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1. Uvod

Autoimunita patologickd je imunopatologicky staedeouci k poskozeni vlastnich
organi a tkani. Autoimunitni onemoéni vznikaji jako dsledek ztraty toleranceuwi
vlastnim strukturdm ip abnormalni reakci na viiiti antigeny (autoantigeny), kdy
autoprotilatky nebo autoreaktivni T nebo B lymfocpbskozuji vlastni kiky ¢i tkarg, ev. u
endokrinopatii autoprotilatky stimuluji nebo inhjbueceptor pro hormon (n&pGraves-
Basedowova choroba) (22,34). Tolerance imunitnilgstésnu wci vlastnim tkanim se
ustanovuje na centralni a na periferni Urovni. Biati&lni Urovni se ustanovuje v thymu pro T
lymfocyty a v kostni teni pro B lymfocyty. V thymu dochazi k selekci angtaktivnich T
lymfocyta s vysokou afinitou k vlastnim autoantigeyto podléhaji apoptoze. Do periferie
se dostavaji pouze autoreaktivni T lymfocyty s aizkfinitou k vlastnim antig&am a ty jsou
drzeny pod kontrolou mechanismy periferni tolerafkdenalni delece, ignorace, anergie)
(22,34). Kltovou roli v navozeni centralni tolerance hraje 46RE — autoimunitni regulator,
jehoz produktem je transkeipi faktor regulujici thymovou expresi t@¢ specifickych
antigeri. Mutace v tomto genu vede k vyvoji Autoimunitnipolyglandularniho syndromu
typu 1 (34).

vV sowasné dob praw autoimunitni onemocmi. Jejich prevalence a incidence stoupa v
souvislosti s obeen se zvySujicim vyskytem autoimunitnich a alergidkychorob ve
vysgelych zemich. PostihujifpdevSim Zenské pohlavi a vyskyt se zvySujelem (22).
PostiZzeni i velmi nizkychdkovych skupin dti dnes neni vzacnosti. Autoimunitni thyreopatie
jsou fazeny mezi organ@vspecificka autoimunitni onemagm. V klinické praxi nesmime
zapominat na jejich koincidenci s dalSimi organovyimsystémovymi autoimunitnimi

chorobami (22,34). Pozdni diagnostika v tomtipad maze vést k akutnimu Zivot



ohrozujicimu stavu (n@padrenalni insuficience) nebo k porugstu a vyvoje dite (nap.
nepoznana celiakie).

Jako vSechna autoimunitni onemé&ehmaji polyfaktorialni a polygenovy zaklad, na
jejich vzniku se @astni jak faktory vnini, tak zevni. Za hlavni viiiti faktor vedouci ke
ztrag autotolerance je povazovana geneticka predispoziezevnich faktdr ma nejetsi
polymorfismus hlavniho histokompatibilniho kompleklA. Kromé¢ geni HLA systému se
Vv rozvoji autoimunitni reakce mohou uplatnit defeldpoptotickych gein (Fas/FasL) nebo
polymorfismus pro &které kostimuléni a cytoadhezivni molekuly (CTLA-4) (22,34).
Mechanismem prolomeni autotolerance ifékn agens je odkryti skrytych autoanti§epfi
rozpadu buék a tkani s naslednym rozvojem autoimunitni reakemik neoantigein
pozmeénénim autoantigeia dale mechanismus molekularni mimikry s molekildomologii
cizich mikroorganisrin a sloZzek vlastni tkén takze fivodne protiinfekéni imunita gechazi
v autoimunitni reakci. NéasgjSim infelkcnim agens jsou viry (n&pvirus Epstein-Barrové),
které se mohou uplatnit vySe uvedenymi mechanisanipdukci autoimunity. Z bakterialnich
infekci se poukazuje na vztah mezi gastrointestindl patogeny a autoimunitnimi
thyreopatiemi. Mezi nejvice studované patogenytipidelicobacter pylori (H. pylori) a
Yersinia enterocolitica. Kmen Yersinia enterodmditjie davan do souvislosti s rozvojem
Graves-Basedowovy tyreotoxikozy mechanismem mofrkidh mimiker (molekularni
homologie povrchovych struktur mikroba a TSH reoept V etiopatogenezi autoimunitni

thyreoiditidy miZze hrét roli infekceH. pylori (22,34).



2. Sowasny stav problematiky

2.1 Juvenilni lymfocytarni thyreoiditis

Charakteristika choroby

Juvenilni lymfocytarni thyreoiditis (JLT) je nrgsgjSi organo¥ specifické
autoimunitni onemocmi u cti. Sowasre se jedna o néastjSi autoimunitni onemodcni
Stitné Zlazy s fevahou postizeni Zenského pohlavi (95%). Prevalemg®imunitnich
onemocgni Stitné Zlazy je v populaci 5%, Zenyesiniho a vySSihoéku jsou postizeny az v
15%, u dti je prevalence odhadovana na 2-3 %. K rozvojnoo@eni dochazi pedevsim v
obdobi adolescence, ale vyskyt ke@Skolnim ¥ku neni v sotasné dob vzacnosti. JLT je
nyni po eradikaci jddového deficituGR nefastjsi picinou zjis&né strumy u &i a ziskané

primérni hypofunkce §titné Zlazy (22).

Etiologie

K rozvoji onemocani dochazi u geneticky disponovaného jedince, masociace
s geny 2. ifidy hlavniho histokompatibilniho systému HLA -DRBR4 a DR5. Haplotyp
DQA1* 0301/DR4 a DQB1 * 0201/DR3 disponuje jedinde rozvoji lymfocytarni
thyreoiditidy. Molekuly hlavniho histokompatibilroh systému HLA se exprimuji na
burg¢nych membranach bgk prezentujicich antigen a duwji odpowd T lymfocyti na
specifické peptidy (22,34).

O genetické predispozici &Ki ¢asty vyskyt onemoemi i u rékolika ¢lena jedné
rodiny. Na spughi této autoimunitni reakce se u geneticky dispaného jedince podili

zevni a vnitni faktory: z vnitnich faktofi jsou to vedle genetické predispozice hormonalni



zmeny (rozvoj JLT hlavl v puber), ze zevnich faktofi predevsim infekce (nap.
Helicobacter pylorj virus hepatitidy C, cytomegalovirus, virus Epstaia a Barroveé),
fyzikélni a chemické faktory (ionizujici #ni, volné radikaly, kaeni, z I1ék antiarytmikum
Amiodaron s obsahem jodu, cytokinystové faktory, analoga gonadoliberinu, dale chegnick
toxiny v prostedi- polychlorované bifenyly, pesticidy), strestritni vlivy a zvySeny fvod
jédu potravou (vzestup vyskytu JLT po eradikacigéého deficitu vCR, pi zvy3eném
piisunu jédu se zvySuje antigenicita thyreoglobulin®)3Si incidence autoimunitnich chorob

je pozorovana u imunodefi@iprevazr burg¢nych, ale i humoralnich (22,34).

Z hlediska etiopatogenetického se na vzniku autoitpuve Stitné Zlaze podili
cytokinova nerovnovaha mezi pomocnymi Th1/Th2 lyoytg. U autoimunitni thyreoiditidy
pievaZzuje Thl mediovana imunitni odgdvs tvorbou IFNy, TNF-a, IL-2, IL-12 s aktivaci
makrofagi, NK burgk, cytotoxickych T lymfocyi (buikami zprostedkovana imunitni
odpowd) s destrukci thyreocfta s naslednou poruchou tvorby a sekrece thyredatél
hormoni. U Graves-Basedowovy chorobiepaZzuje naopak Th2 imunitni odpei/s tvorbou
IL -4, 5, 6, 10, 13 s aktivaci B-lymfodys protilatkovou odpatdi. Cilovym antigenem je zde
TSH receptor, proti kterému dochéazi k tuwbristimulujicich autoprotilatek (Graves-
Basedowova toxik6za) nebo inhibujicich autoprahkat(forma atrofické thyreoiditidy s
rozvojem ¢Zké hypotyredzy). Cilovymi antigeny u autoimunittiyreoiditidy jsou
thyreoglobulin, thyreoidalni peroxidaza a natriumdiglovy symportér. Imunogenicita
thyreoglobulinu zavisi na obsahu jodu, vice jodgvémyreoglobulin je vice imunogenni.
Morfologickym podkladem autoimunitnich thyreopg#iilymfoplasmocytarni infiltrace Stitné

Zlazy (22,34).



Klinicky obraz

V klinickém obraze fevazuje hypertrofickd forma JLT s hmatnowt®enou Stitnou
Zlazou u dti. Atroficka forma autoimunitni thyreoiditidy, ki& jecasta u dosflych pacient,
je v dgétstvi vzacna. Uéchto déti neni hmatna struma, jsou klinické a laboratamamky
t¢Zké hypofunkce Stitné Zlazygetre piitomného myxedém/ détském wku se nepoznana
téZk& hypofunkce §titné zlazy vzdy projevi také zastau ristu a vyvojekromg pritomné
bradykardie, hypotenze, snizeného psychomotorickémpa a zminého myxedému (22)

Obrazek 1,2

Obrazek 1JLT- atroficka forma, myxedém

(vlastni material autora)




Obrazek 2JLT- atroficka forma, stejny pacient na |&bé, efekt terapie levothyroxinem

(vlastni materiél autora)

Diagnostika a I&ba JLT

Pro diagn6ézu JLT krotn uvedeného klinického obrazu &ski  pritomnost
specifickych autoprotilatek proti Stitné Zlaze- tpétky proti thyreoidalni peroxidaze
(antiTPO) a/nebo proti thyreoglobulinu (antiTG)nalez na sonografii stitné Zlazy (typicky
snizend echogenita a nepravidelna textura Stii#y)2| Negativita autoprotilatek diagn6zu
JLT nevyli&uje, v tomto pipadt se opirdme o typicky sonograficky nél@brazek 4,5
Zejména u atrofickych forem autoimunitni thyreatitimohou byt fitomny protilatky proti

receptoim pro TSH (blokujici antiTSH protilatky) (22,34,40)Tyto protilatky

prechodné formy primarni kongenitalni hypotyred#iyzablokovani Stitné zlazy u plodu (14).
U pacientt se snizenou funkci Stitné Zlazy je nezbytna tnslBstiténi terapie

levothyroxinem. U paciefits normalni funkci v dabstanoveni diagndzy JLT zahajujeme
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tzv. izohormonalni terapii malou davkou levothyroxi Touto I€bou se zvySuje aktivita tzv.
regul@&nich T lymfocyti (Th3), které maji supresni vliv na vlastni automitwi proces,
protoZze tlumi Thl Ilymfocyty produkci IL-10 (inhildic produkce IFNY) a TGF$

(transforméni rastovy faktor beta, inhibice produkce IRNa proapoptoticky faktor) (22,34).

JLT miZe z&it i v dtském ¥ku prechodnou tyreotoxickou fazi s klinickymi
zndmkami hyperfunkce §titné zlazy.ceére zde obvykle podavame pouze beta blokator,
tyreostaticka terapie neni nutnd, postuplochazi k pechodu do hypofunkce §titné Zlazy
(22).

JLT je tedy vétSinou celozivotni onemoc#ni s trvalou substiténi hormonalni
terapii, s nutnosti pravidelného sledovani funkcestitné Zlazy, se sonografickymi
kontrolami pro mozny vyskyt naddorového procesu ve t&né Zlaze (papilokarcinom,
lymfom). JLT je nutno vyhledavat akti¢nu nEkterych genetickych syndram kde je
popisovan zvyseny vyskyt (Turnier syndrom, Dowiv syndrom, Klinefeltaklv syndrom),
dale u pacierit s diabetes mellitus typu 1 (vyskyt JLT ve 25%¢ il dalSich organovych
imunopatologickych onemoéni (nag. celiakie, idiopatické gtvni zawty), u systémovych
imunopatologickych onemoeéni (systémovy lupus erythematodes, sklerode@beazek 3,

juvenilni idiopatick& artritida) a u autoimunitnipolyglandularniho syndromu 1, 2 a 3 (22).

11



Obrazek 3Pacientka s JLT a cirkumskriptni formou sklerodermie

(vlastni material autora)

Obrazek 4Normalni sonograficky nalez na Stitné Zlaze simérenou echogenitou obou
laloki, pravidelnou texturou, dobrym ohrani¢enim laloka proti okoli
(ptevzato Lebl et al, Trendy soudobé pediatrigtské endokrinologie, Galén 2004, s. 331)
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Obrazek 5 Typicky sonograficky obraz na Stitné Zlaze u pacida s JLT, snizena
echogenita laloki, nepravidelnd textura s hypoechogennimi okrsky tkéé, Spatné
ohraniéeni zlazy proti okoli

(prevzato Lebl et al, Trendy soudobé pediatrigtska endokrinologie, Galén 2004, s. 332)
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2.2H. pylori infekce

e

mikroby na celém s\¢.

Dramaticky rozvoj ¥domosti oH. pylori v poslednich 20 letech zcela zasadmenil
koncepci chorob spojenych s infekdi pylori u diti i dosglych. Byl objeven v roce 1982
Warrenem a Marshallem, kfeza tento objev v roce 2005 ziskali Nobelovu ceraulékastvi
(38).

K novym znalostem o infekdil.pylori u cti je vSak teba pistupovat trvale kriticky.
K infekci dochazi primamh jiz v détském ¥ku, obecné navrhy a dopd@eni z hlediska
prevence, diagnostiky adlgy infikovanych dti jiz byla v minulosti publikovana, ale dit¢
nejsou definitivni. Btsky wk je na rozdil od dosieho wku v mnoha ohledech specifickym
obdobim stadou odliSnych okruh problémi. Obecré onemocréni gastroduodenalni
oblasti spojena s infekciH.pylori zahrnuji: chronickou gastritidu, peptické viedy,
MALT (mucosal associated lymphoid tissue) lymfomy azaludeini adenokarcinom.
Viedovou chorobu gastroduodenalni je proto mozné Zmwad za infekni onemocani a
eradikaceH. pylori se tak stava kauzalni terapii¢kelik publikaci potvrdilo vztah mezi
chronickou H. pylori infekci a sideropenickou anémii (38). VIiH. pylori na
gastroezofagealni refluxni nemoc (GERD) a extrasdigei choroby #stava trvalym tématem
k feSeni.V poslednich letech se také énuje pozornost vztahu meziautoimunitnimi
chorobami (diabetes mellitus, juvenilni lymfocytarri thyreoiditis) a infekci H. pylori

(8,11,15,25,38).
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Mikrobiologick& charakteristika helikobakter & v Zaludeni sliznici

H .pylori je gram-negativni, mikroaerofilni, spiralni neinixad bakterie, o velikosti
v praméru 3,5 x 0,6 unObrazek 6. Pati mezi mikroby adaptované na dlouhodobézjpvani
v agresivnim Zalud@im prostedi jak ucloveéka, tak u zviat H. felis, H. bizzozeronii, H.
salomonis H. nemestrinae, H. acinonyxi. pylori je vybaven #znymi patogenetickymi
mechanismy. \Eerstvych kulturach ma typicky spiralovity tvar gemi spiralami a Wiky
(flagelami) lokalizovanymi na jeden pol. Ty umozinpphyblivost mikroba, ktera je jednim
z jeho hlavnich patogenetickych mechanizm kolonizaci Zaludéniho povrchu. DalSim
patogenetickym mechanismem umojcim H.pylori preziti v kyselém Zaludaim prostedi
je ureaza, kter4 hydrolyzuje endogenni ureu naribdkeat a amoniak émici pH v
bezprogtednim okoli mikroba v alkalické prdetli. Revaznatast kmei H.pylori obsahuje
gen vacA, ktery ovliituje tvorbu cytotoxinu vacA, vakuolizujiciho cytotoy, ktery jecastji
spojen s duodenalnimiedy. U ¥tSiny kmeri se také zjifuje fragment genomu obsahuijici
29 ger a ozna@ovany jako cag. Bkolik z nich koéduje sekreci proteinu cag, cytotddc
substance, kteraipobi na hostitelské hky a je tsre spjata s duodenalnimtedy. V rozvoji
chorob spojenych s infekdd. pylori jsou také dlezité vlastnosti hostitelského organizmu

(38).
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Obrazek 6Schématické znazor#ni H. pylori

H. pylori kolonizuje sliznici zaludiiho typu (Zaludek, Meckiey divertikl, Zaludeni
metaplazie v duodenu) a nachazi se pouze v povéohdienu (38). Vyskytuje se pouze na
slizniénim povrchu a uvnit Zalud€nich Zlazek v minimalnim kontaktu s povrchem a
nepronika do hlubSich vrstev sliznice. V &asnosti neni Upkh jasné, jakym zisobem
pomérné neinvazivni mikrob mize vyvolavat Siroké spektrum gastrointestinalni@iT] i
extragastrointestinalnich onemean (38).

Molekularni biologie a mikrobialni genomika odhaliv poslednich letech kompletni
genetickou vybavu infekcH. pylori. H. pylori je jeden z vice nez 20 mikrbbu kterych je
znama kompletni geneticka informace (38). Genonmlulge vice jak 1600 géna byly
definovany dva kmend. pylori. Znalost genomu umoznila 8t8i gresnosti rozsit znalosti o
metabolickych pochodech a vzajemné interakci rikezylori aclovékem. Vztah genotypu a
fenotypu je nezbytny k pochopeni mikrobialni kolate Zaludiho povrchu,
dlouhodobého iezivani v zaludku a rozvoji GIT i extradigestivnichemoc#ni spojenych
s infekciH. pylori. Je skuténé prokazano, ze zatim niggsré urtenacast ged v genomuH.
pylori se mize exprimovatjen v kyselém Zalud@im prostedi a je regulovanaiznymi

zevnimi vlivy prostedi (38).
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Epidemiologie a prenosH.pylori

H. pylori se vyskytuje po celém &¢é, prevalence vykazuje vyrazné geografické
odlisnosti, rozdily mohou byt také meziznymi popul&nimi skupinami ve stejné zemi.
Socioekonomické podminky hraji s néi§i prav@podobnosti hlavni roli v rozdilu ve vyskytu
infekce ve vSech&kovych skupinach. Prevalence infekce vykazuje viama rozdily mezi
pramyslow vyspilymi a rozvojovymi zerdmi (1,35,37,38).

