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Abstrakt

Heterogenita antifosfolipidovych protilaitek (APA) se mize projevovat nejen v rizné
antigenni specificnosti, ale také v jejich avidité. Avidita APA se zda byt klinicky vyuzitelna
jako cenna dopliikkova charakteristika. U pacientll se séronegativnim antifosfolipidovym
syndromem (APS) byly zjistétny APA, které nejsou zahrnuty mezi laboratorni kritéria
antifosfolipidového syndromu, tzv. nekriteridlni protilatky. Antifosfatidylethanolaminové
protilatky (aPE) pfedstavuji jeden typ APA namifeny proti neutrdlnim fosfolipidim -

fosfatidylethanolaminim.
Hlavni cile dizertacni prace byly:

1) porovnat nékolik modifikaci ELISA 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 konven¢nimi APA.

Pro srovnani rGznych metod pro stanoveni avidity ACLA IgG jsme testovali upravenou
metodou ELISA s pouzitim riiznych koncentraci mocoviny a chloridu sodného jako
chaotropnich ¢inidel a rizného fedéni sér. Hladiny a aviditu ACLA a aPE jsme analyzovali v
séru pacientil s trombdzami a imunologicky podminénymi onemocnénimi. U ¢asti 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

v v

Vysledky z klinické casti prace ukazaly, ze avidity ACLA se ve skupindch pacientli
klasifikovanych podle hladin ACLA neliSily. aPE IgG/IgM byly signifikantné vySsi ve
skupin€ pacientli s Zilnim tromboembolismem nez u pacientd s netrombotickymi internimi
poruchami. aPE IgG/IgM zvySené nad nami stanovenymi hrani¢nimi hodnotami byly zjistény
u 10,8 % pacientil s zilnim tromboembolismem a jako jedina APA u 6,5 % téchto pacientu.

Hladiny aPE IgG vy$$i nez nase mezni hodnoty byly zjistény u 29 % pacientil s



imunologicky zprostfedkovanymi onemocnénimi s dalSimi pozitivnimi APA. U pacientil
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 neménily.

Vysledky naSeho zkoumani rozsifily poznatky o avidit¢é APA a nckterych nekriteridlnich
APA po strance metodologické i1 klinické. Zda se, ze avidita ACLA nemé zadny vztah k
hladinam ACLA, ale patii ke stabilnim charakteristikdm. Dale jsme zjistili, Ze aPE miize
souviset s zilnim tromboembolismem a miize byt soucasti 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.
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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 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%.

11



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 of 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.
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Teoreticka Cast

1. Uvod

Antifosfolipidové protilatky (APA) zahrnuji velmi heterogenni skupinu autoprotilatek,
namifenych proti riznym antigennim cilim (Misasi R. et al., 2015; Alessandri C. et al.,
2011). Trvale zvySené APA predstavuji dulezity laboratorni ndlez u pacientl
s antifosfolipidovym syndromem (APS), autoimunitnim onemocnénim, klinicky se
manifestujicim piedevSim cévni trombozou a/mebo teéhotenskymi komplikacemi (Hughes
G.R.V., 1983; Hughes G.R.V., 2014; Nikolova-Vlahova M.K. et al., 2015). Ty z APA, kter¢
maji vztah k APS jsou autoprotildtkami, které jsou ve skuteCnosti zaméfeny proti
makromolekuldrnim latkdm vézanym vétSinou na negativné nabité fosfolipidové povrchy.
Tyto jsou obvykle funkéni strukturou v systému krevniho srazeni (Bulikova A. a Penka M.,
2006). Nejcastéjsi klinickou manifestaci APS je hluboka zilni tromboza (Cervera R. et al.,
2009). Mezinarodni klasifikaéni kritéria pro APS zahrnuji protilatky proti kardiolipinu
(ACLA) IgG/IgM (imunoglobuliny izotypi G/M), proti beta2-glykoproteinu I (anti-
beta2GPI) 1gG/IgM a lupusové antikoagulanty (LA) (Miyakis S. et al., 2006). Protoze ne
vSichni pacienti, ktefi vykazuji klinické zndmky APS, produkuji kriterialni APA, jsou
intenzivné studovany a vySetfovany tzv. nekriteridlni APA. Mezi nekriteridlni APA tadime
napf. protilatky =~ proti  protrombinu  (aPT),  protilatky = proti ~ komplexu
fosfatidylserin/protrombin (aPS/PT) nebo anti-beta2GPI proti doméné 1(anti-beta2 GPI-D1)
(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 kli¢ové charakteristiky APA (Steward M.W., 1979).
Avidita (funk¢ni afinita) je dtlezitou vlastnosti protilatky souvisejici s jeji specifitou
(Pohanka M., 2009). Je vyjadfena jako sila interakce mezi antigenem a odpovidajici
protilatkou, ktera je nezavisld na mechanismech fidicich hladiny protilatek (Steward M.W. et
al., 1979). Avidita autoprotilatek mtze hrat rozhodujici roli v urcitych organové specifickych
onemocnénich spojenych s autoprotildtkami (Gharavi A. a Reiber H., 1996). Cuénik a kol.
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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
trombodza, kterd naopak byla vzacna ve skupiné pacientli s vysokym titrem protilatek, ale s

