniu USG u tych pacjentow nie wykazano
nieprawidlowosci, w drugiej ocenie u dwoch z nich (nr 6, 8) stwierdzono nieznacznie
niejednorodng echogeniczno$¢ migzszu tarczycy.

Podsumowujac, u wszystkich pacjentéw (w tym pacjenta z AITD) stwierdzono prawidlowe
poziomy TSH, T3 i fT4. Uwage zwraca obnizenie poziomu TSH u pacjentéw z chorobg Huntera,
co moze wigzaé si¢ zard6wno z poprawa funkcji tarczycy, jak i z pogorszeniem funkcji przysadki.
Jednoczesnie w drugim badaniu USG u dwoéch pacjentow z choroba Huntera zaobserwowano
pojawienie si¢ niejednorodnej echogenicznos$ci tarczycy. Z kolei u pacjenta z chorobg Fabry'ego
obraz ultrasonograficzny tarczycy ulegt normalizacji po 27 miesigcach ERT.

Na podstawie przegladu piSmiennictwa i wstgpnych wynikéw badan, mozna stwierdzi¢,
ze akumulacja substancji niezmetabolizowanych w rzadkich chorobach spichrzeniowych ma wplyw
rowniez na gruczoly dokrewne, w tym na o$ przysadka — tarczyca. Stosowanie ERT moze mieé
dziatanie protekcyjne przed akumulacja substancji niezmetabolizowanych w gruczole tarczowym
1 przez to zapobiega¢ zaburzeniom funkcji 1 morfologii tego gruczotu; z uwagi na brak penetracji
do przysadki, nie chroni przed wtérnymi zaburzeniami czynnosci tarczycy. Dlatego pacjenci
zZ rzadkimi chorobami spichrzeniowymi powinni by¢ monitorowani w celu rozpoznania ewentualnej
pierwotnej lub wtornej niedoczynnosci tarczycy zarowno przed, jak i w trakcie ERT.

Whioski konicowe:
1. Terapia z zastosowaniem przeciwcial przeciwko TNF alfa u pacjentow pediatrycznych z CD

ma prewencyjng role¢ w rozwoju zaburzen czynnosci 1 morfologii gruczotu tarczowego,
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ze szczegOlnym uwzglednieniem AITD.

2. Badanie ultrasonograficzne gruczotu tarczowego jest wysoce czutym narzedziem w identyfikacji
pacjentéw z CD, z ryzykiem rozwoju AITD.

3. Akumulacja substancji niezmetabolizowanych w rzadkich chorobach spichrzeniowych
niewatpliwie wptywa na gruczoly dokrewne, w tym na o$ przysadka — tarczyca. Stosowanie ERT
moze zapobiega¢ zaburzeniom funkcji i morfologii gruczotu tarczowego, z uwagi na brak penetracji
do przysadki, nie chroni przed wtérnymi zaburzeniami czynno$ci tarczycy. Pacjenci z rzadkimi
chorobami spichrzeniowymi powinni by¢ monitorowani w celu rozpoznania ewentualnej pierwotnej

lub wtérnej niedoczynnosci tarczycy zaréwno przed, jak 1 w trakcie ERT.



Streszczenie w jezyku angielskim:
Introduction:

Biological drugs are one of the greatest innovations in the medicine. Their use allowed to
cure diseases that were previously considered incurable or very difficult to treat.

The European Medicines Agency (EMA) defines biological drugs as medicinal products
containing one or more active substances that are produced by or derived from an living organism.
The Food and Drug Administration (FDA) specifies that biological products include vaccines, blood
and blood components, somatic cells, gene therapy, tissues, and recombinant proteins. Classically,
taking into account the molecular structure, three groups of biological drugs are distinguished:
monoclonal  antibodies, fusion proteins and recombinant human cytokines [1].

Biological drugs have become a very important therapeutic option. In recent years, the
number of biological drugs available in the treatment have significantly increased. Biological drugs
in the form of enzyme replacement therapy have contributed to enormous success in the treatment
of rare diseases such as storage diseases.

