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Abstrakt

Heterogenita antifosfolipidovych protilatek (APA) se miZe projevovat nejen Vv ruzné
antigenni specificnosti, ale také v jejich avidité. Avidita APA se zd4 byt klinicky vyuZitelna
jako cenna doplitkova charakteristika. U pacientll se séronegativnim antifosfolipidovym
syndromem (APS) byly zjiSt€ény APA, které nejsou zahrnuty mezi laboratorni kritéria
antifosfolipidového syndromu, tzv. nekriteridlni protilatky. Antifosfatidylethanolaminové
protilatky (aPE) ptfedstavuji jeden typ APA namifeny proti neutrdlnim fosfolipidim -
fosfatidylethanolaminim.

Hlavni cile dizertacni prace byly:

1) porovnat n€kolik modifikaci ELISA (enzymovéa imunoanalyza) s riznymi chaotropnimi
¢inidly pro stanoveni avidity antikardiolipinovych protilatek (ACLA),

2) prozkoumat vztah mezi aviditou ACLA IgG a jejich hladinami,

3) vyhodnotit hladiny a aviditu aPE jako ptikladu nekriteridlnich protilatek u nékolika skupin
pacientil a porovnat je s konvencnimi APA.

Pro srovnani riznych metod pro stanoveni avidity ACLA IgG jsme testovali upravenou
metodou ELISA s pouzitim riznych koncentraci mocoviny a chloridu sodného jako
chaotropnich ¢inidel a rizného fedéni sér. Hladiny a aviditu ACLA a aPE jsme analyzovali v
séru pacientl s trombdzami a imunologicky podminénymi onemocnénimi. U ¢ésti pacientl
byly zmény hladin APA a avidity dlouhodob¢ sledovany.

V metodické ¢asti prace jsme prokazali, ze metoda ELISA pro stanoveni avidity s vyuzitim
jednoho fedéni séra v pritomnosti fixni koncentrace chaotropni latky je vhodna pro stanoveni
Vysledky z klinické casti prace ukdzaly, ze avidity ACLA se ve skupinach pacient
klasifikovanych podle hladin ACLA nelisily. aPE IgG/IgM byly signifikantné vyssi ve
skupin€ pacientii s zilnim tromboembolismem neZ u pacienti s netrombotickymi internimi
poruchami. aPE IgG/IgM zvySené nad nami stanovenymi hrani¢nimi hodnotami byly zjistény
u 10,8 % pacientl s zilnim tromboembolismem a jako jedind APA u 6,5 % téchto pacientt.
Hladiny aPE IgG vyssi nez nase mezni hodnoty byly zjistény u 29 % pacientii s imunologicky
zprostiedkovanymi onemocnénimi s dalS$imi pozitivnimi APA. U pacientli obou kohort byly
nalezeny avidity aPE IgG v rozmezi od nizkych az po vysoké hodnoty. Avidity aPE IgG se
lisily od avidit ACLA IgG. Hladiny a avidity ACLA a aPE IgG se béhem sledovani vyznamné
nemenily.

Vysledky naseho zkoumani rozsitily poznatky o avidité APA a nékterych nekriteridlnich APA
po strance metodologické 1 klinické. Zda se, ze avidita ACLA nemd Z4dny vztah k hladinam
ACLA, ale patii ke stabilnim charakteristikim. Dale jsme zjistili, Ze aPE mize souviset s
Zilnim tromboembolismem a mulze byt soucdsti repertoaru APA u imunologicky
zprostfedkovanych onemocnéni.

Klicova slova: antifosfolipidové protilatky, antikardiolipinové protilatky, protilatky proti
fosfatidyletanolaminu, antifosfolipidovy syndrom, ELISA, avidita, chaotropni latky,
mocovina, chlorid sodny, tromboembolie, imunologicky zprosttedkovana onemocnéni.



Abstract

The heterogeneity of antiphospholipid antibodies (APA) may be reflected not only in the
specificity of different antigens but also in their avidity. APA avidity appears to be clinically
useful as a valuable additional characteristic. APAs that are not included in the laboratory
criteria for antiphospholipid syndrome (APS), the, so-called non-criteria antibodies, have been
detected in patients with seronegative antiphospholipid syndrome.
Antiphosphatidylethanolamine (aPE) antibodies represent one type of APA directed against
neutral phospholipids, phosphatidylethanolamines.

The main objectives of this dissertation were:

1) to compare several modifications of ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) with
different chaotropic reagents for the determination of avidity of anticardiolipin antibodies
(ACLA),

2) to investigate the relationship between ACLA IgG avidity and their levels,

3) to evaluate the levels and avidity of aPE as an example of non-criteria antibodies in several
groups of patients and compare them with conventional APAs.

To compare different methods for determining the avidity of ACLA IgG, we tested a modified
ELISA method using different concentrations of urea and sodium chloride as chaotropic
reagents and different serum dilutions. We analyzed the levels and avidity of ACLA and aPE
in the serum of patients with thrombosis and immunologically related diseases. In some
patients, changes in APA and avidity levels were long-term monitored.

In the methodological part of the study, we demonstrated that the ELISA method for
determination of avidity using a single dilution of serum in the presence of a fixed
concentration of the chaotropic agent is suitable for determination of ACLA IgG avidity and
is in good agreement with more challenging procedures.

The results of the clinical part of the study showed that the ACLA avidities did not differ
between the groups of patients classified according to the ACLA levels. IgG/IgM aPEs were
significantly higher in the group of patients with venous thromboembolism than in patients
with nonthrombotic internal disorders. IgG/IgM aPEs elevated above our cutoff values were
found in 10.8% of patients with venous thromboembolism and as the only APA in 6.5%.
Levels of aPE IgG levels higher than our cutoff values were found in 29% of patients with
immunologically mediated diseases with other positive APAs. Avidities of aPE IgG ranging
from low to high levels were found in patients from both cohorts. The avidities of aPE IgG
differed from those of ACLA IgG. ACLA and aPE IgG levels and avidities did not change
significantly during follow-up.

The results our investigation extended the knowledge of the avidity of APA and some non-
criteria APAs both methodologically and clinically. ACLA avidity does not seem to be related
to ACLA levels, but is one of the stable characteristics. Furthermore, we found that aPE may
be related to venous thromboembolism and may be part of the APA repertoire in
immunologically mediated diseases.

Keywords: Antiphospholipid antibodies, anticardiolipin antibodies,
antiphosphatidylethanolamine antibodies, antiphospholipid syndrome, ELISA, avidity,
chaotropic agents, urea, sodium chloride, thromboembolism, immunologically mediated
diseases.



1. Uvod

Antifosfolipidové protildtky (APA) jsou velice riznorodou skupinou protilatek, které jsou
namifeny zejména proti negativné nabitym fosfolipidiim a/nebo jejich komplextim s riznymi
plasmatickymi bilkovinami (Ruiz-Irastorza G. et al., 2010). Trvale zvySené APA piedstavuji
dilezity laboratorni nalez u pacientii s antifosfolipidovym syndromem (APS), autoimunitnim
onemocnénim, klinicky se manifestujicim ptedev§im cévni trombdzou a/nebo t€hotenskymi
komplikacemi (Hughes G.R.V., 1983; Hughes G.R.V., 2014; Nikolova-Vlahova M.K. et al.,
2015). Nejcastejsi klinickou manifestaci APS je hluboka zilni trombdza (Cervera R. et al.,
2009).

