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1. Predmluva

Mohlo by se zdat udivujici, Ze z morfologicky orientovaného patologicko-
anatomického pracovité vychéazi zdanlivé &isté€ imunologicky pojaté pojednani.
Ditvod této zvladtnosti prameni ze zaméfeni ustavu, na ktery jsem po ziskani
nostrifikace nastoupil. Zamé&stnanecké misto jsem ziskal na Fingerlandove Gstavu
patologic ve Fakultni nemocnici v Hradei Kralové. Toto pracovidt€ vidy
upfednostiiovalo etiologické pojeti patologie. Sam zakladatel prosektury a
pozdgji prednosta ustavu (MUDr. A. Fingerland) zaved! jiz ve tficatych letech
vySetfovani BWR zaloZené na komplementfixaéni metodice. Dale absolvoval
v roce 1935 bakteriologicky kurz na Pasteurové ustavu v PafiZi a po vélce v roce
1952 dosahl svétového primatu odhalenim virové etiologie u Dagradiho inkluzni
ezofagitidy (177). Virus tehdy pfenesl na rohovku krilika a zajistil jeho
serologickou identifikaci (65). V roce 1965 profesor Fingerland zajistil staZ ve
Varavé pro asistenta MUDr. NoZicku a nasméroval jej do imunopatologické
laboratofe statniho zdravotniho stavu k docentim Brzoskovi a Nowoslawskému.
7 tohoto pobytu piinesl Dr. Nozicka zaklady imunofluorescentni techniky,
kterou pak aplikoval na tehdy velmi aktualni kapitolu imunopatologie a to na
patrani po orgénovych protilatkach objevujicich se u autoimunitnich chorob
v krvi postiZzenych jedincil.

K vySetfeni séra na pfitomnost organové protilatky dvoustupiiovou
imunofluorescenéni metodou je tieba zmrazenych fezl z nefixované tkané (je
tedy nezbytny kryostat), déale jako substrat (zdroj fezn) slouzi tkan€ odpovidajic
sledované protildtce a tato tkan je za jistych kautel nejsndze ziskatelna z pitevny.
Samoziejmé je nutny fluorescenéni mikroskop (nejlépe shornim chodem
excitadniho svétla). Koneiné do vyétu potfeb patfi nezbytné reagens, .
fluorochromovana protilatka (konjugat). Ztohoto vyStu je na prvni pohled
evidentni, Ze pozadované vybaveni (aZ na posledni polozku), je nejlépe
dosazitelné na patologicko anatomickém pracovisti.

Kdyz jsem byl v roce 1996 (tedy 30 let po zahajeni imunofluorescencniho

provozu) do této prace zapojen, dosahoval thrn viech vySetfenych sér piiblizne



160 000. V této dob& byly jiZ rutiné detekovany nésledujici autoprotilatky:
antinuklearni faktor, protilatka proti parietalnim burikdm Zaludku, protilatka proti
epitelu a koloidu $titné Zlazy, protilatka proti pfistitnému télisku, protilatka proti
nadledvinkové kife, protilatka proti vyvodim parotis, protilatka proti hladkému
svalu, heterofilni protilatka typu ABBA (protilatka proti kartaCovému lemu
resorpénich epitelii) a antimitochondrialni faktor, protiltka proti mezibuné&nému
tmelu u pemfigu a proti bazalni membrané u pemfigoidu. Novéji bylo do rutinni
prace zavedeno patrani po protilatce proti cytoplazmé neutrofilnich granulocyta
tj. protilatka typu cANCA a pANCA.

U pediatrickych pacientdi patfi ke standardu sledovéni protilatky proti
retikulinu a tak zvanému antiendomysidlnimu faktoru. Byla také popsana dosud
nezndmé protilitka proti bazdlnim buitkdm ve vyvodech parotis. Za mcho
piisobeni v imunofluorescenéni laboratoii bylo vsouladu s pozadavky
klinikt zavedeno zjistovani protilatky typu LKMIl-protilatka (liver kidney
microsomal antibody type 1). Nezmifiujeme se podrobnéji o spektru objekti
vySetiovanych metodou piimé imunofluorescence (jednostupitove) proto, Ze
nehraji v nafem vyzkumném zaméru podstatnou roli.

Na ustavu zavedend metoda (blize popsana v metodické Casti) a umirnéné
néroky na kvantitativni stranku imunofluorescenéniho vySetfeni dovolovaly pfi
pokusu o kvantifikaci imunofluorescentni reakce vyuzit subjektivntho
semikvantitativniho odhadu déliciho pozorované zafeni co do intenzity na slabé
pozitivni (+) dale, pozitivai (++) a kone&né, silné pozitivni (+++). VyuZiti titrace
zkoumaného séra k hodnoceni nalezii dava kvantitativni dobie reprodukovatelné
a navzijem porovnatelné vysledky. Tento postup byl ale pro svou pracnost
uplatiiovan jen v ojedinglych pfipadech vybranych k tomuto postupu v situacich,
kdy spolehlivé kvantifikovatelny 0daj byl nutny ke sledovani 1é¢by a to zejména
u pacientl podrobenych plasmaferéze.

Z literatury je znamo, Z¢ pokusy ziskat kvantitativni daje o intenzit¢
fluorescence fotometrickou cestou a potom tyto intenzity vztahovat ke kvantu
sledovaného parametru (antigen v preparatu), naraZelo na nespolehlivou

paralelitu mezi obéma veliinami.



Pravé v tomto ohledu miize vzniknout otazka, na kolik je i zminény nami
uzivany semikvantitativni odhad vibec spolehlivym indikatorem intenzity
autoprotilatkové tvorby. Rozhodli jsme se provéfit uvedenou zavislost obou
proménnych, tj. titru protilatky a intenzity fluorescence na modelu typického
autoimunitniho onemocnéni §titné Zlazy, jakym je Hashimotova thyreoiditida.
Zaméfeni na tento vztah mélo dva duvody. Jednim znich je skuteCnost, Ze
protilatky proti koloidu a epitelu §titné Zlazy jsou dosti Casté a Ze mohou byt
cennym (prvnim) avizem predchézejicim zédvaznému, dosud nemanifestnimu,
onemocnéni  thyreoidey. Daldim dileZitym momentem podnécujicim
ke srovnavaci studii bylo to, Ze byly mezitim bliZe definovany antigeny, s nimiZ
autoprotildtky proti §titné 7ldze reaguji (a iniciovaly autoimunitni reakci).
V piipadé protilatky proti koloidu &titné Zlazy byl jako rozhodujici antigen
odhalen thyreoglobulin a v pfipad® protilatky proti epitelu Stitné Zlizy bylo
zji¥téno, %e antigenem je thyreoperoxiddza. Organizaénim diivodem k rozhodnuti
provéiit pravé tento systém, byla nabidka MUDr. Lomského (vybaven¢ho
z vlastni produkce ob&ma antigeny v <isté form&), Ze se podejme zajiSténi
vychozich udaji. To jest radioimunodiagnostickou metodou (IRMA)
detegovanych a kvantifikovanych Gdajii o koncentracich obou sledovanych

autoprotilatek.



2. Uvod

2.1. Soulasny stav védomosti

Ze dvou diagnosticky u thyreopathii pouzitelnych autoprotilatek byl
v ptipadé jedné z nich koresponduyjici antigen b&Zné oznafovany nazvem koloid,
pome&rné brzy piesnéji identifikovan jako thyreoglobulin a byl jiZ zdhy vyuZivan
pit navrhovani detekénich postupl, zaloZenych na precipitaci, nebo pasivni
hemaglutinaci (27). Jak jiz uvedeno, k imunochemické identifikaci antigenu
souvisgjiciho s tvorbou protilatky proti epitelu §titné zlazy (tzv. mikrosomélini
antigen) a ke zpfesnéni, 7e jde o thyreoperoxiddzu, do$lo az pozd&ji (45, 132,
142).

0Od té doby se zpfistupnila moZnost ob€ zakladni antithyreoidnt protilatky
stanovovat nékterou z exaktnich imunochemickych metod a tak ziskat dobie
navzijem porovnatelné adaje o titru autoprotilatek. Soucasné je také moZno
vyhnout se nutnosti pouzivat k detekci autoprotilatek vyluéné morfologicky
orientovanych postuptl, jako je ndmi dlouhodob€ vyuZivand imunofluorescence.
Pies sviy kdysi prikopnicky vyznam mé tato metoda nékteré slabé stranky,
knimz na prvnim misté patii problém kvantifikace vysledkll. Zatim co
imunochemické metody poskytuji exaktni &iselné udaje o titru sledovanych
autoprotilatek, tak p#i imunofluorescenénim vySetieni je moZno dosahnout
viezech jen hodnoceni semikvantitativniho, zaloZeného na odhadu
vyjadiovaného jednim (+) aZ tfemi kiizky (+++). Tento semikvantitativni p¥istup
byl v minulosti opakované kritizovin pro pfecefiovani jeho vypovédni
zptsobilosti a byly proto opakované podnikdny pokusy o zavedeni nové
metodické discipliny, jakési kvantitativni imunofluorescence, jejiz podstatou
mélo byt posuzovani titru protilaitek za pomoci fotometricky zaznamenavané
intenzity fluorescen¢niho nalezu, tedy ne vz odhadem, ale presnym mefenim.
Tato tzv. kvantitativni imunofluorescence se, pies nad€je do ni vkladané, ukézala
mélo spolehlivou a byla brzy opuiténa (100, 101, 182). Naopak rutinni
vySetfovani sér pacientll na organové protilatky piedstavovalo trvalou soudést
Hhistoserologické praxe™ aniZ by byla zajiSténa soustavnd kontrola

prostiednictvim exakini spolehlivé kvantifikovatelné metody. V této situaci se



pfimo nabizela (od doby, kdy byla ujasnéna patogeneticka role thyreoperoxidazy)
moZnost  direktntho  urfeni  sledované autoprotilatky  radioimunoeseji
s vynechdnim dosavadniho postupu vyuZivajiciho zobrazovani protilatkové
aktivity imunofiuorescenénim postupem. Navrzené feSeni plati v neztencené mife
také o identifikaci antigenni podstaty thyreoglobulinu k ¢emuz doslo v Casovém
piedstihu pfed identifikaci thyreoperoxiddzy. Tim se oteviela cesta k ovéfeni titru
aufoprotilatek u kontroverznich piipadd, kdy protilatkovy nalez byl v zdsadnim
rozporu $ klinickymi 0daji bud’ v tom smyslu, Ze byl zjistén normdlni klinicky
stav pfi masivii autoprotilatkové aktivité, nebo naopak, kdy se pii hrubém
nalezu na §titné Zlaze nepodafilo zaznamenat imunopatologickou odpovéd.
V podstaté tedy bylo nyni moZné provést porovnani imunofluorescencnich
vysledkl s vysledky radioimunologickymi a provést analyzu piipadt fale$né
pozitivnich 1 fale$né negativnich. Stim bylo dosaZeno i moZnosti posoudit
spolehlivost imunofluorescen¢ni metody jako celku, ovéfit vliv fedéni

zkoumaného séra na nékteré rusivé ukazy.

2.2. Zdkladni imunologické poznatky

K vykladu protilatkovych projevit autoimunitnich onemocnéni nelze
piikroc€it bez zakladniho sezndmeni s mechanizmy imunitnich reakef. Poznatky o
nich jsme nacerpali z morfologicky podepfeného souborného referatu Clamana
zroku 1987 (40). Vyklad je roz€lenén na informaci o zvlastnostech imunitniho
systému, na zminku o bunéénych a humoréalnich slozkach podilejicich se na
imunitni reakci, dale text rozebira uspofadani lymfatickych organd a tkdni, a
koneéné stru¢né objastiuje regulaci imunitnich reakei.

Aktivity imunitniho systému tj. imunitni reakce smefuji k ochrané
organizmu pied patogeny pronikajicimi do vnitiniho prostfedi. Pfitom musi byt
imunitni sytém schopen nevstupovat do reakce s komponentami vlastniho téla.
Musi umét rozliovat mezi strukturami télu vlastnimi a t€lu cizimi. Nositel této
pozoruhodné schopnosti — imunitni systém, neni slouden do jediného organu,
nybrz je rozptylen po riznych mistech v t€le. Rozhodwici roli v pofetném
komplexu rliznych prvki zic¢astiujicich se na vystavbé imunitniho systému hraji

T a B lymfocyty. Jsou to jediné busiky schopné zajistit vySe uvedené rozliSovani
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mezi strukturami t€lu vlastnimi a t&lu cizimi. Predstavyji tedy specifickou slozku

imunitniho systému. Na vystavbé imunitniho systému se zuastni jesté Cetné

komponenty nespecifické, mezi néZ poditame monocytidmé—makrofagovy systém,

polymorfonukledrni leukocyty a systém komplementovy (hlavni slozky vrozené

neadaptivni imunity).

V ¢innosti imunitniho systému lze vystopovat nékolik charakteristickych

rysd, jimiz jsou:

a)

b)

d)

specificita, spoéivajici ve schopnosti rozliovat nejen, jak jiz uvedeno, mezi
tim, co je t¢lu vlastni a co cizi, ale i mezi jednotlivymi cizorodymi antigeny.
Touto vlastnosti se vyznacuji jednak lymfocyty, jimz uvedenou schopnost
propujéuji povrchové receptory, jednak je vlastni cirkulujicim protilatkam.
imunologickd pamét’ — jejim charakteristickym rysem je skute€nost,

7e prvé setkani s antigenern zanechava v ¢asti imunokompetentnich bunék
stopu, kterd se pii druhém setkdni projevuje umocnénou imunologickou
odpovédi, ve srovnani sreakci na prvy kontakt santigenem. Vedle pravé
popsan¢ho sledu udalosti, ktery lze oznalit jako pozitivni imunologickou
pamét’, existuje také Ukaz antigenem navozené imunologické paralyzy, tedy
jakasi negativni pamét’, oznacovana jako ziskana imunotolerance.

mobilita — imunitni systém, jak jiZ vyse uvedeno, neni vazan na jediné misto,
nebo jediny orgdn v organizmu; navic vSak (a to je podstata mobility)
nejdiileZitéjsi slozky tohoto systému tj. T a B lymfocyty, déle imunoglobuliny
a komplement mohou cirkulovat po téle. V disledku toho lokdlni vpraveni
antigenu vede zpravidla k systémové senzibilizaci, tedy ke zpusobilosti
reagovat na nové vpraveni antigenu, at’ byl aplikovan kamkoliv — do kterékoliv
¢asti téla.

proliferaéni schopnost — elementy potiebné pro imunitni odpovéd’ na vpraveny
antigen se mohou pomnoZovat, a tim zajistit dostateéné vydatnou bunéénou
zakladnu pro imunitni odpovéd’. Tato nabuditelna proliferativni schopnost
specifickych imunitnich bunek je takového stupné, Ze bez existence tlumivych

mechanizmi by snadno dochazelo k pfestielovani éetnych imunitnich reakei.
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e) soudinnost — jednotlivé prvky imunitniho systému jsou ve svych funkénich
projevech na sobé navzajem zavislé a jedny druhé ovliviiyji, jak bude bliZe

vysvétleno v kapitole o regulaci imunitni odpovédi.

Vykladu o pribéhu imunitnich reakei je dale tieba predeslat n&kolik slov o
jednotlivych slozkach imunitniho systéroun — bunéénych a humordlnich, tj. o
lymfocytech, dale o antigen presentujicich bufkach, polymorfonuklearnich
leukocytech, komplementu, o mediatorech imunitni odpovédi a interferonech.
Rozhodujici podminkou imunologické specificity je existence povrchovych
receptorll, piedstavovanych na B lymfocytech sesilnimi protilatkami,
zakotvenymi v plazmatické membrané. Receptor na T lymfocytech je
reprezentovan  strukturami  obdobn¢ sestrojenymi  ze dvou odli$nych
makromolekul (heterodimer), které jsou podobné jako protilatky schopny
reagovat pouze s jedinou antigenn{ determinantou (92). Jakym zpiisobem bufiky
ziskédvaji tuto selektivni schopnost, se snazilo vysvétlit nékolik domnének,
Rika v podstaté to, Ze kazdy lymfocyt je schopen rozpoznat pouze jeden antigen,
presnéji jednu antigenni determinantu (epitop) a v diisledku toho také jen na néj
reagovat. TakZe vlastné lymfoidni systém podle této hypotézy je jakousi
mozaikou s neuvéfitelnou pestrosti, tvofenou lymfocyty s miliony individudlnich
specializovanych reaktivit, eventualné skupinkami lymfocyti se stejnou
reaktivitou vzniklymi z jediné specializované buriky (buné¢ny klon). Imunitni
reakce se tedy podle téchto pfedstav odviji tak, Ze specifickd builka nema na
vybranou, nemuze si vyhlédnout jakykoliv antigen, s nimz by napfit€ vchazela
do reakce, nybrz v podstaté antigen pronikly do t€la reaguje jen se sobé
odpovidajici butikou, pokud takovou nalezne. Ostaini builky zaméfené vici jinym
antigentim nejsou schopny odpovédi. Zakladnim pfedpokladem, z néhoZ tato
domnénka vychazi, je obtizn€ vysvétlitelna skutecnost, Ze jednotlivé lymfocyty
svou specifickou reaktivitu nabyvaji diive, nez dojde k jakémukoliv setkdni

s antigenem. Nov¢jsi vyzkumy se zdaji napovidat, Ze k tomuto pozoruhodnému
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vyvoji neoby&ejné pestré palety antigennich receptorti na T butikéch dochazi v
thymu cestou somatickych mutaci a pfeskupovani gend (117).

Lymfocyty jsou diky svym receptorim pro antigeny jedinymi nositeli
imunologické specificity (rozlifovaci schopnosti), ale plné rozvinuti imunitniho
d&je neni myslitelné bez pomocnych mechanizm bunéénych a humordlnich,
které imunitni odpoveéd’ podporuji nebo jinak ovlivii. Mezi t€mito
antigen prezentujici (akeesorni) bufiky (APC), polymorfonukledrni leukocyty a
z humorélnich sloZzek komplement.

Antigen prezentujici (akcesorni) buiiky (APC) jsou nezbytné pro pfedani
antigenniho podnétu T buikam (B lymfocyty je vtakové mife nepotfebuji).
K této soudinnosti mlize dojit jen za piedpokladu, Ze akcesorni bunky i T
lymfocyty maji shodné histokompatibilitni antigeny, na jejichZz pozadi se
uskute¢iiuje piejmuti antigennfho podnétu. Funkcei akcesornich bunék mohou
plnit nejen makrofagy (histiocyty), ale také Langerhansovy bunky epidermis,
dendritické butiky ve foliklech lymfatickych wzlin a snad 1 endotelie a glidlni
elementy.

Polymorfonuklearni leukocyty jsou vyznamné hlavne¢ v zdvéreéné fazi
imunologické odpovédi, pokud vede k zandtlivé reakci. Cast aktivované paté
slozky komplementu (C5a), vznikajici pfi imunokomplexovych reakcich, ma
vyznamny leukotakticky efekt a piispivé k nakupeni segmentovanych leukocyth
v misté imunitni reakce.

Komplement (séric 9 bilkovin) je nezbytny v zavéreCnych fazich v3ech
protilatkovych reakci, pokud jejich kone¢nym vysledkem ma byt 1yza bakterii,
nebo cilovych bunék. Protilatka sama o sobé& neni zplsobila vykonat destrukci
cilového objektu (kona ji komplement). Protilatka vlastné cil jenom vyhlédne a
oznackuje (155).

Daldimi nespecifickymi G¢astniky imunitniho d€e jsou 1 humoralni
medidtory produkované buiikami, jez se na reakci podileji. Obecné se takoveé
latky nazyvaji cytokiny, nebo v uz8im slova smyslu lymfokiny, pokud pochazeji

z lymfocytd. Cytokiny jsou proteiny (obvykle glykoproteiny) relativn€ nizké
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molekularni hmotnosti. Zahrnuji interleukiny, lymfokiny a dal§i bunétné signalni
molekuly, napf. interferony a tumor nekrotizujici faktor.

Knim patii i skupina latek zprostfedkovavajicich signaly mezi
Iymfocytarnimi elementy, oznacovanych jako interleukiny. Nazyvaji se tak proto,
7e zlymfocytd vétSinou pochézejl a na jiné lymfocyty plsobi (54). Maji
riznorodou funkei, ale nejvice jsou zapojeny do fizeni dal3ich imunitnich bunék.
Kazdy interleukin pisobi specificky, na omezenou skupinu bunék v zavislosti na
typu receptoru pro interleukin. Interleukiny Fidi obé, indukéni efektorovou fazi
imunitni odpovedi.

Interleukin-1 (IL-1) je produkovan buiikami monocytarmé makrofagového
systému a jeho vliv na lymfocyty se uplatiiuje soucasné s pfedavanim antigenniho
podnétu. Bez ného nedojde k aktivaci T lymfocytd. Tato aktivadni funkce v3ak
neni jeho funkef jedinou. Interleukin-1 funguje i jako endogenni pyrogen nebo
stimulator ristu pro fibroblasty (60).

Interleukin-2 (IL-2) je regulaéni cytokin ktery podporuje klonalni
proliferaci a diferenciaci CD4+ bunek, cytotoxickych T-bungk (CD8+),
diferenciaci B bunék, aktivaci makrofagl a zabijackych bun¢k (NK) (64, 212).

Interleukin-3 (TL.-3) ma stejny pivod jako predesly mediator, ale na rozdil
od ného podnécuje rast kmenovych bunék v krvotvorné kostni dieni (210).

Interleukin-4 (IL-4) podnécuje aktivitu B lymfocytl, vedouci k produkei
IgG algE (176).

Interleukin-5 (IL-5, EDI' — eosinophil differentiation factor) je hlavné
rlistovy a aktivaéni faktor pro cozinofily (podskupina granulocyth )(42, 139).

Interleukin-6 (IL-6, BSF-2 — B-cell stimulatory factor-2) je prozanétlivy
cytokin, ktery stimuluje nékolik typl leukocytl a produkei bilkovin akutni faze v
jatrech, Je zvlasté dileZity pii pfeméné B lymfocyth v buiiky plazmatické (90).

Interleukin-7 (IL-7) je T-bunéény ristovy a aktivacni faktor (70).

Interleukin-8 (IL-8) je produkovan vétSinou t€lesnych bunék, zvlasté
makrofagy a endotelidlnimi butikami. Podporuje zénét, umoZiluje imunnim
buiikam stéhovat se do tkani, a silné navozuje chemotaxi pro neutrofilni butky

(14).
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Interfeukin-9 (IL-9) je multifunkéni cytokin vylu¢ovany Th2 lymfocyty.
Kromé jeho uCasti vimunitni odpovédi, je to ristovy faktor a ma také
antiapoptotickou rohi (111).

Interleukin-10 (IL-10, CSIF — cytokine synthesis inhibitory factor) je
protein ktery zabrafiuje syntéze mnoha cytokind, véetné IFN- v, IL-2, IL-3 a
TNF-a produkovanych aktivovanymi makrofagy a Th buitkami (266).

Interleukin-11 (IL-11) je produkovany rdznymi stromélnimi butikami
zahrnujicimi fibroblasty a osteoblasty. Dale stimuluje hematopoézu a produkei
bilkovin akutni faze v jatrech (61, 130).

Interleukin-12 (I1-12) podporuje Thl imunni odezvu u makrofagh a NK
bunék, a navozuje IFN-y produkei (233).

Interleukin-13 (IL-13) ma strukturdlni a funkéni podobnost sIl-4 a
podporuje B bun&énou diferenciaci (268).

Interleukin-15 (IL-15) je produkovén epitelidlnimi bufikami a monocyty,
spoleéné s IL-2 zahajuje nékolik biologickych aktivit. IL-15 navozuje T-
bun&énou diferenciaci, zvysuje cytotoxicitu NK bunék a stimuluje B buiiky, aby
mohly proliferovat a vyluovat protilatky (105).

Interleukin-17 (IL-17) prozanétlivy cytokin produkovany aktivovanymi
memory T buiikami (2).

Interleukin-18 (IL-18) prozanétlivy cytokin, ktery navozuje produkci

interferonu-gama (IFN-v) (55).

Postupné jsou definovany stdle dalsi medidtory z této kategorie a dnes je
znamo kolem 32 typi interleukini (1L-1 az IL-32).

Interferony jsou dal§imi humordlnimi &initeli, podilejicimi se vyrazné na
imunitni odpovédi. Jejich objev pivodné naznacoval Gzce vymezenou plisobnost
vtom smyslu, Ze zabrafiuji uchyceni jiného viru na buiice jiz jednim virem
napadené (interference) (95). Z kultivaéniho media virem nakaZenych bungk se
skuteéné interferon da izolovat. Nejde o jednotnou latku (232), odliSuji se
obvykle 3 t¥idy interferonl (IFN-¢ =z leukocyth, IFN-B z fibroblasti, IFN-y
z lymfocytl). Posledni z nich méa velmi zajimavou schopnost podnécovat expresi

MHC proteini a Fc receptorG na povrchu bun€k normaln€ tyto antigeny
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neexprimujicich, ¢mz se otevird pravdépodobné pojitko mezi banalnimi
virovymi horeCnatymi infekcemi a rekrudescencemi né&kterych z&ast
imunopatologicky podminénych chorobnych dgja (267), zvlasté na kuZi, ale i
v CNS (napf. roztroudena skleréza mozkomisni).

Tumor nekrotizujici factor o (TNF-o. — tumor necrosis factor alfa) je
multifunkéni prozanétlivy cytokin uvoliiovany aktivovanymi makrofdgy a
monocyty, podobné jako lymfotoxin alfa (také nazvany tumor nekrotizujici faktor
beta — TNF-B), aktivuje T bunéénou sekreci. To posilyje aktivaci T bunék, a
podporuje proliferaci T a B bunék (22, 202, 222).

2.2.1. Lymiatické organy a tkané ( primarni 1 sekundarni )

V postnatalnim  zivoté se lymfocyty vytvafeji pfevazné v primdrnich
lymfatickych organech, tj. v kostni dieni a thymu. V téchto organech ma také
dochazet ke vzniku charakteristické rozmanitosti receptorovych struktur. Naproti
tomu klonalni expanze (tj. proliferace uréité¢ho specializovaného lymfocytamiho
klonu po setkani s odpovidajicim antigenem) muZe probihat kdekoliv v téle.

Thymus ma dvé slozky: stromdlni a epitelidlni. Obé pochazeji ze tieti a
Ctvrté zaberni vychlipky a hraji ziegmé dalezitou roli ve vyvoji MHC restrikce
vaucené lymfocytim, které sem (do thymu) piichazeji ze Zloutkového vaku,
fetalnich jater a kostni dfené. Intenzivni mitoticka aktivita a zanik bungk jsou
nezbytnou podminkou ke vzniku celého sortimentu specificit T lymfocytt, které
nasledné odputuji z thymu do periferie. Vyvojové defekty brzliku jsou spojeny
s vaznymi defekty imunity (200).

Kostni dfeft: ma vimunitnim déni dvoji roli. Jednak je skuteénym
primamim lymfatickym orgéanem, kde se tvoiil v celém postnatdlnim Zivot¢ B
lymfocyty (prenatdlné se vdfeni a jatrech tvofi nejen B lymfocyty, ale 1
prekurzory T bunék). Vedle této produkéni funkce je vSak dfefi i vyznamnym
perifernim (sekundarnim) lymfatickym orgénem obsahujicim zralé T a B
lymfocyty. Po té, co lymfocyty opusti mista svého vzniku nebo zrani, tj. tzv.
primarni lymfatické organy, stéhuji se do periferie a kolonizuji sekunddrni

lymfatické organy (niZe podrobné)i uvedené) a zachovavaji v nich standardni
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vzdjemny pomér v poctu T a B lymfocyth. Jako sekundarni lymfatické organy se
chovaji hlavné nasledujici struktury:

Slezina: (T:B=45:55) pfedstavuje hlavni misto pro vychytdvani
opsonizovanych, v krvi cirkulujicich cizorodych cCastic a  souCasné
nejvyznamné&j§i misto produkee protilatek vici témto antigentm.