Obdobi, kdy dochazi k ziskani infekce, je typickstsly wk. Presna doba jejiho
vzniku vSak dosud znama neni. Na zakladosud uvedenych Udaj s nej¢tsi
pravdpodobnosti dochazi k infekci jiz ted 5. rokem Zivota, byla zj&ta jiz
v novorozeneckém a kojeneckénsku (38). Jeji vyskyt postugnstoupa s&kem kEhem
celého dtstvi pravépodobr v disledku kohortového efektu. Ustll v rozvojovych zemich
mezi 2. az 8. rokem Zivota jedrd nakist infekce asi 10%, zatimco Udaje ze Severni Argerik
ukazuji pouze 1% nast za rok. ProtoZe infekce je ziskana typickyéti d je celoZivotni, u
velké ¢asti starSich lidi (nad 60 let) je vyskyt patoldgich znén dlouhodobym dsledkem

infekce v d@tstvi, kdy Zivotni standard byl vyznagna nizsi Urovni (35,37,38).

Vyskyt infekce H.pylori je také odliSny viznych etnickych skupinach (38).
Genetické faktory asi nehraji roli vrozdilném vyk mezi etnickymi skupinami, avsak
genetické faktory jsouidezité z hlediska interakce mezi infekci a hostitela kon&nym
dusledkem infekce pro lidsky organizmus. V rozvojdvyzemich je prevalence jiz ¥tdkém
véku velmi vysoka a dosahuje az 90 %. Prevalence dwgilymi stredniho ¥ku je asi 80
% ve \&tSine rozvojovych zemich v porovnani sipryslow vyspelymi zememi, kde je 20-50
%. Vedle toho se #Zsob a rizikové faktory fgnosu, steg jako moznost reinfekce,

pravdépodobrg liSi mezi rozvojovymi a rozvinutymi staty (37,3&revalence v rozvinutych
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zemich se liSi vyznamdnv zavislosti na etnickémupodu a ¥ku. V nrimecké studii byla
zjiSténa dechovym testem prevalence 9,4 % menndve wku 7-9 let. Nmedti Zaci byl
infikovani mérgé ¢asto (7,1 %) nez zaci cizihaiyodu (28,2 %). Ve studii z vychodniho
Svycarska byla celkova prevalence 6,5 % respelti®@so u Svycarskycheti a 19,2 % u &i
rodict, ktefi se pisthovali z oblasti s vysokym vyskytem infekd¢. pylori. V Ceské
republice u dti ve wku 5-14 roki byla dechovym testem zj&ta celkova prevalencH.
pylori 30,6 %, mezi pohlavimi nebyl prok&zan statistigiggnamny rozdil (38).

V détském ku je spontdnni vymizeni infekde. pylori ze Zaludéni sliznice mozné,
kdy u kojené@ a batolat miZze dojit k jejimu vymizeni v prvnich letech zivd8). K tomu
napoméaha velmi pra¥godobré i Siroké podavani antibiotik z jinychtdodi. H. pylori
infekce u dosg@ych je chronicka a nevymizi bez specifické tergBig).

Obranné specifické mechanizmy nejsou zcela znaagkance neni Upkjasné, zda
vibec existuji. H. pylori infekce neochrani anii@d superinfekci jinymi mikroby, ani
eradikace nezabrani reinfekci. Lidsky imunitni éyst pravdpodobré neni vybaven
mechanizmy, kterymi ¥e bojovat proti lokalizaci infekce v Zaludku. Opélni zgisob
ovlivnéni imunity na populkéni Urovni je vakcinace. V sdasnosti vSak dinné akovani neni

k dispozici (38).

Mechanizmus Sfeni nédkazy H. pylori infekce je dle satasnych znalosti ipnos
mikroba z osoby na osobu fek&aralni, oralg-oralni nebo gastro-oréini cestou,
(intrafamiliarni) jiz véasném wku. Je prav&podobné, Zeesny kontakt mezi jednotlivymi

¢leny domacnosti podporuje vzajemmigpos mikroba (38).
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Reakce organizmu naH. pylori

H. pylori je unikatni mikrob kolonizujici lidsky Zaludek, gdavany na pezivani
v Zalud€nim prostedi a vyvolavajici chronicky zanzaludéni sliznice (38).H. pylori je
schopen vyhnout seipobeni imunitnich mechanismvlivu Zalud€ni acidity a adhezi na
Zaludeéni epitel si zajistit dostupnost Zivin (38). Prodj&kiadu latek indukujicich lokalni
zaretlivou odpovd, ktera zahrnuje reakci neutrdifijako typicky projev infekceH. pylori,
dale T a B lymfocyii, plazmatickych butk, makrofag a zZirnych buik nebo apoptozu.
Nedochazi k invazH. pylori do Zaludeéni sliznice, reakce organizmu je pré&pddobr
spoustna primarg po vazk H. pylori na epitelialni bisky asi vliivem mikrobialnich protein
(38). Zaludeéni epitel osob infikovanyct. pylori obsahuje zvy$ené mnoZzstvi cytakin
Hlavni roli ma pravdpodobré IL-8, ktery aktivuje chemotaxi neutrofilnich leukada.
Dulezitou roli hraje také neutrofily aktivujici prate(NAP). H. pylori indukuje mohutnou
systémovou a slizrini imunitni odpovéd™. Produkce protilatek vSak nevede k eradikaci
infekce, ale mMze gispivat k tkéovému poskozeni. Kyslikové nebo dusikaté radikéliake
podili na poskozeni sliznicegighronickéH. pylori infekci a gedpoklada se, ze infekceiae
ovlivnit rozvoj rakoviny Zaludku zgnou DNA mechanismem oxidativniho stresu (38). U
casti dtti zjiStujeme také autoimunitni ukazatele, kdy @mljeme protilatky proti parietalnim

bunkam Zaludeéni sliznice (9,18,20,28,38).

Choroby vyvolanéH. pylori

GIT - v rdmci gastrointestinalniho traktu
Klinicky prub¢h infekce je velmi variabilni a je ovlién jak mikrobiélnimi, tak
vlastnostmi hostitelského organizmu. VSechny dlalahb@ disledky ndkazyH. pylori ziskané

v détském ku na lidsky organizmus nejsou dosud znédmy (38).
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Akutni infekce zfisobuje pechodnou pangastritidu s hypoaciditou a jen ojddine
diagnostikovana (38).

Chronicka gastritida se vyvine v podstat u vSech trvale kolonizovanych éti, ale u 80-90
% pacienti se neobjevi Zzadné symptomy. Bylo zji&o, Ze i u trvale bezpiznakovych
infikovanych déti dochazi progresivré ke zhorSovani histologickych projew v Zalude&ni
sliznici (38). Charakter gastritidy koreluje s rizikem rozvojenidkych projewi, hlavre
duodenalnich nebo zalutidch Wedi, sliznicni atrofie, intestinalni metaplazie, Zalddéo
MALT lymfomu nebo adenokarcinomu zaludku. Od rol@94 jeH. pylori ozna&en Sw¥tovou

zdravotnickou organizaci (WHO) jako kancerogefidyt H. pylori je také davan do mozné

souvislosti s fiznymi extra GIT symptomy (38).

Extra-GIT (extragastrointestinalni) symptomy

Muze se jednat o sideropenickou anémii i bezasmého krvaceni do traviciho traktu
a idiopatickou trombopenickou purpurou (ITP). Da#sitra GIT choroby, u kterych se
piredpoklada fisobeni infekceH. pylori, jsou diabetes mellitus typu 1, autoimunitni
thyreoiditida a hepatitida, idiopatickérestni zasty (idiopatick& prokokolitida, Crohnova
choroba), kozni chorobyizného charakteru (rosacea, urtica, alopecia areat@mocgni
kardiovaskularniho systému, Raynéud fenomén, syndrom nahlého damrti kojence,
neurologické choroby (migréna), Henoch-Schonleinguarpura, angioedém, alergie,

malnutrice, éstova retardace a recidivujici respirainfekty (otitis media) (8,11,15,25,38).

Praktické hledisko diagnostiky infekceH. pylori

Souwasné obecné indikace pro stanoveni infekc@ylori a dopordené diagnostickeé
metody vyplyvaji ze zayri mezinarodnich pracovnich skupin (38). Vy8eéniH. pylori by

melo byt sokasti komplexni vySébvaci strategie. Stanoveni infekce bylanbyt provedeno
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pouze v pipadt, Ze uvazujeme o nasledné antiirtfieklécbé. U déti by mélo byt provedeno
endoskopické vySgni a stanovertl. pylori v piipadt symptonti podezelych z organického
onemocgni. Hlavnim cilem vyS@ébvani by ngla byt hlavré identifikace piciny symptoni
nez pouze vlastni detekce infekce. Uvazuje se etigysi a Iébé rodinnych¢lent u diive
infikovanych a Usgsre eradikovanych &i. Tento postup se jevi jako logicky ospravediy
jednozné&né v3ak neni potvrzeno, Ze vylti a terapieH.pylori u giislusniki rodiny snizi
riziko reinfekce u ditte po UspSné eradikaci (38).

H. pylori infekce nmize byt diagnostikovanaimo invazivnimi metodami (endoskopie
s biopsii Zaludéni sliznice, nebo népno neinvazivnimi testy (stanoveni antigegtupylori
ve stolici, sérologicka diagnostika, dechovy test)détském ¥ku je snaha pouzivat
neinvazivni testy, které maji dost&teu vypowdni hodnotu pro vyuZziti vdiné klinické
praxi (35,38).

Volba nejvhodijSi metody stanoveni infekcél. pylori zavisi na klinickych
okolnostech, nap také miZe jit o situaci, kdy se snaZime zjistit vztah magiitymi

symptomy a infekcH. pylori.

Neinvazivni testy

Stanoveni antigenuH. pylori ve stolici

Jedna se o neinvazivni metodu vhodnou $naro ctskou populaci (35,37,38,39).
Tento diagnosticky postup je vhodny pré&tidvSech ¥kovych skupin, protoze neni nutna
spoluprace pacienta a ukazuje se, Ze jé¢edpbuzitelny i pro &i mladSi 6 rok. Stanoveni je
zaloZzeno na met@édELISA za pouziti polyklonalnich nebo monoklonamiprotilatek.
V souwasnosti se dava obecpirednost novym generacim téstyuzivajicich monoklonalni

protilatky. Tyto testy byly v Evrap jiz obecr dopordeny jako sosiast standardnich
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vySetovacich postujp u diti s poderenim na infekciH. pylori (35,37,38). NaSe nedavno
publikované zkuenosti se stanovenim infekde pylori v Ceské republice pomoci
dostupného testu s monoklonélnimi protilatkami pdity piesnost a spolehlivost neinvazivni
metody stanovenH. pylori ve stolici u d@ti (HpSTAR, DAKO Cytomatioh (35,39).
Stanoveni antigenuH. pylori ve stolici pomoci monoklonalnich protilatek je vehi
piesna, jednoducha metoda jak pro primarni detekci ifekce, tak pro monitorovani
UspéSnosti &by u déti s dyspeptickymi obtizemi. Toto vySdateni ma vysokou specifitu(>

92%) a senzitivitu (> 95%)(35,38,39).

Dechovy test

Jedna se o metodu vhodnou K@t@ni diagnostice kolonizace Zaluahé sliznice a
sledovani usgnosti eradikéni I&by. Test je zaloZen na némém stanoveni aktivity uredzy
v zavislosti na infekcH. pylori v Zaludéni sliznici s vysokou specificitou a senzitivitdeio
poZiti ozn&ené urey (13-C) dochazi k hydrolyze a u¢ol CO, je analyzovan ve
vydechovaném vzduchu. Dechovy test vyZaduje spatuptitte, je pongrné spolehlivy u

starSich ti (38).
Sérologicka diagnostika

Je to porarné levna a Siroce pouzivana metoda v klinické prikdyZ viadk aspeki
kontroverzni. Vzhledem ke geografické odliSnostipylori je nutna mistni verifikace
sérologickych metod vatkkém ku. K diagnostice se pouZivaji testy ELISA. Wedbbott
umoziuje pesrejSi stanoveni infekce a stasré lze identifikovat jednotlivé antigenni

struktury (cagA, vacA). Sérologické metody neumaiuji identifikovat aktivni infekci ani
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nejsou vhodné ke kontrole uspSnosti |&by. V sowasné dob se serologické metody

pouZzivaji jen v epidemiologickych studiich, pr&zhou klinickou praxi jsou nevhodné (38).

Invazivni diagnostické testy

Testy invazivni

Testy invazivni (endoskopie s biopsii Zaléwiesliznice, specialni barveni bioptickych
vzorki, uredzovy test ze Zalutld sliznice, bakteriologie, PCR reakce, fluoresoeén
hybridizatni testy-FISH) diagnostikuji fpmo jak infekci, tak i sotasné organické
onemocgni vyvolanéH. pylori. Piimé metody #éstavaji zlatym standardem diagnostiky.
Bioptické vzorky poskytuji spolehlivou diagnostilkefekce H. pylori a sodasré umozni i
histologické vyséeni zaludéni tkare (gastritidy, gastropatie) (38).
Bakteriologie s kultivaci mikroba ze Zaludéni sliznice a satasnéstanoveni citlivosti na
antibiotika je jiz &Zn¢ rutinné pouzivana metoda ve spolupraci s mikrobiologickym

pracovisém Ustavu mikrobiologie FN a LF UK v Plzni.

Vysetireni citlivosti Helicobacter pylorik antibiotik ém

VysSeteni citlivosti H. pylori k antibiotikim neni v klinicko-mikrobiologickych
laboratdich CR obvykle ruting provadno, ale na nasem pracovisti j&zhé pouzivané (E-
testy) (40). V literatte Ize nalézt (Odajeo vzristajici rezistenci této bakterie
k antibiotik @m, ktera se mize vyrazg podilet na nefinnosti I&by infekci zgisobenychH.

pylori. Rezistence®i klarithromycinu je udavana v 21 %a amoxicillinu je vzacné (40).
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Uredzovy teststanovuje fimo aktivitu ureazy produkovandé. pylori v Zalude€ni sliznici, je
souwasti BZného vysdtni bioptickych vzork. Vysledek se hodnoti podle barevnéémm
indikatoru po uloZzeni vzorku Zalugld sliznice do progedi s ureou.Metody PCR,
molekularné genetické nebo imunologickéslouZi k gesné identifikaci kmenH. pylori a

byly rozpracovany v Ustavu mikrobiologie FN a LF UKv Plzni.

Terapie

Terapie by mila byt podana pouze pagsné diagnostice onemaaon vyvolanéH.
pylori. Evropsk& doporuéeni vtomto pfipadé indikuji eradika ¢ni lé¢bu pouze u
biopticky prokdzané aktivni H. pylori pozitivni chronické gastritidy s klinickymi projevy
(38). Lécba neni vSeobeénindikovano pi chykeni aktivni infekce nebo Klinické
symptomatologie. Za prokazanou aktivni infekci s&gfuje bud™ imy histologicky nebo
bakteriologicky pitkaz. Obec# je dopordovana eradikace wtbkém ¥ku u peptickych
viedi a MALT lymfoma H. pylori pozitivnich (38). Endoskopické vy$ehi s odbrem
bioptickych vzorki je nezbytné provést u vSecttid u kterych je zamysSlena terapie.ché je
také doportiovana u dti s rekterymi extra GIT symptomy (sideropenicka anem@kovani
proti H. pylori bylo pongrné uspgsné u zuiat, ale pouziti &loveka je zatim obtizné a nebylo
dosud zavedeno do klinické praxe (38).

Souwasre doporkena léebna schémata uétil se obec#é skladaji z blokatoru
protonové pumpy v kombinaci s antibiotiky (klarinnycin, amoxycillin nebo metronidazol).
NejpouzivagjsSi v Evrog je schéma zaloZzené na trojkombinaci antiselte |éku
(omeprazol, lansoprazol) (1-2mg/kg/den) grda antibiotiky, klarithromycin (15 mg/kg/den),

a amoxycillin (50 mg/kg/den) roZtbné do dvou dennich davek a podavani 7 dni (38).
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V sowasnosti je praktickym problémem jiz zrdird stoupajici rezistence na klarithromycin a
vybér |éki pro sekundarni eradikai terapii po selhani primarni eradikd |&by.
V klinickych studiich byla jiz také prokadzangiinost probiotik v terapii infekcél.pylori u

déti a dosplych (38,40).
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2.3 Vztah mezi juvenilni lymfocytarni thyreoiditidou a infekci H. pylori

H. pylori je dilezity gastroduodenalni patogen &tich dosplych. Je picinou primarni
chronické gastritidy, Zaludaich a duodenalnichiedi, MALT lymfomu u déti a dosglych a
karcinomu Zaludku u doslych. H. pylori vyvolava jak lokalni, tak systémovou imunitni
reakci (38). InfekceH. pylori je wtSinou ziskana vdastvi a obvykle bez specifické terapie
pretrvava cely zivot. Az 90% paciéntétskeho ¥ku s touto infekci je asymptomatickych.
Mozna role infekceH. pylori v iniciaci autoimunity je Siroce diskutovana, a&stava
nejednozné&na. Guariso a spolupracovnici (18) ve své stugivzornili na vztah mezi infekci
H. pylori u cti a pitomnosti organay specifickych autoprotilatek bez klinickych a
laboratornich znamek onemaari. Domnivaji se, Ze infekdd. pylori v détstvi by mohla byt
trigrem autoimunitni gastritidy a/nebo autoimurtitmionemocéni. Nejsou jednotné nazory
na vztah automunitni thyreoiditidy a sagné infekceH. pylori. Nektefi jsou pro pi¢innou
souvislost mezi infekcH. pylori a autoimunitni thyreoiditidou (11,15,21%kbefi jsou proti
(27,41). Bertalot popsal pokles titru antithyredidéh autoprotilatek po eradikaci infekee
pylori . Sterzl a spolupracovnici zkoumali prevalencitifitek proti H. pylori u pacieni s
izolovanou autoimunitni thyreoiditidou (AT) a ATramci polyglandularni autoimunity a u
zdravych kontrol (32,33). VysSSi prevalence byl&®jia u pacierit s izolovanou AT nezZ u
pacienfi s APS ( 32,33). Manifestace oneméainzavisi na faktorech virulendd. pylori
(VacA cytotoxin, CagA protein, ureaza) a genetigkédispozici hostitele. Pacienti .
pylori pozitivni gastritidou produkuji Siroké spektrumtigastrickych protilatek zadienych
proti riznym antigeim (1,12,18,42,43). MezEmito antigeny hraji vyznamnou roli Lewis
antigeny druhértdy tj. Lewis x a Lewis y (Le X, y), které jsou expovany na betdetzci
Zaludeéni protonové pumpy a dale na Zalédien mucinu. Obdobné antigeny exprimiije
pylori na svém povrchu jako sgast lipopolysachariduH. pylori stimuluje tvorbu

autoprotilatek zawtenych proti Lewis antigemm, které jsou vSak zaroieexprimovany
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Zaludeéni sliznici. Mechanismus molekularnich mimiker jedy zavzat do patogeneze
gastritidy, a to zvlast atrofické. Lewis antigeny x a y jsou také &asti krevni skupiny
Lewis. Tyto antigeny jsou exprimovany na povrchiytrecyti, dale na krevnich a
synovialnich granulocytech, jak jiz znéivo v zaZivacim traktu na Zaluahé sliznici, ale i v

kolon, v epitelidlnich bitkach stitné Zlazy a pankreatu (23,30, 31).