Mezinarodni klasifikacni kritéria pro APS zahrnuji protilatky proti kardiolipinu (ACLA)
IgG/IgM  (imunoglobuliny izotypi G/M), proti beta2-glykoproteinu [ (anti-beta2GPI)
IgG/IgM a lupusové antikoagulanty (LA) (Miyakis S. et al., 2006). Protoze ne vSichni
pacienti, kteti vykazuji klinické zndmky APS, produkuji kriterialni APA, jsou intenzivné
studovany a vySetfovany tzv. nekriterialni APA. Mezi nekriteridlni APA fadime napf.
protilatky proti protrombinu (aPT), protilatky proti komplexu fosfatidylserin/protrombin
(aPS/PT) nebo anti-beta2GPI proti domén¢ 1 (Nayfe R. et al., 2013; Forastiero R., 2014;
Sciascia S. et al., 2017; Bertolaccini M.L. et al., 2011).

Je znamo, ze hladina a avidita prezentuji kliCové charakteristiky APA (Steward M.W., 1979).
Avidita (funk¢éni afinita) je dilezitou vlastnosti protilatky souvisejici s jeji specifitou
(Pohanka M., 2009). Je vyjadiena jako sila interakce mezi antigenem a odpovidajici
protilatkou, ktera je nezavisla na mechanismech fidicich hladiny protilatek (Steward M.W. et
al., 1979). Avidita autoprotilatek mlze hrat rozhodujici roli v urcitych organovée specifickych
onemocnéni spojenych s autoprotilatkami (Gharavi A. a Reiber H., 1996). Cuénik a kol.
potvrdili (2011,2012), ze vysokoavidni anti-beta2GPI protilatky jsou klinicky vyznamnéjsi
nez protilatky s nizkou aviditou. Pfitomnost anti-beta2GPI s vysokou aviditou nebyla vzacna
u pacientll s APS. Hlavni klinickou manifestaci anti-beta2GPI s vysokou aviditou byla zilni
tromboza, ktera naopak byla vzacna ve skupiné pacientli s vysokym titrem protilatek, ale s
nizkoavidnimi anti-beta2 GPL.

S ohledem na vySe uvedené poznatky se budu v dizerta¢ni praci zaobirat problematikou APA
pfedevSim u pacientll s tromboembolickou nemoci (TEN) aimunologicky podminénymi
nemocemi.



2. Cile a hypotézy dizertacni prace

Experimentalni ¢ast je rozdélena na ¢ast metodickou (studie 1) a ¢ast klinickou (studie 2 a 3).
Metodicka ¢ast prace se zamétfuje na testovani riznych modifikaci ELISA (enzymova
imunoanalyza) pro nalezeni optimalnich podminek vhodnych pro rutinni stanoveni avidity
APA.

Klinicka ¢ast je vénovana zejména stanoveni avidity APA u vybranych skupin
onemocnéni a zjisténi souvislosti mezi aviditou a titrem kriteridlnich a nekriteridlnich
APA.

Cile dizertac¢ni prace jsou:

1.) Srovnat dvé rizné chaotropni latky (mocovinu a chlorid sodny), které jiz byly diive
pouzity pro stanoveni avidity APA (Cucnik S. et al., 2012; Vlachoyiannopoulos P.G. et al.,
1998; Fialova L. et al., 2014).

2). Porovnat nékolik modifikaci ELISA s pouZitim rtiznych koncentraci chaotropnich latek a
rizného fedéni vzorki séra pro stanoveni avidity ACLA.

3.) Vyhodnotit vztah mezi aviditou ACLA IgG a jejich hladinami v rozmezi od velmi nizkych
az po vysoké.

Hypotéza: Velmi nizké hladiny ACLA by mohly byt charakterizovany vyssi aviditou.

4.) Hodnotit zmény hladin ACLA a avidit ve skupin€¢ pacienti béhem dlouhodobého
sledovani.

Hypotéza: Hladiny a avidity ACLA se v priabéhu sledovani méni.

5.) Prozkoumat zda avidita ACLA souvisi s hladinami pifevazné¢ nekriterialnich APA.
Hypotéza: Avidita ACLA souvisi s hladinami pfevazné nekriteridlnich APA.

6.) VySetfit a porovnat hladiny aPE (protilatky proti fosfatidyletanolaminu) u vybranych
skupin pacientil a v této souvislosti stanovit mezni hodnoty (horni hranice) pro aPE IgG a IgM

vySetfenim zdravych osob.

Hypotéza: Hladiny aPE IgG a IgM jsou vyssi ve skupiné pacientl s zilni TEN ve srovnani s
pacienty s jinymi internimi onemocnénimi.

Hypotéza: Hladiny aPE IgG a IgM ve skupiné imunologicky zprostfedkovanych onemocnéni
jsou vyssi ve srovnani se zdravymi jedinci.

7.) Zavést metodu ELISA pro stanoveni avidity aPE IgG pomoci chaotropnich latek a
vyhodnotit aviditu aPE IgG u vybranych skupin pacienti.



Hypotéza: U symptomatickych pacienti s TEN a s imunologicky zprostfedkovanymi
onemocnénimi prevlada vysoka avidita aPE IgG.

8.) Urcit vztah mezi aPE a kriterialnimi APA.

9.) Sledovat dynamiku zmén hladin a avidit aPE IgG.



3. Material a metody

3.1. Soubory pacientii

Ad studie 1.) Analyzovali jsme 28 vzorkl séra od pacientli sledovanych na Imunologickém
oddéleni Ustavu lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN v Praze.
Hladiny IgG ACLA byly u pacientd vys$i nez 10 GPL (jednotka antifosfolipidovych
protilatek tiidy 1gG).

Vsechny subjekty poskytly pisemny informovany souhlas s ucasti ve studii. Etickd komise
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze studii schvalila.

Ad studie 2.) Retrospektivné jsme analyzovali 78 vzorki séra od 60 pacientl. Sbér vzorki byl
proveden na Imunologickém oddéleni Ustavu lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky 1.
LF UK a VFN v Praze (Ceskéa republika) v obdobi let 2011 az 2015 a v Thomayerové
nemocnici v Praze v letech 2015 aZz 2016. Pacienti byli vySetfeni nebo hospitalizovani
pievazné pro systémova imunologicka onemocnéni a hlubokou Zilni trombézu.

Vsechny subjekty poskytly pisemny informovany souhlas s ucasti ve studii. Etické komise
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a Thomayerovy nemocnice v Praze studii schvalily.

