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Mezi nejcastéjsi organové specificka autoimunitni onemocnéni patfi autoimunitni tyreopatie. Zaméfili jsme se na vy-
znam stanoveni Th1, Th2 a Th17 lymfocyt u autoimunitnich tyroiditid (AT). Soubor tvofilo 136 lIé¢enych pacientl v pl-
ném klinickém rozvoji AT (24 muzd, pram. vék 41,0 + 16,8 let a 112 Zen, priim. vék 44,6 + 17,6 let). Kontrolni soubor tvo-
filo 17 zdravych muzi (pram. vék 44,0 £+ 5,0 let). Ke statistickym vypoctlm jsme pouzili Box-Coxovu transformaci dat,
t-testy a Pearsonovu korela¢ni analyzu. Subpopulace lymfocyt(l jsme stanovili pritokovou cytometrii. Zjistili jsme statisticky
vyznamné korelace mezi Th a Tc lymfocyty (r = -0,5605, p = 0,0000), celkovymi T a B lymfocyty (r = -0,4877, p = 0,0000), Th1
a Th17 lymfocyty (r = 0,4346, p = 0,0000), Tc a Th1 lymfocyty (r = 0,4124, p = 0,0000), IRl a Th1 lymfocyty (r =-0,4076, p = 0,0000),
celk. T lymfocyty a NK burikami (r = -0,8175, p = 0,0000), pamétovymi Th a Th1 lymfocyty (r = 0,7982, p = 0,0000), naivnimi Th
a Th1 lymfocyty (r =-0,7995, p = 0,0000), Tc lymfocyty a NK burikami (r = -0,4014, p = 0,0000), Tc a celk. T lymfocyty (r = 0,4551,
p =0,0000), Th a celk. T lymfocyty (r=0,4135, p = 0,0000). Stanoveni subpopulaci lymfocytl je pomtckou pfi diagnostice a 1écbé
autoimunitnich chorob, pomaha objasnit klinické projevy onemocnéni a muize doplnit interpretaci bézné stanovovanych au-
toprotilatek. MGze pomoci urit, zda jde o fazi destrukéni (Th1, Th17, Tc lymfocyty), nebo protektivni (Th2 lymfocyty, protilatky).

Kli¢cova slova: autoimunitni tyreopatie, cytometrie pritokova, pomocné T lymfocyty.

Th1, Th2 and Th17 lymphocytes in autoimmune thyreopathies

Among the most common organ-specific autoimmune diseases are autoimmune thyreopathies. We have focused on the impor-
tance of Th1, Th2 and Th17 lymphocytes in autoimmune thyroiditis (AT). The cohort consisted of 136 treated patients in the full
clinical course of AT (24 men, mean age 41.0+16.8 years and 112 women, mean age 44.6+17.6 years). The control group consisted
of 17 healthy men (mean age 44.0+5.0 years). Box-Cox transformation of the data, t-tests and Pearson correlation analysis were
used for statistical calculations. Lymphocyte subpopulations were determined by flow cytometry. We found statistically signif-
icant correlations between Th and Tc lymphocytes (r = -0.5605, p = 0.0000), total T and B lymphocytes (r =-0.4877, p = 0.0000),
Th1 and Th17 lymphocytes (r = 0.4346, p = 0.0000), Tc and Th1 lymphocytes (r = 0.4124, p = 0.0000), IRl and Th1 lymphocytes
(r=-0.4076, p = 0.0000), total T lymphocytes and NK cells (r =-0.8175, p = 0.0000), memory Th and Th1 lymphocytes (r = 0.7982,
p = 0.0000), naive Th and Th1 lymphocytes (r =-0.7995, p = 0.0000), Tc lymphocytes and NK cells (r =-0.4014, p = 0.0000), Tc and
total T lymphocytes (r = 0.4551, p = 0.0000), Th and total T lymphocytes (r = 0.4135, p = 0.0000). The determination of lymphocyte
subpopulations is an aid in the diagnosis and treatment of autoimmune diseases, helps to clarify the clinical manifestations of
the disease and can complement the interpretation of commonly determined autoantibodies. It can help determine whether
the phase is destructive (Th1, Th17, Tc lymphocytes) or protective (Th2 lymphocytes, antibodies).

Key words: autoimmune thyroidopathy, flow cytometry, helper T lymphocytes.