Mizni uzliny: (T:B=60:40) maji podobnou vychytavaci roli jako slezina,
ale v jiném, tj. miznim systému. Mizni uzliny reaguji na antigen, ktery pronikl
télnim povrchem na vzdalené periferii a ktery byl ztéto periferie pfisunut
lymfatickymi cévami (241). Lymfa je miznimi cévami do uzlin nejen pfivadéna,
ale také je jimi odvadéna. Terminalni, do krve Usticl ductus thoracicus nese lymfu
a pozoruhodné selektivni populaci bunek, tvofenych pfevazné T lymfocyty. Proto
lze drendZe duktu vyuzit k imunosupresi.

Nékteré organoveé vazané lymfatické struktury maji svoje zvlastnosti, pro
které jsou dnes projednavany samostatné, aniZ by v8ak §lo co do anatomického

uspofadani o néjaké vyluéné formace. Takto vy¢lenény jsou tyto oddily:

1) Na stievo vazany lymfaticky systém (GALT = gut associated lymphatic
tissue) zahrnuje nejen stfevni, ale 1 jaterni lymfatické struktury. Produkuje
hlavnd IgA a je pro n& charakterickd zvla§tni recirkulace lymfocytl
z Peyerskych plakt (kde se vyvijeji pre-B lymfocyty), které po setkani
s antigeny ze stievntho obsahu pronikaji do cirkulace, aby se opét navratily
zpét do stfevni stény (175). Tento systém ma zfejmé i svou roli pfi vzniku

tolerance na antigeny z potravy.

2) Bronchidlni Iymfoidni systém (BALT = bronchus associated lymphatic
tissue) ma podobnou roli jako pfedchozi stfevni, také produkuje prevainé
IgA, a to ve vztahu kinhalovanym antigenim. Lokalizovan je hlavné

v dolnich oddilech dychacich cest a také v hilovych uzlinach.

3) Kozni lymfoidni systém se od predchozich odliSuje nepfitomnosti
kompaktnich lymfatickych struktur a dale svéraznym typem antigen

prezentujicich bunék, tj. buikami Langerhansovymi, vyvijejicimi svou
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¢innost v nejpovrchnéji vrstvé, tj. epidermis. Mohou vSak proniknout
lymfatickymi cévami aZ do miznich wzlin, kde pii dermatopatické

lymfadenopatii vytvéiejl charakteristickd bunétna uskupeni.

4) Krev (T:B=80:20) je &astym mistem direktniho imunologického stfetu mezi
antigenem a protilatkou, a navic je mediem pfenaSejicim lymfoidni a
nelymfoidni elementy, podilejici se na imunologickych reakcich. Jak
vyplyva z &isel tykajicich se poméru T a B bunék uvedenych u jednotlivych
organil, neni bunéénd bilance v krvi pfesnym obrazem bilance v jinych
organech, coz je jesté zdiraznéno u n€kterych chorobnych stavii; napf. u
sarkoidozy je inverzni vztah mezi krvi a plicemi co do obsahu T lymfocyt

(47).

5) Kostni dfeii (T:B=10:90) jak jiZz uvedeno vy3e, je vedle zakladni role
primarniho lymfatického organu také organem sekundarnim s béZznymi tkoly

periferni lymfatické tkané.

Cirkulace lymfocytl je pon€kud odlisnd pro T a B bunky. T lymfocyty po
opusténi thymu osidluji tzv. ,,T zony” v jednotlivych sekundérnich lymfatickych
organech (v uzling napf. parakortikalni okrsky}, odkud mohou zvlasté pti klondlni
expanzi pfechazet do krve a zni do sekundéarnich lymfatickych organti (skrz
sténu epiteloidnich venul v parakortikalni vrstvé); jen do thymu se nemohou
vratit. Jejich Zivotnost se pocita na 1éta. Podobnd je 1 cirkulace B lymfocytd, jen

s tim rozdilem, Ze jejich Zivotnost je podstatné krat3i.

2.2.2. Struktura a funkce imunoglobulinu

Imunoglobuliny jsou bilkoviny produkované B Iymfocyty, konkrétne jejich
terminalnim diferencia¢nim stadiem, tj. plazmatickymi butikami. Jde o bilkoviny
se zajimavou, zhruba jednotnou stavbou, spolivajici ve spojeni dvou té7kych a
dvou lehkych polypeptidovych fetézeh do jedné molekuly za pomoci
disulfidickych mustkd. Mezi t&Zkymi Fetézci bylo rozpozndno pét odlisnych typl

(alfa, gama, delta, mi a epsilon) a podle jejich piitomnosti v molekule
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imunoglobulinu se rozlisuje pét imunoglobulinovych tiid (izotypy). U nékterych
imunoglobulinii 1ze jit v jejich ¢lenéni jesté dale a rozlidit existenci podtiid, coZ
plati zejména o imunoglobulinu G, ale také A. Lehké fetézce se vyskytuji jen ve
dvou variantach kappa a lambda a na zafazeni imunoglobulinu do tiidy nemaji
Zadny vliv. Zvlastni je Ze v jedné molekule imunoglobulinu nemohou byt dva
nestejné lehké retézce.

Nékteré fetézce maji vétdi ¢i mensi polysacharidovou komponentu, kterd se
viak na vlastni interakci s antigenem nepodili. Viechny &tyfi fetézce jsou do
spoleéné molekuly zaclenény tak, Ze jsou stené orientovany, tj. jejich konce
ukonéené aminokyselinou s volnou aminoskupinou (NHj), zvané N—{erminalni
konce, sméfuyi k mistu uréenému pro vazbu antigenu a vytvareji zde jakousi
prohlubenn s vazebnymi misty, odpovidajicimi prislusnému antigenu. Pro
neoby¢ejnou rozmanitost ve stavbé této ¢asti protilatkové molekuly se tato jeji
partie oznaduje jako variabilni doména a jednotlivd, vii¢i individudlnimu antigenu
zacilena struktura, jako idiotyp (na rozdil od vy$e uvedeného izotypu). Viechny
¢tyfi fetézce maji pochopitelné také opacny konec, ktery je osazen molekulou
aminokyseliny s volnou karboxylovou skupinou (COOH), oznacovany jako C-
termindlnf konec. Pouze u t&zkych fetézct vSak dosahuji C—terminalni konce
k okraji celé protilatkové molekuly, majici zhruba tvar pismene Y; C—terminélni
zakonCeni lehkych fetézch konéi naopak jiZ uprostfed délky celé
imunoglobulinové molekuly. Pfi pouZiti pepsinu vznikne jednak Glomek spojujici
oba konce schopné vazat antigen (fragment antigen binding = Fab) jednak
fragment zkonce opacného, oznafovany Fc ne proto, Ze pochdzi z C-
terminalniho konce molekuly, ale pro svou schopnost krystalizovat (fragment
crystalisable = Fc). Tento fragment Fc, 1 kdyZ se neu€asini na vazb¢ antigenu je
nositelem mnoha jinych dileZitych vlastnosti, rozhoduje napitiklad o schopnosti
protilatky prochéazet placentou, podilet se na vazbé komplementu a je nezbytny
pro soutinnost s butikami vybavenymi Fe receptorem. Dale ma rozhodujici podil
v situaci, kdy se maji tvofit protilatky proti této protilatce. Fragment Fc funguje
potom sam jako antigen a po vpraveni do téla ZivoCicha jiného druhu navodi
tvorbu antiglobulinovych protilatek (napf. imunizace prasete hidskym gama

globulinem). Zajimavé je, ze protilatkova molekula nemé genetickou informaci
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pro svilj vznik soustfedénou na jednom misté lidského genomu. Genové lokusy
pro t&zké fetézce jsou na chromozomu 14, pro lehky fetézec kappa na
chromozomu 22 a lehky fetézec lambda na chromozomu 2. Kazdy fetézec se
¢leni na mensi, relativné samostatné oddily tzv. domény. Lehké fetézce maji tyto
domény jen dvé (jednu variabilni V a jednu konstantni C); tézké Fetézce maji
kazdy domény celkem ¢tyfi (jednu variabilni V a tit konstantni C). Variabilni
domény jsou u obou fetézcl na N-terminalnim konci polypeptidového fetézce.

Z ieCeného je tedy patrno, Ze na jeden funkéni celek molekuly
imunoglobulinu se skladaji se svymi pFispévky geny situované na znacné
vzdalenych mistech genomu, tedy dokonce na riiznych chromozomech. Okolnost,
Ze vedle sebe vjednom fetézei miZze existovat tak pfisné konzervativni Cast
konstantni {C) vedle neobyCejné proménlivé ¢asti (V) vedla Dreyera a Bennetta
jiZ vroce 1965 k vysloveni hypotézy (58), Ze tyto asti jsou koédovany dvéma
nezavislymi geny a ty umoziiyi vznik jednoho souvislého polypeptidového
fetézce tak, Ze se k sob& pfiblizuji vrameci reorganizace DNK pii vyvoji a
diferenciaci embryonalni buiky, v niZz leZely piislusné segmenty DNK jesté
oddelené (205).

Z4dny z tdchto poznatki je$té viak nefedil otazku jaky mechanizmus je
odpovédny za mimofddnou proménlivost variabilniho useku zejména jeho
hypervariabilni ¢asti. Pravé tato proménlivost umoZiiuje vznik mimotfadného
poltu idiotypl a tim rozliSovani obrovského poétu antigennich specifit. Teprve
v roce 1983 Susuma Tonegawa odhalil (231), Zze vySe popsany princip skladéni
bilkovinného fetézce zusekll koédovanych na rlznych mistech genomu je
uplatnén znovu v jemnéjsich podrobnostech i pfi konstrukci variabilniho tseku.
Tonegawa dovozuje, Ze se na skladbé tohoto ¢lanku (variabilni tsek) podileji
standardné 3 krat$i poduseky. Embryonalni DNK kodujici variabilni segment
postrada informaci pro ¢ast jeho aminokyselin. Tato informace je lokalizovana
v mist¢ odhaleni genu pro tzv. J segment (joiming). Tento gen se teprve
dodate¢n¢, b&hem individudlniho vyvoje imunokompententni buriky spoji
s hlavni ¢asti genu pro variabilni fetézec. Viohy pro V, J i C segment leZi tedy

v DNK embryonalni bufiky roztrouSené, bez vzajemné spojitosti a teprve
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v priibéhu zrdni bungk uschopnénych k tvorbé protilatek se sdruzuji ve spojity
celek v priib&hu procesu oznacovaného jako somatickd rekombinace (28).

To co bylo fedeno o lehkém fetézei plati i o fetézei t€Zkém, kde navic byl
zji§tén daldi nezavisly usek geonomu, podilejici se na kodovani malé Casti
t&7kého Fetézce oznaovany D (diversity) (123).

Gen pro variabilni Gsek lehkého fetézce pozlstava tedy ze dvou oblasti
DNK a sice oblasti kodujici DL a oblasti pro JL; gen pro variabilni tsek t&¢zkého
fetdzce ze ¥ oblasti kodujicich VI, D a JH. Zadna zt¥chto oblasti neni
v lidském genomu reprezentovana jen jednou, naopak se poéita, Ze v kazdém
genomu je ptes sto variant oblasti pro VH, 4 pro D a 6 pro JH komponentu
variabilniho tuseku; stejné poletné jsou zastoupeny 1 oblasti kodujici VL a JL
komponenty v fet€zcl lehkém. Také genové oblasti pro konstantni domény
t87kého 1 lehkého fetézce jsou zastoupeny viceCetné (33). Vzijemnymi
kombinacemi uvedenych useki dochdzi ke znamé mnohotvarnosti idiotypt,
pii¢em? vedle matematicky propotitatelnych kombinaci vyplyvajicich z daného
podtu vychozich prvkil je podet dosazenych promén jesté zvySovan velmi Castymi
mutacemi nastdvajicimi pii proliferaci B lymfocyth po antigenni stimulaci (88),
eventualng nedokonalostmi pii spojovani oblasti DNK v pribéhu somatické
rekombinace (231), takze podet mozZnych protilatkovych idiotypli se fadové

odhaduje na miliardové pocty.

2.2.3. Imunoglobulinové tiidy a podtiidy

IgG je v krvi zastoupen kvantitativn€ nejvyznamnéji. Je dilleZity v ochrané
proti virm a bakteriim, vdZe komplement a aktivuje jej klasickou cestou. Jako
jediny prostupuje placentou, takZe pii polo¢asu své biologické existence kolem tfi
tydnit miZe poskytnout novorozenci ochranu nejméné na dobu tfi mésicl, kdy
jeho koncentrace (po prvnich tfech tydnech poklesne na polovinu, po dalSich
tfech tydnech na % a na konci devatého tydne dosahuje 4 pitvodni vyse), stile
jeste poskytuje dostateCnou ochranu.

Uvniti tohoto izotypu lze vyClenit je§te Styfi podtiidy 1gGy, IgGa, 1gGs,
IgGy. Li¥ se (z hlediska molekuldrni chemie) nevelkymi obménami v Fc &asti

t&7kého fetézce. Tyto obmény se projevuji i funkénimi zvlastnostmi. IgG) ma
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vynikajici opsonizatni vlastnosti, v této podtiidé jsou také Casto protilatky
vzniklé jako reakce na vpraveni toxind nebo dextranu. Rh protilatky patéi hlavng
do poditidy IgG; a IgGs. IgGy ma ve srovnéni s ostatnimi imunoglobuliny
podstaté vy$3i schopnost senzibilizovat kiZi (ne v8ak v takovém stupni jako
IgE), protoZe jeho Fc fragment ma zietelnou afinitu ke tkani (Fc¢ fragment
imunoglobulinu IgE ma tuto schopnost je§té vyssi). Fc fragment totiZ rozhoduje o
tzv. homocytotropii, tj. schopnosti vazat se ve tkanich takovym zplsobem, ze Fab
fragment pfitom zlistdva volny, pfipraven svym neobsazenym koncem k reakei s
antigenem.

IgA je hlavnim imunoglobulinem obsaZenym v sekretech dychacich cest,
urogenitdlniho traktu a zazivaciho ustroji. Skyta témto slizniénim povrchim
hlavn¢ antimikrobialn{ ochranu a vzhledem k tomu, Ze nemad zfetelnou schopnost
aktivovat komplement, neni jeho vazba odpovidajicimi antigeny provazena
zanétlivymi projevy, ke kterym jinak béZn¢ pti aktivaci komplementu dochazi.
Imunoglobulin A v télnich sekretech nema zcela béZnou strukturu. Je sloZen ze
dvou molekul (dimer) imunoglobulinu A spojenych dohromady zvlastnim
fetézcem oznacenym J (joining piece). Déle jsou tyto dvé molekuly
imunoglobulinu A navzdjem spojeny zvla$tnim polypeptidovym fetézcem
secernovanym slizniénimi epiteliemi a oznatenym SP (secretory piece, sekreéni
komponenta). Jde o glykoprotein o molekulové hmotnosti 58 000 daltond, ktery
dodava tomuto novému celku odolnost proti natraveni proteolytickymi fermenty,
JimZ je secernovany imunoglobulin vystaven zvlasté v zaZivacim traktu (118). V
krvi se IgA vyskytuje jako monomer se dvéma podtfidami [gA; i IgA..

IgM ma ze viech imunoglobulini nejvétsi molekulu vzniklou spojenim
péti zdkladnich imunoglobulinovych molekul (z nichZ kaZda obsahuje dva fetézce
typu b a dva fetézce lehké) do kruhu, na zplGsob dievéného kocarového kola se
Spicemi. Fc fragmenty v tomto spojeni sméiuji do stfedu utvaru. [gM ma zvia§tni
poslani v podate¢nich fazich tvorby protilatek — je pfitomen v cytoplazmé i na
povichu B lymfocytd v pribéhu jejich maturace a IgM je také prvni protilatkou,
ktera se objevuje po imunizaci kterymkoliv antigenem. Teprve pozd&ji dochazi k
vzestupu hladin protilatek pfisluSnych k dal$im izotyplm. Ve tiidé IgM se

nachézeji spontdnné vzniklé protilatky proti krevnim skupinam z ABO systému
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{(izohemaglutininy), nebo patologické chladové aglutininy. IgM je vynikajicim
aktivatorem komplementu klasickou cestou.

IgD méa molekulu tvofenou dvéma fetézei delta a dvéma lehkymi Fetézei. O
jeho biologickém poslani neni stale jasno.Vi se viak, Ze se vyskytuje na povrchu
zcela nezralych B lymfocytd. V séru je ve velmi nizké koncentraci. Podle jedné z
domnének piedstavuje IgD jakési pfedstadium budouci tvorby protilatek, pFesn&ji
fe€eno imunoglobulin bez zameieni proti jakémukoliv antigenu — tedy molekulu
sice protilatkové struktury, ale bez protilatkovych vlastnosti.

IgE se sklada ze dvou fetézel ypsilon a dvou lehkych fetézeld. Ma vysokou
homocytotropii, proto je vétsinou vazan ve tkénich, takze v séru je jen ve velmi
nizké koncentraci. Tato vazba je podminéna neobylejnou afinitou jeho Fc
fragmentu k povrchu Zirnych bunék a soucasné i krevnich bazofilii. Touto svoji
pozici (Zirné buitky jsou ve vétSim poctu fyziologicky v kGzi a déle ve stievni a
bronchialni sliznici) se stava IgE hlavnim nositelem pfecitlivélosti reaginového
typu u astmatu, senné rymy a nékterych koZnich projevil (koptivka). Svij
patogenni vliv rozviji po setkani s antigenem, kterému se pro habitualné nizkou
produkci IgA podafilo prostoupit ze slizni¢niho povrchu do tunica propria
mucosae a zde reagovat s imunoglobulinem E, tréicim na povrchu slizniénich
mastocytdl. Nastald reakce vede k rozpadu Zirnych bunék (degranulace), uvoinéni
medidtord v nich obsaZenych (i nasledné syntezovanych) a vzniku zavaZnych
klinickych projevil (spazmus bronchidlni svaloviny, hyperémic sliznic,
hypersekrece hlenu atd.). Struéné zminénad zavislost patogenniho pisobeni
slizni¢nich alergen® na sniZené hlading IgA, pfesngji feceno na jeho tbytku v
hlenové vrstvé na povrchu sliznic je dilezitd pro vyklad vzniku atopickych
reakci. Jako atopik je oznadovan jedinec ktery na urgité typy antigenf, zejména
téch, které vstupuji do organizmu inhalaéni cestou reaguje nadmérnou tvorbou
protilatek ze tiidy IgE, pfi ¢emz jeho protilatkova odpovéd’ v okruhu ostatnich
imunoglobulinovych t¥id je nedostateénd. Nizkd produkce IgA usnadiiuje
alergenim (nevychytanym pro nedostatek IgA) proniknout povrchovym hlenem
do sliznice spojit se s molekulami IgE usazenymi (jak jiZ uvedeno) na Zirnych
burikach v okoli slizniénich cév. Sklon k odchylné protilatkové odpovédi je u

atopickych jedinci vlastnosti trvalou, geneticky zakddovanou.
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Na druhé stran¢ v8ak podani téhoZ antigenu (alergenu) jinou neZ inhala¢ni
cestou (parenterdlng) mizZe podnitit tvorbu protilatek jinych imunoglobulinovych
tfid vletné IgA, coZ je vlastné podstata desenzibilizaén{ 1é¢by (empiricky

praktikované dlouho pfedtim neZ byly uvedené zdvislosti znamy).

2.2.4. Biologie T lvmfocytu

T lymfocyty, tj. ty které prosly prGpravou v brzliku — thymu, jsou
nejzajimavéjsi buikky imunniho systému. Nejen Ze jsou nadany rozpoznavact
schopnosti (imunologicka specificita), ale jsou i nositeli imunologické paméti.
Samy jsou schopny imunologickych efektorovych ukont a navic vyznamné

zasahuji do regulace imunitni odpovédi.

2.2.5. Rozpoznavani antigenu T burikami

T lymfocyty jsou ve své imunologické reaktivité klonalné restringovany.
Dal§i omezeni spociva v tom, Ze mohou rozpoznavat jen jediny antigen a s timto
jedinym antigenem také reagovat.

Ve vyjimetnych piipadech je moZnd reakce s antigenem ne zcela
totoZnym, nybrZ jen podobnym (pifbuznym) a pak se mluvi o tzv. zki{Zené reakci
(Jeden antigen imunitu navodil, reakce ale nastala proti jinému).

Nositelem rozpoznavac{ specificity jsou receptory na povrchu lymfocyta,
jeZ maji nékteré strukturdlni rysy podobné s protildtkami (145). Jsou to také
heterodiméry (podobné jako protilitky a MHC proteiny) propojené uvnitf
molekuly disulfidovymi mustky. Uplné totozné viak se Zadnou zndmou
protilatkou nejsou. Snad nejlépe tuto odlignost dokresluji funkéni poméry. T
lymfocyty nejsou na rozdil od B lymfocytl schopné rozpoznat antigen v jeho
surové formé.

Vét§ina antigend v plvodnim neupraveném stavu postrada schopnost
podnitit T lymfocyty k imunitni odpovédi. Bé&Zné antigeny musi byt napied
pohlceny antigen presentujicimi bufikami (vét$inou makrofagy), v nichz jsou
¢asteéné natraveny a pak jimi presouvany k lymfocytim. V prib€hu tohoto
procesu, ktery zvySue schopnost antigend stimulovat T lymfocyty az 1 000 x

(238, 239, 258), se vSak postupnd degradace antigenni molekuly musi vdas
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zarazit. Fragmenty antigenl, nesouci epitop schopny reagovat s T lymfocyty,
nesmi klesnout pod velikostni Groveil hepta ¢i octapeptiddl. Tento peptid je pak
prezentovan T lymfocytim — av8ak aZ po té, co se napfed spojil na povrchu
antigen presentujici buttky s molekulou HLA z L. nebo II. tfidy (24,145). K této
vazb¢ je na molekule HLA vytvofeno zvlastni misto vzhledu prohlubiny, kam se
parcidlné degradovany antigen zasouvd. ProtoZe zdaleka nenf tolik allelickych
modifikaci v HLA systému, kolik je moznych antigennich specifit, je ziejmé, zZe
prohlubeii na jedné a téze molekule HLA determinanty musi mit schopnost spojit
se s nepiehlednou fadou rliznych antigennich specifit. Teprve s timto sdruzenym
utvarem (rezidudlni antigenni peptid + HLA determinanta) je schopen vejit ve
styk  receptor T bungék (T cell receptor). Pro interakei s T lymfocyty
imunopotenciaénimi jsou rozhodujici HLA determinanty (MHC proteiny) ze II.
tiidy (DP, DQ, DR), jez jsou exprimovény na povrchu jen nékolika bunétnych
typt, a to monocyt, B lymfocytd a aktivovanych T bun&k. Naproti tomu MHC
proteiny 1. tfidy (HLA-A, HLA-B, HLA-C), jeZ jsou na povrchu viech jadernych
bunek (nejsou tedy na erytrocytech) a navic i na povrchu trombocytl, hraji
rozhodujici roli pifi aktivaci ostatnich T lymfocytl ). cytotoxickych a
supresorovych (29).

Bjorkman ndzomé vyklada potfebu vazby antigennich oligopeptidii na
MHC protein kresbou, kde receptor T bungk je predstavovan jako vidlicka, ktera
pro piilisny rozestup svych bodcG neni schopna nabodnout titémy
(nizkomolekuldrni) antigenni peptid, rezultujici z pfedchozi degradace (24).
Peptid musi byt zasazen mezi molekuly MHC proteinu a v jejich sevieni je teprve

uchopen vy3$e popsanym receptorem T bunék.

2.2.6. Funkce a podtypy T lymfocvyti

T lymfocyty maji pfisné provedenou délbu funkénich Ukold vazanou na
pfisludnost k jednotlivym podtypim, charakterizované uréitymi povrchovymi
znaky, kterych T lymfocyty nabyvaji b€hem zrani v brzliku. Tyto znaky je moZno
rozliSovat pomoci monoklonalnich protilatek. Skupina lymfocytd reagujici s
jednou konkrétni monoklonalni protilatkou se oznauje obecné symbolem CD

(cluster designation) dopln&nd pofadovym &islem. Cst tdchto znaki je spolena
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viem lymfocytim, jiné jsou pak na nich pfitomny jen po dobu pobytu lymfocyti
v brzliku a opét jiné jsou jen na povrchu téch lymfocytd, které jiz brzlik opustily
(periferni T lymfocyty).

Vedle tohoto déleni lymfocytl, podle povrchovych markeri, lze pro jejich
déleni pouzit i hledisko funkéni, kter¢ho se pro jednoduchost pfidrZime v

nasledujicim vykladu a rozdélime T lymfocyty na efektorové a regulatorové.

2.2.7. Efektorovée T lvmfocvty

Jde o tzv. cytotoxické T lymfocyty. Je o mich moZno fici, Ze patii mezi
nejintenzivnéji studované buiiky vibec (159). Rozeznavaji antigen za asistence
MHC antigenu 1. tfidy (HLA-A, HLA-B, HLA-C). JestliZe jsou senzibilizovany
urditym antigenem, mohou destruovat cilové buriky nesouci tento antigen ovSem
za piedpokladu, Ze cilova buiika ma stejné znaky v rameci HLA systému. TakZe
individuum, které je odolné viéi wréitému viru, napf. spalnicek, je odolné proto,
ze ma cytotoxické T lymfocyty schopné lyzovat buiiky timto virem infikované a
pozméneéné, pokud se shoduji v jiz piipomenutych histokompatibilitnich
antigenech I. tfidy. Cytotoxické T lymfocyty jsou vedeny pod oznadenim CD 8§

(difve OKT 8). Stejny znak nesou na svém povrchu i supresorové T lymfocyty.

2.2.8. Regulatorové T bunky

Jejich tkolem je fizeni rozvoje efektorovych T i B bun€k, a to jak ve
smyslu jejich stimulace, tak i Otlumu. Mezi regulatorové T lymfocyty patii
lymfocyty imunopotenciaéni ¢ili Th bunky (diive oznaCované T gama). Jako
imunopotenciaéni byly oznaceny pro svou schopnost podporovat B lymfocyty v
produkei protilatek (proto helper cells — H). Antigen rozpoznavaji za sou€innosti
MHC determinant II. tfidy. Patfi tedy dnes do skupiny CD 4 (dfive OKT 4). Jsou
snadno stimulovatelné, a proto také butiky, které se mnoZi po stimulaci né€kterymi
mitogeny, jsou hlavné Th buiky.

Supresorové T butiky jsou dal§im typem regulatorovych bunék. Ucinkui
tlumive na rozvoj imunitni reakce. Na povrchu nesou znak CD 8, mohou rozvijet
svou aktivitu na podnét. zprostiedkovany specifickou stimulaci antigenem a

snizuji pocet lymfocytd imunopotenciaénich. V podrobnostech neni dosud
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znamo, jakym mechanizmem se tak d&je. Nékteré supresorové T buniky snad
mohou secernovat supresivné udinkujici faktory. Mohou hrat dilleZitou roli pii

nabyvani ziskané imunotolerance, a snad i autotolerance.