nizkoavidnimi anti-beta2 GPI.

S ohledem na vysSe uvedené poznatky se budu v dizerta¢ni praci zaobirat problematikou APA
piredevS§im u pacienti s tromboembolismem (hlubokd Zilni trombdza, plicni embolie)

a imunologicky podminénymi nemocemi.
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2. Tromboembolicka nemoc — TEN

Definice TEN

Zilni tromboembolickd nemoc je multifaktorialni onemocnéni charakterizované vznikem
krevni srazeniny (trombu) v urCité casti zilniho fecist¢ a jeho ndslednym vmetenim
(embolizaci) do plic. TEN je jednou z hlavnich pfic¢in imrti v primyslovych zemich. Pfitom
u zdravé bilé populace jde o velmi vzdcné onemocnéni, které postihuje ve véku do 40 let
méné nez 0,01 % a ve véku od 40 do 60 let se vyskytuje pouze asi v 0,1-0,2% (Musil D.,
2009). TEN klinicky zahrnuje dvé nozologické jednotky, a to hlubokou Zilni trombozu
(HZT) a plicni embolii (PE).

Rizikové faktory vzniku TEN:

1. vrozené rizikové faktory — rezistence k aktivovanému proteinu C — nej€astéji vznikajici
v disledku mutace koagulaéniho faktoru V - Leidenskd mutace, mutace protrombinu,
deficit antitrombinu, proteinu C, proteinu S, hyperhomocysteinémie, dysfibrinogenémie,
zvySena hladina faktoru VIII, snizend hladina plazminogenu nebo aktivatoru

plazminogenu,

2. ziskané neovlivnitelné rizikové faktory — vék, rodinnd anamnéza, ziskana rezistence k
aktivovanému proteinu C, ziskany deficit antitrombinu III, deficit proteinu C a proteinu S,

zvySeni fibrinogenu, zvySena aktivita faktoru VIIL, IX, XI, APA,

3. ziskané ovlivnitelné rizikové faktory — sepse, obezita, maligni proces,
myeloproliferativni choroby, nefroticky syndrom, téhotenstvi a postpartalni obdobi,

varixy, akutni a chronické onemocnéni,

4. vlivy prostredi — invazivni vstupy, operace, trauma, sadrova fixace, cestovni trombdzy,

imobilita, antikoncepce, koufeni cigaret, neobvykla fyzicka zatéz.

Kazdy z uvedenych rizikovych faktori je spojen s relativnim rizikem vzniku trombdzy.