I'Jvod tida (AT) a Graves-Basedowova (GB) tyreotoxikdza. AT se dale délf na

Autoimunitni tyreopatie (AIT) jsou casté, postihujfi asi 5 % popu-  Hashimotovu, juvenilni, poporodni, silentni, atrofickou, fibrozni, Riedlovu
lace, u Zen po menopauze az 20 %. Patfi sem autoimunitni tyroidi-  a léky indukovanou tyroiditidu — po 1é¢bé cytokiny IFN-y (interferon
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gamma) a I=2 (interleukin 2) (1). Vyvoj autoimunitnich endokrinopatif
ovliviuje zejména geneticka predispozice. Mezi epigenetické faktory
patff poruchy regulace v mikroprostfedi cllového orgénu (stav hladin
cytokinl produkovanych Th1 a Th2 lymfocyty), virové, bakteridlni a pa-
razitdrni infekce, té7ké kovy, farmaka (inhibitory tyrosinkindzy, nékteré
imunologické léky — biolog. [é¢ba), vakciny, vysoky prfjem jodu a deficit
vitaminu D (2, 3).

K autoimunitnimu poskozeni endokrinnich bunék dochézi postup-
né, zaroven se organismus snazf udrzet homeostazu. Pribéh nemocije
pozvolny, dlouho inaparentné, kde dochdzi k pozvolné destrukci stitné
Zlazy, vyvojem hypotyredzy a nodulaci. Vzacné zaciné tlakem na krku
s prechodnou hyperfunkci stitné zldzy (hashitoxikdza, silentni tyreoidi-
tis). V této dobé mizeme proces autoimunity detekovat pouze labora-
torné, a to predevsim detekci autoprotildtek, které se mohou vyskytovat
i nékolik let pred klinickou manifestaci onemocnéni. Autoprotilatky se
mohou tvofit proti tfem typlm antigend. Jsou to povrchové receptory
molekul (napt. receptor tyreotropniho hormonu TSH - thyroid stimu-
lating hormone), intracelularni enzymy (napf. tyreoidalni peroxidéza —
TPO) a sekre¢nf produkty (napf. tyreoglobulin — TG). Autoprotilatky
byly dfive myIné interpretovany jako laboratorni autoimunitni syndrom
a prres rozvoj subklinickych priznak( nebyli pacienti v tomto stadiu léce-
ni; ukazuje se, Ze u ¢asného rozvoje autoimunitniho procesu je vhodné
nasadit tzv. izohormonalni terapii (2). Autoprotildtky maji patognomicky
vyznam, ktery spociva v detekci uvolnéného antigenu z destruovanych
cflovych bunék endokrinniho orgdnu burikami zprostfedkovanou

Tab. 1. APS Iil. typu

Poskozena | Cilovy Zucastné- | Imunitni Autoimunitni
tkan antigen néTh proces onemocnéni
lymfocyty
Folikularni | TPO, Thi Cytotoxické Autoimunitn{
burky stitné | TG, NIS plsobeni tyroiditida
Zlazy (natrium imunitnich
jodide bunék
symporter)
Stimulace
receptoru — GB
o o tyreotoxikdza
receptor receptor Th2 Autoprotildtky | Inhibice
receptoru
— Atroficka
tyroiditida

Tab. 2. Klasifikace APS Ill, upraveno podile (20)

imunitni reakcf (napf. anti-TPO, anti-TG). Pouze autoprotilatky proti TSH
receptoru (TRAK) maji patogeneticky vyznam pfi rozvoji GB tyreoto-
xikdzy. Ta se mUze rozvinout tvorbou stimulacnich protilétek proti TSH
receptoru. PIné rozvinuté onemocnénti, kdy nastdva destrukce vice nez
90 % funk¢nich endokrinnich bunék, je jiz stav nevratny a pacienta je
mozné jiz jen substituovat chybéjicimihormony. Proto je nutna vcasna
laboratorni diagnostika (2).

U nékterych AIT mdze byt hladina autoprotildtek i prechodné
negativni, kde diagndza spociva predevsim v sonografickém vysetrenf
potvrzujicim destruktivni autoimunitni slozku. Dochazi k tomu v pfipadé
prevahy aktivace Thi a suprese Th2 lymfocytl (Th - T helper lympho-
cyte, pomocny T lymfocyt) viivem inhibice pfislusnymi cytokiny nebo
pii vymizeni antigenu.