Ad studie 3.) Analyzovali jsme vzorky ze dvou kohort pacientli. Jednu kohortu tvofilo 68
pacientl hospitalizovanych v Thomayerové nemocnici v Praze (TH kohorta) a druhou kohortu
utvarelo 22 pacientl vysSetienych na imunologickém oddéleni Ustavu lékatské biochemie a
laboratorni diagnostiky v Praze (ID kohorta). Pacienty z kohorty TH jsme rozd¢lili do dvou
skupin. Prvni skupinu tvofili pacienti, ktefi byli hospitalizovani pro zilni TEN (46 pacientl) a
druhou skupinu pacienti s rGznymi internimi onemocnénimi. Kohortu ID pacientd s
imunologicky zprosttedkovanymi onemocnénimi tvofili pfevazné pacienti s ACLA IgG
pozitivnimi systémovymi imunologickymi onemocnénimi. Kromé téchto dvou kohort
pacientdl jsme vySetfili kontrolni skupinu 20 zdravych osob s cilem stanovit mezni hodnoty
(horni hranice) pro hladiny aPE I1gG/IgM a aPS/PT 1gG/IgM.

Vsechny subjekty poskytly pisemny informovany souhlas s ucasti ve studii. Studii schvalily
etické komise VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a Thomayerovy nemocnice v Praze.

3.2. Stanoveni hladin APA

Hladiny ACLA IgG/IgM, anti-beta2GPI, anti-fosfatidylserin (aPS), anti-fosfatidylinositol
(aPI), anti-fosfatidova kyselina (aPA) byly stanoveny v séru metodou ELISA (ELISA Anti-
cardiolipin antibodies, Orgentec, Mainz, Némecko).

Hladiny aPE IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM byly stanoveny pomoci ELISA souprav
(AESKULISA Ethanolamin-GM a AESKULISA Serine-Prothrombin-GM,
AESKU.DIAGNOSTICS, Wendelsheim, Némecko). Pouzité soupravy ELISA maji certifikaci
CE IVD (In Vitro Diagnostic Medical Devices). Vysledky byly vyjadfeny v jednotkach GPL
(ACLA IgG) a MPL (jednotka antifosfolipidovych protilatek tridy IgM) (ACLA IgM) nebo v
libovolnych jednotkach U/ml (anti-beta2 GPI IgG, aPE IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM).



3.3. Stanoveni avidity IgG ACLA

Chemikalie (neuvedené v popisu metody):

Hovézi sérum: Bovine Serum Franc Origin (Biosera, Francie)
Dihydrogenfosforeénan draselny, p.a. (Penta, CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny, dodekahydrat p.a. (Penta, CR)
Chlorid draselny, p.a. (Penta, CR)

Chlorid sodny, p.a. (Penta, CR)

Kyselina sirova 96%, p.a. (Penta, CR)

Mocovina, p.a., (Penta, CR)

Pristroje:

pH-metr UB-10 (Denver Instrument, Némecko)

Analytické vahy SI-234 (Denver Instrument, Némecko)

Tiepacka s termostatem Mixing Block MB-102 (Bioer, Cina)

Desti¢kovy spektrofotometr Sunrise (TECAN, Svycarsko) se softwarem Magellan

Pro vysetieni avidity IgG ACLA byl pouzit postup popsany Vlachoyiannopoulosem a kol.
(1998) v nasi modifikaci. Podrobny popis postupu ELISA je uveden v publikaci Fialova L. a
kol. (2014).

Testovani riznych moznosti pro stanoveni avidity ACLA bylo pfedmétem metodické casti
prace.

Vysetiovali jsme séra sériové fedéna 10% ABS v PBS (pH 7,2) 1:50, 1:100, 1:200 a 1:400. V
kazdém nafedéném séru se zjiStovala avidita protilatek pomoci zvySujicich se koncentraci
roztokli mocoviny (2,0, 4,0, 6,0 a 8,0 mol/l) nebo chloridu sodné¢ho (0,25, 0,5, 1,0 a 2,0
mol/l). S ohledem na nedostatecné mnozstvi séra u nékterych pacientli nebyly vSechny
modifikace ELISA provedeny u kazdého séra.

Pro stanoveni avidity a vyjadieni vysledka avidity jsme pouzili nékolik modifikaci.
Metoda 1: jediné fedéni séra, jedina koncentrace chaotropu

Stanoveni avidity touto metodou je zaloZeno na analyze jednoho fedéni séra vystaveného
jedné koncentraci chaotropu. Index avidity (Al) pouzity pro vyjadieni hodnoty avidity
pfedstavuje pomeér (nebo procento) zbytkovych protilatek navidzanych v jamkach v
pritomnosti chaotropu k celkovému mnozstvi protilaitek navdzanych v jamkach bez
pritomnosti chaotropu.

Al se vypocitd vydélenim hodnot absorbance ziskanych méfenim z jamek s piidavkem
chaotropu (mocovina 6 nebo 8 mol/l; NaCl 1 nebo 2 mol/l) a hodnotami absorbance
ziskanymi z jamek bez pfidavku chaotropu.

- absorbance v jamkdch s chaotropem
Al =
absorbance v jamkach bez chaotropu



Metoda 2: rizna fedéni séra, jedina koncentrace chaotropu

Na rozdil od pfedchoziho piistupu, tato modifikace pro aviditu pouzivd nékolik rtznych
fedéni séra vystavenych jedné koncentraci chaotropu (Zachou K. et al., 2006; Jenum P.A. et
al., 1997). V nasich experimentech byla séra nafedéna v poméru 1:50, 1:100, 1:200 a 1:400.
Al byl vyjadien jako pomér (nebo procento) hodnoty fedéni séra (titru protilatek) po oSetfeni
chaotropem v souladu s ur¢itou mezni hodnotou absorbance k hodnoté fedéni séra bez
oSetfeni chaotropem odpovidajici stejné mezni hodnoté absorbance.

Al = Fedéni séra po oSetfeni chaotropem k mezni absorbanci
Fedéni séra bez oSetfeni chaotropem k mezni absorbanci

Ptesnéjsi zptsob vypoctu Al je zaloZzen na poméru ploch odvozenych z hodnoty titracni
ktivky protilatek ziskané i) po oSetfeni chaotropnim ¢inidlem a ii) bez oSetfeni chaotropnim
¢inidlem. Pouzili jsme zjednoduseny vzorec navrzeny Percianim a kol. (2007), ktefi hodnotili
pomér ploch kiivek bez pouziti integralnich funkci. Relativné jednoduchy matematicky
vzorec byl uZzit pro vypocet obou ploch. Al Ize vypocitat jako pomér dvojndsobku sumace
absorbanci ziskanych v grafu ELISA v chaotropnich podminkach minus absorbance prvniho a
posledniho fedéni séra déleny dvojnasobkem sumace absorbanci ziskanych v grafu ELISA
bez chaotropu minus absorbance prvniho a posledniho fedéni séra (Perciani C.T. et al., 2007).

Tuto metodu jsme modifikovali pouZitim pouze dvou optimalnich fedéni séra 1:50 a 1:100 s
cilem uSetfit praci spojenou s postupem ELISA.