Relativni riziko vypovida o tom, kolikrat urcity rizikovy faktor zvysSuje nebezpeci vzniku
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TEN ve srovnani se zdravymi kontrolami stejného véku a pohlavi (Musil D., 2009). Z tohoto
pohledu Ize rizikové faktory rozdélit do dvou skupin (British Thoracic Society guidelines for
the management of suspected acute pulmonaryembolism, 2003; Lindhoff E. a Luxembourg

B., 2008).

1. Zavazné rizikové faktory (relativni riziko 5-20) — stavy po operaci (v€tSi operace
bficha a panve, um¢lé ndhrady kycelnich a kolennich kloubi), porodnictvi (pozdni
téhotenstvi, cisafsky fez, Sestinedéli), fraktury dolnich koncetin, maligni onemocnéni
(bficho, panev, metastdzy), imobilizace na 10zku, TEN v osobni anamnéze, trombofilie
(mutace faktoru V Leiden homozygot/heterozygot, deficit antitrombinu III, deficit
proteinu C a proteinu S, APA),

2. méné zavazné rizikové faktory (relativni riziko 2—4) — kardiovaskularni onemocnéni,
estrogeny (hormondlni antikoncepce a substituce), CHOPN, nefroticky syndrom,
chronicka zanétlivda onemocnéni, obezita, dlouhé cesty vsed€¢, trombofilie (mutace

protrombinu heterozygot).

Zakladnim rizikovym faktorem vzniku TEN je vék (Kniffin W.D. et al., 1994). U populace
nad 75 let véku je ve srovnani s populaci do 40 let véku 100 x vyssi relativni riziko vzniku

TEN.

2.1. Hluboka4 Zilni trombéza — flebotrombéza — HZT

Definice HZT

HZT je onemocnéni definované vznikem krevni srazeniny v uréité ¢asti hlubokého Zilniho
systému. Nejcastéji postihuje hluboké zily dolnich koncetin a panevniho fecisté. Vznikla

N 24

jsou akutni PE, posttromboticky syndrom (PTS) a chronicka tromboembolicka plicni

hypertenze. Roén& onemocni HZT v CR 15 - 20 tisic pacient.

16



2.1.1. Patogeneze HZT

Tromboza vznikd nerovnovdhou mezi protromboticky a antitromboticky plisobicimi

mechanismy.

Zakladni patofyziologické mechanismy vzniku HZT jsou znamé pod ozna¢enim Virchowova
-Rokitanského trias.

1. hyperkoagulacni stav

2. staza krve

3. poruseni Zilniho endotelu a intimy

Ad 1.) Zvysena tendence k tvorbé krevnich srazenin miize byt vrozend nebo ziskand (viz

vyse, kapitola 2 — rizikové faktory vzniku TEN).

Ad 2.) K stagnaci krve v zilach vedou ptfedevSim ndsledujici okolnosti - imobilizace na
lzku, dlouhodobé stani, sezeni, lezeni, sddrova fixace, srdec¢ni selhdni, omezeny zilni pritok

v téhotenstvi.

Ad 3.) K poruSeni zilniho endotelu dochézi zejména z nésledujicich pfi¢in — cigaretovy kouf,
hypoxie, zanét, imunologické poruchy, po katetrizacich a kanylacich Zilniho fecisté, po

operacich, po zhmozdéni ¢i po urazech.

2.1.2. Diagnostika HZT
1. Anamnéza, klinické priznaky

Klinickymi p¥iznaky HZT jsou piedeviim bolest, otok a lividni zabarveni kon&etiny.
Nedilnou soucasti spravné diagnozy je provedeni podrobné anamnézy (tromboembolické
piihody u pacienta a rodinnych piislusnikii, pfitomnost maligniho onemocnéni, imobilizace,

atd.).
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2. VySetfovaci metody

Metodou volby ke stanoveni HZT je ultrazvukové vysetieni — duplexni sonografie. Pii
akutni Zilni okluzi je Zila vyplnéna anechogennim trombem, zila je dilatovand a

nekompresibilni.

Dal8imi metodami jsou CT vySetieni (spirdlni CT, CT flebografie) a nuklearni magneticka

rézonance.

