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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

• AITD: autoimmune thyroid disease – choroba autoimmunizacyjna tarczycy 

• Anti-Tg: thyroglobulin antibodies – przeciwciała przeciw tyreoglobulinie 

• Anti-TPO: thyroid peroxidase antibodies – przeciwciała przeciw peroksydazie 

tarczycowej 

• BMI: body mass index – wskaźnik masy ciała 

• CD: cluster of differentiation – grupa różnicowania (marker powierzchniowy 

komórek) 

• COVID-19: coronavirus disease 2019 – choroba koronawirusowa 2019 

• DCs: dendritic cells – komórki dendrytyczne 

• DM2: type 2 diabetes mellitus – cukrzyca typu 2 

• DN: double negative – subpopulacja podwójnie ujemna (CD4-CD8-) 

• DP: double positive – subpopulacja podwójnie dodatnia (CD4+CD8+) 

• ECLIA: electrochemiluminescence immunoassay – elektrochemiluminescencyjna 

• FC: flow cytometry – cytometria przepływowa 

• FACS: fluorescence-activated cell sorting – sortowanie komórek aktywowanych 

fluorescencją 

• GD: Graves’s disease – choroba Gravesa-Basedowa 

• HT: Hashimoto’s thyroiditis – choroba Hashimoto 

• IFN-γ: interferon gamma – interferon gamma 

• IL: interleukin – interleukina 

• iNKT: invariant Natural Killer T cells –komórki invarant Natural Killer T 

• mRNA: messenger ribonucleic acid – informacyjny kwas rybonukleinowy 

• NK cells: Natural Killer cells – komórki Natural Killer 

• NKT cells: Natural Killer T cells – komórki Natural Killer T 

• NKT-like cells: Natural Killer T-like cells – komórki podobne do Natural Killer T 

• PBMCs: peripheral blood mononuclear cells – jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej 

• rhTSH: recombinant human thyroid-stimulating hormone – rekombinowana 

ludzka tyreotropina 

• RNA: ribonucleic acid – kwas rybonukleinowy 
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• RT-PCR: reverse-transcription polymerase chain reaction – reakcja łańcuchowa 

polimerazy z odwrotną transkrypcją 

• STAT6: Signal Transducer and Activator of Transcription 6 – transduktor sygnału 

i aktywator transkrypcji 6 

• TCR T-cell receptor – receptor TCR 

• TGF-β: transforming growth factor beta – transformujący czynnik wzrostu beta   

• Th1: T-helper type 1 – limfocyty pomocnicze typu 1 

• Th2: T-helper type 2 – limfocyty pomocnicze typu 2 

• TNF-α: tumour necrosis factor alpha – czynnik martwicy nowotworów alfa 

• TRAb: thyroid-stimulating hormone receptor antibodies – przeciwciała przeciw 

receptorowi TSH 

• TSH: thyroid-stimulating hormone – hormon tyreotropowy 

• TSHR: thyroid-stimulating hormone receptor – receptor hormonu tyreotropowego 

• VDR: vitamin D receptor – receptor witaminy D 
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OMÓWIENIE CYKLU PUBLIKACJI 

Założenia i cele pracy wraz z uzasadnieniem połączenia publikacji w cykl 

 Układ odpornościowy oraz układ wydzielania wewnętrznego są ściśle ze sobą 

powiązane i tworząc skomplikowaną sieć regulacyjną, w której interakcje pomiędzy 

hormonami, cytokinami a komórkami efektorowymi są złożone i nie do końca poznane [1].  

Coraz liczniejsze dane naukowe wskazują na obecność receptorów dla hormonów, w tym 

m.in. tyreotropiny (TSHR) oraz witaminy D (VDR), na powierzchni różnych komórek 

układu odpornościowego, takich jak limfocyty T i B, monocyty, makrofagi, komórki 

dendrytyczne (DC), a także komórki Natural Killer (NK) [2–7]. Obecność tych receptorów 

odgrywa istotną rolę w modulacji funkcji komórek immunokompetentnych, co w 

konsekwencji może wpływać na regulację odpowiedzi immunologicznej oraz przebieg 

licznych chorób, w tym autoimmunologicznych, metabolicznych i nowotworowych. Na 

aktywność i funkcje komórek układu odpornościowego, oddziałują nie tylko czynniki 

hormonalne, ale również czynniki metaboliczne, wśród których istotną rolę odgrywa 

hiperglikemia. Utrzymujące się podwyższone stężenie glukozy może wpływać na 

aktywację, profil wydzielanych cytokin oraz zdolności cytotoksyczne komórek 

immunokompetentnych, przyczyniając się do zaburzenia równowagi immunologicznej [8-

12]. 

Szczególne znaczenie w kontekście wyżej wymienionych czynników mają komórki NKT-

like, łączące cechy odporności wrodzonej i nabytej [13]. Komórki NKT-like, wcześniej 

opisywane w literaturze jako komórki Natural Killer T (NKT), tworzą zróżnicowaną grupę 

limfocytów T, które posiadają właściwości komórek T (obecność receptora TCR) oraz 

komórek NK (ekspresja molekuły CD56). Dotychczas przynależność do populacji NKT 

opierała się na jednoczesnej obecności antygenów CD3 i CD56, jednakże zgodnie z 

aktualnym stanem wiedzy ekspresję molekuły CD56 uznaje się za wskaźnik aktywnego 

fenotypu, często powiązanego ze zwiększoną cytotoksycznością i częściowym 

podobieństwem funkcji do komórek NK. Wraz z odkryciem, że CD56 nie jest markerem 

swoistym jedynie dla komórek NK, lecz występuje także na aktywowanych limfocytach γδ 

i αβ, klasyfikacja komórek NKT została zrewidowana celem wyodrębnienia nowej 

subpopulacji określanej jako NKT-like [14-17]. Komórki NKT-like wykazują zdolność do 

szybkiej produkcji szeregu cytokin m.in. interleukiny 4 (Il-4), interferonu gamma (IFN-γ) 

oraz czynnika martwicy nowotworów alfa (TNF-α) przez co wchodzą w sposób pośredni 
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w interakcje z innymi komórkami układu odpornościowego i regulują odpowiedź zapalą 

organizmu. Wytwarzają także cytotoksyczne białka tj. perforyny i granzym B, 

przyczyniające się do bezpośredniej obrony skierowanej przeciw drobnoustrojom oraz 

komórkom nowotworowym [13,17]. Z uwagi na ich wysoką reaktywność i potencjał 

immunomodulacyjny, stanowią one innowacyjny cel badań nad wpływem czynników 

hormonalnych na funkcję układu immunologicznego człowieka. Rozwój immunologii, a w 

szczególności nowych metod szczegółowej identyfikacji komórek, spowodował 

konieczność ponownej oceny i udoskonalenia klasyfikacji komórek.  