3.4. Stanoveni avidit ACLA IgG a aPE IgG v klinickych studiich

V klinickych studiich byly avidity ACLA IgG a aPE IgG stanoveny modifikovanou metodou
ELISA s pouzitim chaotropnich latek, ktera byla podrobné popsana v piedchozich studiich
(Fialova L. et al., 2017; Fialova L. et al., 2014).

Pro stanoveni avidity ACLA IgG jsme pouzili séra fedéna v poméru 1:50 a mocovinu v
koncentraci 6 mol/l a 8 mol/l jako chaotropni latku.

Pro stanoveni avidity aPE IgG byly jamky mikrotitracnich prouzkli potazeny 50 pl
fosfatidyletanolaminu v absolutnim ethanolu (50 pg/ml) (Merck KGaA, Darmstadt,
Neémecko). Jako chaotropni ¢inidlo jsme pouzili mocovinu, podobné jako v nasem testu
avidity pro ACLA IgG. Zpocatku jsme testovali rizné koncentrace mocoviny 2 mol/l, 4 mol/l,
6 mol/l a 8 mol/l v sérech fedénych v poméru 1:50, 1:100 a 1:200, abychom nasli optimalni
podminky pro stanoveni avidity aPE IgG.

Vysledky avidity ACLA IgG a aPE IgG byly vyjadieny jako Al metodou 1. Protilatky s Al >
0,6 jsme klasifikovali jako vysoceavidni, zatimco protilatky charakterizované Al < 0,4 byly
nizkoavidni. Rozmezi Al od 0,4 do 0,6 oznacovalo stfednéavidni protilatky (Almanzar G. et
al., 2013; Prince H.E. a Lape-Nixon M., 2014).



3.5. Statistické analyzy

Ad studie 1.) Statistické analyzy byly provedeny parametrickymi testy po vyhodnoceni
normalniho rozdéleni pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu. Vztah mezi Al vypoctenymi
riznymi zpusoby byl vyhodnocen pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu. Byl pouzit
parovy t test pro statistickou analyzu rozdilii v parovych métenich avidity ACLA v séru nebo
riznych vyjadieni Al. Hladina vyznamnosti pro vSechny testy byla P<0,05. Porovnani dvou
ruznych technik méfeni bylo provedeno pomoci Bland-Altmanovych grafi (Bland J.M. a
Altman D.G., 1999). Statisticka analyza byla provedena pomoci programu Statistica 12
(StatSoft, CR) a MedCalc (Ostende, Belgie).

Ad studie 2.) Vzhledem k tomu, Ze data nevykazovala normalni rozdéleni, byly pouzity
neparametrické statistické testy. Srovnani skupin bylo provedeno pomoci Kruskal-Wallisova
testu. Spearmaniv korelacni koeficient byl pouZit pro korela¢ni analyzu. Parovad méfeni byla
vyhodnocena Wilcoxonovym péarovym testem. Hladina statistické vyznamnosti byla
stanovena na p = 0,05. Statistické analyzy byly provedeny pomoci programii MedCalc
(Ostende, Belgie) a Statistica (TIBCO Software Inc., ArcIT Consulting s.r.o., Czech
Republic).

Ad studie 3.) Ke zkoumani norméalniho rozdéleni proménnych byl pouzit Shapiro-Wilkiv test.
Protoze vétSina sledovanych parametri nevykazovala normdlni rozdé¢leni, byly pro
statistickou analyzu pouzity neparametrické testy. Porovnani skupin bylo provedeno pomoci
Mannova-Whitneyho testu. K analyze vztahu proménnych byl pouzit Spearmantiv korelac¢ni
koeficient nebo Passing-Bablokova regrese. Parova méteni byla vyhodnocena Wilcoxonovym
parovym testem. Pro porovnéni kvalitativnich udaji byl pouzit FischerGv pfesny test. Hladina
statistické vyznamnosti byla stanovena na 0,05. Statistické analyzy byly provedeny v
programu Medcalc (MedCalc, Ostende, Belgie). K vyjadieni referen¢nich mezi pro aPE
IgG/IgM a PS IgG/IgM jsme pouzili robustni metodu podle dokumentu Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) C28-A3 doporuceného pro hodnoceni mensiho poctu
referenCnich subjektii (Ozarda Y. Reference intervals: current status, recent developments and
future considerations. Biochem Med (Zagreb) 2016;26:5-16) s vyuzitim softwaru MedCalc.



4. Vysledky

4.1. Vysledky avidit z metody 1 a 2

Metoda 1: jediné fedéni séra, jedind koncentrace chaotropti

Koncentrace moc€oviny 2 a 4 mol/l nebo NaCl 0,25 a 0,5 mol/l nevedly k G¢inné disociaci
imunitnich komplexd.

Pro vyhodnoceni vypoctu Al timto pfistupem jsme porovnali ziskané hodnoty:

(1) pti rizné koncentraci chaotropti (mocovina 6 a 8§ mol/l; NaCl 1 a 2 mol/l) a
(2) pfi rizném tedéni séra (1:50 a 1:100).

1.) Byla zjisténa vysoka korelace mezi Al na zakladé raznych koncentraci mocoviny nebo
NaCl nezavisle na fedéni séra (sérum fedéni 1:50: mocovina 6 vs 8 mol/l, r=0,94; NaCl 1 vs 2
mol/l r=0,89; fedéni séra 1:100: mocovina 6 vs. 8 mol/l, r=0,88; NaCl 1 vs. 2 mol/l, r=0,88;
P<0,0001 pro kazdé srovnani). Al byl vyznamné niz§i u vysSi koncentrace mocoviny
(mocovina 6 vs 8 mol/l - P<0,001 pro fedéni séra 1:50 a P=0.0008 pro fedéni séra 1:100),
zatimco nedoslo k vyznamnému poklesu hodnot Al stanovenych v pfitomnosti NaCl 2 mol/l
ve srovnani s NaCl 1 mol/l.

2.) Redéni vzorki sér (1:50 a 1:100) ovlivnilo Al vice neZ koncentrace chaotroptl, ale
korelace byla stale vysokd pro mocovinu v obou koncentracich (mocovina 6 mol/l: sérum
1:50 vs 1:100 r=0,85; mocovina 8 mol/l: sérum 1:50 vs 1:100 r=0,87; P<0,0001 pro kazdé
porovnani) a mén¢ pro NaCl, ale stale statisticky vyznamna (NaCl 1 mol/l: sérum 1:50 vs
1:100 r=0,55, P=,01; NaCl 2 mol/l: sérum 1:50 vs 1:100 r=0,65, P=0,002). Pasobeni
mocoviny bylo ucinnéjsi ve vice zfedénych sérech. Al pro séra fedéna 1:100 byla vyznamné
nizsi nez pro séra fedéna 1:50 (sérum fedéné 1:50 vs. sérum fedéné 1:100, P<0,05 pro kazdou
koncentraci mocoviny). V1iv NaCl na disociaci imunokomplext byl podobny u sér ztedénych
1:100 i 1:50 a AI se nelisil (sérum fedéné 1:50 vs. sérum fedéné 1:100 n.s. pro kazdou
koncentraci NaCl).

