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Abstrakt

Cytokiny jako primarnimi moduldtory bun€k imunitniho systému hraji klicovou roli v jejich
vyvoji a dal$i aktivité. Cytokinovy profil mononuklearnich buné€k periferni krve (PBMC)
odrazi tedy logicky d&je, které se uplatfiuji v patogenezi onemocnéni spjatého s né&jakou
imunologickou dysbalanci. Ve své praci jsem se zabyvala nékolika imunopatologickymi
stavy (diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni tyreoiditida, alergicka kolitida), u kterych
je popisovana cytokinova dysbalance. SnaZila jsem se najit charakteristické rysy
cytokinového profilu kazdého konkrétniho onemocnéni a poukazat na to, co je spojuje
resp. odliSuje.

K analyze cytokinového spektra byla pouzita metoda proteinové array a metoda ELISA.
Vysettovana byla produkce cytokinti mononuklearnimi butikami periferni a pupeénikové krve
in vitro (nativni, ale i po specifické stimulaci) a dale pak hladina cytokinii v matefském mléce.
Prvni chorobou, na kterou jsem se zaméfila, byl diabetes 1. typu (T1D), kdy byli studovani
jednak pacienti s touto chorobou (n = 10) a dale pak jejich prvostupiovi piibuzni (n = 9).
Zvlastni skupinu prvostupiiovych ptibuznych pak predstavovali novorozenci, jejichz jeden
z rodi¢u je pro tuto chorobu 1é¢en (n = 52). U pacientli v prediabetické fazi dominovala
spontanni i postimulaéni produkce Thl asociovanych cytokind (IFN-y, TNF-B) zatimco
v dobé¢ stanoveni diagnozy T1D jejich produkce poklesla a byla potla¢ena alesponi po dobu 2
let od stanoveni diagndzy. Imunologicky profil u nové diagnostikovanych pacienti se
vyznacoval dominantni produkci Th3/Trl asociovanych cytokinti (TGF-B a IL-10), ale
soucasné€ i znacnou produkci prozéanétlivych cytokini (TNF-a a IL-6) a chemokini (MCP-1
a MIG). Pouze buiiky ziskané v prediabetické fazi od pacientl s vysoce rizikovym profilem
byly schopné indukovat Th2 imunitni odpovéd’, a to zvySenou produkci IL-5 po stimulaci
mitogenem (fytohemaglutininem).

Imunologicka odpovéd’ mononuklearnich bun¢k plodu je ovlivnéna hyperglykémii matky
s TID, ale 1 samotnym autoimunitnim prostfedim matky, coz mlzZe vést k nizSimu vyskytu
T1D u ditéte. Odpoveéd’ spiSe ve smeru Thl byla ptitomna u déti diabetickych otct a déle pak
u perfektné kompenzovanych matek diabeticek.

Dalsim studovanym imunopatologickym stavem byla autoimunitni tyreoiditida (AT) (47
pacientt s AT, 37 kontrol). Infek¢éni patogeny se mohou podilet na etiopatogenezi
autoimunitnich nemocnéni. Imunoregulacni mechanismy by mély zabezpefovat prevenci
chronické infekce, ale 1 prevenci pfiliSné agresivity, kterd muze vést k patologické
autoreaktivité. Antigeny infekénich patogenii mohou ale vést k autoreaktivité, jak bylo
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pozorovano in vitro pravé na produkci chemokinti a zanétlivych cytokinu (IL-6) u pacientt
s AT v reakci na stimulaci PBMC specifickymi antigeny baktérie Helicobacter pylori (HP).
Cytokiny v matefském mléku jsou dulezitymi biologicky aktivnimi faktory, které nahrazuji
roli chybéjicich imunitnich mechanismii novorozence a soucasn¢ puisobici ve vyvijejicim se
imunitnim systému kojeného ditéte. Jejich hladiny v mléku vykazuji znacnou
interindividudlni variabilitu a jejich dysbalance mize souviset srozvojem nékterych
imunologicky podminénych onemocnéni. Vyznamné vyssi hladina Thl cytokinu IFN-y spolu
sniz§i hladinou regula¢niho cytokinu TGF-B byla nalezena v matefském mléku, které
dostéavali kojenci s alergickou kolitidou (n = 20) oproti zdravym kojencim (n = 20).

Mezi kandidatni cytokiny podilejici se na nutri¢nim programovani kojencii patii adiponektin,
leptin a AFABP, které jsou také oznacovany jako regula¢ni hormony pifijmu potravy a
glukézo-lipidového metabolismu. VSechny tyto cytokiny byly pfitomny v matefském mléku
po celé obdobi 12 mésict laktace. Hranicné pozitivni korelace byla nalezena mezi hladinou
adiponektinu v matefském mléku 6 mésici po porodu a vahovym pfiristkem kojenci
Vv prubéhu prvniho roku zivota. U adipofilinu, ktery je hlavni souc¢asti membrany tukovych
kapének v mléku, korelace s vyzivovymi parametry matek ani kojencii nebyla nalezena.
Zavérem lze konstatovat nasledujici: spole¢né pro studované autoimunitni choroby bylo tedy
perzistentni prozanétlivé ladéni imunitnich reakci pacientii. V ptipad¢ analyzy matetského
mléka jsme pak potvrdili, Ze asociace mezi cytokinovym spektrem matefského mléka a

ptfitomnosti imunopatologické choroby (alergické kolitidy) je zfejma.



Abstract

Cytokines as primary modulators of immune system cells play a key role in their
development, maintenance and activity of each cell population. Cytokine profile of peripheral
blood mononuclear cells thus reflects the immunopathological events involved
in pathogenesis of the disease. Focus of my thesis was cytokine dysbalance in several
immunopathological disorders (type 1 diabetes mellitus, autoimmune thyroiditis,
allergic colitis) with the aim to find distinctive cytokine profile of each disorder
and to point out common features and differences in these disorders.

Protein array and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method were used
for analysis of cytokines in breast milk and cytokines produced in vitro by peripheral and cord
blood mononuclear cells spontaneously and after stimulation by autoantigens.

First immunological disorder to study was type 1 diabetes mellitus (T1D), where patients
with T1D were studied (n = 10) as well as their first degree relatives (n = 9), with particular
group of neonates whose one parent suffered from T1D (n = 52). In patients with T1D
prediabetic phase was dominated by spontaneous and postimulatory production of Thl-
associated cytokines (IFN-y, TNF-B) which dropped at the time of T1D manifestation
and remained suppressed for at least two following years. Immunological profile of newly
diagnosed patients with T1D was distinguished by dominant production of Th3/Trl-
associated cytokines (TGF-p and IL-10) and simultaneously a marked production
of proinflammatory cytokines (TNF-a and IL-6) and chemokines (MCP-1 and MIG).
Exclusively high risk relatives in prediabetic phase were able to induce Th2 type
immunological response by increased production of IL-5 after nonspecific stimulation
by mitogen (phytohemagglutinin). Immunological response of cord blood mononuclear cells
is influenced by hyperglycaemia of the mother with T1D along with her autoimmune
environment and this might lead to lower occurrence of T1D in the child. Thl-like
immunological response was seen in children of diabetic fathers and in children of diabetic
mothers with perfect compensation of their diabetes.

Infectious pathogens might play role in ethiopathogenesis of autoimmune disorders.
Mechanisms of immune regulation should avert chronic infection but at the same time prevent
from excessive aggressivity which might lead to pathological autoreactivity. However,
antigens of infectious pathogens might induce autoreactivity as was demonstrated on

production of chemokines and inflammatory cytokines (IL-6) in patients with autoimmune



thyroiditis (AT) after stimulation with specific antigens of bacterium Helicobacter pylori (47
patients with AT vs. 17 controls).

Cytokines in breast milk are important biologically active factors which often compensate
for missing immune mechanisms of the neonate and influence the developing immune system
of the breastfed infant. Concentrations of cytokines in breast milk show great interindividual
variability and cytokine dysbalance might contribute to the development
of immunopathological disorders in infant. Significantly higher concentration of Thl cytokine
IFN-y together with lower concentration of regulatory cytokine TGF- was found in breast
milk of mothers whose infants developed allergic colitis (n = 20) compared to healthy infants
(n = 20). Adiponectin, leptin and AFABP, otherwise known as regulatory hormones of food
intake and glucose and lipid metabolism, are candidate cytokines investigated as possible
factors involved in nutritional programming of infants. These cytokines were detectable
in breast milk until 12 months after delivery. Borderline positive correlation of adiponectin
in breast milk at 6 months after delivery and weight gain of infant during the first year was
found in our study. Adipophilin, which is the key factor in production and excretion of lipid
droplets into breast milk, showed no correlation with nutritional factors of mothers
nor infants.

In summary, it is concluded that there was a persistent proinflammatory tendency
of immunological reactions common for all studied autoimmune disorders. In case of breast
milk cytokine analysis it was confirmed that there is apparent association between cytokine
spectrum of breast milk and the presence of immunopathological disorder (allergic colitis) in

infant.
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Seznam zkratek

AD
ADRP

AFABP

AHR
AIHA
AIRE
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APC
APT
AR
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BMI
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BNDF
CD
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CBMC
CN

CP
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DC
DNA
DTH
EGF
EK
ELISA
ELISPOT
FGF
FLG

atopicka dermatitida

protein asociovany s diferenciaci tukové tkané (adipose differentiation-related
protein)

adipocytarni protein vazajici mastné kyseliny (adipocyte fatty acid-binding
protein)

aryl uhlovodikovy receptor (aryl hydrocarbon receptor)
autoimunitni hemolytick4 anemie

gen autoimunitniho regulatoru

autoimunitni onemocnéni §titné zlazy (autoimmune thyroid disease)
buiika prezentujici antigen (antigen presenting cell)

atopicky epikutanni test (attopy patch test)

alergicka rinokonjunktivitida (rinitida)

receptor B lymfocytl pro antigen (B cell receptor)

index télesné hmotnosti (body mass index)

kostni morfogenni protein (bone morphogenetic protein)

mozkovy rustovy faktor (brain derived neurotrophic factor)
diferencia¢ni antigen (cluster of differentiation)

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

mononuklearni burika pupe¢nikové krve (cord blood mononuclear cell)
kontrolni skupina, Helicobacter pylori negativni

kontrolni skupina, Helicobacter pylori pozitivni

cytotoxicky T lymfocyt

dendriticka buiika (dendritic cell)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

pozdni piecitlivélost (delayed type hypersensitivity)

epitelidlni ristovy faktor (epithelial growth factor)

eozinofilni kolitida

enzyme-linked immunosorbent assay

enzyme-linked immunosorbent spot

fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor)

filagrin
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GAD
G-CSF
GDF
GIT
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GRO
HbALc
HGF
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IA-2
ICAM
IFN
IGF
Ig

IL
IPEX

JAK
kDa
LCPUFA

LFA
LIF
LPS
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MCP
M-CSF
MHC
MIF
MIG

MIP

dekarboxylaza kyseliny glutamové

faktor stimulujici kolonie granulocytt (granulocyte colony—stimulating factor)
rustovy diferenciacni faktor (growth differentiation factor)
gastrointestinalni trakt

faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagh (granulocyte-monocyte
colony-stimulating factor)

growth regulated oncogene

glykovany hemoglobin

rustovy faktor hepatocytt (hepatocyte growth factor)

Helicobacter pylori

proteinova tyrozinova fosfataza

mezibunécna adhesni molekula (intercellular adhesion molecule)
interferon

insulinu podobny ristovy faktor (insulin-like growth factor)
imunoglobulin

interleukin

imunodysregulace, polyendokrinopatie, enteropatie, X vazana
(immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome)
Janusova kinaza

kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)

polynenasycené mastné kyseliny s dlouhy fetézcem (long chain
polyunsaturated fatty acid)

adhezivni molekula leukocyti (leukocyte function associated antigen)
faktor inhibujici rist leukemickych bunék (leukemia inhibiting factor)
lipopolysacharid

lymfotoxin

membranovy kofaktorovy protein (membrane cofactor protein)

faktor stimulujici kolonie monocyt (monocyte colony—stimulating factor)
hlavni histokompatibilitni komplex (major histocompatibility komplex)
faktor inhibujici makrofagy (macrophage inhibiting factor)

monokin indukovany interferonem gama (monokine induced by gamma
interferon)

chemotakticky faktor pro monocyty (macrophage inflammatory protein)
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MRNA
NGF

NK

NOD mysi
PAF
PAMP

PBMC
PCR
PHA
PRR

RA
RANTES

RNA
RS
RT-PCR

SCF
SLE
SPT
STAT
T1D
T2D
TCR
Tth
Th
THP
THN
TLR
TG
TGF
TNF

informacni ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)

nervovy rustovy faktor (neuronal growth factor)

pfirozeny zabije¢ (natural killer)

neobezni diabetické mysi (nonobese diabetic mice)

faktor aktivujici krevni desticky (platelet activating factor)

struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy (pathogen associated
molecular patterns)

mononuklearni buiika periferni krve (peripheral blood mononuclear cell)
polymerédzova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
fytohemaglutinin (phytohemaglutinin)

receptor rozeznavajici molekulové vzory (pattern recognition receptor)
revmatoidni artritida

chemotakticky faktor (regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted).

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

roztrousena skler6za

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci (reverse transcriptase
polymerase chain reaction)

faktor kmenovych bunék (stem cell factor)

systémovy lupus erythematosus

kozni prick test (skin prick test)

transkrip¢ni protein (signal transducer and activator of transcription)
diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 2. typu

receptor T lymfocytu pro antigen (T cell receptor)

folikularni pomocny T lymfocyt (follicular helper cell)

pomocny T lymfocyt

skupina pacientt s autoimunitni tyreoiditidou, Helicobacter pylori pozitivni
skupina pacientl s autoimunitni tyreoiditidou, Helicobacter pylori negativni
receptor skupiny Toll (toll like receptor)

tyreoglobulin

transformujici rastovy faktor (transforming growth factor)

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrotising factor)
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Tr
Treg
TSH
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VEGF
VIP
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regulaéni T lymfocyt (regulatory T cell)

regulacni T lymfocyt

hormon stimulujici Stitnou Zlazu (thyroid stimulating hormone)

tymovy stromalni lymfopoietin (thymic stromal lymphopoietin)
vaskularni endotelialni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)
vazoaktivni stievni peptid (vasoactive intestinal peptide)
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1. Teoreticky uvod

1.1. Imunita a jeji slozky

Lidsky organismus je denné vystaven pisobeni nejriznéjSich patogenti. Diky imunitnimu
systému, ktery je tvofen slozitou siti bunék, molekul a dé&ji, je vSak chranén pred Skodlivymi
faktory, a to jak vnéjsich (bakterie, viry), tak i vnitfnich (maligni transformace). Zakladni
funkci imunitniho systému je rozpoznani a naslednd eliminace cizorodého antigenu, vytvoreni
imunologické paméti a tolerance antigent organismu vlastnich. Schopnost autoregulace
imunitniho systému je dualezitym rysem imunitni odpovédi a pii jejim selhdni dochazi
ke vzniku alergie nebo autoimunitnich nemoci. Odpovéd’ organismu vici infekci zpusobené
patogeny, se nazyva imunitni odpovéd’.

Imunitni systém je tvofen dvéma zdkladnimi typy mechanismi, které jsou nevyhnutelné
V obran¢ organismu, a to mechanismy specifické a nespecifické imunity. Nespecifické
mechanismy jsou povazovany za vrozené a jsou okamzité pfipraveny bojovat proti Sirokému
spektru patogend, ale neposkytuji trvajici imunitu a nejsou specifické viici patogenu.
Na druhou stranu specifické mechanismy jsou ziskdny v pribéhu Zivota, jsou specifické
pro jednotlivé patogeny a jsou klic¢ové v ochrané pred opakujici se infekei diky schopnosti
vytvofit dlouhodobou imunitu. Vrozena a ziskana imunitni odpovéd’ spolu uzce souvisi
a spole¢n¢ poskytuji pozoruhodné efektivni obranny systém viici vétsiné patogend, se kterymi
se organismus muiZe setkat.

Diky schopnosti rozpoznavat urcité spole¢né strukturni nebo funkéni rysy mnoha patogent
dokaze nespecificky imunitni systém porazit velké mnozstvi riiznorodych patogenti. Vyuziva
ptitom nekolik typti mechanismil. V prvni linii obrany poskytované nespecifickym imunitnim
systétmem stoji mechanické a fyzikalné-chemické bariéry organismu. Kize a sliznice
respiraniho a gastrointestinalniho traktu pfedstavuji mechanickou bariéru, kterd v spolupraci
s fyzikalné-chemickymi bariérami, jako jsou pot, travici enzymy, stfevni flora, surfaktant,
hlen, sliny a slzy zabranuje vstupu a eliminuje mnoho infekénich agens z organismu. Pokud
nékteré patogeny prekonaji tyto bariéry a vyvolaji zanét, do boje se zapoji druhd obranna
linie, kterou pfedstavuji buniky nespecifického imunitniho systému. Zakladnim ukolem
nespecifické imunitni odpovédi je opsonizace nebo fagocytéza patogenti, aktivace
komplementové kaskady a iniciace prozanétlivé odpoveédi. Tyto ukoly vykonavaji

specializované bunky, jako napt. granulocyty (neutrofily, eozinofily, bazofily a mastocyty),
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piirozené cytotoxické buiky (pfirozeni zabije¢i - Natural Killer (NK)), y6 T bunky, NKT
bunky a fagocytujici bunky (neutrofily, dendritické buiky a makrofagy) (Turvey, S.E. and
Broide, D.H. 2010).

Granulocyty jsou prvni z bun€k, které odpovidaji na infekci. Na svém povrchu exprimuji
nékolik chemokinovych a cytokinovych receptort, diky kterym rychle migruji do mista
infekce, kde sekretuji granule s antimikrobidlnim obsahem a cytokiny, jenz pomahaji
rekrutovat a aktivovat dalsi buniky imunitniho systému (Nathan, C. 2006; Appelberg, R. 2007;
Kumar, V. and Sharma, A. 2010).

NK bunky hraji vyznamnou roli v rejekci tumori a zabijeni bunck infikovanych viry.
Exprimuji nékolik povrchovych receptorii rozpoznavajicich cilové buiky, které soucasné
neexprimuji inhibi¢ni ligandy. Pfi setkani NK bunék s takovymi buitkami se NK bunky
aktivuji a uvoliuji cytotoxické granule obsahujici perforin a granzymy, které jsou schopny
zabit tumorosni nebo infikované bunky. NK builkky také produkuji velké mnoZstvi
interferonu-gama (IFN-y) a interleukinu 4 (IL-4), které pak aktivuji dal§i bunky imunitniho
systému (Orr, M.T. and Lanier, L.L. 2010).

v6 T bunky jsou malou podskupinou T bunék s receptorem T bunék (TCR) sloZeného
Z fetézce v a , na rozdil od konvencnich T bun¢k nesoucich TCR receptor s fetézci a a f.
Receptor o T bunék funguje jako receptor rozpoznavajici charakteristické struktury patogenii
(pattern recognition receptor, PRR) a proto yo T buiiky nepotiebuji pro rozpoznani antigenu
prezentaci antigenu jinymi butikami, ale dok4zi na néj pfimo reagovat. Nicméng, yd T bunky
maji mnoho funkci, které jsou dulezité i pro specifickou imunitu (Witherden, D.A. and
Havran, W.L. 2011).

Také NKT bunky nelze jednoznac¢né pfifadit k nespecifickému nebo specifickému
imunitnimu systému. Predstavuji malou populaci T bunék, ktera soucasné nese znaky jak NK
bunék, tak i konvenénich T bunék. Vétsina NKT bunék exprimuje specificky transkripéni
faktor PLZF a invariantni receptor T bun€k nazyvany u lidi Va24. Tento receptor patii
K receptorim rozpoznavajici charakteristické struktury mikrobi (PRR) (vtomto piipadé
glykolipidy) za ucasti molekuly CD1 ptedkladajici antigen. Po rozpoznani lipidi timto
receptorem secernuji NKT bunky okamzité cytokiny IL-4 a IFN-y, které pomahaji fidit
specifickou imunitni odpovéd’ (Fox, L. et al. 2010).

Fagocyty jsou obdafeny schopnosti rozliSovat povrchové molekuly patogenu od povrchovych
molekul hostitele a po rozpoznani patogenu jej pohltit. Jakmile je patogen uvnitt fagocytu,
mize se uplatnit nckolik mechanismi na jeho usmrceni. Soucasti intracelularnich
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kompartmenti fagocytu jsou antimikrobialni enzymy, proteiny a peptidy, které splynou
s kompartmentem obsahujicim patogen a néasledné jej usmrcuji. Fagocyty také produkuji oxid
dusnaty, superoxidovy radikdl a peroxid vodiku, ktery pusobi letdln¢ na bakterie. Dalsi
funkci fagocytii je pravé klicové propojeni nespecifické a specifické imunitni odpovédi.
Po pohlceni patogenu fagocytem dochazi k jeho rozlozeni na mens$i peptidy, které jsou
nasledné vazany na molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) a tento
komplex MHC s antigenem je transportovan na povrch bunky, kde mtze aktivovat lymfocyty,
a tak iniciovat specifickou imunitni odpovéd’ (Stuart, L.M. and Ezekowitz, R.A. 2005;
Blander, J.M. 2008; Procko, E. and Gaudet, R. 2009)

Schopnost rozliSovat cizorodé antigeny od hostiteli vlastnich molekul je pro imunitni systém
je rozhodujici. Bunky nespecifického imunitniho systému exprimuji velké mnozstvi
receptord, které jsou schopny rozpoznat strukturalni ¢asti charakteristické pro bakterie, viry,
houby, parazity, tzv. molekularni vzory asociované s patogeny (pathogen associated
molecular patterns, PAMP). Tyto receptory se oznacuji PRR (pattern recognition receptors)
a patii k nim napft. receptory skupiny Toll (toll like receptors, TLR) a mandzovy receptor
na povrchu bunék a déle receptory skupiny NOD (NOD-like receptors) a RNA helikazy
Vv cytoplasmé bunék (Kawai, T. and Akira, S. 2010; Kumagai, Y. and Akira, S. 2010).
Po vazbé ligandu na PRR secernuji buiiky nespecifické imunity cytokiny a chemokiny,
zvySuji expresi kostimulacnich molekul na svém povrchu, zpracovavaji a pak ptedkladaji
antigen buiikam specifického imunitniho systému (Takeuchi, O. and Akira, S. 2010).
dendritické bunky a makrofagy (Rescigno, M. 2010).

Nejvyznamnéjsi z bun€k specifického imunitniho systému jsou lymfocyty. T-lymfocyty jsou
odpovédné za bunécnou imunitu, zatimco B-lymfocyty jsou odpovédné za protilatkovou
imunitu.

T bunky se d€li do skupin podle exprese povrchové molekuly CD8 nebo CD4. CD8+ T bunky
jsou cytotoxické T lymfocyty (CTL), které jsou diky svému cytotoxickému potencidlu
dulezité v obrané a eliminaci intracelularnich patogenti a dohledu nad tumory (Zhang, N. and
Bevan, Michael J. 2011; Cox, M.A. et al. 2013). CD4+ T bunky se také nazyvaji pomocné T
buniky (T helper cells, Th) jelikoZ poskytuji pomoc jinym buitkdm a tidi ostatni buriky a jejich
efektorové funkce (Luckheeram, R.V. et al. 2012).

Hlavni funkei B bunék ve specifické imunitni odpovédi je produkce protilatek. Receptory B
bun¢k (BCR) rozpoznavaji specificky antigen v nativni formé. Po navazani ligandu na BCR
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dochazi za asistence CD4+ bunék k diferenciaci B bunék na plasmatické bunky. Tyto bunky
s kratkou zivotnosti produkuji velké mnozstvi protilatek. Maly podil plasmatickych bun¢k
pretrvava jako pamétové B bunky, jenz jsou dulezité pii opakované infekei (Le Roux, D. and
Niedergang, F. 2012).

B-lymfocyty dozravaji v kostni dfeni, zatimco u T-lymfocyti tento proces probiha v tymu
a az poté putuji do perifernich lymfatickych organti, kde dale probiha jejich diferenciace
po setkdni s antigenem. Mald skupina CD4+ bunék je jiz diferencovana pii uvolnéni z tymu,
a to prirozené regulacni T bunky (Treg) a pfirozené zabijecské T bunky (NKT).

Imunitni systém je funkéné¢ rozmanity adokdze vytvofit dokonalou odpoved
proti nejruznéj§im infekénim patogentim. Vznik imunitni odpovédi je ovSem podminény
spolupraci bun€k nespecifické imunity, jenz rozeznavaji chemické struktury charakteristické
pro mikroorganismy, a T lymfocyti specifické imunity, které nesou specifické receptory
pro dany patogen. Aktivace T lymfocytl zdvisi na interakci s profesionalnimi butikami
predkladajicimi antigen (APC). Tyto specializované buiiky nespecifické imunity jsou pfimo
aktivovany patogenem, ktery pohlti a nasledné ho vystavi na svém povrchu k prezentaci
a aktivaci T bun¢k. T buiiky poté proliferuji a spoustéji aktivaci dalSich imunitnich bunék
jsou B lymfocyty produkujici protilatky. T lymfocyty odpovidaji za to, jaky typ protilatek B
buniky produkuji afidi i1 aktivitu ostatnich imunitnich bunck, ¢imz koordinuji optimalni
prib&éh imunitni odpovédi na nejrizngjsi typy infekce. Na konci imunitni odpovédi
podstupuje vétSina aktivovanych B aT bunék apoptézu, kromé pamétovych bunék

piipravenych reagovat v ptipadé, Ze je organismus opét vystaven té samé infekci.

1.2. Cytokiny

1.2.1. Definice

Cytokiny jsou proteiny podobné hormontim, které umoziuji bunkdm imunitniho systému
komunikovat (podle nazvu jde o protein produkovany builkou, ktery piisobi na jiné buiky).
Cytokiny hraji integralni roli v regulaci imunitni odpovédi — jeji iniciaci, udrZzovani a nasledné
downregulaci. Jsou to malé proteiny (velikosti asi 15-25 kDa), které jsou produkovany
obvykle jako odpovéd’ na aktivaéni stimul a vazbou na specifické receptory indukuji
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odpovéd. Sekrece téchto ,,tkanovych hormonti* je kratkodoba (n€kolik hodin az dni). Mohou
pusobit autokrinné na buiky, které je produkuji, parakrinné na pfilehlé buiky, a nékteré
i endokrinné ovlivituji chovani vzdalenych bunc¢k po vstupu do krevniho obéhu. Cytokiny
jsou prevazné solubilni molekuly, zaroven vSak existuji i membranové formy. Typickym
rysem cytokini je pleiotropni Gc¢inek (piisobeni na nékolik rtiznych druht buné€k), piisobeni
Vv kaskadé (jeden cytokin indukuje tvorbu druhého) a redundance (jednotlivé cytokiny mohou
byt nahrazeny jinymi). Koordinovanym pisobenim riiznych cytokinli se synergickou nebo
antagonickou aktivitou vznika tzv. cytokinova sit. Cytokiny mohou mit velice Siroké
spektrum ucinku véetné ucinku na bunéény rist, bunéénou diferenciaci, cytolytickou aktivitu
efektorovych bunék, apoptézu a chemotaxi. Porozuméni ucinku cytokini je zasadni
pro pochopeni raznych forem chovani imunitniho sytému (Veerdonk, F.VV.D. and Netea, M.
2013).

1.2.2. Nomenklatura a klasifikace

V soucasnosti chybi jednotny klasifikacni systém cytokind. Pivodni déleni na monokiny
(cytokiny produkované monocyty a makrofagy) alymfokiny (cytokiny produkované
lymfocyty) se jiz povazuje za pon€kud obsoletni, jelikoz se zjistilo, Ze cytokiny jsou
produkovany mnoha riznymi bunkami.

Interleukiny jsou cytokiny produkované leukocyty plsobici na jiné leukocyty. Jednotlivé
interleukiny byly identifikovany C¢islem vyjadfujicim potadi, ve kterém byly objeveny
(v soucasnosti IL-1 az 38) (Akdis, M. et al. 2011; Veerdonk, F.V.D. and Netea, M. 2013).
Toto pojmenovani nicméné nevyjadiuje jejich biologické vlastnosti. Navic mnoho molekul,
které patii k cytokinlim, nebylo do této nomenklatury zahrnuto, ale zachovali si svlij plivodni
nazev. Soucasny pocet cytokinii neni povazovan za kone¢ny. Mezi cytokiny vSeobecné
fadime interleukiny, chemokiny, interferony, transformujici ristové faktory, faktory

stimulujici kolonie, faktory nekrotizujici nadory a jiné ristové faktory.
Cytokiny lze klasifikovat podle struktury do nékolika skupin:
a. Hemopoietiny — obsahuji ve své molekule 4 a-helikalni useky (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,

IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12 (podjednotka p35), IL-13, IL-15, IL-21, IL-23
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(podjednotka p19), IL-31, TSLP (thymic stromal lymphopoietin), G-CSF, GM-CSF,
M-CSF, onkostatin M (OSM), LIF

Interferony a rodina IL-10 — obsahuji 5 a-helikalnich usekd (IFN-a, IFN-B, IFN-y,
IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, 1L-28, IL-29) (Zdanov, A. 2010)

Rodina IL-1 — obsahuji podobny usek B soudek avazi se na receptory podobné
imunoglobulinim. Vznikaji jako cytoplazmatické prekurzory, jenz jsou sekretovany
po proteolytické tpraveé po pridatném zanétlivém stimulu (IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18
(IL-1y), IL-18, IL-36a, IL-37, IL-36f, IL-le, IL-1Hy2, 1L33, 1L-38) (Veerdonk,
F.V.D. and Netea, M. 2013)

Rodina IL-12 — slozena z nekovalentnich heterodimertt dvou strukturné odli$nych
podjednotek (IL-12, IL-23, IL-27, IL-35) (Hamza, T. et al. 2010)

Rodina TNF — maji tvar kompaktniho ,,soudec¢ku’ tvofeného antiparalelnimi Gseky
polypeptidového fetézce, vétsinou se vyskytuji v trimerni form¢ a mnohé z nich jsou
membranové molekuly (TNF, LT, TRAIL, OX40L, CD27L, CD30L, CD40L, FasL,
CD70, 4-1BBL, RANK-L, APRIL, LIGHT, TWEAK, BLYyS, BAFF) (Locksley, R.M.
et al. 2001; Bodmer, J.L. et al. 2002)

Rodina TGF-p — dimery obsahujici cystinovy uzel kovalentné stabilizujici jejich tvar
(TGF-p 1,2,3; BMP (bone morphogenetic protein), rustové a diferenciacni faktory
(GDF), aktiviny, inhibiny, Anti-Miilleriansky hormon (AMH) (Hinck, A.P. 2012)
Chemokiny — IL-8, MIP, MCP, RANTES a dalsi malé molekuly (8-12 kDa), které 1ze
podle usporadani stabilizujicich cystinovych mustkd rozdélit do skupin: CXC rodina,
CC rodina, C rodina a C3CX. (Commins, S.P. et al. 2010)

Rodina IL-17 — 6 strukturné podobnych proteint (IL-17A-1L-17F) obsahujici
neobvyklou sekvenci aminokyselin, kterou se 1i§i od ostatnich cytokint (Gaffen, S.L.
2009; Commins, S.P. et al. 2010; Gaffen, S.L. 2011)

Ostatni cytokiny — strukturou nepodobné jinym cytokinim (IL-14, IL-16, IL-25, IL-
32, IL-34, MIF a SCF.