Na podstawie ekspresji molekuł powierzchniowych CD4+ i CD8+ komórki NKT-like 

możemy podzielić na 4 subpopulacje: CD8+CD4-, CD4+CD8-, CD4-CD8- (double 

negative; DN), and CD4+CD8+ (double positive; DP) [18]. Co istotne, powyższe 

subpopulacje różnią się profilem wydzielanych cytokin oraz siłą zdolności 

cytotoksycznych. Subpopulacja CD4-CD8+ komórek NKT-like wydziela głównie 

cytokiny typu Th1, takie jak IFN-γ i TNF-α. Z kolei subpopulacja CD4+CD8- wykazuje 

profil cytokinowy typu Th2, produkując przede wszystkim IL-4, interleukinę 10 (IL-10) 

oraz interleukinę 13 (IL-13). Subpopulacja DN charakteryzuje się najsilniejszym 

potencjałem cytotoksycznym spośród wszystkich frakcji NKT-like, natomiast 

subpopulacja DP jest najmniej liczna i wykazuje mieszany profil wydzielania cytokin 

Th1/Th2, co świadczy o jej plastyczności funkcjonalnej i zdolności do modulowania 

odpowiedzi immunologicznej w zależności od kontekstu biologicznego [19,20].  

Jak wspomniano powyżej, dotychczasowe badania wykazały obecność licznych 

receptorów hormonalnych, w tym TSHR na różnych komórkach układu odpornościowego. 

W modelach doświadczalnych wykazano, że tyreotropina (TSH) zwiększa aktywność 

fagocytarną mysich DC, a także selektywnie nasila wydzielanie interleukiny 1 beta (IL-1β) 

i interleukiny 12 (IL-12) w odpowiedzi na stymulację czynnikami aktywującymi 

fagocytozę [3]. Dodatkowo, w połączeniu z IL-2, TSH zwiększała aktywność komórek NK 

[21]. Natomiast Adamczewski i wsp. w swojej pracy wykazali istotny wzrost odsetka 

komórek NKT po podaniu rekombinowanej ludzkiej tyreotropiny (rhTSH) [22], co 

sugerowało bezpośredni mechanizm działania TSH na te komórki. Podobne 

przypuszczenia dotyczące takiego mechanizmu zostały wysunięte również w innych 

badaniach [23]. Oprócz bezpośredniego wpływu na komórki odpornościowe, TSH może 

również oddziaływać pośrednio, modulując wydzielanie cytokin przez komórki 
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immunokompetentne oraz modyfikując ich wrażliwość na te cytokiny. Pomimo rosnącej 

liczby doniesień dotyczących udziału układu wydzielania wewnętrznego w regulacji 

odpowiedzi odpornościowej, ekspresja receptora TSHR na komórkach NKT-like nie była 

dotąd przedmiotem badań.  

Uwzględniając znaczenie TSH w regulacji funkcji układu odpornościowego, zasadne stało 

się rozszerzenie analiz o inne czynniki hormonalne o udokumentowanym działaniu 

immunomodulującym, takie jak witamina D [4-7]. Wykazano, że aktywacja szlaku 

sygnałowego witamina D – VDR odgrywa istotną rolę w prawidłowym rozwoju komórek 

invariant Natural Killer T (iNKT). W modelach zwierzęcych niedobór witaminy D w 

okresie płodowym prowadził do epigenetycznych zmian skutkujących zmniejszeniem 

liczby tych komórek [24-25]. Udowodniono również, że suplementacja witaminą D 

zwiększała ilość komórek NKT we krwi obwodowej pacjentów z chorobą koronawirusową 

(COVID-19) przebywających na oddziale intensywnej opieki medycznej [26]. Pomimo 

rosnącego zainteresowania rolą witaminy D w regulacji odpowiedzi immunologicznej, jej 

wpływ na poszczególne subpopulacje komórek NKT-like nie został dotychczas 

szczegółowo przeanalizowany.  

Nie tylko czynniki hormonalne, lecz także metaboliczne i środowiskowe, takie jak stres 

oksydacyjny czy hiperglikemia, mogą wpływać na funkcjonowanie komórek 

immunokompetentnych. W badaniu Tang i wsp. [8] wykazano istotne zmniejszenie liczby 

komórek NKT-like we krwi obwodowej pacjentów z cukrzycą typu 2 (DM2) i 

współistniejącą ciężką hiperglikemią. Zanotowano również, że hiperglikemia nie tylko 

modyfikuje profil wydzielanych przez komórki NKT-like cytokin z Th1 na Th2, ale także 

nasila ich aktywność [9–12]. Mając na uwadze powyższe wyniki, poziom glikemii jest 

ewidentnie czynnikiem oddziałującym na komórki NKT-like, jednakże w dostępnej 

literaturze wciąż brakuje szczegółowych danych dotyczących wpływu hiperglikemii na 

subpopulacje komórek NKT-like. 

Zatem celem naszego projektu było w pierwszym jego etapie – określenie ekspresji TSHR 

na komórkach NKT-like, a w kolejnych etapach  – ocena wpływu hiperglikemii i stężenia 

witaminy D na subpopulacje komórek NKT-like. 

W pierwszej z cyklu prac analizowane komórki CD3+CD56+ określono jako komórki 

NKT, co było zgodnie z ówczesnym stanem wiedzy oraz obowiązującym w literaturze 



16 
 

naukowej nazewnictwem. Takie podejście pozwalało na możliwość porównania z 

wcześniejszymi badaniami, w których stosowano identyczną metodologię. W kolejnych 

latach, wraz z rozwojem metod detekcji komórek układu odpornościowego, dokonano 

aktualizacji terminologii i populację komórek CD3+CD56+, będącą grupą heterogenną 

limfocytów T o cechach komórek NK, zaczęto określać jako komórki NKT-like, a nazwa 

komórki NKT została zarezerwowana wyłącznie dla komórek rozpoznających antygeny za 

pomocą cząsteczki CD1d (invariant NKT, iNKT). W związku z tym, w drugiej i trzeciej 

publikacji przyjęto już zaktualizowane nazewnictwo, które lepiej odzwierciedla obecny 

stan wiedzy immunologicznej. Zmiana ta stanowi efekt modyfikacji terminologii i jest 

skutkiem postępu naukowego, a nie różnic metodologicznych pomiędzy poszczególnymi 

badaniami. Dla zachowania spójności terminologicznej, w dalszej części pracy komórki o 

fenotypie CD3+CD56+ będą określane jako NKT-like. 