Metody 2: rtizné fedéni séra, jedina koncentrace chaotropi

Tuto modifikaci ELISA jsme porovnavali v podminkach riznych koncentraci chaotropt. Byly
pozorovany vyznamné korelace mezi Al stanovenymi ke stejné mezni hodnoté absorbance 0,3
pii pouziti koncentrace 6 nebo 8 mol/l pro moc€ovinu a 1 nebo 2 mol/l pro NaCl (moc¢ovina 6
vs 8 mol/l r=0,96, P<0,0001; NaCl 1 vs 2 mol/l r=0,85, P=0,002). Podobné¢ jako u piedchozi
metody byl Al vyznamné nizsi, kdyz byla k disociaci imunitnich komplext pouzita mocovina
8 mol/l ve srovnani s mocovinou 6 mol/l (P=0,047). Zadny rozdil nebyl pozorovan v
pfitomnosti riznych koncentraci NaCl jako chaotropniho ¢inidla. BohuZel bez dodate¢ného
fedéni séra, nebylo mozné vyhodnotit Al ve vzorcich s pfili§ vysokym obsahem sérové
koncentrace ACLA, které poskytovaly pfili§ vysokou absorbanci pfesahujici mezni hodnotu.

Kromé toho jsme Al analyzovali také na zaklad¢ poméru ploch pod vlivem chaotropu a ploch

bez vlivu chaotropu vypocteného podle vzorce navrzeného Percianim a kol. (2007) a v nasi
modifikaci. Korelace mezi Al vypoctenym piivodnim vzorcem a nasi modifikaci je vysoka, a
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to zejména pii pouziti mocoviny. Na rozdil od pouziti Al zalozeném na mezni absorbanci,
umoznila tato zména stanovit Al nezavisle na hodnoté absorbance. Srovnani testovanych
modifikaci je uvedeno v tabulce 1. Korela¢ni koeficienty a Blandovy-Altmanovy grafy
(obrazek 1) také ukazaly dobrou shodu mezi stanovenim Al pomoci riiznych fedéni sér s
jednou koncentraci chaotropu a s jednim fedénim séra.

Tabulka 1. Srovnani Al stanovenych metodou ELISA s pouzitim jednoho fedéni séra (1:50
nebo 1:100) s fixni koncentraci chaotropu (moc¢ovina nebo NaCl) a Al stanovenych metodou
ELISA s pouzitim vicekrat nafedéného séra.

Urea Compariso NaCl
concentra s p n |r p concentra | Comparisons | n |r p
tion tion
single
d1lutr(:1dl 50 single diluted
ii"u T g ] 08 ] < serum 1350 |2 07 | o 0o
millti le 8 0.0001 vs. multiple | 0 | 4 )
Wb diluted serum
diluted
serum
single
diluted ) single diluted
serum 1:50 1:50
V8. 18 0.9 1 < \S/es‘/mmmulti‘ le 2109 )<
multiple 7 | 0.0001 Tiuted Senﬁm 0 |4 |0.0001
diluted )
modified
serum
Urea 6 | modified NaCl
mol/L single 1 mol/L
S;ﬁfld single diluted
1:100 vs. | 18 09 | < serum 1:100 |2 |09 | <
m.ultiple ) 7 0.0001 vs. multiple | 0 | 1 0.0001
diluted diluted serum
serum
single
Séﬁ:ld single diluted
1100 vs. |, |09 |< izmmmulluml(e) 2 108 | <
multiple 4 10.0001 Tiuted Sergm 0|0 |0.0001
diluted modified
serum
modified
si'ngle single diluted
Urea 8 | diluted 18 09 | < NaCl serum 1:50 [2 | 0,8 | <
mol/L serum 1:50 1 ]0.0001 | 2 mol/L. | vs. multiple |0 |1 | 0.0001
vs. diluted serum
multiple
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diluted
serum
single
S;llllﬁdl 50 single diluted
' serum 1:50
V8. 24 0.9 1 < vs. multiple 2109 )<
multiple 7 0.0001 d'i d 0|5 0.0001
diluted 1ut§ serum
serum modified
modified
single
S;ﬁfld single diluted
1:100 vs. | 18 09 | < serum 1:100 {2 | 0.8 | <
niulti I ' 7 0.0001 vs. multiple |0 |7 0.0001
dilu te% diluted serum
serum
single
S;llllﬁd single diluted
1100 vs. | ,, 0.9 | < \S/esmmmull‘;ilol(e) 2 108 |<
multiple 5 |0.0001 > P10 14 |0.0001
diluted diluted serum
- modified
modified

n=number of samples; r=Pearson’s correlation coefficient; p=level of significance; vs.=versus

Obrazek 1. Reprezentativni Bland-Altmantv graf porovnavajici Al zalozené na ELISA s
pouzitim riizn€ fedénych sér a jednoho fedéni séra (1:50) v pfitomnosti mocoviny 6 mol/l.

B

Differences of two methods of Al calculation

0.3

0.2

0.1

0.0

-0.1

-0.2

Mean of two methods of Al calculation (single diluted serum and multiple diluted serum; urea 6 M)
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4.2. Vztah mezi A1 ACLA IgG pfri pouziti moc¢oviny nebo NaCl

Al vypoctené z absorbanci ziskanych v pfitomnosti NaCl nekorelovaly s hodnotami
ziskanymi v pfitomnosti mocoviny pifi pouziti sér zfedénych v poméru 1:50. Pfi vice
nafedéném séru (1:100) se korelace mezi provedenymi testy ELISA s riznymi chaotropy
zvysila. Shoda vSak byla méné vyjadiena v porovnani s riznymi postupy pro stanoveni Al
pomoci stejného chaotropniho ¢inidla. Podobné korelace byly pozorovany pii srovnani metod
popsanych Percianim a kol. (2007) v¢etné nasi modifikace. Byla zjisténa dobra korelace mezi
metodami pouzivajicimi Ctyii fedéni séra a mezi metodami pouZzivajicimi pouze dvé fedéni
séra pro mocovinu a NaCl.

4.3. Srovnani avidit ACLA IgG podle hladin ACLA IgG

Pacienti byli rozdéleni podle hladin ACLA IgG na tfi skupiny: i) velmi nizké hladiny (< 10
GPL; n = 30), ii) nizké hladiny (10-40 GPL; n = 17) a iii) stfedné vysoké hladina (> 40 GPL,;
n = 13). Hodnota ACLA IgG vyssi nez 40 GPL je v laboratornich kritériich pro APS
oznacena jako mezni hodnota pro stfedni az vysokou hladinu (Miyakis S. et al., 2006;
Lackner K.J. a MullerCalleja N., 2018) a hodnota 10 GPL je mezni hodnotou pro pozitivni a
negativni vysledek.