Autoimunitni endokrinopatie jsou ¢asto doprovéazeny vyskytem
i dalsich orgénoveé specifickych autoprotildtek. U AIT je ¢asta pozitivita
protildtek proti cilovym antigendm dalsich organ(, charakterizujicf
autoimunitni polyglandularni syndrom (APS I-lll. typ, tab. 1 a 2). U AT je
Casty vyskyt autoprotilatek proti steroidy produkujicim burnkam — proti
nadledvindm a ovariim (2).

Efektorové Th lymfocyty se vyvijeji z antigenem neaktivovanych
naivnich ThO bunék (4). Ty se aktivujf po vazbé svého T-bunécného
receptoru (TCR — T-cell receptor) na komplex antigen-MHC II. tfidy
(MHC - major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni
komplex) a svého receptoru CD28 (CD - cluster of differentiation) na
molekulu CD80 nebo CD86 na povrchu antigen prezentujici bunky
(APC - antigen-presenting cell). Antigenem aktivované ThO lymfocyty
se diferencuji vlivem okolnfho prostfedi do subpopulaci efektorovych
bunék — Th1, Th2, Th17 a T regulacnich bunék (Treg) (5, 6). Na diferen-
ciaci ThO bunék maji vliv také cytokiny produkované APC burkami
i samotnymi Th lymfocyty. Th lymfocyty se mohou zpétné ménit v jiné
typy Th bunék vlivem rliznych cytokinG, napf. v podminkach zanétu (6).

Th1 lymfocyty jsou prozanétlivé, produkuji cytokiny IL-2, IFN-y,
TNF-a (tumor necrosis factor a, faktor nddorové nekrézy a). Jejich
cytokiny spousti prozdnétlivou imunitni odpovéd a zvysuji proliferaci
a cytotoxickou aktivitu NK bunék (NK — natural killer cells, pfirozeni
zabijeci) (7-10). Th1 lymfocyty stimuluji buné¢nou imunitu (pfeména
makrofdgl na aktivované makrofagy, aktivace cytotoxickych Tc lym-
focytl a NK bunék), kterd mize vést k autoimunitni destrukci cilové

Autoimunitni tyreoidélni choroby

Hashimotova tyreoiditida, idiopaticky myxedém, asymptomaticka tyroiditida, endokrinni exoftalmus, Graves-Basedowova choroba

Celiakie

3A 3B 3C 3D

Endokrinni Gastrointestinalni aparat Kaze—-hemopoieticky—nervovy Onemocnéni pojivové tkdné —
onemocnéni systém vaskulitida

Diabetes mellitus I. typu Atrofickd gastritida Vitiligo SLE, Diskoidnf lupus erythematosus
Hiratdv syndrom Pernicidzni anémie Alopecie MCTD (Smisené onemocnéni

pojivové tkané)

Chronické zénétlivé onemocnéni
strev

RA (revmatoidni artritida)
Systémova skleréza
Sjégrendv syndrom

Autoimunitni hemolytickd anémie
Autoimunitni trombocytopenie
Anti-fosfolipidovy syndrom

Predcasné ovaridlni selhani
Lymfocytickd neurohypofyzitida

Autoimunitni hepatitida
Primarnf bilidrni cirhdza
Sklerozuijici cholangitida

Myasthenia gravis
Roztrousena sklerdza
Stiff-man syndrom

Systémova vaskulitida
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tkdné. To ma za nasledek rozvoj autoimunitnich tyroiditid, projevujicich
se jako autoimunitni zdnét stitné ZIazy. Rozlisuje se nékolik typd tohoto
onemocnéni (1). U Hashimotovy tyroiditidy jsou ve tkani stitné Zlazy
pritomny predevsim Th1 lymfocyty (5).

Th2 lymfocyty produkuji IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 a IL-13. Podporuji
protildtkovou imunitni odpoveéd, stimuluji zirné bunky, eosinofily a bazo-
fily. Podporuji produkci viech tifd imunoglobulind véetné IgE a potlacujf
bunécnou imunitu (6, 7, 11). Ovliviuji produkci pamétovych protilatek
aktivovanymi B lymfocyty, které mohou navodit stimulaci nebo inhibici
cilového funkéniho receptoru. Protilatky proti TSH receptoru (TRAK) jsou
stimulujici nebo blokujici — pfi stimulaci receptoru dochdzi k rozvoji
GB tyreotoxikdzy, pri jeho inhibici k atrofické tyroiditidé. U GB tyreoto-
xikdzy dochazi k nadmérné tvorbé protildtek, které po vazbé na TSH
receptor podnécuji stitnou zlazu k rlstu a vyssi produkci hormonda.
U tohoto onemocnéni také casto nachdzime endokrinnf orbitopatii.
Lymfocytarniinfiltrace tyreoidey u GB tyreotoxikdzy je tvorena prevazné
Th2 lymfocyty.