Déleni cytokinii podle funkce.

Ptestoze jednotlivé cytokiny mohou mit vice riznych funkci, Ize je rozdélit do skupin podle

jejich primarni aktivity. Nékteré ptisobi primarné jako rustové faktory pro T-lymfocyty nebo

B-lymfocyty, jiné jako hlavni mediatory zadnétu, zatimco jiné zdnét a imunitni odpoveéd’ tlumi

(Tabulka 1) (Dinarello, C.A. 2007). Funkéni vlastnosti cytokint jsou do ur¢ité miry dané
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Funk¢ni tiida Primérni funkce Ostatni ucinky Priklad
Lymfocytarni ristové | klondlni expanze polarizace IL-2, IL-4, IL-7, IL-
faktory Th1/Th/2/Th17 17, IL-15
Th1 cytokiny 1 Th1 odpoveéd klonalni expanze IFN-y, IL-2, 1L-12,
cytotoxickych T IL-18
bunck*
Th2 cytokiny 1 Th2 odpoved 1 produkce IL-4, IL-5, IL-18, IL-
protilatek 25, I1L-33
Th17 cytokiny 1 Th17 odpovéd, autoimunitni IL-17, IL-23, IFN-y
IFN-y odpovéd’
Prozéanétlivé 1 zanétlivé mediatory | 1 nespecificka IL-1a, IL-1B, TNFa,
cytokiny imunitni odpovéd” | IL-12, IL-18, IL-23
MIF, 1L-32, IL-33,
CD40L
Protizénétlivé | zanétlivé geny | smrtici u¢inky IL-10, IL-13, TGF-B,
cytokiny cytokini IL-22, IL-1Ra, IFN-
o/P
Adipokiny prozanétlivy | autoimunitni IL-1a, TNF-0, IL-6,
odpovéd,, pro- leptin, adiponektin,
atherogenni resistin
Cytokiny rastové faktory aktivace B bunék, | IL-6, CNTF, IL-11,
signalizaéni  drdhy akutni faze LIF,CT-1
gp130
Nervové rustové | T nervové/Schwannovy | aktivace B bunék BNDF, NGF
faktory bunky
Cytokiny aktivujici | resorpce kosti stimulace IL-3, IL-7, G-CSF,
osteoklasty imunitniho systému | GM-CSF, M-CSF
Angiogenni cytokiny | neovaskularizace pro-metastatické VEGF, IL-1, IL-6,
IL-8
Mezenchymalni fibroza pro-metastatické FGF, HGF, TGF-B,
ristové faktory BMP
Interferony typu 11 aktivace mikrofagl 1T MHC II. tfidy IFN-y
Interferony typu | anti-virové, protizanétlive, IFN-a, IFN-
1 MHC L. tridy antiangiogenni
Chemokiny** 1 migrace bun¢k 1 aktivace bunék IL-8, MCP-1, MIP-
la

Tabulka 1. Funkéni skupiny cytokina (Dinarello, C.A. 2007).

* Nezahrnuje solubilni cytokinové receptory sTNFRp55, sTNFRp75, sIL-1R typ Il, protein
vazajici IL-18, osteoprotegerin

** Chemokinova rodina zahrnuje CC a CXC chemokiny

lokalizaci jejich receptort (napft. receptor pro IL-33 se nachéazi pouze na mastocytech, zatimco

receptory pro IL-1 a TNF-a Ize najit téméf na kazdé bunce). Funkce cytokinli lze studovat
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in vivo na zvifecich modelech (knock-out nebo transgenni mysi) nebo in vitro v tkanovych

kulturach.

1.2.3. Cytokinové receptory

Receptory cytokini jsou slozeny ze 2-3 podjednotek, z nichz jedna je odpovédna
za specifickou vazbu cytokinu a dalsi za vazbu s nitrobunéénymi signalizaénimi molekulami.
Po vazbé ligandu (cytokinu) dochézi ke konformaéni zméné a asociaci podjednotek receptoru
a nasledné prenosu signalu do bunky.

V soucCasnosti se rozeznava 7 strukturdalnich skupin cytokinovych receptorii (Lee, S. and
Margolin, K. 2011) (viz obrazek 1) :

a. Typ | (receptory hematopoietinii) — obsahuji 1 nebo 2 polypeptidové fetézce, které
vazi cytokin a dalsi spolecné sdileny fetézec odpoveédny za transdukci signalu (yC,
BC nebo gp130)

b. Typ II (receptory interferoni a IL-10) — obsahuji 2 polypeptidové fetézce

C. Receptory TNF- jejich polypeptidy jsou bohaté na cystein a po vazbé cytokinu
trimerizuji. Maji kostimulacni nebo koinhibi¢ni funkci. Patfi k nim receptor
pro CD27, CD30, CD40, CD120, LT-p.

d. Receptory imunoglobulinii — obsahuji extracelularni imunoglobulinovou doménu.
Patfi k nim receptor pro IL-1, IL-18, M-CSF a SCF (stem cell factor).

e. Receptory chemokini — cca 20 ruznych receptort skladajici se z G-proteinu
asociovanym s transmembranovym segmentem polypeptidu, jenz prochdzi sedmkrat
membranou. Zprosttedku;ji aktivaci buiiky a jeji migraci.

f. Receptory pro TGF — obsahuji cytoplasmatické ¢asti se serin/threonin kindzovou
aktivitou

g. Receptor pro IL-17 — obsahuje 5 podjednotek IL-17RA — IL-17RE (obrazek 2)
(Gaffen, S.L. 2009)

Spole¢nym rysem pienosu signalu do buiiky u cytokini je ligandem indukovana dimerizace
podjednotek cytokinového receptoru. Nasleduje aktivace signaliza¢ni drahy, ve které hraje
hlavni roli Janusovska rodina tyrozinkinaz (JAK1, JAK2, JAK3 a TYK?2) a transkripéni faktor
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription, STATL1, STAT2, STAT3, STAT4,
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Receptory Receptory Receptory Receptory Receptory Receptory
hematopoietini interferoni TNF imunoglobuling chemokini pro TGF

‘ 2R IFHR THFR IL-1R | -8R TGFAR

I.':'pﬁ:m:lll !

Obrazek 1. Skupiny cytokinovych receptoru - hlavni strukturalni rysy (Roitt, I.M. and
Delves, P.J. 2001).

IL-17 A~
IL-I7F IL-T7A IL-17F

Meznamy MNeznamy
ligand ligand

17RC IL-I7RB IL-T7RE

IL

IL-T7RA Neznamy IL-7RD  IL-7RD  IL-T7RA

receptor

Obrazek 2. Receptor pro IL-17, vztahy mezi ligandem a receptorem a hlavni
strukturalni rysy (Gaffen, S.L. 2009).

STATS5A, STATSB a STAT6), ktery piestupem do jadra buniky a svou vazbou aktivuje geny
(Obrazek 3). Vysledkem vazby cytokinu na receptor a pienosu signdlu do bunky je
Vv zavislosti na typu bunky, signalu a spolupisobeni dalSich signalti ovlivnéni bunécného
cyklu, bunéfného d¢€leni, diferenciace, indukce apoptdézy nebo spusténi efektorovych

mechanismi (napt. chemotaxe, degranulace atd.).
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Obrazek 3. Signaliza¢ni draha JAK-STAT (Shuai, K. and Liu, B. 2003)

a. Po vazbé ligandu na receptor dochazi k aktivaci JAK, kterd fosforyluje STAT proteiny.
Nasledné fosforylované proteiny STAT dimerizuji a pfemist'uji se do jadra, kde aktivuji
genovou transkripci.

b. Struktura domén JAK.

c. Struktura domén STAT.

1.3. Cytokinova polarizace a souc¢asny pohled na déleni Th lymfocyti

Cytokiny hraji zasadni roli v diferenciaci pomocnych T bunék, pii které se z naivnich
CD4+ T bunék (ThO) stavaji efektorové T buiky. Tato funkce je zprostfedkovéana
pfes signaliza¢ni drahy, protoZe kazdy cytokinovy receptor je asociovany se specifickou JAK
kindzou a specifickym STAT proteinem, na kterych zéavisi diferenciace a funkce jednotlivych
bunéénych linii Th. Po aktivaci zprostfedkované pies receptor TCR se mohou naivni
(prekurzorové) ThO bunky diferencovat do nckolika hlavnich efektorovych linii (Thl, Th2,
Th17, Th9, Th22, Tth a iTreg) podilejicich se na ruznych typech imunitni odpovedi. Kazda
linie efektorovych Th bun¢k exprimuje specifické transkripéni faktory a produkuje specificky
profil cytokind, jez ur€uji jejich efektorové funkce (obrazek 4).
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cytokiny:  1L.27 IL-4 TGF-f IL-21, 1L-23 IL-6 IL-21
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patogeny, alergicky hlenu, patogeny, zanét protilatek
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cytokiny: IL-25, IL-31, IL-33 IL-17F, IL-22, IL-26

Obrazek 4. Diferencia¢ni drahy Th bunécénych linii. V zévislosti na ptidatnych faktorech
pfi expozici antigenu, na stavu bun€k a cytokinl v prostfedi se naivni CD4+ T buiiky mohou
diferencovat do linii Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, nebo folikularni Th (Tth). Tyto bunécné
linie mohou podporovat rizné typy zanétlivych odpovédi v zavislosti na svém cytokinovém
profilu, odpovédi na chemokiny a interakci s dal§imi bunkami (Akdis, M. et al. 2012).

Diferenciace prekurzorovych Th bun€k do specifické bunééné linie zavisi na urcitém vzorci
signald, kterému jsou vystaveny béhem pocatecni interakce s antigenem, jako jsou cytokinové
prostiedi, koncentrace antigenu, typ APC bunék a kostimulacni mlekuly. K aktivaci
a diferenciaci Th bunck jsou nutné 3 rtzné signadly od APC bunck. Prvnim signalem je
rozpoznani molekuly MHC s navdzanym peptidem na APC buiikdch pomoci receptoru TCR
na prekurzorovych Th bunikach. Druhym je kostimulacni signal zprostfedkovany vazbou
stimula¢nich molekul (upregulovanych APC bunkami) na kostimulaéni receptory Th bungk,
v dasledku ¢ehoz jsou Th buiiky dale stimulovany a aktivovany. Posledni signél pfedstavuje
mikroprostiedi cytokinil, které smétuji diferenciaci Th bun€k do specifické bunécné linie.

V zavislosti na sile signalu a konkrétnich pfitomnych cytokinech pfii interakci APC a T bun€k
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dochazi k aktivaci, proliferaci a diferenciaci prekurzorovych Th bunék na efektorové T
buiky.

Prvnim zdrojem cytokini jsou APC bunky a buiikky nespecifické imunity. Navic nékteré
cytokiny produkované jiz vytvofenou T bunécnou linii mohou vytvaret pozitivni zpétnou
vazbu, ¢imz vyznamné posiluji diferenciaci a imunitni odpovéd'.

Plivodné se predpokladalo, ze naivni CD4+ ThO buiky se diferencuji pouze do 2 podskupin,
ato Thl nebo Th2 (Mosmann, T.R. and Coffman, R.L. 1989; Coffman, R.L. 2006). Nicméné
Vv nedavné dobé byly postupné objeveny dal§i vymezené podskupiny Th bunék. Kazda
podskupina se vyviji v pfitomnosti specifickych cytokini a specifickych transkripénich
faktort. Jiz diferencované Th buiiky exprimuji transkripcni faktory a cytokiny specifické
pro danou buné¢nou linii a odpovédné za jejich efektorovou funkci.

Pro diferenciaci Thl bunécné linie je nutnd piitomnost cytokini IL-12 a IFN-y. Pfi vzniku
Th2 linie se mize uplatnit vice cytokind: IL-4, IL-2, IL-7 a TSLP (tymovy stromalni
lymfopoetin). TGF-f muze indukovat vznik rdznych efektorovych linii v zavislosti
na pritomnosti dalSich cytokind: spolu s IL-2 indukuje diferenciaci Treg, s IL-6 indukuje
Thl17, zatimco v pfitomnosti IL-4 podporuje vznik Th9 bunék, ato bud’ piimo nebo
reprogramovanim Th2 bunék (Veldhoen, M. et al. 2008). Ve vyvoji Th17 linie se v prvnim
kroku uplatiuji cytokiny TGF-P a IL6, dale pti autoamplifikaci IL-21 a pii stabilizaci linie IL-
23. Také IL-1 a TNF-a se vyznamné uplatiuji pti diferenciaci Th17 (Bettelli, E. et al. 2007).
Pti vzniku Trl linii regulacnich bun€k se vyznamné uplatituje IL-27 a IL-10. Folikularni Th
buriky (Tth) vznikaji za ptitomnosti IL-6 a IL-21 (Luckheeram, R.V. et al. 2012).

Dulezitym pravidlem diferenciace Th bunék je, ze jeden z charakteristickych cytokint
produkovany kazdou diferencovanou efektorovou buiikou je soucasné hlavnim induktorem
své bunécné linie, ¢imz vytvafi pozitivni zpétnou vazbu. Mezi tyto cytokiny s efektem
pozitivni zpétné vazby patii IFN-y pro Thl, IL-4 pro Th2, IL-21 pro Thl7 a TGF-p
pro iTregs.

V podminkach in vivo vSak rozhoduje o diferenciaci Th bun¢k slozita cytokinova sit’.
Vseobecné lze fici, Ze pro diferenciaci jedné linie efektorovych buné€k je nutny vice neZ jeden
cytokin a cytokiny, které podporuji diferenciaci jedné linie mohou potlacovat vznik ostatnich
linii (obrdzek 5). Navic pokud jsou bunky simultdnné nebo postupné vystaveny vlivu urcité
smesi cytokind, které by za normalnich okolnosti indukovali vznik raznych linii, mohou

za téchto okolnosti ziskat smiSeny Th fenotyp (Zhu, J. and Paul, W.E. 2010).
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Minimaln¢ 2 typy transkripénich faktori jsou nutné pro diferenciaci Th bunck, a to hlavni
regulatory a STAT proteiny. Aktivita hlavnich regulatorti je kontrolovana jejich expresi,
zatimco STAT proteiny jsou indukované cytokiny. Aktivace proteinu STAT je prvni
odpovédi diferencujici se T builky na cytokinové prostfedi a piedstavuje nutny krok
transkripéni faktory jednotlivych
efektorovych linii jsou T-betStat4 pro Thl linii, GATA-3STAT6 pro Th2 linii,
Foxp3/STATS pro iTreg, RORyYSTAT3 pro Thil7 linii, PU.1 a IRF4/STAT6 pro Tho.

Ptestoze jeden STAT protein je hlavni pro kazdou linii, dalsi STAT proteiny ji také ovliviiuji

v zaloZzeni fenotypu efektorovych bunék. Hlavni

(Stritesky, G.L. and Kaplan, M.H. 2011) (Tabulka 2). Transkripéni faktory navic interaguji

navzajem na urovni gend i proteinil a vytvaii tak sofistikovanou transkripéni regulacni sit’.

IL12, IFNy |
! ! Sk [L12
— S Thl, t bet " IFNy, Lfa, 112
—(  The \-. PR —
A TGE§
TGE-g |
L4 114,112 L T CATAS {1L4)1L9, IL13, L4
1L, Larl L AD o
IL10, IL25, Amp
IL6 o “TL21}IL17A
- TGF-8 Thl7, RORyt ~ —]E 7
Naive CD4+ - IL&
TGE-B, IL12 [L10, TGF-B,
iTreg, FOXP3 L35
[La&, IL21 [FMy, IL4, ;
Tfh, Bcl6 IL10 :

Obrazek 5. Vliv riznych cytokini na diferenciaci CD4+ T bunék. Modré Sipky ukazuji
na diferenciaci naivnich buné€k v pfitomnosti urcitych cytokinl. Zelené Sipky piedstavuji
autoamplifikacni fazi podporovanou cytokiny oznacené krouzkem. Plasticita podskupin T
bunek pod vlivem specifickych cytokinli je zndzornéna ervenymi Sipkami. U kazdé Th linie
je zobrazen 1 hlavni regulator transkripce. Bcl6 zatim nebyl prokazan jako hlavni regulator,
ale hraje vyznamnou roli pii diferenciaci Tth. (Luckheeram, R.V. et al. 2012)
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Inhibi¢ni

Bunééna linie Cytokiny Transkrip¢ni faktory
transkripéni faktory

Thl IL12, IFN-y T bet, STAT1, STAT4, GATA3

Runx3, Eomes, HIx
Th2 IL-4, 1L-2 GATA3, STAT6, STATS, T-bet, Runx3

STAT3, Gfi-1, c-Maf, IRF4
Thl7 IL-6, IL-21, RORyt, STAT3, RORa, T-bet’ Runxl, Smad3,

IL-23, TGF-B  Runxl, Batf, IRF-4, AHR Runx1* FOXP3

Tth IL-6, IL-21 Bcl6, STAT3
iTreg TGF-, IL-2 FOXP3, Smad2, Smad3,

STATS5, NFAT, IRF4
Th9 TGF-B, IL-4 IRF4
Trl IL-27, 1L-10 c-Maf, AhR

Tabulka 2. Cytokiny a transkrip¢ni faktory charakteristické pro Th bunécné linie
(hlavni regulatory jsou podtrzeny) (Luckheeram, R.V. et al. 2012).

Th1 buiiky jsou dulezité v ochrané proti intracelularnim virovym a bakteridlnim patogentim,
ulidi specidlné v rezistenci vic¢i infekci mykobakteriemi. Hlavnim cytokinem, ktery
produkuji je interferon-gamma (IFN-y), dale pak lymfotoxin-a (LT-a ), a interleukin 2 (IL-2).
IFN-y produkovany Thl buikami aktivuje makrofdgy azvySuje jejich fagocytarni
a mikrobicidni aktivitu. IL-2 podporuje proliferaci CD8+ buné¢k s cytolytickou aktivitou,
pamétovych CD8+ bun€k a je nutny pro piezivani a aktivaci ptirozenych Treg. Abnormalni
aktivace Thl bun¢k se povazuje za klicovy moment pfi vzniku vétSiny organové-specifickych
autoimunitnich onemocnéni (Luckheeram, R.V. et al. 2012).

Th2 bunky hraji zasadni roli pfi eliminaci extracelularnich paraziti a pii spolupraci s B
lymfocyty. Produkuji cytokiny IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-10 a IL-25 a amphiregulin. IL-5
aktivuje eozinofily, které zabijeji parazity, zatimco IL-4 a IL-13 stimuluji kontrakci hladkych
svalll a nadprodukci hlenu napomahaji odstranéni parazitl ze stev a plic. IL-4 navic indukuje
izotopovy piesmyk a produkci protilatek tfidy IgE v B bunkach jakoz i upregulaci IgE
receptori na mastocytech a bazofilech. Pfi opakovaném setkani s antigenem zpusobuji

antigen-specifické IgE rychlou degranulaci mediatori (serotonin, histamin) z téchto bun¢k

w1
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cytokin, ktery inhibuje Thl bunky a dal§i buiky nespecifické imunity v ramci obnoveni
rovnovahy po eliminaci patogenu. IL-25 patii strukturné do rodiny IL-17 cytokint (IL-17E),
ale jeho hlavni funkci je posilovani Th2 bunééné odpovédi upregulaci Th2 cytokint.
Vyznamné se také uplatiuje v inhibici Th17 bunék atak potlacuje vznik autoimunitnich
onemocnéni. Amphiregulin je ¢lenem rodiny epidermalniho riistového faktoru (EGF), ktery
indukuje proliferaci epitelidlnich bunck. Za patofyziologickych okolnosti jsou Th2 buiky
odpovédné za vznik alergického zanétu a astmatu (Paul, W.E. and Zhu, J. 2010; Luckheeram,
R.V.etal. 2012).

T regulacni buriky (Treg) se v organismu vyskytuji jednak jako pfirozené nTreg uvoliiované
z thymu, které exprimuji transkripéni faktor FOXP3, a dale pak jako indukovatelné iTreg,
které se vyvijeji v perifernich organech lymfatického systému po setkani s antigenem a nesou
expresni profil FOXP3+CD4+CD25+. Mezi regulaénimi buiikami se rozliSuje skupina bunék
Trl produkujici IL-10, ktera hraje vyznamnou roli v potlaovani zanétlivych
a autoreaktivnich procest. Treg jsou dulezit¢ v udrzovani imunologické tolerance
vici autoantigentiim i cizorodym antigenim. Potlacuji imunitni odpovéd’ po eliminaci
patogenu z organismu, ¢imz chréni organismus vii€i imunopatologickym reakcim. Hlavnimi
efektorovymi cytokiny Treg bunék jsou IL-10, TGF-$ a IL-35. IL-10 je vyznamny inhibi¢ni
cytokin aspolu s TGF-f ucinné potlacuje produkci IgE a oslabuje tak alergicky zanét.
Chybéni nebo oslabeni funkce Treg muze vést ke vzniku autoimunitnich procestt (La Cava,
A. 2008; Dons, E.M. et al. 2012).

Objev Th17 bunék byl vyznamny krokem k upravé ptivodniho paradigmatu Th1/Th2
a pomohl objasnit mnoho d¢jh, které byly piivodné ptipisovany Thl buiikam (DTH a nékteré
autoimunitni onemocnéni) (Harrington, L.E. et al. 2005). Hlavni funkci Th17 bunék je obrana
proti plisnim a extracelularnim bakteriim, zaroven se také vyznamné uplatiuji ve stimulaci
zan&tu u autoimunitnich onemocnéni, jako napt. roztrousena skler6za, revmatoidni artritida,
psoriaza a dal§i (Ghoreschi, K. et al. 2011; Peters, A. et al. 2011). Zjistilo se, ze existuji 2
podskupiny Th17 bunégk, a to klasické Th17 buniky s pfevazné regulacni funkci a alternativni
patogenni Th17 buiiky, které se vyvijeji v ptipad¢ chybéni TGF-B (Ghoreschi, K. et al. 2010).
Th17 bunky produkuji cytokiny IL-17A, IL-17F, IL-21 a IL-22. IL17 indukuje vznik
prozanétlivych cytokinii a chemokinli ajeho receptory jsou lokalizovany kromé bunék
imunitniho systému také v krvotvorné tkani, kuzi, plicich, stfevé a kloubech. IL-21 posiluje
diferenciaci Th17 bunék, ale ma pleiotropni G€inky zahrnujici aktivaci T bunck a NK bunék
a indukci vyvoje B bunck na plasmocyty a pamétové buiiky. IL-22 je soufasné zanétlivym
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faktorem a ma ochranné ucinky pro tkan¢, jelikoz se aktivné ucastni slizni¢ni obrany proti
bakterialnim patogenim. Th17 bunky maji antagonisticky vztah s Treg (Hemdan, N.Y.A. et
al. 2012). V experimentalnim modelu autoimunity hraji Th17 kritickou roli v iniciaci kaskady
zanétlivych déja v dasledku produkce cytokinii Thl7 spektra ve tkanich (IL-17A, IL-17F
a GM-CSF). Produkce téchto cytokini vede ke vzniku agresivni zanétlivé odpovéedi
charakterizované infiltraci tkdni polymorfonuklearnimi fagocyty, destrukci extracelularni
matrix a dal§im zndmkam tkanového zanétu. Pro udrzeni patogenetické linie Th17 se zda byt
nutna ptitomnost cytokinu IL-23 (EI-Behi, M. et al. 2011).
Th9 buiiky byly puvodné povazované za podskupinu Th2 bunék, nicméné dnes jsou
povazovany za samostatnou skupinu. Maji prozanétlivé Uc¢inky, uplatiuji se v boji
proti stfevnim parazitim a nékterym nadortim, patofyziologicky pfi vzniku autoimunitnich
onemocnéni a alergickém zanétu. Jejich ptesna funkce pravdépodobné zavisi
na mikroprostfedi dané tkdné¢ a dalSich cytokinech Th bunék pfitomnych v misté zanétu.
Produkuji velké mnozstvi IL-9 ataké IL-10. IL-9 se zdsadn¢ uplatiiuje v imunopatogenezi
astmatu, a to aktivaci bun€k jako jsou mastocyty, B burky, eozinofily, neutrofily a epitelialni
buiiky dychacich cest, dale pak hypersekreci hlenu a uvolnovanim chemoatraktantti. Th9 jsou
povazovany za hlavniho Cinitele v patogenezi alergickych onemocnéni, zvlasté pak astmatu
(Jabeen, R. and Kaplan, M.H. 2012; Luckheeram, R.V. et al. 2012; Schmitt, E. et al. 2014).
Folikularni Th buiiky (Tfh) sexpresnim profilem CXCR5+CD4+ jsou umistény
ve folikularni ¢asti lymfatické tkané, kde reguluji produkci antigen-specifickych protilatek.
Pomoci kostimula¢nich molekul CD28, OX40 a ICOS a sekreci IL-21 indukuji vyvoj B bunék
na plasmatické buiikky produkujici protilatky a také vznik pamétovych B bunék. Kli¢ovym
reguldtorem Tth bunék je transkripéni faktor BCL6. Tth bunky vykazuji zna¢nou plasticitu
a jsou schopny se dale diferencovat na Tthl produkujici IFN-y a vedouci k tvorbé protilatek
tiidy IgG2a, Tth2 produkujici IL-4 a indukujici tvorbu protilatek IgG1 a IgE a TthO tvofici
IL-10 a podporujici tvorbu protilatek IgA. V soucasnosti jsou znamy i dalsi populace Tth
bunék, a to NK (NKTFH) a regula¢ni TFR buniky. Patofyziologicky se Tth buiiky miizou
uplatiiovat pii vzniku systémovych autoimunitnich onemocnéni a nékterych lymfomu
(Laurent, C. et al. 2010; Tellier, J. and Nutt, S.L. 2013)
Th22 buiiky jsou zatim posledni objevenou skupinou Th efektorovych bunck. Exprimuji
profil CCR6+CCR4+CCR10+ a jejich klicovym transkripénim faktorem je protein AHR (aryl
uhlovodikovy receptor). Produkuji hlavné IL-22 a dale pak 1L-26 a IL-13 (Eyerich, S. et al.
2009). Efektorové Th22 bunky se diferencuji v pfitomnosti cytokini IL-6 a TNF-a
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a za pomoci plasmacytoidnich dendritickych bunék (DC) (Duhen, T. et al. 2009). IL-22 patfi
do skupiny IL-10 cytokinl a je produkovan také dal$imi buitkami imunitniho systému (Thl,
Th17, NK). Jeho hlavni biologické funkce spociva ve stimulaci nespecifické imunity, ochrany
pied poskozenim tkani aposileni regenerace. Cilové receptory jsou umistény
na keratinocytech kaze, v buiikkach ledvin a orgénech respiracniho nebo gastrointestinalniho
systému (jatra, pankreas). V zavislosti na ptvodu postizené tkané a lokalnim cytokinovém
mikroprostifedi mizou Th22 hrat bud protektivni nebo patogenni roli v chronickych
zanétlivych onemocnénich (Witte, E. et al. 2010; Akdis, M. et al. 2012).

Piivodné se povazovala diferenciace T bunck po setkani s antigenem za definitivni, nicméné
Vv posledni dobé bylo prokdzano, ze urcité podskupiny Th bunck vykazuji plasticitu, zvlaste
pak bunky Treg a Thl7, které mohou ziskat schopnost produkovat IFN-y, pokud jsou
vystaveny pusobeni urcitych stimull. Tato heterogenita Th buné¢k je dand expresi ptidatnych
transkripénich faktor. V praxi muze byt plasticita Treg potencialné rizikova, pokud se Treg
dokézi v pfislusném cytokinovém mikroprostfedi pfeprogramovat na buniky s prozanétlivym
fenotypem, coz muaze mit Skodlivé dasledky. Aberantné fungujici T bunky jsou asociovany
S rozvojem Cetnych autoimunitnich a alergickych patologickych procestt (Nakayamada, S. et
al. 2012).