2.2.9. Aktivace T bundk

Periferni T buiiky jsou elementy s dlouhou Zivotnosti a vyskytuji = se

obvykle v klidové formé (Gg nebo Gy). Jakmile jsou aktivovany odpovidajicim
podnétem, mohou vyvijet ndkterou z niZe uvedenych aktivit: proliferace,
diferenciace, produkce lymfokini nebo vykon vlastnich efektorovych funkei. T
butiky mohou byt aktivovany specificky, to znamend, e dotyény lymfocytarni
klon se setkd s odpovidajicim antigenem za soudinnosti pfislusné komponenty
MHC systému. Na druhé stfané mohou byt T buitky aktivoviny také

nespecificky, jak je uvedeno niZe.

2.2.10. Aktivaéni signdly pro T buiiky
Ke specifické aktivaci T buntk dojde tehdy, pokud je jim predestien

akcesornimi butikami (APC) odpovidajici antigen, a to ve spojeni s piishusnymi
determinantami z MHC systému. Podminkou samoziejmé je, Ze¢ pfislu$nd T
buitka musi mit receptor pro komplex pfedstavovany antigenem a determinantami
MHC. Pravideln€ je k aktivaci nezbytny jeitd podpiirny signal v podobé
interleukinu-1 produkovaného rovné akcesornimi butikami. T bufika na tuto
aktivaci odpovida klondni expanzi a obvykle také produkei interleukinu-2, jeho#
mohutny Géinek je udrZovan v mezich pfirozend se vyskytujicim inhibitorem
(119). Uvedeny amplifikagni d&j je sledovatelny i morfologicky: jevi se jako

délent T lymfocytd.

2.2.11. Nespecificka aktivace T bungk

Znatny pocet substanci nazyvanych mitogeny miiZe stimulovat velmi etné

T buiiky zptisobem, ktery se zcela vymyka predstavam o klonalni specificité.
Tyto mitogeny jsou obvykle také predestfeny Iymfocytim prostiednictvim
akcesornich bunék. NespecifiSnost této aktivace sposiva v tom, ¥e nékolik

riznych klont T bunék miZe byt podniceno soudasné k &nnosti jedinym
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polyklonalnim aktivatorem, jako je naptiklad rostlinny lektin concanavalin A
nebo, fytohemaglutinin a podobng. Schopnost odpovédét proliferaci na tyto
podnéty se Casto uZivd jako laboratorni zkouska funkénich schopnost{ T
lymfocytil. Test sice nefika nic o schopnosti reagovat na néktery urity specificky
antigen, nicméné dava ramcové informativni vysledky u pacientii s defekty T

bunék nebo pii imunosupresivai 1éEbe.

2.2.12. Biologie B lvmfocyti

O wvyvoji B bungk jsme dobie informovéni, protoze maji velice
charakteristické znaky odligujici jednotliva stadia jejich zrani. Rikd se jim proto
diferenciani markery. Nejsndze zjistitelnym diferenciadnim markerem je
molekula imunoglobulinu. V pribéhu zrani B bunék se obsah imunoglobulinu
meni. B buiiky vznikaji z pislusnych prekurzori jak v prenatalnim, tak i v
postnatalnim Zivot€. Primitivni stadia B buntk maji samotné t87ké fetézce typu p
v cytoplazmé, na povrchu vak Z4dné imunoglobuliny. V eytoplazms jde tedy o
nekompletni molekulu imunoglobulinu. Diferencovangj&l B buitky, stale viak
dosud nezralé, maji v cytoplazmé jiz kompletni molekulu IgM a tutéz molekulu
maji na bun&éném povrchu. Zralé B butiky ztrdceji cytoplazmatické molekuly
IgM, naproti tomu ale zachovavaji IgM na povrchové membrang a vedle n&j se na
povrchové membrané objevuje také IgD. Viechny pravé vyjmenované zmény
jsou projevem bunééné maturace, probihajici zcela samo&inng, bez jakékoliv
antigenni stimulace.

Zralé, ale klidové tj. nestimulované, B lymfocyty uzivaji povrchovy [gM
jako receptor pro antigen vi&i kterému byly svym klonglnim péivodem
preduréeny. Pokud jde o vyde uvedenou molekulu IgD, jeji funkce neni jasna.
Vedle pravé jmenovanych povrchovych znaki exprimuji B butiky na bunééné
membrané jest€ determinanty MHC systému, a to 1. i II. tiidy, dale receptory pro
Fc fragmenty nékterych imunoglobulinovych tid. Je zajimavé, ¥e konedna
vyvojové faze zralych aktivovanych B bunék, 1j. butika plazmaticka, ztraci sesilni

povrchové imunoglobuliny.
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2.2.13. Aktivace B bunék
B builky podobn¢ jako T buiiky mohou byt stimulovany tj. vyvedeny ze

svého klidového stavu a podniceny k tomu, aby se zvétSovaly (blastoidni
transformace), aby vyvinuly proteosynteticky aparat, aby se dglily, vyzravaly v
plazmatické bufiky a secernovaly protilatky. Na této proméng se podili viiv
interleukinu-6. Odpovidajici podnét k témto d&jim mize byt specificky nebo
nespecificky, . polyklondlni. Specificka aktivace ptedpokladéd piitomnost
antigenu  odpovidajictho povrchovému receptoru, v pifpad® B  bungk
piedstavovanému povrchovym imunoglobulinem. Nespecificka aktivace B bungk

Je navozovéana podobné jako u T bungk mitogeny.

2.2.14. Antigenni stimulace z4visla na T buiikach -

Ukinng produkce protilatek proti komplexnim bilkovinnym antigeniim
vyZaduje podporu ze strany T bunék. Minény jsou Th buiky, které byly
aktivovany specifickym antigenem za pomoci akeesomich bungk. Tyto
aktivované T buriky secernuji celou fadu lymfokinti, kieré spolu se specifickym
antigenem podniti B buiiky k tomu, aby se vyvinuly v definitivni elementy
schopné produkovat protilétky a secernovat je navenek, tj. butiky plazmatické. V
prib¢hu tohoto d&je dochdzi také k piesmyku v produkei imunoglobulinovych
tiid z Casti podobné nestimulované maturaci. Nebot' i zde z podatku B buiiky
vytvareji protilatky typu IgM, zatimco pozdéji v ramei primérni odpovédi, anebo
také v ramei anamnestické reakce pievazujicim imunoglobulinovym izotypem je

tiida IgG a IgA, nékdy dokonce i IgE.

2.2.15. Aktivace nezdvisla na T bunkach

Nekteré antigeny se obejdou pfi stimulaci B bunék bez zprostiedkovatelské
Ucasti T lymfocyth, fikd se jim T-independentni antigeny a patii sem zejména
nekteré polysacharidové polyméry (napf. dextran). Vesmés jde o antigeny
relativné nizce imunogenni, vyvolavajici protilatkovou odpovéd’ jen ve t¥ds IgM

a obvykle s kratkodobou pamétovou stopou.
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2.2.16. Regulace imunitni odpovédi

Da se fici, Ze kazda imunitni reakce je regulovédna, coZ znamena, Ze co do
kvality i rozsahu je vysledkem soupefeni mezi vlivy stimulujicimi imunitni
odpovéd a vlivy imunitni odpovéd’ thumicimi. Znaéna ¢ast imunitnich problémi
n¢jak souvisi s naruSenou regulaci. I tak komplexni problémy jako
imunotolerance, autoimunita nebo i starnuti jsou jejim odrazem. Céast regulaénich
mechanizmil je vrozenych a je géneticky vazana na MHC komplex. Ostatni
regulatni vlivy vyplyvaji z pohlavi, véku & nutriéniho stavu zkoumaného
jedince. Dobfe je zndm vliv té¢hotenstvi na Gtlum nékterych imunitnich projevil.
Velmi zaleZi i na Gpravé antigenu, pouzitém vehikulu (Freundovo adjuvans),
zplisobu a mistu aplikace a samoziejmé na davce antigenu (imunologicka
paralyza pii nadlimitnich davkéach). Uvedené faktory rozhoduji i o takovych
skute¢nostech, zda imunitni reakce bude pievdzné protilatkova, nebo bunééna.
Mohou ovlivnit i tfidu vytvaiené protilatky, jeji vazebnou schopnost a trvéni jeji

produkce.

2.2.17. Jerneho teorie sité

Imunitni odpovéd’ m4 sklon k uréité samoregulaci. Jerne vyklada tento
tkaz pomoci své teorie sité (99). Podle ni kazdy specificky receptor (idiotyp) na
variabilnim konci Fab fragmentu miZe podnitit tvorbu protildtek proti své
vazebné formaci, ¢imZ vznikne antiidiotypovd protilatka, ktera pak mulze
zatlaCovat produkei protilatky plivodni (receptoru). Tato Gvaha plati nejen pro
protilatky, ale i pro imunitu bunénou. Uvedeny fenomén je v¥ak nejlépe
prostudovéan na piikladu antiidiotypovych protilatek, které vlastné u ¢asti ptipadii
mohou svymi vazebnymi vlastnostmi imitovat plvodni antigen. Jde tedy vlastné
o antireceptorové protilatky, které mohou pfispét k zabrzdéni imunitni odpovédi
ve fazi, kdy by hrozilo jeji piestfeleni a vlastn& zapojeni celého imunitniho
systému do boje s jedinym, tfeba i bezvyznamnym antigenem. Genetické aspekty
imunoregulace jsou nejlépe doloZeny pokusy s inbrednimi kmeny laboratornich
ZivoCichil, mezi nimiz mohou existovat piekvapujici rozdily, kdyZ antigen, ktery
se u jednoho inbredniho kmene jevi jako mocné imunogenni, u jiného kmene

naopak nevyvoldvd Zadnou odpovéd. Ukazy tohoto typu nemaji jednotnou
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genezu. Mohou byt podminény napf. neschopnosti vytvofit odpovidajici bunéény
klon (jakoby byl defekt v receptorovém sortimentu) nebo zdanlivé netiinny
antigen stimuluje vice supresorové lymfocyty nez lymfocyty imunopotenciaéni.

V lidské populaci se pochopitelné Z4dné dokonale inbredni enklavy
nevyskytuji a k pozorovani vyse uvedeného tkazu neni pfilezitost. Nicméng
nékteré zévislosti pozorované mezi vyskytem uréitého onemocnén{ a antigenni
skladbou MHC postiZzenych jedinct naznaduji podobné zavislosti. Nejznaméj$im
pfikladem je vazba mezi Bechtérevovou ankylozujici spondylartritidou a MHC
determinantou HLA-B27 (225). Geneticky je alespofi z€asti podminéna i tzv.
atopie, j. nachyinost k ekzémim a alergickym projeviim v oblasti dychacich cest,
jez souvisi s neobvyklou skladbou protilétkovych izotypl v ramci protilatkové
odpovédi. Stigmatizovani jedinci reaguji nadmérnou tvorbou IgE s nedostateénou
tvorbou IgA.

7 hiediska cile naSeho pojednani je zvI4§té pozorn& zvazovanou poruchou
imunitni regulace autoimunita jejimz jednim projevem je pravé tvorba
autoprotilatek. Principialni defekt, tj. neschopnost rozlidovat, co je télu vlastaf a
co je t€lu cizi struktura, & spi¥e sklon reagovat na nékteré tdlu vlastni antigeny
Jako na cizi, miZe postihnout jak B, tak T bufiky. Velmi zajimavym tkazem,
ktery posunuje alespoii n€které autoimunni poruchy z vySe uvedené oblasti
specifické poruchy tolerance do oblasti porugené globalni imunoregulace, je
pozorovani, ze nadmeérnou nespecifickou stimulaci normalnich B lymfocyti lze
dosahnout také tvorby autoprotilatek (39, 83). Podrobnéji je tato problematika

rozebréna v nasledujici kapitole.
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3. Autoimunita

Autoimunitu definujeme jako nachylnost imunitniho systému reagovat na
antigenni souéasti vlastniho téla tak, Ze proti nim sestroji bud’ protilatkovou, nebo
bunéénou, ¢i oboji odpoveéd’. Je vhodné si hnmed tvodem ujasnit, Ze pojmy
autoimunita a autoimunitni nemoc se zcela nekryji. Autoimunita je pojem
zfetelné Sir$i, zahrnuje i takové odpovédi, které slou#i k likvidaci bundk
narusenych virovou infekei, zestdrnutim, chemickymi vlivy & nadorovou
transformaci. Autoimunita miZe tedy slouzit k odstranéni trosek po jinych
chorobnych d&jich k likvidaci nadorovych bungk & selekci opottebovanych
erytrocytil. Za autoimunitni onemocnén{ se poklidd jen takovy proces, kde se
autoimunni pochody vyznamné podileji na vytvoreni tkafiovych 16z (161).

Utast lymfocyti na destrukei cilovgch organd i wvyskyt protilatek
reagujicich s normélnimi antigeny vlastntho t&la svédé& pro poruchu T i B
lymfocyti. Co je pfitinou selhdni schopnosti imunitniho systému tolerovat
antigeny vlastniho téla (Paul Ehrlich oznadoval tuto toleranci jako obavu ze
sebenaruSeni — horror autotoxicus) je objasnéno jen z &asti (62).

Burnetova teorie imunity nabizi nasledujici vyklad (35). Mezi lymfocyty
kazdého jedince se v priibéhu embryonélniho vivoje nachazeji takové buriky,
které maji schopnost reagovat s vlastnimi télnimi antigeny. Tyto neZadouci
lymfocyty jsou viak vystaveny velké koncentraci stale pritomnych autoantigend
v dobg, kdy ony lymfocyty jesté nejsou funkénd vyzralé, coz vede k pretizeni
jejich funkéni kapacity a zéaniku (klonélni selekce). Normalni jedinec by sc tedy
mél narodit simunitnim systémem jiZ o&iSiénym od lymfocyti schopnych
autoagrese. I kdyby tomu tak skutecng bylo, tak nicméné v dal¥im postnatalnim
Zivot® miiZe dojit cestou somatické mutace ke zmé&né specificity jednotlivého
lymfocytu v tom smyslu, Ze se u n&j de novo manifestuje schopnost reagovat na
antigeny t€lu vlastni a takovy lymfocyt miZe za podminek pro ngj pfiznivych dat
vzniknout celému autoagresivné reagujicimu lymfocytarnimu klonu. Pro tento
klonalni charakter autoimmuni odpovédi svédéi prikopnické pozorovani, Ze
protilatka charakteristickd pro pacienty s Gravesovou-Basedowovou chorobou 1.

namifena proti TSH recepioru thyreocytl je uniformni co do lehkych Fetdzed;
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bud’ jen kappa nebo lambda (265). Pfi polyklonalnim pvodu by bylo nutno
otekavat vyskyt protilatkovych molekul s obéma typy lehkych fetézc.

Ani po odstupu 47 let nelze tuto Burnetovu teorii prohlasit za piekonanou.
Piedstavuje viak jen jakysi rimcovy popis zkoumaného jevu; posledni desetileti

jinaplnilo podstatng hlub§imi pohledy na detaily této problematiky.

3.1. Mechanizmus vzniku autoimunitni choroby
Ukazuje se, Ze autoimunita nema jednotny mechanizmus vzniku, Ze se na

jejim rozvoji podileji ¢etné mechanizmy, které shrnul Shoenfeld pod tato zihlavi
(208):

L. Vlivy genetické

II. Parcialni defekty imunity (deficience IgA, deficience jednotlivych slozek
komplementu, kvantitativni a kvalitativni defekty T lymfocytd, defekty NK
bunék, poruchy v produkei interleukinu-2 a v expresi piisluénych receptora)

ITI. Hormonalni vlivy: u Zen pfevaha autoimunitnich onemocnéni a
asymptomatického vyskytu autoprotilatek, exacerbace autoimunitnich
onemocnén{ v pritbéhu puberty, t€hotenstvi a hormonélni antikoncepce.

IV. Vlivy prostiedi: insolace, 1éky, koufeni, infekce.

Pies znaény polet uvazovanych faktorl neni v Shoenfeldové piehledu
zminén vyznam stafi, ackoli narust autoimunitnich projevii s vékem je zcela
evidentni (30).

Mnohé z vypocitanych faktorti jsou spiSe jen &initelé modifikujici, nebo
spoustjici patologicky autoimunitni d&j, jehoZ rozvoj by nebyl mozny bez
piitomnosti principialnich poruch imunoregulagnich. Podrobné&ji je nutno se
zminit o genetickych vlivech, dale o polyklondlni aktivaci, o poslani

antiidiotypovych protilatek a o posunech v expresi MHC antigent.
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3.1.1. Geneticky podminéné poruchy imunoreaktivity

Jde o soubor jevil, jejichZ podstata je obtizné vysvétlitelnd bez kratké
exkurze do imunogenetiky laboratornich zvifat, u nichZ jsou mnohé vztahy mezi
genotypem a imunologickym fenotypem daleko 1épe objasnény neZ u Elovéka a
to jednak pro rychlou obménu zvifecich generaci, jednak pro mozZnost
planovanych chovatelskych zasaht, jako je vytvafeni istych imbrednich linii a
sledovani v jakém stupni se na sebe &isté znaky vaZou pii rekombina¢nich
pokusech. A tak pii pokusech s my$imi chovy zjistil McDevitt a Benacerraf
(148), Ze schopnost reagovat protildtkovou odpovédi na nékteré syntetické
polypeptidy je pod kontrolou gend, které se podafilo podie jejich genetickych
rekombinafnich vlastnosti lokalizovat do blizkosti gend pro hlavni
histokompatibilitni komplex (MHC) oznadovany u mysi jako systém H,. Gen
odpovédny za schopnost pozitivné odpovidat na zkouSeny antigenni podnét byl
oznafen jako Ir (immune response). ProtoZe tvorba protilatek vykazovala
jednoznatnou zavislost na spolupraci imunopotencialnich lymfocytts (Th),
uvazovalo se pivodné, Ze Ir gen je odpovédny za expresi receptoru na T bufikich.
Kdyz se vSak dal$im vyzkumem zjistilo, Ze jeden z povrchovych bunéénych
antigenil, pfedstavujicich histokompatibilitni antigen II. tfidy, je kédovan genem
lokalizovanym v téZe oblasti, byl tento antigen, povaZovany za produkt Ir genu,
oznaCen u mySi jako la antigen (fj. I associated antigen). Tento tehdejsi
piedpoklad se podafilo ovetit az pozdéji metodami molekuldrni genetiky (65). Za
definitivni ovéfeni téchto vztahll lze povaZovat Uspésny pienos pozitivni
imunoreaktivity viii syntetickému polypeptidu a to pienos z mysi na polypeptid
reagujici, na my$ jinou — do té doby areaktivni za pomoci klonovaného genu pro
MHC II. tfidy (131). Piedpoklada se, Ze i u lovéka existuje podobnd vazba mezi
selektivni imunoreaktivitou a genovymi produkty MHC komplexu. Tyto
produkty se totiz podileji na pfenosu antigenni informace na T lymfocyty
v pribghu vytvareni imunitni odpovédi. Od pevnosti spojeni s MHC proteinem
zavisi i imunogennost pouZitého antigenu. O pevnosti uvedeného spojeni
rozhoduje skladba MHC proteinu a pravé zde lze hledat spojovaci ¢lanek,
vysvétlujici, pro¢ mezi MHC vybavou dané¢ho jedince a jeho schopnosti reagovat

&1 nereagovat na nékteré antigenni podnéty je uréitd spojitost. Struéné Fedeno
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MHC proteiny na povrchu antigen prezentujicich bungk spolurozhoduji o tom,
skterym antigenem a v jaké intenzit¢ budou dané imunokompetentni buiky
reagovat a s kterym nikoliv. Tim se otevird moZznost vysvétlit, pro¢ nékterd
onemocnéni s autoimunitni patogenezou se vazi s uréitymi histokompatibilitnimi
antigeny, napt. dermatitis herpetiformis a celiakie se poji s antigenem HLA-DR3,
pemphigus vulgaris a revmatoidni arthritis s HLA-DR4 (49, 57).

Jiné autoimunni choroby se poji pfevainé s determinantami p¥islusejicimi
k prvé tfidé histokompatibilitnich antigent. Patfi sem dobfe zndmd a dnes jiZ i
diagnosticky vyuZivana vazba mezi histokompatibilitnim antigenem HLA-B27 a
sklonem ke vzniku Bechtérevovy choroby (vice nez 90% t&€chto pacienti ma
uvedeny znak pozitivni). Dale sem patii vazba mezi antigenem HLA-B6 na strané
jedné a nespecifickou epinefritidou, Sjogrenovou chorobou, Gravesovou—
Basedowovou chorobou, insulin dependentnim diabetem a chronickou
hepatitidou na druhé stran€.

Skutecnost, Ze uritd sada HLA-antigent nahravd vzniku scestnych
imunologickych reakei se odrazi i v tom, Ze sourozenci, ktefi jsou nositeli takové
(chorobnou nachylnost piinasejici) soupravy HLA-antigent, vykazuji podobné
autoimunni poruchy (familiarni dispozice). Je to dano tim, Ze se pravidelné dédi
dany haploiyp jako celek. Na témZ zékladé mize vzniknout porucha tolerance i
proti né¢kolika autoantigentm najednou, takze dochazi u postizeného jedince ke
kumulaci autoimunitnich chorob (36, 56, 162, 209).

Pro tplnost musime podotknout, Ze vazba autoimunitnich chorob na
urlitou sestavu MHC proteinl je pouze jednow, i kdyZ vyznamnou strankou
poruch vtéto oblasti. Radi se sem napi. i vznik nékterych selektivnich
imunodeficienci (pfekvapiva neschopnost reagovat na jeden urdity antigen pfi
jinak dobré imunoreaktivitd) jez se vysvétlui tak, Ze pfi ustavovéani imunologické
tolerance béhem fetalniho vyvoje zanikaji také lymfocyty nachylné reagovat
s t&lu vlastni sestavou HLA-antigenfl, ¢im? vzniknou jakési hiaty v sortimentu

lymfocytl, pokud jde o jejich reaktivni schopnosti (96).
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3.1.2. Polvklonalni aktivace B lvmfocvti

Mechanizmus polyklonalni aktivace lymfocyth 1ze struéné charakterizovat
Jako obejiti imunopotenciacni role T lymfocytll. Za normalnich okolnosti je
véiSina antigeni schopna podnitit imunitni systém k reakci jen pies relativné
slozity —né&kolikaetapovy mechanizmus vzijemného predavani vhodné
modifikované antigenni informace tj. pfes antigen prezentujici butiky na T
lymfocyty a z nich spolu s pfisludnym posilujicim podnétem (interleukin-2) na B
lymfocyty.

Existuji v8ak situace, kdy tloha normainé piislusejici imunopotenciaénim
lymfocytim je nahrazena nespecifickym signdlem napf. viry (zviasté¢ EB virem),
bakteridlnimi lipopolysacharidy, eventualné muramylpeptidem B a dalSimi.
Fenomeén polyklonalni aktivace B lymfocytl je dobfe znam i z experimentu; jde o
tzv. adjuvantni nemoc navozenou pouhym Freundovym adjuvans bez pfidani
jakéhokoliv specifického organového antigenu. Jejim hlavnim projevem je
wadjuvantni arthritis® (221),

B lymfocyty, jeZ po takovéto nespecifické stimulaci nabyly
patogenetického vyznamu v autoimunnim déni, mohou mit pfinejmendim dvoji
pivod. Bud’ jde o elementy, které unikly béhem vyvoje klondlni selekci a pii
dostatecné intenzivni nespecifické stimulaci mohou i ojedinélé elementy dat
vzniknout dostateéné objemnému patogeneticky udinnému klonu. Druhym
zdrojem autoimunné reagujicich B lymfocyth jsou somatické mutace V genu, tj.
genu pro variabilni oblast imunoglobulinu. Tyto mutace jsou usnadnény v dobé
zvysené mitotické aktivity B lymfocytd navozené antigenni stimulaci pii infekci
apod. (21, 73, 256).

Z feCeného vSak vyplyva, Ze i pfi uplatnéni mechanizmu polyklondlni
aktivace nakonec pievladne jeden bunéény klon, takZe vyslednd protilatkova
odpovéd’ o podilu aktivace polyklondlni nic nevypovida (74).

Mutaci v Zivot vyvolany klon vSak je$t¢ nemusi pro organizmus
pfedstavovat osudovou nehodu. Ze zkufenosti je znamo, Ze napt. u poinfekéni
thyreoiditidy de Quervainovy se mohou dodasné objevit protilatky proti Stitné

Zlaze, které ale za das vymizi a imumtni systém je znovu naleZit€¢ vyladén.
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Podminkou tohoto znovunabyti rovnovédhy je normélng fungujici systém

supresorovych T lymfocytd,

3.1.3. Porucha obranného mechanizmu antiidiotypovvch protilatek

V kapitole, tykajici se obecnych imunologickych pojmt, jiz bylo vyloZeno,
Ze imunoglobulin se sam miiZe stat antigenem a vyvolat tvorbu protilatek. Na
uvedeném misté bylo také zdiiraznéno, Ze pravidelns k tomu dava podnét jen Fc
fragment. Nékdy se ale antigennfm podndtem také miaze stat charakteristické
usporadani polypeptidového fetézce na Fab fragmentu, tedy v miste schopném
vazat antigen. Jde tedy také o protilatku proti protilatee, ale tentokrat nikoliv proti
Jejimu izotypu (Fc), ale proti jejimu idiotypu. Poprvé byly tyto antiidiotypové
protilatky popsany v pokusech s imunizaci kraliké imunoglobulinem M ziskanym
od pacientt s chladovymi aglutininy (260). Piekvapujici bylo Zji§téni, Ze takto
ziskana antiidiotypova protilatka reagovala s chladovymi aglutininy ode viech
podobné postizenych pacientii bez ohledu na to, Ze aglutinin vznik! jako reakce
na Cervend krvinky nejrizngjSich krevnich skupin. Tato dokonald podobnost
uvedenych chladovych protildtek (jev souborng oznalovany jako zkiiZend
reagujici idiotypy) nenf vyluénym rysem choroby zchladovych aglutinind;
vyskytuje se i u jinych onemocnéni jako myasthenia gravis (protilatka proti
acetylcholinovym receptorim) u revmatoidniho faktoru i u anti DNK protilatky,
provazejici subakutni lupus erythematodes (194).

Existence zkfizen¢ reagujicich idiotypli vyvolala mnoho dohadi o
mechanizmu jejich vzniku, pfi¢emz pievazna vétdina autord se piiklani k nazoru,
Ze jde o projev spoleéné geneticky podminéné dispozice k tvorbé téchto
protilatek. Ze geneticky defekt t&mto pacientim spoletny, a az dosud latentni,
pouze potieboval ke své manifestaci néjaky nespecificky podnét (napiiklad
virovou infekei). Cili spoletné rysy nachazenych protilatek nejsou odrazem stejné
vyvolavajici pti¢iny, ale stejného genetického defektu. Zajimavym ptispévkem na
podporu t&chto geneticky orientovanych teorii je zjidténi, #e pacienti postizeni
SLE maji ve svém pfibuzenstvu osoby, v jejich? séru jsou imunoglobuliny se
zk¥{zen€ reagujicimi idiotypy, ptitom viak nemaji protilatkovou DNK aktivitu

(81).
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Dal$i vyzkum ukazal, Ze u Cetnych autoimunitnich chorob se vyskytuji
spontann¢  antiidiotypové protilatky, které jsou namifeny proti idiotypim
patologickych autoprotilatek. Autoprotilatky jsou jimi zfejmé& blokovény ve své
udinnosti, nebot’ se vzestupem titru antiidiotypovych protilatek dochazi
(pickvapivé, ale ve skutecnosti logicky) kttlumu chorobné aktivity
autoimunitntho d&je (128, 224). Imunolog teoretik miiZze v t&chto pozorovanich
vidét potvrzeni Jerneho teorie, tykajici se regulace imunniho d&je. Tato teorie
pfisuzuje v imunoregulaci pravé antiidiotypovym protilatkam rozhodujici a to

tlamivou roli (98).