Th1 a Th2 lymfocyty plsobi jako protihraci, reguluji se navzijem
a jejich vybalancovany pomér je znakem dobré imunologické funkce
(3). Cytokiny Th1 a Th2 lymfocytd podporujf rist viastnich bunék a thumf
rist a diferenciaci opacné subpopulace. Prevaha Thi aktivity se uplat-
Auje u zanétd a nékterych autoimunitnich onemocnéni, pfevaha Th2
aktivity u alergii a nddorovych stavl (4, 5, 10).

Diferenciace Th0 bunék je zavisla na jejich bezprostfednim okoli,
cozlze vyuZitiv lécbé. DHEA (dehydroepiandrosteron) podporuje Thi
diferenciaci a tudiz bunéc¢nou imunitu. Kortizol a kortikoidy (obecné
imunosuprese s dominantnim vyuzitim kortikoid¥ a v posledni deka-
dé i biologik, napf. rituximab), pouZivané napf. pti 1é¢bé orbitopatie,
podporuji Th2 lymfocyty a tedy protildtkovou odpoved. Protildtky pfi
Th2 reakci majf ¢asto ochranny charakter proti cytotoxicité. Pfi zméné
na Thi reakci (cytotoxickou) ¢asto dochdzi ke zhorseni zdravotniho
stavu pacienta.

Diferenciace Th17 lymfocytt je ovlivnéna piitomnosti TGF-f3
(TGF — transformujici rdstovy faktor, transforming growth factor),
IL-6 a IL-21. -6 je produkovan dendritickymi burikami stimulo-
vanymi mikrobidlnim agens, IL-21 zesiluje odpovéd Th17 lymfocy-
td a aktivuje NK buriky. Pro udrzeni a funkci bunék Th17 je ddlezity
IL-23, ktery je produkovdn aktivovanymi makrofagy a dendritickymi
bunkami (3, 7, 10). Th17 lymfocyty jsou prozanétlivé, tvori cytokiny
I1-17, 121, 1122, IL-6 @ TNF-a. Ovliviuji migraci neutrofilt a makrofaga
do mista zdnétu, expanzi myeloidnich, dendritickych i T bunék, tvorbu
antimikrobidlnich peptidd, zvysuji zapojeni dalsich Th17 bunék do
zanétlivého procesu a hrajf roli ve slizni¢ni bariéfe (6, 10). Stimulujf
B lymfocyty k produkci protildtek (IgG, IgA, IgM, ale ne IgE). Cytokin
I1-17 zesiluje expresi chemokinl a prozanétlivych faktor(, podporuje
proliferaci, maturaci a migraci neutrofill a monocytl do mista zanétu,
pulsobi kostimulacné na T lymfocyty a zesiluje maturaci dendritickych
bunék (5, 7). Jeho produkce byla prokdzéna u autoimunitnich chorob,
které majf spise chronicky nebo rekurentni priibéh, z AIT zejména u dle
Volpého Hashimotovy tyroiditidy (1, 3, 5-7, 10).

Treg lymfocyty udrzuji imunologickou toleranci tim, ze blokujf
efektorové Th1 lymfocyty a tim destrukci tkdni Tc lymfocyty, tlumi
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aktivaci B lymfocytd, produkci protilatek a funkci APC bunék. Porucha
Vv jejich poctu nebo funkci vede k rozvoji autoimunitnich chorob (5, 8,
10, 11). Treg lymfocyty tlumf aktivitu Th17 lymfocytd, proto je dllezité
sledovat index Th17/Treg. Pfi jeho zvysent se rozvijeji autoimunitni cho-
roby (3, 6). Zvyseny pocet Th17 lymfocytd mize hrat roli u Hashimotovy
tyroiditidy, snizeny pocet Treg lymfocytl u GB tyreotoxikozy (12).

Material a metodika

Pro stanoveni Th lymfocytd jsme pouzili pritokovy cytometr
Navios se 3 lasery. PouZili jsme plnou krev, odebranou do zkumavky
s heparindtem sodnym (zeleny uzéveér). Pro stimulaci produkce cy-
tokinl byly pouzity zkumavky DurActive 1 (C11101). Pro zpracovani
bunék jsme pouzili PerFix nc kit (B31167). Pro stanoveni CD znakU
a cytokinl byly pouzity znacené protildtky CD4-APC-Alexa Fluor 750
(A94682) pro vsechny Th lymfocyty, anti-IFN-y-FITC (IM2716U) pro
Th1, anti-IL-4-PE (IM2719U) pro Th2 a anti-IL-17A-Pacific Blue (B76266)
pro Th17 lymfocyty.