Nejedna se tedy o fimé poskozeni tka® Stitné Zlazy baktérii, ale gfedpokladem
je mozZné zKiZzena reaktivita mezi spolénymi antigeny H. pylori a antigeny §titné zlazy,
tedy mechanismus molekularni mimikry plynouci z podbnosti antigenni struktury
mikroba s antigennimi strukturami vlastnimi, v tomto pripadé Stitné Zlazy. Rivodné
protiinfek ¢ni imunita tedy piechazi v autoimunitni reakci. Témito spolanymi antigeny

se jevi praw Lewis antigeny Xx,y.

2.4 Cytokiny a chemokiny

Jedna se o petnou skupinu latek, zejména glykoprofeia proteifi, s funkci
lokalnich hormon. Parakrinnim nebo autokrinnimigmbem ovliviuji snmer, intenzitu a dobu
trvani imunitnich a zattlivych odpowdi. Cytokiny jsou propojené do &iktera zodpovida za
meziburgénou komunikaci v rdmci imunitniho systému, ale takévynénu informaci mezi
imunitnim systémem a ostatnimi systémy organismaziMhlavni skupiny cytokih pati
lymfokiny, interleukiny, interferony, faktory nekimujici nadory, faktory stimulujicitst
kolonii, transformani nistové faktory, stresové proteiny a chemokiny. &ay pivod
cytokini je Sirokospektry, mohou to byt tky aktivované fi zpracovani antigenu, nap
makrofagy nebo dendritické Bky. Nejpodrobsji je znama tvorba cytokinsubpopulacemi

T burek a to Th (pomocnymi) a Tc (cytotoxickymi) lymfogyt22,34).
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Bunéénou imunitu kontroluji pedevSim cytokiny secernované subpopuldti pomocnych

lymfocyti - interleukin -2 (IL-2), interferon gamma (IFN-v), nddory nekrotizujici faktor

beta (TNF-$) a interleukin-12 (IL-12) s aktivaci makrofag NK burgk, cytotoxickych T
lymfocyta. Tento typ bu&né autoimunitni odpadi s destrukci cilového organu se ufilge
u juvenilni lymfocytarni thyreoiditidy (22,34).

Th2 pomocné lymfocyty secernujilL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 a uplatuji se v

humoralnim typu imunitni odp&di s aktivaci eozinofil, B lymfocyti. Tento typ humoralni
autoimunitni odpo&di s tvorbou specifickych autoprotilatek se uplgé z thyreopatii u
Graves-Basedowovy choroby a u varianty atrofickeéebiditidy (22,34).

DuleZitou roli hrajirequlaéni Th3 lymfocyty produkujicitransformaéni rastovy faktor

beta (TGF$) a IL-10, které maji imunosupresivni funkci svymigebenim na Thl
lymfocyty. IL-10 inhibuje produkci IFNy, TGF-B inhibuje také produkci IFN-a sodasré
pusobi jako proapoptoticky faktor (22,34).

Prozanétlivé cytokiny: IL-1,-6, Tumor Necrosis Factor alpha (TNJ-

IL-1 je prozastlivy cytokin produkovany hlawhv mononukleérnich fagocytech, stimuluje
proliferaci T a B lymfocyi, pisobi jako endogenni pyrogenigobi na chemotaxi neutrafil
makrofagi a lymfocyti, na cytotoxickou aktivitu NK buik. IL-6 je prozastlivy cytokin
syntetizovany Th2 lymfocyty, makrofagy, endotelovybuinkami, fibroblasty a Zirnymi
buinkami, pisobi jako endogenni pyrogen a aktivator syntézytepmp akutni faze v
hepatocytech.Nadory nekrotizujici faktor (TNF- @) ma cytotoxicky a cytostaticky efekt
na rekteré nadorové hiky, silny prozastlivy a proapoptoticky &inek, pisobi jako
endogenni pyrogen. Je produkovan htaumakrofagy a monocyty, ale také lymfocyty, NK
buikami a Zirnymi biikami.

Recentrgé byly popsany tzv. Thl7 lymfocyty, které se mohou giogeneticky podilet na

vzniku autoimunitnich chorob a uvazuje se i 0 exiginci tzv.Th9 lymfocyti (47).
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Obrazek 7Déleni a vyvoj CD4+ lymfocyti. Polarizace imunitni odpowdi.

(prevzato z Bettelli a kol., 2007, dogimo podle Bettelli a Kuchroo, 2005)
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Chemokiny (chemotaktické cytokiny) pét mezi cytokiny fsobici jako chemotaktické
faktory pro fizné leukocyty a jsobi také jako aktivatory cytokin Produkuji je prakticky
vSechny biiky a jejich tvorbu indikuje infedni agens, exogenni iritai latky a mnohé
cytokiny. Maji dilezité prozastlivé a reguléni aktivity. Mezi chemokiny pét nag. IL-8,
neutrofilni aktiva &ni protein 2 (NAP-2), které jsou chemotaktickymi a akiwémi faktory
piredevsSim pro neutrofily gahuji je do mista zd@tu). DalSimi chemokiny se stejnym
pusobenim jsouGrowth Regulated Oncogene (GRQ)Growth Regulated Oncogene alpha
(GROalpha).Monocytovy chemotakticky protein (MCP-1,-2,-3) pritahuje monocyty do
mista zastu, RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell Expressi®ted) fisobi
chemotakticky na T lymfocyty a monocyty.

Rustové faktory: Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating FactoGM(CSF),

Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF). Jedse o stimulujici faktory pro

granulocyty a makrofagy.IL-7 je mistovym faktorem T lymfocyt, aktivuje makroféagy.
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3. Cil studie

3.1

Prvnim cilem studie bylo zjistit frekvenci s@sného vyskytu infekcelelicobacter
pylori u souboru &i s juvenilni lymfocytarni thyreoiditidou a poraamniji s prevalenci této
infekce u souboru stejrstarych, ale zdravychst.

V této &asti jsme navazovali na grant IGA MZ CR NI 7399-3/2003 ,Epidemiologie
infekce Helicobacter pyloriv Ceské republice v dtském wku (1-15 roka)*, hlavni fesitel
doc. MUDr. Josef Sykora, Ph.D., spolkeSitel MUDr. Renata Pomah&ova, hodnoceni —

A).

3.2

Druhym cilem studie byl rozbor naSeho souboru peiis juvenilni lymfocytarni
thyreoiditidou z hlediska zastoupeni pohlavkavého rozloZzeni souboru, funkce Stitné zlazy
a pozitivity autoprotilatek proti Stitné Zlaze vhbdostanoveni diagnozy JLT figruZzenych
dalSich autoimunitnich chorob, pozitivity rodinnénamnézy z hlediska vyskytu

autoimunitnich chorob a ptu sourozeneckych dvojic s autoimunitnimi chorobami

3.3.

Tretim cilem bylo posoudit imunologickou reaktivitypacientt s JLTH. pylori
pozitivnich a negativnich a u zdravych kontblpylori pozitivnich a negativnich stanovenim
mnoZzstvi a spektra produkovanych cytdkim chemokif bazalg a po stimulaci krevnich
mononuklearnich buk lyzatemH. pylori a jeho antigeny metodou proteinové microarray.

Infekci H. pylori a sowasnou autoimunitni thyreoiditidou s ohledem na moZau
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stimulaéni roli mikroba a jeho lipopolysacharidu na imunokompetentni periferni krevni
mononuklearni buiiky se v doméci ani v zahranini literatu e dosud se nikdo nezabyval.
Tato problematika byla ¥eSena grantemlGA MZ CR NR 887-3/2006 ukodienym v r.
2008, hlavni reSitel MUDr. Renata Pomah#&ova, spoldeSitel doc. MUDr. Katdina

Stechova, Ph.D., hodnoceni - A).
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4. Metodika

4.1. Diagnoza juvenilni lymfocytarni thyreoiditidy

Diagn6za choroby byla stanovena na podkiklthického obrazu (struma a/nebo
klinické priznaky poruchy funkce Stitné zlazy), pozitivity siiekych autoprotilatek proti
thyreoidalni peroxidaze (antiTPO) a/nebo proti doglobulinu (antiTG) a na podklad

ultrazvukoveho vySéeni Stitné zlazy (snizena echogenita a nepravidektara stitné zlazy).

4.2. Diagno6zaH. pylori infekce

U vSech dti s JLT byl proveden neinvazivni diagnosticky test fitomnosti
antigenu H. pylori ve stolici (Amplified IDEIQA HpStAR ELISA, DakoCytomation,
Glostrup, Denmark), ktery s vysokou specifitou @%8 a senzitivitou (> 95%) pomaha k
detekci zmigné infekce (39). Bti s pozitivnim nalezem tohoto testu byly podrobepy
obdrzeni informovaného souhlasu zakonnych zastuipwvazivni diagnostice infekceH.
pylori — gastroskopickému vySdateni, s cilem potvrdit infekcH. pylori bakteriologickym
vySetenim, zjistit rozsah a stupegastroduodenalniho postiZzeni, izolovat kméhypylori a
stanovit jejich mikrobiologické charakteristiky florost na antibiotika, extrakce antige.
pylori k jejich vyuziti @i imunologickych studiich). Na zakladvysledki invazivnich

vySeteni byly dti s pozitivni infekciH. pylori indikovany k eradikéni terapii.
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Stanoveni antigenuH.pylori ve stolici ( ELISA monoklondlni protilatky)

U kazdého ditte byl ziskarsertvy vzorek stolice a zamraZzen na 2 €0pro naslednou
analyzu. Detekce aktivni infekce H.pylori byla sie@ena za pouziti ELISA testu (Dako

Cytomation,Glostrup, Dansko) dle dop&eného postupu vyrobcem.

Stanoveni infekceH. pylori ve stolici

IDEIATM HpStAR DAKO Connex GmbH, Martinsried,dhecko

Amplifikovany enzymoimunoanalyticky test (ELISA)
0 imunoanalytick& technologie

» P¥ima neinvazivni detekce antigeH. pylori ve vzorcich lidské stolice

Monoklonalni protilatky (reprodukovatelnost)
o Detekeni limit (5 femtomot antigersi H. pylori /gram stolice)
0 intra a inter-assay koeficienty

o0 zktizena reaktivita (neprokédzana u 37 mikipb

Stanoveniderstvé nebo zamrazené vzorky)
o 2 dny bez chlazeni
0 72hodin 2 -8°C

0 -20°C az -80°C (dlouhodab

Postup stanoveni

Stanoveni bylo provedeno dle dop&eni vyrobce

mikrotitracni jamky (monoklonalni protiléatky)

Supernatant stolice (0.1g) + konjugat protilatale(lova peroxidasa)

(pozitivni, negativni kontrola)

* inkubace 605 min (sendiavy komplex)
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» Tetramethylbenzidin (modré zbraveni stop roztoké&lu

Interpretace vysledki
» optickd denzita (OD) spektrofotometricky 450/650nm
e pozitivni negativni kontrola
e Absorbance {) dvou vinovych délkach (450 vs refetgri 650nm)
o0 0.150 pozitivni

0 < 0.150 negativni

4.3. Hiprava celoburé¢ného antigenu a bakterialniho lipopolysacharidu (srési Lewis
antigenia) H. pylori, které byly dale pouzity pro imunologickou stimulai krevnich

mononuklearnich bungk jedinca s JLT

Extrakce antigeni H. pylori

(Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D., Ustav mikrobiologi¢ Flze1)

Antigenni struktura lipopolysacharidd. pylori je shodna s tzv. Lewis antigeny. U
raiznych kmen této bakterie byly popsanityii typy téchto antiged - Lewis X, Lewis Y,
Lewis a, Lewis b. D8im cilem projektu byla izolace antigerkteré by byly pouzity pro dalSi
imunologické studie.

Byly pripraveny nasledujici antigeny:
1) celoburé¢ny antigen formaldehydem usmrcenych a fixovanyamtbu

2) precisteny lipopolysacharidovy extrakt.
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Postup gfipravy antigem

Kultivachi médium (brucelovy bujon se suplementem anilyiot
» Brucella broth (Difco Laboratories, Detroit, USAfb6 bovini sérum
= [Isuplementum antibiotik: amphotericin B, 2,5 mgAnkomycin, 10 mg/l;

= [Itrimethoprim, 5 mg/l; polymyxin B, 2500 1U/I (SigmSt. Louis, U.S.A.)

Kultivace:

» [Jkinokulaci byla pouzita 72hodinova kulturéd. pylori kultivovana na
selektivnim médiu,

= [110 ml brucelového bujonu gidavkem suplementu antibiotik inokulovany pinou
klickou kultury kazdého kmene,

= [Jkultivace v bujonu p 37 °C v atmosfie s 10% CO2 po dobu 48 hodin.

= [lbylo pouzito celkem 8 nahod&nvybranych kmef izolovanych od paciefit
z oblasti Plzaského kraje

= [Jpro pipravu antigefh byla pouzita s@sna kultura vznikld smisenim kultur

(vysledny objem 80 ml)

Priprava celobudcného antigenu:
= ke vzorku byl pidan formaldehyd do vysledné koncentrace 1%gssrayla
inkubovana 1 hodinuip35 °C,
» bunky byly ziskany centrifugaci (10 060g, 10 min),
» nasleds promyty 3% pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS),
= koncentrace buik byla upravena na hodnotu 106 Bkitml, uchovavanaip80°C.

Priprava purifikovaného lipopolysacharidového antigen
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= Extrakce byla provedena metodou popsanou Luchinoaisbnem (2000),
» k5 g bakterialni kultury (vdZeno ve vihkém staby)o priddno 5 ml 90% vodou
nasyceného fenolu, inkubovano 30 mintitg8 °C,
» vodna faze byla odebrana a dialyzovana 24 haoilifth f1C (voda & vymenéna),
= dialyzat byl lyofilizovan a uchovavariipt °C.
Kvalita izolovaného antigenu byla &ena SDS-PAGE elektroforézou 8gavkem 8 M

mocoviny a naslednou detekciigtrem.

4.4 Vyuziti metodiky proteinové microarray ke stan@eni mnoZstvi a spektra
produkovanych cytokini bazalné a po stimulaci krevnich mononuklearnich burk

lyzatemH. pylori a jeho antigeny (lipopolysacharidem - LPS)

Izolace imunokompetentnich perifernich krevnich moonuklearnich bunék (PBMNCc)

(doc. MUDr. Katgina Stechova, Ph.D., Laboratautoimunitnich onemoéni, Pediatricka

klinika FN Praha-Motol)

Krevni mononuklearni hiky byly izolovany z heparinizované periferni Zilkive
studovanych jedincs JLT H. pylori pozitivnich, negativnich a zdravych kontrol metodo
hustotni gradientové centrifugace na Ficollu. Imagizka reaktivita byla pak posuzovana
stanovenim jejich bazalni produkce cytakenchemokifi a po stimulaci lyzaterhl. pylori a

jeho LPS metodou proteinové microarray.
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Metodika proteinové microarray

(doc. MUDr. Katgina Stechova, Ph.D., Laboratautoimunitnich onemoéni, Pediatricka

klinika FN Praha-Motol)

Jde o vysoce moderni semikvantitativni technikutatesné citlivou ke stanoveni
stovek antiget v riznych biologickych materidlech. Princip metody: Neembrag jsou
navazany primarni anticytokinové protilatky, doch&zvazl# cytokinu a tato vazba je
nasledg oz'ejmeéna vazbou sekundarni protilatky spojené s detiek systémem. Nasleduje
vyvolani barevné reakce, jejiz intenzita odpovid@bstvi stanovovaného cytokibrazek
8. V ramciteSeni projektu byla tato metodika pouzita k vigsit 23 cytokifi a chemokia
uvolovanych zizolovanych imunokompetentnich perifédrnirevnich mononukleérnich

burgk k posouzeni jejich reaktivitytei bakterialnim antigeim.

Obrazek 85chéma proteinové microarray

(prevzato, Laboratoautoimunitnich onemoeni, Pediatricka klinika FN Praha-Motol)

Array support YYY‘ Y %
ey
——

Cocktail of g
Dot KEXK

Labeled- 2 8 @ o ‘
streptavidin f g\
- e b
T Fw F
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Spektrum 23 cytokini a chemokini konkrétné obsahovalo:

Thl cytokiny: interleukin -2 (IL), Interferon gamma (IFN-gamma)mor Necrosis Factor

beta (TNF-beta)
Th2 cytokiny: IL-5,IL-13
Th3 cytokiny: IL-10, Transforming Growth Factor-beta (TGF-beta)

Prozanétlivé faktory: IL-1,-6, Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-alpha)

Ristové faktory a ostatni cytokiny: Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor

(GM-CSF), Granulocyte Colony-Stimulating Factor §&F), IL-3, IL-7, IL-15

Chemokiny: Growth Regulated Oncogene (GRO), Growth RegulaBettogene alpha
(GROalpha), IL-8, Monocyte Chemoattractant Prot¢MEP)-1,-2,-3, Monokine-induced by
Interferon gamma (MIG), Regulated upon Activatiororidal T cell Express Secreted
(RANTES)

Detekeni limity pro cytokiny jsou prezentovany na webolrycstrdnkach vyrobce

(www.raybiotech.com). Protein microarray vysledkylybovéreny testem ELISA (Bender

MedSystems™, Vienna, Austria) a Quantibody arragy@totech, Norcross, U.S.A.).
Produkce dlezitého cytokinu ze skupiny Th2 IL-4 byla stanoaeryhrad® metodou ELISA,

protoZe neni standardni sdsti kometné dostupnych protein array kit

Statisticka analyza

Pro porovnéniit a vice skupin byl pouzit Kruskal-Wallis test. Rvorovnani dvou
skupin mezi sebou byl pouzit Mann-Whitney test. adon Signed Ranks Test byl pouzit v

kazdé skupi#& pro porovnani bazalni produkce cytakanchemokif a po stimulaci lyzatem
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H. pylori a jeho LPS. Pro zji&hi zavislosti byl pouzit Spearman koeficient. Hladina

vyznamnosti p < 0.05 byla povaZzovéana za statistigkynramnou.
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5. Vysledky

5.1 Soubor, metodika, vysledky a za¥ (Cil 3.1)

Frekvence sowasného vyskytu infekceHelicobacter pyloriu souboru dti s juvenilni
lymfocytarni thyreoiditidou a jeji porovnani s prevalenci této infekce u souboru steji

starych, ale zdravych dti.