Biological drugs have significantly improved the prognosis and quality of life. However,
therapy with their use is not without the risk of side effects [1, 2]. There is insufficient knowledge
about the impact of biological therapy on the functioning of the endocrine system, including the
function and morphology of the thyroid gland in children and adolescents.

To quote Pichler, the author of the classification of adverse effects of biological drugs [1]:
,»The wide use of biological agents in modern medicine is a challenge for doctors, as it is an
example of how fast new therapeutical principles based on novel knowledge and modern techniques
can enter clinical practice, and that constant learning is required”, in this doctoral dissertation, |
would like to present the influence of selected biological drugs on the activity and morphology of
the thyroid gland. The choice of the subject of the study was dictated by the clinical necessity to
understand the topic of possible disturbances in the functioning of the thyroid gland in patients
during biological therapy, because it is the most common endocrinopathy in childhood, and thyroid
hormones play a key role as a regulator of normal growth, metabolism and myelination of the
nervous system [8,9]. Moreover, undiagnosed thyroid gland dysfunction may have a negative
impact on the course and treatment of the underlying disease in children and adolescents.

Article 1, 2:

Tumor necrosis factor alfa (TNF-alpha) is an important cytokine of inflammatory and

immunological reactions. It is produced mainly by monocytes and macrophages, but its source can
also be other cells, including thyroid cells [10, 11]. It is involved in the pathogenesis of many
diseases, including autoimmune diseases. This fact has become the basis for the search for new

therapeutic options for patients suffering from such diseases including, for example, inflammatory
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bowel disease (IBD) [12]. As a consequence, drugs called anti-TNF-alpha were developed, the main
task of which is to directly reduce the concentration of TNF-alpha and thus inhibit the cascade of
phenomena occurring in the course of its action [13]. TNF-alpha inhibitors are monoclonal
antibodies, antibody fragments, or fusion proteins. This group of biological drugs includes, among
others, Infliximab (IFX), which is a monoclonal, chimeric, human-mouse (75%: 25% protein
structure) 1gG1 class antibody [13].

TNF-alpha is also involved in the pathogenesis of thyroid dysfunction, including AITD [14,
15]. As it is known from the literature, very often diseases in which anti-TNF-alpha therapy is used
are associated with a higher risk of developing another autoimmune disease, including AITD,
compared to the general population. However, it should be emphasized that the current clinical data
on the higher incidence of AITD in IBD patients compared to the general population are
inconsistent  and mainly  concern the  adult  patient  population [16-19].

Taking into account the above-mentioned information on the role of TNF-alpha in the
etiopathogenesis of thyroid dysfunction, it should be expected that anti-TNF-alpha therapy used due
to another disease should have a protective effect against the possible development of autoimmune
thyroid disease, and in the case of its presence should show a healing effect. Despite the fact that
research on biological drugs anti-TNF-alpha dates back to the 1990s, their results assessing the
influence of this therapy on the function or morphology of the thyroid gland apply to the adult
population and remain inconclusive [4-6].

Due to the increasing use of anti-TNF-alpha therapy also in the pediatric population - these
drugs are used with great effectiveness in the treatment of IBD, we considered it justified to include
this group of patients in the research, bearing in mind the key role of euthyroidism in the proper
development of children and adolescents.

The diagnosis of AITD is based on the presence of circulating antibodies to thyroid antigens
(mainly thyreoperoxidase and thyroglobulin) and the detection of reduced echogenicity of the
thyroid gland on ultrasound in a patient with normal or abnormal levels of thyroid hormones [20].
In the opinion of many experts, the ultrasound assessment of the thyroid gland is a more effective
tool in the diagnosis and prognosis of AITD than the examination of the presence of circulating
antibodies in the blood [21-24].