3. Biochemicka diagnostika

K diagnostice TEN slouzi stanoveni D-dimerd. Plazmatické D-dimery jsou kone¢nym
produktem degradace fibrinu plazminem, Jednd se o marker s vysoce negativni predikéni
hodnotou, tzn. Ze pfi negativnim stanoveni D-dimerti je TEN vysoce nepravdépodobna.
Pozitivita D-dimerti je krom¢é TEN pozorovana i v t¢hotenstvi a u fady jinych patologickych

stavll — infekce, diseminovana intravaskularni koagulace, nddorova onemocnéni.

2.1.3. Posttromboticky syndrom — PTS

PTS piedstavuje jednu z hlavnich komplikaci akutni zilni trombdzy, kterd se klinicky
manifestuje riznym stupném chronické zilni insuficience az vznikem bércového viedu.
Hlavni pfi¢inou je kombinace nedostatecnosti Zilniho chlopenniho aparatu a pretrvavajici
zilni obstrukce. Soucasné 1écebné postupy jsou provazeny ruzné vysokym vyskytem PTS.

Nejnizsi vyskyt PTS se udava pii pouziti trombolytické 1éCby.

Standardni diagnostika PTS prozatim neexistuje. Potvrdit PTS mizeme na zékladé
klinickych zndmek sekundarniho chronického zilniho onemocnéni a soucasného

ultrazvukového prikazu refluxu a/nebo obstrukce.

2.1.4. Lé¢ba HZT

Cilem 1é¢by HZT je predevsim zabranéni progrese vzniklé trombozy, dislokace trombu (PE,

chronicka tromboembolicka plicni hypertenze), rekanalizace postizeného zilniho systému a
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zabrana recidivy.

HZT lze 1é¢it konzervativné ¢i intervenéné. Konzervativni 16¢ba je zcela zasadni a spodiva v
podani antikoagula¢ni terapie a v zavedeni reZimovych opatieni. Intervencni terapie se
zakladd na podani trombolyzy s pifipadnou kombinaci s jinymi lé¢ebnymi postupy
(farmakomechanicka disoluce, aspirace, balonkova angioplastika, stenting). K zabranéni PE
Ize preventivné zavést kavalni filtr. Chirurgickd lécba je ur¢ena pro nemocné, kteti jsou

kontraindikovéani k podani antitrombotické 1é¢by.

2.1.4.1. Antikoagulaéni 16¢ba HZT

K antikoagula¢ni 16¢b& HZT fadime nefrakcionovany heparin, nizkomolekularni hepariny
neboli LMWH (enoxaparin, nadroparin, bemiparin), pentasacharid (fondaparinux),

antivitamin K (Warfarin) a nova dostupna peroralni antikoagulancia.

Nova peroralné dostupna antikoagulancia - NOAC

NOAC nazyvana téz direktivni ordlni antikoagulancia (DOAC) zazivaji v poslednich letech
velky rozmach. Mezi NOAC tadime pfimé inhibitory faktoru Xa — xabany (rivaroxaban,

apixaban a edoxaban) a pfim¢ inhibitory faktoru Ila — gatrany (dabigatran) (tabulka 1).

Tabulka 1: Farmakologické vlastnosti NOAC

NOAC Dabigatran Rivaroxaban Apixaban Edoxaban
Mechanism Inhibitor f. Ila Inhibitor f. Xa  Inhibitor f. Xa Inhibitor f. Xa
usucinku

Nastup ucinku |1-2 2-4 2-4 1-2

(h)

Biologicka 3-7 66 (bezjidla) 50 62

dostupnost

(o)
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Polocas (h)

Vyluéovani
ledvinami

(“o)