Pro vyvoj urcité linie a posileni zanétlivé odpovédi je tedy potieba mnoho signalt
a komplexni cytokinova sit. Tato rovnovaha pro a protizdnétlivych signalti umoZznuje jemné
,»vypilovani® imunitni odpovédi, ktera poskytne hostiteli ochranu vii¢i patogenu a soucasné
zabrani ni¢ivym ucinkim zanétu. Aktivace, diferenciace a expanze jednotlivych efektorovych
linii je disledné¢ regulovana aktivitou a expresi specifickych transkripénich faktort.
Neptiméfena regulace imunitni odpoveédi na patogeny miize vést k chronické infekci, zatimco
nekontrolovana odpovéd’ mliZe zplisobit piebyte¢né samoposkozeni tkani. Nezadouci aktivace
Th1, Th17 nebo Th2 bunék muize také vyustit v organoveé specifické autoimunitni onemocnéni
nebo alergicky zanét ¢i astma. Pochopeni této sité cytokint a transkripénich faktorti v pribehu
diferenciace CD4+ T bunék je klicové pro diagnostiku alécbu mnoha imunitné

zprostfedkovanych onemocnéni.
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1.4. Imunopatologie, u kterych se v patogenezi uplatiiuje vychyleni polarizace

imunitniho spektra

Za fyziologickych podminek existuje ve slozitych interakcich mezi butikami a solubilnimi
mediatory imunitniho systému dokonald rovnovaha, kterd chrani organismus
vaci patologickym reakcim (Rizzi, M. et al. 2006; Mantovani, A. et al. 2007). V tomto
kontextu hraji kliCovou roli cytokiny, které jsou primarnimi modulatory bun¢k imunitniho
systému a jako takové tedy hraji ustfedni roli ve vyvoji, udrzovani a aktivité jednotlivych
populaci bun¢k imunitniho systému.

Pti premr$téné imunologické odpovédi na vnéj$i nebo vnitini antigeny za patofyziologickych
podminek dochézi k poskozeni tkani nebo organii nebo snizeni jejich funkce. Tyto procesy se
vSeobecné nazyvaji imunopatologické reakce a patfi k nim napt. alergie (reakce na vnéjsi
antigen) a autoimunitni onemocnéni (reakce na autoantigen). Imunologové jiz 1éta pouzivaji

klasifikaci imunopatologickych reakci podle Coombse a Gella (tabulka 3).

Typ Popis Mediatory Priklady
I Casna piecitlivélost IgE, 1gG4 Atopie, anafylaxe
I Cytotoxicka reakce 1gG, IgM, AIHA, Goodpasteriiv syndrom
komplement
i Imunokomplexova reakce 19G Sérova nemoc, vaskulitidy
v Pozdni precitlivélost (DTH) T bunky Kontaktni dermatitida, chronicka
rejekce

Tabulka 3. Klasifikace imunopatologickych reakci podle Coombse a Gella.

V patogenezi alergickych a autoimunitnich onemocnéni se Casto uplatiiuje dysregulace
na urovni cytokinil, nedostatecna funkce regulac¢nich T bunék a nekontrolovana aktivita urcité
bunécné linie (Thl, Th2, Th17, B bunky a jimi produkované specifické protilatky) (obrazek
6) (Veldhoen, M. et al. 2008; Shah, A. 2012).

Dlouhé roky byla uznavana hypotéza Th1/Th2 o existenci pouze 2 buné¢nych linii, které se

navzajem reguluji (posiluji vlastni linii, zatimco potlacuji druhou linii). V tomto schématu
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figurovala Thl imunitni odpovéd’ mediovana cytokiny produkovanymi Thl buitkami (IL-2,
IFN-y, TNF-a) a makrofagy (IL-1, IL-6, IL-12 a TNF-a), zatimco Th2 odpovéd byla
mediovana cytokiny produkovanymi bunkami Th2, jako IL-4, 1L-5 a IL-13 (Mosmann, T.R.
and Coffman, R.L. 1989; Coffman, R.L. 2006). Podle této hypotézy byla autoimunitni
onemocnéni pripisovana Thl buiitkam a atopické reakce (alergické reakce s elevaci IgE) Th2
buiikdm. Je dobfe znamo, Ze autoreaktivni Thl bunky hraji klicovou roli v autoimunitnich
nemocech jako revmatoidni artritida (RA), systémovy lupus erythematosus (SLE), diabetes
mellitus 1. typu (T1D), roztrousena skler6za (RS) a autoimunitni tyreoiditida. Nicmén¢ déleni
imunopatologii na Th1l a Th2 mediované neni dostacujici a jejich patofyziologie je mnohem
slozit€j$i. V soucasnosti je jiz znamo, ze Thl imunitni reakce byly jasné¢ popsany
I v atopickych onemocnénich a Th2 reakce se také uplatiuji v autoimunitnich procesech
(Shah, A. 2012). Hypotéza Th1/Th2 m¢la i dal$i nedostatky a nedokazala vysvétlit nékteré
klicové imunopatologické déje. S objevem Th17 bunék v roce 2005 (Harrington, L.E. et al.
2005) ptisla prvni zasadni revize hypotézy Th1/Th2 (Bettelli, E. et al. 2007). Nova hypotéza
Th17 pomohla objasnit buitkami zprostiedkované poskozeni tkani u mnohych autoimunitnich
onemocnéni 1 pii mikrobialni infekei, které byly ve skutecnosti zprostiedkované cytokiny IL-
23 a IL-17 (osa IL-17/1L-23) (Steinman, L. 2007). Jejich ucast v patogeneze nemoci byla
prokazana u RS, RA, T1D, psoriazy a SLE, ale i v atopickych nemocech (Wilke, C.M. et al.
2011).
V regulaci imunitnich reakci hraji klicovou roli pfirozené a indukované Treg, které tlumi
pfemrsténou zanétlivou reakci na mikroorganismy nebo autoantigeny, a to tim, Ze potlacuji
aktivaci bunék nespecifické imunity, dale schopnost APC bun¢k prezentovat antigeny a také
efektorové funkce Thl, Th2 a Th17 bunck. Neptitomnost Treg bunck vede k zavazné
autoimunité, jak je vidét u pacientt se syndromem IPEX (immunodysregulation
polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome), kterym chybi transkripéni faktor Treg
bunék FoxP3 (d'Hennezel, E. et al. 2009). Tito pacienti produkuji nadmérné mnozstvi Thl,
Th2, Th17 cytokin a IgE v porovnani se zdravymi kontrolami (Chatila, T.A. 2009).
B-lymfocyty hraji vyznamnou roli v patogenezi jak v atopickych, tak i autoimunitnich
onemocnénich, kde se mohou uplatiovat jako antigen prezentujici buiky stimulujici
pocatecni fazi imunitni odpovédi a aktivujici efektorové T bunky, tak diferencované
plasmatické bunky produkujici specifické autoprotilatky (IgG nebo IgM) nebo pro alergen
specifické IgE pfi atopickych nemocech, ale 1 protilatky IgE v autoimunitnich onemocnénich
(anti-citrulinové protilatky u RA, anti-GAD65 protilatky u T1D, protilatky proti receptoru
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TSH u Gravesovy nemoci a anti-myelinové protilatky u RS). Regula¢ni B bunky produkujici
IL-10 se vyznamné uplatiuji v regulaci zanétu tim, ze podporuji vyvoj Treg a potlacuji vyvoj
Th1 a Th17 bunék (Shlomchik, M.J. 2009; Pillai, S. et al. 2011).

Tymovy stromalni lymfopoietin (TSLP) je cytokin produkovany epitelialnimi buinkami,
dendritickymi buiitkami a mastocyty fungujici jako hlavni pfepinac, ktery podporuje vznik
alergického a mén¢ i autoimunitniho zanétu, av§ak mtize byt i patofyziologickym pojitkem
mezi témato dvéma typy nemoci. TSLP stimuluje Th2 cytokinovou odpoveéd’ a expanzi Th2

pamétovych bunék, a to hlavné upregulaci IL-4 (Roan, F. et al. 2012).

1.4.1. Autoimunitni onemocnéni

Imunitni systém pfirozené¢ rozpoznava a eliminuje nejen cizorodé antigeny, ale
1 poskozené, staré, apoptotické ¢i jinak pozménéné builkky organismu vlastni. Tato
autoimunitni odpovéd” je vSak pod pfisnou kontrolou genetickych mechanismil
rozpoznavajicich antigen, bunéénych interakci a jejich ptipadnych vysledkli. Mechanismy
udrzujici imunitni odpovéd’ vici vlastnim antigenim ve fyziologickych mezich se nazyvaji
autotolerance. Autoimunitni onemocnéni pfedstavuje patologicky stav, kdy pfi autoimunitni
odpovédi namifené proti vlastnimu antigenu dochazi k poskozeni tkani. Mlze byt spusténo
vlastnim nebo cizorodym antigenem a v jeho patogenezi se vétSinou uplatiiuji T 1 B bunécné
reakce. Zakladni kritéria autoimunitniho onemocnéni jsou dle klasické definice
dle Witebského a Rosea identifikace autoantigenu a mechanismli vedoucich k poSkozeni
vlastnich tkdni (bunéné nebo protilatkové) a vznik analogického onemocnéni
pfi experimentalni reprodukci patologickych déji in vitro nebo in vivo po pfenosu sérovych
faktorti nebo bun¢k (Witebsky, E. et al. 1957).
Autoimunitni  onemocnéni  vznikaji v disledku komplexni souhry  genetickych,
environmentalnich a endogennich faktor. Pfes zna¢né pokroky ve vyzkumu, u vétSiny
autoimunitnich onemocnéni zlstavaji déje, které spoustéji autoimunitu, nepochopené. Navic
také neni jasné, jestli autoimunita vyplyva primarné z poruchy imunitniho systému, jestli je
sekundarni pii zménach cilovych organd, nebo oboji. Podminkou vzniku autoimunitnich
onemocnéni je prolomeni autotolerance, kterd je zabezpeCovand na dvou urovnich, a to

centralni a periferni.
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Selekce T lymfocytt v tymu je kliCovym déjem v jejich vyvoji a je to d€j zavisly na interakci
se stromalnimi bunikami tymu, které T lymfocytim prezentuji tkanove specifické antigeny.
Za prezentaci riznych autolognich antigen v tymu je odpovédny gen autoimunitniho
regulatoru (AIRE). Je to autosomdlné¢ recesivni gen, pii jehoz mutacich dochazi
k nedostate¢né prezentaci autoantigenti v tymu a vznikaji tak rizné kombinace autoimunitnich
endokrinnich onemocnéni. Cast autoreaktivnich T lymfocyti je tedy destruovana jiz v tymu,
pficemz dal$i mechanismy autotolerance se uplatiiuji v periferii. Pfi setkani T bunck se
specifickym antigenem bez kostimula¢nich signalt se T lymfocyt dostava do stavu funkéniho
utlmu, ktery nazyvame klonalni anergie. Z tohoto stavu vSak muze byt T lymfocyt
“probuzen”, pokud dostane vhodny nespecificky kostimulacni signal napt. z poranéné tkané.
Pti prezentaci antigenu na MHC komplexu v podprahovém mnozstvi jej T lymfocyt
nerozpoznava a dochdzi k tzv. imunologické ignoranci. Ignorance mize byt také ptekonana, a
to pifi dobré dostupnosti antigenu, jako napt. pii jeho prezentaci infikujicim
mikroorganismem. Autoimunita mize byt také zpusténa produkei protilatek proti peptidim
po jejich translaci anti-sense vlaknem DNA, kdy sense vlakno translatuje auto-antigen. Tyto
protilatky pak pro zménu indukuji vznik anti-idiotypovych protilatek, které mohou zki#izené
reagovat s autoantigenem. Nakonec je tolerance na periferii zabezpe¢ovana aktivni regulaci T
regulacnimi bunkami. Pfirozené regulacni bunky (nTreg) uplatiuji sviy tlumivy efekt
v pfimém kontaktu bunck a jejich membranovych molekul, jako napt. CTLA4. Indukované
Treg (iTreg) ke své funkci nepotiebuji pfimy kontakt, protoZe produkuji solubilni cytokiny
s tlumivym Uc¢inkem, jako napt. IL-10 a TGF-B. Treg burky s oslabenou inhibi¢ni kapacitou
byly nalezeny u n€kterych autoimunitnich onemocnéni a dobfe znamy je i1 vznik letalniho
autoimunitniho onemocnéni u lidi s IPEX syndromem, kdy je defektni funkce Treg
v disledku mutace jejich transkripéniho faktoru FOXP3. Na aktivni Uc€asti v regulaci
autoimunitni odpovédi se podileji i NKT bunky.

Vznik autoimunitniho onemocnéni po autoimunitni odpovédi zavisi jak na kvalité imunitni
odpovédi tak 1 dostupnosti ptisluSného antigenu. Podle expresniho profilu autoantigenti Ize
autoimunitni onemocnéni rozdélit na organové specifické a systémové. Organove specifické
autoimunitni onemocnéni jsou charakterizované vznikem lymfocytd s autoreaktivitou
vici antigenim omezenym na urcitou tkan. Prolomeni periferni tolerance pak vede k aktivaci
autoreaktivnich lymfocyti a jejich prilakani do cilové tkané, kde dojde k jejimu poSkozeni.

Systémova autoimunita vznika, kdyZ jsou autoantigeny rozmisténé na mnoha tkanich

34



organismu rozpoznané autoreaktivnimi lymfocyty. Nasledn¢ dochazi ke vzniku humoralni

i buné¢né imunitni odpovédi (Comerford, 1. et al. 2014).

Nadmérmna, snizena nebo aberantni cytokinova odpoved
ptispiva k autoimumnitnimn zanétu

Specificitita
Pleiotropie
Eedundance
ZLlkrizena regulace
Feciprotni -
diferenciace
Antagonismus
Dualni aktivita
Synergie
Eowvnovaha
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Obrazek 6. Podskupiny T bunék a jejich efektorové cytokiny v patogenezi
autoimunitnich onemocnéni. Rovnovaha v aktivité rGznych podskupin efektorovych
aregulacnich T buné€k je nutna pro G¢innou imunitni odpoveéd’, ktera je soucasné primeiena
vyvolavajicimi stimulu. Pfehnand, pfili§ slaba nebo aberantni cytokinova odpovéd’ vyznamné
piispiva k autoimunitnimu zanétu, ktery je podkladem autoimunitnich onemocnéni.
Podskupiny Thl, Th17, Th22, a Th9 (vlevo) obecné tidi patogenni efektorovou odpovéd’,
zatimco Th2, CD4+CD25+Foxp3+ Treg, Trl secernujici IL-10 a Th3 secernujici TGF-f
(vpravo) zprostfedkovavaji regula¢ni odpovéd. Tth se uplatiiuji v aktivaci B bunék
v lymfatické tkani. Zobrazeny jsou primarni cytokiny secernované podskupinami T bunék
a vlastnosti jednotlivych podskupin T bun¢k a cytokinii (stfed), které hraji roli v urcité fazi
autoimunitnich onemocnéni. (Moudgil, K.D. and Choubey, D. 2011).

Ptesné spousStéci mechanismy, pii kterych dochdzi k poruseni tolerance viic¢i vlastnim
antigenim, jakoz i nasledné dé&e vedouci k indukci autoimunitni odpoveédi zistavaji
u mnohych pfirozen€ se vyskytujicich autoimunitnich onemocnéni zatim nezodpovézené.

V souCasnosti se usuzuje, ze autoimunitni onemocnéni vznikd v disledku kombinace
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genetické predispozice, poruSe pifirozenych mechanizmi tolerance a spoustécu puisobicich
ze zevniho prostfedi. Mnoho pokusti na zvifatech i zkuSenosti z Iékatské z praxe ukazuji
na pritomnost prozanétlivych cytokini, které pfispivaji k iniciaci a propagaci autoimunitniho
nemoci (Moudgil, K.D. and Choubey, D. 2011). V patomechanismu autoimunitnich
onemocnéni se uplatiuji hlavng slozky specifického imunitniho systému. Casto vsak nelze
jasné oddélit poSkozeni tkani zplisobené autoprotiladtkami od bunikami zprostiedkovanych
reakci, ve kterych se uplatiluji zejména autoreaktivni Th1 nebo Th17 butiky, ale i Th9 a Th22
buitky. Nicméné svoji ucast pfi autoimunitnich onemocnénich mize mit i nespecificky
imunitni systém, napf. pfi mutaci nékterych receptor PRR nebo jejich ¢asti (Comerford, I. et
al. 2014).

1.4.1.1. Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) je onemocnéni zpisobené¢ nedostatkem insulinu
v disledku destrukce beta bun€k pankreatu, které produkuji insulin, autoimunitnim zanétem.
Nejcastéji se manifestuje v détském veku, ale jedna Etvrtina piipadt je diagnostikovana az
v dospélosti.
Incidence T1D se liSi v zavislosti na geografii, véku, pohlavi a rodinné anamnéze a roli hraji
1 faktory zevniho prostiedi. Celosvétova incidence T1D je udévana od 0,1 az 37/100 000 déti
mladSich 15 let, m4 vzestupny trend (v Evropé, na stfednim vychod¢ a v Australii ro¢n¢ o 2-
5%), a to zejména u deti mladSich 5 let. Rozdily v jednotlivych zemich svéta jsou 50-
100nasobné. VSeobecné lze fict, Ze riziko T1D stoupa se zemépisnou Sitkou (vzdalenosti
od rovniku) a nejvice se vyskytuje v severni Evropé (Levitsky, L.L. and Misra, M. 2013).
V Ceské republice méla incidence T1D v détské populaci (0-15 let) také vzestupny trend, a to
od 6,8/100 000/rok v roce 1989 az na 18,5/100 000/rok v roce 2009 (Cinek, O. 2010), ptic¢emz
od roku 2001 je incidence stabilizovana (Cinek, O. et al. 2012; Tellier, J. and Nutt, S.L.
2013). V détstvi jsou ob¢€ pohlavi postizena stejné, ale v rané dospé€losti jsou Castéji postizeni
muzi. Prvni vrchol manifestace T1D je ve véku 4-6 let a druhy vrchol v rané puberté (10-14
let) (Levitsky, L.L. and Misra, M. 2013).
Riziko T1D je vyssi u déti s pozitivni rodinnou anamnézou. CeloZivotni riziko vzniku T1D je
vyznamné zvySené u blizkych piibuznych pacienta s T1D, a to pfiblizné¢ 6% u déti, 5%
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u sourozencll a 50% u jednovaje¢nych dvojcat (ve srovnani s béZznou populaci, kde je
celozivotni riziko vzniku TID 0,4% u lidi bez rodinné zatéze). Jedna se o dédiCnost
polygenni, pfi¢emz nejsilngjsi vliv maji geny HLA komplexu (polymorfismus genti HLA-
DQa, HLA-DQpB, HLA-DR), dale inzulinovy gen, gen PTPN22 a CTLA-4.

Nekteré faktory zevniho prostfedi byly také asociovany s rizikem vzniku TI1D, ackoliv
o jejich vlivu se diskutuje. Jedné se o virové infekce (enteroviry, konkrétné Coxsackie typ B,
virus rubeoly), nutri¢ni faktory (délka kojeni, expozice kravskému mléku v kojeneckém véku,
nitraty a nitrity, nedostatek vitaminu D) a perinatalni faktory (vyssi vék matky, preeklampsie,
novorozeneckd Zloutenka v dusledku inkompatibility krevnich skupin, porod cisaiskym
fezem).

Schopnost molekul MHC komplexu II. tfidy prezentovat antigeny je ¢aste¢né dana potradim
aminokyselin ve svém o a B fetézci. Vymeéna aminokyselin na jedné ¢i dvou kli¢ovych
pozicich mize vyznamné zvysit nebo snizit vazbu pfislusnych autoantigenli. Nejznaméjsi
autoantigeny, které pravdépodobné hraji dulezitou roli pii vzniku nebo progresi
autoimunitniho zénétu v ostriivcich pankreatu jsou dekarboxylaza kyseliny glutamové (GAD),
insulin, protein asociovany s insulinem (1A-2) a zinkovy transportér ZnTS.

Pro studium patogeneze T1D se pouZivaji NOD mysi (neobézni diabetické mysi), u kterych
spontann¢ vznika autoimunitni diabetes velice podobny lidskému diabetu. Hlavnim aktérem
v inzulitidé u NOD mysi se zdaji byt IFN-y pozitivni T buiiky, tedy Thl bunky, které infiltruji
pankreas. Podani protilatek proti IFN-y témto mySim zpomaluje destrukci buné€k ostrivkd.
Progrese inzulitidy na druhou stranu zacina paralelné se zvySenym uvoliovanim cytokind IL-
18 a IL-12, které jsou oba silnymi induktory IFN-y. V kone¢ném dusledku se ale na destrukci
beta bun€k podili 1 autoreaktivni cytotoxické CD8+ T bunky a také Th2 buiky, které se
ucastni konverze B bun€k na plasmatické buniky produkujici autoprotilatky. Pozdé&ji se vyvine
nerovnovaha mezi autoreaktivnimi efektorovymi T bunikami a regulaénimi T bunikami, ktera
nakonec vede k destrukci beta bunék. Spoustéci faktory této autoimunitni odpovédi zatim
nejsou piili§ znamé, ale predpoklada se, Ze by se mohly uplatiiovat naptiklad tzv. molekularni
mimikry pifi homologii mezi GAD a nékterymi infekénimi patogeny, jako napf. virus
Coxsackie B (Van Belle, T.L. et al. 2011).

U geneticky predisponovanych jedinct tedy mize jeden nebo vice faktorii zevniho prostredi
spustit autoimunitni zanét, ktery vede k destrukci pankreatickych beta bun¢k. Tento proces
obyCejn¢ probihd po dobu nékolika mésici nebo let, b&hem kterych je pacient
asymptomaticky. Zatimco genetické markery jsou pfitomné jiz od narozeni, imunologické

37



markery je mozné detekovat po vzniku autoimunitniho zdnétu a metabolické markery nemoci
az poté, kdy dojde k destrukci dostatecného mnozstvi beta bun€k, coz ale mize byt jesté
pred nastupem symptomatické hyperglykémie.

T1D se vétSinou manifestuje typickymi ptiznaky vyplyvajicimi z hyperglykémie, jako jsou
polyurie, polydypsie, vahovy ubytek, letargie. U déti mladSich 6 let a v oblastech s nizkou
dostupnosti zdravotni péce je cCasto prvni manifestaci T1D diabetickd ketoacidoza

(Pietropaolo, M. 2013).

1.4.1.2. Autoimunitni tyreoiditida

Autoimunitni onemocnéni §titné zlazy (AITD) je organové specifickym autoimunitnim
onemocnénim, zahrnujicim né€kolik klinickych jednotek, ato fokalni tyreoiditidu,
Hashimotovu tyreoiditidu, atrofickou tyreoiditidu, poporodni tyreoiditidu, tichou tyreoiditidu
a Gravesovu nemoc. Spolecnym jmenovatelem vSech klinickych jednotek je rizny stupei
infiltrace Stitnice lymfocyty, které jsou spole¢né s okolnimi lymfatickymi uzlinami a kostni
dfeni zdrojem autoprotilatek.

AITD postihuji asi 5% celkové populace. Hashimotova tyreoiditida (chronicka autoimunitni
tyreoiditida) je nejcastéjsi pri¢inou snizené funkce Stitné Zlazy v oblastech s dostatecnym
pfisunem jodu. Az 10% populace trpi selhanim S§titné Zlazy, pfi€emZ prevalence stoupa
s vékem. Klinicky je Hashimotova tyreoiditida charakterizovana postupnym selhanim funkce
Stitné zlazy a/nebo vznikem strumy v disledku destrukce §titné zlazy autoimunitnim zanétem,
pfi kterém dochazi k apoptoze epitelidlnich bunék Stitné Zlazy. Téméf vSichni pacienti maji
vysoké sérové hladiny protilatek proti jednomu nebo vice antigeniim Stitnice, difusni infiltraci
Stitnice lymfocyty a destrukci folikula (Davies, T.F. 2013).

AITD  vznikda  vdisledku  vzajemného  plsobeni  genetickych,  endogennich
a environmentalnich faktor. Vyznamnou asociaci s AITD vykazuji imunoregulacni geny,
ato hlavné HLA-DR3, CTLA-4, PTPN22, CD40, IL-2RA, FCRL3 a geny specifické
pro Stitnici (tyreoglobulin - TG, receptor pro hormon stimulujici Stitnou zlazu - TSHR).
Genetické faktory hraji ve vyvoji AITD dominantni roli (cca 80%), zatimco zbylych 20%
tvofi environmentalni faktory, jako expozice zafeni, nadmérny ptijem jodu, deficit selenu,
koufeni, infekce (virové ¢i bakteridlni) nebo 1éky (amiodaron, litium, IL-2, IFN-a, vysoce
aktivni antiretrovirdlni terapie, humanizovana monoklonélni protildtka antiCD52 Campath-
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1H). Z endogennich faktorii ma velky vyznam riistovy spurt v détstvi a puberté, téhotenstvi,
menopauza, starnuti a zenské pohlavi (Saranac, L. et al. 2011; Orgiazzi, J. 2012).

Stitna zlaza produkuje celou $kalu imunologicky aktivnich faktort a ma specifické pozadavky
na stopové prvky pro produkci hormoni, coz pravdépodobné zptsobuje vyssi nachylnost
na ke vzniku AITD (Saranac, L. et al. 2011). Pocate¢ni inzult, ktery spousti autoimunitni
zanétlivy proces neni dosud znam a pravdépodobné je individudlni. Autoimunitni reakce
muze vzniknout mechanismem molekuldrni mimikry nebo polyklonalni aktivaci T bunék
za ucasti exprese HLA antigenii buiilkami Stitné zlazy a aktivaci apoptozy jejich bunék
interakci Fas-Fas ligandu. V patogenezi AITD se uplatiiuje jak bunécna, tak i protilatkova
imunitni odpovéd’ a v kone¢ném dusledku i buiikky samotné Stitné zlazy. T bunky reaguji
s autoantigeny a po aktivaci produkuji cytokiny, které aktivuji dal$i buiiky imunitniho
systému. Th2 buiikky podporuji tvorbu autoprotilaitek B buiikami, zatimco Thl bunky se
zapojuji do destrukce bun¢k §titné zlazy aktivaci cytotoxickych bunék. Jako autoantigeny
slouzi tkanoveé specifické membranové receptory, enzymy nebo sekretované hormony,
z kterych nejdulezitéjsi jsou tyreoglobulin, tyreoidalni peroxiddza, a receptor pro hormon
stimulujici $titnou zlazu. Poté, co se bunky S§titné zldzy stanou cilem autoimunitni odpovédi,
zacinaji samy interagovat S imunitnim systémem a pravdépodobné hraji pomérné dilezitou
roli v progresi nemoci. IFN-y uvolnény lokalné z makrofagh a lymfocytd indukuje expresi
molekul MHC II. tfidy na bunkach §titné Zlazy, jakoZz i molekul MHC 1. ttidy, které zvysuji
riziko jejich rozpoznani cytotoxickymi CD8+ T buiikami. IFN-y spolu s TNF-a a IL-1 zvySuji
expresi mezibunéné adhesni molekuly ICAM-1 a antigenu asociovaného s funkci leukocytl
LFA-3 na bunkach Stitnice. Tyto adhezni molekuly urychluji interakci s lymfocyty a pfispivaji
k rozvoji prozanétlivého prostfedi. Bunky S§titné zlazy produkuji i dalsi rstové faktory
a cytokiny (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18), které potencuji a udrzuji
zangt. Cytokiny navic plsobi i na vystelku cév S§titné Zlazy, a tak spolu s lokalné
produkovanymi chemokiny a adhesnimi molekulami podporuji ptisun dalSich bunék

imunitniho systému (Weetman, A. 2003).

1.4.2. Alergicka onemocnéni

Alergie je reakce precitlivélosti navozena imunologickymi mechanismy. Antigen schopny

vyvolat alergickou reakci se nazyva alergen. Atopie je osobni a/nebo rodinna dispozice, stat
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se, vétSinou v détstvi nebo dospivani, precitlivélym a tvorit IgE protilatky jako odpoveéd’
na béznou expozici alergeniim, obvykle proteintim. Vysledkem je, ze se u takovych jedinct
mohou vyvinout typické pfiznaky astmatu, rinokonjunktivitidy nebo ekzému. U atopikl se
Vv pribéhu let Casto vyviji tzv. atopicky pochod, kdy v prvnich letech Zivota dominuji
gastrointestinalni a kozni symptomy charakteru ekzému zplisobené potravinovymi alergeny,
zatimco pozdé&ji dominuji spiSe astma a rinitida vyvolané inhala¢nimi alergeny (Johansson,
S.G. et al. 2004).
Alergie mtize byt zprostfedkovana protilatkami nebo bunikami a v rozvoji alergické reakce se
mohou uplatnit vSechny typy imunopatologickych reakci (pfecitlivélosti) dle Coombse
a Gella. Ve vétsing piipadi patii protilatky specificky odpovédné za alergickou reakei k tiidé
IgE a u téchto jedinci mluvime o IgE zprostfedkované alergii. Alergicka reakce probiha ve 2
fazich — faze senzibilizace a efektorova faze.
Atopické reakce, alergicka rinitida, alergické astma a anafylaxe patii k piecitlivélosti I. typu.
Pfi prvnim setkani s alergenem (senzibilizaci) dochazi k rozpoznani alergenu APC buikami,
jeho prezentaci a néasledné aktivaci lymfocytt prevazné Th2 s produkci protilatek IgE. IgE
protilatky se nasledné vazi na vysokoafinni receptory na mastocytech a bazofilech.
Pii opakované expozici se IgE navazi na antigen, dochdzi ke spojeni s vysokoafinnimi
receptory, coz vede k degranulaci mastocytti a bazofili a uvolnéni jejich mediatorti. Takto
uvolnéné primarni mediatory (zejména histamin, heparin) zptisobi okamzitou imunologickou
odpovéd, kterd je odpoveédnd za akutni fazi alergické reakce (vazodilatace, spasmus hladkych
svali pradusek, stimulace nervovych zakonceni). Za nckolik hodin dochazi k uvolnéni
sekundarnich mediatori (prostaglandiny, leukotrieny), které zplsobi chemotaxi a pfiliv
dalsich zanétlivych bun¢k imunitniho systému (zvlasté eozinofilii, bazofill, neutrofili a Th
bun¢k) do mist exponovanych alergenu. Eozinofily, lymfocyty a neutrofily produkuji
cytotoxické mediatory, jez zplsobuji poskozeni tkani. Pozdni faze se pak milze zmeénit
na chronicky zanét a probihat bez zavislosti na vyvolavajicim alergenu (Hofejsi, V. and
Bartankova, J. 2009).
Studie na dvojcatech prokazaly velky podil dédi¢nosti na etiologii alergickych onemocnéni
a atopii, uddvany na 33-76%. Asi 30% fenotypové variability alergii je vysvétlovano vlivem
zevniho prostiedi a zbylych 70% jinymi faktory, jako je napf. epigenetika. Kandidatni geny
uplatiiujici se v rozvoji alergickych onemocnéni jsou geny ovlivitujici Th2 imunitni odpovéd’,
cytokiny a jejich receptory zpusobujici izotypovy piesmyk na IgE (IL4RA, IL5, I1L13,
FCER1A), chemokiny a jejich receptory (CX3CR1, CCXCR1, CCR2), geny HLA systému
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(HLA; HLA-DPB1, HLA-DQB1), reakce s lipoxygenazou a cyklooxygenazou (CYSLTRI,
LTCA4S...) (Averbeck, M. et al. 2007).