Meéfili jsme i dalsi parametry bunécné imunity: Celkové T lymfocyty
(CD34), pomocné Th lymfocyty (CD3+CD4+), cytotoxické Tc lymfocyty
(CD3+CD8+), dvojité negativni T lymfocyty (CD3+CD4-CD8-), regulacni
Treg lymfocyty (CD4+CD25+CD127dim/-), pamétové Th lymfocyty
(CD4+CD45R0O+), naivni Th lymfocyty (CD4+CD45RA+), B lymfocyty
(CD3-CD19+) a NK buriky (CD3-CD16+CD564). Byly vypocteny indexy
IRl (CD4+/CD8+4), Th1/Th2 a Th17/Treg. Pro stanoveni celkovych T,
Th, Tc, dvojité neg. T, B lymfocytd a NK bunék byly pouzity protilatky
CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD56-RD1/CD19-ECD/CD3-PC5
(6607073), CD8-PC7 (737661), CD16-PE (A07766) a CD4-APC-Alexa Fluor
750 (A94682). Pro stanoveni pamétovych a naivnich Th lymfocyt(
byly pouzity protilatky CD45RO-PE (A07787), CD45RA-ECD (B49193)
a CD4-APC-Alexa Fluor 750 (A94682). Pro Treg lymfocyty jsme pouzili
protildtky CD25-PC5 (IM2646), CD127-PE (B49220) a CD4-APC-Alexa
Fluor 750 (A94682).

Cytometr jsme kalibrovali pomoci Flow-Check Pro Fluorospheres
(A63493). Jako kontrolnf materidl byly pouzity IMMUNO-TROL Cells
(6607077) a pro lyzu erytrocytl Versalyse Lysing Solution (A09777).
Ke zpracovani dat byl vyuzit program Navios Software.Ink. Analyzator
i reagencie byly dodany vyrobcem Beckman Coulter Inc.

Sledovali jsme sérové hladiny TSH, FT3, FT4 (ECLIA, Roche s. 1. 0,
Cobas 6000), protilatek proti TG a TPO (ELISA, Aesku.Diagnostics
GmbH & Co. KG, Immunomat Base), potvrzujici diagndzu AT.

Statistické zpracovani

Soubor tvofilo 136 pacientd s AT (dg E063), 24 muzd (prdmérny
vék 41,0 £ 16,8 let) a 112 zen (pramémy veék 44,6 £ 176 let). Slo o pa-
cienty, u kterych doslo k plnému rozvoji AT a jejiho klinického stavu
(potvrzené laboratorné a sonograficky). Tito pacienti byli substitu¢né
|éc¢eni. Pocatecni fazi onemocnénijsme neméli k dispozici, jelikoz jsme
nasledné pracovisté, kam jsou odesilani pacienti jiz s probihajici terapif
a stanovenou diagnézou. Kontrolni soubor tvofilo 17 zdravych muzl
(prameérny vek 44,0 + 5,0 let). Box-Coxova transformace dat, t-testy
a Pearsonova korela¢ni analyza byly provedeny pomoci programu
Statgraphics (Manugistics, USA).
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Vysledky

Zaznamenali jsme mnozstvi statisticky vyznamnych korelact, které
zde ale neuvéadime, protoze byly velmi slabé az slabé, kdy |r| < 0,4000.
Uvédime pouze korelace stfedné az velmi silné, kde |r| > 0,4000 (13).

V souboru pacientt s E063 jsme zjistili tyto statisticky vy-
znamné korelace:

Mezi Th a Tc lymfocyty (r=-0,5605, p = 0,0000), celk. T a B lymfocyty
(r=-0,4877,p =0,0000), Th1 a Th17 lymfocyty (r = 0,4346, p = 0,0000), Tc
a Th1 lymfocyty (r=0,4124, p = 0,0000), IRl a Th1 lymfocyty (r =-0,4076,
p = 0,0000), celk. T lymfocyty a NK burikami (r = -0,8175, p = 0,0000),
pameét. Th a Th1 lymfocyty (r=0,7982, p = 0,0000), naiv. Th a Th1 lym-