5.1.1 Soubor

Soubor —JLT

V ramciteSeni projektu bylo v letech 2006-2008 vigeb v dtské endokrinologické
ordinaci ¥tské kliniky FN a LF UK v Plzni celkem 199¢d s juvenilni lymfocytarni
thyreoiditidou (JLT). Ve shads literarnimi zdroji pevaZzovalo ve skupénzenské pohlavi

167 divek (83,9%) a 32 chlap¢l6,1%).

Soubor - kontrolni skupina

Soubor kontrolni skupiny t¥do 1545 asymptomatickychétd ve wku O — 15 rok ze
stejné geografické oblasti zijici ¥anych oblastech (&sto, vesnice). Velikost vzorku a sila
statistického zhodnoceni byla kalkulovanaied zahajenim studie. Do této studie byly
zarazeny dti prospektivnim zpsobem. Abychom ziskali co nejgi statistickou silu, vSechny
déti kontrolni skupiny byly rozéleny do 16 ¥kovych skupin, abychom mohli zhodnotit
veékovou specifickou prevalenci infek¢gpylori ; 0-1, 1-2, 2-3, 3-4, 4-5, 5-6,6-7, 7-8, 8-9, 9-
10,10-11,11-12,12-13,13-14,14-15, 15-16tuoowasré byly u vSech &t ziskany socio -

demografické udaje. U vSechétd byl ziskan vzorek stolice ke stanoveni baktarial
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kolonizace Zaludmi sliznice pomoci ELISA testu za pouziti monaidmich protilatek.
Rodi¢e nebo zakonni zastupci doplnili dotaznik za pdgkgjnych kritérii.

Dle obecnych mezinarodnich dopéeuni, vSechny mozné faktory, které by mohly ovlivnit
presnost testu ze stolice byly brany do Gvahy. VSedfet byly zjevre zdravé a nesty
Zzadné znamky akutni nebo chronické choroby. ¥yhaci kritéria ze studie byla; uzivani
antibiotik, antisekréni &by, prokinetik, vizmutovych prepatéhebo protizagtlivych léka 2
mésice ped odlrem vzorki stolice. Ze studie byly dale ¥gzeny dti s akutnim nebo
chronickym onemoamim Zaludku, abdominnim chirurgickym z&krokem, raérim
onemocgnim nebo jakymkoliv udajem a@dchozi eradikaci infekdd. pylori.

Soubor kontrolni skupiny byl souasti grantového projektu IGA MZ CR (NI 7399-
3/2003) zangfeného na sledovani prevalence infekckl. pylori u zdravych ¢eskych
asymptomatickych d&ti a vysledky byly publikovany vroce 2009 v ¢asopise

~Helicobacter* (37).

5.1.2 Metodika

Diagnéza JLT u &i byla stanovena na podkiadpozitivity specifickych
autoprotilatek proti thyreoidalni peroxidaze (af) a/nebo proti thyreoglobulinu (antiTG)
a na podkladl ultrazvukového vySétni Stitné Zlazy (snizena echogenita a nepravidelna
textura Stitné zlazy). U vSechketd s JLT byl poté proveden neinvazivni diagnostidkgt
piitomnosti antigenu H. pylori ve stolici (Amplified IDEIQA HpStAR ELISA,
DakoCytomation, Glostrup, Denmark), ktery s vysolgmecifitou a senzitivitou pomaha k
detekci zmi#né infekce (viz neinvazivni diagnostika infekee pylori) (37,39). I¥ti s
pozitivnim nélezem tohoto testu byly podrobeny, gadrzeni informovaného souhlasu

zékonnych zastui¢ diagnostickym vyséenim (viz invazivni diagnostika infekég pylori,
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esofagogastroduodenoskopie- EGDS) s cilem zjistisah a stupe gastroduodenalniho
postiZzeni, izolovat kmeni. pylori a stanovit jejich mikrobiologické charakteristifgjtlivost
na antibiotika, extrakce antigimd. pylori k jejich vyuZziti @i imunologickych studiich). Na
zéklad vysledki invazivnich vySeéeni byly dti s pozitivni infekciH. pylori indikovany k

eradik&ni terapii (viz terapie infekdd. pylori).

5.1.3 Vysledky

JLT

Ze 199 vySeenych dti byla infekceH. pylori potvrzena u 15 &i (14 divek a 1
chlapec), tj. v 7,5%. Bmérny veék téchto cti byl 11,2 +2,3 let. Klinickd hypotyredza byla
piitomna u 3 dti, u 3 dti se jednalo o subklinickou hypotyredzu, ostattti ohély normalni
funkci Stitné Zlazy v dabstanoveni diagnozy JLT (TSH 21,7 +20,7 mlU/l — ]804,0, fT4
10,2+4,8 pmol/l- N 11,5 — 23, autoprotilatky ant®FB06+592 IU/ml — N do 60, antiTG
72211051 IU/ml — N do 60, antiTSH u vSech paadiemegativni). 3 pacienti &i atrofickou
formu JLT, g@isli s klinickymi znamkami &Zké hypotyredzy &etné myxedému, ostatni
pacienti ngli hypertrofickou formu JLT. Sonograficky u dvou genti byla pitomna
lalickovita prestavba Zlazy, v ostatnichiipadech sniZzena echogenita zlazy s nepravidelnou
texturou. 7 dti podstoupilo gastroskopické vyEmti, které potvrdilo chronickou aktivni
gastritidu. Pouze u 3¢t byly ptitomné gastrointestinalni potizé pl. pylori infekci, ostatni

déti byly asymptomatické. Charakteristika souborudere vTabulce 1.
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Kontrolni asymptomaticka skupina

Ze skupiny asymptomatické pediatrické populaces(eké, vesnické), 11Gd z 1545
bylo klasifikovano jakdH. pylori pozitivni, ukazujici na celkovou prevalenci akfiunfekce
H. pylori (7,1%). Souhrn prevalent¢t pylori podle ¥kovych skupin je uveden@rafu 1.
H.pylori prevalence byla signifikantrzavisla na vku ( x2 pro trend, p.001) (37). Podobné
zvySeni bylo zji&no u obou pohlavi. Zadny statisticky vyznamny ronabyl zjis&n mezi
divkami a chlapci (8,4% vs. 5,9%), ani nebyl 2zjStZadny rozdil mezi pohlavim
v jednotlivych ¥kovych skupinach (37). Vzhledem kkové specifické zavislosti prevalence
infekce bylo sotiasré provedeno srovnani €kové odpovidajici kontrolni skupinou (10-13
roka), kde prevalence infekded. pylori dosahla 8,2 % a nebyla také signifikantalliSna od
prevalence infekckl. pyloriv JLT skupii déti.
Nezavislé rizikové faktory asociované s infekti pylori v nasi dtské populaci byly (37):
pocet céti v domacnosti ( OR 4.26; Cl 1.91-9.80), neuplaé&iani otce ( OR 0.23; Cl 0.18-

0.34) a dlouhodoby pobyt v Gstavu (Ustaviig)é(OR6.83;Cl 2.25-26.50).
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Graf 1

Standardizovan prevalence infekce Helicobacter pylori podle v&kowych skupin
chi 2 pro trend (vék vs. prevalence) p=.001

prevalence [%0]

Tabulka 1Charakteristika souboru déti s JLT H. pylori pozitivnich

Patet pacieni 15
Pohlavi (divky/chlapci) 14/1
Pramérny vék (roky) = SD 11,2+2,;3
Funkce &titné Zlazy

Normalni

9
Subklinicka hypofunkcersH 4,2-10 miu/)| 3
Klinicka hypofunkcgTsH > 10 miu/l) 3

Primérna hodnota TSH (N 0,3-4 mIU/I) + SD 21,7 £ 20,7

Praimérna hodnota fT4 (N 11,5-23 pmol/l) + SD 10,2 +4,8

Priména hodnota aTPO (N < 60 IU/ml) £ SD 306 + 592

Praimérna hodnota aTG (N < 60 IU/ml) + SD 722 £ 1051

Protilatky aTSH 0
Forma thyreoiditidy (hypertrofické/atroficka) 12/3
Manifestni gastrointestinalni potize 3

Patet EGDS I




5.1.4 Zawr

Ze 199 dti s JLT byla u 15 nemocnych potvrzena aktivni infce H. pylori, tj. Slo
o 7,5 % infikovanych déti. Ve skupi asymptomatickych di, které byly sotasti nasSeho
grantu IGA MZCR (NI 7399-3/2003) zatteného na sledovani prevalence infekceylori
u zdravychcéeskych dti byla infekce potvrzena u 110 z 154&id(110/1545), 7,1%. Ze
skupiny infikovanych é&ti, 5,8% dti Zila v rodinach ve vSeobecné populaci. Bylat&jia
pozitivni asociace sékem, ale bez zavislosti na pohlavi a vyskyt infekgecastjSi u ckti
Zijicich v nepiznivych socioekonomickych podminkach
Celkové prevalence infekceH.pylori v détském wku je 7,1 % a ukazuje na to, Ze vyskyt
infekce H.pylori v asymptomatické dtské populaci je srovnatelny s vyskytem infekceél.
pylori u pacienti s JLT. Vzhledem k ¥kové specifické zavislosti prevalence infekchl.
pylori v détské populaci bylo sowasré provedeno srovnani s #kové odpovidajici

kontrolni skupinou (10-13 roki), kde prevalence infekceH.pylori dosahla 8,2 % a

nebyla také signifikantné odliSn& od prevalence infekcél.pylori v JLT skupiné déti.
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5.1.5 Diskuse

Vv s

polovinu celos¥tové populace s nejvysSi prevalenci v rozvojovyemizh, kde dosahuje v
détském ¥ku az 90% a mezi do&gmi stredniho ¥ku asi 80%. V pimyslow vyspilych
zemich je prevalence odhadovana mezi 20-50% (ZBR7,

H. pylori se povazuje za hlavnkipinu primarni chronické gastritidy, Zalugiéch a
duodendlnich tedi, MALT lymfoma u déti i dosglych a Zaludeni rakoviny v dosglosti.
Povazuje se také za mozndaicmu nekterych extragastrointestinalnich chorob (sideragen
anémie, idiopaticka trombocytopenicka purpura, eied mellitus, autoimunitni thyreoiditida
a hepatitida, idiopatickéistvni zagty, urtica, alopecia areata, Henoch-Schonleinovayra,
angioedém) (8,11,15,25,38)¢koliv je infekce ziskana vatiském ¥ku, wtSina gchto dti je
asymptomatickych (az 90%). Primoinfekce souvisi seeioekonomickymi podminkami
populace. U jedinc zijicich v lepSich socioekonomickych podminkachpriknoinfekci
dochézi pozgi, pokud k ni vibec dojde (1,38).

Prevalence infekckl. pylori v Ceské republice u asymptomatickéské populace od
0 do 15 let ¥ku je relativié nizka 7,1% a p#&t mezi nejnizsi v Evrap (37). V rdmci této
studie o prevalenci infekdd. pylori v Ceské republice u asymptomatick&ské populace od
0 do 15 let ¥ku jsme vy3eili v CR celkem 1545 asymptomatickychtidod 0 do 15 let &ku,
zastoupeni chlajicbylo 49,3%. Vyskyt infekceipd 4. rokem zivota byl v této studii velmi
nizky (0,5%). Prevalence infeké& pylori v détském ¥ku se v naSi &ské populaci od 1.
roku zivota do obdobi dospivani 15 let postupignifikantré zvySuje v zavislosti naéku v
dusledku kohortového efektu (37). Pe&me nizka prevalence odrdzi Gdaje z dalSich
vyspilych zemi a potvrzuje klesajici trend vyskytu irdekH. pylori pravépodobré v

zavislosti na zlepSujicich se socigkkonomickych a hygienickych podminkach v rodingch

47



Ceské republice (37). Jind je situace mezskymi dtmi s klinickymi symptomy
(nonulcerdzni dyspepsii), kde je prevalence téfekoe [iblizné 25% (36).V této studii
autai také potvrdili vySSi pozitivitu infekceH. pylori ve skupig déti praw s nizkou
socioekonomickou urovni (36), coz bylo dale potwmzes posledni epidemiologické studii
(37).

Autoimunitni  gastritida je organév specifické autoimunitni onemagam
charakterizovanéifiomnosti protilatek proti parietalnim ikdm. Cilovym autoantigenem je
H+,K+-ATPaza lokalizovana intracelul&a na apikalni membrarzaludeénich parietalnich
gastritidy. Byl nalezen vztah mezi atrofickou gaistou a infekciH. pylori (20) a zkiZzen&a
reaktivita meziH. pylori a Zaludeéni sliznici (9). U pacietits pozitivnimi protilatkami proti
parietdlnim biikam byla ¢asgji zjiStovana aktivni infekceH. pylori oproti zdravym
kontrolam (28). Guariso a spol. zjistili statisgickyznamny vztah mezi infekddl. pylori u
déti a pitomnosti protilatek proti parietalnim tikém v jejich séru (18). Aspinall a spol.
upozornili na to, Ze infekcEl. pylori miZe byt trigrem gastrické autoimunity mechanismem
molekularni mimikry mezi lipopolysacharidelrh pylori a Lewis antigeny exprimovanymi na
epitelialnich bikach Zaludeni sliznice (2).
nékterym extragastrointestinalnim onem&eim etrg autoimunitnich onemoéni jako
autoimunitni  thyreoiditida, Sjogréa syndrom, diabetes mellitus a autoimunitni
trombocytopenickd purpura (8, 11, 15). Emilia aolspupozornili na normalizaci
trombocytopenie u idiopatické trombocytopenicképomy po eradikaci infekcéd. pylori
(13). Marollo a spol. publikovali zvySenou prevalemfekceH. pylori u pacieni s diabetes
mellitus typu 1 (25)Existuje rekolik studii o gitomnosti gastrickych a dalSich orgasov

specifickych autoprotilatkach wi s infekciH. pylori. Barrio a spol. nalezl protilatky proti
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parietélnich biskdm u 6% dti a mladych dosflych s inzulin-dependentnim diabetes mellitus
a infekci H. pylori (3). Guariso a spol. porovnali prevalenci organ®pecifickych
autoprotilatek u skupiny 56 paciént s infekci H. pylori potvrzenou gastroskopickym
vySetenim se skupinou 68étl, u kterych byla infekce ip gastroskopickém vySini
vylou¢ena. Pimérny vék v této studii byl 10,5 roku (medidn 4-19). VSichpacienti byli
testovani na iftomnost protilatek proti parietdlnim ikam, vnitnim faktoru,
thyreoglobulinu, kfe nadledvin, pankreatu (dekarboxyldza kyselinyaghdvé). Frekvence
organo¥ specifickych autoprotilatek byla vyssi u skupinytids pozitivni infekciH. pylori.
Statisticky vyznam& byly zvySené pedevSim protilatky proti parietalnim ikam u skupiny
déti s pozitivni infekciH. pylori. V této skupig byly s vysSi frekvenci zji8hé také
thyreoidalni a pankreatické autoprotilatky, i kdygzdily nebyly statisticky signifikantni.
Pritomnost autoprotilatek nebyla spojena s klinickyaiiznaky onemoac#ni a s hormonalnimi
zmenami (18). Organay specificka autoimunitni onema#m jsou chronickad onemoeni s
dlouhym preklinickym obdobim charakterizovanyuitgmnosti specifickych autoprotilatek.
Guariso a spol. si kladou otédzku serologického jgvepecifickych autoprotilatek po
eradikaci infekceH. pylori, zda eradikace infekcete zastavit klinicky vyvoj autoimunitni
gastritidy a/nebo dalSich autoimunitnich oneno¢ii18).

O vyskytu infekceH. pylori mezi dtmi s JLT je znamo velmi malo. V italské studii
(21) potvrdili infekci H. pylori u dti s JLT ve 26,7 % (pozitivita hodnocena na podklad
piitomnosti cirkulujicich protilatek protil. pylori detekovanych ELISA testem zaloZzenym na
monoklonalni protilatce proti 64-kDA specifickémutigenu H. pylori). DalSi dostupna
studie u dti ukazala sérologickou pozitivitu protilatek pgrbt pylori (IgG protilatky néfeny
ELISA testem) u &i s JLT ve 20,9% (29).

V naSem souboru 199¢tdl s JLT byla potvrzena aktivni infekdd. pylori u 15

pacienti vySetenim gitomnosti antigentd. pylori ve stolici (HpSTAR, DAKO Cytomation,
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metoda zaloZzen& na monoklonalnich protilatkdch§ldjo 7,5 % infikovanychdtli. Vysledek
je tedy srovnatelny a nevykazuje vyznamné odlidrogirevalenci této chronické infekce u

zdrave dtskéceské populace od 0 do 15 leku, kterd je 7,1% (37).
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5.2 Soubor, metodika, vysledky a za¥ (Cil 3.2 )

Rozbor naSeho souboru pacierit s juvenilni lymfocytarni thyreoiditidou z hlediska
zastoupeni pohlavi, ¥kového rozloZzeni souboru, funkce S&titné Zlazy a pibizity
autoprotilatek proti Stitné Zlaze v dol# stanoveni diagnozy JLT, @idruzenych dalSich
autoimunitnich chorob, pozitivity rodinné anamnézyz hlediska vyskytu autoimunitnich

chorob a patu sourozeneckych dvojic s autoimunitnimi chorobami

5.2.1 Soubor

V souwasné dob je evidovano v endokrinologické ordinaceét®ké kliniky FN a LF
UK Plzen celkem 270 paciefit s thyreopatiemi. V  souboru jednoZn&a prevaZzuji
autoimunitni thyreopatie u 246&td (15 diti Graves-Basedowova choroba, 23%i dILT),
pouze malou sloZzku souboru vgbhw 24 diti tvori pacienti s kongenitalni hypotyre6zou
Graf 2. S chorobami stitné Zlazy z nedostatku jédu se galtasné dob nesetkavame.
Ve skupirg déti s kongenitalni hypotyred6zou ve skallitearnimi Udaji fevazuji pacienti s
dysgenezi stitné Zlazy v 15ipadech (62,5%), u &t je pritomna dyshormonogeneze §titné
Zlazy. Ve 3 pipadech se jednalo agrhodnou formu kongenitalni hypotyre6zy uskédku
zablokovani Stitné Zlazy plodurgmesenymi blokujicimi antiTSH protilatkami od mate
ktere trgly atrofickou formou chronické lymfocytarni thyrelitidy. Lécba levothyroxinem u
téchto ctti byla pouze fechodna do 2-3 #siai véku, kdy jsme mohli s klesajici hladinou
antiTSH protilatek u &i Iébu postupa ukortit. Pritomnost vysokych titr blokujicich
antiTSH protilatek byla zjisha u matek az v souvislosti s patranim po etiolkgrgenitalni

hypotyredzy u jejich éti.
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5.2.2 Metodika

Diagn6za JLT byla stanovena na podkladzitivity specifickych autoprotilatek proti
thyreoidalni peroxidaze (antiTPO) a/nebo proti ¢doglobulinu (antiTG) a na podklad
ultrazvukového vyséeni stitné Zlazy (snizena echogenita a nepravidekiara Stitné Zlazy).
V 95% pipadi byl prvnim giznakem vedoucim k diagnéze JLT v naSem soubolpajrd

nalez suspektni strumy.