Vyznamny nartst alergickych onemocnéni v poslednich letech poukazuje na znaény vliv
faktori zevniho prostfedi pii jejich vzniku, jako je zejména kouieni, zneciSténi ovzdusi
a zivotni styl.

V prevenci vzniku alergickych onemocnéni méa vyznam kojeni a také ptirozeny kontakt
s béznymi mikroby. Podle tzv. hygienické hypotézy, kterd vysvétluje ndrast alergickych
onemocnéni ve vyspélych zemich, vedlo zlepSeni hygieny v prvnich letech zivota
a nedostatek expozice infekénim agens (bakteriim, virim a parazitim) k nedostatecné
stimulaci Th1 a nadmérné aktivaci Th2 imunologické odpovédi. Na druhou stranu opakované
respiracni infekce v prvnich letech zivota mohou vést k bronchialni reaktivité a zvySovat tak

predispozici pro vznik astmatu (Hoftejsi, V. and Bartaiikova, J. 2009).

Atopicka dermatitida, resp. atopicky ekzém je siln¢ svédivé, obvykle 1éta trvajici zanétlivé
kozni onemocnéni, spojené s alergickym astmatem a sennou rymou u jedince atopické
konstituce (Johansson, S.G. et al. 2004).

Celosvétova prevalence atopické dermatitidy (AD) stoupla 3nasobné od roku 1960
a VsoucCasnosti predstavuje udéti 5-20%, pticemz prevalence v USA je 10-20%.
Z epidemiologickych studii vyplyva, ze prevalence je ovlivnéna socidlnimi a ekonomickymi
faktory, které zptisobuji vyssi vyskyt AD ve velkoméstech, u lidi ¢erné rasy a u lidi s vys$Sim
vzdélanim (Eichenfield, L.F. et al. 2012).

AD se vyskytuje ve 3 formach specifickych svym vzhledem a vékovym rozlozenim.
Pro vSechny stadia je spole¢na sucha klze a pruritus (svédéni), v disledku chronického
Skrabani vznikaji sekundarni zmény kiize. Pribéh je Casto komplikovan sekundarni infekci,
ktera byva do klize zanesena Skrabanim. Kojenecka forma zacina mezi 2. a 6. mésicem véku
na tvafich a cele, odkud se miZe §ifit na celé télo. Kozni léze jsou Cervené, s drobnymi
pupinky a puchyiky na povrchu, mohou mokvat a pokryvat se stroupky a Supinami. Vyrazka
je uporné svédiva, zpusobujici znacny neklid ditéte. Velky vyznam pii exacerbaci AD v tomto
véku maji zejména potravinoveé alergeny, a to kravské mléko, vejce a citrusové plody. Détska
forma je typicka pro ptedskolni a Skolni veék, ekzém je lokalizovan do loketnich
a podkolennich jamek, na krk, zapésti a hibety rukou. Kiize jiZ nemokva, ale je hruba, drsna,

s odérkami po Skrabani. Dospéla forma ma podobnou lokalizaci jako v détském veku, kize
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vSak vice svédi, je zhrubéla a rozpraskana (lichenifikovana) a typické zhorSovani piichazi
s psychickym stresem (Capkova, S. et al. 2005).

Podle tradicniho modelu patogeneze byla AD primarné poruchou funkce imunitniho systému,
pii které bunky imunitniho systému (Langerhansovy buiiky, T buiky) vytvaieji zanétlivou
odpovéd’ na faktory zevniho prostfedi. Tato teorie vSak v soucasnosti ustupuje do pozadi
a vyzkum poslednich 20 let ukazuje na AD jako na vysledek poruSené bariérové funkce
epidermis ktiize v dusledku vnitfnich strukturnich a funkénich abnormalit kiize. Podle tohoto
modelu se AD vyviji ,,zvenku dovniti“, pfiCemz primarnim defektem je abnormalni
epidermdlni bariéra. Mutace nékterych genli u pacienti s AD byly asociovany s defektem
bari¢érové funkce.

Epidermélni kozni bariéra je prvni obrannou linii organismu vic¢i Skodlivym patogenim
zevniho prostfedi. Je tvofena vrstvou klze nazyvanou stratum corneum, jejiz funkci je
mimo jiné prevence invaze patogenii zevniho prostiedi do organismu a kontrola ztrat vody
pfes epidermis. Stratum corneum ma v zdvislosti na anatomické lokalizaci 10-30 vrstev
keratinocytli diferencovanych na bezjaderné korneocyty, které maji misto plasmatické
membrany velké molekuly proteint tvofici nepropustnou vrstvu, tzv. zrohovatély obal. Prave
stratum corneum zabezpecuje optimalni hydrataci epidermis, kterd je kliCovym faktorem
pro udrZeni intaktni bariéry. Permeabilita epidermis je dané slozitymi interakcemi korneocyt,
strukturalnich proteint (napf. filagrin, FLG), regula¢nich enzymt a lipida. Jakékoliv naruseni
téchto slozek v disledku vrozeného defektu, traumatu, snizené vlhkosti, zmény pH nebo
infekce muze ovlivitovat efektivni bariérovou funkci epidermis. Bylo prok4zéano, ze deficit
filagrinu oslabuje adhezi stratum corneum, umozinuje transepidermalni ztraty vody
a zpusobuje dysregulaci kozniho pH, v dusledku ¢ehoz dochdzi ke zvySeni kozni
permeability. Mutace FLG genu se ztratou funkce byly asociovany s rozvojem AD. Navic
senzibilizace a ¢etné alergie a astma (Eichenfield, L.F. et al. 2012).

Pii poruSeni epidermdlni bariéry piichdzeji antigeny do kontaktu s buiikami imunitniho
systétmu, coz vede k uvolnéni prozanétlivych faktori anésledné ke vzniku dermatitidy.
Cytokiny hraji dtileZitou roli v zanétu atopické kiize. Pti akutni AD se uplatiiuji zejména Th2
cytokiny (IL-4, IL-13) ovliviujici tvorbu protilatek IgE a expresi adheznich molekul. Dalsi
cytokiny s prozanétlivym ucinkem, které byly asociovany s AD, jsou TSLP a IL-31.

Obranna funkce kuze je také ovlivnéna ptitomnosti antimikrobidlnich peptidi nespecifické
imunity v kuzi - jejich relativni nedostatek byl prokazan u pacienti s AD a pravdépodobné je

42



asociovan s kolonizaci kiize stafylokokem, ktera je u pacientii s AD velice Castd. V normalni
kizi je produkce antimikrobidlnich peptidd podporovana cytokiny IL-17 a IL-22
secernovanych Th17 buiikami. V atopické klzi je vSak tento efekt ruSen ptitomnosti Th2
cytokin. To miize vést knizS§i koncentraci antimikrobidlnich peptidi v atopické kazi
a nasledné kolonizaci stafylokokem. Stafylococcus aureus a jeho superantigeny hraji
vyznamnou roli pfi exacerbaci AD.

Pacienti s AD maji v zavislosti na aktivité¢ nemoci rizné vysoké sérové hladiny IgE protilatek,
coz by mohlo svédcit pro to, ze systémova Th2 imunitni odpovéd mlze souviset s dysfunkci
epidermalni bariéry a penetraci faktort zevniho prostiedi, spiSe nez pro vnitini imunologickou
precitlivélost. Otazkou zistava, jestli defekt této bariéry umoznuje sekundarni zmény
v imunologické odpovédi, které vedou ke vzniku AD a dalSich atopickych onemocnéni

(Weston, W.L. and Howe, W. 2013).

Alergicka rinokonjunktivitida (AR) zahrnuje pfiznaky imunologicky zprostfedkované
reakce precitlivélosti na nosni sliznici a ocnich spojivkdch. VétSina piipadd je
zprosttedkovand protilatkami IgE. V zavislosti na trvani ptiznaki se rozliSuje intermitentni
a perzistujici rinokonjunktivitida (Johansson, S.G. et al. 2004). Mezi typické projevy patii
svédéni, kychani, zvySend sekrece a/nebo blokdda nosnich praduchti, které jsou casto
doprovazené svédénim oci, nosu a patra. Dal§imi pfiznaky mohou byt zadni ryma, kaSel,
podrazdénost a Unava. Tyto pfiznaky mohou velice znepfijemiiovat Zivot - Casto vedou
k porucham spanku, oslabené vykonnosti ve Skole, v praci nebo pii bé&Znych dennich
aktivitach. Intermitentni nebo sezonni rinitida je obvykle zplisobena pyly stromtl, trav nebo
bylin a mé pfedvidatelny vyskyt v ur€itém ro¢nim obdobi, zatimco perzistentni rinitida je
nejcastéji zplisobend alergeny doméaciho prostredi (prach, roztoci, plisné, zvifeci srst).

AR je castym onemocnénim, postihujicim 10-30% déti 1 dospélych v USA a dalSich
prumyslovych zemich. Jeji prevalence stoupd zvlasté¢ ve mestskych oblastech. Mezi rizikové
faktory vzniku AR patii atopie v rodiné, muzské pohlavi, narozeni v pylové sezoné,
prvorozenost, ¢asné uzivani antibiotik, pasivni koufeni v prvnim roce Zivota (matka kufacka),
expozice domécim alergentim, sérova hladina IgE vyss$i nez 100 IU/ml pted 6. rokem zivota
a pritomnost alergen specifickych IgE. AR se typicky vyviji po n€kolika letech expozice
alergenim a predchazi ji senzibilizace, tedy pfitomnost IgE protilatek proti vzduSnym
alergentim v séru. U déti vznikd senzibilizace postupné vuci alergeniim, kterym je vystaveno
(nejdtive prach, rozto€i, pozdéji pyly). AR se objevuje az po 2. roce zZivota, obvykle pretrvava
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v détstvi a Casto se objevuje v kombinaci s jinymi atopickymi nemocemi. Asi 50% pacientl
S astmatem ma soucasné AR.

AR je typickym onemocnénim zprostfedkovanym Th2 bunkami. Setkani s alergenem vede
k aktivaci Th2 bun€k, uvolnénim jejich cytokinu (IL-4, IL-5, IL-13), tvorbé IgE protilatek
a prilakani mastocytd, eozinofill, bazofilti a dalSich bunék do mista zanétu. Histamin je
dominantnim mediatorem odpovédnym za akutni ptiznaky AR — sekreci hlenu, vazodilataci
a kongesci nosni sliznice, zvySenou cévni permeabilitu a edém, jakoz i drazdéni nervovych
zakoncCeni spojené s kychanim. Kromé vazoaktivnich faktort produkuji mastocyty i cytokiny
(GM-CSF, TNF-a, TGF-, IL-1 az IL-6, a IL-13), které vedou k chemotaxi a infiltraci nosni
sliznice eozinofily a podporuji dalsi produkci IgE. Eozinofily a mastocyty se svymi produkty
vzajemné potencuji a zpusobuji poskozeni tkané. Pozdni faze alergické reakce je zdkladem

pro ptechod do chronicity (deShazo, R.D. and Kemp, S.F. 2013).

Astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, na némz se ti¢astni mnoho bunék,
zvlasté¢ zirné bunky, eozinofily a T lymfocyty. U citlivych jedincl je zanét piic¢inou
opakovanych stavli hvizdavého dychani, zkracené¢ho dechu, dechové tisn¢ a kasle, zvlasté
v noci a/nebo Casné€ rano. Pfiznaky jsou vétSinou spojeny s variabilni obstrukci dychacich
cest, kterd je alesponn ¢asteCné reverzibilni spontdnn€ nebo po 1écbé. Zanét je také pticinou
zvySené bronchidlni reaktivity na fadu podnétli. Podle pfitomnosti IgE na bézné alergeny lze
astma rozdélit na alergické a nealergické. Alergické astmaje zprostfedkovano
imunologickymi mechanismy. Podle trvani ptiznakl se astma oznacuje jako intermitentni
nebo perzistujici (Johansson, S.G. et al. 2004).

V roce 2004 trpélo astmatem odhadem 300 miliond lidi na svété a predpoklada se, ze do roku
2025 tento pocet vzroste na 400 miliontll. Prevalence astmatu v jednotlivych regionech svéta
je vrozmezi 1-18%, V nejvyspélejsich zemich svéta kolem 10%, v Ceské republice je
odhadovana na 8% (Kasak, V. 2011). Vyskyt astmatu stoupd soucasné s urbanizaci
a prevzetim zapadniho zivotniho stylu. Vzestup prevalence astmatu je spojen se vzestupem
atopické senzibilizace a se vzestupem prevalence jinych alergickych onemocnéni jako je AD
a AR. Odhaduje se, Ze astma je pti¢inou 1 z 250 iimrti na svété a mnohym z téchto ptipadi by
Slo predejit pfi optimalni dostupnosti zdravotni péce. Astma pfedstavuje znacnou
ekonomickou zatéz jak pifimou (hospitalizace, léky), tak nepfimou (praceneschopnost)

(Masoli, M. et al. 2004; Litonjua, A.A. and Weiss, S., T. 2013).
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Geneticka predispozice a expozice faktoriim zevniho prostfedi jsou zasadnimi rizikovymi
faktory ve vyvoji alergického astmatu. Astma se Cast¢ji vyskytuje u atopikll a mezi vyznamné
faktory zevniho prostfedi patii senzibilizace na domaci alergeny, expozice alergenim
V pracovnim prostiedi, aktivni i pasivni koufeni, koufeni matky v prenatalnim obdobi ditéte,
obezita, atd. Respira¢ni infekce virového nebo bakterialniho pavodu jsou znamym
spoustécem astmatu, ackoliv podle nékterych studii maji respiracni infekce v raném détstvi
spise protektivni charakter proti astmatu (Litonjua, A.A. and Weiss, S., T. 2013).

Na patogenezi astmatu se podili mnozstvi zanétlivych bunék - mastocyty, eozinofily,
lymfocyty a jejich produkty. Zanét dychacich cest u astmatu je zprostiedkovan Th2 bunécnou
odpovédi a je provazen tkanovou eozinofilii, remodelaci stény a zménénou funkci dychacich
cest. Patognomickym symptomem pro astma je bronchialni hyperreaktivita, ktera je
zpusobend premrSténou reverzibilni obstrukci dychacich cest v dasledku stahii hladkého
svalstva. Na remodelaci dychacich cest se podili zejména epitel, fibroblasty, hladky sval
a endotel za ucasti mediatort a cytokind. Progrese k rozvinutému astmatu zavisi na riznych
genetickych, environmentalnich a infek¢nich faktorech.

U alergického astmatu je zanét v dychacich cestach klicovych dé&jem, ktery vede k remodelaci
a poskozeni dychacich cest. Dominantni roli v tomto zanétu hraji Th2 buniky a Th2 cytokiny
(IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 a GM-CSF), které fidi diferenciaci a maturaci mastocytt
a eozinofill, piilakani bazofilt a izotypovy piesmyk v B buiikach k produkci IgE protilatek.
IL-4 je dualezity pro alergickou senzibilizaci a produkci IgE, IL-5 je nutny pro proZivani
eozinofild, IL-13 ma pleiotropii G€inky na plice, v€etn€ vyvoje bronchialni hyperreaktivity
a remodelaci dychacich cest (Holgate, S.T. 2012).

Aktivované eozinofily v dychacich cestach produkuji leukotrieny a faktor aktivujici desticky,
které zpisobuji kontrakci hladkého svalstva, déale cytokiny GM-CSF, TGF-a a  a n¢které
interleukiny, které se ucastni remodelace a fibrozy dychacich cest. Toxické produkty granul
eozinofilli, jako napft. hlavni bazicky protein, neurotoxin derivovany z eozinofilli, eozinofilni
peroxidadza, eozinofilni kationicky protein, mohou poskodit epitel a nervova zakonceni
v dychacich cestach.

Mastocyty produkuji bronchokonstrikéni mediatory, jako histamin, nékteré prostaglandiny
a leukotrieny, a uvolnuji TNF-a, ktery se podili na aktivaci a pfisunu dal$ich imunitnich
bunék, zméné funkce a riistu hladkého svalstva dychacich cest. Bazofily produku;ji histaminy,

leukotrieny a cytokiny IL-4 a IL-13 (Liu, M. 2013).
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Vyzkum poslednich let ukazuje, Ze 1 jiné populace efektorovych Th bunck se podileji
na patogenezi astmatu. Th17 bunky podporuji ptisun neutrofilti do dychacich cest, bronchialni
hyperreaktivitu a potencuji Th2 bunkami zprostiedkovany eozinofilni zanét (Lloyd, C.M. and
Hessel, E.M. 2010). Cytokin Th9 linie IL-9 byl nalezen v plicni tkani astmatiki
a pravdépodobn¢ hraje vyznamnou roli v regulaci apotencovani alergického zanétu
a remodelaci stény dychacich cest. Nicméné IL-9 muze byt produkovan ijinymi bunikami
a jeho puivod, jakoz i role Th9 bunék u astmatu, zatim neni objasnéna (Xing, J. et al. 2011).
NKT buiiky jsou schopny svym invariantnim receptorem rozpoznat glykolipidové antigeny
(napf. rostlinnych pyl) a vzapéti produkovat cytokiny IL-4 a IL-13, které se ucastni zanétu
v dychacich cestach a produkcei IgE protilatek (Umetsu, D.T. and DeKruyff, R.H. 2010).
Nespecificky imunitni systém se také vyznamné podili na rozvoji alergického zanétu
v dychacich cestach, a to jak ucasti PRR receptorti (TLR4 na povrchu epitelidlnich bunck
dychacich cest), dendritickych bungk i neutrofilti (Liu, M. 2013).

V patogenezi astmatu se mohou navic uplatilovat i alternativni cesty aktivace Th2 bunééné
odpovédi, coz by mohlo vysvétlovat heterogenicitu astmatu jako nemoci. Faktory poskozujici
plicni epitel (véetné alergent, jejich proteaz a patogennich mikrobt) vedou K produkci
cytokini jako IL-33, IL-25 a TSLP, jez podporuji Th2 bunéénou imunologickou odpovéd
v dychacich cestach s produkci velkého mnozstvi cytokint IL-4, IL-5 a IL-13 (West, E.E. et
al. 2012).

Eozinofilni kolitida (EK) neboli alergicka kolitida je benigni onemocnéni kojeneckého véku
projevujici se ptitomnosti Cerstvé krve v stolici u jinak zdravych déti. Prevalence neni zndma.
Obvykle se manifestuje v prvnich 6 mésicich Zivota, zejména u pIné kojenych déti (60%)
nebo déti krmenych mlécnou formuli. V etiopatogenezi zanétu se uplatituje imunologicka
reakce na potravinovy alergen, kterd vede k zanétlivym zménam v tlustém stieve s typickou
infiltraci eozinofili. Mechanismus imunologické odpovédi neni v piipadé EK jasny a fadi se
mezi non-IgE reakce. V drtivé vétsing piipadu se jako alergen uplatiiuje bilkovina kravského
mléka a v 60% se jedna o pln¢ kojené déti, pficemz alergen pozity matkou piestupuje
do matefského mléka (B-laktalbumin). Mezi rizikové faktory vzniku EK patii nezralost
imunitniho systému, poruSend permeabilita stfeva a dal$i faktory, které aktivuji fokalni
imunitni systém, jako je geneticka predispozice v kombinaci se senzibilizujicimi alergeny
Vv potravé. Diagnodza je zaloZzend na anamnéze, klinickém vySetfeni a vymizeni pfiznakl
po eliminaci suspektniho alergenu ze stravy pii soucasném vylouceni jinych pficin
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enterorrhagie. Na potvrzeni diagnéozy by mél byt proveden eliminacné-expozicni test.
Laboratorni alergologické testy nejsou totiz pifiznacné, ale nekdy je pfitomnd eozinofilie.
Lécba spociva v docasné eliminaci alergenu ze stravy, v ptipadé plné kojenych déti eliminaci
kravského mléka ze stravy matky, nebo pouzivanim mlécné formule s extenzivnim
hydrolyzatem ¢i aminokyselinovym preparatem kravského mléka. Prognodza je velice dobra,
do 1-3 let zivota vétSinou dojde k navozeni tolerance.

EK je tedy typickou potravinovou alergii, pficemz bilkovina kravského mléka je jednim
Z prvnich alergenti, se kterym se dit€¢ po narozeni setkava. Potravinova alergie je abnormalni
reakce sliznicniho imunitniho systému gastrointestinalniho traktu (GIT) na pozity alergen.
Projevy potravinové alergie se vSeobecné mohou liSit od mirnych reakci az po tézky Sok
a jejich lokalizace mize byt v GIT, ale i na kdzi a v respiranim sytému. Imunologicky
mechanizmus lze jednoznacné pfipsat pouze reakcim zprostiedkovanym IgE protilatkami
spojenymi s aktivaci mastocytid (I. typ ptecitlivélosti), u ostatnich reakci se mechanismus
pouze ptredpoklada. Z patogenetického hlediska lze potravinové alergie rozdélit na reakce
zprosttedkované IgE, non-IgE reakce a smiseny typ. U smiSeného typu se predpoklada
alergicky etiopatogeneticky zaklad, protoZe vice nez polovina pacientil jsou atopici.

Alergickd kolitida se fadi k non-IgE reakcim. U tohoto typu reakci dochédzi k prvnim
projevim alergie s urcitou latenci po poziti alergenu. Dosud nebyl objasnén patogeneticky
mechanismus, ale pfedpoklada se Gcast T bun€k, pravdépodobné deficit TGF-B1 a excesivni

TNF-a (Maloney, J. and Nowak-Wegrzyn, A. 2007; Bone, J. et al. 2009)

1.5. Ontogeneze imunitnich reakci, situace u novorozence

1.5.1. Ontogeneze imunity

Vyvoj imunitniho systému plodu uzce souvisi s vyvojem krvetvorby. Prvni primitivni
buitky odvozené z mezodermu se objevuji ve zloutkovém vacku jiz kolem 18. dne gestace,
poté migruji do pfedni oblasti primitivniho prouzku embrya a vyvijeji se z nich progenitory
erytroidni fady, z kterych vznikaji progenitory granulocyto-makrofdgové fady a progenitory
megakaryocytl. Tyto hematopoetické kmenové bunky maji schopnost kolonizovat jatra
(hepatalni obdobi krvetvorby od 6.-8. tydne gestace) a posléze zabezpecuji dlouhodobou
krvetvorbu v kostni dfeni. Pfesun hematopoetickych kmenovych bun¢k do kostni diené se
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déje kolem 20. gestacniho tydne a je zprostfedkovan chemokinem CXCL12 produkovanym
stromalnimi bunkami kostni dfen¢, jehoz receptor se nachazi na hematopoetickych
kmenovych bunikach. Brzlik (thymus) se vyviji z 3. faryngalniho vacku a vychlipky, ze které
vznikaji epitelové builkky a dien thymu. Od 8. gesta¢niho tydne je thymus kolonizovan
hematopoetickymi kmenovymi bunikami a ve 20. tydnu je vyvoj thymu ukoncen. T buiky se
vyvijeji v thymu od 16.-20. tydne v tésném kontaktu s epitelidlnimi bunkami thymu a migruji
do periferie, kde vytvareji periferni pool T bun€k. Thymopoéza pietrvava az do dospélosti,
ackoliv v pomalej$im tempu oproti neonatalnimu obdobi. Sekundarni lymfatické organy, jako
slezina, lymfatické uzliny a Peyerovy plaky vznikaji od 12. gestacniho tydne. Pro zaloZeni
lymfatické  tkan¢ v pribéhu  embryogeneze  jsou  nevyhnutelné  interakce
mezi hematopoetickymi buiitkami a stromalnimi bunikami, ale pro jeji vyvoj v tomto obdobi
neni potfeba externich stimuli. Vysledkem interakce téchto dvou typt bunék je upregulace
adheznich molekul a chemokinil, nevyhnutelnych pro pfiliv hematopoetickych kmenovych
bun¢k do lymfatickych uzlin. T bunky se objevuji v lymfatickych uzlinadch od 14. gesta¢niho
tydne a od 17. tydne lze najit v primarnich folikulech B buiiky obklopené folikularnimi
dendritickymi butikami. Po narozeni a expozici novym antigenim dochézi k plynulému
pfisunu B bunék, T bun€k i monocytli do lymfatické tkdné€. Slizni¢ni lymfatickd tkan nosni
sliznice, slznych kanalkti a tenkého stfeva vznikd az postnatalné za ucasti stimulace
imunitniho systému kolonizujicimi bakteriemi.

Jako prvni z bun€k nespecifické imunity se objevuji fagocytujici buiiky — nejdiive monocyty,
které¢ jsou jiz kolem 18.-20. gestaniho tydne schopny respira¢niho vzplanuti (produkuji
vysoké koncentrace superoxidového radikalu), poté neutrofily, kterych exponencialng pribyva
po 31. tydnu a po narozeni jsou dominantnim typem leukocytl. Kromé& schopnosti
respiracniho vzplanuti jsou ale monocyty i neutrofily funkéné nezralé. Fetdlni dendritické
buiky jsou rovnéz nezralé (myeloidni DC produkuji méné IL-12, ktery je kliCovy
pro propojeni nespecifické a specifické imunity a plasmacytoidni DC produkuji malo IFN-a).
Pocet NK bunck stoupd rovnomérné s gestaCnimi tydny a nejvysSi hladiny dosahuje
pfi narozeni, pak zacne postupné klesat a ustali se kolem 5. roku Zivota. Nicméné jejich
cytotoxicita je vyznamné oslabend v disledku nizkych hladin aktivaénich cytokini. Jednotlivé
slozky komplementu jsou snizené na 10-70% oproti dospélému ve€ku, ale rychle se
normalizuji. Nespecificka imunita se vyviji v prib&éhu prvnich let Zivota, pficemz evolu¢né

staré¢ funkce, jako napf. respirani vzplanuti, se vyvinou jako prvni. VétSina mechanismi
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nespecifické imunity dosahne zralosti v piedskolnim véku, ale az v obdobi dospivani dosahne
své plné kapacity.

Pocet lymfocytii stoupa v prenatdlnim obdobi linearné s gestatnim vékem a po narozeni
nartsta jes$té vice. PoCet T bunék zaéne klesat po prvnim roce zivota a normalizuje se
v Skolnim véku. Ptes jejich vysoky pocet je vSak funkcnost T bunc¢k vyznamné oslabena,
napft. i diky nizké produkci IL-2. U plodu je vyrazna polarizace bunécné odpovédi na Th2,
¢ehoz diikazem je nizka produkce IFN-y T buiikami. Na druhou stranu v pupecnikové krvi lze
najit vysoké hladiny Treg se silnou supresorovou funkci. Prenatalni imunitni odpovéd’ je
celkové ftizena cytokiny potlacujicimi imunitni odpovéd’. T bunétna odpoveéd je u plodu
a novorozence odklonéna smérem k potlacovani cytotoxicity a trpi nedostatkem antigenni
stimulace. Zanét je pro plod nezadoucim déjem potencidlné vedouci k predéasnému porodu
nebo potratu, a proto jsou fetalni bunky imunitniho systému méné reaktivni a produkce
zanétlivych mediatorii je nizk4. Funkénost bunék se zlepSuje v pribéhu prvniho roku Zzivota,
ale po celé détstvi pretrvava ,,nezkuSenost™ T bunék.

Pocet B bun¢k vykazuje podobnou kinetiku jako pocet T bunék. Pti narozeni je 95% B bunék
nezralych oproti 10% nezralych bunck v dospélosti. Nezralé B lymfocyty exprimuji
povrchovy imunoglobulin IgM apo setkdni s antigenem se funkéné inaktivuji, ¢im je
zabezpeCena tolerance vi¢i antigenim v obdobi intrauterinniho vyvoje. Produkce
specifickych protilatek u plodu za¢ind kolem 20. gestacniho tydne, ale hladina protilatek IgM
aIgA plodu je za normélnich okolnosti aZ do porodu neméfitelnd a zvySeni IgM byva
znamkou intrauterinni infekce. IgG se zacind tvofit aZ po porodu pod vlivem antigennich
stimull, protilatkovou imunitni odpovéd’ novorozence vSak kompenzuji IgG matky, které
prestupuji placentou jiz od 8. gesta¢niho tydne aktivnim transportem (Bartinkova, J. 2002;

Ygberg, S. and Nilsson, A. 2012).

1.5.2. Situace u novorozence

V pribehu intrauterinniho vyvoje je imunitni odpoveéd’ plodu aktivné potlaCovana, protoze

zangtlivé reakce (produkce prozanétlivych cytokinh TNF a IL-1) by mohly vést

k pred¢asnému ukonceni téhotenstvi. Narozeni ditéte ovSem znamena z imunologického

hlediska rapidni zménu - pfechod ze sterilniho prostfedi délohy do zevniho svéta, kde se
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organismus musi chranit pred skodlivymi patogeny, ale soucasné¢ i kolonizovat komenzalnimi
bakteriemi.