Grupę badaną stanowili pacjenci z cytologicznie łagodnymi zmianami ogniskowymi 

tarczycy, hospitalizowani w Klinice Endokrynologii i Chorób Metabolicznych Instytutu 

Centrum Zdrowia Matki Polki w Łodzi lub też diagnozowani w poradni 

endokrynologicznej Instytutu w latach 2022-2024. Od każdego uczestnika badania pobrano 

próbki krwi żylnej (2 × 4,9 mL), z których następnie wyizolowano jednojądrzaste komórki 

krwi obwodowej (PBMC). Z uzyskanej frakcji PBMC wyodrębniono populację komórek 

NKT-like (CD3+CD56+) przy użyciu technik cytometrii przepływowej (FC). Do 

pierwszego etapu badań obejmującego analizę ekspresji TSHR, włączono 86 pierwszych 

przebadanych pacjentów, których podzielono na dwie grupy: 28 pacjentów z 

autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (AITD), w tym 21 z chorobą Hashimoto i 7 z 

chorobą Gravesa-Basedowa, oraz grupę kontrolną (58 osób) bez AITD. Ekspresję TSHR 

na powierzchni komórek NKT oceniano z wykorzystaniem techniki sortowania komórek 

znakowanych fluorescencją (FACS), a następnie uzyskane wyniki potwierdzono metodą 

reakcji łańcuchowej polimerazy z odwrotną transkrypcją (RT-PCR). Na etapie kolejnej 

pracy, analizującej wpływ hiperglikemii na rozkład subpopulacji komórek NKT-like, 

spośród 104 włączonych pacjentów wyodrębniono 24 pacjentów z rozpoznaną cukrzycą 

typu 2 (DM2) oraz 62 osoby stanowiące grupę kontrolną. Z badania wykluczono osoby ze 

stanem przedcukrzycowym, chorobami nowotworowymi oraz aktywnymi infekcjami, 

które mogłyby wpływać na wyniki analiz. Do ostatniej z analiz cyklu, oceniającej wpływ 

stężenia witaminy D na subpopulację komórek NKT-like zakwalifikowano wyłącznie 

pacjentów, u których nie stwierdzono schorzeń, ani nie odnotowano przyjmowania leków 
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wpływających  na gospodarkę wapniowo-fosforanową. Większość badanych (71 osób, tj. 

82,6%) przyjmowała suplementację cholekalcyferolem w dawkach od 1000 do 4000 IU na 

dobę. Ponadto 8% uczestników stosowało preparaty magnezu, a 5% – suplementy kwasów 

omega-3. 

Od wszystkich uczestników badania uzyskano pisemną, świadomą zgodę na udział w 

projekcie po uprzednim przedstawieniu celu, zakresu i założeń badania. Projekt uzyskał 

pozytywną opinię Komisji Bioetycznej Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Łodzi. 

O zasadności połączenia trzech publikacji w jeden cykl badawczy decyduje przede 

wszystkim fakt, iż wszystkie prace koncentrują się na analizie komórek NKT-like. W 

pierwszej z publikacji oceniano ekspresję TSHR na komórkach NKT-like, porównując 

dodatkowo pacjentów z AITD z osobami bez cech autoimmunizacji. Druga praca 

poświęcona była analizie wpływu stężenia glukozy w surowicy krwi obwodowej oraz 

istniejącego rozpoznania cukrzycy na subpopulacje komórek NKT-like, natomiast trzecia 

dotyczyła zależności pomiędzy stężeniem witaminy D a immunofenotypowym 

zróżnicowaniem subpopulacji komórek NKT-like. Poza ścisłym powiązaniem 

tematycznym i logiczną ciągłością zagadnień, prace te łączy również wspólny zespół 

badawczy, zaangażowany w opracowanie koncepcji i realizację badań, oraz jednolita 

metodologia, obejmująca zarówno część laboratoryjną, jak i analizę statystyczną. 

Zebrane wyniki badań opublikowano w postaci trzech wzajemnie powiązanych prac 

oryginalnych, które wspólnie tworzą spójny cykl badawczy, będący źródłem nowych 

wniosków naukowych. 

Cykl obejmuje: 

1. Publikację określającą ekspresję receptora dla tyreotropiny (TSHR) na komórkach 

NKT-like. 

2. Publikację oceniającą wpływ hiperglikemii na subpopulacje komórek NKT-like. 

3. Publikację oceniającą wpływ stężenia witaminy D na subpopulacje komórek NKT-

like. 
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Omówienie osiągnięć badawczych kandydata opisanych w cyklu publikacji, na tle 

aktualnego stanu wiedzy. 

Cykl publikacji otwiera praca, której celem była analiza ekspresji TSHR na powierzchni 

komórek NKT-like. Dotychczas wykazano ekspresję TSHR w licznych narządach i 

tkankach ludzkiego organizmu, m.in. na komórkach układu odpornościowego takich jak 

limfocyty B, T, makrofagi, DC oraz komórki NK, jednakże ekspresja TSHR na komórkach 

NKT-like nie była do tej pory przedmiotem badań [2,3]. 

W tej pracy badane komórki CD3+CD56+ określono jako „komórki NKT”, co było zgodne 

z ówczesnym stanem wiedzy. W kolejnych pracach cyklu oraz w dalszej części rozprawy, 

mając na uwadze aktualne dane literaturowe, przyjęto jednolite określenie „komórki NKT-

like”, które dokładniej charakteryzuje heterogenną populację limfocytów T o cechach 

komórek NK. Zmiana ta – jak wspomniano powyżej – była efektem rewizji terminologii i 

skutkiem postępu naukowego, a nie różnic metodologicznych pomiędzy poszczególnymi 

badaniami. 

Analizą objęto 86 pacjentów z łagodnymi zmianami ogniskowymi tarczycy, w tym 28 osób 

z AITD oraz 58 bez cech autoimmunizacji. W obu grupach porównano podstawowe 

parametry kliniczne takie jak wiek, płeć oraz poziomy hormonów i przeciwciał 

przeciwtarczycowych [tyreotropiny (TSH), wolnej trijodotyroniny (fT3), wolnej tyroksyny 

(fT4), przeciwciał przeciwko peroksydazie tarczycowej (anty-TPO), przeciwciał 

przeciwko tyreoglobulinie (anty-Tg), przeciwciał przeciwko receptorowi dla TSH 

(TRAb)]. Obie grupy nie różniły się istotnie pod względem wieku, płci i czynności 

tarczycy, natomiast w grupie z AITD stwierdzono znacząco wyższe stężenia przeciwciał 

anty-TPO i anty-Tg, co potwierdzało aktywny proces autoimmunologiczny. Nie wykazano 

istotności statystycznej w zakresie TRAb, co można tłumaczyć faktem, że w grupie z AITD 

jedynie 7 osób chorowało na GD, z czego tylko jedna była pacjentem ze świeżo rozpoznaną 

postacią choroby i wysokim stężeniem TRAb. 

Krew żylną pobierano od uczestników badania o godzinie 6:00, na czczo, a z próbek 

izolowano jednojądrzaste komórki krwi obwodowej (PBMC) metodą gradientową. 

Następnie z frakcji PBMC wyodrębniono komórki NKT-like (CD3+CD56+) przy użyciu 

magnetycznego separatora komórek (Miltenyi Biotec). Uzyskana czystość frakcji NKT-

like wynosiła średnio 93,2%, co potwierdzono analizą FACS. 