Pouze u jednoho pacienta s trombdzou byla hladina ACLA > 10 GPL. Systémovy lupus
erythematodes nebo systémové onemocnéni pojivové tkané byly diagnostikovany u 11
pacientd s hladinou ACLA vyss$i nez 40 GPL. Na obrazku 2 jsou uvedeny hodnoty avidity
testované v piitomnosti mocoviny o koncentraci 6 mol/l a 8 mol/l. Avidita ACLA se mezi
jednotlivymi skupinami vyznamné neliSila bez ohledu na koncentraci mo€oviny. Medidny Al
byly u vSech skupin vyssi nez 0,6 pii pouziti moCoviny 6 mol/l. ZvySeni koncentrace
mocoviny pro stanoveni avidity vedlo k mirnému poklesu mediana Al, ale nebyly zjiStény
zadné vyznamné rozdily mezi skupinami pacientt.

Obriazek 2. Avidity ACLA IgG ve skupinach pacienti klasifikovanych podle titru ACLA
(velmi nizky titr ACLA < 10 GPL, n = 30; nizky titr ACLA 10 - 40 GPL, n = 17; stfedn¢
vysoky titr ACLA > 40 GPL, n = 13). Stfedovy ramecek piedstavuje hodnoty od dolniho po
horni kvartil (25 az 75 percentil). Median je zndzornén jako stfedni ¢ara. Svisld ¢ara se tdhne
od minimalni po maximalni hodnotu s vylouc¢enim vybocujicich hodnot, které jsou zobrazeny
jako samostatné body.

1.2

1,0 |

o—=o  Urea 6 mol/L

0,6 [ ¥----¥ Urea 8 mol/L

o
@
T
i

aCL IgG avidity (Al)

04

02|

0,0 | 1 1 1
Very low titre aCL.  Low titre aCL Medium-high titre aCL

Patients groups
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4.4. Longitudinalni hodnoceni avidity ACLA IgG

Opakovany odbér krve byl proveden u 14 pacienti v intervalu 315 dni (rozmezi 98-392 dni;
medidn 25.-75. percentil). V této skupiné pfevazuji pacienti s imunologickym onemocnénim.
Od vétsiny pacientll byl ziskan pouze parovy vzorek séra. Podil pacientli s nizkymi nebo
sttedné vysokymi hladinami ACLA byl mezi pacienty podobny. Hodnota AI ACLA
piesahovala 0,6 u vétSiny pacientd. Hladiny ACLA ani jejich avidita se béhem sledovani
vyznamn¢ neménily.

4.5. Korela¢ni analyzy avidity ACLA IgG

Avidity ACLA stanovené pomoci mocoviny 6 mol/l nebo 8 mol/l nekorelovaly s jejich
hladinami v Zadné skupiné pacientt klasifikovanych podle hladin ACLA (velmi nizké, nizké a
sttedné vysoké hladiny ACLA). Naopak hladiny ACLA vyznamné korelovaly s hladinami
APA namifenych proti beta2-glykoproteinu I a dal$im fosfolipidiim, ale tyto hladiny
nekorelovaly s aviditou ACLA (tabulka 2).

Tabulka 2. Korelace mezi hladinami a aviditou ACLA IgG a pfedevsim nekriterialnimi APA.
Al — index avidity; aPS — protilatky proti fosfatidylserinu; aPI — protilatky proti
fosfatidylinositolu, n.s. — nevyznamné.

Anti- Anti-
Correlation versus beta2 GPI aPS levels aPI levels phosphatidic
levels acid
r=0.77 r=091 r=0.89 r=0.92
ACLA IgG levels (GPL) |, 5001 p <0.0001 p<0.0001 | p<0.0001
ACLA IgG avidity (Al — s s s s
urea 6 or 8 mol/L) o - o ’

4.6. Stanoveni meznich hodnot (horni hranice) pro aPE IgG/IgM a aPS/PT
IgG/IgM

Stanovili jsme hrani¢ni hodnoty pro aPE IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM u 20 zdravych osob s
pouzitim 95 % referen¢nich intervall. Horni hrani¢ni hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3. Tyto
hodnoty jsme pouzili pii dalsim hodnoceni APA u naSich pacienti. U ACLA (>10 GPL pro
ACLA IgG, >7 MPL pro ACLA IgM) a anti-beta2GPI IgG (>8 U/ml) byly pouzity hodnoty
doporucené vyrobcem soupravy ELISA.
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Tabulka 3. Horni hrani¢ni hodnoty pro aPE IgG/IgM a aPS/PT u 20 zdravych osob.

Type of APA Upper limit
(U/ml)

aPE IgG 6

aPE IgM 13.2

aPS/PT IgG 6.7

aPS/PT IgM 53

4.7. Hladiny testovanych aPE a jinych APA u pacientii s TEN

Srovnani nekriteridlnich APA protilatek ukazalo vyznamné rozdily pro aPE IgG a [gM mezi
skupinami pacientd s zilni TEN a pacienty s netrombotickymi internimi onemocnénimi
(obrazek 3). Tyto protilatky byly vyznamné vyssi ve skupiné pacientt s Zilni TEN (aPE IgG a
IgM, P=0,02 pro obé¢ tfidy Ig). Nebyly vSak pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi
skupinami téchto pacientli a kontrolni skupinou s vyjimkou signifikantn€ vysSiho aPE IgM u
kontrol nez u netrombotickych internich onemocnéni (P=0,04). Hladiny aPS/PT IgG nebo
IgM byly u obou skupin pacientli podobné. U hladin ACLA IgG nebo IgM a anti-beta2 GP1
IgG nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily.
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Obrazek 3. Sérové hladiny aPE IgG a IgM ve skupinach pacienti s TEN (skupina T) a
netrombotickymi internimi chorobami (skupina NT). Stftedovy ramecek vymezuje hodnoty od
25. do 75. percentilu. Vodorovna ¢ara je zakreslena u medianu. Svisld Cara znazoriuje
minimalni az maximalni hodnotu, s vylou¢enim hodnot vybocujicich hodnot. Vzdalené
hodnoty jsou oznaceny ¢ernym trojuhelnikem.
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4.8. Hladiny testovanych aPE a jinych APA u pacienti s imunologicky
zprostiedkovanymi poruchami

Pacienti vybrani do kohorty ID méli zvySené hladiny APA IgG stanovené pomoci
antifosfolipidového screeningu ELISA véetné ACLA, aPS, aPI, aPA, ale ne aPE. Vsichni
pacienti ze souboru ID byli rovnéz pozitivni na ACLA IgG (>10 GPL). aPE IgG byly
vySetieny u 17 pacientl. Nékteti pacienti byli vySetfeni opakované, takze jsme aPE IgG
vysetfili celkem u 26 vzorki. Hladiny aPE IgG byly vyznamné vys$i nez u kontrol (P
<0,001). Hladiny aPE IgG vyss§i neZ nase mezni hodnota (>6 U/ml) byly zjistény alespoil
jednou u péti pacientl (29 %). Tii z téchto pacientd byli sledovani pro SLE nebo pro
systémové onemocnéni pojivové tkang, jeden pacient pro intersticialni nefritidu a jedna Zena
se 1écila pro neplodnost. VSichni tito pacienti byli rovnéZ pozitivni na dalsi APA IgG proti
jinym fosfolipidim/proteinim. U opakované vySetfovanych pacientii (n=8) nebyly zjistény
7zadné vyznamné rozdily mezi 1. a 2. méfenim hladin aPE IgG. U dvou pacientl doslo ke
zméné s pfesahem do nadlimitni hladiny.