Undiagnosed thyroid dysfunction may negatively affect the course of CD. In the light of
these data, it is crucial to understand the impact of anti-TNF-alpha therapy on the function and
morphology of the thyroid gland and to develop methods that will enable early diagnosis of possible
disorders.

Article 3:

Storage diseases, genetically determined disorders caused by the deficiency of a specific
11



enzyme lead to the systemic accumulation of non-metabolized substances. Currently, many of these
diseases can be treated causally with enzyme replacement therapy (ERT) [7]. Globally, ERT was
first developed for Gaucher disease in the 1990s. The available literature provides some data on the
influence of ERT on the dysfunction of many organs and systems. However, the function and
morphology of the endocrine glands, including the thyroid gland in storage diseases, and the
influence of ERT on their function have not been thoroughly investigated [25-29]. Given the high
degree of vascularization and the low proliferation rate of the endocrine glands, they seem prone to
the accumulation of non-metabolized substances that may interfere with their function or
morphology. This is especially important in the pediatric population, as it is well known that the
proper function of the thyroid gland is essential for the proper development of children and
adolescents. The clinical picture of storage diseases often includes disorders resulting from
neurodegeneration, which could be aggravated by the lack of euthyroidism.

In the light of these data, it seems reasonable to understand the influence of ERT on the
function and morphology of the thyroid gland and its expected protective effect on this gland.

Aims of the work:

The first common goal of the series of three studies was to evaluate the effect of biological
treatment on the function and morphology of the thyroid gland in children and adolescents. The
second, common goal of the series of three studies was the assumption that the obtained results,
through early detection of potential disorders and introduction of their appropriate monitoring or
treatment, will allow for the proper development of children and adolescents.

Article 1:

The specific aim of article 1 was, based on a review of the literature, to analyze the possible
impact of anti-TNF-alpha therapy used in inflammatory and immune diseases on thyroid function
and the development of AITD.
Article 2:

The specific aim of article 2 was to evaluate the impact of therapy with Infliximab on the
development of dysfunction of the thyroid gland in children and adolescents with CD. In addition,
the aim of this study was to evaluate the usefulness of ultrasonography in determining the risk of
AITD in pediatric CD patients.

Article 3:

The specific aim of article 3 was to conduct preliminary own research and a review of the
literature on the assessment of thyroid function and morphology in pediatric patients treated with
enzyme replacement therapy due to storage diseases.

Material and methods:

Article 1:
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A literature review based on publications in the PubMed database. The basic criterion was
the assessment of the impact of anti-TNF-alpha therapy used in inflammatory and immune diseases
on thyroid function and the development of AITD. Ultimately, 10 papers were selected, published in
the years 2001 - 2018.

Article 2:

The study included 61 patients with CD, treated at the Department of Paediatrics,
Gastroenterology and Nutrition, Department of Paediatrics, Institute of Pediatrics, without any
history of thyroid dysfunction. Thirty-six patients were treated with Infliximab (IFX group), while
25 patients (control group) had never received any biological drugs. The Local Ethical Committee
approved the study (No. 1072.620.57.2019 of March 28, 2019). Parents and patients over 16 years
of age signed an informed consent.1

There were 18 girls (mean age 14.5 + 2.3 years) and 18 boys (mean age 14.4 + 4.4 years) in
the IFX group. The mean duration of CD in girls was 52.6 = 31.5 months, the mean duration of IFX
therapy was 43.8 £+ 30.1 months. The mean duration of CD in boys was 53.6 + 31.7 months, mean
duration of IFX therapy was 34 + 19.2 months.

In the control group there were 10 girls (mean age 13.9 + 2.8 years) and 15 boys (mean age
15.2 £ 1.8 years). The mean duration of CD in girls was 26.3 £ 32.5 months, in boys 24.2 + 22
months.