19 
 

W pierwszym etapie badania ekspresję TSHR na komórkach NKT-like oceniono przy 

pomocy FACS, wykorzystując przeciwciała sprzężone z fluorochromami przeciwko CD3, 

CD56 oraz TSHR. Dodatkowo wykonano barwienia kontrolne na całej populacji PBMC, 

aby potwierdzić wiarygodność zastosowanego przeciwciała anty-TSHR, uzyskując 

ekspresję TSHR na 2,77% komórek spośród PBMC. W drugim etapie badania celem 

weryfikacji wyników zastosowano wysokoczułą reakcję łańcuchowej polimerazy z 

odwrotną transkrypcją (RT-PCR), umożliwiającą ocenę ekspresji genu TSHR na poziomie 

mRNA. Z uwagi na potrzebę uzyskania dużej ilości materiału komórkowego, do analiz RT-

PCR wykorzystano kożuszki leukocytarno-płytkowe od zdrowych osób z Regionalnego 

Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Łodzi. 

Wyniki uzyskane metodą FACS wykazały brak ekspresji receptora TSHR na komórkach 

NKT-like zarówno u pacjentów z AITD, jak i bez tych chorób. Nie stwierdzono również 

wpływu leczenia tyreostatycznego ani leczenia lewotyroksyną wynik analizy. Metoda RT-

PCR także nie wykazała ekspresji genu TSHR w wyizolowanych komórkach NKT-like, 

podczas gdy w całej frakcji PBMC sygnał ekspresji dla TSHR był obecny (mediana ΔCt = 

10,3). Analizy statystyczne z wykorzystaniem testu Fishera oraz testu chi-kwadrat 

wykazały istotność różnic (p < 0,0001), co potwierdziło wiarygodność uzyskanych 

rezultatów. Wyniki analizy ekspresji genów uzyskane metodą RT-PCR przedstawiono na 

Rycinie 1. 
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Rycina 1. Wyniki reakcji łańcuchowej polimerazy z odwrotną transkrypcją (RT-PCR). 

Krzywe amplifikacji dla genów: dehydrogenazy gliceraldehydu-3-fosforanu (GAPDH) 

oraz receptora dla tyreotropiny (TSHR), uzyskane z jednojądrzastych komórek krwi 

obwodowej (PBMC) oraz komórek Natural Killer T-like (NKT-like). 

Zgodnie z dotychczasowymi badaniami ekspresja TSHR jest najbardziej nasilona na DC i 

limfocytach B, natomiast niewielka na komórkach T i NK [2-4]. Adamczewski i wsp. [22] 

opisali wzrost liczby komórek NKT po podaniu rekombinowanej ludzkiej tyreotropiny 

(rhTSH), a Miko i wsp. [23] zaobserwowali zwiększenie odsetka tych komórek u kobiet z  

AITD i zaburzeniami płodności. Wyniki naszej pracy negują możliwość bezpośredniego 

receptorowego oddziaływania TSH na komórki NKT-like. Wskazują natomiast na pośredni 

mechanizm regulacyjny, związany prawdopodobnie z udziałem innych komórek 

immunokompetentnych lub cytokin. Możliwym mechanizmem pośredniczącym w szlaku 

sygnałowym TSH – komórki NKT jest udział DC, których zwiększoną liczbę wykazano w 

tkankach tarczycy osób z GD i HT [27-31]. Ponadto, w pracy opublikowanej przez 

Bessoles i wsp. [32] zaobserwowano, że interleukina 2 (IL-2) może aktywować w 

komórkach NKT szlak sygnałowy transduktora sygnału i aktywatora transkrypcji 6 

(STAT6), prowadząc do sekrecji cytokin zarówno prozapalnych (IFN-γ), jak i 

przeciwzapalnych (IL-4). W świetle analiz Komorowskiego i wsp. [33,34], którzy opisali 
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wzrost stężenia IL-2 u chorych z niedoczynnością tarczycy, można przypuszczać, że TSH 

reguluje funkcję komórek NKT-like pośrednio również poprzez produkcję IL-2. 

Podsumowując, nasze badanie dostarczyło pierwszych w literaturze dowodów na brak 

ekspresji TSHR na komórkach NKT-like, zarówno na poziomie białkowym, jak i  na 

poziomie mRNA. Wynik ten wskazuje, że wpływ TSH na komórki NKT-like ma charakter 

pośredni, związany prawdopodobnie z oddziaływaniem z innymi komórkami układu 

odpornościowego oraz wydzielanymi przez nie cytokinami. Odkrycie to podważa 

wcześniejsze hipotezy dotyczące bezpośredniego działania TSH na komórki NKT-like w 

chorobach autoimmunizacyjnych tarczycy, wskazując jednocześnie nowe kierunki badań 

nad złożonymi zależnościami między układem dokrewnym a odpornościowym. 

Celem drugiej publikacji z omawianego cyklu było przeanalizowanie wpływu 

hiperglikemii, w tym istniejącej cukrzycy, na subpopulacje komórek NKT-like. W 

dotychczasowej literaturze wykazano negatywny wpływ hiperglikemii na liczebność i 

czynność komórek NKT-like, jednakże brakuje badań oceniających wpływ stężenia 

glukozy na subpopulacje komórek NKT-like [8-12].  

Badaniem objęto 24 pacjentów z DM2, natomiast grupę kontrolną stanowiły 62 osoby bez 

zaburzeń gospodarki węglowodanowej. Kryteriami wykluczenia były: stan 

przedcukrzycowy, aktywne choroby nowotworowe, infekcyjne lub zapalne, mogące 

wpływać na stężenie glukozy. 

Próbki krwi żylnej pobrano od pacjentów o godzinie 6.00, na czczo. Następnie izolowano 

PBMC metodą gradientową oraz wyodrębniano komórki NKT-like (CD3+CD56+) za 

pomocą FC. Uzyskano wysoką czystość populacji, ze średnim odsetkiem 93,2% (zakres 

80,1–99,1%). W kolejnym etapie badania dokonano analizy subpopulacji komórek NKT-

like. Komórki znakowano przeciwciałami monoklonalnymi sprzężonymi z 

fluorochromami: CD3 (APC, klon UCHT1), CD56 (PE-Cy7, klon B159), CD4 (FITC, klon 

SK3) oraz CD8 (PerCP, klon SK1). Dodatkowo zastosowano przeciwciało przeciwko 

łańcuchowi TCR Va24JaQ (PE, klon 6B11), celem wyodrębnienia populacji komórek 

iNKT, uzyskując bardzo niską liczebność wymienionej populacji (~1,2% analizowanej 

populacji). W badaniu nie oceniano ekspresji receptorów TCR αβ i γδ, dlatego dalsze 

wyniki odnoszą się do heterogennej populacji CD3+CD56+ NKT-like. 
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Komórki NKT-like podzielono według ekspresji molekuł CD4 i CD8 na cztery 

podstawowe subpopulacje: CD4-CD8- (double negative, DN), CD4-CD8+, CD4+CD8– 

oraz CD4+CD8+ (double positive, DP). Dalsza, szczegółowa analiza ujawniła 

zróżnicowanie w obrębie populacji CD8+ pod względem siły ekspresji tej molekuły oraz 

molekuły CD4, dlatego wyodrębniono dodatkowe podtypy, t.j. wśród komórek DP: 