3.1.4. Aberantni exprese histokompatibilitnich antigend

Mezi doplijici poznatky, upravujici Burnetovu teorii, patii také zjigténi,
Ze prekursor lymfocytu recentné vytvofeny v kostni dfeni nema na svém povrchu
vilbec Zadnou receptorovou strukturu pro antigenni podnéty a je tedy v tomto
smeéru inertni.

Receptorové struktury pro antigeny exprimuji na svém povrchu teprve
behem zrdni v thymu (213), kde se také setkdva se zde piitomnymi (nebo s krvi
dodlymi) antigeny a teprve zde dochézi u T lymfocytd v obdobi jejich netiplné
zralosti (1j. receptor je jiZ exprimovan, bufika schopné reagovat, neni viak dosud
pln€ vybavena) k eliminaci potencidlng autoreaktivnich elementt (151). Toto
ofi§téni od autoreaktivnich eclementd viak nemiiZe byt dokonalé. V thymu
prodiévajici lymfocyty nemaji totiZ ptilezitost potkat viechny autoantigeny a to
proto, Ze jen nékteré normdlni t€lni antigeny jsou v thymu trvale p¥itomny
(myoidni butiky, epitel Hassalovych t&lisek) nebo tam proniknou z ob&hu. Navic
nekteré antigenni struktury nejsou v obdobi nejintenzivngj§i aktivity thymu ani
vytvofeny (spermie). Za této situace budi spide podiv ani ne tak to, Ze autoimunni
choroby vznikaji, jako spide to, Ze nejsou &astdj¥. Jednou z okolnosti, které
vzniku autoreaktivity zabraiiuji je tzv. MHC restrikce imunopotenciaénich T
lymfocytii. Restrikce spociva, jak jiZ struéné nastingno v Gvodni kapitole v tom,
Ze imunopotenciaéni lymfocyty nejsou schopné imunitni odpovédi, pokud jim
antigenni podnét neni prezentovan akcesomi bufikou souasné s piislusnym

histokompatibilitnim antigenem z II. tfidy (HLA-D). Tento antigen je viak



38

normaln€ exprimovan jen omezenym poc¢tem t€lnich bundk a to makrofagy,
Langerhansovymi buiikami, dendritickymi buitkami a B lymfocyty (238).

Zajimavé viak je, Ze se antigeny MHC komplexu daji prokazat na povrchu
bunck t&ch organl, které jsou postiZeny vramci nékterého autoimunitniho
onemocnéni (26). Exprese histokompatibilitniho antigenu tyto busiky uginila
schopnymi stimulovat imunopotenciaéni T lymfocyty (jsou potom schopny
zastoupit antigen prezentujici buiiky). Soudasné je uinila zranitelnymi, samy si
ptivolavaji poskozeni takto atypicky nastartovanym déjem (138).

Zajimavym zjidténim vtéto souvislosti je skute€nost jiz jednou
pfipomenutd v pfedchozi kapitole, ze interferon gama, vznikajici pii riiznych
virovych onemocnénich, je schopen expresi MHC antigenti na povrchu bunék,
Jinak tento antigen neexprimujicich, podnitit (229); lze tak alesponi vysvétlit
neptiznivy €inek bandlnich infekei na manifestaci nebo exacerbaci nékterych
autoimunitnich chorob.

Viechny uvedené¢ poznatky, umoZitujici pon&kud nahlédnout do nitra
narufeného imunitniho déje, byly ziskény pfevainé prostiedky molekuldrni
genetiky. Uvadime je jen proto, aby neunikala na¥i pozornosti sloZitost této
problematiky. Na§ metodicky p¥istup nedovoluje nic jiného, neZ zachytit ndkteré
vysledné stavy této poruchy (piitomnost autoprotilatky), ke studiu podstaty téchto

d&jt neni schopen pfispét.
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3.2. Klasifikace autoimunitnich chorob

 Endokrinni orgédnové specifické autoimunitni choroby:

o Nadledvinka: Addisonova choroba
o Ovaria: pfedCasna ovaridlni hormonaini nedostate&nost
(premature ovarian failure)
o Langerhansovy buiiky pankreatu: inzulin—rezistentni diabetes mellitus
o Pristitna téliska: hypoparathyredza
o Stitna Zldza: Hashimotova autoimunni thyreoiditis; Gravesova—

Basedowova choroba; primarni myxedém

» Systémové autoimunitni choroby (,,skupina lupusu"):

o Lupus erythematosus disseminatus

o Smifend pojivova choroba

o Léky-indukovany lupus erythematosus

o  Sjogrentv syndrom

o Sklerodermie/CREST syndrom (kalcinéza, Raynaudiv fenomén,
ezofagedlni dysfunkce, sklerodaktylie a teleangiektazie)

o Dermatomyositis/polymyositis

o Rheumatoidni artritida

+ Organove specifické autoimunitni choroby:
o Jatra:

»  Autoimunitni chronicka aktivnf hepatitida
*  Primarni bilidrni cirhoza

o Svaly:
=  Myasthenia gravis

o Krev:

*  Autoimunitni hemolytickd anémie
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»  Autoimunitni leukopenie
* Autoimunitni thrombocytopenie
o Qastrointestinalni trakt:

= Atrofickd autoimunitni gastritida (spojena s perniciézni anémii)

= Ulcerdzni kolitida

= Crohnova choroba

* Enteropatie (napf. gluten senzitivni enteropatie — celiakalni
sprue)

o Nervovy systém:
» Demyelinizatni choroby (napf. roztrouSena mozkomisni
skleréza, amyotrofickd lateralni sklerdza, senzomotorickd
neuropatie)
» Paraneoplastické syndromy
» Lambert-Eatonlv paraneoplasticky syndrom
o Ledvina:

»  Goodpasturetiv syndrom

*  Imunokomplexové glomerulonefritidy
o Kize:

»  Pemfigus vulgaris

»  Buldzni pemfigoid

v Jizevnaty pemfigus

»  Dermatitis herpetiformis

- Vitiligo

Ostatni autoimunitni choroby:
o  Wegenerova granulomatdza

o Spontanni Zenska neplodnost
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3.3. Nosologie imunopatologickych onemocnéni stitné Zlazy —

( autoimunitni choroby stitné Zlazy — AITD )

V kaZzdém souborném pojedndni o imunologickych onemocnénich maji
dilezit¢ misto autoimunitni onemocnéni §titné zlazy (autoimmune thyroid
diseases — AITD). Jsou to nejb&znéj$i orginové—specifické autoimunitni poruchy,
které¢ maji za nasledek dysfunkci (hyperfunkei, hypofunkci, nebo oboji) stitné
Zlazy. Autoimunitni thyreoidni choroba se rozvine, jestliZze v imunitnim systému
selze tolerance k vlastnim antigenim §titné Zlazy. Dva dost Casté autoimunitni
thyreoidni stavy jsou Gravesova-Basedowova choroba (GD) a Hashimotova
thyreoiditida (HT). HT a GD piedstavuji pfes 30 % vSech organové—specifickych
autoimunitnich poruch. HT je neb&Zng)si organové-specifickd autoimunitni

choroba, ovlivijici asi 3 % obyvatelstva prevdZng stariho véku (254).

Nyni prijata klinicka klasifikace autoimunitnich chorob &titné Zzlazy

zahrnuje nasledujici polozky (50, 178, 211):

— Hashimotova thyreoiditida (lymfomatdézni struma, chronickd autoimunitni
lymfocytérni thyreoiditida, lymfadenoidai struma )
— atroficka autoimunitni thyreoiditida ( primarni myxedém )
— asymptomaticka subakutni lymfocytarni thyreoiditida:
— sporadicka forma
— poporodni forma ( PPT )
- Schmidtiv syndrom (autoimunitni Addisonova choroba (adrenalitida)
ve spojeni s autoimunitni thyroiditidou)

— Gravesova—Basedowova choroba (difizni toxicka hyperplazie)

3.3.1. Hashimotova thyreoiditida { HT )

Hashimotova thyreoiditida (HT) byla prvnim onemocnénim, u kterého byly

spolehlivé prokazany vztahy mezi vyskytem specifickych protiorganovych
protilatek (proti thyreoglobulinu a thyreoperoxiddze) na stran¢ jedné a
nosologicky jednozna¢né definovanou chorobou na strané druhé. Hashimotova

thyreoiditida je charakterizovana klinickou manifestaci hypothyredzy a difizni
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uzlovitou strumou. Histologickd diagnéza HT byla poprvé popséna japonskym
chirurgem pracujicim v Berling, Hakaru Hashimotem; pozorovani publikoval v
roce 1912 (84). Jeho zprava byla zaloZena na vySetfeni 4 operovanych pi{padd
§titné Zlazy, u nichZ popsal lymfocytarni infiltraci, fibrézu, epitelialni bunétnou
atrofii, a eozinofilni zmény v né€kterych buikach §titné Zlazy. Tuto poruchu
nazval jako struma lymphomatosa. Etiologie Hashimotovy thyreoiditidy neni
znédma. Prvnim naznakem, Ze nejde jen o morfologickou zvlastnost bylo zjiténi,
Ze hladina gama globulinu je u tohoto onemocnéni skoro pravidelng zvy3ena (69).
V roce 1956 Witebsky a Rose publikovali své pozorovéani, Ze se jim podafilo
forsirovanou imunizaci extrakfem ze S§titné Zlazy ve smési s Freundovym
adjuvans vyvolat u kralikd loZiskovou thyreoiditidu a zaroven, ze u téchto
Zivodich doslo k vyskytu antithyreoidnich autoprotitatek {261). Ve stejném roce
se zdafil prvni Ospé€dny prikaz precipitujicich protilatek proti thyreoglobulinu
metodou dvojité difuze v agaru (196), pfipadné prostou precipitaci (262), pozdgji
také metodou precipitace taninovanych erytrocyti povleéenych thyreoglobulinem
(72). Déle vyznamné k tomu piispélo zavedeni dvoustupiiové imunofluorescenéni
metody (NIF) a jeji pouziti k detekci cirkulwjicich autoprotilitek namifenych
proti patogeneticky dileZitym antigentm $titné Zlazy. Bylo tak moZno naréz, diky
odlisné tkaflové distribuci pfislusnych antigendl, zjediného prepardtu hodnotit
piftomnost autoprotilatek jak proti koloidu, tak proti epitelu stitné zlazy (91, 259).
Po zavedeni imunofluorescenéni metody se podafilo prokazat
unmunohistologicky, Ze precipitujici faktor vséru pripadd s vysokym titrem
protilatek proti thyreoglobulinu se vaze na obsah foliklh za wvzniku
nehomogenniho skvrnité—vlaknitého fluorescenéniho obrazce (obr. 1) (23).
prokazatelna, a to ta, kierd se v komplementfixalni reakci spojuje s mikrosomalni
frakei tkaniového homogenatu §tiiné Zlazy. Tato protilatka dava pozitivni reakci
se Zlazovym epitelem folikli a je ziejmeé tataz, ktera je odpovédna za cytotoxické
piisobeni na tkanové kultury embryonalni Stitné Zlazy (188). Uz pfed dvaceti léty
se podafilo bliZze specifikovat antigen, se kterym danéd protilatka reaguje — je

zfejme& namifena proti peroxidaze thyreocyti — thyreoperoxidaza (82). Tento
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antigen je imunofluorescenéné lokalizovan v apikalni ¢asti folikuldrnich bungk
(obr. 2} (189).

Ackoli 95 % pacienth s Hashimotovou thyreoiditidou jsou Zeny, princip
vlivu pohlavi zistava nejasny (177). Zvifeci studie ukéazaly, Ze testosteron
potlaCuje a estrogen obnovuje experimentalni autoimunitni thyreoiditidu
indukovanou imunizaci, nebo thymektomii, a Ze kastrace samicich zvifat zvy3uje
agresivitu autoimunitni thyreoiditidy (11, 171). Exprese estrogenovych receptort
na thyreoidnich butikdch ukazuje, Ze thyreocyty mohou byt pfimo ovlivnény
pohlavnim hormonem (41).

Makroskopicky je §titnd zlaza symetricky zvét§end a tuhd, jeji povrch je
hrbolaty nebo nepravidelny. Na fezu je §titnd Zlaza uzlovita a bleda.

Histologicky obraz autoimunitni lymfocytarni thyreoiditidy rozdélujeme na
dvé formy — fokalni a diftizni, podle intenzity lymfocytarni infiltrace a stupné
poskozeni parenchymu Stitné Zlazy. Difizni lymfocytarni thyreoiditida (tj.
klasicka HT) je charakterizovana masivni difGzni lymfocytdrni infiltraci
s tvorbou zadrodenych center (obr. 3). Thyreoidni folikly jsou zmeniené a
obsahuji rozptyleny koloid. Projev fibrozy parenchymu §titné Zlazy dosahuje
rizného stupné. Ackoli folikly jsou malé, jednotlivé thyreoidni bufiky jsou Casto
zvétSené a obsahuji cytoplazmu, kterd je zrnitd a riZova (oxyfilni zmény);
Takové metaplastické buiky jsou znamé jako Askanazy/Hiirthleho buiiky.
Plazmatické buiiky, histiocyty a intrafolikularni mnohojaderné obrovské buiky
mohou byt piitomny.

Fokdalni lymfocytarni forma je morfologicky charakterizovana men$im
stupn€m lymfocytarni infiltrace, velmi ojedinéle s tvorbou zarode¢nych center a
menSi intenzitou destrukce parenchymu §titné Zlazy, nez klasicka forma (obr. 4).
Diagnéza FLT je pfitomna u 5 az 20 % pitev dospélych a je Cast&jsi u stardich Zen
(135). Makroskopicky je §titna Zlaza obvykle normalni velikosti. Nahodn& mohou
byt ve stitné Zlaze nalezeny uzlovité struktury.

Fokalni a diftizni forma lymfocytarni thyreoiditidy jsou v podstaté
identické autoimunitni choroby jen s kvantitativnimi rozdily. Fokalni thyreoiditis
se morfologicky jevi jako netplnd varianta difGzni formy, stejné antithyreoidni

autoprotilatky se vyskytuji v sérech pacientll jak s fokdlni, tak s diftzni
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thyreoiditidou. Patofyziologické podobnost mezi difazni a fokdni thyreoiditidou
miZe byt manifestovana klinicky. Pfitomnost cirkulujicich antithyreoidnich
protilétek je odraz p¥itomnosti zandtu $titné Zlazy, a vysoké titry autoprotilatek
naznaduji rozsah zanétu §titné Zzlazy. Na druhé stran€, pouha piitomnost
antithyreoidnich protilitek nemusi byt klinicky manifestni, protoZze vE&tSina
piipadt zéandtu §titné Zlazy je fokdlni a asymptomatickd, a projev fokélni léze
miize vykazovat slabou tendenci postupu do klinicky se projevujici choroby,
napiikiad tvorbou strumy (79).

Zavedeni imunologickych metod také dovolilo objasnit nékteré dfive
nefeditelné problémy jako byla morfologicka klasifikace madlo vyraznych
lo¥iskovych zmén §titné Zlazy charakteru lymfocytarnich infiltratl, které nabyly
na vyznamu teprve poté, co se zjistilo, Ze jejich pfitomnost je provazena
autoimunitnimi fenomény, i kdyZ kvantitativné mnohem slabsi intenzity neZz HT.
Od té doby byly tyto projevy oznagované jako fokalni lymfocytarni thyreoiditida,
zadlenény do viech morfologickych klasifikaci chorob Stitné Zlazy (264). I
pozd&jdi klasifikace se naznadeného déleni piidrzely (19, 135, 257). FLT je
zieim& morfologickym projevem symptomatické subakutni lymfocytarni
thyreoiditidy.

U atrofické (fibrozni) varianty autoimunitni thyreoiditidy (tj. terminalniho
stadia Hashimotovy thyreoiditidy) je §titnd Zldza mald a znaCné tuha, vetsi cast
parenchymu je kompletné nahrazena jizevnatou fibrozni tkani. Lymfocytarni
infiltrace je pfitomna jen v zachovalych &dstech $titné Zlazy, potvrzujici zan€thivy
charakter procesu. Kolem 10 % pacientd s chronickou autoimunitni
thyreoiditidou ma atrofickou §titnou Zldzu, kterd reprezentuje konecné stadium
Hashimotovy thyreoiditidy (237).

Dalsi morfologické zmény které mohou byt nalezeny u HT zahrnuji
dlazdicobunédnou metaplazii folikularnich epitelidlnich bun€k (dost Casto
patrnou ve fibrézni variant®) a intrathyreoidni cysty, které jsou vystlané bud
dlazdicobuné&nym nebo fasinkovym respiraénim epitelem.

Hashimotova thyreoidita mUZe byt na autoimunitnim zékladé spojena

s lymfocytdrni infiltraci jinych orgdnt, jako je lymfocytdrni adrenalitis
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(kombinace znamd jako Schmidtiiv syndrom) a lymfocytarni intersticialni

pneumonitis (36, 107).

3.3.2. Asymptomatickd ( bezbolestiva ) subakutni lymfocytarni

thvreoiditida

Asymptomatickd subakutni lymfocytirni thyreoiditida se nejlastdji
objevuje pfevazné v poporodnim obdobi, ale miZe se vyskytovat i sporadicky
(50). Proto se asymptomatickd lymfocytami subakutni thyreoiditida éleni do dvou
skupin: poporodni thyreoiditida a sporadicka thyreoiditida. Tuto autoimunitni
chorobu je nutné nozologicky rozlisit od subakutni bolestivé granulomatdzni
thyreoiditidy (de Quervainova thyreoiditida), ktera je klinicky a morfologicky
znacné odli$na.

Asymptomatickd subakutni lymfocytarni thyreoiditida je klinicky syndrom,
ktery se manifestuje pfechodnou thyreotoxikézou, jeZ je nasledovéna prechodnou
hypothyredzou. Je to autoimunitni choroba, ktera je charakterizovéana zvySenym
titrem autoprotilatek proti thyreoperoxidaze (TPOAb) a thyreoglobulinu (TgAb)
(149).

3.3.2.1. Poporodni thyreoiditida ( PPT )

Poporodni thyreoiditis (PPT) je pfechodnd postpartalni thyreoidni
dysfunkce spojend s autoimunitni thyreoiditidou; jeji priibeh je charakterizovéan
tfemi fdzemi: pocateéni prechodnou hyperthyredzou, kterd je nasledovéna
prechodnou hypothyreézou a nakonec s névratem do euthyreoidniho stavu,
b&hem prvniho roku po porodu. Hyperthyreozni stay predchazejici hypothyredzni
fazi se objevuje mezi 2. a 6. mésicem postpartalniho obdobi. Hypothyreézni faze
s projevuje kdykoliv mezi 3. a 12. mé&sicem po porodu. Pfetrvavajici
hypothyredza, trvajici déle neZ 1 rok po porodu, jiz nemiZe byt hodnocena jako
PPT a je klasifikovéna jako chronick4 (216). Zeny sanamnézou PPT maji
zvySené riziko rozvoje permanentni hypothyredzy v nasledujicich 5-10 letech.
Poprvé byl tento jev popsan v roce 1948 praktickym lékatem z Nového Zélandu
Robertonem (193).
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Daldi klinické pfipady podrobné popsal a7 Amino et al. u 6 Zen se
znamkami lehké hypothyreézy 3-4 mésice po porodu (8). Prevalence PPT je
7.5 %, kolisajici od 1,1 do 21.1 % (158). DileZitymi autoprotilatkami
vyskytujicimi se u PPT jsou ty, které jsou zaméfeny proti thyreoglobulinu a
thyreoperoxiddze. Pfitomnost druhé z nich byla popsina jako vyznamngjii
rizikovy faktor pro rozvoj PPT: kolem 70% Zen u kterych se béhem t&hotenstvi
vyvine PPT md pozitivni protilatky proti thyreoperoxidaze (120, 184). Zeny,
které maji pozitivni thyreoidni protilatky v prvnim trimestru t&hotenstvi, maji o
33 - 50 % veétsi riziko rozvoje postpartalni thyreoiditidy, ne? protilatkove
negativni zeny (80, 125, 127, 252). Vy8§ titr thyreoidnich protilatek, znamend
vetsi pravdépodobnost, Ze se PPT projevi (215). Pfiblizng 2/3 Zen, které mély
epizodu postpartalni thyreoiditidy v minulosti, mohou mit recidivu v nasledujicim
t€hotenstvi (126).

Vyskyt spontannich post—potratovych thyreoiditid byl rovnéZ popséan, ale

jeho frekvence zistava neznama (144, 146, 187, 217).

3.3.2.2. Sporadicka lymfocytarni thyreoiditida

Sporadickd thyreoiditida je porucha §titné Zlazy, ktera je klinicky velmi
podobna postpartdni thyreoiditidé kromé toho, Ze se miiZe vyskytovat nejen u
Zen, ale i u muzi v kazdém v&ku. MuiZe se opakovat, ale piidina recidiv neni
znama. Asi 20% z téchto pfipadd se vyvine v chronickou hypotyreézu (165).

Histologicky mohou mit pacienti fokalni nebo diftzni formu chronické
thyreoiditidy. Destrukce folikularnich bunék a hyperplastické zmény folikulti
Stitné Zlazy jsou hlavnim histologickym nélezem této choroby. Biopsie §titné
Zlazy pti spontanni thyreoiditidé se histologicky piili§ nelisi od mikroskopického
nalezu u pacientek s poporodni thyreoiditidou (153, 154, 166). V soudasné dobé
je postpartalni a sporadicka thyreoiditida fazena do stejné kategorie ~ jednd se o
subakuini varianty chronické autoimunitni thyreoiditidy (86). U postpartalni
thyreoiditidy se po€itd se zvySenou imunoreaktivitou v dobé t&hotenstvi a po

porodu (9).
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3.3.3. Gravesova—Basedowova choroba ( GD )

K imunopatologickym onemocnénim 3titné Zlazy patii také Gravesova-—
Basedowova choroba, ktera je klinicky a morfologicky odlisna od Hashimotovy
thyreoiditidy.  Gravesova—Basedowova choroba se klinicky projevuje
hyperthyreézou, difiizni strumou, oftalmopatii, a pretibidlnim myxedémem. Je
nazvana po irském l¢kafi Gravesovi, ktery poprvé publikoval jeji klinicky popis v
roce 1835 (77) a némeckém chirurgovi von Basedowovi, ktery vroce 1840
popsal klinickou triddu: exoftalmus, struma a tachykardie (246). Témér 50 let po
Gravesové popisu byla zvySend produkce thyreoidnich hormoni oznadena jako
pii¢ina choroby. Vroce 1956 Adams a Purves popsali vséru pacientt
$ Gravesovou—Basedowovou chorobou abnormalni protein stimulujici proliferaci
a hormonalni funkci §titné Zlazy, nazvany LATS (long—acting thyroid stimulator)
(1). Pozd&ji se ukazalo, Ze jde o immunoglobulin ze tiidy IgG (prevazné IgG,
podtrida) (249, 250), a Ze jeho protilatkova specificita je zacilend na antigen
receptord pro thyreoideu—stimulujici hormon (TSHR-Ab) (116). Tyto receptory
jsou situovény na buné&né membring folikuldrich bunék §titné Zlazy (190, 193).
Od této doby je Gravesova—Basedowova choroba klasifikovana jako choroba
autoimunitni. Prevalence TSHR protilatek u GD je pfiblizné 95 % (244).

Gravesova—Basedowova choroba se patomorfologicky standardné
vyznacuje folikularni hyperplazii, nerovhomérnou lymfocytarni infiltraci Stitné
Zlazy, ne tak masivai jako u Hashimotovy thyreoiditidy, piflezitostné s tvorbou
lymfoidnich zarodeénych center (12). Vét§ina autothyreoidnich T lymfocytd
infiltruyjicich $titnou Zlazu jsou CD4+ Th2 buiiky, ackoli buiky typu Thl jsou
také pritomny (201).

U obou GD a HT mohou byt pfftomny podobné ndlezy, véetné
lymfocytérni infiltrace §titné Zlazy a anti-Tg a anti-TPO autoprotilatky v séru.
Klinické projevy mohou také kolisat mezi obéma poruchami. To miZe vést

k predpokladu, Ze HT a G mohou mit podobnou patogenezu.
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3.4. Protildatky proti thyreoglobulinu ( TgAb )

Protilatky proti Tg byly prvnimi autoprotilatkami detegovanymi u AITD
(196). Thyreoglobulin je zrnity, homodimericky glykoprotein, molekularni
hmotnosti 660 kDa. KaZzda jeho subjednotka zahrnuje 2748 aminokyselin a
obsahuje 4 hormonogenick4 mista lokalizovand na konci (141). Hormony $titné
Zlazy thyroxin (T4) a 3,53 trijodthyronin (T3) jsou syntetizoviny z
tyrozinovych zbytkli thyreoglobulinu v epitelidlnich buitkach 3titné Zazy.
Thyreoglobulin samotny neni biclogicky aktivni, a tvoi{ kolem 75 % celkového
proteinu v luminu folikli §titné Zlazy. Hormony T3 a T4 jsou uvolnény poté, co
thyreoglobulin je endocytovan a proteolyticky rozloZen v thyreocytech (263).

U AITD je v&iSina protilatkové aktivity soustfedéna v IgG tHde (60% je
IgGy, a IgG je daldi ¢astou podtiidou) a jenom okolo 1% je v IgM (150, 248,
249). Burek a Rose ukazuji, Ze Tg protilatky jsou pravdépodobné prvnim
autoimunnim markerem, teprve po ndm nasleduje tvorba protilatek proti
thyreoperoxiddze. Od tychz autori pochdzi zjidténi, Ze déti s juvenilni
Hashimotovou thyreoiditidou maji vét§inou Tg protilatky samotné (34). Nicméng
mnozi AITD pacienti nevykazuji zvySeny titr protilatky proti Tg (167). Protilatky
proti thyreoperoxiddze se zdaji mit bliZ§ vztah k thyreoidni dysfunkci (87, 167,
243). Protilitky proti Tg se nachdzeji nejéastéji v sérech pacientt
s Hashimotovou thyreoiditidou (76%), déle s primarnim myxedémem (72%),
hyperthyredzou (33%), koloidni strumou (8%) nodularni strumou (8%),
adenomem (28%), a karcinomem §titné Zlazy (13-65% v souvislosti s
histologickym typem). Protilatka proti thyreoglobulinu je také detegovana u
pacientti s jinymi autoimunitnimi endokrinopatiemi, jako jsou perniciozni anémie
(27%), Addisonova choroba (28%) a inzulin dependentni diabetes mellitus (20%)
(34).

Protilatka proti Tg je detegovana predeviim RIA (radioimunoanalyza),
IRMA  (imunoradiometrickd analyza) a enzymoimunoanalytickou metodou
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), a ostatnimi metodami, jako je
pasivni aglutinaéni metoda TRCA (tanned red cell hemagglutination assay) (27) a

nepiima imunofluorescence (NIF) (34, 63, 124).
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3.5. Protilatky proti thyreoperoxidize ( TPOADb )

Jde o protildtku v minulosti znamou jako antimikrozomélni tj. protilatku
proti ,,mikrozomalnim komponentam™ folikularnich bunék $titn¢ Zlazy. Termin
antithyreoperoxidazova protilatka byl poprvé pouZit v roce 1959 (20). TPO je
membranové—vazany 107 kDa protein s hem prostetickou skupinou (207), hlavni
enzym je zapojen do mnohondsobnych krokli thyreoidni hormonalni syniézy, pi
které katalyzuje oxidaci jodu na tyrozinovych zbytcich thyreoglobulinu (51).
Tento antigen je imunofluorescenné lokalizovan v apikalni &asti folikularnich
bunék (189). V roce 1985 byl thyreoidni mikrozomaélni antigen identifikovan jako
thyreoperoxidaza — TPO (45). A v roce 1987, molekularnim klonovanim ¢cDNA
pro thyreoidni mikrozomalni antigen potvrdili jeho identitu jako TPO dald{ autofi
(133, 207). Protilatka proti TPO je u AITD polyklonalni, pfevazng tfidy IgG, a
muZe byt nalezena ve vSech ¢tyfech IgG podttidach. Existuji také TPO protilatky
typu IgA s mnohem niZ8imi hodnotami, nez [gG (207).