4.9. Avidita aPE IgG

Pocatecni experimenty pro stanoveni optimalnich podminek pro stanoveni avidity aPE IgG
zahrnovaly analyzy rizné ziedénych sér pii riznych koncentracich mocoviny. Vyssi
koncentrace mocoviny disociovaly interakce v imunitnich komplexech vytvofenych mezi aPE
IgG a PE vazanym na povrchu mikrotitraéni jamky U¢innéji nez koncentrace nizsi. Vyssi
fedeéni séra (1:100, 1:200) vedla u nékterych vzorka k ptilis nizkym absorbancim, a tim k nizsi
ptesnosti vysledkt. Jako vhodna se ukdzala mocovina 6 mol/l nebo 8 mol/l pfi fedéni sér 1:50,
protoze tyto podminky umoznily dostate¢né narusit imunitni komplexy (Dimitrov J.D. et al.,
2011). Porovnani Al pfi pouziti mocoviny 6 mol/l a 8 mol/l ukazalo vyznamnou korelaci
(n=48, r=0,71, P<0,0001) stanovenou Passing-Bablokovou regresi.

Vysettili jsme aviditu aPE IgG pomoci mocoviny 6 mol/L v fedéni 1:50 u 43 pacientti s TEN
z TH kohorty a u 38 sér z ID kohorty (22 pacientl). Pacienti s zilni TEN syntetizovali aPE
IgG s nizkou, stfedni a vysokou aviditou, hodnoty Al se pohybovaly v rozmezi 0,23-0,87.
Nizkoavidni aPE IgG (Al méné nez 0,4) byly pozorovany u 25 %, stitednéavidni aPE 1gG (Al
0,4-0,6) u 35 % a ty s vysokou aviditou (Al vice nez 0,6) u 40 % pacientd (obrazek 4B).
Hodnoty AI u imunologickych pacienti se pohybovaly od 0,13 do 0,78. Nizkd avidita aPE
IgG byla podobna jako u pacientd s TEN (27 %), stfedni avidita u 46 % a vysoka avidita opét
u 27 % pacientii (obrazek 4 A). U opakované vySetfovanych pacientll jsme hodnotili aviditu
pouze v prvnim vzorku. aPE avidity IgG u pacientl vySetfenych podruhé se vyznamné
neliSily od pfedchoziho vySetteni.

Hodnoty Al pro aviditu ACLA IgG stanovené obdobnym postupem v piedchozi studii
(Fialova L. et al., 2020) byly vyznamné vys$s§i ve srovnani s hodnotami pro aPE IgG ve
skupiné¢ pacient s TEN (P<0,0001) i ve srovndni s imunologicky podminénymi
onemocnénimi (P=0,04). Avidity aPE IgG u imunologickych pacientl nekorelovaly s
aviditami ACLA IgG, zatimco u pacientli s TEN avidity aPE a ACLA korelovaly, i kdyz
korelace byla slaba (r=0,36, P=0,02).
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Obrazek 4. Distribuce avidity aPE IgG: (A) u pacientll s imunologicky zprostfedkovanymi
onemocnénimi; (B) u pacientti s TEN.
Al — index avidity
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4.10. Vztah mezi aPE a dalSimi APA

Hladiny aPE IgG v TH kohorté vyznamné korelovaly s ACLA IgG pouze ve skupiné pacientti
s TEN. Dalsi vyznamna korelace byla prokazana mezi aPE IgM a ACLA IgM (R = 0,54, P
<0,0001) nebo aPS/PT IgM (r=0,58, P<0,0001) ve stejné skupin¢ pacienti.

Kromé toho aPE IgM vyznamné korelovaly s aPS/PT IgM (r = 0,79, P = 0,002) ve skupin¢
pacientdl s netrombotickymi internimi chorobami a v kontrolni skupiné (r=0,51, P=0,02). Ve
skupin€ pacienti s imunologicky podminénymi chorobami nebyla zjiSténa zadna vyznamna
korelace mezi aPE IgG a ACLA IgG nebo jinymi nekriteridlnimi APA (aPS, aPI a aPA)
vySetfenymi béhem sledovani.
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5. Diskuze

Porovnali jsme dvé chaotropni latky mocovinu a chlorid sodny popsané v literatufe pro
stanoveni avidity APA a testovali jsme n¢kolik moZnosti vypoctu Al

Jevi se, Ze oba testované chaotropy mohou byt vyuZity, a za situace kdy je vhodna
koncentrace chaotropii a patficné fedéni séra, mohou byt hodnoty avidity vzijemné
srovnatelné.

ProtoZe spolehlivy odhad avidity protilatek vyZaduje 50 % sniZeni vazby protilatek (Pullen
G.R. et al., 1986), byly k dostatecné disociaci imunitnich komplexli pii fedéni sér 1:50 a
1:100 pouzity koncentrace mocoviny 6 a 8 mol/l a 1 a 2 mol/l NaCl. Vyssi koncentrace
mocoviny a vice nafedénd séra vedly k uc¢inngj$i disrupci imunitnich komplexli a k
vyznamnému snizeni Al. Nejjednodussi zplisob stanoveni avidity je analyza jednoho fedéni
séra vystavené¢ho pouze jedné koncentraci chaotropnich latek.

Dimitrov a kol. (2011) zmifluji, Ze tento test pro stanoveni avidity neni dostate¢né citlivy na
mirné poklesy vazby pii vysokych koncentracich IgG. Na zakladé naSich vysledkl se zda, ze
stanoveni avidity IgG ACLA neni ovlivnéno jejich hladinami podobné jako v piipadé IgG
protilatek proti pertusovému toxinu a filamenté6znimu hemaglutininu (Almanzar G. et al.,
2013). Nase metoda stanoveni avidity pro ACLA s jednim fedénim séra a ta, ktera pouzivala
sériove fedéné sérum, jez neni ovlivnéné hladinami protilatek, vykazovaly dobrou korelaci.
Stanoveni Al pomoci sériové fedén¢ho séra pacienta je povazovano za zlatou standardni
metodu pro stanoveni avidity metodou ELISA (Hedman K. et al., 1989). Hlavni nevyhoda
tohoto metodického pfistupu spocivd v nutnosti ¢tyf nebo vice fedéni vzorku (Prince H.E a
Wilson M., 2001). Pro tento nedostatek jsme tuto metodu modifikovali redukci poctu fedéni
séra pouze na dvé, ktera se ukéazala jako vhodnd v rdmci testovani metody s jednim fedénim.