Intrauterinni imunitni odpovéd’ plodu byla polarizovana ve sméru Th2 a charakterizovana
nizkou produkci cytokinti IFN-a, IFN-y, IL-12, vyssi produkci IL1b, IL6, IL23 a mnohem
vice IL-10. Regulacni CD4+CD25+Treg bunky plodu inhibujici Thl imunitu a udrzujici
periferni toleranci jsou zvlasté ¢etné a funkéné schopné pti porodu. Tato polarizace vSak déla
novorozence nachylného vii¢i mikrobidlnim infekcim a oslabuje zddouci imunitni odpoveéd’
pii ockovani, a proto musi dojit k pfesmérovani polarizace na Thl. Po narozeni
a s ptibyvajicim v€kem imunitni odpovéd’ dozrava. Podle hygienické teorie mize opakovana
a Casta expozice mikrobim tento proces maturace urychlit, posilovat polarizaci Th1l na ukor
Th2 a plsobit tak preventivné proti vzniku alergickych nemocnéni.

Protoze v pribéhu intrauterinniho vyvoje chybéla antigenni stimulace, imunologickd odpovéd’
novorozence stoji Casto na mechanismech nespecifické imunity. Ptes relativné vysoké hladiny
bun¢k nespecifické imunity jsou ale tyto bunky casto funkéné nezralé. Nedostate¢na
fagocytarni odpovéd’ novorozence spociva v nepiiméfeném poctu aktivovanych neutrofilti
v mist¢ infekce, nedostatené rezervé fagocyti v pifipadé¢ t¢zké akutni infekce
a pravdépodobné 1 dalSich abnormélné¢ fungujicich imunostimula¢nich nebo
imunoregulacnich procesech. U novorozence produkce urcitych cytokinli monocyty
a dendritickymi bunikami v reakci na stimuly (IL-6, 1L-10 a IL-23) pfevySuje jejich produkci
u dospélych, nicméné oproti monocytim dospélého jedince produkuji monocyty novorozence
vSeobecné méné cytokinll pfi reakci na infekéni stimuly. AZ kolem 3. roku Zivota produkuji
stejné hladiny TNF-o a IL-6, ale potdd niz$i hladiny dalSich cytokini IFN-y a IL-12.
Po narozeni je typicka neutrofilie, s normalizaci hladin po 72 hodinach, kterd je dana
nerovnovahou mezi jejich zasobou v kostni dieni a v periferii. Neutrofily novorozence maji
vSak niz$i expresi adhezivnich molekul, niz§i chemotaktickou schopnost a motilitu a nizsi
schopnost produkovat baktericidni faktory, jako napt. laktoferin. Tato schopnost byva jesté
vice sniZzend u predcasné narozenych novorozencu. Dendritické bunky novorozence jsou
rovnéZ nezralé a produkuji malo IL-12, ¢imZ véazne aktivace specifické imunitni odpovédi.
Pocet dendritickych bun€k po narozeni stoupd a kolem 5. roku Zivota se zdvojnasobi. Pocet
NK bunék je nejvyssi pii narozeni, do 5. roku Zivota klesa, ale jejich cytotoxicka aktivita je
snizena, pravdépodobné v dusledku nizkych hladin aktivacnich cytokinu (Barttikova, J.

2002; Levy, O. 2007).
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Cytotoxické CD8+ T bunky novorozence jsou pomalé v odpovédi a vyzaduji vice stimuli
ke své aktivaci. Novorozenec ma v disledku nedostatecné antigenni stimulace v prenatalnim
obdobi také nizké hladiny pamétovych T i B bunck. Nedostate¢na funkce T-lymfocyti
novorozence spociva piedev§im v jejich nezralosti — niz§i produkci cytokint, nizké
cytotoxické aktivité, omezené proliferaci pii setkani s antigenem, slabé stimulaci produkce
protilatek a izotopového presmyku a nedostatecné stimulace fagocytarni aktivity (Lawrence,
R.M. and Pane, C.A. 2007).

Produkce specifickych protilatek zacind po porodu pii antigenni stimulaci. Novorozenec
produkuje velice nizké hladiny protilatek, navic s omezenou specificitou. Jako prvni
produkuje protilatky IgM. Protildtkova odpovéd viici ur€itym specifickym antigentim dozrava
velice pomalu — napf. viéi polysacharidiim, coz zpusobuje nedostatecnou imunitni odpoveéd
proti opouzdienym bakteriim (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis). Tento jev je ¢aste¢né vysvétlovan nedostateéné vytvorenou marginalni zonou
sleziny, kde za normalnich okolnosti probihd imunitni odpovéd’ na polysacharidové antigeny
nezavisle na T bunkéch; dale niz$imi hladinami komplementového receptoru CD21 na B
buitkdch a nizkou aktivitou komplementu. Funkéni protilatkovd odpovéd’ novorozence je
kompenzovana protilatkami IgG matky, které zejména ve tfetim trimestru gravidity prostupuji
transplacentarné k plodu a pozdé&ji protilatkami IgA a IgG v matefském mléce.
Transplacentarni prestup protilatek je aktivnim transportem zprostfedkovanym neonatalnim
Fc receptorem na synciciotrofoblastech placenty. Matetské protilatky IgG predstavuji
imunologickou pamét’ matky a chrani dité do 6. mésice Zivota, kdy zacind fungovat efektivni
tvorba IgG protilatek u ditéte (Ygberg, S. and Nilsson, A. 2012).

Vyvoj slizni€ni imunity novorozence je uzce spjaty s kolonizaci stfeva komenzéalnimi
bakteriemi. Kolonizace stfeva je ovlivnéna mnoha faktory, jako napt. gestacni vek ditéte,
zpusob porodu (chirurgicky vs. pfirozeny), strava novorozence a genetické faktory. Hlavnim
zdrojem kolonizujicich bakterii je bakterialni flora matky. Jako prvni proto kolonizuji stfevo
Escherichia coli, Enterococcus species a Streptococcus species, po kterych nasleduji
obligatorni anaeroby. U kojenych déti pak prevazuje Bifidobacterium species, zatimco u déti
krmenych mlé¢nou formuli pfevazuje Bacteroides species (Ruemmele, F. et al. 2009). Béhem
této Casné kolonizace se produkty mikrobli ve stfevnim lumen (lipopolysacharid
gramnegativnich bakterii) vdZou na TLR receptory (konkrétné TLR4) na epitelialnich
bunkach stifeva, ¢im tlumi signalizaci pies tyto receptory a brani Skodlivé zanétlivé odpovédi
ve stieve. Toto je jednim z diilezitych mechanisml navozeni oralni tolerance u novorozence,
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ktery umoznuje ditéti tolerovat proteiny v potravé. Slizni¢ni imunita mize byt modifikovana
matefskym mlékem, které obsahuje sekrecni IgA (sIgA), IgG, imunomodulacni cytokiny
(TGF-B, IL-10), antibakterialni peptidy, imunitni buniky a prebiotické faktory. Sekre¢ni IgA je
odrazem antigenni stimulace v lymfatické tkani stfeva a dychacich cest matky a je velice
reaktivni vi¢i patogenim. Imunitni bunky v matefském mléce produkuji cytokiny, které
stimuluji vyvoj bunc¢k produkujicich IgA u novorozence. Matefské mléko maé tedy
imunomodulac¢ni vlastnosti na stievo kojence, které indukuji subklinickou infekci a postupné
navozuji pamét’ vuci patogentum, zatimco potlacuji zanét (Lawrence, R.M. and Pane, C.A.
2007; Verhasselt, V. 2010).

Tolerance Imunologicka reakce

Specificka ;
imunita | Lo e Matefské protilatky (lgA v matefském miéce)
Bourly | (Lo HED
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Plod Narozeni Casné détstvi Dospélost

Obrazek 7. Vyvojové zmény imunitniho systému. Schéma ilustruje pfechod od stavu
imunologické tolerance plodu a postupné dozravani hlavnich slozek nespecifické a specifické
imunity v dasledku expozice mikroorganismim a dal$im faktorim zevniho prostfedi
po narozeni. Specifickd imunita (horni cast): Matetské protilatky IgG prostupuji
transplacentarné zejména v posledni fazi gravidity, po narozeni je dit¢ chranéno matefskymi
protilatkami (IgA) v matefském mléce. Protilaitkova odpovéd’ ditéte plné¢ dozrava pozdéji
v détstvi. T buiiky novorozence jsou predominantné smérované k Th2 odpovédi a pii narozeni
je velké =zastoupeni Treg a NK bunck. Nespecifickd imunita (spodni cast): tvorba
prozanétlivych (IL-1B, IL-6, TNF-o, IL-12, IL-23) a protivirovych cytokini (IFN-a) je
cytokinu IL-10 je relativné vysoka v posledni fazi gravidity a pfi narozeni (Sharma, A.A. et
al. 2012).
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15.3. Reakce mononukleiarnich bunék pupeénikové krve (CBMC)

Buiiky pupecnikové krve se vyvijeji v chranéném prostiedi a z imunologického hlediska
jsou naivni. Bunécnou slozku pupecnikové krve tvoii predevsim lymfocyty a monocyty.
Pupecnikova krev ma srovnatelnou populaci B lymfocytl a nizsi celkovy pocet T-lymfocyta
(CD3+), ale vyssi podil CD4+/CD8+ bunék v porovnani s periferni krvi dospélého ¢lovéka.
V pupecénikové krvi je také hojné zastoupeni NK buné€k a nizsi pocet CD56+ cytotoxickych T-
lymfocyt. Relativni nezralost bun¢k pupecnikové krve v porovnani s buitkami dospélého
jedince je dand vysSim zastoupenim nezralych lymfocyti (CB45RA+) aniz§im poctem
zralych pamétovych T lymfocytli (CD45RO+). V porovnani s buitkami dospélého jedince
produkuji bunky pupecnikové krve celkové nizsi hladiny cytokind, ptfi¢emz produkuji vice
protizanétlivych cytokinti (IFN-y), IL-4 alL-10 nez prozéanétlivého IL-2. I diky této
imunologické nezralosti vykazuji buiiky pupecnikové krve nizkou incidenci reakci Stépu
proti hostiteli a pfenosu virt.. Pupeénikova krev obsahuje zna¢nou populaci hematopoetickych
kmenovych/progenitorovych bungk, které¢ maji podle mnohych praci za urcitych specifickych
podminek schopnost vyvoje v jakykoliv typ buniky. V kombinaci s nizkou imunogenicitou
jsou proto velice lakavym objektem vyzkumu v transplantologii (Newcomb, J.D. et al. 2007).

1.5.4. Mateiské mléko, jeho sloZeni a vyznam pro imunitni systém a

obranyschopnost ditéte

Mateiské mléko (MM) je unikdtnim produktem organismu savcl, ktery zabezpecuje
optimalni vyzivu pro novorozen¢ho jedince. Vyznam matefského mléka a kojeni ovSem
zdaleka nespociva pouze v jeho nutri¢ni hodnoté, ale poslednich 30 let je mateiské mléko
fascinujicim objektem v oblasti imunologického vyzkumu. V kritickém obdobi po narozeni
matetské mléko (pasivné) kompenzuje obrannou funkci nezralého vyvijejiciho se imunitniho
systému novorozence, zatimco soucasn¢ stimuluje jeho vyvoj.

Objem a slozeni MM odpovida pravé aktualnim potiebam ditéte a méni se v prub&hu laktace
od kolostra ptes prechodné mléko (7-14 dni po porodu) k zralému mléku s jiz relativné
stabilnim sloZzenim. Kromé& casového odstupu od porodu ovliviiuje slozeni MM 1 Cetnost

porodii matky, objem produkovaného MM, frekvence kojeni, strava a stav vyzivy samotné
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matky, jakoz ijeji zdravi, nemoci nebo stres. Je tedy pochopitelné, ze existuji znacné
interindividuélni rozdily v slozeni matetského mléka.

Energeticky obsah matefského mléka je 67 kcal/100 ml a stoupa v pribéhu laktace. Obsah
proteini v MM pii narozeni ditéte je cca 2.3 g/dl, postupné klesa a asi mésic po porodu se
ustali na 1.8 g/dl a celkové zabezpecuje 8% energetického piijmu ditéte. Na rozdil
od kravského mléka obsahuje lidské MM vétsi podil 1épe stravitelnych proteinti syrovatky
(70% vs. 18%) a méné kazeinii (30% vs. 82%). Hlavnim proteinem syrovatky lidského MM
je laktalbumin, zatimco hlavnim proteinem kravského mléka je potencidlné alergizujici
laktoglobulin. Dalsi diilezité proteiny jsou laktoferin, lysozym a sekre¢ni imunoglobulin A.
Podrobnou funkéni analyzu proteintt matetského mléka provedli italSti védei, pficemz u vice
nez 100 popsanych proteinti prokdzali, ze jejich biologickd funkce se neomezuje pouze
na energeticky zdroj a antimikrobidlni G¢inky, ale 1 na jeji aktivni ucast pfi stimulaci ristu
tkani novorozence a vyvoje spravné fungujiciho imunitniho systému (D'Alessandro, A. et al.
2010). Asi 20% dusiku MM je ulozeno mimo proteiny, a to v nukleotidech, volnych
aminokyselinach a mocoviné. Nukleotidy jsou dilezité pro bunétné funkce (energeticky
metabolismus, produkce nukleovych kyselin, druzi poslové v signdlnich drahach, koenzymy)
a jsou zvlasté dulezité v situacich se zvySenou metabolickou aktivitou (onemocnéni, rist atd.).
Lipidy tvoii ptiblizn¢ 50% energetické hodnoty MM. Traveni lipidi MM je usnadnéno jejich
organizaci do tukovych kapének, a to gastrickou lipazou stimulovanou Zlucovymi solemi.
Unikatnost lipidi MM spociva ve vysokém obsahu mastnych kyselin s velmi dlouhym
feté¢zcem (LCPUFA) (kyselina arachidonovd, a dokosahexaenova, derivaty esencialnich
mastnych kyselin, kyselina linoleova a linolenova), které¢ kromé jiného zlepSuji kognitivni
funkce, rust a zrak. Obsah lipidi v MM je velice variabilni - stoupa v prubéhu laktace, méni
se v prubéhu dne, dokonce 1 v pribéhu krmeni (tzv. zadni mléko ma vyssi obsah lipidl nez
predni mléko).

Sacharidy MM jsou zastoupené pievazné laktézou a oligosacharidy. Laktdze je pfipisovana
mekc¢i konzistence stolice kojenych déti, osidleni stieva nepatogenni stievni florou a lepsi
absorpce minerald. Oligosacharidy jsou vyznamnym prebiotickym faktorem.

Koncentrace vapniku a fosforu MM je relativné stald, a prestoze je niz$i nez v umélém mléce,
jeho vstfebavani je lepsi z MM nez z umélého mléka. Hladina Zeleza, zinku a médi klesa
v prib¢hu laktace, ale v obdobi prvnich 6 mésict je pro dit¢ dostacujici. Hladina vitamina

v MM zévisi na zdsob¢ vitamind v téle matky a mezi bézné deficity vitamina kojencii v tomto
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obdobi patii deficit vitaminu K a D, u matek veganek pak i vitaminu B12 (Schanler, R.J.
2013).

MM obsahuje celou fadu dalsich biologicky aktivnich latek, jako jsou hormony (prolaktin,
oxytocin, adrenokortikotropny hormon, hormon stimulujici Stitnou zlazu, rtistovy hormon,
tyroxin, kortisol a inzulin), rastové faktory (EGF, IGF-1, HGF), neuropeptidy (neurotenzin,
substance P, somatostatin a vazoaktivni stfevni peptid (VIP)), cytokiny a dalsi. Bioaktivni
faktory v MM maji pfimou i nepfimou antimikrobialni aktivitu, stimuluji vyvoj imunitniho
systému kojence a moduluji jeho imunitni odpovéd’, maji protizanétlivé ucinky a podporu;ji
rust a vyvoj tkani.

V pribéhu prvnich let Zivota se imunitni systém ditéte vyviji pod nepfetrzitym plsobenim
novych antigent pii dennim kontaktu s mikroby. V tomto klicovém obdobi poskytuje MM
kojenci cetné chybéjici bioaktivni faktory, které zastupuji imunologickou ochranu na trovni
sliznic, moduluji imunitni odpovéd’ nebo stimuluji rist, ¢imz podporuji vyvoj slizni¢nich
bariér a imunitniho systému kojence (tabulka 4).

Mlécna zlaza je v obdobi laktace integralni soucasti slizni¢niho imunitniho systému matky
a protilatky ptitomné v MM jsou odrazem antigenni stimulace slizni¢niho imunitniho systému
(MALT) stieva i dychacich cest matky (tzv. enteromamarni systém) (Kleinman, R.E. and
Walker, W.A. 1979). Sekrecni protilatky MM jsou tedy specificky cilené proti infekénim
patogentim, s kterymi ptfichazi do styku matka a velice pravdépodobné tedy i jeji dite
v prvnich tydnech Zivota. Kojeni tak predstavuje genidlni imunologické propojeni matky
a ditéte (obrazek 8).

Jako soucast nespecifické imunity mohou také fungovat prebiotika, volné mastné kyseliny,
monoglyceridy, antimikrobidlni peptidy a glykany MM, ale i dalsi faktory které stimuluji
dozravani gastrointestindlniho epitelu jako bariéry (bifidus faktor, lysozym, laktoperoxidaza,
laktoferin, lipoproteinova lipaza a EGF). Antimikrobialni slozky MM jsou odolné
viéi trdvicim enzymim kojence a jsou schopny ucinkovat na sliznicich jeho
gastrointestinalniho, respira¢niho 1 mocového traktu. Mezi proteiny s antimikrobidlni
aktivitou patfi imunoglobuliny, laktoferin, lysozym, a-laktalbumin, kazein. Volné mastné
kyseliny a monoglyceridy funguji jako detergenty a zpiisobuji lyzu vird, bakterii a prvokd.
Protizénétlivé ucinky maji enzymy MM (Zlucové soli, katalaza, glutation peroxidaza), ale
1 vitaminy A, C a E, které funguji jako zametaci volnych kyslikovych radikalt. Matetské
mléko obsahuje celou fadu cytokini a jejich receptor, které maji prozanétlivé, ale

-----
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u kojence chybi. Imunitni systém novorozence neni schopny produkce cytokini
V dostate¢ném mnozstvi, které by zabezpecilo ochranu hostitele. V porovnani s dospélym
cloveékem tvoii buniky novorozence mensi mnozstvi cytokini TNF-a, GM-CSF a zna¢n¢ méné
cytokinti IL-3, -4, -8, -8, -10, IFN-y. Predpoklada se, ze biologicka funkce téch faktort,
jejichz produkce je u novorozence vyvojové opozdéna, muze byt CasteCné zastoupena
biologicky aktivnimi faktory matetského mléka. Nékteré cytokiny MM jsou rezistentni viici
travicim enzymiim novorozence a piezivaji neporusené cestu gastrointestindlnim traktem
kojence nebo jsou produkovéany soucasn¢ s antiprotedzami, které interferuji s proteolyzou.
Leukocyty MM jsou z 90% neutrofily a makrofagy, aktivné fagocytujici a zabijejici mikroby.
Lymfocyty mohou pfispivat k antimikrobidlni ochrané¢ produkci cytokint a protilatek IgA.
Mnoho dal$ich faktori MM ma pravdépodobné vyhodné, ale doposud neobjasnéné funkce
(nekteré specifické bunky, vitaminy, nukleotidy, enzymy, rozpustné molekuly se strukturou
podobnou receptorim, napt. sCD14, sTLR2) (Chirico, G. and Gasparoni, A. 2009; Ballard, O.
and Morrow, A.L. 2013; Liu, B. and Newburg, D.S. 2013).

Rozpustné faktory

e Slozky specifické imunity: sIgA, IgA, IgG, IgM, IgE, IgD, volna sekrecni komponenta,
anti-idiotypové protilatky

e Cytokiny, chemokiny a receptory: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
13, IL-16, IL-18, IFN-y, TNF-a, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, GRO-a, MCP-1, TGF-$1
a2,sCD14, TLR, sFas, sFasL

e Antigeny histokompatibilniho komplexu

e Slozky nespecifické imunity: komplement, chemotaktické faktory, properdin, interferon,
a-fetoprotein, protistafylokokové faktory, lektin vazici mandzu, [-defensin-1,
antiadhezivni  molekuly  (oligosacharidy,  muciny, laktadherin,  glykolipidy
a glykosaminoglykany, kasein), tukové kapénky, hormony a riistové faktory (prolaktin,
kortizol, insulin, tyroxin, prostaglandiny, EGF, VEGF, NGF, TGF, erytropoetin),
antivirové faktory (mastné kyseliny a monoglyceridy), MIF, a-laktalbumin.

e Proteiny s funkci nosi¢t: laktoferin, transferin, protein vazici vitamin B12, protein vazici
steroidy

e Enzymy: lysozym, lipoproteinlipdza, leukocytarni  enzymy, anti-proteazy,
acetylhydroldza PAF

e Jiné: nukleotidy, nosi¢i, LCPUFA

e Prebiotika, Bifidus faktor, Oligosacharidy

Bunky

Celkovy pocet: kolostrum 1-3x10°/ml; zralé mléko ~1x10°/ml
Typy: makrofagy ~60%, neutrofily ~25%, lymfocyty ~ 10%, epitelialni bunky

Tabulka 4: Imunologické a ochranné slozky matefského mléka (Chirico, G. and
Gasparoni, A. 2009)
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Obrazek 8. Propojeni slizni¢ni imunity matky a ditéte. Efektorové B bunky migruji ze
sttevni lymfatické tkan€ (GALT) pies lymfatické cévy a periferni krev do mlécné zlazy. Tato
distribuce prekuzorovych plasmatickych bunék pro IgA je klicova pro lokalni produkci SIgA
a méné 1 SIgM protilatek specifickych proti stfevnim a respiracnim antigenim
(mikroorganismiim a exogennim proteintiim) do MM. Kojené dité timto mechanismem pfijima
VMM pfislusné sekre¢ni protilatky proti mikroorganismiim kolonizujicim jeho sliznice
a ochrana jeho dychacich cest a traviciho traktu (GIT) je zabezpefena podobnymi
protilatkami jakymi jsou chranény sliznice matky (Brandtzaeg, P. 2010).

R 4

1.5.5. Vliv kojeni na zdravi a vyvoj ditéte

Kromé zabezpeCovani optimélni vyzivy md MM pifimé vyhody pro zdravi kojence
v dobé kojeni, ale potencidln€ i dlouhodobé vyhody ptesahujici obdobi kojeni. Mezi ptimé
vyhody v obdobi kojeni patii zlepSeni funkce GIT a ochrana pied akutnimi infekcemi.
Zrani GIT novorozence je podporovdno nékterymi slozkami MM, které podporuji rast
a motilitu GIT, sniZuji riziko nekrotizujici enterokolitidy a gastrointestinalnich infekci. Mezi
tyto faktory patfi hormony (kortizol, somatomedin-C, IGF, insulin, hormony stitné zlazy),
rustové faktory (EGF), medidtory GIT (neurotensin, motilin), volné aminokyseliny (taurin,

glutamin), protizanétlive faktory (IL-10, polynenasycené mastné kyseliny), enzymy

(acetylhydrolaza faktoru aktivujiciho desticky (PAF)), protilatky IgA a IgG. Matetské mléko
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bylo tradicné¢ povazovano za sterilni tekutinu, nicméné v poslednich letech nékolik studi
potvrdilo, Ze kolostrum a MM jsou vyznamnym zdrojem komensalnich a probiotickych
bakterii pro stievo kojence, a to napf. rod Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus
a Bifidobacterium. Ke kolonizaci stfeva témito bakteriemi napomahaji i oligosacharidy MM
S prebiotickym tc¢inkem, které jsou nejvice zastoupeny v kolostru. Bakterie MM mohou
snizovat vyskyt a zavaznost infekci u kojence, a to nckolika mechanismy, jako jsou
kompetitivni exkluze, produkce antimikrobidlnich faktori nebo podpora funkce stfevni
bariéry zvySenim produkce hlenu a snizenim stievni permeability. Navic mizou napomahat
spravné maturaci imunitniho systému kojence (Goldman, A.S. 2000; Fernandez, L. et al.
2013) .

Epidemiologické studie jednoznaéné prokazaly snizeni morbidity u kojenych déti a ochranny
ucinek MM pted vznikem infekénich nemoci v dobé kojeni, jako jsou akutni stfevni
a respiracni infekce, akutni a rekurentni otitidy a mocové infekce. Tento efekt mize
pietrvavat i po ukonceni kojeni az do 1 roku zivota (Schanler, R.J. 2013). Ochranny efekt je
zprostfedkovan pasivnim transportem imunoglobulind sIgA vici specifickym mikrobim,
laktoferinu, a cytokinti, jako napt. IL-1, IL-6, IL-12, TNF-0, IFN-y, IL-8 a dalSich faktorii
v MM, ¢imzZ je kompenzovana nedostate¢na Thl funkce kojence. Sekre¢ni IgA vazi mikroby
na sliznicich ditéte a brani aktivaci prozanétlivé odpovédi, zatimco laktoferin ni¢i mikroby
a také potlacuje zanét (Brandtzaeg, P. 2003; Lawrence, R.M. and Pane, C.A. 2007).
Predmétem diskusi jsou ovSem i pozitivni G€inky kojeni ptetrvavajici do dalSich let v détstvi
a dokonce az do dospélosti. Podle teorie programovani se predpoklada, ze faktory ovliviiujici
mladého jedince v kritickém obdobi vyvoje, urcuji rizika vzniku nemoci pozdé€ji v dospélosti
zivota (Cottrell, E.C. and Ozanne, S.E. 2008). Byl zkouman protektivni t¢inek pied vznikem
civiliza¢nich onemocnéni, jako je hypertenze, vysoky cholesterol, obezita, diabetes mellitus 2.
typu, ale 1 pozitivni vliv na intelektualni vyvoj. Nicméné podle posledni systematické review
WHO 7Zadny z téchto protektivnich G¢inkt nebyl jednozna¢né prokazan (Horta, B.L. and
Victora, C.G. 2013).

Podle nékterych studii mize mit kojeni pro dit€ dlouhodoby ochranny efekt pted vznikem
imunologicky podminénych onemocnéni, jako jsou napt. céliakie (Szajewska, H. et al. 2012),
zanétliva stfevni onemocnéni (Barclay, A.R. et al. 2009), diabetes mellitus 1. typu
(Frederiksen, B. et al. 2013) a alergicka onemocnéni (Kramer, M.S. 2011). Rizné studie vSak
zatim pfinesly kontroverzni vysledky a rovnéZ se nepodafilo objasnit mechanismus této
ochrany. Vzhledem ktomu, ze v patogenezi téchto onemocnéni se uplatiuje porucha
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v indukci tolerance, jednou z hypotéz vysvétlujicich ochranny efekt kojeni je indukce
tolerance vuci specifickému antigenu prosttednictvim MM. Bylo prokazano, ze v MM se
objevuji antigeny, které hraji vyznamnou roli u imunologicky podminénych onemocnéni, jako
napfi. insulin (Tiittanen, M. et al. 2006), gliadin (Chirdo, F.G. et al. 1998), potravinové ¢i
respiracni alergeny (Palmer, D.J. and Makrides, M. 2006). Mnozstvi téchto antigent kolisa
interindividudlné a pfic¢ina tohoto kolisdni neni znama, nicméné zavisi velkou mirou na
expozici samotné matky témto antigenim. Pfed vstupem antigentt do MM pies prsni zlazu
jsou vSak antigeny zpracovany v travicim traktu matky zptisobem, ktery mize ovlivnit jejich
tolerogenicitu (tzv. enteromamarni okruh) (Newburg, D.S. and Walker, W.A. 2007). Navic
spolu s antigenem piijima kojenec v MM 1 uréité biologicky aktivni faktory, které jsou
schopny toleranci indukovat, jako napf. sekre¢ni IgA, a-linolénova kyselina a cytokiny jako
TGF-B, IL-10, IL-4, IL-8 (Verhasselt, V. 2010).

Vztah kojeni k alergickym onemocnénim je v soucasnosti velice diskutovanym tématem
a vysledky studii jsou zatim kontroverzni. Epidemiologické studie zabyvajici se touto
tématikou jsou cCasto komplikované uréitou bias, jelikoz z etickych divodt neni mozna
randomizace novorozencl ke kojeni nebo krmeni mléénou formuli, a rodiny, ve kterych
matka preferuje kojeni se mohou liSit v riznych okolnostech. Podle aktudlnich informaci
exkluzivni kojeni alesponn 3-4 mésice neni siln€ asociovano s niZsi incidenci atopického
ekzému u kojenct jak snizkym, tak i s vysokym rizikem. Kojeni je spojovano s nizsi
incidenci recidivujicich piskotid v prvnich 2 letech Zivota, a to pravdépodobné v disledku
snizeni vyskytu respirac¢nich infekci v tomto obdobi. Na druhou stranu mezi kojenim
a piskoty v pozdéjsim véku jiz nebyla prokazana souvislost. VIiv kojeni na vznik alergické
rhinitidy nelze vzhledem k nedostatecnému poctu studii hodnotit. Podle né€kterych autort
muize exkluzivni kojeni v prvnich 4 mésicich zivota snizit riziko alergie na bilkovinu
kravského mléka v ¢asném détském véku, nicméné dlouhodobéjsi efekt na dalsi typy
potravinové alergie neni jasny (Fleischer, D.M. 2013). Jednim z divodi, pro¢ vyzkum v této
oblasti zatim nepfinesl zadné zavéry, je komplexnost slozek MM, jakoz i interakce stfevniho

prostiedi a imunitniho systému novorozence.
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1.6. Teoretické poznamky k pouZzité metodice

1.6.1. Moznosti detekce cytokint

Jak jiz bylo zminéno, cytokiny jsou proteiny produkované v organismu vét§inou v malém
mnozstvi, a proto metody k jejich stanoveni musi mit vysokou senzitivitu. Stanoveni cytokinti
je mozné provad¢t in vivo, ex vivo nebo in vitro. In vivo se cytokiny vysetiuji v krvi ¢i v jiné
télesné tekutiné nebo ve tkani pacienta. In vitro stanoveni znamena testovani schopnosti
bunécné populace produkovat cytokiny po stimulaci specifickym antigenem. Pfi testovani ex
Vivo jsou buniky z periferni krve kultivovany a stimulovany in vivo a Cytokiny se stanovuji
Vv supernatantu in vitro. Pfitomnost cytokinti v buiikach Ize prokazat metodami molekularni

analyzy nebo imunologické analyzy.