TPO protilatky mohou byt detegovany pomoci komplement fixadni
metody, nepfimou imunofluorescenci (NIF), RIA, IRMA a ELISA (38, 143, 179,
243).

Otazka role TPO protilatek v patogenezi hypothyredzy je kontroverzni;
Jako protilatka, kterd se vaze na katalyticka mista miiZe inhibovat enzymovou
aktivitu, jeZ piileZitostné milze mit za nésledek hypothyredzu (112, 251). Navic,
na rozdil od Tg maze jako komplement—fixa¢ni protilatka zprostiedkovat tkafiové
poSkozeni Stitné Zlazy (108). Je dobra korelace mezi titrem TPO protilatek,
histologickou thyreoiditidou a stupném thyreoidni tkafiové destrukce (189, 243).
TPO protilatky jsou ziejmé& patogenetické, protoZe jsou pfitomny u vétsiny
pacientll s Hashimotovou thyreoiditidou a koreluji saktivni fazi choroby.
Detekee protilatek proti thyreoglobulinu a thyreoperoxidaze je proto pouZivana
pfi stanoveni diagndzy autoimunitnich chorob §titné Zlazy. Skute¢n& nalez TPO
protilatek vraném stadiu t€hotenstvi md schopnost piedpovédét postpartalni

thyreoiditidu (245).
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3.6. Viivy Zivotniho prostiedi a genetické aspekty thyreoiddalni

autoimunity

3.6.1. Faktory zivotniho prostfedi

Thyreoidni autoimunni choroby (AITD) jsou povaZovany za polygenetické
multifaktoridlni poruchy vyplyvajici z kombinace mnoholetnych genetickych
vloh a faktord prostiedi. Sklon k vyvoji AITD je ovlivnén obéma initeli.

Cinitelé prostredi indukujici autoimunitni choroby zahmmuji jod (199), 1éky
— amiodaron (234), IFN-alfa (172), kouteni (71, 242) a infekéni organismy (230,
186). To ukazuje, Ze protilatky tvofené jako odpovéd na urdita infekéni agens
(napf. Yersinia enterocolitica) mohou také reagovat s lidskymi buné¢nymi
proteiny, kvili jejich strukturdini podobé (mechanismus molekularni podobnosti
— molecular mimicry) (3, 16, 44). Mezi faktory urychlujici, nebo predisponujici
ke vzniku z AITD patfi i stres (122, 147).

Experimentalné bylo potvrzeno, Ze je j6d povazovan za ddleZitého zevniho
Cinitele zvySyjiciho riziko vzniku thyreoidni autoimunity. U pokusnych zvifat
urychluje vysoky pfivod jodu modelovou autoimunitni thyreoiditidu (15, 156,
191, 198).

3.6.2. Genetické faktory

Podezieni na genetickou zdvislost autoimunitnich thyreoidnich chorob je

podporovano vysledky studia dvojéat a zvySenym vyskytem AITD v nékterych
rodinach (familidrni predispozice) (31, 140). Asi u 10 aZz 20 % piipadd
Gravesovy—Basedowovy choroby lze pozorovat familidarni vyskyt, ale vétSiné
piipadu se GD vyskytuje sporadicky (89).

Specifické geny byly vySetfeny u AITD, véetné MHC gent,
histokompatibilitnich  leukocytarnich antigenovych (HLA) genl, geni
cytotoxického T leukocytarniho antigenu—4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 —
CTLA-4) a jinych. Geny mohou ovliviiovat chorobu dvéma zplsoby: bud’ samy
spoustéji chorobu, nebo zvy8uji citlivost jedinct k rozvoji choroby.

Neékolik kontrolnich studii demonstrovalo spojitost HLA tfidy II. MHC-
HLA alely u GD a HT a ,,linkage* analyza potvrdila tuto asociaci (5). Specificka
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role MHC-HLA genového komplexu u AITD zistdva nejasnd a nemilze byt
nosograficky — specificka (255). Nejen tyto, ale i dalsi MHC antigeny HLA tfidy
11., v&tnd antigenu smrticiho receptoru (DR), jsou v podezieni, Ze jsou aberantné
exprimovany jak thyreoidnimi folikularnimi bukami, tak aktivovanymi
lymfocyty u pacientii s Gravesovou-Basedowovou chorobou (89).

CTLA-4 je lymfocytarni bundény povrchovy receptor, ¢len
imunoglobulinové superrodiny, piivodné objeveny pfi patrdni po molekulach, jez
hraji roli v T bun&éné cytotoxicitd (32, 48). Ackoli byla plivodng identifikovana
jako cytolyticka T—bun&ina ptidruzujici molekula, jeji exprese byla rozeznana s
pouZitim monoklondlnich protilatek u obou aktivovanych CD4 a CD8 bun&nych
populaci, stejné jako v B buiikach s pouzitim monoklonalnich protilatek (180,
121). CTLA—4 lokus je umistén na chromozému 2q33 a také byl zahrnut do
patogenezy obou GD a HT (17, 94, 114, 255).

Genetické vlivy MHC-HLA a CTLA—4 se tedy vyznamné podileji na
patogenezi AITD, ale zaiim je nedostateéné vysvétlen rozsah genetického

piispévku k jednotlivym jmenovitym poruchdm.

3.7. Patogeneza Hashimotovy thyreoiditidy

Patogenezé Hashimotovy thyreoiditidy je komplexni proces se zjevnou
autoimunitni bun&&nou a humoraln{ imunitni odpovédi.

Autoimunitni proces, ktery vede k rozvoji HT pravdépodobné zacind
aktivaci CD4+ T lymfocyti, specifickych pro thyreoidni antigeny (50, 253, 254).
Mechanizmus inicidlni aktivace T bunék dosud neni zndm. Pfedpoklada se, Ze
patogeny infekce, obsahujicimi protein podobny thyreoidnimu proteinu
(molecular mimicry —~ molekularni podobnost (3)) miize byt pficinou aktivace
specifickych-antithyreoidnich T bunék (230). Jednou aktivované autoreaktivni
CD4+ T lymfocyty pfitahuji cytotoxické CD8+ T lymfocyty a B lymfocyty ve
§tftné Zlaze a p¥itom stimuluji B buiky k sekreci antithyreoidnich autoprotilatek
(52). Dalgi aktivace imunitni odpov&di miiZe nastat pokud samotné thyreoidni
buiiky jsou podniceny k expresi MHC molekul tfidy II. po aktivaci lymfocyti
které vyluduji interferon—y, piipadné ko-stimulujici autoreaktivni populaci T

bungk (26, 137).
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Vramei HT, aktivované T buiiky vykazuji pievazné Thl fenotyp a
produkuji cytokiny spojené se zanétem a s buné€né—zprostiedkovanou imunitni
odpovédi, jako je interferon gama. U Gravesovy-Basedowovy choroby je
chronicky autoimunitni stav charakterizovan hyperthyredzou a pievazné Th2
infiltratem (201), thyreocyty nepropadaji apoptdze, navzdory sdruzené expresi
Fas a FasL (103). Znamend, to Ze typ lymfocytarni infiltrace miiZe diktovat
expresi intracelularnich faktord, které reguluji apoptotickou cestu.

Antigenni stimulace aktivuje CD4+ T pomocné buiiky rozdé€lené do dvou
odlisnych podpopulaci Thl a Th2 bungk, zaloZenych na jejich cytokinovém
sekre¢nim profilu (37, 157, 204). Thl buiky exprimuji IL-2, IFN-y a TNF-q,
které ¥idi bunééné-zprostfedkovanou imunitni odpovéd’ a indukuji poskozeni
tkand aktivaci cytolytickych bunék, nebo dalsich cytotoxickych mechanizmi.
Th2 butlky vylu¢uji hlavné IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10, které podporuji humoralni
odpovéd, tj. pomdhaji B lymfocytim pfi specifické imunoglobulinové produkei
(25, 134, 157).

Patogenetické mechanizmy thyreoidni autoimunity byly podrobné
studovany na zvifecich modelech, schopnych spontdnné vyvinout autoimunitni
thyreoiditidu. Takova studia ukézala, Ze patogeneze thyreoidni autoimunity je
vicestupfiovy proces (203). V Casnych fazich se uplatiiuji dva imunitni procesy.
Pokud jde o prvni fazi, zda se, Ze zvySené mnoZstvi intrathyreoidnich antigen
prezentujicich bungk (APC) je rozhodujicim krokem pii nastupu autoimunitni
reakce (247). Piiliv APC v titné Zlaze miZe byt indukovan zanétlivymi signaly,
které nasleduji po poSkozeni, nebo nekréze cilovych bunék, virovou nebo
bakteridlni infekei, nebo jédovym nadbytkem. Zmény v metabolismu, nebo v
mikroprostiedi thyreoidnich bunék mohou byt rovnéz navozujicim faktorem pro
kumulaci APC v 8titné Zlaze. Béhem tohoto rancho stadia se APC st€huji a
soutasné prezentuji autoantigeny T helper lymfocytim v drénujicich
lymfatickych uzlinach §titné zlazy.

V dalsi fazi lymfocyty vzajemné reagujt s piitomnymi autoantigeny. Pokud
je imunitni tolerance defektni, vysledek tohoto vzajemného plsobeni je aktivace
antigen-specifickych T pomocnych lymfocyti. Tyto busiky stfidavé stimuluji,

prostfednictvim rozpustnych cytokinl, jak celuldrni imunitni odpovéd’, tak
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humoralni imunitni odpovéd pomoci B lymfocytd. TakZe, namisto posileni
imunitni tolerance tedy APC generuji autoimunitni reakci. Zpolatku se
autoreaktivni T lymfocyty a protilatky produkuji v lymfatickych uzlinach, ale
pozdgji se lymfoidni tkafi tvoii lokalng v samotné 5titné Zlaze. Thyreocyty mohou
také exprimovat MHC molekuly t¥Hdy IL, které jsou nutné pro prezentaci
antigenu CD4+ T buiikdm a tak plisobi jako APC (26, 214). Tato exprese MHC
molekul t¥idy II. na thyreocytech mitZe mit za nasledek i cytokinovou produkci
(IFN-y) aktivnimi T lymfocyty infiltrujicimi $titnou Zlazu (229).

V poslednim stadiu se navozené a pomnoZené autoreaktivai T a B
lymfocyty ve velkém poctu nahromadi a infiltruji parenchym S§titné Zlazy.
Nakonec se §titnd Zlaza proménuje v jakési bojisté, ve kterém se thyreocyty
utkdvaji s infiltrujicimi lymfocyty. Vysledek této bitvy ur¢i klinicky fenotyp
choroby. Apoptéza v tomto ptipads hraje vyznamnéjsi roli v koncovém stupni

(10, 235).

3.8. Role apoptozy v imunopatologii $titné Zlazy

Apoptoza neboli naprogramovand bunééné smrt (PCD) zahrnuje sukcesivni
aktivaci séric proteolytickych enzymi znimych jako kaspazy, které postupné
stravi buiiky a jejich geneticky material. Nazev "apoptéza” (fecky apo = z, ptosis
= padat) byl zaveden vroce 1972 badatelem Kerrym a spolupracovniky, kieff
popsali zvla$tni morfologii fyziologické bunééné smrti (106). Apoptoza je vysoce
fizena forma bun&éné smrti a hraje centralni roli v dohledu nad poétem bunck ve
tkdnich béhem vyvoje a nad homeostazou ddlezitych funkci, jako je bunéna
proliferace a diferenciace (7, 18, 206). Na druhé stran€, dysregulace apoptozy
mii¥e byt zapojena do patogencze n&kterych chorob, jako Hashimotova
thyreoiditida, Gravesova-Basedowova choroba a diabetes mellitus typu 1. (228).

Kaspazova kaskada (rodina cysteinovych protedz, kierd je zapojena
v destrukci bunék b&hem apoptdzy) je aktivovand dvéma cestami: smrticimi
receptory, nebo mitochondrilni cestou. Specifické signaly, jako jsou ligandy,
které vazi smrtici receptory, maji za kol vynechat rGstovy faktor a troficke
hormony, &imZ mohou aktivovat apoptotickou masSinérii. Nejlépe studovany

receptor zprostiedkovavajici apoptotickou cestu je Fas/FasL (Fas a Fas Ligand)
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systém. Jsou znamy i rozpustné formy Fas (sFas) a FasL (sFasL). Solubilni
receptor sFas miZe inhibovat Fas/FasL interakei a tim ochréni cilove buitky pied
apoptozou (93). Solubilni forma Fasl. (sFasL) se uvoliiuje po FasL rozstépu
metaloproteinazou, a to pfedpoklada indukei apoptozy (104).

Fas (také oznaovany jako CD95, APO-1) je 45 kbDa typ L
transmembrénovy receptor, ktery patfi do rodiny receptorll ze skupiny tumor
nekrotizujictho faktoru (tumor necrosis factor — TNF) (170), zodpovédny za
¥zeni tkafiové homeostazy a imunitni odpovédi (115, 160). Je vyluovan riznymi
buiikami hematopoetického a nehematopoetického plivodu  (ve slezing,
lymfatickych uzlinich, jétrech, plicich, ledvinich a ovariich) (115, 129, 160).
Extraceluldrni region Fas obsahuje 3 repetice bohaté na cystein, zatimco
vnitrobungéna &ast molekuly zahmuje sekvenci 70 aminokyselin nazvanou
smrtici doména®, majici schopnost aktivovat vhitrobunééné smrtici mediatory
(115, 160, 220).

FasL (CD95L) je 40 kDa typ II. transmembréanovy protein, ktery rovnéZ
patii do rodiny receptorti ze skupiny tumor nekrotizujictho faktoru (TNF) (223).
Agkoli je hlavng exprimovan aktivovanymi T a NK-bunikami (160, 183), je
exprimovan i neutrofily, neurony, thyreocyty, stromalnimi builkami sitnice,
acindrnimi butikami slinnych Zlaz a Sertoliho bufikami mysich varlat (67).
Membranové vazana forma FasL maZe byt odlouéena metaloproteindzou, a to za
soutasného vzniku rozpustné formy (sFasL), kterd je mén& aktivni v indukei
apoptozy. Interakce mezi Fas a FasL spousti na bundném povrchu Fas molekuly,
vedouc{ k bunééné smrti. FasL je jedna z hlavnich efektorovych molekul
cytotoxickych T bundk a piispiva k eliminaci viry infikovanych, nebo nadorové
transformovanych bungk (160). Fas/FasL systém hraje dileZitou roli v normalni
imunitni regulaci pii odstranéni autoreaktivnich T a B lymfycyti na konci
imunitnich odpovédi (240). Kvili této centralni roli Fas-FasL systému v regulaci
imunitné—zprostfedkované  cytotoxicity, =~ samotnd dysregulace  Fas—
zprost¥edkované apoptozy miZe byt nahliZena jako mozny hlavni efektor tkafove
destrukce u organové-specifickych autoimunitnich chorob. Normalni thyreocyty
sice autonomné vyluéuji funkceschopny Fas (13, 102, 152, 227), ale v dosti

malém, relativnd neskodném mnozstvi FasL (152), kieré neni dostatyjici k
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navozeni apoptotické odezvy (75, 218). Teprve nasledujici thyreoidni zanét
vramei celularni a humoralni autoreaktivity indukuje zanétlivé cytokiny
vychézejici z aktivovanych makrofigi a T lymfocyt k masivni Fas nadprodukci
v thyreoidnich buiikach. Cerstvé izolované thyreocyty zHT pacientii silng
exprimuji Fas a FasL, jejichZ hodnoty jsou zvy3ené béhem aktivni faze HT (218,
219). Soudasnd, simultdnni exprese Fas a FasL ma za nasledek thyreocytarni
apoptoézu a progresivni destrukei $titné zlazy (53). Tento cytotoxicky model by
mél byt povaZzovan za hlavn{ mechanizmus thyreoidnf degradace u Hashimotovy

thyreoiditidy.

4. Tmunofluorescencni metoda - princip metody

Imunofluoresecence je semikvantitativni metoda kterd byla zavedena pied
vice nez 50 lety (43). Podstatou imunofluorescenéni metody je prikaz antigenu
pomoci protilatky, kterd je oznadena fluoreskujici barvou (napf. fluorescein,
rhodamin). Takto upravena protilitka se nazyva konjugat. Vazbu antigenu
s protilatkou miizeme pozorovat luminiscenénim mikroskopem (4).

Podle zptsobu aplikace imunofluorescenci rozd€lujeme na piimou a

nepiimou.

4.1. P¥imd imunofluorescence ( PIF ) — jednostupriova metoda

Pii tomto postupu vySetiujeme vzorek pacientovy tkané€ s pfedpokladanym
antigenem ( napf. biopsie ledviny nebo kiuZe, kde patrdme po imunodepozitech
rizného charakteru). Nasledovng se na fezy aplikuje protilidsky imunoglobulin
(prase¢i, nebo jiny), oznateny FITC (fluoresceinizotiocyandtem). V piipadé
reakce antigenu s protilatkou se tato vazba dad vizualizovat v mikroskopu.

Nevyhodou tohoto postupu je nutnost biopsie tkané, coZ zatéZuje pacienta.

4.2. Neprimda imunofluorescence ( NIF ) — dvoustupriovd metoda
Tento postup detekce autoprotilatek je nendroény pro pacienta, nebot’ staci

ziskat jeho sérum. Princip metody je podobny. V tomto piipadé se pouZiva tkan
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odpovidajiciho zdravého orgénu, odebrand pii operaci nebo pitve. Na fez z thani
se nejprve nechd plsobit sérum pacienta (1. faze) s pfedpoklddanou autoimunitni
chorobou. Pokud se v séru nachdzeji cirkulujici autoprotilatky, navazi se na
antigen ve tkafiovém fezu, a po pidani prasefiho protilidského antiglobulinu,
oznateného FITC (SWAHU/FITC) (IL. faze), se vazba projevi ve fluorescennim
mikroskopu.

NIF je b&7né uivana imunobistochemickd metoda, kterd se vyuziva jako
screening v algoritmu vySetfovacich metod u pacientd s autoimunitnimi

chorobami.

4.3. Screeningové vySetieni a pouZiti NIF

Metoda nepiimé imunofluorescence (NIF) pro svoji dostupnost a zarovei
finanéni nendrolnost je vhodnd pro screeningové vySetfeni pacientd
s autoimunitnimi chorobami. Podle jejtho vysledku se indikuji ndrocnéjsi drazsi
imunologické kvantitativni metody pro stanoveni hladiny autoprotilatek (RIA,
ELISA a JRMA). Proto by NIF metoda méla byt prvotnim vySetfenim, phi

vyetfeni na organové-—specifické i organové-nespecifické protilatky, pred

vvvvvv

5. Imunoradiometricka analyza (IRMA )

Imunoradiometricka analyza (IRMA) je kvantitativni vysoce senzitivni a
specifickd radiometrickd nekompetitivni metoda, kterd se pouZiva k méfeni
koncentrace protilatek v séru. Zékladnim principem metody je specificka
imunochemicka interakce mezi dvojici protilatek, jedna z protilatek je znaCena
radioizotopem. Prvni protilatka (kotvici na pevnou fézi) navaZe stanovovany
antigen a pak se pfidava druha protilatka (znaCena 1231y v nadbytku. Pro méfent
gama—zafeni se pouZivaji vicekandlové gama-méii¢e (gama—pocitade).

Radioaktivita se méfi jako pocet impulzli za minutu.
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6. Tenkojehlova aspirac¢ni cytologie Stitné zlazy (FNAC)

Tenkojehlova aspiraéni cytologie (FNAC) Stitné Zlazy je rychlé zakladni
piedopera¢ni a ve stejnou dobu nejeitlivéjsl vysetfeni tykajici se diagnostiky
solitarnich uzlé §titné Zlazy. Hlavni vyhody FNAC jsou: mozZnost selekce uzld
pacientt pro okamzité chirurgické oSetfeni, nizka invazivnost a relativné nizka
cena vysetteni. Cytologické diagnostiky neni uZivano jen pro jednotlivé, tuhé a
rychle rostouci uzliky 3titné Zlazy, ale také pro uzlovité strumy, zan€ty a dal3i
léze &titné Zlazy, odhalené ultrazvukovym skenovanim, nebo scintigrafickym
yySetienim. DileZitym standardem pii provedent aspira¢ni cytologie je odebrani
materidlu z riznych mist 3titné Zlazy tj. vzorkovani (sampling).

Z hiediska technologického zpracovéni cytologickych natérl se najéastéji

pouZiva barveni metodou May—Giemsa-Griinwald (MGG).

6.1. Tenkojehlova aspiracni cytologie S$titné Zlazy (FNAC) -
poznatky k autoimunitnim lymfocytdarnim chorobdm 3titné
Hazy
Ke spravnému rozeznni patologickych zmén $titné¢ Zlazy v aspiracni

biopsii je nezbytné dobie znat struktury které mohou byt obsaZzené v normalnim

cytologickém natéru.
Normalni struktury pti tenkojehlové cytologii Stitné Zlazy (173, 174):

- folikularni epitelidini buriky
- koloid

- C—bunky

- chrupavka

- epitel trachey

- kosterni svalovina

Folikularni epitelidlni buiiky jsou kfehké, proto v cytologickém natéru

pievazné nachézime hold jadra bez cytoplazmy. Co do velikosti a tvaru se
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podobaji normélnim lymfocytim. Cytoplazma se barvi svétle—modie v May-
Gritnwald—Giemsa barveni (MGG) a hranice ojedinélych bungk je nejasna nebo
neurcita.

Koloid se barvi modic a tvoii tenké blanité potahy, ¢asto s draZkami a
trhlinami. Koloid miiZe byt odstranén ze sklicka béhem zpracovani.

C-buiiky se mohou podobat buiikdm meduldrniho karcinomu, ale v nat€ru
se mohou t&7ko identifikovat.

V natéru se miiZe objevit i epitel trachey, jako maly hlou¢ek cylindrickych
bundk s fasinkami. Chrupavka se objevuje jako zafivad purpurova skvina s
fibrilarnimi okraji.

Fragmenty kosterni svaloviny se objevuji jako svazek tmavé—modré ¢éstice

s etnymi, bled ovélnymi jadry.

Cytologicky obraz klasické Hashimotovy thyreoiditidy zahrnuje (173, 174):

- oxyfilni epitelialni (Askanazy/Hiirthleho) buiiky
- stiedni mnozZstvi lymfocytd a ojedinélé plazmatické bufiky
- malé mno¥stvi obrovskych mnohojadernych bunék; epiteloidni histiocyty

- mal4 p¥itomnost, nebo uplna absence koloidu

Floridni forma lymfocytarni thyreoiditidy je charakterizovéna pfitomnosti
Setnych lymfoidnich elementi ve vSech stupnich vyzravani zahrnujicich
centroblasty, imunoblasty a dendritické retikulémi butiky ze zdrodecnych center s
velmi malou pfitomnost{ normélnich epiteliélnich folikularnich bunck.

Vzorovy néatér ,klasické Hashimotovy thyreoiditidy* se obecné objevuje u
star$ich pacienti, ktefi jsou &asto hypothyreoidni. ,Floridni lymfocytéarni®
cytologicky natér se objevuje u mladSich a asymtomatickych pacientd, a u
populace stiedniho v&ku, nebo u téch osob, s kratkou anamnézou choroby a s
nizkymi, nebo negativnimi hodnotami autoprotilatek (185).

Oxyfilni (Askanazy/Hiirthleho) bufiky nebo oxyfilni metaplasticke
folikularni epitelidlni buiiky se v natéru objevuji ve v&tSim poltu ve forme

syncytialnich shlukd (obr. 5). Cytoplazma téchto bunék je dobfe patrna,
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denzni a  barvi se hnddo—modfe (MGG); u normélnich folikuldrnich
epitelidlnich bun&k je cytoplazma bleda. V cytoplazmé miiZe byt pfitomna jemna
granularita. Jadra jsou 2—4krat v&t§i nez normdlni jadra folikularnich bunek, ale
jejich velikost je variabilni. Lymfocyty jsou piftomny ve variabilnim mnoZstvi.
Nekteré lymfocyty se spojuji s epitelidlnimi burikami a podporuji tak teorii
piimého epitelidlniho poskozeni lymfocyty.

Centroblasty odvozené ze zarode¢nych center lymfoidnich foliklG maji
bledd jadra s hojng&jdi modrou cytoplazmou nez maji lymfocyty. Velké
imunoblasty mohou byt rovnéZ pftomny. Smés malych a velkych lymfoidnich
elementt je charakteristicka pro aktivni proces. Histiocyty ze zérodeénfzch center
(dendritické retikuldrni bufiky) maji hojnou bledou cytoplazmu a ovalné, nebo
histocytoidni jadro se zrnitym chromatinem. Tyto bufiky jsou Casto seskupené a
pfidruZené k lymfoidnim buitkam.

Cytologicky obraz fokalni lymfocytarni thyreoiditidy byvé né€kdy obtizng
odligitelni od HT. Vétéinou je v natérech piitomno kromé folikularnich bunck a
koloidu pouze malé & stfedni mnoZstvi lymfoidnich elementt s vyraznou

pfevahou zralych lymfocytil. Tento nalez poméhd v odlifeni od HT (46, 236).

6.2. Uskali cytologické diagnostiky (FNAC) Hashimotovy
thyreoiditidy a fokalni lymfocytdrni thyreoiditidy
P¥ uréovani diagnozy Hashimotovy thyreoiditidy a fokélni thyreoiditidy se
mohou vyskytnout obtiZe, spojené spfesnym uréenim cytologické diagnozy.
Proto je nutné znat a pfesné rozlidit struktury, které mohou vést k diagnostické
chybé (4. fale$n& negativnich a fale$né pozitivnich cytologickych nalezii ve

smyslu Hashimotovy thyreoiditidy a fokalni lymfocytarni thyreoiditidy).
Hlavni uskali cytodiagnostiky autoimunitnich onemocnéni Stitné Zlazy (173,174):
- rozlidit hola jadra folikularnich bun€k od lymfocyth

- lymfocytarni infiltrace doprovazejici jiné léze

- lymfom
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- problémy s oxyfilnimi buiikami

- hyperthyreoiditis“ / ,,Hashitoxikoza®

- unilateralni nebo fokalni autoimunitni tymfocytarni thyreoiditida

- obrovské mnohojaderné butiky v autoimunitni lymfocytami thyreoiditidé

- proliferace epitelidlnich folikuldrnich bunék pfi floridni lymfocytarni
thyreoiditidé

- psamomatdzni t€liska

Hol4 jadra folikularnich bun&k se podobaji lymfocytiim, zvlasté pokud je
natér §patné fixovan. Tenky lem cytoplazmy je charakteristicky pro lymfocyty a
neni pritomen kolem holych epitelialnich jader. Jadra folikul4rnich bungk jsou
znaéné kulatéi$i ne” jadra lymfocytd a maji vice homogennf chromatin a hustsi
jaderny lem. Lymfocyty se tedy 1i8i i podle velikosti a jsou Casto pFitomny vEtsi a
nezralé formy.

Lymfocytarni infiltrdt miZe byt spojen s neoplazii, napf. diftzni
sklerotizujici forma papildamiho karcinomu, proto je dilleZity vicendsobny
sampling §titné Zlazy. Mengi fokélni lymfocytdrni infiltrace u jinak normélni
$titné Zldzy mohou vést k podezieni na fokdlni autoimunitni lymfocytamni
thyreoiditidu. Aviak jenom v malém procentu takovych piipadd jsou lymfocyty
pritomny v natéru, takZe cytologické nadhodnoceni Hashimotovy thyreoiditidy je
nepravdépodobné (181).