Thyroid stimulating hormone (TSH), free triiodothyronine (fT3) and thyroxine (fT4) were
measured in each patient. In addition, the titers of anti-thyroid peroxidase antibody (ATPO), anti-
TSH receptor antibody (TRAD), and anti-thyroglobulin antibody (aTG) were measured in each
patient. TSH, fT3, and fT4 levels were measured using direct chemiluminescence assay (Siemens,
USA). ATPO, aTG, and TRAb levels were measured using an immunochemical method with
isotope label sets (Brahms, Germany).

Each patient had an ultrasound examination of the thyroid gland. The examination included
the measurement of both thyroid lobes in three dimensions and the measurement of the thickness of
the isthmus of the thyroid gland, evaluation of the echogenicity of the parenchyma and the presence
of focal lesions (using both the gray scale and the color Doppler technique).

Statistical analysis was performed using the Dell Statistica 13.1 64-bit package (StatSoft,
Krakéw, Poland). Variables are presented as mean with SD. Differences between the IFX group and
the control group were determined by Student’s t-test. For all calculations, statistical significance
was assumed at the level of p <0.05.

Article 3:
Eight patients (7 boys, 1 girl) with metabolic diseases treated with ERT and under the

constant care of the Department of Paediatrics, Institute of Pediatrics were included in the study.
13



The Local Ethical Committee approved the study (No. 1072.6120.57.2019 of March 28, 2019).
Parents and patients over 16 years of age signed an informed consent.

Three patients with Fabry disease (No. 1 at 17 years old, time from diagnosis 21 months,
ERT duration 7 months; No. 2 at 9.9 years old, time from diagnosis 22 months, ERT duration 20
months; No. 3 at 10 years old, time from diagnosis 39 months, duration of ERT 6 months).

Three with Hunter's disease (No. 6 at 12.3 years old, time from diagnosis 148 months, ERT
duration 146 months; No. 7 at 4.1 years old, time from diagnosis 46 months, ERT duration 43
months; No. 8 at 9.3 years old, time from diagnosis 84 months, ERT duration 79 months).

Two with Pompe disease (No. 4 at 6.8 years old, time from diagnosis 84 months, ERT
duration 81 months; No. 5 at 9.5 years old, time from diagnosis 26 months, ERT duration 25
months).

Seven of those patients had no history of thyroid gland dysfunction, one patient (No. 2) had
a diagnosis of AITD (4 years prior to Fabry disease).

Thyroid stimulating hormone (TSH), free triiodothyronine (fT3), and thyroxine (fT4) were
measured in each patient during ERT. In addition, the titers of anti-thyroid peroxidase antibody
(ATPO), anti-TSH receptor antibody (TRAb), and anti-thyroglobulin antibody (aTG) were
measured in each patient. TSH, fT3, and fT4 levels were measured using direct chemiluminescence
assay (Siemens, USA). ATPO, aTG, and TRAD levels were measured using an immunochemical
method with isotope label sets (Brahms, Germany).

Each patient had an ultrasound examination of the thyroid gland. The examination included
the measurement of both thyroid lobes in three dimensions and the measurement of the thickness of
the isthmus of the thyroid gland, evaluation of the echogenicity of the parenchyma and the presence
of focal lesions (using both the gray scale and the color Doppler technique).

In addition, three patients with Hunter's disease (No. 6-8) and one with Fabry disease (No.
1) underwent reassessment of thyroid function parameters (TSH, fT3, fT4), antibody titers (ATPO,
aTG, TRAD), and the ultrasound of the thyroid gland (patient no. 7 was not reassessed) after 27
months of ERT.

Statistical analysis was performed using Dell Statistica 13.1 64-bit package (StatSoft,
Krakow, Poland). Variables were presented as the mean of SD.

Results:

Article 1:

Anti-tumour necrosis factor a therapy — Does it increase the risk of thyroid disease or protect
against its development?