5.2.3 Vysledky

Ve skupirg 231 diti s JLT bylo 178 paciedtzenskéhgohlavi (77%) a 53 muzského
pohlavi (23%)Graf 3. Vékové rozloZzeni souborusti s JLT v dok stanoveni diagn6zy: 0-10
let 79 dti (34%), z toho do 6 let 14¢d (6%), 11-18 let 152 di (66%) Graf 4. Nejmladsi
pacient s JLT v souboru byl 3 lety a v daftanoveni diagn6zy v tomtasku byla jiz
piitomna €Zka hypotyredza (TSH 45,0 miU/I, N 0,3-4).

Z hlediskafunkce S&titné Zlazyv dok® stanoveni diagnézy JLT & hypofunkci stitné Zlazy
137 dkti (59,3%), 91 paciefit(39,4%) n&lo normalni funkci Stitné zlazy a 3 pacienti (1,3%)
zatali prechodnou tyreotoxickou fazi s postupnyieghodem do hypotyredéz@raf 5. 72
pacienti (52,6%) s hypofunkci Stitné Zlazylnhypofunkci subklinickou (TSH 4,2-10 miU/l)
a 65 pacierit (47,4%) hypofunkci klinickou, z toho 3C:tdl (46%) nElo v doke stanoveni
diagnézy TSH > 50 mIU/I, klinickyiitomny myxedém a stoupajiélesna hmotnost, u &t
byla sotasre piitomna poruchaiistu se zpomaleniniistového tempaiptézké hypotyredze,

u 2 ckti byl patrny jednoznay vliv pozdni diagnézy na jejich finalni vySku).d8ti s touto

52



t¢Zkou hypotyredzou #o atrofickou formu thyreoiditidy, blokujici antiFE protilatky byly
negativni.

Z hlediskapozitivity autoprotilatek proti Stitné Zldze v doke stanoveni diagnézy JLT byla u
140 pacient (60,6%) pitomna pozitivita jak antiTPO, tak antiTG autopldtiék. U 47 dti
byly piitomny pozitivni pouze antiTG autoprotilatky (20,8%u 36 dti piitomny pozitivni
pouze antiTPO autoprotilatky (15,6%). 8 pacief,5%) n¢lo autoprotilatky proti Stitné
Zlaze negativni, ifitomna struma s hypofunkci Stitné Zlazy, sonogksfitdlez jednoznmy z
autoimunitnino procesu (snizend echogenita, negela textura Stitné Zlazy s
hypoechogennimi okrsky tk&nGraf 6.

Pozitivnialergicka anamnézau pacieni s JLT byla pitomna u 56 &i naSeho souboru 231
déti (24,2%). V 95% fpadi se jednalo o polyvalentni aler@iraf 10.

103 cti (44,6%) z 231 paciedtmelo pozitivni rodinnou anamnézu autoimunitni choroby

u rodite, prarodie nebo u sourozence. Pouze veiadech (1,3%) bylo autoimunitni
chorobou u rodie nebo prarode postizeno muzské pohlavi. V 7dgadech (71,8% ) byla u
rodice nebo prarode gritomna chronicka lymfocytarni thyreoiditis, v 18gadech (15,5%)
Graves-Basedowova choroba, ve 12,7% jind autoimunihoroba (systémovy lupus
erythematodes, revmatoidni artritida, celiakiepdias mellitus typu 1, vitiligograf 7.

V souboru 231 &i s JLT ntlo 17 pacient (7,4%) sourozence s autoimunitnim
onemocrénim Graf 8. NejcasgjSi autoimunitni chorobou byla u sourozerdd.T. Tabulka 2
uvadi gehled vSech autoimunitnich chorob u souroéegracient s JLT.

Pridruzené autoimunitni onemocréni v souboru 231 &i s JLT bylo pitomno u 35 paciefit
(15,2%)Graf 9. Prehled gidruZzenych autoimunitnich onemaen uvadiTabulka 3. U dvou
pacienti byla stanovena diagnéza Autoimunitniho polyglaachiho syndromu typu 2 a 3
(APS 2, APS 3). U pacienta s APS 2 byla nejprvagaostikovana akutni adrenalni

insuficience v 17 letechéku, po zahdjeni substituce glukokortikoidy a mitatartikoidy se
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manifestoval diabetes mellitus typu 1, &sre byla pitomna JLT se subklinickou
hypofunkci §titné Zlazy. Vysoké protilatky proti -2hydroxyldze potvrdily autoimunitni
adrenalitidu. U pacienta s APS 3 se nejprve maWeda totalni alopecie a JLT, pékolika

letech se manifestoval diabetes mellitus typu 1.
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5.2.4 Diskuse

Ve shod s literarnimi udaji (22) i v naSem souboru 2&di s JLT prevazovalo
jednoznatné postizeni u Zenského pohlaviTuto skuténost dale potvrzuje rozbor rodinného
vyskytu autoimunitnich chorob u naSich paciestJLT, kdy ve 100 ijpadech byl postizen
rodi¢ nebo prarodi Zenského pohlavi, pouze ve 3pgadech se jednalo o jedince muZzského
pohlavi.

24% nasSich pacietitmélo pozitivni alergickou anamnézu potvrzujici genetickou
dispozici k imunopatologickym reakcim &chto jedindé. Tato skuténost by n¢la mit dopad
do Klinické praxe, to znamena u jeding pozitivni alergickou anamnézou myslet na mozny
VyVOj autoimunitni imunopatologické reakce.

3,5 % naSich pacieints JLT ng&lo negativni autoprotilatky proti Stitné Zlaze, coz
diagn6zu JLT nevykuje. Z naSich klinickych zkuSenosti vyplywdznam vySefovani
piritomnosti antiTSH protilatek (blokujicich) u pacienti s JLT Zenského pohlavi.Tito
jedinci maji tSinou atrofickou formu thyreoiditidy séikou hypotyre6zou (22,40).
Transplacentasprenesené antiTSH protilatky blokuji Stitnou Zlazplodu v pfibéhu celé
gravidity, takZze plody jsou p¥nzavislé trvale na saturaci tyroxinem od matekrébaaji
substiténi terapii @i hypotyreéze (14). Tyto Zeny s pozitivnimi blokaini antiTSH
protilatkami by proto iy byt disledré dispenzarizovany po celou graviditu z hlediska
adekvatni substitini terapie a v tomto sfru by nely byt pouweny o nezbytnosti jejich
adekvatni |8by pro normalni vyvoj plodu. WEthto Zen v gravidét mizeme také predikovat
moznost pechodné formy kongenitalni hypotyre6zy u jejicktida diagn6zu potvrdit
vySetenim TSH pimo z pupeénikové krve novorozence &srEji tak postnatalé zahajit
substituci levothyroxinem. Tatodga je pouze i@chodna v souvislosti s postupnou eliminaci

pienesenych antiTSH protiladtek u @é& (14). V naSem souboru 24tds kongenitélni
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hypotyreézou jsme tutor@chodnou formu kongenitalni hypotyredzy diagnosti#iou 3 dti
(12,5%). Ve vSech ffpadech pitomnost blokujicich antiTSH protilatek @chto Zen v
gravidit nebyla diagnostikovdna. Ke kame& diagn6ze s potvrzenim vysokych ttitr
blokujicich antiTSH protilatek (> 40,0 IU/ml, N dg5 IU/ml) u matek a jejichali nas vedla
az anamnézaéiké hypotyredzy ¥ atrofické form& autoimunitni thyreoiditidy u matek
novorozend. Z naSich Kklinickych zkuSenosti vyplyvad dop&eni vySetovat antiTSH
protilatky u Zen s autoimunitni thyreoiditidou regatku gravidity.

Dulezitym (ddajem v naSem souboru je st vysoké frekvence vyskytu
autoimunitnich onemocréni v rodinach naSich paciend s JLT (44,6%). Zachyt &zké
primérni hypofunkce §titné Zlazy gkolika déti byl v rodinach s jasnou genetickou dispozici
k autoimunitnim onemoeénim. Z toho jednozrimé plyne otdzka dispenzarizace jeding v
takto postizenych rodinach Pozdni diagnéza&iké primarni hypotyredzy vétském ¥ku se
negativié projevi na @istu a vyvoji digte s moznymi trvalymi nasledky. My sami jsme
pozorovali ve dvou ipadech vliv pozdni diagnozgzké primarni hypotyredzy na finélni
vySku ckti. Diagn6za primarni hypotyredzy wéchto dti byla pozdni, kdy $ zpétném
vyhodnoceni istové Kivky v doke periody stabilniho &ského @istu po dobu &kolika let
bylo patrné zpomaleni a postépaZz zastavaistu €chto dti. Po normalizaci funkce Stitné
Zlazy doslo k idistové akceleraci, ale siéasré pro tyto pacienty Kk néfznivé ¢asnému
nastupu izosexudlini puberty. V sasné dob mame moZnost uéthto pacient s
negiznivou 1istovou progndézou blokovat centralni izosexualni epttb analogy
gonadoliberinu a zlepsit takistovou prognézu di. Na naSem pracovisti nyni blokujeme
centralni izosexudlni pubertu u jednoho chlapceusot problematikou. V klinické praxi je
nezbytné této situacirpdchézet sprdvnou monitoradstu cti s casnym odhalenimifiny

rastové poruchy.
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Nejcastji se vyskytujicimi autoimunitnimi chorobami v rodich nasSich pacieinbyla
chronickd lymfocytarni thyreoiditis téthv 72% a Graves-Basedowova choroba v 15,5%,
stejre tak u sourozenicnasich pacieritse také népstji vyskytovala JLT. Tedy i v naSem
souboru dokladujemenejéastéjSi vyskyt autoimunitnich onemocréni S§titné Zzlazy z
autoimunitnich onemocréni (22).

35 pacienfi (15,2%) z 231 dti mélo p¥idruzené autoimunitni onemocréni. Ve 13
piipadech se primaéndiagnostikovalo jiné autoimunitni onemaain i neendokrinnich
organi, az po té s odstupem ékolika let byla stanovena diagnéza JLT. U padientiabetes
mellitus typu 1 obechcilere patrdme po iitomnosti JLT a celiakie. ZkuSenosti na naSem
pracovisti potvrzuji nutnost aktivniho vyhledavaiiT u pacient s chronickymi sevnimi
zarety. V souboru naSich 32 paciéns chronickymi sevnimi zagty (19 pacient s m.
Crohn, 13 pacieiit s colitis ulcerosa) jsme stanovili diagn6zu JLZ ge subklinickou
hypotyre6zou u 3 paciehi9,4%). U pacierits vyvojem dvou autoimunitnich onemean
(nap. JLT, vitiligo) je dle naSich klinickych zkuSenbddyto pacienty dilezité sledovat z
hlediska vyvoje dalSi mozné autoimunitni choroby rjen klinicky, ale i laboratorné
(sledovani vyvoje organo¥ specifickych autoprotilatek). My sami jsme takto zachuytili
preklinickou fazi diabetes mellitus typu 1 u pat#es totalni alopecii a s JLT &epesli jsme
tak moznému vyvoji diabetické ketoacid6zy. V torstiéru je feba také myslet na moznost
vyvoje Zivot ohrozujici adrenalni insuficience i nepoznané autoimunitni adrenaliticg.

Na tomto mist je treba pipomenoutdispozici k JLT u nékterych genetickych
syndromi (Turnerav syndrom, Downiv syndrom, Klinefelterav syndrom). Déti s
Turnerovym syndromem jsou indikovany Kbé raistovym hormonem pro poruchustu,
ktera tento syndrom provazi. Nepoznana primarniotypo6za p JLT by u €chto dti
negativié ovlivnila ristovou prognozu iies I€bu tistovym hormonem. V naSem souboru 14

pacientek s Turnerovym syndromem je u 4 z nich6@8,piitomna JLT s hypofunci Stitné
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Zl4zy, ktera je date kompenzovana naclé. Prevalence JLT u pacientek s Turnerovym
syndromem v naSem souboru je ve shediddvanou prevalenci échto dti 22-62% (45). Z
opaného pohledu jeidezité u dti s JLT a sotasré malym vzfistem myslet na diagnozu
Turnerova syndromu. Naéjlad mozaikova forma Turnerova syndromu by mohla
fenotypicky uniknout diagnéze. Na naSem pacovidtigeme pacientku od 13 letku, kterd

jiz nekolik let byla I&ena pro JLT s hypofunkci Stitné Zlazy a k diagndzenerova
syndromu vedla az opoath puberta. Divka rostla dlouho line&ma 3. percentilu, ale zcela

mimo své geneticky predikované pasmo dané vySkaduitr.

Graf 2 Zastoupeni thyreopatii v naSem souboru 270&ti

Thyreopatie

M JLT ™ GBchoroba L kongenitalni hypothyredza

9%
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Graf 3Zastoupeni pohlavi v souboru 231 é&ti s JLT

JLT - zastoupeni pohlavi

H divky M chlapci

23%

Graf 4 Vékoveé rozlozeni souboru 231 éi s JLT

JLT - vékové rozlozeni

M 11-18let
i 0-10let
i do 6 let
M nad 6 let
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Graf 5 Funkce §titné zZlazy v dob stanoveni diagnézy JLT v souboru 231 i

JLT - funkce

hyperfunkce
1,3%

Graf 6 Pozitivita autoprotilatek v dobé stanoveni diagndzy v souboru 231éti s JLT

JLT - autoprotilatky

MaTPO MWaTG WaTPO+aTG M negativni
3%
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Graf 7 Pozitivni rodinnd anamnéza autoimunitnich onemocéni v souboru 231 @éti
sSJLT

JLT - pozitivni rodinna anamnéza
autoimunitnich onemocnéni

autoimunitni
thyreoiditis
32%

GB choroba
7%

6%

Graf 8 Sourozenci s autoimunitnimi chorobami v souboru 2Bpacienti s JLT

JLT - sourozenci s autoimunitnimi chorobami

GB choroba
0,4% DM1
- 0,9%

ITP
0,4%

sklerodermie
0,4%

61



Graf 9 PFidruZena autoimunitni onemocréni v souboru 231 pacieni s JLT, jejich

piehled uvadi tabulkag. 2

JLT - pfidruZzena autoimunitni
onemocneéni

Graf 10Pozitivni alergicka anamnéza v souboru 231 pacieits JLT

JLT - pozitivni alergicka anamnéza

H negatvni M pozitivni
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Tabulka 2 Autoimunitni onemocnéni u sourozena@ pacienti s JLT

Autoimunitni onemocnéni u sourozend Pocet sourozend
pacienti s JLT (7,4%)

Juvenilni lymfocytarni thyreoiditis 12 (5,2%)
Diabetes mellitus typu 1 2 (0,9%)
Graves-Basedowova choroba 1 (0,4%)
Idiopaticka trombocytopenicka purpura 1 (0,4%)
Sklerodermie 1 (0,4%)

Tabulka 3PFidruZzena autoimunitni onemocréni u pacienti s JLT

Pridruzené automunitni onemocreni (15,2%) Pocet pacienti s JLT
E,)BI\Ie:’bSetzei ngllct:lijesntt),/ F,)Dl\JPls 3 — 1 pacient) 19 (8,3%)
Celiakie 3 (1,3%)
Morbus Crohn 3 (1,3%)
Colitis ulcerosa 1 (0,4%)
Systémovy lupus erythematodes 1 (0,4%)
Sjogreriiv syndrom 1 (0,4%)
Juvenilni idiopatické artritida 1 (0,4%)
Vitiligo 1 (0,4%)
Sklerodermie 1 (0,4%)
Alopecie totalni 2 (0,9%)
Idiopaticka trombocytopenicka purpura 1 (0,4%)
Autoimunitni hemolytickd anémie 1 (0,4%)
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5.3 Soubor, metodika, vysledky a za¥ (Cil 3.3)

Posouzeni imunologické reaktivity u pacient s JLT H. pylori pozitivnich a negativnich a
u zdravych kontrol H. pylori pozitivnich a negativnich stanovenim mnozstvi a shtra
produkovanych cytokini a chemokini bazalné a po stimulaci krevnich
mononuklearnich bunék lyzatem H. pylori a jeho antigeny metodou proteinové
microarray. Vysledky byly publikovany vroce 2009 wasopise ,Experimental and

Clinical Endocrinology & Diabetes”.

5.3.1 Soubor
Soubor — JLT

VySeteno bylo celkenb3 pacienti s JLT, a sice za bazalnich podminek, po stimulaci
celymH. pylori a dale po stimulaci izolovanym lipopolysacharideimpylori. Tato skupina

byla dale rozélena naskupinu H.pylori pozitivni (THP, n=20) anegativni (THN, n=33).