U nékterych pacientii s klinickou hyperthyreézou FNAC Stitné Zlazy
povoluje &etné lymfocyty (97). Pribéh choroby je né&kdy piechodny, s
destruktivn{ autoimunitni lymfocytarni infiltraci (,,Hashitoxicosis™), a u nékterych
piipadii proces vlastni destrukce miZe byt omezen (,hyperthyreoiditis*). Toto
miZe byt pozorovano u pacientll s postpartalni thyreoiditidou (PPT). Klinické
znamky hyperthyredzy a zvy$ené hodnoty thyroxinu v séru by mohly upozornit
lékate na tuto ne tak Sastou afekei, kterd ukazuje blizkou pifbuznost s ostatnimi
autoimunitnimi chorobami §titné Zlazy. V takovém ptipadé rozliSeni mezi t€mito
pfipady a Gravesovou-Basedowovou chorobou s pfitomnosti ojedinglych

lymfoidnich bun€k mize byt obtizné.
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Cytologicky rozdil mezi autoimunitni lymfocytarni thyreoiditidou a
lymfomem miiFe byt rovnéz t8zko rozlisitelny. ,Floridni Iymfocytarni™ natér
s témé&F kompletn{ nepfitomnosti epitelidlnich bungk je Casty u miadsich lidi. U
této skupiny pacientil je tieba velké opatrnosti. Pfiblizn€ 75% lymfomu se
objevuje napozadi autoimunitni lymfocytarni thyreoiditidy. V nékterych
piipadech, imunohistochemickd demonstrace monoklonality v aspirovaném
materialu miZe byt nezbytna pro stanoveni diagndzy (226).

Oxyfilni buiiky v lymfocytarni thyreoiditidé mohou byt dost pleomorfni. U
tak zvané ,vypalené” Hashimotovy thyreoiditidy a v ptipadé fokalni nodularni
hyperplazie oxyfilnich bungk, mohou byt v aspirdtu pouze oxyfilni buiiky (76,
109). RozliSeni od neoplastickych oxyfilnich bungk nenf mozné a v tomto piipadé
je chirurgicka excize nezbytnd pro histologickou verifikaci (163). Nékteré formy
vétdich, ne-Jymfoidnich bungk v thyreoidnich aspiritech mohou byt zaménény
s oxyfilnimi buitkami. V raném stadiu choroby to mohou byt hypertroficke
epitelialni builky s bohatou cytoplazmou. To jsou pravdepodobné TSH-
stimulované buiiky. Epiteloidné—vyhliZejici buitky s protdhlymi nebo
zenkovitymi jadry mohou byt pfitomny v nékterych piipadech a mohou se
podobat oxyfilnim buitkdm. Histiocyty, nebo dendritické retikuldrni buriky
ze zérodednych center se mohou zaménit s oxyfilnimi buiikami, ale postradaji
charakteristickou cytoplazmatickou denzitu.

Obrovské mnohojaderné buitky jsou pfitomny u 30 % piipadd
Hashimotovy thyreoiditidy a spoledné s epiteloidnimi butikami mohou piivodit
zéménu s de Quervainovou thyreoiditidou (181). Agkoli intenzivni lymfocytarni
infiltrace neni bé&znd, u subakutni thyreoiditidy je smés zanétlivych bunéénych
infiltrath dokladem dost t&Zké tkanové destrukee.

V nekteryeh piipadech bylo popsano pfekryvani cytologickych nédlezi
od Hashimotovy thyreoiditidy s nalezy od subakutni thyreoiditidy (97).

Psamomatézni téliska mohou byt ptitomna u Hashimotovy thyreoiditidy,
ale mohou byt patrna i u jinych benignich procest. Jejich pfitomnost v natérech
opraviiuje chirurgickou biopsii, protoZe nejCastéji se vyskytuji ve spojeni

s papilarnim karcinomenm $titné Zlazy (59).
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7. Bioptické vySetieni Stitné zlazy

Histologické vySetieni bioptického materidlu stitné Zldzy je standardni
vysetfovaci postup ke stanoveni pfesné diagnézy. U pfipadid snejasnou
cytologickou diagnézou je proto nutny nasledny odbér tkan¢ Stitné Zlazy na
histologické vySetieni.

Veskery biopticky material §titné Zlazy uréeny k histologickému vySetfeni
je fixovan v 10% formalinu, zpracovan standardni parafinovou technikou a

obarven hematoxylinem-eozinem.
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Cile predkladané doktorské disertacni prace

Provéfit  spolehlivost  semikvantitativni  dvoustupfiove (nepiimé)
imunofluorescencni metody pii detekei cirkulujicich autoprotilatek proti

koloidu (thyreoglobulinu) a epitelu (thyreoperoxidaze) Stitne Zlazy.

Predsevzaty zamér realizovat komparaci NIF s kvantitativné exaktnimi
vysledky IRMA metody upravené pro detekei autoprotilatek proti

thyreoglobulinu a proti thyreoperoxidaze.

Stanovit upravené meze pouZitelnosti nepfimé imunofluorescencni detekee

antithyreoidnich autoprotilatek.

Zformulovat statisticky nepodchycené a literarné nezpracované zkuSenosti

z rutinni praxe.

Zmapovat zjistitelné imunofluorescenéni rozdily ve vyskytu thyreoidnich
protilatek mezi cytologicky a biopticky diagnostikovanymi difuznimi

lymfocytarnimi thyreoiditidami a fokalnimi lymfocytarnim thyreoiditidami.

Posoudit pouzitelnost imunofluorescenéni detekce thyreoidnich protilatek ke
kontrole vybranych cytologickych a bioptickych nédlezi (Hashimotovy
thyreoiditidy a fokalni lymfocytami thyreoiditidy).

Zformulovat diagnosticky algoritmus pro diagnostiku  autoimunitnich

onemocnéni §titné 7lazy s pouzitim nepfimé imunofluorescence.

Posoudit cytodiagnostickou pfesnost FNAC porovnanim  vysledki
cytologickych a histologickych u Hashimotovy thyreoiditidy a fokalni
lymfocytarn{ thyreoiditidy.
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Porovnavany byly nasledujici kombinace:

Oddil A — Vysledky nepiimé imunofluorescenéni metody (NIF) versus IRMA
metody

QOddil B — Histologie a aspiraéni cytologie $titné zlazy versus vysledky

nepiimého imunofluorescenéniho vySetifeni (NIF)

Qddil C — Aspiraéni cytologie §titné Zlazy versus histologie Stitné Zlazy

(cytodiagnosticka piesnost)

9. QOddil A: Porovnani imunofluorescenénich nalezu

(NIF) versus IRMA S§titné zlazy

9.1. Materidl a metody

Nejistota, tykajici se kvantitativnich aspektli imunofluorescence, nas
podnitila  k provéfeni imunofluorescentnich vysledkl porovndvanim se
spolehlivé kvantifikovatelnym standardem. V nafem piipadé byl za takovy
standard vybran metodicky postup typu imunoradiometrické analyzy (IRMA),
kterou Dr, Lomsky rozpracoval v nemocniéni laboratofi pro hormondlni proteiny
(136). V souladu s naznaenymi cily bylo zajist€no soub&zné vysetteni kazdcho
do sestavy zavzatého pacienta (jeho krevn{ sérum) dvéma metodami zaméfenymi
na obé sledované thyreoidalni autoprotilatky (thyreoglobulin a thyreoperoxidaza),
tedy jednak nepfimou imunofluorescenci (NIF), jednak imunoradiometrickou
analyzou (IRMA). Slo o &ast sér odebranych pacientim z endokrinologické
poradny a postupné odesilanych na uvedena vysetfeni. O tom, kterd séra budou
odeslana k vysetieni, rozhodoval nahodily vybér, jehoz kritériem byl ohled na
mnoZstvi séra, které bylo k dispozici. Slo o to, aby bylo mo#no k dispozici jsouci
sérum rozdélit na dva separétni vzorky. Timto zpisobem bylo zpracovéno 973

vzork,
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Vlastni laboratorni metodicky postup byl jiny pro nepiimou

imunofluorescenci a pro imunoradiometrickou analyzu, a to nasledujici:

9.1.1. Metodicky postup nepfimé imunofluorescenéni techniky (NIF)

Imunofluorescenéni metoda pouZitd k detekei antithyreoidélnich protilatek
vychazela ze standardntho dvoustupfiového zpisobu vySetfovani vyuZivajictho
jako antigenni substrat zdravou lidskou Stitnou zlazu. Tkah Stitné Zlazy
odebirame na pitevn& od zemfelych skrevni skupinou 0, odb& musi byt
proveden nejpozdgji za 6 hodin po smrti. Odebrany material co nejdtive uloZime
na 2 hodiny do mrazni¢ky na -30°C, aby zatuhnul. Pak materidl urychlené
zabalime do igelitového sacku, ktery peclivé utésnime proti vysychani
v mrazni¢ce, oznaéime a uloZime v mrazicim boxu pfi —70°C. Takto opatfeny a
uskladnény material je moZno prechovavat az jeden rok. Zhorend pouZitelnost
po tomto terminu souvisi s pfeschnutim zplsobujicim drolenf fezl; antigenni
vlastnosti odolavaji Udinku Casu. V pribéhu této ,zdruéni lhity" je moZno
material kdykoliv zpracovat, 1j. piikrojit na drobné kvadiicky o velikosti 12x 4x
7 mm, které se pokladaji na kryostatovy stoletek. Pro rutinni cile lze usporn¢
montovat do jednoho blotku nékolik organt najednou. Zpravidla je blogek sloZen
téliska.

Kryostatovy stoledek stakto sestavenym blotkem se prudce zmrazi
v petroletéru vychlazeném asi na ~70°C (ptesnd vyparna teplota pevného CO2 -
suchého ledu je —78°C, teplota smési suchy led + aceton Cini —86°C). Postup
mraZeni je nasledujici: do vétsi nadobky se nalije aceton a pfidaji kousky suchého
ledu. Do této vétdl nadobky pak ponofime nadobku mensi s petroléterem. Pfi
vychlazovani petroléteru je dileZité davat pozor, aby bublajici aceton nevnikl do
nadobky s petroléterem, a tak doslo knecht®né a nekontrolovatelné fixaci
tkatového blocku.

Tkatovy blotek ponotime do pfedchlazeného petroléteru, kde b&hem 15—
30 viefin zmrzne, viditelngé zb&la a je mozZno jej vyjmout. Ulpivajici petroléter na
povrchu se odfoukne a blodek se zabali do igelitového sacku. Pi baleni blo€ku do

igelitu je potfebné mechanicky vytladit vzduch, aby tkafiovy blocek rychle
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nevysychal. Takto opatfeny blodek je moZno prechovavat velmi dlouhou dobu
v mrazicim boxu p¥i —70°C (az 12 mésicl); podobné jako materidl zasobni, vyse
uvedeny.

Z blogku pofizujeme v kryostatu pii —20°C fezy sily 3-4 pm. Ziskané
kryostatové fezy stahujeme z kryostatového noZe a nasledovné nalepime na ¢&ista
odmasténa podlozni skla. Dale se kryostatové fezy susi pii pokojové teploté 30
minut a pak se fixuji v bezvodém acetonu po dobu piesné 10 minut. Tato fixace
je nutnd, aby se zabranilo vyplavovani antigenu, ktery spolu s pouzitym
konjugatem vytvaii na povrchu fezu precipitaty plisobici rudivé pii prohliZeni
preparatii. Po skonéeni fixace jsou kryostatové fezy oplachnuty v 0,15 M roztoku
NaCl s 0,01 M fosfatovym pufrem (phosphate buffered saline — PBS) o pH 7,6.

Tento vypiraci roztok se pfipravuje nasledujicim zplsobem: k 950m!
fyziologického roztoku (8,5 g NaCl se rozpusti v destilované vod¢ a doplni na
1 litr) ptidame 50 mi fosfatového pufru o pH 7.6.

Po oplachnuti na kryostatové fezy aplikujeme 100 pl vy$etfovaného séra, a
to vét§inou fedéné v poméru 1:10. Sklitka se séry inkubujeme 30 minut pfi
pokojové teploté ve vlhké komirce. Po inkubaci kazdé sklicko samostatné
splachujeme roztokem PBS. Poté preparaty vypirame ve tfech vymeénach PBS o
pH 7,6 za mirného protiepdvani po dobu 15 min. Nasledovné je na sklicko
aplikovan konjugét a nasleduje daldi 30 minutové inkubace pii pokojové teploté
ve vihké komirce.

V Gstavnim provozu je bézné jako konjugat pouZivan prasei protilidsky
imunoglobulin konjugovany s fluoresceinisothiokyanatem (SwAHu / FITC) z
produkce firmy SEVAPHARMA as., Praha. Lyofilizovany obsah ampule
(2 ml) se rozpusti ve 2 ml destilované vody.

Po inkubaci konjugat z preparatd slijeme a sklitka znovu vypirame ve
ttech vyménach PBS o pH 7,6 po dobu 15 min. Po otfeni okraji sc preparaty
montuji do smési glycerinu (9 dild) a PBS (1 dil). Preparaty probliZzime v den
zhotoveni, vydrzi viak 1 nékolik dnfi v chladni¢ce.

Kazda denni série preparatil je opatfena 2 kontrolnimi preparaty. Jeden se
znamym pozitivnim sérem a druhy s pouhym konjugitem na fezu, k vylouceni

nespecifické reakce.
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Hotové preparaty jsme prohliZeli ve fluorescennim mikroskopu Olympus
typu BH-2 v dopadajicim svétle. Jako zdroj svétla neslouzi v tomto mikroskopu
rtutova vysokotlaka vybojka, nybr? halogenové Zarovka jejiz kratkovinny usek
viditelného spekira postadi ke stimulaci luminiscen¢nich projevi FITC. Navic
neni zrak obsluhujictho persondlu ohroZovan chronickou exposici tvrdému UV
zateni. Intenzita fluorescence je s touto Zarovkou pochopitelné nizsi. Pozitivni
fluorescenéni efekty napadné svoji svétlezelenou barvou jsme registrovali okem a

odhadem kvantifikovali co do intenzity na 1 (+} az 3 (+++) kfizky (169).

Hodnoceni vysledki NIF metody je semikvantitativni:

— = negativni
+ = slabé pozitivni
++ = pozitivni

+++ = silné pozitivni

9.1.2. Metodicky postup IRMA techniky

Imunoradiometrickd dvoufizovd kvantitativni analyza byla pouzivana
v modifikaci vypracované v laboratofi pro hormonalni proteiny pod vedenim
MUDr. Lomského (136). Stanoveni autoprotildtky proti thyreoglobulinu i
thyreoperoxidéze probihalo nasledovné:

Na =zadatku je do zkumavky santigenem (thyreoglobulin nebo
thyreoperoxiddza) navazanym na pevnou fézi, napipetovano 100 pl
vySetiovaného séra nebo kalibradniho standardu. Po inkubaci oplachujeme 1 %
roztokem BSA/PBS (BSA — hovéz krevni albumin s PBS) a inkubujeme
s roztokem PBS/Tween20 0,005% 2 hodiny. Ve druhém kroku je pfidano 200 pl
roztoku stafylokokového proteinu A, znagencho radioaktivnim jédem 1'%, Po
inkubaci a promyti s roztokem PBS/Tween2( 0,005% je navdzana radioaktivita
méfena gama poditadlem (gama scintilaéni potitad) béhem 1 minuty, kierd je
pfimo proporciondlni koncentraci autoprotilitek ve vySetfovaném séru.
Kalibra¢ni kfivka pro thyreoglobulin mé rozsah od 12 do 10 000 U/ml a pro

thyreoperoxiddzu od 10 do 1000 U/ml. Chyba stanoveni, vyjadfena variaCnim
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koeficientem, je pro oba autoantigeny obdobna a pohybuje se (v zavislosti na
mé&fené koncentraci) v rozmezi 8,4 az 14 % v rdmeci eseje; a 8,9 aZ 15,9 % mezi
esejemi. Kontrolni skupinu tvofil soubor 120 dirct krve, u nichZ byla primérna
hladina protilatek proti thyreoglobulinu 28 U/ml a 95. percentil bylo 52 U/ml; u
autoprotilatky proti thyreoperoxidaze byl prumér 15 U/ml a 95. percentil bylo 29
U/ml. Jako dal$i kontrolni opatfeni byla ve 190 vzorcich soucasné stanovena
koncentrace autoprotilatek proti thyreoglobulinu jednak uvedenym postupem
(z laboratote pro hormonalni proteiny), jednak za pomoci komeréniho kitu. Mezi
ob&ma vysledky byla zjisténa dobra korelace (r = 0,694). DileZité je i zjiSténi, Ze
po &tyfech dnech stani vySetiovaného séra pfi pokojové teploté se koncentrace
autoprotilatek proti thyreoglobulinu, ani proti thyreoperoxiddze neméni. Z toho

vyplyva, Ze séra je mozZno zasilat na vySetfeni béZnym zplsobem, postou.

Referenéni hodnoty ( pasma ) IRMA pro TGAb a TPOAb

IRMA TGAb (U/ml) IRMA TPOADb ( U/ml)
negativni 0-100 negativni 0-80
nSeda zéna® 101 - 200 »seda zona” 81-150
pozitivni > 200 pozitivni > 150

9.2. Vysledky
9.2.1. Rozbor vyskytu protilatek proti koloidu Stitné Zlazy

( thyreoglobulinu ) — porovnani vysledkd NIF a IRMA

Vztah mezi vysledky duplicitniho vySetfeni zkoumaného séra dvéma
nezavislymi metodami, tj. nepfimou imunofluorescenci (NIF) na strané jedné a
metodou JRMA na strané druhé je piedmétem hodnoceni vtomto oddilu.
Obvyklé &iselné uvadéni udajli je doplnéno, pro piehlednost, grafickym a
tabulkovym zpracovénim sledovanych parametri. Aby byly porovnavané skupiny
co nejhomogennéjsi, byl oddélené posuzovan kazdy stupenl protilatkové aktivity

vietné stupné O (. negativni vysledky NIF pfi patrdni po sledované
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autoprotilatee). Nalezy v tomto oddilu jsou shrnuty do osmi graffi, z toho &tyfi
grafy (graf la. az 1d.) shmuji udaje o autoprotilatkach proti thyreoglobulinu
(koloidu 3titné Zlazy) a Ctyfi grafy (graf 2a. aZ 2d.) jsou zaméfené na udaje o

autoprotilatkach proti thyreoperoxidaze (epitelu Stitné Zldzy).

Na grafu la. jsou zachyceny piipady, kdy imunofluorescenéni vySetieni
potvrdilo, na strukturéch uZivanych k detekei protilatek proti koloidu Stitné Zlazy,
negativni vysledek. Takovych pfipadd bylo zcelé sestavy 973 vySetfovanych
764. K nim byly vyhledany udaje o hodnotach vySetfeni zjiSt€nych metodou
IRMA a spoletné zaznamenany do osnovy grafu pfedstavované vzestupnd
Fazenymi udaji z vydetieni metodou IRMA. Ke kazdému negativnimu ddaji pfi
vydetfeni NIF byl tedy piifazen udaj ziskany vySetfenim stejného vzorku séra
metodou IRMA. Ukazuje se, ze v&tSina pfipadd s imunofluorescenéné negativni
protilatkou proti koloidu §titné Zldzy je soucasné negativni pii vySetfeni metodou
IRMA na autoprotilatku proti thyreoglobulinu. Které hodnoty IRMA jsou
negativni a které jiz nikoliv, bylo fefeno na podkladé informaci prevzatych
z dtive publikovaného sdéleni (136). Citovani autofi tehdy na podkladé vySetfeni
sestavy dobrovolnych darch krve ziskali zaklad pro kalibraci kfivky hodnot
IRMA, takZe posléze mohli stanovit meze hodnot ryze negativnich na strang
jedné a ryze pozitivnich na strané druhé.

Nelze piehlédnout, ¢ na osnové grafu la., pii levém okraji, jsou
zachycena pasma s Gdaji tak nizkymi, Ze jsou hodnoceny jako negativni. Vedle
(vpravo) je pasmo vysledkl rovn&Z nizkych hodnot, ne sice negativnich, ale
nepfinosnych (nediagnostickych), jakasi ,$eda zéna“ stanovend pro protilatku
proti thyreoglobulinu v rozmezi od 101 do 200 U/ml. Teprve vpravo od nich je
pasmo vysledkil pozitivaich. TakZe vysledky IRMA metody pohybujici se mezi 0
a 100 U/ml jsou, i pfes stopovou piitomnost protilatek hodnoceny jako negativni
a vysledky nad 200 U/ml jako jednoznaéné pozitivni.

Negativni NIF vysledky se kryji s negativnimi vysledky IRMA metody ve
757 pripadech (99,1 %) (viz graf 1a.; tab.I: TgAb NIF neg.). S nediagnostickymi
(nep¥inosnymi) hodnotami IRMA metody (tj. od 101 do 200 U/ml) se kryji na
koloid negativni NIF vysledky ve 4 pfipadech (0,5 %). Pouze 3 pfipady (0,4 %)
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Tab. I: Procentualni rozioZeni vysledki IRMA pro TgAb a TPOADb rozdelene

podie semikvantitativniho hodnoceni NIF

TgAb NIF neg. TPOADb NIF neg.
IRMA (U/ml) | Pocet % IRMA (U/ml) | Pocet %
0 —100 757 99,1 0-80 741 99,3
101 —200 4 0,5 81-150 2 0,3
> 200 3 0,4 > 150 3 0,4
Celkem 764 Celkem 746
TgAb NIF + TPOADb NIF +
IRMA (U/ml) | Pocet % IRMA (U/ml}) | Pocet %
0 - 100 85 87,6 0-80 81 91,0
101 —200 6 6,2 81-150 5 5,6
> 200 6 6,2 > 150 3 3.4
Celkem 97 Celkem 89
TgAb NIF ++ TPOADb NIF ++
IRMA (U/ml) | Pocet % IRMA (U/ml) | Pocet %
0-100 19 47,5 0— 80 26 448
101 —200 6 15,0 81150 5 8,6
> 200 15 37,5 > 150 27 46,6
Celkem 40 Celkem 58
TgAb NIF +++ TPOADb NIF +++
IRMA (U/ml) | Pocet % IRMA ( U/ml) | Pocet %
0 - 100 6 8.3 0-280 19 23,7
101 200 6 8.3 81-150 7 8.7
> 200 60 83,3 > 150 54 67,5
Celkem 72 Celkem 80

se druzily s pozitivnimi vysledky ziskanymi IRMA metodou. Za piedpokladu, ze
7 nediagnostickych vysledkit IRMA metody by nemohly byt vyvozovany Zadné
zavéry, 1ze obé skupiny tj. negativni i nejisté (nediagnostické) secist. Lze tak
dospét k &islu 761 (757 + 4) vysledki pro ely diagnosticky shodného vyznamu,
jako vysledky neindikujici Zédny chorobny stav Stitné Zlazy. Toto ¢islo pak stoji

proti 3 klamng& NIF negativnim vysledkiim, coZ €ini jen 0,4 %. Aleibez zahrnuti
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L¥edé zény* do naSeho vypoltu je mozno povaZovat vysledek 757 piipadi
(99,1 %), za velmi dobrou znamku selektivity (tab. I: TgAb NIF neg.).
Nasledovné u 3 fale$ng NIF negativnich pfipadi byla provedena
sérologicka titrace aZ do fedéni 1 : 64 (pouZité fedéni 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64), na prikaz tzv. fenoménu prozony. Toto vySetieni ani v jednom titrovaném

imunofluorescenénim vzorku tento fenomén neprokazalo.

Dalsl graf 1b. zpiehlediuje rovnéZ situaci, kterd nastane patrame-li po
vztahu mezi semikvantitativng ur€enymi NIF  ndlezy a  exakin
kvantifikovatelnymi ndlezy ziskanymi metodou IRMA. Tento vziah je
v popisovaném grafu feSen vyluéné pro ptipady se slabou NIF pozitivitou proti
koloidu $titné Zlazy (4. na +). Takovych pEipadd bylo ze zakladni sestavy 973
probandéi celkem 97. Hledany vztah NIF kIRMA, pokryva Siroke rozpéti
imunoradiometrickych hodnot, V neekang velkém poctu 85 pfipadd (87,6 %)
korespondoval slab& pozitivni imunofluorescen¢ni nilez s negativni oblasti
imunoradiometrickych hodnot (nalezy spadajici do pasma od nuly do 100 U/ml).
Dalsich 6 piipadd (6,2 %) mélo korespondujici hodnotu IRMA metody z pasma
101 aZ 200 U/ml, tedy z pasma nediagnostickych hodnot (tzv. ,,Sedd zéna®). Jen
6x (6,2 %) odpovidal slab¢ pozitivni NIF nélez také pozitivit¢ IRMA metody a to
vesmés jen niz$im titrfim mezi 200 aZ 510 U/ml Davéryhodnost této
nizkostupiiové NIF pozitivity je tedy jak patrno podlomena dvéma ukazy. Jednim
z nich je znatn& pocetnad skupina 85 pfipadl, jimZ pfi pozitivnim nélezu NIF
odpovida protjick z pisma jednoznaéné negativnich nalezi IRMA. Druhym
zavaznym nedostatkem se jevi to, Ze zbyld ¢ast nalezli (12 pfipad®) se vztahuje
steinym dilem (pokud jde o Gdaj IRMA metody) k ,,8edé zon&" (6 piipadil) a
daldich 6 piipadii koresponduje s pozitivitou IRMA ndlezil (pozitivita proti
pozitivit). Lze ¥ici, Ze v 87,6 % (85 z 97 piipad) je NIF vysledek fale$ne
pozitivni (mal4 selektivita) (tab. I: TgAb NIF +). Je tedy nutno nizce pozitivni
hodnoty autoprotildtek namifenych proti koloidu §titné Zlazy povaZovat za zdroj
ukazateli postradajicich potiebnou rozliSovaci schopnost, co do vztahu k

pasmiim pro hodnoty vzeslé z aplikace IRMA metody.
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Graf 1¢: Awkoprotititha proti fiyreogiobulivn. Vetal mezi NIF prokazem o vysledkem metody IRMA
u piiipadi s pozitived NIF renket proti Lotoldu stieduiho stmpné (++)
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Graf lc. fedl stejnou problematiku jako piedchozi, ale pro jinou
podskupinu semikvantitativnich Gdajd, a to pro piipady majici jako spolecny znak
NIF zjidténou pozitivitu sttedniho stupng, tj. na ++ proii koloidu Stitné Zlazy.
Z celé vychozi sestavy s 973 poloZkami uvedenou podminku stfedn& intenzivni
pozitivity spliiovalo 40 vzorkil séra. Jejich vziah k radiometricky stanovenym
hodnotam IRMA metody jevil nasledujici zdvislostiV 19 piipadech padl
vysledek do sloupce negativnich IRMA udajii (47,5 %). Pokud jde o pasmo
nediagnostickych hodnot (mezi 101 az 200 U/ml), pfifadilo se k nim 6 ptipadi
(15,0 %). Do zény IRMA pozitivnich vysledki se ptifadilo 15 vySetieni (37,5 %)
(tab. I: TgAb NIF ++). Pouze tento posledni vysledek piedstavuje vyuZitelnou
shodu bez ohledu na to, Ze vysledky vychazejici z IRMA metody jevi velky
kvantitativni rozptyl od 200 U/ml az do 6487 U/ml.