CD4highCD8mid oraz CD4midCD8high, natomiast w grupie CD4-CD8+: CD4-CD8mid i 

CD4-CD8high. Wprowadzony tutaj podział subpopulacji komórek NKT-like jest 

całkowicie nowatorski, a w dotychczas opublikowanych pracach nigdy nie wyodrębniono 

tak szczegółowych podtypów subpopulacji komórek NKT-like. Odsetki poszczególnych 

subpopulacji wyrażano procentowo względem całkowitej liczby komórek NKT-like oraz, 

w analizach szczegółowych, względem odpowiedniej populacji nadrzędnej. Strategię ich 

identyfikacji przedstawiono na Rycinie 2, ilustrującej przykład bramkowania komórek z 

wykorzystaniem cytometrii przepływowej. 

 

Rycina 2. Przykład ilustrujący strategię identyfikowania subpopulacji komórek NKT-like 

w analizie z wykorzystaniem cytometrii przepływowej 
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Średni wiek pacjentów w grupie kontrolnej wynosił 59,7 ± 13,7 lat, natomiast w grupie 

DM2 – 64,96 ± 11,3 lat. Stężenie glukozy na czczo było istotnie wyższe u pacjentów z 

cukrzycą (średnio 125,9 mg/dl) niż w grupie kontrolnej (91,1 mg/dl). Analiza nie wykazała 

wpływu płci na rozkład subpopulacji NKT-like. We wstępnym etapie badania dokonano 

porównania czterech głównych subpopulacji NKT-like, które ujawniło znamiennie 

mniejszy odsetek komórek DN u pacjentów z DM2 (8,28 ± 8,76%) w porównaniu do grupy 

kontrolnej (16,67 ± 15,84%; p = 0,007). Dla pozostałych subpopulacji (CD4-CD8+, 

CD4+CD8-, CD4+CD8+) nie stwierdzono istotnych różnic. Dodatkowa analiza z 

wykorzystaniem wartości progowej 9% udziału DN NKT-like wykazała, że częstość 

cukrzycy była ponad trzykrotnie niższa w grupie z wyższym odsetkiem DN niż wśród osób 

z jego niskim poziomem (OR = 0,318; p = 0,023). Szczegółowe wyniki analiz progowych 

przedstawiono na Rycinie 3. 

 

Rycina 3 Odsetek pacjentów z niską (poniżej danego progu) procentową zawartością  

subpopulacji CD4-CD8- we krwi obwodowej w grupie z cukrzycą typu 2 (DM2 – żółty 

wykres, n = 24) i w grupie kontrolnej (zielony wykres, n = 62).  

Kolejnym etapem badania była ocena zależności pomiędzy odsetkiem poszczególnych 

subpopulacji komórek NKT-like a stężeniem glukozy i wskaźnikiem masy ciała (BMI). 

Analiza ta miała na celu ustalenie, czy obserwowany spadek liczby komórek DN NKT-like 

u pacjentów z DM2 stanowi bezpośrednią konsekwencję hiperglikemii, czy raczej pośredni 
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skutek zaburzeń immunologicznych związanych z otyłością. Wykazano istotną, ujemną 

korelację pomiędzy odsetkiem komórek DN NKT-like a poziomem glukozy, natomiast nie 

stwierdzono zależności między subpopulacjami NKT-like a wartością BMI. Na podstawie 

powyższych wyników sformułowano hipotezę, w której założono, że hiperglikemia 

wpływa na subpopulacje komórek NKT-like wykazujące niską ekspresję molekuły CD8 

lub jej brak. Przeprowadzono wnikliwą ocenę, która wykazała ujemną korelację pomiędzy 

stężeniem glukozy a odsetkiem komórek CD4-CD8mid, zarówno względem całkowitej 

liczby komórek NKT-like jak i wyłącznie wobec subpopulacji CD4-CD8+. Nie 

stwierdzono natomiast istotnych zależności dla pozostałych podtypów (CD4-CD8high, 

CD4+CD8+, CD4+CD8-, CD4highCD8mid, CD4midCD8high). Otrzymane wyniki 

potwierdziły przypuszczenie, iż hiperglikemia może prowadzić do redukcji liczby komórek 

NKT-like o braku lub niskim poziomie ekspresji molekuły CD8. Nie zaobserwowano 

natomiast podobnej zależności w odniesieniu do podtypu CD4⁻CD8high.  

Uzyskane wyniki pozostają w zgodzie z doniesieniami z pracy Tang i wsp. [8], którzy  

zaobserwowali zmniejszenie liczby krążących komórek NKT-like u pacjentów z DM2, 

zwłaszcza u osób z przewlekłą, ciężką hiperglikemią. Natomiast w naszym badaniu 

oceniano subpopulacje komórek NKT-like pacjentów z umiarkowanie podwyższonym 

poziomem glukozy, co potwierdza, że nawet niewielkiego stopnia hiperglikemia może 

prowadzić do zmian w profilu immunologicznym komórek NKT-like.  

Ważne wnioski dotyczące zaburzeń w funkcjonowaniu komórek NKT-like w cukrzycy 

przedstawiła także Dworacka i wsp. [9], wykazując, że w stanie przedcukrzycowym 

występuje zwiększona liczba aktywowanych komórek NKT-like. natomiast u pacjentów z 

rozwiniętą cukrzycą ich ilość ulega zmniejszeniu. Również Guo i wsp. [11] analizowali 

aktywność komórek NKT u pacjentów z nowo rozpoznaną cukrzycą, uzyskując rezultaty 

odpowiadające wynikom pracy Dworackiej. Z kolei badanie Phoksawat i wsp. [10] 

wykazało, że u chorych z DM2 komórki NKT-like charakteryzują się nasilonym 

wytwarzaniem IL-17, co wskazuje na zmianę ich profilu wytwarzanych cytokin w kierunku 

prozapalnym. Natomiast Gajović i wsp. [12] wykazali, że hiperglikemia może powodować 

modyfikację profilu cytokinowego NKT w kierunku odpowiedzi typu Th2, z większą 

produkcją IL-4 i transformującego czynnika wzrostu beta (TGF-β). Autorzy sugerują, że 

zmiana ta może przyczyniać się do zwiększonej podatności na infekcje i nowotwory u 

pacjentów z DM2. Wyniki naszej pracy potwierdzają powyższe obserwacje i – co 
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najważniejsze – dostarczają całkowicie nowatorskich wniosków, iż osłabienie odporności 

chorych z DM2, może być zależne od redukcji subpopulacji komórek DN NKT-like, 

odznaczających się szczególnie silnymi właściwościami cytotoksycznymi w obronie 

przeciwdrobnoustrojowej oraz przeciwnowotworowej. Warto ponownie podkreślić, że 

zaobserwowane zaburzenia są bezpośrednim skutkiem hiperglikemii, niezależnym od 

zaburzeń metabolicznych związanych z otyłością. 