Pti molekularni analyze je detekovana mRNA cytokind, ktera je sice v klidovém stavu buiiky
jen mélo exprimovand, avsak po stimulaci dojde k transkripci cytokinovych genii a zpomaleni
degradace mRNA. Tuto mRNA Ize posléze kvantitativné stanovit pomoci RT-PCR v redlnem
case. Pomoci genovych ¢ipt Ize stanovit celou sadu cytokinovych gent, pti¢emz se nejdiive
provede reverzni transkripce mRNA do znacené cDNA.

Imunologicka analyza (immunoassay) je zaloZena na specificité imunoglobulinti, kterymi jsou
detekovany cytokiny. Cytokiny lze méfit pomoci metody proteinové array, dale pomoci
metody ELISA, ELISPOT nebo pratokové cytometrie (Cytokine bead secretion assay).
Pritokova cytometrie umozni stanovit procenta bun¢k produkujicich cytokiny, jez byly

pfedem intracelularn¢ barevné oznaceny (Maecker, H.T. 2008).

1.6.2. Pouzité metody

ELISA. Metoda ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) umoziuje kvantitativni
stanoveni vybraného proteinu v séru nebo jiné télni tekutin€. Pro detekci cytokinu se pouziva
tzv. sendvicova ELISA metoda. Na mikrotitracni desti¢ce jsou navazany specifické protilatky
proti vybranému cytokinu. Po naneseni zkoumaného vzorku (sérum, supernatant) se cytokin
vaze na tyto protilatky s vysokou afinitou. V dalsim kroku je piidana detekéni protilatka, ktera
se vaze na jiny epitop primarni imobilizované protilatky a rozpoznava navédzany cytokin.
Na deteke¢ni protilatce mize byt kovalentn€ navazan enzym (napft. kienova peroxiddza) anebo

muze byt sama rozpoznavana sekundarni protilatkou, kterd je vazana na enzym biokonjugaci.
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Mezi kazdym krokem je desticka promyta roztokem, ktery odplavi cytokiny a protilatky, jenz
nejsou specificky navazané. Po poslednim promyti je pfidan enzymaticky substrat, ktery
po reakci s enzymem vytvoii barevny signal, jenz lze detekovat na spektrofotometru a jehoz
intenzita je proporéni mnozstvi detekovaného cytokinu.

Proteinova microarray. Proteinova microarray nebo proteinovy c¢ip je metoda, ktera
umoziuje detekovat velké mnozstvi proteinti najednou. Na povrchu Cipu, kterym je sklicko,
nitrocelulézovd membrana nebo mikrotitracni desti¢ka, jsou imobilizované rizné specifické
protilatky proti jednotlivym cytokinim. Po inkubaci se vzorkem a vazbé cytokind
na protilatky je v dal$im kroku pfiddna smés enzymaticky znacenych detekénich protilatek.
Detekce probihd pomoci fluorescence nebo chemiluminiscence. Jednotlivé detekéni metody
pro proteinovou array musi poskytnout vysoky signal pro cytokin a zaroven nizky signal
pozadi. Nejcastéji se pouziva znaceni fluorescencni barvickou, ale pouzivaji se i fotochemické

a radioizotopové znacky.

1.7. Klinické vySeti‘eni v alergologii

Diagnostika a 1écba alergie patii do rukou alergologa/klinického imunologa. Zakladem
pfi alergickém vySetfeni je podrobnd anamnéza, se zaméfenim na moznost zjiSténi genetické
predispozice (vyskyt atopie v roding), rizikovych faktorti zevniho prostiedi (domaci prostiedi,
kontakt se zvifaty, koufeni, Skodliviny v prosttedi), rizikovych faktorl pfi narozeni a v détstvi
(perinatalni komplikace, délka kojeni, tolerance um¢lé vyZzivy, nemocnost), historii nemoci
atopického pochodu (atopicky ekzém v détstvi) a suspektnich alergickych reakci, jakoz
1jejich podrobny popis.

Po anamnéze nasleduje klinické vySetieni pacienta se zaméfenim na ptfiznaky alergickych
nemoci (kozni projevy, nutri¢ni stav, poslech plic, atd.).

Diagnostické testy mozno provadét in vivo a in vitro, pouzivaji se i specifické provokacni
testy a vySetieni plicnich funkci.

Z koZznich testi jsou dostupné Skin Prick testy (SPT), které stanovuji reakci casné
precitlivélosti, intradermalni testy detekujici Casny a zcasti i pozdni typ piecitlivélosti,
a epikutanni testy detekujici reakci piecitlivélosti pozdniho typu zprostfedkované antigen-
specifickymi T lymfocyty (kontaktni ekzém). Atopické epikutanni testy (Atopy Patch Tests,
APT) se pouzivaji u atopického ekzému nebo potravinové alergie. V porovnani s testy ¢asné

precitlivélosti (SPT, specifické IgE) maji APT niZsi senzitivitu, ale vyssi specificitu.
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Za normalnich okolnosti je hladina IgE protilitek v séru nizka. Ke zvySeni mize dojit
fyziologicky pii parazitarnich infekcich a patologicky v reakcich Casné precitlivélosti. IgE
Vv séru jsou pouze urCitou casti celkovych IgE v organismu, ktery je pfevazné véazan
na povrchu mastocyti nebo bazofili. Typicky je hladina IgE zvySena u atopického ekzému.
Podrobné;ji 1ze diagnostikovat ptecitlivélost proti uréitému alergenu pomoci specifickych IgE.
Zvyseni sérovych hladin IgE je vzdy nutno posuzovat v kontextu anamnézy, typu daného
alergenu, ptiznaki alergické choroby a ptipadné dalSich soubéznych onemocnéni. Pozitivni
vysledek velmi Casto odrazi spise senzibilizaci nez skute¢nou alergii.

Test aktivace bazofili je spiSe experimentilni a doplitkovou metodou pouzivanou
pii diagnostice ¢asné precitlivélosti. Nejvice se vyuziva pii diagnostice ¢asné precitlivélosti
na alergeny blanokfidlého hmyzu, zkousi se i u lékovych nebo potravinovych alergii.
Principem metody je stanoveni exprese aktivacnich znaklli na povrchu bazofili pomoci
prutokové cytometrie po jejich inkubaci s alergenem.

Eozinofilni kationicky protein je produkovan aktivovanymi eozinofily a je markerem
eozinofilniho (nejcastéji alergického) zanétu. Vyuziva se pii diagnostice a monitoraci
alergického astmatu a typicky zvyseny je i u atopického ekzému.

Tryptaza je mediatorem alergické reakce, je uvoliiovana z mastocytt ve tkanich po expozici
alergenu. Jeji stanoveni se vyuziva pii diagnostice anafylaktickych reakci.

Pfi diagnostice alergického astmatu se kromé vy$e zminénych testii pouziva vySetieni funkce
plic (spirometrie), bronchodilatacni test a bronchoprovokacni testy. Miru zanétu v plicich
ukazuje vySetfeni vydechovaného oxidu dusnatého (FENO), ktery je produkovan rliznymi
buitkami plic v rdmci zanétlivé reakce. Kromé astmatu byva zvysen 1 u nékterych respiracnich
infekci nebo u kutakt. Jiz méné je vyuzivana rinomanometrie (vysetfeni nosni priichodnosti)
a nazalni provokacni test.

Potravinové provokacni testy jsou nejspolehlivéjsi pii diagnostice potravinovych alergii. Jsou
to tzv. eliminacné-expozicni testy, coz znamend, Ze po vyfazeni podezielé potraviny
z jidelnicku na urcitou stanovenou dobu nésleduje opétovna expozice dané potravingé
podle protokolu v postupné se zvySujicich davkach, pficemz se sleduji pfipadné reakce.
Podle miry zaslepeni miiZeme testy rozdélit na oteviené, jednoduSe zaslepené a dvojité
zaslepené, placebem kontrolované (Double Blind Placebo Controlled Food Challenge,
DBPCFC). Posledni typ je povaZovan za zlaty standard diagnostiky potravinové alergie
(Cantani, A. 2008).

62



1)

2)

3)

4)

5)

6)

Vlastni experimentalni ¢ast

2.1. Seznam publikaci, které jsou podkladem k disertacni praci

Switch from a dominant Thl-associated immune profile during the pre-diabetic
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immune profile at the onset of type 1 diabetes.

Ryden A, Stechova K, Durilova M, Faresj6é M.

Diabetes Metab Res Rev. 2009 May;25(4):335-43.

Influence of maternal hyperglycaemia on cord blood mononuclear cells in response
to diabetes-associated autoantigens.

Stechova K, Spalova I, Durilova M, Bartaskova D, Cerny M, Cerna M, Pithova P,
Chudoba D, Stavikova V, Ulmannova T, Faresjo M.

Scand J Immunol. 2009 Aug;70(2):149-58.

Reactivity to Helicobacter pylori antigens in patients suffering from thyroid gland
autoimmunity.

Stechova K, Pomahacova R, Hrabak J, Durilova M, Sykora J, Chudoba D, Stavikova V,
Flajsmanova K, Varvarovska J.

Exp Clin Endocrinol Diabetes. 2009 Sep;117(8):423-31.

Is there any relationship between cytokine spectrum of breast milk and occurence of
eosinophilic colitis?

Durilova M, Stechova K, Petruzelkova L, Stavikova V, Ulmannova T, Nevoral J.

Acta Paediatr. 2010 Nov;99(11):1666-70.

Adiponectin, AFABP, and leptin in human breast milk during 12 months of
lactation.

Bronsky J, Mitrova K, Karpisek M, Mazoch J, Durilova M, Fisarkova B, Stechova K,
Prusa R, Nevoral J.

J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2011 Apr;52(4):474-7.

Development of High-Sensitive ELISA Method for Detection of Adipophilin Levels
in Human Colostrum and Breast Milk

Mitrova K, Karpisek M, Durilova M, Dragusin LG, Nevoral J, Bronsky J
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profil pfi manifestaci diabetu

Cil studie
Popis imunologického profilu perifernich mononuklearnich bun¢k (PBMC) u pacient s T1D

pred a pii klinické manifestaci T1D, a dale 1 a 2 roky po jejim nastupu.

Metodika

Vysetifovanou skupinu tvofilo 10 déti s T1D, jez byly vySetfeny pii manifestaci T1D a poté
s odstupem 1 a 2 roky. Kontrolni skupinu tvofilo 10 zdravych déti s rizikovym genotypem a 9
déti s vysokym rizikem manifestace TID do 5 let. Z periferni zilni krve subjekti byly
izolovany mononuklearni bunky (PBMC). Cytokiny produkované in vitro spontanné
a po stimulaci specifickymi (GAD65) a nespecifickymi (fytohemaglutinin, PHA) antigeny
byly stanoveny pomoci proteinové microarray a chemiluminiscence (IL-7 jako zastupce
naivnich T- bun€k, Thl cytokiny IFN-y a TNF-B, Th2 cytokin IL-5, Th3 cytokin TGF-§, T
regulaéni cytokin IL-10 a prozanétlivé cytokiny TNF-a, IL-6 a chemokiny MCP-1, MIG).

Vysledky

e Thl odpovéd (IFN-y, TNF-B): jak spontdnni tak i postimulacni sekrece dominovala
Vv prediabetické fazi a poklesla v dobé manifestace T1D

e Th2 odpovéd (IL-5): nejvyssi byla u vysoce rizikovych déti

e Th3 odpovéd (TGF-B, IL-10): vyrazna unové diagnostikovanych TID s klesajicim
trendem s délkou onemocnéni

e Prozanétlivé cytokiny (TNF-a, IL-6): vzplanuti u nové diagnostikovanych T1D

e Prozanétlivé chemokiny (MCP-1, MIG): vysoka sekrece u déti s T1D pii manifestaci,
ptetrvavala az do 2 let po manifestaci

U pacienti s vysokym rizikem vzniku diabetu dominovala produkce Thl asociovanych

cytokint, jak spontanné, tak i po specifické stimulaci diabetogennim autoantigenem. Naopak

mitogen PHA indukoval produkci Th2 cytokint pouze v této skuping.

Pacienti s Cerstvou manifestaci T1D vykazovali cytokinovy profil asociovany s Th3 a masivni

spontanni 1 postimulacni produkci prozanétlivych cytokini, ktera ovSem s ¢asovym odstupem

od manifestace nemoci slabla.
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Diskuse
Studium patogeneze nemoci T1D u lidi je velkou vyzvou, jelikoz vétSina imunologickych
déji se odehrava pred manifestaci onemocnéni a k dispozici jsou vétS§inou pouze bunky
periferni krve. Pfi vzniku tohoto autoimunitniho onemocnéni hraji klicovou roli 3 dilezité
déje: nejdiive dochazi k aktivaci T bun¢k reaktivnich vic¢i beta bunkdm pankreatu, vznika
imunologickd odpovéd’, kterd ma prozanétlivy charakter a soucasné¢ dochazi k selhdni
v imunoregulaci autoreaktivni odpovédi. V patogenezi T1D hraje centralni roli imunologicka
odpovéd’ se zvySenou produkci Thl cytokinl, jako IFN-y, IL-2, TNF-B. Tento Thl
asociovany imunologicky profil jsme pozorovali u déti s vysokym rizikem (40%) rozvoje
T1D do 5 let, a to jak spontanni produkci, tak i po stimulaci autoantigenem GADG6S.
Vzplanuti cytokinu IFN-y u vysoce rizikovych jedincti pfevysujici jeho sekreci u zdravych
déti a také u déti s Cerstvym zachytem T1D bylo pozorovano i v piedchozi praci spoluautorti
(Karlsson, M.G. et al. 2000). V souladu s timto pozorovanim jsou i vysledky dalsich studii
dokladujici pokles spontanni 1 indukované¢ produkce IFN-y v obdobi navazujicim
na manifestaci onemocnéni (Mayer, A. et al. 1999; Halminen, M. et al. 2001; Kukreja, A. et
al. 2002; Lohmann, T. et al. 2002; Avanzini, M.A. et al. 2005).
Pfi manifestaci T1D jsme zaznamenali potla¢eni Thl asociované imunologické odpovédi.
Tento nalez navazuje na ptedchozi vysledky spoluautorti, a to korelaci snizen¢ Th1l imunitni
odpovédi se zvySenym rizikem rozvoje T1D — pokles sekrece IFN-y a poméru IFN-y/IL-4
po antigenni stimulaci v obdobi tésné pied manifestaci nemoci (Karlsson Faresjo, M.G.E. and
Ludvigsson, J. 2005; Hedman, M. et al. 2006). Pomér mitogenem indukované Th1 odpovédi
a C peptidu u jedinct s vysokym rizikem rozvoje T1D odrazi intenzifikovanou autoimunitni
reakci vici zbyvajicim funkénim beta bunikam pankreatu. V obdobi manifestace T1D je vztah
mezi C-peptidem a Th1 imunitni odpovédi inverzni. S odstupem jednoho roku po manifestaci
nemoci dochdzi opét k posileni Thl odpovédi pravdépodobné v disledku destrukce
zbyvajicich beta bunck.
Vyhradné¢ u déti s vysokym rizikem rozvoje T1D byly PBMC schopny indukovat Th2
imunitni odpovéd’ produkci IL-5 po stimulaci mitogenem. Toto pozorovani je téz v souladu
s pfedchozim pozorovanim spoluautorti, kteti u zdravych jedinci s vysokym rizikem rozvoje
T1D nalezli schopnost piesmyku a promény Th1 na vice protektivni Th2 imunologicky profil
Vv piitomnosti autoantigenu GAD65 a inzulinu (Karlsson, M.G. et al. 2000). Tento pfesmyk
Th1/Th2 rovnovahy smérem k produkci Th2 cytokini a evokaci Treg bunck byl rovnéz
zaznamenan u NOD mysi po imunizaci peptidy GAD65 (Tian, J. et al. 1996; Quinn, A. et al.
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2001), ale i u déti s Cerstvym zachytem T1D pii [é€bé GAD65 (Diamyd) (Ludvigsson, J. et al.
2008).

Zatimco u zdravych jedinct s vysokym rizikem rozvoje T1D dominovala produkce Thl
cytokint, pfi manifestaci T1D dominovali v imunologickém profilu cytokiny Th3/Tr1 (TGF-B
a IL-10) ve vztahu k sekretovanému C-peptidu. TGF-B hraje zasadni roli pfi vzniku bunécné
linie indukovanych FOXP3+ i pfirozenych Treg bunék (Rubtsov, Y.P. and Rudensky, A.Y.
2007). U pacientli srozvinutym onemocnénim byly nalezeny vysoké hladiny TGF-
V oblastech zanétu a zvySena seckrece IL-10 (Lohmann, T. et al. 2002), nicmén¢ také byl
popsan imunoregulaéni defekt se snizenou funkci Treg (Lindley, S. et al. 2005).

V obdobi manifestace T1D byla rovnéz zaznamenana vysokd produkce prozanétlivych
cytokini (TNF-alfa a IL-6) a chemokini (MCP-1 a MIG), a to jak spontanni, tak
i po stimulaci specifické (autoantigenem GADG65) i nespecifické. IFN-y indukuje v ostrivcich
pankreatu tvorbu chemokinu MIG (Cardozo, A.K. et al. 2003), coz vysvétluje jejich
spole¢nou pozitivni korelaci. S progresi insulitidy dochézi v ostrivcich pankreatu také
k zvysené expresi MCP-1 u NOD mysi (Chen, M.C. et al. 2001). Spekuluje se o tom, ze
ptitomnost makrofagli produkujicich MCP-1 v ostriiveich pankreatu muze ptildkavat buiky
imunitniho systému a posilovat mistni zanétlivou reakci, kterd mizZe posléze vést k dalsi
destrukci beta bunek, jelikoz MCP-1pozitivni buiiky ostrivka poskytuji signaly chemokintim
mimo ostravku s cilem pfesmérovani leukocytti z vaskularniho prostoru do ostruvka (Chen,
M.C. et al. 2001; Reddy, S. et al. 2006). Soustfedéni autoreaktivnich lymfocyti do mista
zangtlivé tkan¢ je wurcujici zndmkou cCetnych perzistentnich organové specifickych
autoimunitnich onemocnéni a v soucasnosti se rizné terapeutické strategie téchto onemocnéni
zam¢éftuji praveé na blokadu migrace lymfocytu.

Minimaln€ po dobu 2 let po manifestaci T1D ziistdva Thl imunitni odpovéd’ suprimovana.
Podobné vysledky prinesla jina studie nasich spoluautorii (Karlsson Faresjo, M. et al. 2000).
Stimulace mitogeny a ¢asten¢ 1 antigenem (GADG65) ovSem vedla ke zvySené produkci Thl-
asociovanych cytokind u déti s T1D 1 rok po manifestaci nemoci.

Piinosem na$i studie je moZnost porovnani imunologické odpovédi mezi détmi s T1D
a zdravymi détmi s jiz probihajicim autoimunitnim procesem. Nase vysledky potvrzuji
pfedchozi pozorovani spoluautori dominance Thl imunitni odpovédi v obdobi
pted manifestaci T1D. Vyhodou je longitudinalni sledovani déti s T1D od zachytu nemoci
po dobu dalSich 2 let, kterd ndm umozZiiuje zkoumat imunologickou odpovéd’ v posledni fazi
autoimunitniho procesu.
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U déti s vysokym rizikem pro rozvoj T1D jsme tedy pozorovali imunologicky profil
s dominanci Thl cytokind, ktery byl potlacen pii manifestaci nemoci. Zda se, ze po klinické
manifestaci onemocnéni se imunitni systém snazi pfizpluisobit a zvySuje svoji odpoveéd
na dostupné antigeny a autoantigeny, ¢imz dochézi k posileni imunitni odpovédi zahrnujici
cytokiny Thl spektra, prozanétlivé cytokiny a chemokiny. S c¢asem ovSem dochazi
k vyCerpani antigenem stimulované imunitni odpovédi, coz mize byt poslednim znakem
autoimunitniho procesu smérovan¢ho proti beta buitkkdm pankreatu produkujicich insulin,
jehoz produkce vyhasina, jakmile jsou posledni z téchto bunék zniceny.

Monitorovani cytokinové odpovédi by mohlo byt vyuzivdno pii snaze o modifikaci
imunologické odpovédi 1écbou, kterd by zahrnovala pravé zablokovani cytokind dulezitych
Vv patogenetickém procesu nemoci, jako napt. IL-1 (Larsen, C.M. et al. 2007; Krishnamurthy,
B. et al. 2008), molekul T bunék (CD3) (Keymeulen, B. et al. 2005) a CD40 (Klein, D. et al.
2008; Vaitaitis, G.M. and Wagner, D.H., Jr. 2008) nebo vystaveni imunitniho systému
relevantnim autoantigeniim, jako napt. inzulin (Bresson, D. et al. 2006), heat-shock protein 60
(Raz, I. et al. 2001) nebo GADG65 (Ludvigsson, J. et al. 2008) ve snaze indukovat toleranci.
Nakonec nase vysledky spolu s poznatkem o 1épe zachovalé sekreci C peptidu u déti s T1D
lécenych GADG65 vedou k hypotéze, Ze ¢asné potlaceni dominantniho Thl imunologického

profilu mize mit vliv na klinicky vysledek.
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2.3. Vliv mateiské hyperglykémie na reaktivitu mononuklearnich bunék

pupecnikové krve na diabetogenni autoantigeny

Cil
Cilem studie bylo zjistit, jestli autoimunitni prostfedi matky a samotnd nemoc TID

(hyperglykemie) ovliviiuje specifickou imunitni odpovéd’ plodu.

Z predchozich studii je znamo, ze déti, které se narodili pfed manifestaci T1D u matky, maji
vétsi riziko vzniku T1D nez déti narozené aZ po jeji manifestaci (Warram, J.H. et al. 1991,
Harjutsalo, V. et al. 2006). Je tedy expozice diabetu matky in utero protektivnim faktorem
pro dit¢? Jiz v tomto obdobi pfece probihd imunologicky priming a u déti matek s T1D se
nasSel vyssi podil CD4CD25+ T regulacnich bun€k v pupecnikové krvi oproti kontroldm.
Studovali jsme tedy vliv hyperglykémie in vivo, jakoz i in vitro na cytokinovou produkci
mononukledrnich bun¢k pupecnikové krve, a to jak spontanni, tak i po stimulaci specifickymi

diabetogennimi autoantigeny.

Metodika

Vysetifovanou skupinu tvotilo 40 novorozenct matek s T1D a 12 novorozencu s otcem s T1D.
Matky s T1D byly rozdéleny do 2 skupin podle kompenzace diabetu ve 3. trimestru gravidity
na matky svybornou kompenzaci (HbAlc < 4.5%, zadna =zavazna epizoda
hypo/hyperglykémie a témét normalni MAGE index (mean amplitude of glycemic excursion)
(n = 15) a matky s pfijatelnou kompenzaci diabetu (n = 25). Kontrolni skupinu tvofilo 10
novorozencl matek sjinym typem diabetu (gestacni neboli T2D) a 25 novorozencl
S negativni anamnézou autoimunitniho onemocnéni v roding.

Mononukle4rni buiiky plodu byly izolovany z pupecnikové krve (CBMC) a kultivovany
s diabetogennimi autoantigeny (GADG65, IA-2, proinsulin), s fytohemaglutininem (PHA,
pozitivni kontrola) a v samotném médiu bez pfitomnosti antigeni (negativni kontrola).
Pomoci proteinové microarray byla nasledné v supernatantu analyzovéna produkce 23
vybranych cytokint a chemokint (GM-CSF, G-CSF, GRO, GRO-a, IL-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8,
-10, -13, -15, IFN-y, MCP-1, -2, -3, MIG, RANTES, TGF-p, TNF-a a TNF-B). Produkce
cytokinu IL-2, -4, -6, -7, -10, -13, -IFN-y a TNF- byla také kvantifikovana pomoci ELISA
metody.
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V dalsim kroku jsme studovali efekt riznych koncentraci glukoézy po rizné dlouhou dobu
na produkci cytokinii a chemokint: 2,5 mmol/l (nizkd koncentrace), 4,5 mmol/l (norméalni
koncentrace), 12 mmol/l (sttedné vysoka koncentrace), 17 mmol/l (vysoka koncentrace).
Kratkodoby efekt abnormalni koncentrace glukdzy byl sledovan pomoci 2 hodin pre-inkubace
a nasledné 70 hodin kultivace v médiu s norméalni koncentraci glukézy a dlouhodoby efekt byl

sledovan pti kultivaci CMBC v médiu s abnormalni koncentraci glukozy po dobu 72 hodin.

Vysledky

Pozorovali jsme jednoznaény vliv koncentrace glukdzy in vitro na spontanni i autogenné
stimulovanou sekreci cytokinti a chemokinti: zatimco nizkd koncentrace glukézy (imitujici
sérovou hypoglykémii) neméla vyrazny vliv na jejich produkei, vysoka koncentrace glukézy
(imitujici sérovou hyperglykémii) plisobici po celou dobu kultivace (72 hodin) méla na jejich
produkci vyznamny vliv, a to konkrétné vedla k nizké sekreci Thl a Th3 cytokind.

Hor$i kompenzace matefského diabetu byla spojena s nizkou spontanni sekreci cytokint
a chemokintit CBMC butikami, ale vyssi produkci prozanétlivych cytokin a ristovych faktort
po stimulaci autoantigeny. Toto pozorovani je vSak pravdépodobné nespecifické a nesouvisi
S autoimunitnim prostfedim matky.

Po specifické stimulaci autoantigeny stoupla produkce Thl cytokinti (IL-2, IFN-y a TNF-f)
v CBMC ve skupiné déti s otcem diabetikem a také s matkou s T1D a vybornou kompenzaci
diabetu, ato zejména ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve skupiné déti s otcem diabetikem

byla produkce Th1 cytokinl spojena s produkci Th2 cytokind (IL-5, IL13).

Diskuse

Vyvijejici se imunitni systém plodu je pod vlivem mateiského prostiedi. V piipadé¢ matky
s T1D se jednd jak o vliv autoimunitniho prostfedi, tak i vliv samotného diabetu, a to hlavné
matetské hyperglykémie. V této studii jsme analyzovali vliv téchto 2 aspektii na reaktivitu
imunitnich bun¢k plodu na autoantigeny.

Jak ve zde prezentované, tak v predchozi studii spoluautori jsme zaznamenali, Ze CBMC
jsou schopny za urcitych podminek reagovat na diabetogenni autoantigen predominantni
produkci Thl cytokini (Bohmova, K. et al. 2007). Studie jinych autorti zabyvajici se CBMC
u diabetickych matek ptinesly spiSe protichtidné vysledky - vzestup, pokles anebo Zadnou
zménu v poctu lymfocytarnich populaci ve srovnani s kontrolni skupinou. Manfras et al.
prokazali, ze imunitni prostfedi matky s T1D (v porovnani s matkou s gestacnim diabetem)
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nema zasadni vliv na repertoar TCR imunitnich bun¢k pupeénikové krve plodu (Manfras, B.J.
et al. 2004). Na druhou stranu existuji udaje o primingu a zvySené frekvenci regulac¢nich
CD4+CD25+ T bunék v pupecnikové krvi novorozencli narozenych matkam s T1D (Holm,
B.C. et al. 2006). Vzestup regula¢nich bun¢k koreloval s titrem protilatek antiGAD. Autofi
této studie také pozorovaly zvySenou koncentraci prozanétlivych cytokini v pupecnikové krvi
déti narozenych matkdm s TID a gestacnim diabetem, souvisejici se stupném metabolické
kontroly. ZvySenou frekvenci Treg bunék v pupecnikové krve vSak autofi pricitali expanzi
této bunééné populace in utero a nezaznamenali jeji imunosupresivni efekt.

V kontrolni skupiné déti bez rodinné zatéze jsme pozorovali vSeobecné nizkou spontanni
i indukovanou produkci cytokini i chemokind s vyjimkou postimula¢ni produkce 1L-8 a IL-
15, ktera byla signifikantné vyssi v porovnani se skupinou déti matek s T1D. Podobn¢ nizkou
spontanni 1 postimula¢ni produkci cytokinii jsme pozorovali ve skupiné matek s horsi
kompenzaci T1D, coz si vysvétlujeme jako nespecificky jev, ktery milze byt ovlivnén
epizodami mateiské hyperglykémie. Kvuli limitovanému pocétu matek s jinymi formami
diabetu nebylo mozné tuto skupinu rozd¢lit podle kompenzace diabetu a mizeme tedy jenom
spekulovat o tom, Ze nizkd spontanni a vysoka postimulacni produkce cytokinli a chemokini
Vv této skupiné¢ by mohla souviset s hyperglykémii matky. K tomuto vysvétleni nas vede
1 pozorovani efektu koncentrace glukozy na spontanni 1 antigenem indukovanou sekreci
cytokinll a chemokind in vitro v druhé ¢asti nasi studie. Zatimco nizka koncentrace glukozy
v médiu (simulujici hypoglykemii) neméla vliv na produkci cytokini a chemokini CBMC,
pii vyssi koncentraci glukézy v médiu po celou dobu kultivace (72h) (simulujici
hyperglykémii) doslo k vyrazné zméné produkce cytokinti i chemokinti. Matky s T1D jsou
obvykle zkuSen€j$i v managementu diabetu a udrzeni glykémie pod kontrolou a castéji
pouzivali monitor pro kontinualni kontrolu glykemie neZ matky s jinymi typy diabetu.