Obr. 1. Rozdil mezi souborem s dg E063 a kontrolnim souborem

Box-and-Whisker Plot

focyty (r=-0,7995, p = 0,0000), Tc lymfocyty a NK burikami (r=-0,4014,
p =0,0000), Tc a celk. T lymfocyty (r = 0,4551, p = 0,0000), Th a celk. T
lymfocyty (r = 0,4135, p = 0,0000). Mezi subpopulacemi lymfocytd
a hodnotami TSH, FT3, FT4, anti-TG a anti-TPO jsme nalezli jen slabé
statisticky vyznamné korelace (|r| < 0,4000). Korelace zjisténé u jednot-
livych pohlavi zde s ohledem na rozsah textu neuvadime, protoze ref.
meze lymfocytl se obvykle uvadéji bez rozliseni pohlavi.

Statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim souborem
a souborem pacientti s E063 jsme nalezli u Th1 (p = 0,0270), Th2
(p=0,0309) a Th17 lymfocytl (p = 0,0070) (Obr. 1).

U kontrolniho souboru jsme zjistili tyto statisticky vyznam-
né korelace: Mezi Th lymfocyty a NK burikami (r=-0,5936, p = 0,0120),
mezi Th lymfocyty a FT3 (r=-0,5218, p = 0,0317), mezi Tc a B lymfocyty
(r=-0,7059, p = 0,0015), mezi Tc lymfocyty a FT3 (r = 0,4880, p = 0,0469),
mezi Tc a celk. T lymfocyty (r = 0,6008, p = 0,0108), mezi Th a celk. T
lymfocyty (r=0,5115, p = 0,0358), mezi celk. T lymfocyty a NK burikami

60 | ] (r=-0,7260, p = 0,0010), mezi IRl a B lymfocyty (r = 0,6968, p = 0,0019),
50F : 3 mezi B lymfocyty a FT4 (r = -0,6724, p = 0,0031), mezi dvojité neg. T
40F . = lymfocyty a Treg (r = -0,4949, p = 0,0434), mezi IRl a FT3 (r = -0,5489,
= 30k 3 p =0,0225), mezi Th1 a Treg lymfocyty (r = 0,5798, p = 0,0147) a me-
= 20 ] zi Treg lymfocyty a anti-TPO (r = 0,4955, p = 0,0431), mezi naiv. Th
a .
10 . aTh1 lymfocyty (r=-0,7614, p = 0,0004), mezi pamét. Th a Th1 lymfocyty
] (r=0,7612, p = 0,0004).
ok 3
E063 kontrola .
Diskuze
Mezi Th1 a Th17 lymfocyty jsme nalezli pozitivni korelaci. Je to
v rozporu s literaturou, kterd uvadi, ze cytokin Th1 lymfocytl IFN-y
Box-and-Whisker Plot inhibuje diferenciaci Th17 lymfocytd (10).
8F . B
Tab. 3. Referencnimeze pro Thl, Th2 a Thi7 lymfocyty v plné krviod 19 let
6 5 véku, upraveno podle (15)
Subpopulace Referen¢ni meze Jednotka
o™ ] a
c 4f 4 Th lymfocyth
= Thi lymfocyty 6,66-8,01 %
2L a Th2 lymfocyty 4,86-598 %
[ Th17 lymfocyty 9,50-11,47 %
0 - ,
E063 kontrola
Tab. &. Referencni meze pro Th1 a Th2 lymfocyty v piné krvi u japonskych
dospelych, upraveno podle (16)
Subpopulace Referencni meze Jednotka
Box-and-Whisker Plot Th lymfocytd
Thi lymfocyty 13,1-29,5 % CD4+
8F g Thi lymfocyty 26-53 9% CD3+
° Th2 lymfocyty 1,6-3,8 % CD4+
6 . B Th2 lymfocyty 09-2,5 % CD3+
M~
T 4 .
= i Tab. 5. Referencni meze pro Thi, Th2 a Th17 lymfocyty u ¢inskych dospé-
2+ E lych, upraveno podile (17)
Subpopulace Referencni meze Jednotka
0k J Th lymfocytt
E063 kontrola Th1 lymfocyty 0,43-39,62 % CD4+
Th2 lymfocyty 0,27-3,57 % CD4+
Th17 lymfocyty 0,22-2,62 % CD4+
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Mezi Th1 lymfocyty a NK burikami jsme statisticky vyznamnou
korelaci nenalezli, ackoli literatura uvadi, ze Th1 lymfocyty zvysuji pu-
sobenim svych cytokind proliferaci NK bunék (9).