Kolejna praca, ostania z cyklu publikacji, badała wpływ stężenia witaminy D na 

subpopulacje komórek NKT-like. Dotychczasowe badania wykazały, że szlak sygnałowy 

witamina D – VDR niezbędny jest do prawidłowego rozwoju komórek iNKT [24,25]. 

Udowodniono również, że podawanie witaminy D prowadziło do wzrostu liczby komórek 

NKT we krwi obwodowej u pacjentów z COVID-19 hospitalizowanych na oddziale 

intensywnej terapii [26]. Mimo intensywnie rozwijających się badań nad wpływem 

witaminy D na układ odpornościowy, jej oddziaływanie na poszczególne subpopulacje 

komórek NKT-like nie było jak dotąd analizowane. 

Analizą objęto pacjentów (68 kobiet i 18 mężczyzn) z potwierdzoną cytologicznie łagodną 

chorobą guzkową tarczycy. Z badania wykluczono osoby ze schorzeniami oraz 

przyjmowanymi lekami mogącymi wpływać na stężenie wapnia i/lub witaminy D. 

Większość uczestników (82,6%) suplementowała witaminę D w dawkach 1000–4000 

IU/dobę. Średni wiek badanych wynosił 58,1 ± 14,1 lat, a średni wskaźnik BMI 25,3 ± 3,9 

kg/m². 

Próbki krwi żylnej celem oznaczenia witaminy D oraz wapnia całkowitego pobierano o 

godzinie 6:00, na czczo. Stężenia witaminy D i wapnia całkowitego oznaczano metodą 

elektrochemiluminescencyjną (ECLIA, Cobas e601, Roche Diagnostics). PBMC 

izolowano metodą gradientową, a następnie wyodrębniano komórki NKT-like 

(CD3+CD56+) przy użyciu FC. W dalszym etapie analizowano subpopulacje NKT-like, 

wykorzystując znakowanie przeciwciałami monoklonalnymi molekuły: CD3 (APC, klon 

UCHT1), CD56 (PE-Cy7, klon B159), CD4 (FITC, klon SK3) i CD8 (PerCP, klon SK1). 

Dodatkowo zastosowano przeciwciało anty-TCR Vα24JαQ (PE, klon 6B11) w celu 

identyfikacji komórek iNKT, które stanowiły około 1,2% badanej populacji. Z uwagi na 

brak oceny ekspresji receptorów TCR αβ i γδ, dalsze analizy dotyczyły heterogennej 

populacji CD3+CD56+ NKT-like. Na podstawie ekspresji CD4 i CD8 wyróżniono cztery 

główne subpopulacje: CD4-CD8-, CD4-CD8+, CD4+CD8- oraz CD4+CD8+. 
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Zastosowano następnie nowatorski podział subpopulacji na podtypy, który 

wprowadziliśmy w poprzedniej pracy. Ta dodatkowa analiza wykazała zróżnicowanie w 

obrębie komórek CD8+, co pozwoliło na wyodrębnienie podtypów, t.j. wśród komórek DP: 

CD4highCD8mid oraz CD4midCD8high, natomiast w grupie CD4-CD8+: CD4-CD8mid i 

CD4-CD8high. Udziały poszczególnych subpopulacji wyrażano jako procent całkowitej 

liczby komórek NKT-like oraz, w analizach szczegółowych, względem populacji 

nadrzędnej. 

Średnie stężenie witaminy D w grupie badanej wynosiło 31,7 ± 16,9 ng/mL, a stężenie 

wapnia całkowitego 2,33 ± 0,15 mmol/L. Nie wykazano istotnej korelacji pomiędzy 

poziomami obu wymienionych parametrów, co było oczekiwane w grupie bez zaburzeń 

gospodarki wapniowo-fosforanowej. 

Dalsza analiza ujawniła, że spośród czterech głównych subpopulacji komórek NKT-like 

jedynie komórki CD4-CD8+ wykazywały istotną dodatnią korelację z poziomem witaminy 

D (współczynnik korelacji Pearsona wynosił 0,312 (p = 0,003)), natomiast współczynnik 

rang Spearmana (ρ) – 0,225 (p = 0,006). Dla pozostałych populacji nie stwierdzono 

zależności istotnych statystycznie.  

W kolejnym etapie badania, z zastosowaniem bardziej szczegółowego podziału 

subpopulacji względem siły ekspresji molekuły CD8 wykazano, że podtyp CD4-CD8high 

również korelował dodatnio z poziomem witaminy D (współczynnik korelacji Pearsona ρ 

= 0,328, p = 0,004; oraz współczynnik rang Spearmana ρ = 0,262, p = 0,021). Zależności 

tej nie obserwowano w przypadku komórek CD4-CD8mid oraz – co istotne – efekt ten był 

niezależny od stężenia wapnia. 

Aby potwierdzić powyższe wyniki, przeprowadzono analizę klasterową wyróżniając trzy 

grupy pacjentów, z których klaster o najwyższym odsetku komórek CD4-CD8+ 

charakteryzował się istotnie wyższym poziomem witaminy D w porównaniu z klastrem z 

przewagą komórek CD4+CD8– (p = 0,027, test Manna–Whitneya). Wykonano także 

analizę progową, dzieląc uczestników na grupy z wyraźnym (>50%) lub mniejszym 

udziałem komórek CD4-CD8+. Analiza potwierdziła, że osoby z przewagą subpopulacji 

CD4-CD8+ miały wyraźnie wyższe stężenie witaminy D (34,4 vs 25,2 ng/mL; p = 0,002). 

Zależność pomiędzy podtypem CD4-CD8high a stężeniem witaminy D przedstawiono na 

Rycinie 4. 
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Rycina 4.  Zależność pomiędzy poziomem witaminy D a wartością odsetkową komórek 

NKT-like podtypu CD4-CD8high (na czerwono – prosta regresji liniowej). 

Wykazana dodatnia korelacja pomiędzy stężeniem witaminy D a ilością komórek CD4-

CD8+ NKT-like, a szczególnie populacji CD8high, wskazuje, że witamina D może 

promować rozwój lub przeżycie tych komórek. Jest to zgodne z wcześniejszymi 

obserwacjami z modeli zwierzęcych, gdzie suplementacja witaminą D prowadziła do 

zwiększenia liczby i aktywności komórek iNKT wyizolowanych z wątroby oraz śledziony 

[24,25]. Ponadto zaobserwowano, że suplementacja witaminy D może zwiększać odsetek 

komórek NKT we krwi pacjentów z COVID-19 hospitalizowanych na oddziale 

intensywnej terapii [26], co istotnie podkreśla potencjał immunostymulujący tej zależności. 