(Pediatric Endocrinology Diabetes and Metabolism. 2020;26(3):144-149).
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Although research on biological anti-TNF-alpha drugs dates back to the 1990s, according to
the cited reports, despite the relatively long observation period, the question of the impact of anti-
TNF-alpha therapy, used in other inflammatory and immune diseases, on the thyroid function and
development of AITD, still remains open. There are few reports on this subject, they provide very
varied data and mainly concern the adult patient population. Due to the increasing frequency of
using anti-TNF-alpha therapy also in the pediatric population, it seems justified to conduct studies
to assess the thyroid function and the development of AITD also in this group of patients.

Summing up, the conclusions of this work became an introduction to the research and the
next publication, which is part of this doctoral dissertation, on the impact of anti-TNF-alpha therapy
on the function and morphology of the thyroid gland in children and adolescents with CD.

Article 2:
Infliximab Therapy Could Decrease the Risk of the Development of Thyroid Disorders in
Pediatric Patients With Crohn's Disease.

(Frontiers in Endocrinology. 2020;11)

In the IFX group, 6/36 patients (5/18 girls, 1/18 boys) had abnormal echogenicity of the
thyroid parenchyma on ultrasound (three patients showed heterogeneous echogenicity, two patients
slightly decreased echogenicity, and one significantly decreased echogenicity). The mean duration
of CD in these patients was 46 + 20.31 SD months (range 21-72 months). The mean duration of
IFX therapy was 41 £ 17.9 SD months (range 21-59 months). In 8/36 patients, small colloid cysts
located in the lower poles of the thyroid glands were found, and in one boy, two cystic solid lesions
in both thyroid lobes (in left lobe 4.5 x 4.3 x 2.1mm; in the right lobe 6.2 x 7.3 X 3.2mm) were
present (in a repeated examination after 6 months, their dimensions were reduced and their cystic
nature was confirmed). In the IFX group, 25/36 patients had normal thyroid parenchyma on
ultrasound.

In the control group, 11/25 patients (5/10 girls, 6/15 boys) had abnormal echogenicity of the
thyroid parenchyma on ultrasound (four patients showed heterogeneous parenchymal echo pattern,
seven, heterogeneous and significantly hypoechoic parenchymal echo pattern). The mean disease
duration in these patients was 28.7 + 26.1 SD months (range 3—72 months). In 9/25 children, small
colloid cysts localized in the lower poles of both lobes of the thyroid glands were present. Other
patients of the control group (13/25) had a normal ultrasound pattern of thyroid gland.

The parameters assessing thyroid function (TSH, fT3 and fT4) remained within the normal
range in both groups. However, TSH levels were not statistically significantly lower in the IFX
group (1.31 £ 0.75 plU/ml) compared to the control group (1.68 = 0.79 WlU/ml) (p = 0.69). In

contrast, fT4 levels were statistically significantly higher in the control group (17.17 £+ 2.46 pmol/l)
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compared to the IFX group (13.96 £ 1.95 pmol/l) (p <0.001). There were no differences in T3
levels between the two groups.

Antibody titers (ATPO, aTG, TRAD) remained negative in both groups. Patients from the
IFX group had a statistically significantly lower titer of TRADb antibodies compared to the control
group (0.53 £ 0.19 IU/ml vs 0.69 £+ 0.22 IU/ml; p = 0.03).

Moreover, in patients from control group with heterogeneous / hypoechoic thyroid
parenchyma on ultrasound examination, higher TRAD titers were found compared to patients with
normal thyroid image on ultrasound examination (0.79 £ 0.23 IU/ml vs 0.59 + 0.17 IU/ml; p =
0.042).

In summary, there was a 10-fold higher incidence of significant reductions in thyroid
parenchymal echogenicity in patients not receiving biological treatment (7/25 patients, 28%)
compared to patients receiving IFX (1/36, 2.8%). Moreover, a lower TSH concentration and a
TRADb antibody titer were found in the IFX group compared to the control group.

The above data clearly suggest a preventive role of IFX in the likely development of AITD
in patients with CD. Moreover, the results indicate high usefulness of thyroid ultrasound
examination as a tool in identifying patients with CD at risk of developing AITD.