Metabolismus
pres CYP3A4

Metabolismus
glykoprotein P

Absorbce s
potravou

Doporuceno
uzivani jidla

Gastrointestinal
ni tolerance

Antidotum

12-17

80

Ne

'Ano

74dny efekt

Ne

Dyspepsie 5-10%

Ano

66

Ano

Ano

Plus 39 %

Ano

Ne

Ne

12

25

Ano

Ano

Zadny efekt

Ne

Ne

Ne

Ne

Ano

Plus 6 az 22 %

Ne

Ne

Ne

NOAC se vyznacuji rychlym nastupem ucinku, rychlou eliminaci z organismu v zavislosti na

rendlniclearance, nevyzaduji rutinni monitoraci, maji fixni davkovani a minimalni 1ékové a

potravinové¢ interakce (Weitz J.1. et al., 2017).

Tato pfimé antikoagulancia jsou minimalné tak efektivni jako kumariny, ale jsou spojena s

niz§im vyskytem zévazného az zivot ohrozujiciho, zejména intrakranidlniho, krvaceni (Ruff

C.T. etal., 2014).

Jednotliva NOAC se v 1écbé TEN a v rdmci prolongované sekundarni profylaxe vyznacuji

odli$nostmi v rezimu davkovani (1x denn¢, nebo 2x dennég), velikosti podavanych davek

a zpusobem zah4jeni antikoagula¢ni terapie (Burnett A.E. et al., 2016) (tabulka 2).

Soucasna 10. doporuceni American College of Chest Physicians Evidence-Based Clinical

Practice Guidelines (ACCP) navrhuji NOAC jako 1é¢bu prvni volby pti akutni TEN.
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Tabulka 2: Porovnani NOAC v [é¢bé TEN (upraveno dle Burnett A.E. et al., 2016)

NOAC Dabigatran Rivaroxaban Apixaban Edoxaban
Akutni 150 mg 2x denné¢ 15 mg 2x denné 3 10 mg 2x 60 mg 1x denné
tydny, poté 20 mg denné¢ 7 dni,
TE )
N po 1x denné s jidlem  poté 5 mg 2x po
> & = 5 dnech denné > & = 5 dnech
LMWH/UFH LMWH/UFH
Prevence | 150 mg 2x denn¢ 20 mg 1x denné 2,5 mg 2x denné 60 mg 1x denné
rekurence
Upravy 110 mg 2x denné 15 mg 1x denné pfi - 30 mg 1x denné
, ., | (v€k nad 80 let, vysSim riziku pii Ckrea 15-50
davkovani . .. . .
ren. isuf., riziko krvaceni ml/min.  a/nebo
krvaceni) vaze pod 60 kg
Limitace/ | Inhibitory P-gp s Silné¢ CYP3A4 a P- Silné CYP3A4 Soucasné
kontraindik| Ckrea < 50 gp inhibitory nebo a P- gp podavani
ace ml/min Ckrea <  induktory inhibitory inhibitori P-gp
30 n}ln./ min: (soucasn¢) nebov 1nd1vlktory Ckrea <
nepodavat Ckrea < 30 ml/min  (SOUC3S1€) 1501 min.
Ckrea < 15 ml/min: Ckrea < 15 nepodavat
nepodavat ml/min:
nepodavat

Ckrea — clearance kreatitinu dle Cockroft-Gaulta, P-gp — glykoperotein P, LMWH -

nizkomolekularni hepariny, UFH — nefrakcionovany heparin, CYP3A4 — cytochrom P450

3A4.

2.1.4.2. Intervenéni 1é¢ba HZT

Lokalni trombolyza je vyuZivana u nemocnych s rozséhlou ilickou trombo6zou. Nejb&znéji

vyuzivanym trombolytikem je rekombinantni aktivator plazminogenu (rt-PA), jehoz vlivem

dochazi k aktivaci plazminogenu véazaného fibrinem a jeho pfeméné v U¢inny plazmin.