Warto zwrócić uwagę, że związek pomiędzy stężeniem witaminy D a subpopulacjami 

NKT-like nie był dotychczas opisywany. Dostępne dane skupiały się przede wszystkim na 

jej działaniu wobec całkowitej populacji komórek NKT-like, w kontekście regulacji 

odpowiedzi immunologicznej w przebiegu chorób autoimmunizacyjnych i 

nowotworowych [35-37]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki rozszerzają tę wiedzę, 

pokazując, że witamina D może również modulować rozkład subpopulacji komórek NKT-

like promując podtyp CD4-CD8+ wydzielający istotne dla przebiegu wyżej wymienionych 

schorzeń cytokiny, takie jak IFN-γ and TNF-α. Brak korelacji ze stężeniem wapnia 

całkowitego potwierdza, że efekt ten wynika z bezpośredniego działania 

immunomodulującego witaminy D, a nie z jej wpływu na gospodarkę wapniową. 
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Podsumowanie i wnioski 

Komórki NKT-like są tzw. pomostem łączącym odporność wrodzoną i nabytą oraz 

odgrywają istotną rolę w przebiegu chorób autoimmunizacyjnych, nowotworowych i 

zakaźnych. Cykl przedstawionych badań obejmował trzy prace oryginalne, które łącznie 

stanowią istotny wkład w poznanie czynników oddziałujących na komórki NKT-like. Brak 

ekspresji receptora TSHR na powierzchni komórek NKT-like wyklucza możliwość ich 

bezpośredniego oddziaływania z TSH i sugeruje pośredni wpływ tego hormonu na ich 

funkcję, prawdopodobnie poprzez inne komórki układu odpornościowego lub cytokiny. 

Obserwacja ta  zmienia wcześniejsze założenia dotyczące mechanizmu oddziaływania 

TSH–NKT w patogenezie AITD i wskazuje nowy obszar badań nad interakcjami układu 

immunologicznego i dokrewnego. Innym czynnikiem modulującym komórki NKT-like, a 

dokładniej rozkład ich subpopulacji, okazała się hiperglikemia. W kolejnym badaniu 

wykazano, że nawet umiarkowanie podwyższone stężenie glukozy, niezależnie od wartości 

wskaźnika BMI, wiąże się ze zmniejszeniem odsetka subpopulacji CD4-CD8- komórek 

NKT-like, charakteryzującej się wysokim potencjałem cytotoksycznym. Obserwowana 

zmiana w strukturze subpopulacyjnej tych komórek może stanowić istotny mechanizm 

immunologiczny, który przyczynia się do zwiększonej podatności pacjentów z DM2 na 

infekcje oraz rozwój chorób nowotworowych. Liczebność subpopulacji komórek NKT-like 

kształtowana jest również przez stężenie witaminy D. W ostatniej z cyklu prac 

zaobserwowano dodatnią korelację pomiędzy stężeniem witaminy D a odsetkiem komórek 

CD4-CD8+ NKT-like, szczególnie podtypu CD8high. Efekt ten był niezależny od stężenia 

wapnia, co potwierdza, że zanotowany związek wynika z immunomodulującego działania 

witaminy D, a nie z jej wpływu na gospodarkę wapniowo-fosforanową. Otrzymane dane 

wskazują, iż witamina D może odgrywać rolę w utrzymaniu i różnicowaniu subpopulacji 

CD4-CD8+ komórek NKT-like, odpowiedzialnych za wydzielanie cytokin, takich jak IFN-

γ and TNF-α, zaangażowanych w odpowiedź przeciwdrobnoustrojową, 

przeciwnowotworową oraz w regulację procesów autoimmunizacyjnych. Uzyskane analizy 

podkreślają znaczenie współdziałania układów odpornościowego oraz dokrewnego w 

utrzymaniu homeostazy immunologicznej, a także wskazują nowe kierunki badań nad 

kolejnymi czynnikami regulującymi rozkład subpopulacji komórek NKT-like. 

Przedstawione wyniki dostarczają nowych informacji o znaczeniu komórek NKT-like, 

które mogą mieć istotne znaczenie dla codziennej praktyki klinicznej w endokrynologii, 

diabetologii i immunologii klinicznej. 
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STRESZCZENIE W JĘZYKU POLSKIM 

Tytuł: Znaczenie komórek NKT-like dla funkcjonowania układu dokrewnego 

Wstęp: Układ immunologiczny i układ dokrewny tworzą wzajemnie powiązaną sieć, w 

której hormony, cytokiny oraz komórki efektorowe oddziałują na siebie wielokierunkowo, 

zarówno w sposób bezpośredni jak i pośredni. Coraz więcej dowodów naukowych 

potwierdza obecność receptorów hormonalnych, takich jak receptor dla tyreotropiny 

(TSHR) czy receptora dla witaminy D (VDR), na powierzchni komórek układu 

odpornościowego, w tym limfocytów T i B, monocytów, komórek dendrytycznych (DC) 

czy komórek Natural Killer (NK). Odkrycia te podkreślają, że czynniki endokrynne mogą 

pełnić ważną rolę w kształtowaniu odpowiedzi immunologicznej, co ma znaczenie w 

patogenezie chorób autoimmunizacyjnych, nowotworowych i zakaźnych. Unikalną grupę 

komórek o cechach łączących odporność wrodzoną i nabytą stanowią komórki Natural 

Killer T-like (NKT-like), zdolne do szybkiej produkcji cytokin oraz białek 

cytotoksycznych. Z uwagi na ich zdolność do modulacji odpowiedzi zapalnej, stanowią 

one ważny element badań nad mechanizmami współdziałania układu immunologicznego i 

dokrewnego. Ocena czynników hormonalnych i metabolicznych wpływających na rozkład 

subpopulacji komórek NKT-like we krwi obwodowej człowieka stanowi istotny krok w 

zrozumieniu zależności między układem wydzielania wewnętrznego a układem 

odpornościowym i może mieć znaczenie w rozwoju nowych narzędzi diagnostycznych i 

terapeutycznych w medycynie klinicznej. 

Cele: Celem cyklu prac była analiza ekspresji TSHR na powierzchni komórek Natural 

Killer T (NKT) oraz ocena czynników hormonalnych i metabolicznych modulujących 

rozkład subpopulacji komórek NKT-like. Badania miały na celu pogłębienie wiedzy na 

temat współdziałania układu dokrewnego i odpornościowego w regulacji funkcji tych 

komórek. 

Materiały i metody: Analizą objęto pacjentów diagnozowanych w Klinice 

Endokrynologii i Chorób Metabolicznych oraz poradni przyklinicznej z powodu 

cytologicznie łagodnych zmian ogniskowych tarczycy w latach 2022-2024. U wszystkich 

uczestników wyizolowano metodą gradientową jednojądrzaste komórki krwi obwodowej 

(PBMC), a następnie identyfikowano komórki NKT-like oraz ich subpopulacje za pomocą 

cytometrii przepływowej (FC). 
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W pierwszej z prac, analizującej ekspresję TSHR, w celu potwierdzenia wyników, 

zastosowano również metodę reakcji łańcuchowej polimerazy z odwrotną transkrypcją 

(RT-PCR), wykorzystując kożuszki leukocytarno-płytkowe od zdrowych dawców krwi. 