Article 3:

Assessment of the thyroid gland's function and morphology in paediatric patients treated with
enzyme replacement therapy due to storage diseases - preliminary results of own research and
the review of the literature.

(Pediatric Endocrinology Diabetes and Metabolism — article accepted for publication)

Among patients with Fabry disease, patient No. 1 had normal thyroid hormone levels (with a
decrease in TSH concentration from 2.8 to 2.36 uIU / ml, no significant differences in fT3 and fT4)
and negative titer of anti-thyroid antibodies in the first and second assessment; the ultrasound
showed a clear improvement (in the first assessment, slightly heterogeneous echogenicity with the
coexistence of colloid cysts, in the second assessment, the echogenicity of the thyroid gland was
normal). Patient No. 2, treated for hypothyroidism in the course of AITD diagnosed 4 years before
the diagnosis of Fabry disease, had normal thyroid hormone results (during L-thyroxine
substitution, 50 pg per day), positive titer of anti-thyroid antibodies and typical AITD ultrasound
image of the thyroid gland, however, according to the data, it was necessary to reduce the
substitution dose of L-thyroxine (from 62.5 ug to 50 pug per day). Patient No. 3 had normal thyroid
hormone results, negative titer of anti-thyroid antibodies and normal ultrasound of the thyroid
gland.

All patients with Pompe disease (No. 4, 5) had normal levels of thyroid axis hormones and

negative titres of anti-thyroid antibodies. Ultrasound revealed a slightly heterogeneous echogenicity
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of the thyroid parenchyma with the coexistence of single colloid cysts and the presence of a lymph
node in the isthmus in one of the patients (No. 5).

All patients with Hunter's disease (No. 6, 7, 8) had normal thyroid axis hormone levels and
negative antithyroid antibodies in both the first and second assessments. Moreover, in all three
patients a decrease in TSH concentration was found on average by 0.4 ulU / ml (from 0.34 to 0.52).
The first ultrasound examination in these patients showed no abnormalities, in the second
assessment, two of them (No. 6, 8) showed a slightly heterogeneous echogenicity of the thyroid
parenchyma.

In conclusion, all patients (including the patient with AITD) had normal levels of TSH, fT3
and fT4. Attention is drawn to the reduction in TSH levels in patients with Hunter's disease, which
may be associated with both the improvement of thyroid function and the deterioration of the
pituitary gland function. At the same time, in the second ultrasound examination, heterogeneous
echogenicity of the thyroid gland was observed in two patients with Hunter's disease. In a patient
with Fabry disease, the ultrasound image of the thyroid gland normalized after 27 months of ERT.

Based on a review of the literature and preliminary research results, it can be concluded that
the accumulation of non-metabolized substances in rare storage diseases also affects the endocrine
glands, including the pituitary-thyroid axis. The use of ERT may have a protective effect against the
accumulation of non-metabolized substances in the thyroid gland and thus prevent disturbances in
the function and morphology of this gland; due to the lack of penetration into the pituitary gland, it
does not protect against secondary disorders of the thyroid gland. Therefore, patients with rare
storage diseases should be monitored for diagnosis of possible primary or secondary
hypothyroidism both before and during ERT.

Final conclusions:

1. Therapy with anti-TNF alpha antibodies in pediatric patients with CD has a preventive role in the
development of dysfunction of the thyroid gland, with particular emphasis on AITD.

2. Ultrasound examination of the thyroid gland is a highly sensitive tool in identifying CD patients
at risk of developing AITD.
3. The accumulation of non-metabolized substances in rare storage diseases undoubtedly affects the
endocrine glands, including the pituitary-thyroid axis. The use of ERT can prevent disturbances in
the function and morphology of the thyroid gland, but due to the lack of penetration into the
pituitary gland, it does not protect against secondary disturbances of the thyroid gland. Patients with
rare storage diseases should be monitored for diagnosis of possible primary or secondary

hypothyroidism both before and during ERT.
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