Pravé tento velky rozptyl IRMA pozitivnich hodnot si vynutil nestandardni
pravu grafu spodivajici v jakémsi vytkout{ C¢tyf nejvy3Sich hodnot titrd
(zjisténych IRMA metodou) mimo osnovu grafu a naznaeni jejich spravného
umisténi pomoci ipky. Bez této upravy by byl graf velmi nepiehledny. Na jeho
omezeny rozsah by pfi pouZitém méfitku nebyly extrémni hodnoty protilatkovych

koncentraci umistitelné.

Graf 1d. je zaméfen na provéfeni vztahu mezi silné pozitivnimi (na +++)
imunofluorestenénimi ndlezy (v podobé pozitivit proti koloidu 3titn€ Zlazy) na
strand jedné a pozitivitami IRMA testu provedeného na témZ vzorku séra na
stran¢ druhé.

Na prvni pohled je vak patrny rozdil od pfedchozich graffi, kde zjisténé
titry byly spiSe nizké, zde naproti tomu mnohé vysledky dosahuji vysokych
hodnot v titrech mérnych jednotek (U/ml).

7 celkem 72 pifpadd imunofluorescenénich pozitivit spliiujicich uvedenou
podminku (pozitivita na +++) piipadlo 6 piipadi na IRMA negativni proté&jsek
(8,3 %). V pasmu ,,nediagnostické zony*“ (101 az 200 U/ml) naslo svij prot&jsek
6 piipadi (8,3 %), ostatni (60 pripadd, tj. 83,3 %) se kryly s pozitivitami v pravé
asti grafu (tab. 1: TgAb NIF +++) (Tuto pravou &4st bylo nutno uméle zkratit,
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jelikoZ 7 piipadt s nejvysiimi titry nebylo mozno do grafu pojmout a jejich misto
v rastru grafu je naznageno $ipkou, stojici na ¢ele vypsanych &iselnych polozek).
Z celkového poétu 973 probandi pouze 84 pacienti mélo pozitivni
protilatky proti thyreoglobulinu stanovené metodou IRMA, z toho 71 Zen
(84,5 %) a 13 muzh (15,4 %), pomér muZ : Zena = 1 : 5,4. Vékové rozmezi

pacientdl se pohybovalo od 11 do 80 let (medidn 52 let).

0.2.2. Rozbor vyskytu protilatek proti epitelu Stitné zlazy

( thyreoperoxidaze ) — porovnani vysledkt NIF a IRMA

Vychodiskem pro graf 2a. byla selekce piipadi, u nichZ pfi vySetieni séra
technikou NIF nebyly detegovany protilatky proti cpitelu Stitné Zlazy
(thyreoperoxidaze). Takovych piipadi bylo mezi 973 probandy celkem 746, z
nich byla dohleddna hodnota autoprotildtek proti thyreoperoxidaze IRMA
metodou a v grafu bylo pro kazdy vyselektovany pfipad nalezeno misto podle
titru protilatek proti TPO.

7, t&chto 746 NIF negativnych pfipadi pfipadlo do negativni zény (tj. mezi
0 aZ 80 U/ml) 741 vySetfenych sét, tj. 99,3 %, coz predstavuje dobrou znamku
selektivity. Do nediagnostické zony (,,$edé zony“) padly 2 pfipady (0,3 %) a do
pasma pozitivnich hodnot (nad 150 U/ml) se promitly 3 piipady (0,4 %) (tab. I:
TPOAD NIF neg.). I tento graf byle nutno modifikovat uvedenim jedné polozky
mimo osnovu grafu pro jejf nezaglenitelnost (vy3§i hodnota TPOAD).

U 3 falesnd NIF negativnich vysledki ndsledovné byla provedena
sérologicka titrace a7 do Fedéni 1 : 64 (pouZité fedéni 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,

1:64) na pritkaz tzv. fenoménu prozdny, ktery nebyl prokdzan v zadném vzorku.

Graf 2b. zachycuje situaci pfi posuzovani vysledkii vazanych na zjiSténi
slabé pozitivity (na +) autoprotilatky proti epitelu Stitné Zladzy pomoci NIF
metody. 7 89 sér splitujicich tuto vstupni podminku patii korespondujici vysledek
ziskany vySetfenim IRMA metodou (vysledek ziskany ze stgjného séra, ve
kterém bylo patrano po NIF pozitivité) v 81 pripadech (91,0 %) do oblasti 0 — 80

U/ml, tedy pasma deklarovaného jako pidsmo negativit.
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Graf 2a; Autoprotititia proti thyreoperoxidize. Vztak mezi NIF prikazem a visledkem IRMA
metody u pripadd s negativiim visledkem NIF pétednt po profifitce prodi epiteln

& !RMAnegativni
[ . imemas: , Seds 2ona
U2 1RMA pozitivni

m!m. S ._F... . Em'. : : ‘m.lmi

8 0 4 60 30 9 108 10 120 130 140 150 160 170 180
Ulmi

Gral 2 Autoprofitacks proti fyreoperoxidize. Vzialt mezi imanoflrorescendidm prikazem
66 a visledicem TRMA vySetieni u piipadi se slabé pozitivad NIF reaked proti epitelu { +)

N

N w8 negatini -+

TR mwa;sedazona®

. % IRMA ‘pozitivei

Y um
355,61 :
814,0|

I

3
1 1 i 1 1 1 1
. FOANAAN; . m 1 1 EE: e 121 (B[] 5311311 0 0 {ITHTEN [T G 7777 0

T T 1

0 2 40 60 8 9 W6 MO 120 13¢ 140 150 170 190 200
Uil




77

Korespondujici Gda) o NIF pozitivité séra se 5x (5,6 %) promitl do pasma
nediagnostického (81150 U/ml) a zbylé 3 piipady (3,4 %) se promitly mezi
pozitivni hodnoty IRMA (tab. I: TPOAb NIF -+).

Znich 2 pfipady nebylo moZno pro omezené rozméry grafu vynést na
uréené misto a bylo nutné naznadit jejich umisiéni do grafu Sipkou. U celé této
sestavy, tj. tab. 2b. je shoda mezi NIF a IRMA velmi Spatnd, pfevazuji
nepouZitelné a rozpormneé vysledky, u nichZ se neshoda mezi vysledky obou metod
jednoznaéné dotyka 91 % piipadi.

Ani slouceni vysledkid z pasma negativnich s vysledky ,.8edé zény* a tedy
vytvofeni jakési ,,super zony™ nevedlo k uZite¢nému protiibeni a diferenciaci, ale
spiSe naopak ke zhor§eni shody NIF versus IRMA z 91% na 96%.

Tento vysledek patii ke kategorii sethani diagnostické funkce NIF metody.
Je v8ak v kontrastu k pfiznivym korelacim zaznamenanych v grafech, ve kierych
jsou zachyceny krajni hodnoty nélezi (tj. pfipady s negativnimi vysledky v NIF,

nebo naopak s vysledky maximélni pozitivity).

Graf 2c. fedi podobnou problematiku jako graf pfedchozi, ale pro jinou
podskupinu semikvantitativnich tidajd, a to pro ptipady majici jako spoleény znak
imunofluorescenéné zjiSténou pozitivitu stiednfho stupné intenzity (na ++) proti
epitelu folikularnich bunék $titné Zlazy. Z celé vychozi sestavy s 973 poloZkami
spliiovalo uvedenou podminku této stfedné intenzivni pozitivity 58 vzork( séra.

Jejich vztah k radiometricky stanovenym hodnotdm IRMA metody jevil

nasledujici zavislost:

- ve 26 pfipadech padl vysledek do sloupce negativnich Gdaji IRMA
— v 5 piipadech padl Gdaj do pasma nediagnostického, a ve
— 27 piipadech se korespondujici IRMA néalez nachazel v pdsmu pozitivnich

hodnot.

Prvni polozka 26 piipadl se tedy ve srovnani sradioimunometrickym

standardem jevi jako falesng pozitivni ve 44,8 % ptipadd. TéméF stejny pomér, a
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Graf 2¢: Autoprotilitia proti thyresperoxddize. Vetah mezi NIF prikazem 8 vistedky ziskainyinf
TRDLA metodon u piipadit s imuelnerescendui pozitiviton prot epitelu stiednilio stapné ( ++ )
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to 46,6 % se jevi u 27 piipadi, které vykazaly Zadouci korelace, t.j. pozitivni NIF
nalez k IRMA vysledkiim z pozitivatho pasma (tab. I: TPOAb NIF ++).
Pokus o pfedisponovani vysledktll z Sedé zony k jedné nebo druhé poloZce

nevedl k pfiznivému obratu ve stupni shody.

Graf 2d. jiZ od prvniho pohledu znaéné pfipomina situaci zaznamenanou
v grafu 1d., kde pozorujeme maximaini hodnoty autoprotilatkovych aktivit
(v pfipadé tohoto grafu 2d., jde o pozorovani silnych pozitivit konstatovanych pfi
imunofluorescenénim vySetfeni autoprotilatek proti epitelu $titné Zl4zy) a jejich
porovnani s vysledky ziskanymi metodou JRMA na tychZ vzorcich séra.

K tomuto hodnoceni bylo k dispozici celkem 80 sér s pozadovanymi
vlastnostmi a duplicitné vySetfenych. Distribuce pozitivit co do vztahu
k vysledkovym pasmim je v grafu piehledné zachycena. DeEli se na 3 tiidy, kde
v prvnim pasmu (negativni hodnoty) svij protéjSek nalezlo 19 piipadd (23,7 %),
skupina 54 ptipadt (67,5 %) vykazujicich pozitivitu shodnou s pozitivhim
pasmem v pravé Casti grafu kam piipadly (tab. I: TPOAb NIF +++). V této
posledni skupiné jsou také zahrnuty ptipady s maximaln¢ vysokymi titry az do
hodnot dosahujicich nékolika desitek tisic arbitrarnich jednotek (105151 U/ml).
To si vynutilo geometrickou upravu grafu s nasmérovdnim nezakreslitelnych
hodnot do samostatného grafu.

Velkd podobnost obou grafi (fj. 2d. a 1d.) je dana tou okolnosti, Ze pii
imunofluorescenénim vyS3etfeni se pravé hodnocené dvé autoprotilatky pii pouZiti
metody NIF nevyskytuji alternativng, ale spiSe naopak pozitivita v jedné poloZce
(proti epitelu $titné Zlazy) jakoby piitahovala vznik pozitivity druhé (proti
koloidu 3titné Zlazy). Ziejmé imunitni systém &astgji spojl imunitni odpovéd

proti ob&ma autoantigenim, se kterymi v rozhodujici dobu piijde do styku.

Z celkového poétu 973 vySetfenych pacientl pomoci metody IRMA mélo
pouze 87 pacientll pozitivni protilatky proti thyreoperoxidéze, z toho 73 Zen
(83,9 %) a 14 muzi (16,1 %), pomér muz : Zena = 1 : 5,2. Vékové rozmezi

pacientl ¢inilo 11 — 82 let (median 52 let).
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9.2.3. Statistické vvhodnoceni

Statistickd analyza byla provedena pomoci software NCSS verze 2004 a
PASS verze 2002 (85).

Pomoci parametru kappa = 0,984 £ 0,027 byla zisténa velmi dobra
statistickd shoda mezi autoprotilatkami proti koloidu a epitelu §titné Zlazy pii
vySetfeni provedeném metodou IRMA (6).

Pomoci parametru kappa = 0,927 * 0,025 byla zjisténa velmi dobra
statistickd shoda mezi autoprotilatkami proti koloidu a epitelu §titné Zldzy pii
vySetfeni provedeném metodou NIF (6).

Pomoci parametru kappa = 0,594 + 0,021 byla zjisténa stiedné dobra
statistickd shoda mezi autoprotilatkami proti koloidu §titné Zlazy pfi vySetieni
provedeném metodami NIF a [IRMA (6).

Pomoci parametru kappa = 0,571 = 0,021 byla zi$téna stfedné dobra
statistickd shoda mezi autoprotilatkami proti epitelu Stitné Zlazy pfi vy3etfent
provedeném metodami NIF a IRMA (6).

9.3. Diskuse

Oddil A byl vénovan objasnéni vztahu mezi semikvantitativaimi
imunofluorescenénimi vysledky (NIF} a exaktné kvantifikovatelnymi vysledky
metody IRMA, Pfedchozi publikace na toto téma ukazovala na nedostateénou
shodu mezi obéma piistupy (136). Nejvétsi rozpaky budil negativni vysledek
imunofluorescencntho vySetfeni u piipadli, kde vySetfeni IRMA metodou
vykazovalo fadové stotisicovou hodnotu protilatkové aktivity proti
thyreoperoxidaze. Tento flagrantni nesouhlas si vyzidal NIF vySetfeni s
postupnym fedénim zkoumaného séra na zplsob sérologické titrace, kdy se
ukdzalo, Ze pfi dosaZen{ uritého stupné fedéni (1:40), podobn& jako pfi
vySetfovani protilatek proti mezibunéénému tmelu epidermis u pemphigu, bylo
dosazeno pozitivntho vysledku. Zabrana imunofluorescenéni reakce v tomto
pfipad€ spocivala v tzv. fenoménu prozony zndmém z klasické sérologie, kdy
pfitomnost jednohe z Gastnikll podilejicich se na tvorbé komplexu antigen—
protilatka je v prili§ vysoké koncentraci a vzniku trvalého imunokomplexu je tak

zabrafiovano.
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V naSem souboru pouze 6 piipadi (3x TgAb, 3x TPOAb) vykazovalo
faleSné negativni vysledek imunofluorescenéniho vySetfeni (NIF) pii pozitivitd
IRMA vySetfeni (tab.l.: TgAb NIF neg. a TPOAb NIF neg.). I v tomto ptipadé
byla provedena sérologicka titrace NIF metodou, kterd neprokédzala tzv. fenomén
prozomy.

Ukazalo se déle, Ze velmi $patné je korelace s IRMA metodou na urovni
stfednich imunofluorescenénich protilatkovych pozitivit, tedy u vysledkid
oznalenych jako pozitivni na + a nebo ++. Velmi ¢asto se promitly tyto pozitivni
vysledky do pasma, vnémZ vysledky IRMA metody nemély diagnosticky
vyznam (pasmo ,8edd zona™) nebo pfimo padly do pasma deklarovaného jako
negativni.

Poné€kud jiného vzhledu nabudou ziskané vysledky, kdyZ se ob& sestavy
neposuzuji jako celek, ale oddélené nejen podle charakteru antigenu
(thyreoglobulin,  thyreoperoxiddza), ale 1 podle stupné intenzity
imunofluorescenéni reakce (tab. I}

Hodnoceni se tak rozpadlo do osmi novych men3ich celkq, ale vysledky po
tomto postupu jsou podstatné ¢lenit€jsi a ukazuje se, Ze nélezy v jednotlivych
osmi kategoriich nejsou podilem z priméru celé sestavy. Naopak se ukazuje, Ze
hlavni bfemeno nespolehlivosti ptipadd na vysledky se stiednd pozitivnimi
intenzitami v imunofluorescenénim vySetfeni, zatimco okrajové vysledky, tj.
negativni na strané jedné a maximalné pozitivni na strané druhé vykazuji
vynikajici korelaci. Negativni imunofluorescenéni ndlez mé tedy pro odpovidajici
pasmo IRMA negativnich hodnot (pro thyreoglobulin i thyreoperoxidazu) shodné
pfiznivy vztah dosahujici pro protilatky proti thyreoglobulinu 99,1 % a proti
thyreoperoxiddze 99,3 %. Také pro maximalni imunofluorescendni odpovédi je
patrno, Ze se zafazuji do pozitivniho pdsma IRMA hodnot v 67,5 % pro
thyreoperoxidazu a 83,3 % pro thyreoglobulin. Je tedy moZno konstatovat, Ze

jednoznaéné  negativii a  jednoznatné  silné  pozitivnl  vysledky
imunoflyorescencniho vySetfeni dovoluji s velkou spolehlivosti odlisit pfipady
negativni a pfipady spolehlivé pozitivai. Jako pouZitelny vysledek vystupujici
z prehledné tabulky I. (C4st TgAb + a TPOAb +) znazoriujici slabé pozitivni

(na +) vysledky pro ob¢ sledované protilatky, které se fadi dle prislusnosti
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prevdzné do pasma IRMA hodnot jako negativni v 87,6 % pro thyreoglobulin a
v 91,0 % pro thyreoperoxidazu (jde o fale$né pozitivni vysledky NIF).

Na pracovistich, kde je imunofluorescence zavedena a vyuZivana
systematicky pro diagnostiku 1 jinych autoimunitnich onemocnéni, neZ jen §titné
Zlazy, ma tato metoda stale svoje opravnéni jako vyluovaci metoda platnd
vramci  naznadenych  mezi. Pro  stfedné  intenzivni  pozitivity
v imunofluorescenénim vySetieni je tfeba provérit udaje jinou metodou, nejlépe
IRMA.

Vyznamny aspekt NIF diagnostiky pfedstavuje nutnost vyhnout se
nespecifickym naleztim. Je nutné, aby lékaf, ktery hodnoti fluorescenéni
preparaty, mél potiebné zkuSenosti a sprdvné mohl rozliSit specifickou a
nespecifickou imunofluorescenci. Pocetnou skupinou nespecifickych ukazii jsou
reakce izohemaglutininfi, nahodile pfitomnych ve vySetfovaném séru, a jeho
nejobvyklejsim projevem je fluorescence cévni vystelky — endotelu (obr. 6).
Nejde pfitom o projev néjaké autoprotilatky zaméfené proti cévam, ukaz je
reprodukovatelny vzdy pouze na tkédnich osoby suréitou krevni skupinou ze
systému ABQO a je zfejmé vyrazem lokalizace krevné skupinovych antigent
(aglutinogemi) v endoteliich. Proto se doporucuje uZivat k imunofluorescenénfm

vySetfenim protildtek jen tkatové fezy od osob s krevni skupinou 0 (168).
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10. Oddil B: Histologie a aspira¢ni cytologie §titné Zlazy
versus vysledky nepfimého imunofluorescencniho

vysetireni ( NIF )

V tomto oddilu jsme se zaméfili na porovnani morfologickych nalezt
(bioptickych, cytologickych) §titné zlazy proti imunofluorescenénim vysledkiim
detekce autoprotilatek proti thyreoglobulinu a thyreoperoxidaze. Porovnéni bylo
provedeno u pacientl, u kterych diagnéza lymfocytdrni autoimunitni choroby
Stitné Zlazy byla stanovena na naSem ustavu v obdobi 7 let, §j. od 1. 7. 1998 do
30. 6. 2005 na zakladé cytologického (FNAC), bioptického, nebo obou vySetfeni
a byla zarovefi provedena detekce cirkulujicich autoprotilatek proti koloidu a

epitelu §titné Zl4zy pomoci metody NIF.

10.1. Material a metody

Za obdobi od 1. 7. 1998 do 30. 6. 2005 tj. 7 let byla diagnoza autoimunitni
lymfocytarni choroby $titné Z14zy na naSem Gstavu stanovena cytologicky u 361
pacientl; u 216 pfipadd byla diagndza potvrzena biopticky a u 2 zemfelych po
provedené pitvé (celkovy podet pacienth postiZzenych autoimunitni lymfocytarni
chorobou §titné Zlazy je 398). Z celkového poétu diagnostikovanych pacientil
bylo u 246 znich provedeno €7 vydetieni séra semikvantitativni nepfimou
imunofluorescenéni metodou (NIF) s cilem odhalit pfitomnost antithyreoidnich
protilatek namifenych proti thyreoglobulinu a thyreoperoxidaze.

Tenkojehlova aspirace (FNAC) $titné Zlazy byla provadéna Skolenymi
cytology, rentgenology, nebo chirurgy za pouZiti sterilni techniky bez anestézie.
Standardni aspira¢ni technika zahrnuje pouziti jehly kalibru 21-23 s pfipojenou
20 ml plastovou stiikaikou. Aspirovany material byl roztiran na podloZni sklicka,
vysuden na vzduchu a pak bez dal$i fixace barven May-Griinwald-Giemsa
metodou (MGG). Cytologické diagnézy lézi Stitné Zlazy byly stanoveny na
zakladg kritérii jez popsali Cetni autofi (46, 68, 97, 110, 113, 163, 173, 174, 192,
236).
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Veskery  biopticky  (eventudlné¢  nekropticky) materidl  urleny
k histologickému vySetfeni byl fixovan ve formalinu, zpracovan standardni
parafinovou technikou a obarven hematoxylinem-eozinem (135, 197, 257).

Metodicky navod nepfimé imunofluorescenéni techniky jiz byl popsin

v pfedchozim oddilu A.

10.2. Vysledky
10.2.1. Hashimotova thyreoiditis

( porovnani morfologickych a NIF vysledkd )

Ve skupiné pacientd, kterym byla v obdobi mezi 1. 7. 1998 a 30. 6. 2005
stanovena diagnoza Hashimotovy thyreoiditidy morfologickymi prostfedky
{aspira¢ni cytologii, nebo biopticky a ve dvou piipadech po provedené pitve) bylo
145 piipadd (vybér z celkem 398 osob postizenych autoimunitni lymfocytarni
chorobou §titné Zlazy), které sphiovaly podminku, Ze u nich bylo vedle jiz
uvedenych morfologickych vySetfeni, provedeno i vySetfeni séra nepfimou
imunofluorescenci (NIF) zaméfené na pritkaz cirkulujicich autoprotilatek proti
koloidu (thyreoglobulinu) a epitelu (thyreoperoxidaze) §titné Zlazy. Z uvedenych
145 piipadu byla diagnéza Hashimotovy thyreoiditidy v 120 pacienti stanovena
pouze cytologicky (C), u 14 pacientii pouze biopticky (B) a u 2 pacientd po
provedené pitvé. U 9 pacienth byla diagnéza potvrzena jak cytologicky tak
biopticky (C / B), jak je patrno z tabulky ¢.1. V tabulce ¢.2. jsou k piipadim HT,
uvedenym v tabulce ¢.1. zndzornény vysledky tykajici se vyskytu autoprotilatek
jak proti koloidu, tak 1 proti epitelu S§titné Zlazy za pomoci aplikované
semikvantitativné hodnocené nepfimé¢ imunofluorescence. Na prvni pohled je
patrno, Ze zcelkového poctu 145 piipadi se pouze u 6 pacientll nenasly
autoprotilatky proti koloidu §titné Zlazy a pokud jde o autoprotilatky proti epitelu
§titné Zlazy, tak u 10 vySetfovanych chybély. Nejvétsi podil zaujimaji pacienti
se zjiSténou pozitivitou protilatek s vysokym stupném intenzity (+++) a to 87
pacienti pro koloid §titné Zlazy, a 96 pacienti pro epitel §titné Zldzy. Dale 20
piipadt vykazovalo slabou (+) a dalsich 32 pacientd stfedni pozitivitu (++)
protilatek proti koloidu Stitné Zlazy. Podobny vysledek byl zaznamenan i u

protilatek proti epitelu §titné zlazy, kde 12 pacientd jevilo slaby a 27 pacientt
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Tab. 1.: Pfipady morfologicky diagnostikované jako Hashimotova thyreoiditida,
porovnané s vysledky nepfimého imunofluorescenéniho vySetfeni ( autoprotilatek
proti Tg a TPO)

Typ vySetfeni TgAb TPOAD Poéet, %
— 6 10
Aspiracni + 17 11
cytologie (C +) T 73 23 120 ( 82,8)
+++ 69 76
Bioptické + 0 0
vySetieni ( B +) ++ 3 3 14 (9,6)
-t 11 11
Fitva ++ 0 0 2(14)
- 1 1
Aspiraéni — 0 0
cytologie (C+) + ) 0
Bioptické r 1 1 9(6,2)
vySetieni ( B -+ ) A+ 6 g
Celkem 145 145

TgAb = autoprotilatka proti thyreoglobulinu, TPOAb = autoprotilatka proti
thyreoperoxidaze

Tab. 2.: Hashimotova thyreoiditida { morfologicky diagnostikovana ) —
vyskyt autoprotilatek proti Tg a TPO detegovanych metodou NIF

TgAb NIF Pocet % TPOADb NIF Pocet %
_ 6 4,1 - 10 6,9
+ 20 13,8 + 12 83
+ 32 22,1 ++ 27 18,6
it 87 60,0 +++ 96 66,2
Celkem 145 Celkem 145

NIF = nepiima imunofluorescence, TgAb = autoprotilatka proti thyreoglobulinu,
TPOAD = autoprotilatka proti thyreoperoxidaze

stiedni stupeft intenzity pozitivity. TakZe celkovy podil piipadl s pozitivnimi

hodnotami protilatek proti koloidu §titné zlazy u Hashimotovy thyreoiditidy
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dosahuje 95,9 % (139 piipadd tj. 145 minus 6 negativnich), protilatky proti
thyreoperoxidaze byly prokaziny u 93,1 % (135 pacientd tj. 145 minus 10
negativnich) (tab. 5).

10.2.2. Fokélni lymfocytarni thyreoiditida

( porovnani morfologickych a NIF vysledkil )

Stejnym zplGsobem jako v pfedchozim odstavcei bylo za jiz uvedené obdobi
od 1. 7. 1998 do 30. 6. 2005 zaznamendno 101 pfipadd fokdlni lymfocytarni
thyreoiditidy. Tato diagnéza byla stanovena bud’ cytologicky (C) nebo biopticky
(B). Viech 101 pacientd spliiovalo podminku, Ze u nich bylo provedeno také
vySetfeni séra nepfimou imunofluorescenci, zaméfené na priikaz autoprotilatek
proti koloidu a epitelu Stitné Zldzy (tab. 3). Z tabulky &.3. je patné, jak byla celd
sestava 101 pacientd déle Clenéna. VétSina (4. 60 pacientd) méla provedenou
pouze tenkojehlovou aspiraéni cytologii §titné zladzy a 21 pacienti podstoupilo
pouze bioptické (histologické) vySetfeni. U ostatnich 20 vySetfenych pacientil
byla provedena obé morfologicka vysetieni s nasledujicim vysledkem: 3 pacienti
méli cytologicky stanovenou diagnézu Hashimotovy thyreoiditidy a biopticky
potvrzenou fokalni lymfocytarni thyreoiditidu (C HT / B FLT), dal$ich 5 pacientd
mélo fale$né negativni cytologii FLT (C — / B +), 7 pacientd mélo fale$né
pozitivni cytologii FLT (C -+ / B —) a pouze 5 pacientii mé&lo potvrzenou diagndzu
fokélni lymfocytarni thyreoiditidy jak cytologicky, tak biopticky (C + / B +).
Tabulka ¢.4. zpfehlediiuje vysledky patrani nepfimou imunofluorescenci po
autoprotilatkach proti koloidu a epitelu &titné Zlazy u cytohistologicky
diagnostikovanych ptipadi FLT. Negativnich ptipadi, pokud jde o autoprotilatku
proti koloidu titné zlazy, bylo 37, a 38 ve vztahu k protilatce proti epitelu 3titné
Zlazy. RozloZeni pacientl s autoprotilitkami proti koloidu $titné Zlazy podle
stupfifi intenzity bylo nasledujici: 22 pacienti m&lo slabou, 17 pacienti stiedni a
25 pacientd vysokou hodnotu. Vysledky tykajici se intenzity protilatek proti
epitelu Stitné Zlazy byly téméf identické, a to nasledujici: 16 pifpadi slabg, 22
sttedn€, a 25 siln€ pozitivnich. Celkovy podet pozitivnich ptipadd
s autoprotildtkami proti koloidu 8titné Zlazy zahrmuje 64 pacientdt (63,4 %), a 63
pacientl (62,4 %) ve vztahu k protilatce proti epitelu stitné Zlazy (tab. 5).
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Tab. 3.: P¥ipady morfologicky diagnostikované jako FLT, porovnané s vysledky
nepfimého imunofluorescenéniho vysetieni ( TgAb a TPOAD )

Typ vyseiteni TgAb TPOAD Pocet, %
— 24 25
Aspiraéni + 11 9
cytologie (C +) —t 12 13 60 (59:4)
+++ 13 13
— 5 5
Bioptické + 4 2
vySetfeni (B +) ++ 5 7 21(20.8)
+++ 7 7
Aspiracni - 0 1
cytologie (C HT) + 1 0
Bioptické ++ 0 0 3(3.0)
vySetieni (B FI.T) +++ 2 2
Aspiraéni — 1 1
cytologie (C —) + 2 1
Bioptické A+ 0 1 > (49)
vySetfeni ( B +) +4++ 2 2
Aspiracni - 4 4
cytologie (C +) + 3 3
Bioptické At 0 0 7(6.9)
vySetfeni ( B —) 4+ 0 0
Aspiraéni — 3 2
cytologie ( C +) + 1 ]
Bioptické ++ 0 1 3(4.9)
vySetieni ( B +) +++ 1 1
Celkem 101 101

HT = Hashimotova thyreoiditida, FLT = fokalni lymfocytarni thyreoiditida,
TgAb = autoprotilatka proti thyreoglobulinu, TPOADb = autoprotilatka proti
thyreoperoxidaze

Cytodiagnosticka pfesnost FNAC u FLT byla biopticky potvrzena u 25 %
pfipadt (5 pfpadd C+/ B+ z 20 C/ B) (tab. 6).