Ke stanoveni avidity ACLA IgG, pro vyhodnoceni vztahu mezi aviditou ACLA IgG a jejich
hladinami v rozmezi od velmi nizkych az po vysoké, jsme aplikovali jednoduchou modifikaci
ELISA metody - jednou fedéné sérum vystavené plisobeni roztoku mocoviny. Nezavisle na
pouzité¢ koncentraci mocoviny (6 nebo 8 mol/l) nebyly zjistény vyznamné rozdily v
medianech Al mezi testovanymi skupinami pacientii (hladiny ACLA od velmi nizkych az po
vysoké). U nasich pacientii prevazovaly ACLA s vyssi aviditou, protoze mediany Al ve vSech
skupinéach byly vys$si nez hodnota 0,6 pfi pouZziti mocoviny 6 mol/l jako chaotropu.

Cucnik a kol. (2011) pozorovali, Ze ne vSechny vzorky s vysokymi hladinami anti-beta2 GPI
vykazovaly vysokou aviditu. Nedostatek vztahu mezi ACLA IgG hladinami a aviditou
doklada i nase studie.

Prokazali jsme silnou pozitivni korelaci mezi hladinami ACLA a APA namifenych proti anti-
beta2GPI a dalSim fosfolipidim. Nase zjisténi jsou v souladu se zavéry studie systematického
prehledu, ktery uvadi, ze prevalence vsech nekriterialnich APA byla u pacienti s APS
vyznamné zvySena ve srovnani s pacienty bez APS (Rodriguez-Garcia V. et al., 2015).

ey e

protilatek proti neutrdlnimu fosfolipidu — fosfatidyletanolaminu (Staub H.L. et al., 2012).
Pozitivita aPE u naSich pacientii s TEN byla podobna jako v multicentrické studii Sanmarca a
kol. (2007). Podil zvySenych hladin aPE IgG/IgM byl nejnizsi ze vSech vySetfovanych APA,
ale jako jedina byla pozitivni u 6,5 % pacientll. Podpofili jsme tedy ndzor, ze aPE miiZe byt
jedinym typem APA u pacientii s trombdzou (Sanmarco M. et al., 2001). Podle ocekavani byl
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podil pozitivnich aPE IgG vyssi, vice nez dvojnasobny (29 %) u pacientd s imunologicky
podminénymi chorobami ve srovnani s pacienty s trombozou. Je vSak tfeba vzit v uvahu, ze
do souboru pacientll s imunologicky zprostfedkovanymi chorobami byli zafazeni pacienti,
ktefi méli pozitivni ACLA IgG. Tento vysledek je blizky vysledku studie Bertolacciniho a
kol. (2012), ktera prokazala aPE IgG u 46 % pacientli se SLE a zaroven APA pozitivnich.
Naproti tomu Zhang a kol. (2019) zaznamenali pozitivitu aPE pouze u 8,1 % cinskych
pacientll s APS. Ke stanoveni aPE neexistuji zddné mezinarodni standardy. Tento fakt ztézuje
porovnavani riiznych studii a miize vést k nejednoznacnym vysledkim.

Nejen hladiny protilatek, ale i jejich avidita maji vliv na zavaznost autoimunitniho
onemocnéni (Fialova L., 2014). Pro testovani avidity aPE IgG jsme zvolili modifikovanou
metodu ELISA s pouZitim mocoviny jako chaotropniho ¢inidla.

Pilotni studie stanoveni avidity aPE IgG ukazala, ze avidita aPE IgG se miZe pohybovat v
Sirokém rozmezi. Je zajimavé, ze jsme neprokazali vztah mezi aviditou aPE IgG a ACLA IgG
u pacientll s imunologicky zprostfedkovanymi chorobami. Zatimco u aPE byly zastoupeny
piredevsim protilatky s nizkou a stfedni aviditou, u ACLA pievazovaly protilatky s vyssi
aviditou. Lze predpokladat, Ze rizné APA se mohou podilet na patogenezi onemocnéni
riznymi zplsoby, a to nejen s ohledem na rizné vazebné cile. To je znamo ze studii avidity
(afinity) jinych autoprotilatek (Fialova L., 2014).
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6. Zavér

Mocovina i chlorid sodny mohou byt uZity jako chaotropni latky. Koncentrace mocoviny 6 a
8 mol/l a NaCl 1 a 2 mol/l byly vhodné pro dostatecnou disociaci imunitnich komplext.
Nejjednodussi metoda ELISA s jednim fedénim séra a fixni koncentraci chaotropu je vhodna

wwr

postupy.

Avidita ACLA nezavisi na hladindch ACLA; vysokoavidni ACLA mohou byt pfitomny u
pacientl s velmi nizkymi hladinami ACLA.

Potvrdili jsme, ze avidita ACLA patii mezi stabilni charakteristiky, ktera se sice v ¢ase méni,
ale bez statistické vyznamnosti. V naSi skupiné pacientll ptfevazovaly protilatky s vySsi
aviditou a kolisani hladin a avidit v longitudinadlnim sledovani nevykazovalo vyznamné
rozdily.

Naznacili jsme silnou pozitivni korelaci mezi hladinami ACLA a APA namifenych proti anti-
beta2GPI a dalsim fosfolipidiim, ale tyto hladiny nekorelovaly s aviditou ACLA.

Prokazali jsme signifikantné€ vys$si hladiny aPE IgG a IgM ve skupiné pacienti s zilni TEN ve
srovndni s pacienty s jinymi internimi onemocnénimi a v kohorté imunologicky
zprostfedkovanych onemocnéni vyssi nez u kontrol.

Jevi se, Zze aPE IgG/IgM muze souviset s ostatnimi APA, ale pouze u n¢kterych skupin
pacientd.

Avidita aPE IgG mize u riznych onemocnéni kolisat od nizkoavidnich az po vysoce avidni

protilatky (pfevaha nizké a stfedni avidity). Hladiny aPE IgG a jejich avidity nevykazovaly
pfi opakovaném vySetfeni vyznamnou dynamiku.
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7. Seznam zKkratek

ACLA
Al
Anti-beta2 GPI
APA
aPA
aPE
aPI
APS
aPS
aPS/PT
aPT
ELISA
sorbent assay)
GPL
IgG
IgM
LA
MPL

n

n.s.

p

r

TEN
VS.

antikardiolipinové protilatky

index avidity

protilatky proti beta2-glykoproteinu I
antifosfolipidové protilatky

protilatky proti kyselin€ fosfatidové

protilatky proti fosfatidyletanolaminu

protilatky proti fosfatidylinositolu

antifosfolipidovy syndrom

protilatky proti fosfatidylserinu

protilatky proti komplexu fosfatidylserin/protrombin
protilatky proti protrombinu

enzymova imunoanalyza (enzyme-linked immuno

jednotka antifosfolipidovych protilatek tiidy IgG
imunoglobuliny izotypu G

imunoglobuliny izotypu M

lupus antikoagulans

jednotka antifosfolipidovych protilatek tiidy [gM
pocet vzorkil

nevyznamne

mira vyznamnosti

Pearsontiv korelacni koeficient
tromboembolickd nemoc

versus
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