V nasem souboru pacientt jsme nenalezli ani statisticky vyznamnou
korelaci mezi Th17 lymfocyty a NK burkami. V literatufe se vsak uvadi,
Ze 121 produkovany Th17 lymfocyty aktivuje NK buriky (7, 10).

Nenalezli jsme statisticky vyznamnou korelaci mezi burikami Th17
a Treg. Tuto korelaci jsme ocekavali, jelikoz dle literatury by mély Treg
lymfocyty tlumit aktivitu Th17 lymfocytd a zvyseny pomér Th17/Treg
ma vyznam pfi rozvoji autoimunitnich onemocnénf (3, 6). Moznym
vysvetlenim mdze byt, ze nékteré Treg bunky jsou schopny produko-
vat Il-17 (3). Rovnéz existuji bunky Th1/17, které produkuji IFN-y a IL-17.
Ty mohou svou produkei cytokinl zkreslit vysledky méfeni, i kdyZ se
jejich vyskyt uvadi jako nizky (<1 % z Th lymfocytd) (3, 5). Jinde bylo
zjisténo, ze Treg lymfocyty byly u pacientl s AT snizené, zatimco Th17
zUstaly stejné jako u zdravych jedinct (14). Rozdily mezi vysledky studif
mohou byt také ovlivnény odlisnym genetickym pozadim probandd
nebo rlznym usporadanim testd (3).

Ocekéavali jsme pozitivni korelaci mezi Th2 lymfocyty a indexem
Th17/Treg, kterou jsme sice nalezli, ale nebyla dostate¢né silna
(r = 0,3373). Pouze u muz( s dg E063 méla tato korelace r = 0,5336.
Literatura Fikd, Ze IL-6 produkovany Th2 lymfocyty zvysuje index Th17/
Treg, podporuje diferenciaci Th17 a tlumi vznik Treg (7, 10). Korelace
mezi Th2 a Treg nebyla v nasem souboru statisticky vyznamna.

Mezi Th2 a B lymfocyty jsme nenalezli statisticky vyznamnou korela-
ci, ackoli mezi nimi existuje funkéni vztah, kdy Th2 lymfocyty podporuji
funkci B lymfocytd. Tuto korelaci jsme proto ocekavali.

Th1 lymfocyty stimuluji buné¢nou imunitu véetné Tc lymfocytQ.
Tento pfedpoklad se potvrdil, nalezli jsme mezi nimi pozitivni korelaci.
V kontrolnim souboru a u muzd s dg E063 tato korelace nebyla statis-
ticky vyznamna. M(ze zde tedy byt i vliv pohlavf.

Zajimavé je, Zze ackoli Th1 lymfocyty maji zvySovat aktivitu NK
bunék a zarovenr Tc lymfocytd, v nasem souboru jsme nalezli negativni
korelaci mezi Tc lymfocyty a NK bunkami. Zde se ziejmé také projevil
vliv pohlavi, jelikoz v kontrolnim souboru a u muzd s dg E063 nebyla
tato korelace statisticky vyznamna.

Urcitym problémem pfi klinickém vyuZiti Th1, Th2 a Th17 lym-
focytl mdze byt nedostatek Udajd o jejich referen¢nich mezich
v literature. Laboratofe pouZivajf rizné bunécné znaky ke stanoveni
subpopulaci lymfocytd, takze nelze ref. meze mnohdy zcela prevzit.
Jeden z ndvrhl podali ltalové (15) (Tab. 3), ktefi pouzili povrchové CD
znaky bunék. My jsme pouzili intraceluldrni znaceni cytokin@ (IFN-y,
IL-4, IL-17A) spolu s povrchovym znacenim bunék (CD4). Japonsti
a ¢insti autofi (16, 17) pouzili obdobné znaceni bunék jako my (Tab. 4,
5). Kazdé laboratof musi pfi prebirani ref. mezi hledét na to, na zé-
kladé jakych znakl byly jednotlivé subpopulace stanoveny. | pres
tyto obtize si myslime, ze stanoveni Th1, Th2 a Th17 lymfocytl mdze
pfinést uzite¢nou informaci o mozné prevaze cytotoxické nebo
protildtkové reakce.