10.3. Diskuse

Ve vysledcich je upozornéno na zietelny meziskupinovy rozdil v intenzité

autoimunitni humoralni odpovédi, zachyceny v tabulkach ¢. 2. a 4. Tato intenzita
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Tab. 4.: Fokalni lymfocytami thyreoiditida { pfipady morfologicky
diagnostikované } — vyskyt TgAb a TPOADb detegovanych metodou NIF

TgAb NIF Pocet % TPOADb NII Pocet %
— 37 36,6 - 38 37,6
+ 22 21,8 + 16 15,8
++ 17 16,8 ++ 22 21,8
+++ 25 24,8 - 25 24,8
Celkem 101 Celkem 101

TgAb = autoprotilatka proti thyreoglobulinu, TPOAD = autoprotilatka proti
thyreoperoxidaze, NIF = nepfima imunofluorescence

procesu difiizniho lymfocytarniho typu jakym je Hashimotova thyreoiditida nez u
déje sice podstatou podobného, ale kvantitativiné mnohem méné vyjadieného
morfologicky, omezujictho se pouze na drobnoloziskové nespojité postizeni
parenchymu §titné Zlazy jak tomu je u fokalni lymfocytarni thyreoiditidy. Neni
vylou€eno, Ze uvedeny rozdil by mohl byt i projevem pfeduréené konstituéni
rozmanitosti vtom smyslu, Ze néktef{ jedinci maji brzdné¢ imunologické
mechanizmy vykonngj§i a ty pak i pfi podnétu standardni velikosti vedou jen ke
vzniku mitigované reakce typu fokalni lymfocytarni thyreoiditidy, zatimco u

druhych je nachylnost k prestielujicim reakcim tak velka, Ze pfi nezménéné

Tab. 5.: Souborny pichled sdruzyjici tabulky 2. a 4. — procentualni zastoupeni u
protilatkove negativnich a protilatkove pozitivnich pfipadt HT a FLT v metodé
NIF

Tab. ¢&. | NIF negativni | NIF negativni | NII pozitivni | NIF pozitivni
2a4 | HT (pocet, %) | FLT (poCet,%) | HT (pocet, %) | FLT (pocet,%)
TgAb 6(4,1) 37(36,6) 139(95.9) 64 (63,4 )

TPOADb 10(6,9) 38(37,6) 135(93,1) 63 (62,4)

HT = Hashimotova thyreoiditida, FLT = fokalni lymfocytarni thyreoiditida,
NIF = nepfima imunofluorescence, TgAb = autoprotilatka proti thyreoglobulinu,
TPOAD = autoprotilétka proti thyreoperoxidaze
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Tab. 6.: Cytodiagnosticka piesnost FNAC u fokaln{ lymfocytarni thyreoiditidy
a procentudlni zastoupeni ostatnich vysledkd

Podet %o
faledné pozitivni FLT (C +/B-) 5 35
fale$né negativni FLT (C—/B +) 7 25
5
3

spravné pozitivnich FLT (C+/B +)
. L 25
— cytodiagnosticka presnost
CHT/BELT 15
Celkem 20
C = cytologie, B = biopsie, HT = Hashimotova thyreoiditida,
FLT = fokalni lymfocytarni thyreoiditida

intenzit¢ podnétu reaguji vzdy mohutnou difuzni odpovédi typu Hashimotovy
thyreoiditidy.

Z vysledkil znazornénych v tabulce ¢.2. (pfipady s diagnozou Hashimotovy
thyreoiditidy) a ¢.4. (pfipady s diagnézou fokalni lymfocytérni thyreoiditidy) byla
vytvofena soultova tabulka €.5., ve které je vypotteno procentudlni zastoupeni
v8ech negativnich a souborné vSech pozitivnich pfipadd (+ az +++) samostatné
pro thyreoglobulin a samostatné pro thyreoperoxiddzn u pacientd s fokalni a
difuzni lymfocytarni thyreoiditidou. Z tabulky vyplyva, Ze procentudlni vyjadeni
pripadd s pozitivnimi autoprotilatkami, tj. proti koloidu i epitelu §titné Zlazy u
pacientd s HT dosahuje pfiblizné 96 % a 93 %, zatimco u pacientd s FLT je nizsi
a pohybuje se kolem 63 % pro oba udaje. Z t&chto vysledkd je dale patrno Ze u
HT procento pacientli s pozitivnimi autoprotilatkami proti koloidu &titné zlazy
(96 %) nevyrazné dominuje nad pfipady s pozitivnimi autoprotilatkami proti
cpitelu Stitné Zlazy (93 %), ti. jen o tH procenta. U pacientd s FLT je
procentudlni zastoupeni obou autoprotilatek podobné vyrovnané (thyroglobulin
37 %, thyroperoxidaza 38 %) (tab. 5). Do této tabulky byly zahmuty i 3 fale§né
cytologicky pozitivni piipady FLT (C + / B -) z tabulky &.3., vykazujici slabou
pozitivitu pro thyreoglobulin (3x) a thyreoperoxidizu (3x), které viak nijak
podstatné neovlivituji koneény vysledek. MiiZe se jednat o pi{pady v podatedni
fézi autoimunitni choroby, kde pfitomnost autoprotildtek v séru jesté neni

doprovdzena histopatologickymi zménami $titné Zlazy. RovnéZ do télo tabulky
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byly zahmuty i1 4 fale$n& cytologicky pozitivni pfipady FLT (C + / B —), které
rovnéZ maji negativni autoprotilatky (u té€chto pfipadi se jednd o
cytodiagnostickou chybu FNAC potvrzenou biopticky, Ze se nejedna o FLT).
CtyHi z 5 faledng cytologicky negativnich pfipadd FLT (C — / B +) mé prokdzané
autoprotilatky proti koloidu a epitelu 8titné Zlazy. Zdrojem této cytodiagnostické
chyby je $patné cileni, pfi kterém mald loZiska fokalni lymfocytarni thyreoiditidy
byla minuta a tak vznikl klamny, cytologicky negativni nalez.

Cytodiagnosticka pfesnost FNAC u FLT byla biopticky potvrzena u 25 %
piipadd (5 pfipadd C+ / B+ z 20 C / B). Jak vyplyva ztabulky ¢.6. da se
predpokladat, Ze u pfipadi FLT diagnostikovanych pouze aspiracni cytologii
(C+) piiblizné 35 % muZe byt fale$né pozitivnich (21 pfipadd z 60 vySetfenych
pouze aspiracni cytologii). Ztabulky ¢&.3. vyplyva, Ze u 24 pacientd
diagnostikovanych pouze aspiraéni cytologii chybéji autoprotilatky proti koloidu
a u 25 proti epitelu §titné Zldzy. TakZe tito pacienti mohou byt na zakladé
nepfimé imunofluorescence zahrnuti do skupiny cytologicky faleSné pozitivai
FLT.

V naSem pozorovani se ukazuje, Ze porovnéni morfologickych ndlezli a
sérologickych Gdajl €ini z imunofluorescenéni techniky uzite¢né vysetieni, které
morfologicky piedpoklddanou imunologickou chorobu potvrzuje. Koriguje
nespolehlivé cytologické nalezy &titné Zlazy tam, kde cytologie sama selhava
(zv1ast v pripadé fale$né negativnich a fale$né pozitivnich vysledkd) u pacienth

s klinickou diagnézou autoimunitni lymfocytarni thyreoiditidy.
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11. Oddil C: Aspiracni cytologie Stitné Zzlazy versus

histologie $titné zlazy

V tomto oddilu jsme se zaméfili na srovnani samotnych morfologickych
nalezii (bioptickych, cytologickych) Stitné Zzlazy. Porovnani bylo provedeno u
pacientt, u kterych diagnéza lymfocytarni choroby §titné Zlazy byla stanovena na
nadem ustavu v obdobi 7 let, tj. od 1. 7. 1998 do 30. 6. 2005 na zékladé obou
vySetfeni, cytologického (FNAC) a bioptického.

11.1. Material a metody

V studii byly vyuzity vysledky elektronické archivace, §lo zhruba o 6 000
cytologickych a 3 000 histologickych vydetfeni §titné Zlazy. Po vzdjemném
porovndni byla nalezena mezi uvedenymi pocty vySetfeni skupina 182 pfipadd
autoimunitni lymfocytarni thyreoiditidy, spliiujici vySe zminénou podminku
obojiho vysetieni 3titné Zlazy (cytologie a biopsie). U 72 pacientli byla stanovena
diagndza Hashimotovy thyreoiditidy bud’ tenkojehlovou aspiraci §titné Zlazy
cytologicky (C), nebo biopticky (B), a u 110 pfipadi byla diagnostikovdna
fokalni lymfocytarni thyreoiditida. Z hlediska technologického zpracovani
cytologickych pfipadd bylo jednotné pouZito po predchozim suSeni na vzduchu
barveni metody May—-Giemsa—Griinwald (MGG). Cytologicka diagnosticka
kritéria byla pfevzata z praci zabyvajicich se podobnou tématikou (46, 68, 97,
110, 113, 163, 173, 174, 192, 236).

Veskery biopticky materidl ureny k histologickému vySetfeni byl fixovan
v 10% formalinu, zpracovan standardni parafinovou technikou a obarven
hematoxylinem—eozinem. Pro histologické¢ hodnoceni 1ézi Stitné zlazy byla

pouZita standardni kritéria (135, 197, 257).

Na zdklad¢ vysledkl byl proveden vypoclet cytodiagnostické pfesnosti
FNAC samostatné pro HT a samostatné pro FLT pomoci ndsledujiciho

matematického vzorce:



92

cetkovy podet pozitivnich pfipadl vy$etfenych

cytologicky a biopticky (C +/B +)

Cytodiagnosticka piesnost = ------mcmmmmmeenn e x 100
FNAC v % celkovy podet viech piipadi vySetfenych
cytologicky a biopticky (CaB )

11.2, Vysledky
11.2.1. Hashimotova thyreoiditida

( cytologicko-histologické porovnani )

Vyse zminénou podminku obojitho vydetfeni splilovalo 72 pacientfl, u
kterych byla stanovena diagnéza Hashimotovy thyreoiditidy bud’ tenkojehlovou
aspiraci §titné Zlazy cytologicky (C), nebo biopticky (B). V 68 pfipadech byla
diagnéza HT potvrzena histologicky. U 54 pacientll byla diagndza potvrzena jak
eytologicky, tak biopticky (C + / B +). Ctyii cytologické ptipady vykazovaly
fale$né pozitivni vysledky (C +/ B —) a 13 cytologickych piipadd bylo faleiné
negativnich (C — / B +). Jeden pfipad byl cytologicky hodnocen jako fokaini
lymfocytarni thyreoiditida (tab. 7).

Uspésnost cytologické diagnostiky FNAC u Hashimotovy thyreoiditidy
byla 75 %.

Tab. 7.: Hashimotova thyreoiditida
( srovnani nalezl cytologickych a bioptickych )

Podet pacienti %
CFLT/B+ 1 1.4
C+/B- 4 5,6
C-/ B+ 13 18,0
C+/ B+ 54 75,0
Celkem 72

C = cytologie, B = biopsie, FL.T = fokalni lymfocytdrni thyreoiditida
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11.2.2. Fokalni lymfocytarni thyreoiditida

( cvtologicko-histologické porovnani )

Fokaélni lymfocytarni thyreoiditida byla diagnostikovana u 110 pacientl a
to bud pomoci tenkojehlové aspiraini cytologie (C) nebo biopticky (B).
Biopticky byla diagnéza FLT potvrzena u 65 pacientl, pfidemZ pouze u 22
pacientil byla diagnéza stanovena jak aspiraéni cytologi tak i biopsii ( C + /B +).
26 cytologickych vysledki bylo faleing negativnich (C — / B +) a 45 bylo
faleSn& pozitivnich (C + / B —). 14 pfipadi bylo cytologicky hodnoceno jako
Hashimotova thyreoiditida (C HT), a ve 3 pfipadech bylo cytologicky
diferencidlné diagnosticky rozvazovano mezi Hashimotovou thyreoiditidou, nebo
fokalni lymfocytarni thyreoiditidou (C HT / FLT) (tab. 8).

Cytodiagnosticka pfesnost FNAC u fokalni lymfocytami thyreoiditidy byla
potvrzena biopticky jen ve 20 % pf¥ipadd.

Tab. 8.: Fokalni lymfocytami thyreoiditida
( porovnani nalezli cytologickych a bioptickych )

Pocet pacientd %
C+/ B- 45 40,9
C-/B+ 26 23,6
C+/ B+ 22 20,0
CHT/B+ 14 12,7
CHT/FLT /B + 3 2,7
Celkem 110

C = cytologie, B = biopsie, HT = Hashimotova thyreoiditida,
FLT = fokéalni lymfocytarni thyreoiditida

11.3. Diskuse

Cytodiagnostick4 piesnost FNAC u HT ve sledovaném souboru je 75 %.
Nguyen a spol. popsali 92 % cytodiagnostickou piesnost tenkojehlové aspiraéni
cytologie, tj. ze 146 cytologickych aspiratd §titné Zldzy byla diagnéza
Hashimotovy thyreoiditidy potvrzena i biopticky u 134 pacientd (164).
Piekvapiva cytodiagnostickd nepfesnost ( neshoda ), v rimei diagnostiky FLT, ve

srovnani se stupném shody mezi cytologii a bioptickou histologii u Hashimotovy
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thyreoiditidy mtZe mit dvoji divod. Jednim zdrojem neshody jsou probiémy
mterpretacni — maly shluk lymfocyti byl mylné pokladan za projev Hashimotovy
thyreoiditidy. Na druhé strané je zdrojem chyb a omyll $patné cileni, pfi kterém
se mohou minout malé loziska fokdlni Ilymfocytarni thyreoiditidy a tak imitovat
cytologicky negativni ndlez. Pii diagnostice autoimunitnich lymfocytarnich
chorob &titné Zlazy se u piipadd fokélni lymfocytarni thyreoiditidy jevi
cytologické vySetfeni jako postup s pfekvapivé nizkou schopnosti zachytu, ve
srovnani s efektivitou vySetfeni histologického. Jde o zdvainé a prekvapujici
7jisténi. TakZe se vnucuje nejistota co do bezchybnosti metodickych tuvah,
V souvislosti s pouZitym hodnoticim principem spo&ivajicim v porovnavani
morfologickych nalezi vznikad totiz otdzka opradvnenosti zvoleného postupu.
Mohlo by se stat, Ze budou porovmavany nahodilé atributy nemajici vztah
k podstaté¢ zkoumaného chorobného déni. V dané situaci, tj. u lymfocytarnich
zanétl §titné Zlazy neni tato obava na misté, a to z toho divodu, e zminéné dvé
afekce (Hashimotova thyreoiditida a fokalni lymfocytarni intersticidlni
thyreoiditida) jsou jako nosologicka jednotka definovany pravé histologicky.
Zejména Hashimotova thyreoiditida byla jiz plivodnd vymezena patologicko—
anatomicky (a tedy 1 histologicky) jake chronickd nespecificka (tj.
netuberkulozni) nehnisava (lymfoplasmocytarni) thyreoiditida. Uvedend, trvale
neménnd kompletni nosologickd definice klasicky neobsahovala ani jeden
biochemicky, nebo imunologicky, event. hormonalng (&inkujici faktor. Tyto byly
pfiddny aZ pozdé&ji. Histologicky nélez neni tedy pouhym morfologickym
aspektem Hashimotovy thyreoiditidy, nybrZ je vyjadfenim jeji podstaty &ili
identity, na jimz zadkladé je vlastni nemoc definovana (78).

Lze tedy vyuZzit ve srovnavaci studii histologického nalezu jako zlatého
standardu, ktery pokud je pouZit jako vychodisko, tak zaru¢uje logické definiéni
sepjeti s nepochybnou primarni normou, a to normou histopatologickou.
Podstatou okolnosti je volba morfologické metody, zejména rozhodnuti mezi
cytologii a histologii. Nebot' jen histologie operaénich resekatd skytd svym
rozsahem vy3etiovaného fezu jistotou, pokud jde o zachytnost chorobnych zmén.
Tato zachytnost je nepochybné mnohem vétsi u preparatl histologickych o plose

nékolika desitek mm’ na rozdil od cytologie =zabirajici jen bunky
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v bezprostiednim okoli hrotu jebly. Navic lze z histologického preparatu ziskat
piehled, zda jde o postizeni souvislé, diftizni, pfisluSejici Hashimotové
thyreoiditidé, nebo jen loZiskové, pfislusejici fokdlni lymfocytarni thyreoiditidé.

Zjisténa piekvapujici slabina cytologického vySetfeni je odrazem reality, nikoliv

metodického pochybeni.
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12. Zavéry prace

1)

2)

3)

4)

3)

V literatufe deklarovanou a v nafem materidlu zachycenou nespolehlivost
imunofluorescenéniho vySetfent ve srovnani s vysledky IRMA metody lze
hodnotit ze dvou hledisek. Nejhor§i vysledky ($patnd shoda) jsou
pozorovany u pfipadit s nizkymi pozitivitami na jeden (+) nebo na dva
(++). Vynikajici shoda je zjiStovana u piipadd s negativnimi
imunofluorescenénimi vysledky (shoda 99,1 % pro thyreoglobulin a 99,3 %
pro thyreoperoxidazu). Pomérné dobrd shoda je pozorovana u druhé
krajnosti, u nejvyssich hodnot imunofluorescenénihe vySetieni na tii (+++)

ato 83,3 % pro thyreoglobulin a 67,5 % pro thyreoperoxidazu.

U piipad, kde imunofluorescentni screeningové vySetfeni na prikaz
antithyreoidnich protildtek (TgAb a TPOAb) je hodnoceno na jeden (+)
nebo na dva (++), je vhodné imunofluorescenéni vySetieni zopakovat po

ur¢ité dobé, nebo provést vySetieni kvantitativni metodou jako je IRMA.

Malymi néroky na piistrojové vybaveni je provozovani imunofluorescenéni
detekce mozné i na malém pracovi§ti. VSechny metody zdvisié na
primyslovém zpracovéni séra potfebuji takové vybaveni, Ze jsou vhodné

jen pro velké pracovisté.

Cennym rysem imunofluorescentniho vysSetien! je jeho flexibilita a
operativnost — vySetfeni je mozZno provést jako statimové - nevyZaduje
kumulaci pozadavk, aby se jake u jinych metodik muselo z hospodarnych

divodi Cekat na vyuZiti celé kapacity testaéni soupravy.

Kromé béZné uplatiovanych poZzadavkl (kaZdodenni zafazovani negativni a
pozitivni kontroly) je vchodné zajistit hodnoceni imunofluorescenénich
nalezii  (zejména jejich semikvantitativniho aspektu) jednim a tymZ

hodnotitelem.
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Okolnost, Ze autoprotilatky neztraceji vazebnou schopnost ani po tydnu
pfechovavani pi1 pokojové teploté, dovoluje fesit problematické pripady
(neshoda imunofluorescenéniho vy3etfeni s klinickym stavem a ostatnimi

ndlezy) zasilanim vzorkl sér na centralni referenéni pracovisté postou.

Je tieba dodrZovat podminku, aby zdroj tkani pro detekei autoprotilatek mél
krevni skupinovou piislu$nost 0, jinak dochdzi k rusivé imunofluorescenci
nékterych tkanovych struktur nesoucich také izohemaglutinogeny, jako je

cévni vystelka — endotelie.

VySetfované sérum standardné fedit v poméru 1:10 fosfatem pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS); obvykle stadi toto fedéni nejen k prodisténi

porzadi, ale 1 k oslabeni vazby nespecifickych protilatek.

Procentualni  zastoupeni autoprotilatek proti  thyreoglobulinu a
thyreoperoxidéze je u difuznf lymfocytarni thyreoiditidy vy$§i nez u fokalni
lymfocytérni thyreoiditidy a je proporcionalni se stupném poskozeni §titné

Zlazy.

Ukazuje se, Ze porovnani morfologickych nélezti a sérologickych tidaji &ini
z imunofluorescendni techniky uZite€né vySetfeni, které morfologicky
piedpokladanou imunologickou chorobu potvrzuje. Koriguje nespolehlivé
cytologické nalezy v ramci FLT tam, kde cytologic sama selhava (zv1ast
v pfipadé faledn€ negativnich a fale$ng pozitivnich vysledkil) u pacientt

s klinickou diagnozou autoimunitni lymfocytami thyreoiditidy.

Cytodiagnostickd presnost FNAC u Hashimotovy thyreoiditidy ve
sledovaném souboru je 75 % a u fokalni lymfocytarni thyreoiditidy je 20 %.
Piekvapiva cytologickd nepfesnost (neshoda) v ramci diagnostiky fokalni
lymfocytarni thyreoiditidy miZe mit dvoji dived. Jednim zdrojem neshody
jsou problémy interpretaéni — maly shluk lymfocytii byl mylng pokladan za

projev Hashimotovy thyreoiditidy. Na druh¢ strané je zdrojem chyb a
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omylt Spatné cileni, pfi kterém se mohou minout malad loZiska fokalni

lymfocytarni thyreoiditidy a tak imitovat cytologicky negativni nalez.
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14. Fotodokumentace

Obr. 1: Prikaz proildtky proti koloidu $titné Zlazy ( T Ab ) za pomoci
konjugatu SwAHuw/FITC Fasnaté zdii obsah foliklit (hvézdilky), zdrovefi je
pFitomna slabd fluorescence epitelu ( Sipky ) ( NIF, zvéts. 100 x )

Obr. 2: Pritkaz protilitky proti epitelu $titné Zlizy nepFimou imunofluorescenct

za pomoci konjugdtu SwAHuw/FITC. Zd¥i jen cytoplazma thyreocytii, v lumen
Jfoliklit neni patrna fluorescence koloidu ( NIF, zvéts, 100 x )
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Obr. 3: Difizni lymfocytdrni thyreoiditida - Hashimotova thyreoiditida. Cetné
Hiirthleho buriky ( te¢ka ), lymfatické folikly se zdrodeénymi centry
(hvézdicky ) ( HE, zveéts. 60x )

Obr. 4: Fokdlni Iymfocytirni thyreoiditida. Ojedinélé Ilymfatické folikly
se zdarodeénymi centry ( hvézdicky ) ( HE, zveéts. 40x )
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Obr. 5: Cytologicky ndtér Hashimotovy thyreoiditidy. Oxyfilni buiiky ( Sipky )
obklopené masivaim lymfocytdrnim infiltrdatem a krvi ( MGG, zvét3. 160x )

Obr. 6: Fluorescence kapildr v septech mezi folikly $titné Zldzy na thdfiovém
Fezu od jedince s krevni skupinou A: sérum s izohemaglutininem anti A1 (NIF,
Zvéts. 160 x )
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13. Podékovani

Rad bych podékoval co nejupiimnéji viem, ktefi mi pomohli pfi praci.

V prvni fadé svému Skoliteli prof. MUDr. Zdeiiku NozZi¢kovi DrSc., ktery
mne zasvétil do imunofluorescenéni techniky. Svym trvalym zijmem a
nezmérnou trpélivosti se zaslouzil o to, Ze jsem tuto disertatni praci dokon¢il.

Dale pak pfednostovi naicho ustavu prof. MUDr, Ivo Steinerovi, CSc. a
priméii MUDr, FrantiS$ku Langrovi za vyborné pracovni zazemi a pfistrojové
vybaveni, bez néhoZ bych tento vyzkum nemohl uskuteénit.

Podékovani patii také kolegynim a kolegiim, ktefi se podileli na hodnoceni
cytologickych nalezi.

Moje tcta a ocenéni patfi 1 vSem laborantkam imunofluorescenéni
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Dékuji svym nejbliZ§im, své manzelce za trpélivost a pochopeni, mym

rodi¢im a détem Terezce a Filipkovi, Ze chapou mé ¢asové naroéné povolani.
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15. Seznam pouzitych zkratek

ABBA
ABO
AITD
APC

B
BALT
BSA
BSE-2
BWR

C
cANCA
CDh
CREST

CSIF
CTLA-4
DNK
DR

EB
EDF
ELISA
Fab
FasL
Fe
FITC
FLT
FNAC
GALT
GD
HLA

anti-brush border antibody

blood group system

autoimmune thyroid disease

antigen presenting cells

biopsy

bronchus associated lymphatic tissue

bovine serum albumin

B-cell stimulatory factor-2
Bordet-Wassermann reaction

cytology

classic anti-neutrophilic cytoplasmic antibody
cluster designation

calcinosis cutis, Raynaud phenomenon,
esophageal dysmobility, sclerodactyly, telangiectasia
cytokine synthesis inhibitory factor

cytotoxic T lymphocyte-associated-4
deoxyribonukleova kyselina

death receptor

Epstein-Barr

cosinophil differentiation factor
enzyme-linked-immunosorbent assay
fragment antigen binding

ligand for Fas

fragment crystalisable

fluorescein isothiocyanate

focal lymphocytic thyroiditis

fine needle aspiration cytology

gut associated lymphatic tissue

Graves” disease — Gravesova-Basedowova choroba

Human Leukocyte Antigen



HT

IFN

IL

Ir
IRMA
kDa
LATS
linkage
LKMI1
MHC
MGG
NIF

NK
pANCA
PBS
PCD
PPT
PIF
RIA
SwAHWYITC

T3

T4

Th
TgAb
TNF
TPOAD
TRCA
TSH
TSHR
TSHR-Ab
U/ml

128

Hashimoto's thyroiditis

interferon

interleukin

immune response

imunoradiometrickd analyza — immunoradiometric assay
kilo Dalton

long-acting thyroid stimulator

genetic linkage analysis — analyza genetické vazby

liver kidney microsomal antibody type 1

Major Histocompatibility Complex

May-Griinwald-Giemsa

indirect immunofluorescence — nepfima imunofluorescence

natural killer

perinuclear anti-neutrophilic cytoplasmic antibody
phosphate buffered saline

programmed cell death

postpartum thyroiditis

direct immunofluorescence — ptima imunofluorescence
radioimunoanalyzy — radioimmuno assay

swine antihuman immunoglobulin labeled

by fluoresceinisothiocyanate

triiodothyronine

thyroxine, tetraiodothyronine

T helper

thyroglobulin autoantibody

tumor necrosis factor

thyroid peroxidase antibody

tanned red cell assay

thyroid stimulating hormone

thyroid stimulating hormone receptor

thyroid stimulating hormone receptor antibody

units/millilitre
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