Vliv hyperglykémie na imunitni systém je predmétem zajmu klinického vyzkumu zejména
na jednotkach intenzivni péce nebo v diskusich o vlivu diabetu na rozvoj ateroskler6zy.
Akutni kratkodoba hyperglykémie méa vliv na vSechny hlavni komponenty imunitniho
systému. U pacientl s diabetem dochazi pii hyperglykémii k elevaci prozanétlivych cytokind,
zvlasté TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-18, zatimco podani insulinu vede k opacnému efektu. Zakladni
funkce neutrofild jako chemotaxe a fagocytoza jsou pii hyperglykémii oslabené (Turina, M. et
al. 2005). Esposito et. al. prokazali, Zze akutni hyperglykémie vede k vzestupu hladin IL-6,
TNF-a a IL-8 1 v kontrolni skupiné pacientli a u pacientii s poruchou gluk6zové tolerance, a to
zejména v disledku akutni hyperglykemické Spicky spiSe nez pfi trvalé hyperglykémii.
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Podle autorti je tento efekt hyperglykémie zprostfedkovan oxidativnim stresem, piicemz
pozorovali, ze glutation jako silny antioxidant m¢l schopnost kompletné zabranit vzestupu
hladin cytokint u zdravych lidi (Esposito, K. et al. 2002). V souladu s témito vysledky je nase
pozorovani, ze horsi kontrola diabetu matky byla spojena s nizsi spontanni produkei cytokina
a chemokini mononuklearnimi buiitkami pupecnikové krve, ale vyssi produkci prozanétlivych
cytokini a rastovych faktord po stimulaci autoantigeny. Tento jev je pravdépodobné
nespecificky a nesouvisi s autoimunitnim prostfedim matky.
Vliv hyperglykémie diabetické matky na vyvoj plodu je dobfe znam. Jiz pied pocetim ditéte,
ale i v prubéhu celého te€hotenstvi, je velka snaha o dobrou kontrolu diabetu matky, jelikoz
metabolickd kontrola vyznamné zlepSuje vyvoj ditéte. Pokud je diabetes pod dobrou
kontrolou v prvnich 8 tydnech téhotenstvi, riziko malformaci plodu se sniZzuje na stejné
procento, jako pfi normdalnim téhotenstvi. Na stupni kontroly diabetu matky v pribéhu
t¢hotenstvi také pfimo zavisi pfezivani, makrosomie a hypoglykémie novorozence (Nelson,
R.L. 1986). Hales a Barker vytvofili teorii programovani plodu, ktera se zaklada na tom, Ze
Vv kritickém obdobi vyvoje plodu vede puisobeni urc¢itého stimulu k procesu s dlouhodobym
ucinkem na plod (Hales, C.N. and Barker, D.J.P. 2001). V soucasnosti se hovofi o tzv.
metabolické paméti. Za normalnich okolnosti dochazi v t€hotenstvi k potlaceni Th1 imunitni
odpovédi a podobné i u matek s TID je Thl imunitni odpovéd potlacend a rovnovaha
Th1/Th2 posunuta smérem k ochrannému typu Th2. Na zvifecich modelech vSak bylo
prokézano, Ze u makrosomnich a obesnich potomki diabetickych matek je Th1/Th2
rovnovaha posunuta k upregulaci prozanétlivé Thl odpovédi, kterd mlze vést k potencialné
prozanétlivému a diabetogennimu stavu, o ¢emz svéd¢i hyperglykémie a hyperinsulinemie
v dospélosti u téchto potomki (Soulimane-Mokhtari, N.A. et al. 2005). Otazkou ztistava, jestli
a jaky vliv méd hyperglykémie napf. na prezentaci antigentl, jeho zpracovani a specifickou
imunitni odpovéd..
Produkce vSech zkoumanych Thl cytokinid (IL-2, IFN-y, TNF-f) CBMC po stimulaci
autoantigenem byla zvySena u déti otce s TID a také u déti matek s TID a vybornou
kompenzaci diabetu, a to zejména v porovndni s kontrolni skupinou novorozencti. Thl
odpovéd’ u déti otcti s T1D byla spojena s produkci Th2 cytokint (IL-5, IL-13). Nase zavéry
jsou tedy limitovany na skupinu déti matek s T1D, jelikoz matky s T2D a gestacnim diabetem
nemohly byt rozdéleny podle kompenzace diabetu matky vzhledem k jejich nizkému poctu.
Hyperglykémie matky v téhotenstvi vede k hyperglykémii plodu a nasledné k vyssi aktivité
a produkci insulinu v beta bunkach pankreatu plodu (Schwartz, R. and Teramo, K.A. 2000),
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a tim jejich vyssi ,,viditelnosti pro imunitni systém. Nasledn¢ by mohlo dojit paradoxné
k niz$i reaktivit¢ bun¢k imunitniho systému plodu na diabetogenni autoantigeny, podobné
jako jsme to pozorovali v nasi studii. Na druhou stranu tyto bunky plodu soucasné vykazuji
vysSi prozanétlivou aktivitu a maji vyssi riziko rozvoje diabetické fetopatie. Na udrzeni
normalni glykémie v pribéhu téhotenstvi je v soucasnosti dostupnd moznost pouzivani
monitori pro kontinualni monitoraci glykémie (Voormolen, D.N. et al. 2013). Nicméné
autoimunitni prostfedi matky, ve kterém se plod vyviji, nelze ovlivnit a znalosti o jeho vlivu
na imunitni systém plodu chybi.

Vliv na produkci cytokinh CBMC plodu maji krom& matefské hyperglykemie
a autoimunitniho prostiedi i dalsi faktory, jako je napf. zptisob porodu (chirurgicky nebo
pfirozeny, spontanni nebo indukovany hormony). Pfestoze byla snaha o rovnomérnou selekci
ve sledovanych skupinach, u matek s TID probihal porod castéji cisatskym fezem nebo
po hormondlni indukei (prostaglandiny). Sledované skupiny se neliSily v dalSich aspektech,
jako je veék matky, BMI matky pied téhotenstvim a jeji vahovy prirastek v pribéhu
téhotenstvi nebo davka insulinu.

Nase vysledky tedy sv&d¢i pro to, Ze hyperglykemické i autoimunitni prostfedi matky s T1D

muze vést k niz§imu vyskytu T1D u déti.
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2.4. Autoimunitni tyreoiditida a reaktivita na antigeny Helicobactera pylori.

Helicobacter pylori (HP) kolonizuje gastrointestinalni trakt jiz v détstvi a ve vétSiné piipadi
se jedna o bezptiznakovou infekci. Jako patogen se uplatiuje pfi vzniku chronické gastritidy,
zaludecnich a dvanactnikovych viedl, lymfomu slizni¢ni lymfatické tkdn¢€ anebo karcinomu
zaludku. Pfitomnost HP ovSem byva spojovéana se vznikem orgdnové specifickych protilatek
a je povazovan za spoustéci faktor pfi manifestaci nékterych autoimunitnich onemocnéni
(Guariso, G. et al. 2004). Pro manifestaci onemocnéni jsou zasadni faktory virulence patogena
a geneticka variabilita né€kterych hostitelskych obrannych mechanismd.

Pacienti s HP pozitivni chronickou gastritidou produkuji mnozstvi protilatek namifenych
proti antigenim zaludku (Weetman, A.P. 2004; Weetman, A.P. 2004; Egan, B.J. et al. 2007),
napt. Lewis antigen typ 2 (Lewis x and Lewis y, Le X, y), které ovSem sdileji podobnou
strukturu s antigeny lipopolysacharidového (LPS) pouzdra HP a soucasné jsou ptirozené
exprimovany na ruznych buiikéach hostitelského organismu, kromé jiného i na epitelidlnich
bunkach exokrinnich zlaz, jako jsou §titna zlaza a pankreas (Sheu, S.M. et al. 2007). Spojitost

AT s HP infekci je vSak sporna.

Cil
Cilem studie bylo zjistit, zda ma infekce Helicobacterem pylori (HP) stimulujici vliv na vznik

autoimunitni tyreoiditidy (AT).

Metodika

Vysetfovanou skupinu tvofilo 47 pacientti (Zzen) s AT, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin na

HP pozitivni (THP, n = 17), a HP negativni (THN, n = 30). Kontrolni skupinu tvoftilo 17 HP

negativnich (CN) a 17 HP pozitivnich (CP) jedinct.

Pozitivita ¢i negativita HP byla stanovena detekci antigenu HP ve stolici a sérovych protilatek

proti HP ve tfidé IgG a IgA. Sedm THP pacienti mélo znamky chronické akutni gastritidy

pfi endoskopickém vySetteni.

Periferni mononuklearni buitky (PBMC) pacientli s AT a zdravych kontrol byly kultivovany

V bunééném médiu po dobu 72 hodin bez antigenti (negativni kontrola, bazalni produkce

cytokinl) a sbunécnymi antigeny celého HP nebo HP LPS (specifickd stimulace)

a fytohemaglutininem (pozitivni kontrola). Nasledné¢ byla analyzovéana produkce cytokinti

a chemokini pomoci proteinové array (23 cytokinti a chemokini: GM-CSF, G-CSF, GRO,
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GRO-a, IL-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8, -10, -13, -15, IFN-y, MCP-I, -2, -3, MIG, RANTES, TGF-
B, TNF-a a TNF-p).

Vysledky

Ve skupinach s HP pozitivitou (THP a CP) doslo po stimulaci HP i1 jeho LPS k masivni
produkci chemokinti a ve skupin¢ THP ke zvyseni tvorby prozanétlivych cytokinii, zejména
IL-6. HP negativni zdravé kontroly (CN) méli vSeobecné nizkou bazalni produkci cytokint
a chemokint, ale po specifické stimulaci zvySenou produkci IFN-y (Thl) jakoz i1 TGF-B
(regulacni). Na druhou stranu, produkce dalSiho regulacniho cytokinu IL-10 a Th2 cytokint

IL-5 po specifické stimulaci poklesla.

Diskuse

V této studii jsme zkoumali reaktivitu mononuklearnich bunék periferni krve na antigeny
Helicobacera pylori a jeho lipopolysacharid obsahujici antigeny, které se také objevuji
na n¢kterych bunkach a tkanich lidského organismu (zaludek, stitna z14za).

Infekce HP patii mezi bézné bakterialni infekce rozsifené po celém svéte. Prestoze k osidleni
Helicobacterem dochazi jiz v détstvi, vétsina déti zistava asymptomaticka. Socioekonomicky
status ma vliv na primoinfekci HP; je zndmo, Ze u lidi s lepSim socioekonomickym zdzemim
dochazi k osidleni HP pozdgji v Zivoté (Andersen, L.P. 2007; Egan, B.J. et al. 2007). V Ceské
republice je prevalence infekce HP v asymptomatické détské populaci 7,1%, je tedy jedna
prevalence asi 25%. Podobn¢ jako ve svété je prevalence vysS§i u lidi s niz$im
socioekonomickym statusem (Sykora, J. et al. 2004; Sykora, J. et al. 2009). Co se tyce
prevalence infekce HP u déti s autoimunitni tyreoiditidou, v dostupné literatuie je jen malo
udaji. Italska studie prokazala 26,7% prevalenci (Larizza, D. et al. 2006), jina studie 20,9%
(Segni, M. et al. 2004). Podobnou prevalenci pozorovali spoluautofi v kohorté nahodné
vybranych pacientii s autoimunitni tyreoiditidou (20,7%), ktera byla vys$si oproti skupiné
zdravych vékoveé porovnatelnych jedinca (6,1%) (Sykora, J. et al. 2004; Sykora, J. et al.
2009). V zde prezentované studii nebyly nalezeny rozdily v socioekonomickém stavu
mezi sledovanymi skupinami. Udaje o prevalenci infekce HP u pacientii s jinym typem
autoimunitniho onemocnéni jsou riznorodé (Kalabay, L. et al. 2002). Studie se lisi
ve velikosti vySetfovaného vzorku, charakteristikdch pacienti i v metodach detekce HP.
Na nasem pracovisti jsme provedli screening infekce HP u pacientt s T1D, ktera byla 20%
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v

pticemz ale pouzivali jiné metody detekce HP (Gasbarrini, A. et al. 1998; Candelli, M. et al.
2003). Nelze tedy zevseobecnit tvrzeni, ze prevalence infekce HP je vyssi u urcitych
autoimunitnich onemocnéni, pro toto tvrzeni je potieba dalSich studii.

Druhé véc k diskusi je samotnéd autoreaktivita viici HP a jeji nasledky a celkova polarizace
imunitniho systému smérem k Thl & Th2 imunitni odpovédi. Uloha infekénich agens
V patogenezi autoimunitnich onemocnéni je velice diskutovana. Pfestoze existuji rizné teorie,
zde diskutujeme rozvoj autoimunitniho onemocnéni na zakladé vSeobecného presmérovani
reaktivity imunitniho systému. Tato reaktivita mize byt ovlivnéna dialogem mezi patogenem
a imunitnim systémem hostitele, ktery je uréitym smérem geneticky predisponovan. HP
osidluje povrchovou hlenovou vrstvu sliznice zaludku a do samotné sliznice nepronika.
V jeho ptitomnosti se spousti dulezitd lokalni zanétliva reakce, ale soucasné je indukovana
1 systémova imunitni odpovéd hostitelského organismu s produkci chemokind, cytokinil
a stimulaci adheznich molekul, které se mohou podilet na rozvoji dalSich onemocnéni
lokalizovanych jiz v jinych organech (Egan, B.J. et al. 2007). Za optimalnich podminek je
piredpokladem ,,0spésné* kolonizace zaludku HP urcitd rovnovaha Thl1/Th2 odpovédi
(Bergman, M.P. et al. 2004). Ze zvifecich modell je znamo, Ze akutni infekce HP je
charakterizovana Thl odpovédi (Mattapallil, J.J. et al. 2000), zatimco pfi chronické infekci
HP produkuji T buniky v zaludku jak Thl, tak i Th2 cytokiny (D'Elios, M.M. et al. 1997).
Objasnéni schopnosti HP fidit imunitni odpovéd’ a odklonit ji smérem Thl nebo Th2 pfinesli
Bergman et al., kdyZ prokazali, Ze HP méa schopnost vypnout ¢i zapnout své Lewis (Le)
antigeny pochazejici z LPS pouzdra. Konkrétn¢ varianty HP Le+ interaguji s dendritickymi
bunitkami zaludku a vazi se na jejich lektin, pficemz dochazi k zablokovani Thl imunitni
odpovédi. Navic bylo popsdno, ze v biopsiich Zzaludku sLe+ HP je snizena tvorba
prozanétlivého cytokinu IL-6 (Bergman, M.P. et al. 2004). Podobnym zplsobem vazby
jako napi. HIV virus (Geijtenbeek, T.B. et al. 2000) nebo Leishmania mexicana (van Kooyk,
Y. and Geijtenbeek, T.B. 2003). Pro technické problémy nebylo mozné v nasi studii urcit
variantu LPS (Le+/Le-) a tato analyza je také mimo ramec nasi studie, nicmén¢ dalsi studie by
mohly byt zaméteny praveé na identifikaci rizikového typu LPS. Antigeny, které jsme pouzili
ve studii ke stimulaci PBMC, byly pfipraveny z 8 kmenti bakterie s nejpravdépodobnéjSimi

rozdily, ziskanych z oblasti Zapadnich Cech.
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Ptfi autoimunitnich poruchach S$titné Zzlazy mohou interakce imunitniho systému vést
k vychyleni rovnovahy mezi Th1/Th2 na stranu Thl imunitni odpovédi, kterd povede
ke vzniku autoimunitni reakce s destrukci tyreocyti a hypotyroidismu pti Hashimotove
tyreoiditidé, nebo opacné k Th2 mediované protilatkové odpovédi s produkci stimulujicich
protilatek namifené proti receptoru TSH, kterd povede k hypertyroidismu pii Gravesove
nemoci (Klecha, AJ. et al. 2008). Tato imunitni reaktivita a cytokinovy profil je zna¢né
individudlni, ovlivnény genetickymi, ale i dal§imi faktory. Pozitivni vliv véku na cytokinovou
produkci PBMC po stimulaci HP a LPS jsme pozorovali ve skupiné¢ THP. Ve skupin¢ THN
byla produkce uréitych chemokinu (MCP-2, -3, MIG) a cytokinu IL-2 nizs§i v zavislosti
na vysSim véku. Vliv véku a starnuti organismu je dobie zaznamendn v literature jako
komplexni proces, ktery ovlivituje vyvoj imunitniho systému a jeho funkce (Gruver, A.L. et
al. 2007). Jelikoz byly do studie zahrnuty pouze Zeny, nebylo mozné pozorovat vliv pohlavi
na reaktivitu PBMC. Ve skute¢nosti nebylo mozné najit porovnatelnou reprezentativni
skupinu muzt s AT, nebot’ je dobfe znamym faktem, ze AT se vyskytuje Castéji u zen nez
u muzi (Weetman, A.P. 2004). U pacienti s AT v obou skupinach (THN a THP) nebyla
nalezena korelace koncentrace produkovanych cytokinii a chemokinli s hladinami protilatek
proti TG a hladinami hormont §titné Zlazy. Niz$i hladina protilatek proti TPO byla spojena
S nizkou bazalni koncentraci cytokint IL-6, IL-10 a IL-15. Tento fakt nebylo mozné vysvétlit
trvanim nemoci ¢i 1écbou, jelikoz se pacienti ve studii v téchto aspektech zasadné nelisili.
Nebylo také moZno porovnat jednotlivé formy AT, protoze atrofickd forma byla malo
zastoupena.

Jedinci s HP pozitivitou, a to jak ve skupiné THP tak i CP, reagovali na HP i jeho LPS
antigen masivni produkci chemokind. Ve skupiné THP byla zaznamenana i vyssi produkce
prozanétlivych cytokinli (zejména IL-6) po stimulaci témito antigeny. HP negativni zdravé
kontroly exprimovaly vSeobecné nizkou bazalni produkci cytokinii a chemokind, ale
po stimulaci specifickymi antigeny reagovali zvySenou produkci Thl cytokinu IFN-y
a soucasné regulac¢niho cytokinu TGF-f. Naopak produkce regula¢niho cytokinu IL-10 a Th2
cytokinu IL-5 byla v této skupiné spiSe nizsi. Podobnou nerovnovahu imunitnich odpovédi
pozorovali nasi spoluautofi pii studiu reaktivity PBMC u pacientti s T1D (Stechova, K. et al.
2007). V souvislosti s timto pozorovanim bude zifejmé dilezité se v dalSim vyzkumu zaméfit
na prvni fazi imunitni odpovédi u autoimunitnich onemocnéni, jako napf. na zpracovani

antigenu a signalni drahy u dendritickych bunék.
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Vysledky nasi studie poukazuji na to, ze adekvatni reakce imunitniho systému na patogeny je
nutnd pro jeho vylouceni z organismu. Navic dobfe vyvazend aktivace imunoregulacnich
mechanismi je nevyhnutelnd pro prevenci chronické infekce, ale je téz nutna i k prevenci

prilis agresivni reakce, ktera mize vést k patologické autoreaktivite.
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2.5. Cytokinové spektrum matei'ského mléka a eozinofilni kolitida kojence.

Cilem studie bylo analyzovat cytokinové spektrum matetfského mléka, které dostavali kojenci

s alergickou kolitidou a porovnat je s mlékem, které dostavali zdravé kojené déti.

Metody

Vysettovanou skupinu tvotilo 20 kojencu s alergickou (eozinofilni) kolitidou (EK). Z téchto
déti byli 3 narozeni predCasné a 17 v fadném terminu, pfitom 7 déti bylo porozeno cisafskym
fezem a 13 vaginalné. Stran alergické anamnézy (AA; alergickéd rinokonjunktivitida, astma,
atopicky ekzém) melo 8 déti negativni AA u prvostupnovych ptibuznych, 7 déti pozitivni AA
u 1 rodice (5x matka, 2x otec), 1 dité pozitivni AA u obou rodic¢l, 2 déti pozitivni AA u 1
rodice a 1 sourozence a 2 déti pozitivni AA u obou rodi¢li a sourozence. Sourozenec 1 ditéte
mél také v anamnéze EK. V dobé¢ diagnostiky EK méli 4 déti soucasné atopickou dermatitidu.
Kontrolni skupinu tvofilo 20 zdravych kojencd, kteti byli rozeni pfirozenou cestou
(vaginaln€), v terminu, bez alergické zatéze u matky. U 6 déti byla pozitivni AA
u prvostuptiovych piibuznych (3x otec, 3x otec a sourozenec). Zadné dité nemélo atopickou
dermatitidu.

Mateiské mléko bylo ziskano od matek kojenct s EK v dob¢ diagnostikovani nemoci ve véku
2-27 tydnt (primérny veék 16,8 tydnll) a od matek zdravych kojenct ve véku 12 tydnii. Sbér
MM byl proveden za standardizovanych podminek, mléko bylo skladovano pii -20°C
a pfed analyzou byla odstfedéna tukova vrstva.

Pomoci komer¢nich ELISA kitd bylo provedeno kvantitativni stanoveni nasledujicich

cytokini v MM: IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18, IL-23, IFN-y, TGF-B1, EGF, eotaxin.

Vysledky

e Nebyly nalezeny vyznamné statistické rozdily v koncentracich cytokinti IL-4, IL-6, IL-17,
IL-23, EGF, eotaxin v matetském mléku mezi skupinami.

e V mléku, které dostavali kojenci s EK, byla vyznamné vyss§i koncentrace Thl cytokinu
IFN-y (p < 0.001) v porovnani se skupinou zdravych kojenci. Na druhou stranu, v mléku,
které dostavali zdravi kojenci, byla statisticky vyznamné vyssi koncentrace cytokinu IL-
18 (p = 0.001) v porovnani se skupinou kojenci s EK.

e Koncentrace regulaé¢niho cytokinu TGF-B1 byla nizsi (p = 0.072) v mléku, které dostavali
kojenci s EK.
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e Regulacni cytokin IL-10 nebyl detekovatelny ani v jednom vzorku matefského mléka.

Diskuse.

Eozinofilni kolitida (EK) neboli alergicka kolitida je povazovana za formu potravinové
alergie stypickym vyskytem v kojeneckém véku, v jejiz etiologii hraje nejzasadnéjsi roli
bilkovina kravského mléka. Piestoze se v mechanismu vzniku EK uplatfiuje non-IgE reakce,
Casto je asociovana s atopii (Lozinsky, A.C. and Morais, M.B. 2013). Mezi rizikové faktory
vzniku EK patfi nezralost imunitniho systému, porusena permeabilita stieva a dalsi faktory,
které aktivuji fokalni imunitni systém jako genetickd predispozice, v kombinaci
se senzibilizujicimi alergeny v potravé (Bone, J. et al. 2009). Také v naSem souboru pacientl
s EK jsme zaznamenali vyss$i vyskyt atopické dermatitidy a taktéz Castéjsi vyskyt atopickych
onemocnéni u prvostupiiovych ptibuznych. Zajimavym pozorovanim je relativné Casty vyskyt
chirurgickych porodi ve skupiné kojenci s EK. Za normadlnich okolnosti dochazi
pii pfirozeném vaginalnim porodu ke kolonizaci GIT novorozence matefskymi bakteriemi
z oblasti porodnich cest a GIT (Mandar, R. and Mikelsaar, M. 1996; Gronlund, M.M. et al.
1999), ktera podporuje vznik stfevni bariéry, zrani imunologické ochrany stieva
a pravdépodobné také pomaha v navozeni oralni tolerance (Dongarra, M.L. et al. 2013).
V souladu stimto faktem bylo prokazano nizs$i zastoupeni bifidobakterii a laktobacild
v stfevni mikroflote kojencii s EK v porovnani se zdravymi kojenci (Smehilova, M. et al.
2008).

Studie na zvifatech prokazaly, ze u mlad’at savcu je stievo vystaveno cytokinim MM, které
pomahaji regulovat imunitni odpovédi az do obdobi, kdy je stfevo dostatecné zralé
a produkuje svoje vlastni imunoregulaéni cytokiny, jenZ udrzuji normélni homeostazu stfeva
(Penttila, 1.A. et al. 2003). Nicméné role cytokinl nezlstava pouze pifi pasivni kompenzaci
za nedostatecné¢ fungujici imunitni funkce novorozence, ale aktivné zasahuje do vyvoje
imunitniho systému a pravé ur€ity cytokinovy vzorec matefského mléka miize ovliviiovat
navozeni oralni tolerance.

V nasi praci jsme prokazali vyznamné vyS$i koncentraci Thl cytokinu IFN-y v MM, které
dostavali kojenci s EK oproti zdravym kojenciim. Pfitomnost IFN-y v MM byla popsana
v jinych studiich a byla asociovana s chirurgickym porodem (Bocci, V. et al. 1993).
V nedavno provedené studii méli matky, u jejichz déti se objevila atopickd dermatitida do 12
mésicli zivota, vyznamné niz§i hladiny IFN-y v MM (Linnamaa, P. et al. 2013). EK je
predstavitelem alergickych onemocnéni, které byvaji spojeny s Th2 bunétnou odpovédi,
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navic asi polovina matek ve skupin¢ EK méla sama v anamnéze alergické obtize, a tak
bychom ¢ekali spiSe dominanci cytokind Th2 spektra. Mohlo by se jednat o reakci
na predominantni Th2 odpovéd’ pfi manifestaci nebo exacerbaci alergie. V dobé odbéru
vzorkli neméla zadné z matek akutni alergické obtize, je tedy mozné, Ze v dob¢ klinicky
stabilni faze nemoci se imunitni systém snazi vybalancovat tuto cytokinovou nerovnovahu
a bunécnou odpoveéd smeérovat do opacného typu Thl. Navic zatimco v téhotenstvi je Thl
bunécnd odpoveéd’ suprimovana, po porodu je naopak zvysSené riziko relapsu autoimunitnich
nemoci predominantné fizenych Thl bunécnou odpovédi (napf. roztrouSené sklerdzy). Mezi
matkami s pozitivni a negativni alergickou anamnézou ovSem nebyl rozdil v produkci IFN-y
v MM. Na druhou stranu v jiné nasi praci jsme pozorovali signifikantné vyssi hladinu IFN-y
VvV MM alergickych matek oproti skupiné nealergickych matek 3 mésice po porodu (p<0.001)
(nepublikované data).

IL-18 byl nalezen ve vyznamné vyS$i koncentraci v MM, které dostavali zdravi kojenci
oproti kojencim s EK. IL-18 je prozanétlivy cytokin, ktery je spolu s IL-12 souc¢asti Thl
bunééné odpoveédi a ma vyznamnou roli v indukci produkce IFN-y z T-bun€k a NK bunék
(Dinarello, C.A. et al. 2013). IL-18 byl popsan v kolostru i zralém MM a ve vyznamné vyssi
koncentraci byl nalezen v kolostru matek po ptfedCasném porodu nebo po porodnich
komplikacich. Podle autorti studie by IL-18 v kolostru mohl hrat roli v indukci Thl
systémové odpoveédi a hostitelské obrany u novorozence (Takahata, Y. et al. 2001). I1L-18 se
vyznamné uplatiiuje pii vzniku nékterych autoimunitnich onemocnéni, jako napiiklad
zanétliva stfevni onemocnéni. Ve stfevé pacientt s Crohnovou chorobou byla nalezena
upregulace IL-18, a to zejména v aktivni fazi nemoci, kdy byla jeho syntéza lokalizovana
Vv epitelidlnich bunkach stieva, jakoz 1 v makrofazich a dendritickych buiikkach laminy propria
(Pizarro, T.T. et al. 1999). Na druhou stranu je ale IL-18 konstitu¢ni souéasti sttevniho epitelu
a podili se na udrzovani stfevni bariéry. V zéavislosti na misté aktivace mize uvolnéni 1L-18
byt soucasti normalniho ochranniho mechanismu stfevni bariéry nebo se mlzZe uplatnit jako
kli¢ovy mediator poskozeni stfeva. Pti jeho aktivaci v epitelialnich bunkéch stfeva napoméaha
IL-18 udrzeni stfevni bariéry, a to indukei proliferace a posilovanim regenerace poSkozeného
epitelu. Naproti tomu pfi aktivaci 1L-18 v lamina propria stfeva za ucasti IL-12 uplatiuje 1L-
18 svoje prozanétlivé ucinky, které vedou k infiltraci stieva neutrofily, aktivaci efektorovych
T bunék a udrzovani zanétu ve stievé (Siegmund, B. 2010). Lze tedy uvazovat, ze 1L-18
v MM kompenzuje jeho nedostate¢nou produkei a funkci ve stievé novorozence, kde se podili
na udrzeni stfevni epitelidlni bariéry.
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Regula¢ni cytokin TGF-B1 byl vyssi v MM, které dostavali zdravi kojenci oproti kojenciim
s EK. Rozdil sice nebyl signifikantn€¢ vyznamny (mozny vliv malé vzorky), ale tento nalez je
ur¢it¢ zajimavy. Ve skupiné zdravych kojenct byla také nalezena inverzni korelace hladiny
TGF-B1 a IL-4 v mléku. Zasadni vyznam regulac¢niho cytokinu TGF-f na vyvoj imunitniho
systému a dalsi fyziologické déje ve vyvoji jedince byl demonstrovan na zvifecich modelech:
mySi narozené s disrupci genu TGF-B1 podlehly do 20 dnG od narozeni syndromu
kachektizace, ktery byl provazen multifokalni smiSenou zanétlivou bunéénou odpovéedi
a tkanovou nekrozou, ktera vedla kK organovému selhani a umrti (Shull, M.M. et al. 1992;
Kulkarni, A.B. and Karlsson, S. 1993). Také mysi s deficitem TGF-B1 (s knockoutovanym
genem pro TGF-B1) ptezivaly v prvnich tydnech zivota po dobu kdyz byly kojeni, coz vedlo
k zavéru, ze za jejich prezivani byl zodpovédny TGF-Bf1 od matky, pieneseny
transplacentarné nebo matefskym mlékem (Letterio, J.J. et al. 1994). V poslednich letech je
TGF-B jednim z nejvice zkoumanych cytokinli matefského mléka. V lidském MM se nachazi
ve velkém mnozstvi a hromadi se diikazy, ze prave tento cytokin je klicovym imunoaktivnim
faktorem pfi vzniku a vyvoji slizni¢ni imunitni odpovédi kojeného ditéte a indukci oralni
tolerance (Oddy, W.H. and Rosales, F. 2010). Exprese TGF-B1 ve stfevé novorozence je
velice nizka, v podstaté nedetekovatelna az do 19 dne, kdy postupné zacina stoupat (Penttila,
I.LA. et al. 1998). Matefské mléko je v tomto obdobi, kdy jsou slizni¢ni a systémové imunitni
odpovédi nezralé, az do 3 mésici po narozeni dilezitym exogennim zdrojem TGF-B1
(Rautava, S. and Walker, W.A. 2009). Ptitomnost TGF-B, ale i dalSich cytokini v MM muze
vyznamné ovliviiovat maturaci a funkci epitelidlnich, zanétlivych a strukturnich slozek
vyvijejiciho se traviciho traktu novorozence. Vyzkum na zvifecich modelech prokazal, Ze
TGF-B prochazi neporuseny travicim traktem, kde dochazi k jeho endocytéoze a muze
uplatiiovat svoji funkci v organismu novorozence (Oddy, W.H. and McMahon, R.J. 2011).
Peroralni podavani TGF-f a pfitomnost TGF-f v MM soucasné s potravinovym neboli
vzdusnym antigenem navozuje oralni toleranci u potkani predisponovanych k alergii, a to
stimulaci izotopového pfesmyku IgA v B bunkdch a udrzovanim epitelidlni bariéry stfeva
(Oddy, W.H. and McMahon, R.J. 2011). Sekrec¢ni IgA je klicovym hracem v slizni¢ni obrang.
TGF-B ma kli¢ovou roli v izotopovém piesmyku do IgA v naivnich B buiikdch a dalsi
cytokiny jako IL-10 a IL-6 podporuji jejich diferenciaci na IgA produkujici plasmatické
buniky (Brandtzaeg, P. 2009). Cytokinovy vzorec mateiského mléka muze tedy pfispivat
k vyvoji nezralého gastrointestindlniho traktu a podporovat oralni toleranci stimulaci
produkce protilatek IgA a inhibici IgE, IgG a buiikkami zprostfedkovanych reakci. Timto
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mechanismem muzou vysoké hladiny TGF-B v MM taktéz pusobit preventivné
pfed senzibilizaci na potravinové alergeny. Hladiny TGF-p v MM jsou vSak znacné
heterogenni a jsou ovlivnény mnoha faktory, jako napf. atopii matky (Laiho, K. et al. 2003),
suplementaci probiotik (Bottcher, M.F. et al. 2008), ale i dalsimi faktory, jako jsou vahovy
prirtstek v t¢hotenstvi (Collado, M.C. et al. 2012) , psychosocialni faktory (Kondo, N. et al.
2011), zem¢ pivodu matky a predchozi gravidita (Amoudruz, P. et al. 2009).