Technicky tspéch intervenéni 1é¢by HZT (vétsinou za pfispéni jinych 1é¢ebnychtechnik) se

uvadi mezi 80-90 %, dlouhodoba prichodnost cévy je vyssi po implantaci stentu — cca 70

%. Velké krvaceni po podani lokalniho trombolytika se vyskytuje do 4 %.
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2.2. Plicni embolie — PE

Definice PE

PE je tfetim nejcastéjSim kardiovaskuldrnim onemocnénim s vysokou ¢asnou mortalitou —
asi 11 % pacientll s PE kon¢i nahlou smrti. Ro¢né onemocni PE v CR okolo 10 tisic
pacienti, vétsina ve vékové skupiné 60-80 let. Zdrojem PE byva nejéast&ji HZT (az 85 %).
Mimotadnymi pfi¢inami PE je embolizace vzduchu, nadorovych hmot, tukovych latek,
plodové vody a infikovanych trombii. Dle hemodynamického dopadu klasifikujeme PE na
akutni masivni PE, akutni submasivni PE, akutni malou PE, subakutni masivni PE a

chronickou tromboembolickou plicni hypertenzi.

2.2.1. Patogeneze PE

Zavaznost PE je zavisla na rozsahu obstrukce plicniho cévniho feCiSté a stavu
kardiovaskularniho systému postizené¢ho jedince. Akutné¢ vznikla plicni hypertenze pii PE
muze zpusobit pretizeni pravé komory (PK) a jeji dilataci s néaslednym pravostrannym
srde¢nim selhanim. Dochazi k poklesu minutového srde¢niho vydeje PK, coz vede k poklesu
plnéni levé komory (LK). Dilatace PK s pfetlacenim interventrikularniho septa se projevuje
zhorSenim diastolick¢ funkce LK. Projevem vzniklé hypotenze mulze byt synkopa ci
kardiogenni Sok. PE se muze rovnéz projevit ndhlou smrti, a to v piipad¢, kdy plicni
vaskularni hypertenze stoupne na uroven, kterou jiz neni PK schopné tolerovat. U pacienttl,
ktefi prekonali tvodni ataku pravostranného srdecniho selhani, dochazi k rozvoji
kompenzac¢nich mechanismi aktivaci sympatického systému. Dominantnim projevem PE je
respiracni insuficience, kterd je dana desaturaci zilni krve, ventilaéné-perfuznim nepomérem

a moznym pravolevym zkratem otevienim patentniho foramen ovale.

2.2.2. Diagnostika PE
1. Anamnéza, klinické priznaky

Dominantnimi klinickymi ptfiznaky PE jsou duSnost a bolest na hrudi. Pro PE je

charakteristicka ndhle vznikl4 dusnost riizn€ intenzity. Bolest na hrudi je velice ¢asto vdzana
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na dechové exkurze (pleuralni iritace) a/nebo byva projevem ischemie PK pii pravostranném
pretizeni.
Anamnestickd data a klinické pfiznaky jsou soucdsti explicitnich skérovacich systému

(revidované Zenevské skore a Wellsovo skore), které vyuzZivdme pro stanoveni klinické

pravdépodobnosti PE.

2. VySetiovaci metody

Na elektrokardiografickém vySetfeni pozorujeme znamky ptetizeni PK (inverze viny T V1-

V4, klasicky obraz SI, QIII a inkompletni ¢i kompletni blokadu pravého raménka Tawarova).

CT-angiografie plic je zlatym standardem u pacientii s podezienim na PE. Kromé& vylouceni
¢i potvrzeni trombil v plicnim fecisti 1ze z tohoto vySetfeni zjistit napt. velikost PK. Dilatace

PK je jednim z markert pro stratifikaci rizika nemocného s PE.

Plicni angiografie byla v diagnostice PE jiz témét nahrazena CT-angiografii. Jeji nespornou
vyhodou vSak zlstavd moznost invazivniho meéfeni tlakovych pomérti v plicnici a v
pravostrannych srdecnich oddilech, vcetné moznosti intervencéni 1écby PE (selektivni

trombolyza, fragmentace trombu).