Je dulezité brat v Uvahu i dalsi aspekty. Absolutni pocty a/nebo
procentudini zastoupeni Th lymfocytl se mohou lisit podle pohlavi,
koufenf, téhotenstvi nebo menstruacniho cyklu (MC). U Zen je pocet
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i procento Th bunék vy3$si nez u muzd, stejné tak u kufakd oproti ne-
kurdkdm. Menstruujici zeny maji vys$si procento Th nez nemenstruujici,
v proliferacni fazi MC je vyssi procento Th nez ve fazi sekrec¢ni. Obdobf
ovulace odlisnosti nevykazuje. Zmény v MC se tykaji pouze procenta
bunék, nikoliv absolutnich poctl. Uzivani antikoncepce odlisnosti
nevykazuje (18). Odlisnosti mezi pohlavimi byly nalezeny i u NK bunék
a celkovych T lymfocytd (19). Nadvaha se projevuje u absolutniho poctu
celk. T, Th a B lymfocytd. Koufeni ma vliv na témér vsechny parametry
lymfocytl. Sportujici jedinci se od nesportujicich nelisi (19). Protoze od-
borné literatura obvykle uvadi referencni meze lymfocytd bez rozlisent
pohlavi, pouzili jsme pro nase vypocty soubor pacientt s dg E063 jako
celek. Mezi pohlavimi jsme nalezli rozdil pouze v celkovych T lymfo-
cytech (p = 0,0139), B lymfocytech (p = 0,0462), dvojité negativnich T
lymfocytech (p = 0,0055), TSH (p = 0,0459) a FT3 (p = 0,0000). Kouren!,
téhotenstvi a MC nebylo u naseho souboru k dispozici. Vyznamnym
prvkem variability vysledkl je podle nékterych autord také znacka
pratokového cytometru, mnozstvi vzorku, postup pripravy vzorku
a protilatky rdznych vyrobcl (19).

Stanoveni subpopulaci Th lymfocytl je vhodnym predmétem
dalsiho zkouméni, veetné zjisténi a zhodnoceni vlivu véku a pohlavi
na vztah Th lymfocytd k dalsim laboratornim parametriim u pacient(
s AIT.

Zaveér

Stanovenf subpopulaci lymfocytd mize byt vyznamnou pom(ickou
pfi diagnostice a Ié¢bé autoimunitnich chorob, zplsobenych bunécnou
cytotoxicitou. Diagndza zavisi na kombinaci a pfevaze jednotlivych
imunokompetentnich bunék, které se pfi rozvoji autoimunity uplat-
nuji. Ty mohou charakterizovat i odlisnosti stejné diagndzy u mladého
a staréfho jedince.

Pokusili jsme se zjistit, zda analyza Th1, Th2 a Th17 lymfocytl zlepsuje
moznosti diagnostiky u autoimunitnich tyroiditid. Zastoupeni subpopu-
laci Th lymfocytd mdzeme stanovit pomoci pratokové cytometrie. Tato
informace ndm pomuze objasnit klinické projevy a imunopatologické
mechanismy, u kterych se mohou uplatnit Th, pfipadné Tc lymfocyty.
Tato metodika by se mohla stat doplnénim stanoveniB a T lymfocytd
a mUZe predstavovat zlepSenf interpretace autoprotildtek anti-TG a anti-
-TPO. V pfipadé, Ze se vysledek nékteré ze subpopulaci Th lymfocytl
dostane mimo své ref. meze, mize nam to pomoci odhadnout, zda jde
o fazi destrukeni (Th1, Th17, Tc lymfocyty), nebo protektivni (Th2 lymfo-
cyty, protildtky). Predpoklddame, Ze pfi prevaze Th1 a Th17 lymfocytl
dochdzi ke zhorsenf stavu pacienta, naopak pfi pfevaze Th2 a Treg lym-
focytd mizeme ocekdavat zlepseni nebo zpomalenf rozvoje destrukce
cilovych bunék (tyreocytl). Interpretace fenotypizace lymfocytl je
u kazdého pacienta individualni, s pfihlédnutim k dal$im laboratornim
parametrim a klinickému stavu.

Stanoveni subpopulaci Th lymfocytd mize pfinést detailnéjsi vhled
do pribéhu onemocnéni zejména u pacientl v prvotnich fazich cho-
roby. MUZe byt uZite¢né také u mladych jedinct, kde Ize zaséhnout
izohormonalni terapii. U pIné rozvinutého onemocnéni, kde je lé¢ba
jiz jen substitu¢ni, nema pfi bézné udrzovac terapii velky vyznam.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky ustav — EU, 00023761)
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