IL-10 jako jediny z testovanych cytokini nebyl detekovatelny ani v jednom vzorku MM.
Nekteré prace uvadéji pritomnost IL-10 v MM vV prvnich dnech po porodu s rychlym
poklesem (Yilmaz, H.L. et al. 2007). Primérny vk kojenct v dob& sbéru vzorki v nasi studii
byl 16.8 tydnt (nejméné 2 tydny) ve skupiné kolitid a 3 mésice ve skupiné zdravych déti.
Laboratorni chyba byla vyloucena opakovanym provedenim testu. Tyto nizké hladiny IL-10
tedy mizou byt zplsobeny vétSim casovym odstupem od porodu. Zvifeci model mysi
s knock-outovanym genem pro IL-10 ukézal, ze u téchto mysi spontanné vznika
generalizovand enterokolitida v dobé odstaveni od mateifského mléka, které lze zabranit
parenteralnim podavanim IL-10 (Berg, D.J. et al. 1996). O vyznamu tohoto regula¢niho
ve které hladiny IL-10 v MM korelovaly se zralosti novorozenci, pficemZ nejvyS$si hladiny
byly u matek, které porodily extrémné predCasné, a nedetekovatelné hladiny 1L-10 v MM
byly spojeny s rozvojem nekrotizujici enterokolitidy (Fituch, C.C. et al. 2004).

Spontanni vaginalni porod byl spojen snizs§i hladinou IL-4 v MM, atedy slabsi Th2
odpovédi. V dostupné literatufe nejsou udaje o polarizaci imunitniho systému matky

Vv zavislosti na zptisobu porodu.
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2.6. Analyza adiponektinu, AFABP, leptinu a adipofilinu v matefském mléce

Vv priibéhu 12 mésicu laktace

Adiponektin, leptin, ghrelin a adipocytarni protein vazajici mastné kyseliny (AFABP) patii
mezi regula¢ni hormony piijmu potravy a glukozo-lipidového metabolismu.

Adiponektin je protein tvofeny zejména v adipocytech tukové tkdn€ a ma vyznamnou ulohu
v regulaci glukézového metabolismu, zvySuje inzulinovou senzitivitu, zpomaluje progresi
aterosklerotickych zmén a je povazovany za biomarker metabolického syndromu. Jeho sérové
koncentrace jsou zvy$ené u konstitu¢né $tihlych jedinct a nizké u obéznich (Falcao-Pires, 1. et
al. 2012).

Adipocytarni protein vazajici mastné kyseliny (AFABP) je exprimovan predominantné
V tukové tkéni a makrofazich, reguluje intracelularni transport mastnych kyselin do riznych
metabolickych drah, hraje roli v gluk6zo-lipidovém metabolismu a podili se na vzniku
metabolického syndromu (Falcao-Pires, I. et al. 2012).

Leptin je produktem genu obezity, pfitomny zejména v tukové tkani. Ma strukturu podobnou
cytokiniim a jeho zakladni funkci je regulace télesné hmotnosti a chuti k jidlu. Jeho sérové
hladiny vyznamné koreluji s mnozstvim tukové tkané v organismu (Friedman, J.M. and
Halaas, J.L. 1998)

Adipofilin (adipose differentiation-related protein, ADRP, perilipin-2) patii do skupiny PAT
proteinti (perilipin, adipofilin, a TIP47), které jsou klicovymi regulatory akumulace lipida
Vv eukaryotickych buiikéch. Tuky jsou hlavnim energetickym zdrojem MM, jsou produkovany
exocytozou ve formé tukovych kapének obalenych plasmatickou membranou Vv epitelialnich
bunkach prsni zlazy. ADRP je v mléku hlavnim proteinem membrany tukovych kapének
(Heid, H.W. et al. 1996) a v prsni zlaze hraje v dobé diferenciace a laktace klicovou roli
pfi tvorbé a maturaci tukovych kapének a jejich sekrece do matefského mléka (Heid, H.W. et
al. 1998; Russell, T.D. et al. 2007; Chong, B.M. et al. 2011).

Cil
Cilem nasi studie bylo stanovit koncentraci a popsat dynamiku hladin adiponektinu, leptinu,
AFABP a adipofilinu a v matefském mléku v prubéhu laktace, popsat jejich vzajemné vztahy

a jejich vztah k nutri¢nim parametrim kojenci i kojicich matek.
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Metody

Matetské mléko (celkem 327 vzorkl) bylo ziskano od 72 kojicich matek v stanovenych
casovych intervalech: do 4 dnd po porodu (DO, kolostrum), 1 mésic (M1), 3 mésice (M3), 6
mesici (M6) a 12 mésicit (M12) po porodu. Odbér MM byl proveden standardizovanym
zpusobem v rannich hodinach po kojeni ditéte, vzorky byly uskladnéné pii -20°C
a pfed analyzou byla odstfedéna tukova vrstva.

Kvantitativni stanoveni adiponektinu, leptinu a AFABP bylo provedeno pomoci komeréné
dostupnych ELISA kitd. Byla vyvinuta vysoce senzitivni ELISA metoda pro stanoveni
adipofilinu v MM, pomoci které byly stanoveny hladiny adipofilinu v netu¢né slozce mléka.
Anamnesticky a prospektivnim sledovanim byla ziskdna antropometrickd data matek
a kojenct (30 chlapci, 42 divek). Studie se Gi€astnili pouze fyziologicti novorozenci porozeni

ptirozenym zptisobem po nekomplikované gravidité.

Vysledky

e Vsechny 4 hormony byly nalezeny v kolostru.

e Adiponektin byl detekovatelny ve vSech vzorkach MM az do 12. mésice laktace. Leptin
a AFABP maji vétsi variabilitu koncentrace a v mnohych vzorkach zralého MM byla
jejich koncentrace pod detekénim limitem. Nicméné, kiivka detekovatelnych hladin vSech
3 proteinti v prib¢hu laktace méla tvar pismene U, tedy s klesajicim trendem do M3
a naslednym vzestupem do M6 a M12. Koncentrace adiponektinu v MM byla nékolikrat
vy$$i nez koncentrace leptinu, nicméné jejich hladiny pozitivné korelovaly v pribéhu
celych 12 mésict laktace.

e Adipofilin byl nalezen ve vSech vzorkich MM od prvnich dnli aZz do 12. mésice
po porodu, jeho hladiny do 1. mésice po porodu stoupaly, ve 3. mésici poklesly a pak
nasledné opét stoupaly az do 12. mésice. Hladiny adipofilinu v M3 korelovaly s hladinami
VM6 a M12, z¢eho jsme usoudili, Ze u nékterych matek byly hladiny adipofilinu
vSeobecné vyssi a u jednotlivych matek byl siln¢ zachovan ur€ity trend hladin od M1 az
do 12. mésice.

e Nebyla nalezena korelace mezi adiponektinem, leptinem a AFABP a télesnou hmotnosti
kojencti a jejich BMI po celou dobu laktace, vyyjma AFABP v M1. Hrani¢ni pozitivni
korelace byla nalezena mezi hladinou adiponektinu v M6 s vahovym pfirtistkem kojenct

V prvnim roce Zivota.
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e Kromé negativni korelace hladiny adipofilinu v M6 s porodni hmotnosti a porodni délkou
déti nebyla nalezena zadna korelace adipofilinu s vahou, ¢i vySkou déti, ani BMI matek
na zacatku téhotenstvi. Taktéz nebyla nalezena korelace hladin adipofilinu s védhovym
ptirstkem kojenct v prvnim roce zivota. Hladiny adipofilinu nekorelovali se zadnym

regula¢nim hormonem pfijmu potravy (adiponektin, leptin, AFABP).

Diskuse

Teorie programovani je zalozena na hypotéze, ze faktory, které ovliviluji organismus
Vv kli¢ovém vyvojovém obdobi (prenatdlné a asné€ postnatdln€), mohou mit trvalé¢ dasledky
na vyvijejici se organizmus a uréovat riziko civiliza¢nich onemocnéni v dospélosti (Langley-
Evans, S.C. 2014). Piedpoklada se, ze toto riziko muze byt snizeno cilenou specifickou
vyzivou v téhotenstvi a v ¢asném postnatalnim obdobi. Kojeni je vSeobecné spojovano se
snizenim rizika riiznych civiliza¢nich onemocnéni, nicmén¢ mechanismus této ochrany zatim
nebyl objasnén. V této souvislosti se zkoumaji regula¢ni hormony piijmu potravy a glukézo-
lipidového metabolismu (adiponektin, leptin, ghrelin, AFABP a dalsi), které jsou pfitomny
vV MM, maji vliv na nutri¢ni stav jedince a pravdépodobné hraji roli pti vzniku metabolického
syndromu v dospélosti.

Hladiny a jejich korelace. Nase studie regulacnich hormonti v MM jako prvni prokazala
dynamické intraindividualni zmény hladin adiponektinu, leptinu, a AFABP v lidském MM
v pribé¢hu 12 mésicii laktace. Hladiny téchto hormonli do 3. mésice klesaly a nasledné
stoupaly do 6. a 12. mésice. Podle dostupnych studii hladina adiponektinu korelovala
s hladinou leptinu v MM Vv prvnich mésicich po porodu, coz se také potvrdilo v nasi studii,
kde jsme vidé€li pokraCovani této korelace po celych 12 mésici. Nicméné, hladina
adiponektinu v MM byla nékolikrat vyssi nez hladina leptinu a ostatnich regula¢nich hormont
v MM, toto pozorovani je také v souladu s nalezy v jinych studiich (Martin, L.J. et al. 2006;
Weyermann, M. et al. 2006).

Podobné hladiny adipofilinu, ktery byl pfitomen v MM v pribéhu celych 12 mésict laktace,
m¢éli stoupajici trend do 1. mésice, klesajici ve 3. mésici a nasledovany opétovnym vzestupem
do 12. mésice. Hladiny adipofilinu v M3 korelovaly s hladinami v M6 a M12, coz vedlo
k poznatku, ze u nékterych matek byly hladiny adipofilinu vSeobecné vyssi nez u jinych
a byly tedy intraindividuadlné zachovany. Kvantifikaci proteinii mlécnych tukovych kapének

provedli Reinhardt a Lippolis pomoci ,,shotgun® proteomiky, pficemz pozorovali paralelni
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upregulaci proteinii spojenych s transportem, syntézou a sekreci lipidu (adipofilin, butyrofilin
a xantin dehydrogenaza) v dobé piechodu kolostra do zralého mléka (Reinhardt, T.A. and
Lippolis, J.D. 2008), a podle nich dochazi v transportu mlé¢ného tuku k ¢asné vyvojové
zméng¢, piestoze kolostrum obsahuje vice tuku. Vzestup hladin adipofilinu v MM od 6. do 12.
mesice ma podobny trend jako i1 vzestup dalSich regulacnich hormonti (adiponektinu, leptinu
a AFABP) a mulze byt zplusoben zavedenim piikrmG do stravy a delSimi intervaly
mezi kojenim v tomto véku.

Vztah K nutri¢nim parametrim. Kojeni je povazovano za vyznamny faktor snizujici riziko
obezity, ale mechanismus této ochrany zatim nebyl nijak prokazan. Adiponektin, leptin
a AFABP by se pravdépodobné¢ mohly podilet na nutricnim programovani kojenct, a to
Vv pribéhu celych 12 mésict kojeni.

Podle dostupné literatury je adiponektin jiz v prub¢hu fetalniho vyvoje inverzné spojeny
S inzulinem, leptinem a télesnou hmotnosti. Spolu s leptinem byl adiponektin nalezen
v pupecnikové krvi a placenté a jejich hladiny v plasmé byly spojeny s porodni hmotnosti,
obezitou a BMI pfi narozeni. Hladina leptinu v MM koreluje s jeho hladinou v séru jak
u matek, tak i kojenych déti (Ucar, B. et al. 2000; Uysal, F.K. et al. 2002) a s BMI matky
(Bronsky, J. et al. 2006). Savino et al. prokazali, Ze hladiny leptinu v séru, ale ne v mléku,
koreluji s hmotnosti kojenci a BMI (Savino, F. et al. 2010). Podle Savina hladina
adiponektinu v séru ditéte souvisi s jeho hladinou v matefském mléku i v séru matky. V jiné
studii (Weyermann, M. et al. 2006) zase nebyla nalezena souvislost mezi hladinou
adiponektinu v MM a porodni hmotnosti, krom¢ skupiny novorozenct s porodni hmotnosti
pod 3000 g, u kterych byla hladina adiponektinu signifikantn¢ zvySena. Vzhledem k tomu, ze
Vv na$i studii byly zahrnuty pouze kojenci s normélni porodni hmotnosti, nemohli jsme toto
tvrzeni potvrdit.

V nasi studii nebyla nalezena souvislost mezi studovanymi hormony (adiponektinem,
leptinem ¢i AFABP) a hmotnosti kojenych déti, kromé AFABP v M1. Nicmén¢, hranicni
pozitivni korelace byla nalezena mezi vdhovym pfirtistkem kojenych déti v pribéhu prvniho
roku zivota a hladinou adiponektinu v MM v M6. Zda se tedy, ze adiponektin by mohl byt
prediktivnim faktorem pro véhovy pfirtistek kojencti, ale na potvrzeni této hypotézy je potieba
dalsi studie s delsi dobou sledovani (alespon 2 roky).

Hladina adipofilinu v MM nekorelovala s nutri¢nimi parametry matek, ani hmotnostnim
ptiristkem kojencli v prvnim roce zivota. Jedinym signifikantnim nalezem byla negativni
korelace hladina adipofilinu v M6 sporodni vahou i délkou ditéte, avSak vzhledem
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k ojedin€lému nalezu je klinicky vyznam tohoto nalezu sporny a vyzaduje delsi dobu
sledovani déti. Zajimavym zjiSténim bylo, ze hladina adipofilinu ani v jednom ¢asovém bodé
v pribéhu 12 mésicii laktace nekorelovala s hladinou ostatnich regula¢nich hormont
(adiponektin, AFABP, leptin). Zda se tedy, ze hladina adipofilinu v MM nesouvisela
S nutricnim stavem kojenych déti ani jejich matek.

Bylo prokazano, ze exprese a produkce adipofilinu je indukovand mastnymi kyselinami
s dlouhym fetézcem, a to obzvlasté v obdobi hladovéni, kdy dochazi k lipolyze a stoupa jejich
koncentrace v séru (Dalen, K.T. et al. 2006). V nasi praci jsme nem¢li k dispozici informaci
o stravovacich navycich u matek, které by bylo mozno korelovat s hladinou adipofilinu
v MM.

Otazkou zustava, jakou funkci plni regulacni hormony matetského mléka ve vyvoji kojence.
Hladina adiponektinu je 2-3x vys$8i u novorozencii nez u dospélych. Je znamo, Ze hladina
adiponektinu i leptinu v MM souvisi s hladinou leptinu v plasmé matek a obezitou
(Houseknecht, K.L. et al. 1997; Uysal, F.K. et al. 2002) a hladinou leptinu u kojenci (Savino,
F. et al. 2008; Savino, F. et al. 2010). Podle Savina byly hladiny leptinu vyssi v séru kojenc,
kteti byli pln€ kojeni v porovnani s kojenci krmenymi mlécnou formuli. O moZnosti uplatnéni
leptinu z MM v organismu kojence svédéi nalez jeho receptorti v epitelialnich bunkach
zaludku a stfeva u zvirat i lidi (Barrenetxe, J. et al. 2002; Aparicio, T. et al. 2005). Navic
studie na zvifatech prokazaly, Ze leptin z MM prochazi do zaludku i séra mlad’at (Aparicio, T.
et al. 2005). Leptin v MM miuze tedy fungovat jako signal sytosti u kojeného ditéte
a regulovat kratkodoby piijem potravy, ale miiZze mit také i dlouhodoby efekt na energetickou
bilanci a télesnou hmotnost (Stocker, C.J. and Cawthorne, M.A. 2008; Palou, A. and Pico, C.
2009).

Receptor pro adiponektin byl také nalezen ve stievé lidi (Bronsky, J. et al. 2012). U mysi bylo
prokéazano vstfebavani adiponektinu z lumen stfeva do obéhu. Studie u kojenych déti ukazaly
vyznamnou souvislost hladin adiponektinu v séru kojenct s jeho hladinou v MM, které
ptijimali, coz vede k ptedpokladu, ze v lidském stievé taky dochazi k jeho transportu
ptes sliznici stfeva. Biologicky vyznam adiponektinu v MM je zjevny na inverzni korelaci
hladin adiponektinu v MM a adipozitou kojencti, coz by mohlo vysvétlovat snizeni rizika
obezity u kojenych déti (Newburg, D.S. et al. 2010). Vzhledem k tomu, ze adiponektin se
nachazi vMM az do 12 mésice, MM mize piedstavovat vyznamny piidatny zdroj
adiponektinu kromé¢ tukové tkané ditéte. Vyssi hladiny adiponektinu v MM byly asociovany
s nadvahou ve 2 letech u déti, které byly kojené nejméné 6 mésicti. Vzhledem k tomu, ze doba
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sledovani v nasi studii byla 12 mésict, toto pozorovani nemohlo byt potvrzeno. Podle Savina
byly vyssi hladiny adiponektinu v MM asociovany s vyznamné niz$i télesnou hmotnosti
s Stihlejsi proporcionalitou téla v pribéhu 6 mésicti u kojenych déti (Savino, F. et al. 2012).
Navic pfitomnost adiponektinu v MM V biologicky aktivni formé pravdépodobné umoznuje
jeho regulacni schopnosti ve vahovém prospivani kojencii a také umoziuje jeho ptsobeni
faktorem, ktery snizuje riziko obezity a zanétlivych poruch v dobé kojeni. Adiponektin v MM
muze byt typickym piikladem blizkého metabolického propojeni mezi matkou a ditétem.

Adipofilin byl nalezen jako soucdst membrany mlécnych tukovych kapének v lidském,
kravském a kozim mléku i mléku potkana, pficemz vice studii se zabyvalo jeho vyznamem
v MM. Studie na zvifatech odhalily, ze adipofilin je zvlast¢ lokalizovan v sekreCnich
epitelialnich buiikach prsni zldzy v dob¢ jeji diferenciace a laktace a jeho zvySend exprese je
spojena s akumulaci tukovych kapének v cytoplasmé téchto bunék (Russell, T.D. et al. 2007).
Adipofilin navic interaguje s fosfolipidy na apikélni ¢asti bunééné membrany a zapojuje se
do sekrece tukovych kapének z cytoplasmy (Chong, B.M. et al. 2011). Nicméné, podle
dostupné literatury i naSich vysledkt se zd4, ze adipofilin nema vztah k nutri¢nim parametriim
matek ¢i kojenych déti. V nedavné praci skandindvskych autorGt byly v MM objevené
exosomy s imuoregula¢nimi vlastnostmi. Proteomicka analyza téchto vezikul prokazala mezi

jinymi i ptitomnost adipofilinu (Admyre, C. et al. 2007).
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3. Shrnuti a zavér

Cytokinovy profil mononuklearnich bunék periferni krve odrazi imunologické déje, které se
uplatiiuji v patogenezi konkrétniho onemocnéni. Ve své praci jsem se zabyvala nékolika
imunopatologickymi stavy (diabetes mellitus 1. typu, autoimunitni tyreoiditida, alergicka
kolitida), u kterych je popisovana cytokinova dysbalance. Snazila jsem se najit
charakteristické rysy cytokinového profilu kazdého konkrétniho onemocnéni a poukazat na to,
co je spojuje resp. rozdéluje.
Prvni chorobou byl diabetes mellitus 1. typu, kdy jsme studovali jednak pacienty s touto
chorobou, dale pak jejich prvostupfiové piibuzné. Zvlastni skupinu prvostupiiovych
ptibuznych pak ptfedstavovali novorozenci, jejichZ jeden z rodicl je pro tuto chorobu lécen.
U osob v prediabetické fazi tj. v dobé, kdy je jeSté zachovana glukozova homeostaza,
dominovala spontanni i postimulacni produkce Thl asociovanych cytokint, zatimco v dobé
stanoveni diagnézy T1D jejich produkce poklesla a byla potlacena alesponn po dobu 2 let
od stanoveni diagnézy. Imunologicky profil u nové diagnostikovanych pacientl se
vyznac¢oval dominantni produkci Th3/Trl asociovanych cytokinil, ale soucasné i znac¢nou
produkci prozanétlivych cytokinti a chemokind. Pouze buiky ziskané v prediabetické fazi
od pacientu s vysoce rizikovym profilem byly schopné indukovat Th2 imunitni odpovéd’, a to
zvySenou produkci IL-5 po stimulaci mitogenem. Patologicka pfevaha reaktivity ve sméru
Thl se tedy bezesporu na vzniku T1D podili, ale neni jiz pfitomna v dobé klinické
manifestace choroby. V tomto obdobi je patrna naopak zvySena aktivace regulacnich
mechanismd, ktera je neefektivni, protoze cely proces destrukce beta bun¢k jiz ptilis pokrocil.
V dob¢ klinické manifestace choroby je pak déle pfitomné jasné perzistentni prozanétlivé
ladéni organismu.
Pfi studiu imunologické reaktivity v novorozeneckém obdobi byla pozorovana Thl
predominance poststimulacni odpovédi u déti diabetickych otcti a dale pak u déti idedlné
kompenzovanych matek diabeticek. Je tedy otazka, zda se n¢jak na imunologické reaktivité
u novorozencu diabeti¢ek podili vliv hyperglykémie. Provedené in vitro experimenty sveédci
pro mozny supresni vliv hyperglykémie. Ta samoziejmé za in vivo podminek ma velmi
negativni dasledky (vznik diabetické embryo resp. fetopatie). Nicméné je mozné, Ze pomoci
jistého imunosupresniho plisobeni hyperglykémie by bylo mozné vysvétlit nizsi vyskyt T1D
u potomkt diabeti¢ek ve srovnani napiiklad s potomky T1D otct. Je potieba ovSem uvazit
1 moznost vlivu vyssi aktivity beta bunck déti téchto matek a tudiz jejich ,,lepsi
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imunologickou viditelnost™ pro fetdlni imunitni systém, ktery by timto zptisobem mohl byt
schopen navodit lepSi specifickou imunologickou toleranci. To je pfedmétem dalSiho
extenzivniho vyzkumu, ktery jiz nebyl planovan jako soucast této prace.

Dalsim studovanym imunopatologickym stavem byla autoimunitni tyreoiditida. Adekvatni
reakce imunitniho systému na patogeny je nevyhnutelna pro jejich vylouceni z organismu.
Antigeny infekéniho patogeni mohou ale vést k autoreaktivité pravé aktivaci neadekvatni
imunologické odpovédi. Pravé to bylo demonstrovano na pozorované produkci zanétlivych
cytokinl u pacienti s AT V reakci na specifické antigeny HP. ZvySena prozanétliva reaktivita
u téchto pacientd je v souladu s vySe popsanou vyssi prozanétlivou aktivitou u pacientl
s recentni manifestaci T1D a miize tedy predstavovat prvek spolecny pro riizna autoimunitni
onemocnéni, kterd se navic casto vyskytuji spolecné. Je ovsem otdzkou, jaky je mechanismus
vedouci k tomuto apriori prozanétlivému ladéni organismu. Odpovéd’ se muize nachdzet
V nastaveni imunologické reaktivity prenatdlné a casné postnatalng€. V této souvislosti jsem se
proto zabyvala i otazkou cytokinti v matefském mléce.

Cytokiny v matetském mléku jsou dilezitymi biologicky aktivnimi faktory, které nahrazuji
roli chybéjicich imunitnich mechanismii novorozence a souc¢asné pusobici ve vyvijejicim se
imunitnim systému kojeného ditéte. Vyznamné vys$i hladina Thl cytokinu IFN-y spolu
sniz$i hladinou regula¢niho cytokinu TGF-B byla nalezena v matetském mléku, které
dostavali kojenci s alergickou kolitidou a je tedy mozné, Ze na patogenezi této choroby se
mize podilet snaha nezralého imunitniho systému o nastoleni imunologické rovnovéhy.
Spojeni mezi cytokinovym spektrem mateiského mléka a imunologickou reaktivitou ditéte je
ale evidentni. Nicmén¢ piesny biologicky podklad pro dlouhodoby ochranny efekt kojeni pied
vznikem imunologicky podminénych a civiliza€nich onemocnéni neni v soucasnosti zcela
objasnén, ptestoze uzitek kojeni pro zdravi kojence je nepochybny.

Zabyvala jsem se 1 kandidatnimi cytokiny podilejicimi se na nutricnim programovani kojencti
(adiponektin, leptin a AFABP), které jsou také oznaCovany jako regula¢ni hormony piijmu
potravy a glukézo-lipidového metabolismu. Pfitomnost téchto cytokinii v mateifském mléku
byla prokazana po celé obdobi 12 mésici laktace. Zda se, ze vtomto ohledu je
nejvyznamngj$i adiponektin, jelikoz hrani¢ni pozitivni korelace byla nalezena mezi jeho
hladinou v matefském mléku 6 mésicti po porodu a vahovym pfirtistkem kojenct v pribéhu
prvniho roku zivota. U adipofilinu, ktery je hlavni soucasti membrany tukovych kapének
v mléku, jsme korelaci s vyZivovymi parametry matek ani kojencti nenalezli. Je samoziejmé
otazka, jaky bude dal$i vyvoj nutrice sledovanych déti. To je ale jiz také mimo vyzkum
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spojeny s touto praci. Jedna se ale o velmi perspektivni oblast vyzkumu vzhledem k tomu, jak
je napiiklad obezita (nadvdha) spojena s vyssi prozanétlivou aktivitou, aktivaci endotelu
a dalSimi jevy, které se podileji na vzniku metabolického syndromu se vSemi jeho

konsekvencemi.
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Cytokinovy profil T1D

Th1 (IFN-y) W Th2(IL-5) W Th3 (TGF-B)

Prozanétlivé cytokiny m Chemokiny

Prediabetes Manifestace T1D T1D 2 roky po manifestaci

Produkce cytokint po stimulaci specifickymi antigeny HP

Thi (IFN-y) W Th2 (IL-5)
W Th3 (TGF-B) Prozanétlivé cytokiny(IL-6)
Chemokiny

THP THN CP CN

Cytokiny v materském mléce

Th1(IFN-y} MBTh3(TGF-B)

i =

Kontrola Alergicka kolitida

Obrazek 9. Schematické zobrazeni cytokinového profilu u diabetu 1. typu, autoimunitni
tyreoiditidy a matei'ského mléka matek déti s alergickou kolitidou.

Legenda: T1D — diabetes 1. typu, HP — Helicobacter pylori, THP — pacienti s autoimunitni
tyreoiditidou HP pozitivni, THN - pacienti s autoimunitni tyreoiditidou HP negativni, CP -
kontrolni skupina HP pozitivni, CN - kontrolni skupina HP negativni
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