Plicni scintigrafie detekuje distribuci intraven6zné podané latky oznafené radioizotopem.
Negativni prediktivni hodnota dosahuje témet 100 %. V optimalnim piipadé se provadi jako
ventilaéné-perfuzni scan.

Echokardiografické vySetfeni povazujeme za klicovou pomocnou vySetfovaci metodu u PE.

Umoziiuje komplexni neinvazivni zhodnoceni hemodynamického stavu nemocného.

Dominantni tlohu hraje u pacientii s akutni masivni PE.

3. Biochemicka diagnostika

Jak jiz bylo uvedeno, k laboratorni diagnostice TEN slouzi stanoveni hladiny D-dimert (viz

vyse, podkapitola 2.1.2. — laboratorni diagnostika HZT).
Dalsi biochemické ukazatele PE jsou markery myokardidlniho poskozeni (troponiny) a

myokardialniho pfetizeni (natriuretické peptidy). Elevace hladiny srde¢nich troponinti odrazi

zavaznost PE a je vyuzivana ke stratifikaci rizika u hemodynamicky stabilnich pacienti.
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Zvyseni natriuretickych peptidl je spojeno s pretizenim/dysfunkei PK.

2.2.3. Akutni masivni PE

W v

vznikem akutniho cor pulmonale, coz je stav odpovidajici selhani PK. Letalita je udavana

okolo 20 %.

2.2.4. Chronicka tromboembolicka plicni hypertenze

Jednd se o zavazné onemocnéni s nevalnou prognédzou. Klinicky se projevuje progredujici
namahovou dusnosti az pravostrannym srde¢nim selhdnim. Fyzikdln¢ jsou pfitomny zndmky
hypertrofie PK. Pro diagndzu museji byt pfitomny angiografické znamky obstrukce plicniho

fecisteé a hodnota stfedniho tlaku v plicnici > 25 mmHg pii normalnim tlaku v zaklinéni.

2.2.5. Lécba PE

Lécba plicni embolie se odviji od jeji zdvaznosti. Zakladem terapie je antitromboticka a

podplirna 1é¢ba (hemodynamicka a ventilacni podpora).

Antikoagulacni terapie je indikovana téméf u vSech nemocnych s PE. K zahijeni
antikoagulacni 1écby volime vzdy parenterdlni piipravky (LMWH, UFH, pfipadné
fondaparinux). NOAC jsou hlavnimi antikoagulancii v dlouhodobé terapii. Je diilezité zminit,
ze u jedinct s aktivnim nadorovym onemocnénim je doporucena dlouhodoba az dozivotni

lécba LMWH.

Standardni antikoagula¢ni terapie je 6 mésict. U pacientl s pretrvavajicim hyperkoagulacnim

stavem ¢i Zivot ohrozujici PE se 1é¢ba mize prodlouzit.

Systémova trombolyza je zahdjena u nemocnych s projevy Soku, nebo u kterych je

ptedpoklad jeho rozvinuti za hospitalizace.

Pii selhani ¢i kontraindikaci trombolyzy je indikovana reperfuzni 1écba chirurgickou

embolektomii nebo perkutanni intervenci.
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3. Antifosfolipidovy syndrom — APS

APS syndrom, téZ Hughesiv syndrom, patfi mezi trombofilni stavy. Jedna se o klinicko
laboratorni jednotku, kterd je charakterizovana klinickymi projevy ve form¢ trombozy

a/nebo piesné definované reprodukéni ztraty a soucasné pritomnosti APA.

APS lze rozdélit na dvé zdkladni formy: sekundérni, kterd je podminéna pfitomnosti jiného
onemocnéni (zvlasté u systémového lupus erythematodes — SLE), a formu primarni pfi
manifestaci tohoto syndromu je katastroficky APS. Diagnéza APS je potvrzena naplnénim
mezinarodnich kritérii. Syndrom miiZze byt provazen i fadou tzv. “ne-kritéria” manifestaci.

Hlavnim lécebnym postupem je antitromboticka 1écba.