Soubor — kontrolni skupina

Zarover byly stejnym testm podrobeny PBMNc odebrankontrolni skupiné
zdravych divek, celkem se jednalo 40 divek Divky byly ot rozcleny podleH.pylori
pozitivity na pozitivni a negativni skupin@0 divek bylo H.pylori pozitivhich - CP, 20
divek negativnich — CN) Kontrolni divky byly ze stejné socioekonomickéigiuy a jejich
pramérny wk byl 15 let (rozmezi 7-26 let). Charakteristikacigati s autoimunitni

thyreoiditidou je uvedenaTabulce 4
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Tabulka 4 Charakteristika pacienti s autoimunitni thyreoiditidou

skupina Pacienti s JLT Pacienti s JLT
H.pylori pozit. H.pylori neg.
Poget pacienti 10 23
Vék (roky) Median/rozmezi 15/7-26 15/7-26
Forma thyreoiditidy Hypertrofick&/atroficka 8/2 21/2
Manifestni gastrointestinalni potize 5/10 0
Hormonalni substituce 10 23
Doba od diagnézy JLT do odiéru vzork 5/0-24 6/0-18

Median/rozmezi (mésice)

5.3.2 Metodika

Krevni mononuklearni hiky byly izolovany z heparinizované periferni Zilkive

studovanych jedincs JLT H. pylori pozitivnich, negativnich a zdravych kontrol metodo

hustotni gradientové centrifugace na Ficollu. ImMagizka reaktivita byla pak posuzovana

stanovenim jejich bazalni produkce cytakenchemokifi a po stimulaci lyzaterhl. pylori a

jeho LPS metodou proteinové microarray. Celkem limddnoceno 23 cytokina chemokif

(viz 4.4. Metodika proteinové microarray, cytokiayxhemokiny)
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5.3.3 Statistick& analyza

Pro porovnéniit a vice skupin byl pouzit Kruskal-Wallis test. Rvorovnani dvou
skupin mezi sebou byl pouzit Mann-Whitney test. don Signed Ranks Test byl pouzit v
kazdé skupi# pro porovnani bazalni a poststimtila odpodi. Pro zjiS&éni zavislosti byl
pouzit Spearmaltv koeficient. Hladina vyznamnosti p < 0.05 byla ppevana za statisticky

vyznamnou.
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5.3.4 Vysledky

Vysledky bazalni a poststimul&ni produkce cytokini a chemokini po stimulaci lyzatem

H. pvylori a jeho lipopolysacharidem

5.34.1

Th1 cytokiny (IFN-vy, IL-2, TNF-B)

Statisticky vyznamné zvySeni produkce IFNpo specifické stimulaci bylo
pozorovano u zdravych kontrél. pylori negativnich ve srovnani s jedinci s JHIpylori
negativnimi (p=0.035 po stimulaci LPS, p=0.021 fimslaci lyzatemH. pylori), stejré tak
ve srovnani s jedinci s JLTH.pylori pozitivnimi (p=0.011 po stimulaci LPS, p=0.004 po

stimulaci lyzatenH. pylori. Graf ¢.11
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Graf ¢. 11 Signifikantni zvySeni produkce IFNy po stimulaci LPS a lyzatemH.pylori u

skupiny negativnich kontrol
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5.3.4.2

Th2 cytokiny (IL-4, IL-5, IL-13)

Zdravé kontrolyH. pylori negativni reagovaly jako po stimulaci LPS, taksgimulaci
lyzatemH. pylori snizenou produkci IL-5. Zdravé kontrol. pylori negativni ndly nizsi
rozdil v produkci IL-5 (stimulovana minus bazalnégukce) po stimulaci LPS ve srovnani s
jedinci JLT H. pylori negativnimi (p=0.013), stejntak s jedinci JLTH. pylori pozitivnimi
(p=0.09). Nepozorovali jsme statisticky vyznamnzgdity v produkci IL-4 mezi skupinami.

Graf €. 12
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Graf ¢ 12 Signifikantni snizeni produkce IL-5 po stimulaci LPS a lyzatemH.pylori u

skupiny negativnich kontrol
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5.3.4.3

Th3 cytokiny (IL-10, TGF-B)

Zdravé kontroly H. pylori negativni nereagovaly zvySenim produkce IL-10 po
specifické stimulaci LPS ve srovnéni s jedinci H.Tpylori negativnimi (p=0.028), stejrtak
ve srovnani s jedinci JLH. pylori pozitivnimi (p=0.026). Opana situace byla pozorovana u
TGF-B. Zdravé kontrolyH. pylori negativni ndly vyssi produkci TGFB po stimulaci LPS ve
srovnani se vSemi ostatnimi skupinami (p=0.015n@dILT H. pylori negativni, p=0.015
jedinci JLTH. pylori pozitivni, p=0.001 zdravé kontroH. pylori pozitivni). Jedinci JLTH.
pylori negativni mli vy3Si produkci TGH po stimulaci LPS ve srovnani se zdravymi
kontrolami H. pylori pozitivnimi (p=0.01), steghtak ve srovnani s jedinci JLH. pylori

pozitivnimi (p=0.026)Graf. ¢. 13A, 13B
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Graf 13A Signifikantni snizeni produkce IL-10 po stimulaciLPS u skupiny negativnich

kontrol
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Graf 13B Signifikantni zvySeni TGF$ 1 produkce po LPS stimulaci u skupiny
negativnich kontrol a THN (pacienti JLT H. pylori negativni)
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5.34.4

Prozanétlivé cytokiny (IL-1, IL-6, TNF- a)

Jedinci H. pylori pozitivni reagovali na stimulaci LPS zvySenim dukce IL-6
nejvice ve srovnani se vsemi ostatnimi skupinamd @22 jedinci JLTH. pylori negativni,
p=0.001 zdravé kontrolii. pylori negativni, p < 0.0001 zdravé kontraty pylori pozitivni).
Jedinci JLTH. pylori negativni nili niz8i vzestup v produkci IL-6 po stimulaci LP®M
jedinci H. pylori pozitivni, ale vysSi nez zdravé kontrdlly pylori pozitivni (p=0.015)Graf
¢. 14 Jedinci JLTH. pylori negativni produkovali po stimulaci LPS vySSi mreZ3NF-a ve
srovnani s jedinci JL'H. pylori pozitivnimi (p=0.042), stefntak ve srovnani se zdravymi
kontrolamiH. pylori pozitivnimi (p=0.009). Zdravé kontroli. pylori pozitivni meély nizsi
produkci tohoto cytokinu po stimulaci LPS ve sravh&e zdravymi kontrolami. pylori

negativnimi (p=0.007).
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Graf ¢. 14 ZvySeni produkce IL-6 po stimulaci s LPS zejména skupiny THP (pacienti

s JLT H.pylori pozitivni)
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5.3.4.5

Chemokiny (GRO, GRO-u, IL-8, MCP-1,-2,-3, MIG, RANTES)

Chemokinova reakce po stimulaci lyzatem H. pylori

Jedinci JLT H. pylori negativni statisticky vyznanminzvysili produkci IL-8 po
stimulaci lyzatemH. pylori (p<0.0001) ve srovnani s jedinci JIH. pylori pozitivnimi.
Jedinci JLTH. pylori negativni signifikant& zvysili produkci GRO ve srovnani se zdravymi
kontrolami H. pylori negativnimi (p=0.012), IL-8 (p=0.006), MIG (p=0&), RANTES
(p=0.001) a ve srovnani se zdravymi kontrol&mpylori pozitivnimi sniZili produkci MCP-1
(p=0.042). zZdravé kontrolyH.pylori pozitivni nely ve srovnani s jedinci JLH. pylori
negativnimi po stimulaci lyzatenH. pylori vy3Si produkci d&chto chemokif: GRO-u
(p=0.027), MCP-2 (p=0.001), MCP-3 (p=0.002) a MI@=0.026). Jedinci JLT. pylori
pozitivni spiSe snizili chemokinovou produkci. Tditgo signifikantni pro GRQx (p=0.006),
IL-8 (p<0.0001), MCP-1 (p=0.012), MCP-2 (p=0.001)MdG (p=0.033) ve srovnani se
zdravymi kontrolamiH. pylori pozitivnimi. Skupina zdravych kontrdf. pylori pozitivni
méla také vyssi chemokinovou produkci ve srovnanizdeavnymi kontrolamiH. pylori
negativnimi [signifikantni pro GRO (p=0.008), GROp=0.004), IL-8 (p=0.002), MCP-1

(p=0.007), MCP-2 (p=0.02), MCP-3 (p=0.047) MIG (p3®%)].

Chemokinova reakce po stimulaci LPS

Jedinci JLTH. pylori negativni produkovali nizS§i mnozstvi MCP-2 ve srawi s
jedinci JLT H. pylori pozitivnimi (p<0.0001), ale vy3Si mnozstvi GRO @®#94), MCP-1

(p=0.046), MCP-3 (p=0.025), MIG (p=0.019) a RANT&Ssrovnani se zdravymi kontrolami
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H. pylori negativnimi. Jedinci JLTH. pylori pozitivni produkovali vy§8i mnozstvi GRO
(p=0.005), MCP-1 (p=0.042), MCP-2 (p=0.041), MCP{8=0.029), MIG (p=0.017) a
RANTES ve srovnani se zdravymi kontroldrhipylori negativnimi a nizS§i mnozstvi IL-8 ve
srovnani se zdravymi kontrolarhi. pylori pozitivnimi (p=0.033). Zdravé kontrol. pylori
pozitivni mely také vysSi chemokinovou produkci po stimulaciS¥e srovnani se zdravymi
kontrolamiH. pylori negativnimi [signifikantni pro GRO (p=0.018), IL{=0.003), MCP-1

(p=0.042) a RANTES (p=0.017) ].

5.3.4.6

Rustové faktory a dalSi cytokiny (G-CSF, GM-CSF, IL-3-7,-15)

Reakce po stimulaci lyzatem H. pylori

Jedinci JLTH. pylori negativni produkovali vice G-CSF (p=0.005) a Il(p#0.001)
ve srovnani se zdravymi kontrolafdi pylori negativnimi. Jedinci JL'H. pylori pozitivni
spise zvysili signifikant& produkci G-CSF (p=0.003), GM-CSF (p=0.033) a lip#0.023)

ve srovnani se zdravymi kontrolaii pylori negativnimi.

Reakce po stimulaci LPS

LPS stimuloval produkci G-CSF (p<0.0001), GM-CSEQ®O07) a IL-7 (p=0.005) u
jedinar JLT H. pylori negativnich (signifikanth ve srovnani se zdravymi kontrolarhi.
pylori negativnimi) a IL-15 (p=0.022), tento signifikahtrozdil byl také pozorovaniip

srovnani jedif JLT H. pylori negativnich a zdravych kontrél. pylori pozitivnich. Zdravé
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kontroly H. pylori negativni signifikanté snizily produkci G-CSF (p<0.0001), GM-CSF
(p=0.005) a IL-7 (p=0.003) ve srovnani s jedincl H. pylori pozitivnimi, ktei méli vysSi

produkci €chto chemokin.
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Vliv dalSich faktori na vysledky proteinové microarray

S vysledky proteinové microarray byl korelovagk\pacient, hormondlni funkce a
autoprotilatky proti Stitné Zlaze. StarSi pacieetiskupiny JLTH. pylori pozitivni vykazovali
vySSi reaktivitu proti lyzatiH. pylori nez mladsi jedinci ggdevSim u produkce GM-CSF,
r=0.975, p=0.005) a naopak starsi jedinci éné@agovali na stimulaci LPS fgdevSim v
produkci IL-7, r=-1). Ve skup#& JLT H. pylori negativni se reaktivitat¢i H. pylori a Vi
LPS sniZovala se stoupajicirtkem (detekovano u MCP-2,3, MIG a IL-2 produkce:r63D,
p=0.038, r=-0.676, p=0.022, r=-0.604, p=0.049 &sF71, p=0.005).

NiZ8i titr protilatek proti thyreoidalni peroxidabyl spojen s niz8i bazalni hladinou
IL-6, IL-10 a IL-15 (r=-0.691, p=0.019, r=-0.782=@004, r=-0.645, p=0.032). Ostatni
antithyreoidalni autoprotilatky, stegjnak hladina TSH a hladiny dalSich hormastitné zlazy

nevykazovaly vliv na vysledky studie.
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5.3.5 Zawr

Imunologickd reaktivita k lyzatuH. pylori a LPS se liSila mezi studovanymi
skupinami.Jedinci JLTH. pylori pozitivni i zdravé kontrolyH. pylori pozitivni vykazovali
masivni chemokinovou odp&¥ na stimulaci krevnich mononuklearnich BkilyzatemH.
pylori i jeho lipopolysacharidem. & s JLT H.pylori pozitivni produkuji po stimulaci
prozartlivé cytokiny, zejména IL-6.

Zdravé kontroly H.pylori negativni mdly nejniz8i bazalni cytokinovou a
chemokinovou produkci proti ostatnim skupinam, ai® stimulaciH.pylori ve srovnani
s jedinci JLTH. pylori pozitivnimi i negativnimi signifikanthstoupala produkce IFN{Th1
cytokin) a také regutmiho cytokinu TGH3 (Th3 cytokin). Jedinci JLH. pylori negativni
meli vySSi produkci TGH po stimulaci LPS ve srovnani se zdravymi kontrolaimpylori
pozitivnimi, steji tak ve srovnani s jedinci JLH. pylori pozitivnimi. IL-10 jako dalSi
regula&ni cytokin byl u skupiny zdravych kontrél. pylori negativnich spiSe snizen, stejn
jako produkce IL-5.

U pacient JLT H. pylori pozitivnich aH. pylori pozitivnich zdravych kontrol byla
tedy zjiS€na nizSi produkce regulaich cytokiri, coz Ize vyswtlit bud’ vycerpanim jejich

imunokompetentnich b&k nebo negativnim viivem infekde. pylori.

Uvedené testy potvrdily vyznamny vliv infekce H. pylori na imunokompetentni

bunky, a to zejména v ffipadé jedinci s autoimunitni dispozici a tudiz gFitomnou

imunologickou dysbalanci.
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5.3.6 Diskuse

H.pylori je mikrob kolonizujici lidsky Zaludek a vyvolavdjizaret Zalud€ni sliznice.
Je adaptovan nargzivani v kyselém Zaludeim prostedi produkci ureazy (38). Mikrob je
neinvazivni, kolonizuje Zaludai sliznici, Zistava v povrchovém hlenu a nepronika do
hlubSich vrstev sliznice. Préstinictvim adhezinu se vaze na epitelialnfikyu Zalude€ni
sliznice a produkcifady proteii vyvolavd mohutnou systémovou a lokalni skmi
zaretlivou odpowd’, kterd zahrnuje reakci neutrdfilT, B lymfocyti, plazmatickych bu¥k,
makrofagi, Zirnych busk, miZe dochazet k apoptdze epitelidlnich duéaludeéni sliznice
(38). V Zaludeni sliznici byla zjiS¢na pgevaha Thl lymfocyt s produkci Thl cytokiin
podporujici gastritidu. Zatliva reakce nevede k eradikaci infekce, alézen vést k
tké&novému poSkozeni. Wasti pacient dochazi k tvor® protilatek proti H+/K+ ATPéaze
Zaludeénich parietalnich buik s rozvojem atrofické gastritidy. DalSim faktorgpusSkozeni
epitelidlnich budk Zaludeéni sliznice jsou volné kyslikové nebo dusikaté kalyi vytvaené
aktivovanymi neutrofily (38). Systémova imunitnipmied’ hostitele zahrnuje produkéady
chemokini, cytokini a stimulaci exprese adhezivnich molekul, coz bhlmgkispeét k rozvoji
onemocgni s extragastrointestinalni lokalizaci (12). Z&eeich modei je zndmo, Ze akutni
infekce H. pylori je charakteristicka spiSe Thl odpdv (26), zatimco T lymfocyty v
Zaludeni sliznici v pfibéhu chronické infekce produkuji jak Thl, tak Th2atyhy (10).

Mozn4 role infekceH. pylori v iniciaci autoimunity #stavid nejednozgad a neni
dosud vyeSena. Nejsou jednotné nazory na vztah automuthigmeoiditidy a sotasné
infekceH. pylori. Néktefi jsou pro picinnou souvislost mezi infeke¢d. pylori a autoimunitni
thyreoiditidou (11,15,21), dgkteti jsou proti (27,41). Manifestace onemeah zavisi na
faktorech virulenceH. pylori (VacA cytotoxin, CagA protein, uredza) a genetické

predispozici hostitele. PacientiH. pylori pozitivni gastritidou produkuji Siroké spektrum
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antigastrickych protilatek zattenych proti aznym antigedim (1,12,18,43). Meziémito
antigeny hraji vyznamnou roli Lewis antigeny drufidy tj. Lewis x a Lewis y (Le X, V),
které jsou exprimovany na betattzci Zaludeéni protonové pumpy a dale na Zaltien
mucinu. Obdobné antigeny exprimujel. pylori na svém povrchu jako stast
lipopolysacharidu.H. pylori stimuluje tvorbu autoprotilatek z&benych proti Lewis
antigerim, které jsou vSak zarowe exprimovany Zaludai sliznici. Mechanismus
molekularnich mimiker je tedy zavzat do patogengastritidy, a to zvlastatrofické. Lewis
antigeny x a y jsou také sgasti krevni skupiny Lewis. Tyto antigeny jsou expvany na
povrchu erytrocytt, dale na krevnich a synovialnich granulocytedhjifazminino v trvicim
traktu na Zaludmi sliznici, ale i v kolon, v epitelidlnich hkach §titné Zlazy a pankreatu
(23,30,31).

Cilem studie bylo zjistit imunoreaktivitu perifeahi krevnich mononuklearnich bikn
pacienfi s JLT a zdravych jedirick lyzatuH. pylori a k jeho lipopolysacharidu. Antigeny pro
stimulaci byly gipraveny z 8 ndhodnvybranych kmeit izolovanych od paciefitz oblasti
Plzeiského kraje.

Produkce cytokii mezi jedinci v populaci je geneticky odliSna. Thiediovana
autoimunitni odpo¥d” s destrukci thyreoctje typickd pro hypotyreézu u Hashimotovy
thyreoiditidy, Th2 mediovana humoralni odgdvs tvorbou stimulujicich autoprotilatek proti
TSH receptarm vede ke Graves-Basedowazhorolg (19).

Imunoreaktivita a cytokinovy profil je ovlivm mnoha faktory. Ve studii byl zji&t
vliv véku na naSe vysledky, a to na intenzitu cytokinovédpkce hlava u cti s JLT H.
pylori pozitivnich po stimulaci jejich perifernich kreehimononuklearnich beh lyzatemH.
pylori a jeho lipopolysacharidem. Starsi jedinci ve sképkti JLT H. pylori negativni ngli
spiSe nizSi produkci &itych chemokii (MCP-2,-3, MIG) a IL-2. Toto neniipkvapuijici,

protoze starnuti je komplexni proces, ktery aulije vyvoj imunitniho systému a jeho
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schopnost funce (17). Nebyli jsme schopni analyzelie pohlavi na vysledky, protoZze do
studie bylo z#azeno pouze Zenské pohlavi. Toto vyplyva z vysékvence vyskytu
autoimunitni thyreoiditidy u Zenského pohlavi (29,4takZe jsme nebyli schopni ziskat
reprezentativni muzskou kohortu s JLT. Nezjissitng korelaci mezi produkci chemokia
cytokini a mezi hladinami protilatek proti thyreoglobulirai hladinami thyreoidalnich
hormoru jak u skupiny pacieft s JLTH. pylori negativni, tak u skupiny paciéns JLTH.
pylori pozitivni.  NiZsi titry protilatek proti thyred@lni peroxidadze byly spojeny s nizSimi
bazalnimi hladinami IL-6,-10 a IL-15, ale toto poaeani neniZze byt vys¥étleno odliSnym
trvanim nemoci nebo terapii, protoZe testovanigudcise v &chto aspektech neodliSovali.
Pro maly poet pacieni s atrofickou formou JLT jsme nemohli porovnat édé formy
thyreoiditidy.