Poziom glikemii, wapnia całkowitego i witaminy D oznaczano z próbek krwi żylnej 

pobranych rano, na czczo. 

Wyniki: W pierwszej pracy wykazano brak ekspresji receptora TSHR na powierzchni 

komórek NKT-like, a uzyskane wyniki potwierdzono zarówno na poziomie białkowym, 

jak i genetycznym, z wykorzystaniem metody sortowania komórek znakowanych 

fluorescencją (FACS) oraz reakcji łańcuchowej polimerazy z odwrotną transkrypcją (RT-

PCR). W drugim badaniu wykazano negatywny, niezależny od BMI, wpływ umiarkowanej 

hiperglikemii na odsetek subpopulacji CD4-CD8- komórek NKT-like. Zaobserwowano 

również ujemną zależność między stężeniem glukozy a liczbą komórek CD4-CD8mid, co 

sugeruje, że nawet umiarkowana hiperglikemia może prowadzić do zaburzeń profilu 

immunologicznego tych komórek. 

W trzecim badaniu stwierdzono dodatnią, niezależną od stężenia wapnia całkowitego 

korelację pomiędzy poziomem witaminy D a liczebnością subpopulacji CD4-CD8+ 

komórek NKT-like, szczególnie populacji CD8high, co wskazuje, że witamina D może 

sprzyjać rozwojowi i przeżyciu tych komórek. 

Wnioski: Cykl przedstawionych badań pozwolił na poszerzenie wiedzy dotyczącej 

czynników wpływających na komórki NKT-like oraz ich subpopulacje. Wykazano, że 

komórki te nie wykazują ekspresji TSHR, co wyklucza bezpośredni wpływ tyreotropiny 

(TSH), szczególnie w aspekcie autoimmunizacyjnych chorób tarczycy (AITD). 

Zaobserwowano także, że nawet umiarkowana hiperglikemia prowadzi do istotnego 

zmniejszenia odsetka subpopulacji CD4-CD8- komórek NKT-like, co może być przyczyną 

zwiększonej podatnością pacjentów z cukrzycą typu 2 (DM2) na infekcje oraz choroby 

nowotworowe. Ponadto zaobserwowana zależność między stężeniem witaminy D a 

subpopulacją CD4-CD8+ komórek NKT-like, produkujących cytokiny typu Th1, 

przemawia za tym, że witamina D może uczestniczyć w regulacji aktywności tych 

komórek. Uzyskane wyniki podkreślają znaczenie czynników hormonalnych i 

metabolicznych w modulowaniu funkcji układu odpornościowego oraz mogą stanowić 

podstawę do opracowania nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych w 

chorobach autoimmunizacyjnych, nowotworowych oraz zakaźnych. 
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STRESZCZENIE W JĘZYKU ANGIELSKIM 

Title: The role of NKT-like cells in endocrine system  

Introduction: The immune and endocrine systems form an interconnected network in 

which hormones, cytokines, and effector cells interact in multiple directions, both directly 

and indirectly. Increasing scientific evidence confirms the presence of hormonal receptors, 

such as the thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) and the vitamin D receptor 

(VDR), on the surface of immune cells, including T and B lymphocytes, monocytes, 

dendritic cells (DC), and Natural Killer cells (NK). These data confirm that endocrine 

factors have an important role in modulating the immune response, which is relevant to the 

pathogenesis of autoimmune diseases, cancers, and infectious diseases. Natural Killer-T 

like cells (NKT-like) form a unique population that links innate and adaptive immunity and 

can rapidly produce cytokines and cytotoxic proteins. Due to their ability to modulate 

inflammatory responses, these cells constitute an important aim of research on the 

mechanisms integrating immune and endocrine system functions. The assessment of 

hormonal and metabolic factors influencing the distribution of NKT-like cell 

subpopulations in human peripheral blood represents a significant step toward 

understanding the interrelationship between endocrine and immune systems and may 

contribute to the development of new diagnostic and therapeutic strategies in clinical 

medicine. 

Aim: The purpose of the presented series of articles was to analyze the expression of TSHR 

on the surface of NKT cells and to assess hormonal and metabolic factors modulating the 

distribution of NKT-like cell subpopulations. The studies aimed to expand the knowledge 

on role of the interactions between endocrine and immune systems in regulation of function 

of these cells. 

Materials and Methods: The analysis included patients diagnosed at the Department of 

Endocrinology and Metabolic Diseases and in an outpatient clinic for benign thyroid 

nodules between 2022 and 2024. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were 

isolated using the gradient method from all the participants, followed by identification of 

NKT-like cells and their subpopulations by a flow cytometry (FC) method. In the first 

study, which analyzed TSHR expression, the results were additionally verified using 

transverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method, performed on 

leukocyte–platelet buffy coats obtained from healthy blood donors. The levels of glucose, 
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total calcium, and vitamin D were determined from venous blood samples collected in the 

morning, after overnight fasting. 

Results: In the first study, no expression of TSHR was detected on the surface of NKT 

cells, and this result was confirmed at both protein and genetic levels using fluorescence-

activated cell sorting (FACS) and RT-PCR. In the second study, a negative, BMI-

independent, effect of hyperglycemia on the percentage of CD4-CD8- NKT-like 

subpopulations was demonstrated. A negative correlation between glucose concentration 

and the number of CD4-CD8mid cells was also observed, suggesting that even moderate 

hyperglycemia may lead to alterations in the immunological profile of these cells. In the 

third study, a positive correlation, independent of total calcium levels, was found between 

vitamin D concentration and the frequency of CD4-CD8+ NKT-like subpopulations, 

particularly the CD8high subset, indicating that vitamin D may promote the development 

and survival of these cells. 

Conclusions: The presented series of articles broadened the knowledge on factors 

influencing NKT-like cells and their subpopulations. It was shown that these cells do not 

express TSHR, which excluded a direct effect of TSH on these cells, particularly in the 

context of autoimmune thyroid diseases (AITD). It was also demonstrated that even 

moderate hyperglycemia leads to a significant reduction in the proportion of CD4-CD8- 

NKT-like subpopulations, which may be associated with increased susceptibility of patients 

with type 2 diabetes (DM2) to infections and cancers. Moreover, the association between 

vitamin D levels and the Th1-producing CD4-CD8+ NKT-like subpopulation supports the 

hypothesis that vitamin D may contribute to regulating the functional activity of these cells. 

The obtained results emphasize the significance of hormonal factors in modulating immune 

system functions and may form the basis for developing new diagnostic and therapeutic 

strategies in autoimmune diseases, cancers, and infectious diseases. 
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