H. pylori pozitivni skupiny (JLTH. pylori pozitivni pacienti a zdravé kontroly.
pylori pozitivni) vykazovaly masivni chemokinovou odpdvna stimulaciH. pylori a jeho
lipopolysacharidem a pacienti JLH. pylori pozitivni produkovali po stimulaci vyssi
mnozstvi prozatlivych cytokini- hlavre 1L-6. Zdravé kontroly H. pylori negativni
vykazovaly niZSi bazalni cytokinovou a chemokinoyoadukci, ale na specifickou stimulaci
reagovaly zvySenou produkci IFNETh1 cytokin) a zvySenou produkci regtrého cytokinu
TGF. Naproti tomu produkce dalSiho regiiého cytokinu IL-10 byla spiSe u této skupiny
snizend, stefntak produkce IL-5 ze skupiny TH2 cytokin

Jak jiz bylo v Gvodu popsano — imunitni odpdvmize byt polarizovanaiznym
smérem. Redkladana prace, dle mého nazortedstavuje finos také v tom, Ze ukazuje na
dulezitost vztahu polarizace imunitni odgav ve vztahu Kk dsledikim infekce. Tato
polarizace imunitni odp@di rozhoduje o tom, zda infekce budéinin¢ eradikovana, zda
bude petrvavat v chronické podémebo zda konsekvenci imunitni reakdégivinfek¢nimu

agens se rozvine imunopatologickd choroba. Zdailezdé upozornit na nedavno popsané
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tzv. patogen associated moleculars patterns (PAMRRZ) které pat nagiklad bakterialni
lipopolysacharid. PAMPy se vazi na specialni remgptmezi které pat nagiklad tzv.Toll
like receptory. Tyto receptory se vyskytuji téZamigen prezentujicich bhkach a rezultujici
signalizace potom orientuje antigen prezentujiaikiby aby pomahala sffovat imunitni
reakci ideéls Zadoucim sgrem (46).

Posledni ¥decké vysledky ukazuji, Ze u autoimunitnich chonglize opomijet ani
nespecifickou imunitu a imunitni prvky stojici narpezi specifické a nespecifické imunity
jako jsou praw antigen prezentujici hky. Pra¢ napiklad reakce na bakterialni
lipopolysacharid a nasledné ,ne zcela vhodné* aswani imunitni odpogdi by mohlo téz
vys\wtlovat pozorované zémy a [Finaset vysitleni spojeni infekcdd. pylori a studované
autoimunitni choroby. Jedna se ovSem o otazku hdayzkumu, kterd je nyni nad ramec

piedkladané prace a je zde utdd pro komplexnost diskuse a ré¥rjako nastisni dalSich

smera vyzkumu.
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Vysledky proteinové microarray (medianové hodnatemsity testu v %)

Person THN THP CN CP Person THN THP CN CP Person THN THP CN CP
Th1 cytokines

IL_2_BASAL 35,00 34,00 32,00 35,00 JIL_2 LPS 35,00 34,00 33,00 37,00 JIL_2 HEL 35,00 34,00 33,00 36,00

IFN_gamma_BASAL 35,00 35,00 32,00 36,50 | IFN_gamma_LPS 37,00 33,50 34,00 37,50 | IFN_gamma_HEL 36,00 34,00 34,00 36,00

TNF_beta_ BASAL 38,00 36,50 36,00 39,50 | TNF_beta LPS 38,50 36,50 37,50 39,00 § TNF_beta HEL 38,00 35,00 36,00 40,50
Th2 cytokines

IL_5_BASAL 35,00 34,00 33,50 36,50 JIL_ 5 LPS 35,00 34,00 32,00 36,50 JIL_5 HEL 35,00 32,50 32,50 38,00

IL_13 BASAL 35,50 34,50 32,00 34,50 JIL_13 LPS 37,00 35,00 34,50 34,00 §IL_13 HEL 37,00 37,00 34,00 36,00
Th3 cytokines

IL_10_BASAL 40,00 37,50 40,50 42,00 JIL_10_LPS 39,00 39,50 35,50 46,50 §IL_10 HEL 56,00 61,50 44,50 63,50

TGF_betal BASAL 39,50 39,00 37,00 40,00 | TGF_betal LPS 41,00 39,00 40,00 37,50 | TGF_betal HEL 42,00 38,50 40,50 39,50

Inflammatory cytokines

IL_lalfa_ BASAL 35,00 35,00 34,00 | 36,00 IL_lalfa_LPS 38,00 35,00 35,50 | 37,50 IL_lalfa_ HEL 38,50 35,50 35,00 38,00

IL_6_BASAL 40,00 47,50 36,00 | 42,00 IL_6 LPS 40,00 70,00 35,00 | 41,00 IL_6 HEL 85,00 84,00 70,00 86,00

TNF_alfa_BASAL 39,00 36,50 37,00 § 40,00 TNF_alfa_LPS 39,50 38,00 40,00 § 38,00 TNF_alfa HEL 40,00 38,00 39,00 42,00
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Vysledky proteinové microarray (medianové hodrintgnsity testu v %),

Person THN THP CN CP Person THN THP CN CP Person THN THP CN CP
Chemokines
GRO_BASAL 80,50 77,50 88,00 90,00 | GRO_LPS 86,00 81,50 82,00 92,00 | GRO_HEL 90,00 80,50 85,00 93,00
GRO_alfa_ BASAL 43,00 40,00 41,00 46,00 | GRO_alfa LPS 44,00 46,00 37,00 46,00 | GRO_alfa_HEL 76,50 60,50 62,50 86,50
IL_8_BASAL 83,00 76,50 76,00 83,50 | IL_8 LPS 83,00 77,50 72,00 86,50 | IL_8 HEL 87,50 68,00 72,50 89,50
MCP_1_BASAL 70,00 50,50 54,00 50,50 | MCP_1_LPS 65,00 53,50 49,50 56,00 | MCP_1_HEL 62,00 52,00 51,00 56,00
MCP_2_BASAL 37,00 34,50 39,00 42,50 | MCP_2_LPS 37,00 39,00 41,00 41,50 | MCP_2_HEL 44,00 34,00 49,50 72,50
MCP_3_BASAL 35,00 33,00 32,50 35,00 { MCP_3_LPS 35,00 34,50 30,50 34,50 | MCP_3_HEL 36,50 34,00 33,50 39,00
MIG_BASAL 36,50 33,00 35,00 36,00 | MIG_LPS 35,00 33,00 32,50 36,00 | MIG_HEL 36,50 32,00 32,00 39,00
RANTES_BASAL 57,50 57,50 60,00 60,50 | RANTES_LPS 61,00 62,50 57,00 65,50 | RANTES_HEL 65,50 67,50 58,00 66,50
Growth factors and ,,other“cytokines

GCSF_BASAL 35,00 32,50 35,00 35,50 | GCSF_LPS 35,00 34,00 33,00 33,00 | GCSF_HEL 35,00 34,00 33,00 37,50
GM_CSF_BASAL 36,50 33,50 37,00 35,00 | GM_CSF_LPS 37,00 36,00 33,00 36,50 | GM_CSF_HEL 42,00 40,00 38,00 39,00
IL_3 BASAL 37,00 35,50 34,00 36,50 | IL_3 LPS 38,00 36,00 35,00 39,00 JIL_3 HEL 37,00 36,50 35,00 40,00
IL_7_BASAL 35,00 33,00 33,50 34,00 | IL_7_LPS 35,00 34,00 31,00 35,00 jJIL_7_HEL 36,00 33,50 31,00 36,00
IL_15_BASAL 35,00 35,00 32,00 36,00 | IL_15 LPS 37,50 34,00 33,00 37,00 §IL_15_HEL 36,00 32,50 35,00 37,00
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6. Zavéry

3.1

Porovnali jsme vyskyt infekcHl. pylori u dti s JLT a u zdravych asymptomatickych
déti. Ze 199 dti s JLT byla u 15 nemocnych potvrzena aktivnikoteH. pylori, tj. Slo 0 7,5
% infikovanych dti. Jednalo se o 14 divek a 1 chlapcesmgrnym wkem 11,2 +2,3 let.
Aktivni infekce H. pylori byla stanovena neinvazivnim diagnostickym testéftoqmnosti
antigenuH. pylori ve stolici pomoci monoklonalnich protilatek. U 6tidbyla gitomna
hypofunkce §titné Zlazy. £¢hto ctti u 3 byla pitomna atroficka forma thyreoiditidy &zkou
hypotyre6zou, ostatniéd mely hypertrofickou formu thyreoiditidy. 7 &i podstoupilo
gastroskopické vysini, které potvrdilo chronickou aktivni gastritiddouze 3 &i meély
gastrointestinélni potiZefipH. pylori infekci, ostatni &i byly asymptomatické. Toto zji&i
je vsouladu s obecnymi poznatky o asymptomatickékci H. pylori u déti az v 90 %
pripadi.

Prevalence infekcel. pylori u zdravychéeskych dti byla prokdzana u 110 z 1545
déti, ti. u 7,1 %. Byla zji%na pozitivni asociace €kem, ale bez zavislosti na pohlavi a
vyskyt infekce bykasgjSi u cti Zijicich v nepiznivych socioekonomickych podminkach.

Celkova prevalence infekdé.pylori u zdravychieskych dti je 7,1 % a ukazuje na to,
Ze vyskyt infekceH.pylori u asymptomatické &tiské populace je srovnatelny s vyskytem
infekce H. pylori u pacieni s JLT (7,5%). Vzhledem ké&kové specifické zavislosti
prevalence infekcéd. pylori v détském ku bylo sodasré provedeno srovnani skowve
odpovidajici kontrolni skupinou (10-13 fgkkde prevalence infekdé.pylori dosahla 8,2 %

a nebyla tedy také signifikaritodliSna od prevalence infekeepylori v JLT skupir déti.
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3.2

Provedli jsme rozbor souboru naSich padiest])LT z hlediska zastoupeni pohlavi,
véku, funkce Stitné Zlazy afipomnosti autoprotilatek proti Stitné Zlaze v daktanoveni
diagnézy JLT, fidruzenych autoimunitnich chorob, vyskytu autointoith chorob v rodi&

pacienfi a p@&tu sourozent s autoimunitni chorobou v souboru.

Ve sho@ s literarnimi Udaji v naSem souboru 23%id JLT gevazovalo postizeni
Zenského pohlavi (77%). ZvySeny vyskyt autoimuchinonemocéni u zenského pohlavi
dolozil také rozbor rodinné anamnézy v nasSem eaylkdy pouze v 1,3 %iipadi byl

autoimunitnim onemoa@nim postiZzen rodinebo prarodi muzského pohlavi.

Veékovée rozlozeni naSeho souboru doklada camsdjjSi vyvoj autoimunitnich
onemocgni v obdobi puberty a adolescencék(\1-18 let v dob stanoveni diagnézy JLT
zastoupen v souboru v 66%). Upozornili jsme ale mgvoj JLT jiz u velmi malych

piedSkolnich ti.

V 60,6 % byla pitomna v dob stanoveni diagnozy JLT pozitivita obou specifidkyc
autoprotilatek antiTPO a antiTG. 3,5 % padierst diagndézou JLT #h negativni
autoprotilatky proti Stitné Zlaze. Negativita autntpatek proti Stitné zlaze tedy diagnézu JLT

nevylwuje.

Na podklad naSich Klinickych zkuSenosti jsme tzdznili  vyznam vySébvani
piitomnosti blokujicich antiTSH protilatek u paciekt s autoimunitni thyreoiditidou
(predevSim s atrofickou formou) v graviditPozitivita gchto protilatek predikuje moznost
zablokovani Stitné zZlazy u plodu s vyvojerreghodné formy kongenitalni hypotyredzy,
kterou mizeme potvrdit vySéenim TSH z pupgikové krve acasrgji nasadit substittni

terapii levothyroxinem jes&t pred znalosti screeningu kongenitalni hypotyreozy.
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24 % naSich pacietmélo pozitivni alergickou anamnézu potvrzujici geciabiu
dispozici k imunopatologickym reakcim wchto jediné. U dti s pozitivni alergickou

anamnézou jeigba myslet na zvySené riziko vyvoje autoimunitroolemocgni.

Zjistili jsme vysokou frekvenci vyskytu autoimumith onemoctni v rodinach
naSich paciefit s JLT (44,6%) vyplyvajici z genetické dispozice dutoimunitni
imunopatologické reakci. 59 %til mélo v doke stanoveni diagn6zy JLT jiz hypofunkci Stitné
Zlazy, z toho ve 46 % se jednalo &Kkou hypotyre6zu s vaznymi klinickymiasledky.
Zachyt tzké primarni hypotyre6zy s myxedémem byl takéekohka cti v rodinach s
jasnou genetickou dispozici k autoimunitnim onengoém. Z toho jednozrimé vyplyva
otazka dispenzarizace jedinw takto postizenych rodindch z hlediska moznéhwojey
autoimunitniho onemoeni. Pozdni diagn6zaiké primarni hypotyredzy vétbkém eku

muze mit trvalé nasledky nést a vyvoj ditte.

Nejcastji se vyskytujicimi autoimunitnimi chorobami v rodich naSich pacieinbyly
autoimunitni thyreopatie - chronicka lymfocytathyreoiditis (72%) a Graves-Basedowova
choroba (15,5%). Vyskyt autoimunitnich onemé&unu sourozencnasich paciefits JLT byl
pozorovan v 7,4 % a tastji se také jednalo o JLT. V naSem souboru jsme taatyrdili

negastjsi vyskyt autoimunitnich onemoéni Stitné zlazy z autoimunitnich oneméch

15,2 % pacierit v naSem souboru #o pridruzené autoimunitni onema#mi, kdy
v56 % gipadi bylo primarg diagnostikovano jiné autoimunitni onemeéoh i
neendokrinnich orgdina az po té s odstupentkolika let byla stanovena diagnéza JLT jiz
s hypofunkci &titné Zlazy. Na podkéatkchto klinickych zkuSenosti dopamwjeme aktivni
vyhledavani JLT u pacieints jinou autoimunitni chorobou. Dopdujeme dale sledovani
vyvoje organow specifickych autoprotilatek u paciéns diagndézou vice autoimunitnich
chorob kéasnému odhaleni preklinické faze zavazné endokaii®pjako je nafklad
autoimunitni adrenalitida nebo diabetes mellitymuty.
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3.3

Posuzovali jsem imunologickou reaktivitu u studog@nskupin stanovenim mnozstvi
a spektra cytokilh a chemokid bazalg a po stimulaci jejich imunokompetentnich Bkin
lyzatem H. pylori a jeho lipopolysacharidem. Infekél. pylori a sodasnou autoimunitni
thyreoiditidou s ohledem na moznou stindmiaroli mikroba a jeho lipopolysacharidu na
imunokompetentni periferni krevni mononukleérnikyuse dosud se nikdo nezabyval.

Imunologickd reaktivita k lyzatuH. pylori a LPS se liSila mezi studovanymi
skupinami.Jedinci s infekcH. pylori (JLT H. pylori pozitivni i zdravé kontrolyH. pylori
pozitivni) vykazovali masivni chemokinovou odgdv na stimulaci krevnich
mononuklearnich bk lyzatemH. pylorii jeho lipopolysacharidem.

Déti s JLT H. pylori pozitivni produkuji po stimulaci prozéttivé cytokiny, zejména
IL-6. Zdravé kontrolyH. pylori negativni ndly nejnizsi bazalni cytokinovou a chemokinovou
produkci proti ostatnim skupinam, ale po stimuldcipylori ve srovnani s jedinci JLH.
pylori pozitivnimi i negativnimi signifikanthstoupala produkce IFM{Th1 cytokin) a také
regula&niho cytokinu TG (Th3 cytokin).

Jedinci JLTH. pylori negativni ndli vySSi produkci TGH po stimulaci LPS ve
srovnani se zdravymi kontrolardi pylori pozitivnimi, stej& tak ve srovnani s jedinci JLH.
pylori pozitivnimi.

IL-10 jako dalSi regukni cytokin byl u skupiny zdravych kontroH. pylori
negativnich spiSe snizen, stejako produkce IL-5.

U pacient JLT H. pylori pozitivnich aH. pylori pozitivnich zdravych kontrol byla
tedy zjiS€na nizSi produkce regulaich cytokiri, coz Ize vyswtlit bud’ vycerpanim jejich

imunokompetentnich b&k nebo negativnim viivem infekde. pylori.
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Uvedené testy potvrdily vyznamny vliv infekcél. pylori na imunokompetentni
buiky, a to zejména vifpad jedindi s autoimunitni dispozici a tudiZiimmnou
imunologickou dysbalanci.

NaSe vysledky ukazuji maikkZzitou roli aktivni infekceH. pylori v rozvoji JLT a jsou
nezbytné dalSi studie vztahu meé#i pylori a rozvojem autoimunitnich onemaaoni. U
pacientt s JLT doportujeme ciled patrat po infekcH. pylori a v gipad® pozitivity infekci

eradikovat.
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7. Souhrn
7.1

Prvnim cilem studie bylo zji&i sokasného vyskytu infekcklelicobacter pyloriu
souboru dti s juvenilni lymfocytarni thyreoiditidou (JLT) jeji porovnani s prevalenci této
infekce u souboru stejrstarych, ale zdravychst.

Soubor pacietits JLT tvdilo 199 dti (vékové rozmezi 0-18 let). Aktivni infekds.
pylori byla potvrzena u 15 nemocnych (7,5%) neinvazivrdimgnostickym testem
piitomnosti antigentH. pylori ve stolici pomoci ELISA testu za pouziti monokdbrich
protilatek (Amplified IDEIQA HpStAR ELISA, DakoCytaation, Glostrup, Denmark). Tuto
pozitivni skupinu tvélo 14 divek a 1 chlapec simérnym wkem 11,2 +2 3 let. U 6t
byla gitomna hypofunkce S§titné Zlazy, z toho u &idbyla @itomna atrofickad forma
thyreoiditidy s &zZkou hypotyreézou siffomnosti myxedému, ostatni étd meély
hypertrofickou formu thyreoiditidy. 7 &ii podstoupilo gastroskopické vyEeti, které
potvrdilo chronickou aktivni gastritidu. Pouze 8tidmély gastrointestinalni potizefipH.
pylori infekci, ostatni &i byly asymptomatické. Toto zji&ti je v souladu s obecnymi
poznatky o asymptomatickémaiehu infekceH. pylori u déti az v 90 % fipadi.

Kontrolni skupinu tvéil soubor 1545 asymptomatickych zdravychi de wku 0 —
15 roki ze stejné geografické oblasti Zzijicich izmych oblastech (&sto, vesnice).
Prevalence infekcEl. pylori u zdravychieskych dti byla prokadzana u 110 z 154&idtj. u
7,1 %. Byla zjis&tna pozitivni asociace g£kem, ale bez z4vislosti na pohlavi a vyskyt infekce
byl ¢asgjSi u dti Zijicich v nepiznivych socioekonomickych podminkach. Vzhledem k
vékove specifické zavislosti prevalence infekek pylori v détském ¥ku bylo sowdasrg
provedeno srovnani £kové odpovidajici kontrolni skupinou (10-13 &k kde prevalence
infekce H.pylori dosahla 8,2 % a nebyla tedy také signifikantaliSn4 od prevalence

infekceH.pylori v JLT skupir déti.
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Ve studii jsme tedy potvrdili srovnatelnou prevalemfekce H. pylori u souboru

nasich paciefits JLT (7,5%) a u asymptomatickych zdravyekkych dti (7,1%).

7.2

Druhym cilem studie byl rozbor souboru 231 padiest juvenilni lymfocytarni
thyreoiditidou. Studovana kritéria zahrnovala zaptni pohlavi, & pacient, funkci Stitné
Zl4zy a pozitivitu autoprotilatek proti Stitné Zax dok stanoveni diagnozy JLT, vyskyt
dalSich pidruzenych autoimunitnich chorob, pozitivitu rodinanamnézy z hlediska vyskytu
autoimunitnich chorob a pet sourozeneckych dvojic s autoimunitnimi chorobami

Ve shod s literarnimi zdroji jsem potvrdili v naSem soub@31 d@ti s JLT gevahu
postizeni Zenského pohlavi (77%). Tuto skutst také doloZil rozbor rodinné anamnézy,
kdy pouze v 1,3 %ifpadi byl autoimunitnim onemoeénim postizen rodi nebo prarodi
muzského pohlavi.

Vekové rozlozeni souboru v détanoveni diagnozy JLT potvrdilo tafEjSi vyvoj
autoimunitniho onemoeéni v obdobi puberty a adolescencek(1-18 let v dob stanoveni
diagnézy JLT zastoupen v souboru v 66%), ale&aswi jsme upozornili na vyvoj JLT s
hypotyredzou jiz u velmi malychiedSkolnich éti.

U 60,6 % pacierit byla giitomna v dob stanoveni diagnézy JLT pozitivita obou
specifickych autoprotilatek antiTPO a antiTG. 3,5 %acient s JLT n&li negativni
autoprotilatky proti Stitné Zlaze, coz diagnézu Jebvylwiuje. Na podklad nasich klinickych
zkuSenosti s pacienty $gehodnou formou kongenitalni hypotyreézy jsmeuradnili
vyznam vySdbvani gitomnosti blokujicich antiTSH protilatek u paciektgedevsim
s atrofickou formou autoimunitni thyreoiditidy vrayidité. Pozitivita tchto protilatek
predikuje  moZnost zablokovani Stitné Zlazy u ploslvyvojem pechodné formy

kongenitalni hypotyredzy, kterouibeme potvrdit vySéenim TSH z pupaikové krve a
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¢asrgji nasadit substitkni terapii levothyroxinem jeSt pred znalosti screeningu kongenitalni
hypotyrebzy. Tyto zeny v fibchu gravidity musi mit adekvatni substii terapii
levothyroxinem, protoZe plod je mrzavisly po celou dobu gravitidy na saturaci tyrein
od matky.

24 % pacient s JLT v souboru #lo pozitivni alergickou anamnézu potvrzujici
genetickou dispozici k imunopatologickym reakcintéahto jediné. Z toho vyplyva, Ze u
déti s pozitivni alergickou anamnézou jgelia myslet na zvySené riziko vyvoje
autoimunitnich onemoeni.

Potvrdili jsme vysokou frekvenci vyskytu autoimumih onemoceni u rodée nebo
prarodiée naSich paciefits JLT, a to ve 44,6 %, coz dokldda genetickou afigp k
autoimunitni imunopatologické reakci v takto postigych rodinach. 59 %¢etd melo v doke
stanoveni diagnézy JLT jiz hypofunkci Stitné Zlazytoho ve 46 % se jednalo &Zkou
hypotyreézu s myxedémem, bradykardii, hypotenzfugmwu fistu. V rekolika pripadech
byly postizené é&i z rodin s jednoznmou genetickou dispozici k autoimunitnim
onemocgnim. Z toho vyplyva otazka dispenzarizace jedindakto postizenych rodinach z
hlediska moZného vyvoje autoimunitniho onemimén Pozdni diagn6zag¢iké primarni
hypotyredzy v dtském ¥ku mize mit trvalé nasledky nést a vyvoj ditte.

Ve shod@ s literarnimi zdroji jsme i v naSem souboru poitvrdejcasgjSi vyskyt
autoimunitnich onemoeni Stitné Zlazy ze spektra autoimunitnich onemiocnChronickéa
lymfocytarni thyreoiditis se v rodinach naSich pati vyskytovala v 72 % a Graves-
Basedowova choroba v 15,5 %. Vyskyt autoimunitnéctemocgni u sourozenc nasich
pacienti s JLT byl v 7,4 % a n&jstji se také jednalo o JLT.

15,2 % pacierit v naSem souboru #o pridruzené autoimunitni onema#m, kdy
v56 % pipadi bylo primarg diagnostikovano jiné autoimunitni onemeéoh i

neendokrinnich orgdina az po té s odstupentkolika let byla stanovena diagnéza JLT jiz
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s hypofunkci Stitné Zlazy. Dopawjeme proto aktivni vyhledavani JLT u pacierstjinou
autoimunitni chorobou a sledovani vyvoje organspecifickych autoprotilatek u paciént
s diagnézou vice autoimunitnich chorobdsnému odhaleni preklinické faze zéavazné

endokrinopatie jako je naijdlad autoimunitni adrenalitida nebo diabetes uslitypu 1.

7.3

Tretim cilem studie bylo posouzeni imunologické riedt pacienti s juvenilni
lymfocytarni thyreoiditidouH. pylori pozitivnich, negativnich a u zdravych kontrbl pylori
pozitivnich a negativnich. InfekdH. pylori a sodasnou autoimunitni thyreoiditidou s
ohledem na moZnou stimgla roli mikroba a jeho lipopolysacharidu na imunoietentni
periferni krevni mononuklearni bkl se dosud se nikdo nezabyvl. pylori je povaZzovan
jako jeden z moznych trigrthyreoidalni autoimunity. i@dpokladem je mozna #kena
reaktivita mezi spolsymi antigenyH. pylori a antigeny §titné Zlazy, tedy mechanismus
»-molekularni mimikry*, kdy givodré protiinfekéni imunita gechazi v autoimunitni reakci.
Témito spolénymi antigeny se jevi Lewis antigeny X,y, kteréujs@exprimovany na beta
fetézci Zaludéni protonové pumpy, na Zalugeém mucinu, v epitelidlnich kikach Stitné
Zlazy, v pankreatu a obdobné antigeny exprintijgylori na svém povrchu jako s@ast
lipopolysacharidu.

Po izolaci krevnich mononukleérnich Blnz heparinizované periferni Zilni krve
studovanych jedinc metodou hustotni gradientové centrifugace na llkicbyla jejich
imunologicka reaktivita posuzovana stanovenimcligjibazalni produkce cytokina
chemokinii a po stimulaci lyzatend. pylori a jeho izolovanym lipopolysacharidem (Lewis
antigeny) metodou proteinové microarray. Celkenothddnoceno 23 cytokina chemoking.
Timto zpisobem bylo vySéeno celkem 53 pacieins JLT (20 paciefitH. pylori pozitivnich,

33 pacieni H. pylori negativnich) prmérného ¥ku 15 let (rozmezi 7-26 let) a kontrolni
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skupina 40 zdravych divek (20 diviek pylori pozitivnich, 20H. pylori negativnich) ze stejné
socioekonomické skupiny stpnérnym wkem 15 let (rozmezi 7-26 let).

Imunologickd reaktivita k lyzatuH. pylori a LPS se liSila mezi studovanymi
skupinami.Jedinci s pozitivni infekcH. pylori (JLT H. pylori pozitivni i zdravé kontrolyH.
pylori pozitivni) vykazovali masivni chemokinovou odgdv na stimulaci krevnich
mononuklearnich busk lyzatemH. pylori i jeho lipopolysacharidem. Pacienti JHpylori
pozitivni produkuji po stimulaci prozéttivé cytokiny, zejména IL-6.

Zdravé kontrolyH.pylori negativni ndly proti ostatnim skupindm nejnizsi bazalni
cytokinovou a chemokinovou produkci, ale po stiaeuH.pylori ve srovnani s jedinci JLT
H. pylori pozitivnimi i negativnimi signifikanth stoupala produkce IFN-(Th1l cytokin) a
také regulaniho cytokinu TGH (Th3 cytokin), ktery psobi supresiv na produkci Thl
cytokina.

Jedinci JLTH. pylori negativni ndli vysSi produkci TGH po stimulaci LPS ve
srovnani se zdravymi kontrolardi pylori pozitivnimi, steji tak ve srovnani s jedinci JLH.
pylori pozitivnimi.

IL-10 jako dalSi regukni Th3 cytokin byl u skupiny zdravych kontrél. pylori
negativnich spiSe snizen, stejako produkce IL-5.

U pacient s infekciH. pylori, tzn.u pacierit JLT H. pylori pozitivnich aH. pylori
pozitivnich zdravych kontrol byla tedy zg#ia niZzSi produkce regulaich cytokini, coz Ize
vyswtlit bud’ vyéerpanim jejich imunokompetentnich Blmebo negativnim vlivem infekce
H. pylori.

Uvedené testy tedy potvrdily vyznamny vliv infekide pylori na imunokompetentni
buiky, a to zejména vifpad jedindi s autoimunitni dispozici a tudiZiimmnou
imunologickou dysbalanci. Stoupajici incidence emtmitnich onemoaini wetrg juvenilni

lymfocytarni thyreoiditidy vyZzaduje jak komplexnié® o tyto pacienty s cilenym
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vyhledavdnim moZznych sdruzenych autoimunitnich aeemi, tak vyhledavani moznych
spoustcich faktofi této imunopatologické reakce. Budou nezbytné ddifiie vztahu mezi
infekci H.pylori a rozvojem autoimunitnich onemaoi. Na podklad naSich zji&ni
doporwujeme ciled patrat u paciefits autoimunitni thyreoiditidou po infekel. pylori a v

piipack pozitivity infekci eradikovat.
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8. Summary

The first aim of our study was to find out the mmsoccurence dfi. pylori infection
in a group of children with juvenile lymphocyticytioiditis (JLT) and to compare with the
prevalence of this infection in a group of healtiwldren of the same age.

The group of patients with JLT included 199 childgange 0-18 years).H. pylori
infection was confirmed in 15 patients (7,5%) bgan-invasive diagnostic test bf. pylori
antigen positivity in stools by the ELISA test ugimonoclonal antibodies (Amplified
IDEIQA HpStAR ELISA, DakoCytomation, Glostrup, Deark). This H.pylori positive
group included 14 girls and 1 boy aged 11,2 +&Zhildren had hypofunction of the thyroid
gland, in 3 children was established the atrogbien of the thyroiditis with severe
hypothyroidism with presence of myxoedema, the rotbkildren suffered from the
hypertrophic form of the thyroiditis. 7 subjectsdemvent gastroscopy which confirmed
chronic active gastritis. Only 3 children had tgaistestinal symptoms caused By pylori
infection, the other children were asymptomatiisTinding confirms common information
about asymptomatic development-tfpylori infection in children in 90% of cases.

The control group included 1545 asymptomatic hgatthildren in range of 0-15 years
of the same geographic region living in differeggions (town, village). The prevalencethf
pylori infection in healthy children was confirmed in 140t of 1545 children (7,1%). We
found positive correlation with age, but withoupdadence on sex and the occurence of this
infection was significantly more often in childréwing in low socioeconomic conditions. As
specific dependence of the prevalence ldf pylori infection on the age in children was
confirmed we made a comparison to a control groupealthy children of the same age
(range 10-13 years), where the prevalencél.opylori infection reached 8,2 % and wasn't

different from the prevalence &f. pylori infection in group of children with JLT too. We
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also confirmed the comparable prevalenckl opylori infection in group of our patients with
JLT (7,5%) and in asymptomatic healthy childreri¢3).

The second objective of our study was the analysitie the group of 231 patients
with JLT. The studied criteria were: sex, age, fimrc of the thyroid gland, positivity of
autoantibodies at the time of diagnosis, occurasfcether autoimmune diseases and the
number of siblings with autoimmune diseases.

According to published data we also confirmed tagority of female sex in our
group of 231 children with JLT. This fact was atsinfirmed by the analysis of the family
history where only 1,3 % parents or grandparentsnale sex suffered from autoimmune
diseases.

The range of age in our group at the time of diagsoof JLT confirmed the most
frequent development of autoimmune disease duhagptiberty and adolescence (the range
of 11-18 years was in 66%). On the other hand dissase is present in very young pre-
school children. We pointed out that this fact mlidie underestimated.

The positivity of both specific autoantibodies @RO and antiTG) was present in
60,6 % patients at the time of diagnoses of JLe fi&égativity of both specific autoantibodies
was present in 3,5 % patients with JLT which ddesttlude the diagnosis of JLT. Based on
our clinical experience with the patients with semt form of congenital hypothyroidism we
emphasized the importance of the investigationlofked antiTSH antibodies especially in
female sex patients with the atrophic form of amtoune thyroiditis in pregnancy. The
positivity of these antibodies predict the posgyibf blocking the thyroid gland in foetus
with development of transient form of congenitalpbthyroidism. We can confirm this
diagnosis by measuring TSH in umbilical blood asigrt therapy with levothyroxine sooner

before the result of screening of congenital hypaidism. These women must have
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adequate substitution with levothyroxine becauk@lependence of foetus on  mother's
saturation with thyroxine during the pregnancy.

24 % of patients with JLT in the group had positiallergic history confirming
genetic predisposition to various immunopatholdgieactions in these individuals. This fact
confirms higher risk of development of autoimmuimeeases in children with positive history
of allergy.

We confirmed high frequency of autoimmune diseasgmrent or grandparent of our
patients with JLT (44,6%), which confirms geneticdspbsition to autoimmune
immunopathological reaction in such affected famsili

At the time of JLT diagnosis, 59 % of children haldeady hypofunction of the
thyroid gland, 46 % of which had severe hypothyissid with myxoedema , bradycardia,
hypotension, growth retardatiom several cases, the affected children were friamilies
with unambiguous genetic disposition to autoimmdiseasesThis fact leads to the question
of the follow-up of individuals in these affectednfilies due to possible development of
autoimmune disease. A late diagnosis of severegpyirhypothyroidism in childhood can
have permanent aftereffects on the growth and dpwatnt of the child.

According to published data, in our group we conéd the most frequent occurence
of autoimmune diseases of the thyroid gland froengpectrum of autoimmune diseases. The
prevalence of chronic lymphocytic thyroiditis innfdies of our patients was 72 % and the
prevalence of Graves-Basedow disease was 15,5 &piBEvalence of autoimmune diseases
in siblings of our patients with JLT was presen¥jd4 % of cases and the most frequent was
JLT too.

The associated autoimmune disease was presenfAri¥/d6f patients in our group. In
55 % of the cases, another autoimmune diseasenoh-endocrine organs was first

diagnosed, and then after several years was estatlithe diagnosis of JLT with
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hypofunction of the thyroid gland. We recommenchsemuent searching out JLT in patients
with other autoimmune disease and the follow-upth@ development of organ specific

autoantibodies in patients with diagnosis of marmianmune diseases in order to make an
early diagnosis of pre-clinical period of seriousdecrinopathy such as autoimmune
adrenalitis or type 1 diabetes mellitus.

The third aim of our study was the determinatiomn@inunoreactivity in patients with
JLT H. pylori positive, negative and in a healthy control grddp pylori positive and
negative. To our best knowledge so far, nobodydeas interested iH. pylori infection and
present autoimmune thyroiditis regarding a possstimulating role of the microbe and its
lipopolysaccharide (LPS) on immunocompetent pergheglood mononuclear cells (PBMC).
H. pylori can be one of the possible triggers of thyroidbmumunity. The hypothesis is a
possible cross reactivity between H. pylori antgy@md thyroid gland antigens, it means
»,molecular mimicry* phenomenon, when originally #@mfectious immunity becomes
autoimmunity. These common antigens seem to bed amtigens X,y which are expressed on
beta-chain of gastric proton pump, on gastric muicirepithelial cells of the thyroid gland,
in pancreas and similar antigens are expressedHonpylori surface as part of
lipopolysaccharide.

After isolation of PBMC from the peripheral bloofltbe studied inviduals by Ficoll
density gradient centrifugation, their immunoteaty was analysed by determination of
basal cytokine and chemokine production and aftenusation with H.pylori and its
lipopolysaccharide (Lewis antigens) using the metbbprotein microarray. We analysed the
production of 23 cytokine and chemokine.

We examined 53 patients with JLT (20 patidftpylori positive, 33 patientsl.pylori

negative) of average age of 15 years (range 7e268sy and a control group of 40 healthy
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girls (20 girlsH. pylori positive, 20 girldH. pylori negative) from the same socio-economical
group. The immunoreactivity td.pylori and to its LPS differed between studied groups.

The individulas with positivéd. pylori infection (JLTH. pylori positive group anéH.
pylori positive healthy control group) reacted by massiiemokine response td.pylori
lysate and to its LPS after stimulation blood mmndear cells. JLT H. pylori positive
patients produce upon stimulation proinflammatorpkines, mainly IL-6.

H. pylori negative healthy controls had the lowest basabkoyé and chemokine
production, but in comparison to JIH. pylori positive and negative individulas significantly
increased production of IFN-(Th1l cytokine) and regulatory cytokine T@Ftoo (Th3
cytokine), which suppresses production of Thl ciyte&.

JLT H. pylori negative patients had a higher production of TP&B-LPS stimulation
in comparison tdd.pylori positive healthy controls, as well as in comparism JLTH.pylori
positive patients.

The production of IL -10 as another regulatory Ty®kine was irH.pylori negative
healthy controls rather decreased, as well asrtduption of IL-5.

In patients withH.pylori infection, it means in patients JLH. pylori positive and
H.pylori positive healthy controls was observed a lowedpction of regulatory cytokines,
which can be explained either by exhaustion ofir inemunocompetent cells or by negative
influence ofH.pylori infection.

These tests confirmed significant influenceHopylori infection on immunocompetent
cells, especially in individuals with autoimmunesglsition and consequently with present
immune dysbalance. An increasing incidence obiaunhune diseases including juvenile
lymphocytic thyroiditis requires both complex cafethese patients, together with searching
out possible associated autoimmune diseases amdhisgp out possible triggers of this

immunopathological reaction. As a result of ourdiilgs we recommend in patients with
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autoimmune thyroiditis active searching ddipylori infection and, in case of positivity,

eliminating this infection.

Key words: Helicobacter pylori, autoimmune thyroiditis, cybo&, chemokine, Helicobacter

pylori stool antigen, chronic gastritis, digestesedoscopy
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