3.1. Etiopatogeneze APS

Etiopatogeneze je velice komplexni a slozity proces. Vyznamnou tlohu v etiopatogennich
mechanismech hraji APA, které jsou heterogenni skupinou autoprotilatek s odliSnym
cilovym antigenem a riznym klinickym vyznamem. Né&které z nich se Uc€astni ptirozenych
pochodll v organismu, jiné se nepochybné podileji na klinickych projevech APS (Bulikova

A., 2016).

Nejvice akceptovatelnym patofyziologickym mechanismem plsobeni APA je navozeni
protrombotického a prozanétlivého stavu (Giannakopoulos B. a Krilis S.A., 2013; Du V.X. et
al., 2013). Cast zmén v organismu pii ptsobeni APA vznika piimym ovlivnénim funkéniho
stavu bunc¢k ¢i tkani. Tento mechanismus ucinku je povazovan za jeden z hlavnich
patofyziologickych déji pfi neurologickych projevech syndromu ¢i u téhotenskych
komplikaci (Bulikova A., 2016). N¢které klinické projevy mohou byt spjaty s rozvojem
vaskulopatie spojené¢ s intimalni hyperplazii, jez je indukovand cestou signalnich drah
AKT/mTORC (proteinkindza B/sav¢i komplex zasahovany rapamycinem), coz je

nasledovano proliferaci hladké svaloviny cév (Canaud G. et al., 2015).
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3.2. Diagnostika APS

Diagnéza APS je stanovena splnénim diagnostickych kritérii, ktera byla naposledy
revidovana najedenactém Mezindrodnim kongresu o APA v Sydney v roce 2004 (Miyakis S.
et al., 2006). K uznani diagnézy APS je nezbytny prikaz jednoho klinického a jednoho
laboratorniho kritéria. Casové rozhrani mezi klinickou manifestaci a pritkazem protilatek je
nejméné 12 tydnd a nejvice 5 let. Rovnéz je doporuceno rozliSovat ptipady u nichz je dalsi

rizikovy faktor klinické manifestace a ty, u nichz takovy faktor nalezen nebyl.

Pridatné rizikové faktory pro klinickou manifestaci APS (upraveno podle Sydney
2004)

Ptidatnymi rizikovymi faktory jsou:
— vék (muzi nad 55 let, Zzeny nad 65 let),

— kardiovaskularni rizikové faktory (hypertenze, diabetes mellitus, zvySeny LDL nebo
snizeny HDL cholesterol, koufeni cigaret, rodinnd anamnéza piredcasného vyskytu
kardiovaskularnich chorob, mikroalbuminurie, glomerularni filtrace < 60 ml/min., body mass

index > 30 kg/m?),
— vrozené trombofilie (pfedevsim Leidenskd mutace faktoru V),

— ziskané rizikové faktory trombozy (hormondlni antikoncepce, nefroticky syndrom, maligni

onemocnéni, imobilizace, operace).

Klasifikacni kritéria nezahrnuji netrombotické (“ne-kritéria”) manifestace APA. Dale kritéria
napt. nezohlednuji skutecnost, ze zejména u SLE dochézi v pribéhu casu ke kolisani hladiny

APA (Out H.J. et al. 1989).
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Revidovana kritéria APS (upraveno podle Sydney 2004)
Klinicka kritéria
1. tromboza

— jedna ¢i vice klinickych manifestaci vendzni ¢i arteridlni trombdzy, piipadné trombdzy
malé cévy v kterékoli tkdni i organu; je prokdzéna objektivnimi validovanymi kritérii, v

piipadé histopatologického prikkazu bez zndmek zanétu v cévni sténé
2. porucha téhotenstvi

— jedno ¢i vice nevysvétlitelnych umrti morfologicky normalniho plodu v 10. tydnu
téhotenstvi nebo po ném s potvrzenim normalni morfologie plodu ultrasonograficky ci
pifimym vysetfenim

— jedno ¢i vice pfedcasnych narozeni morfologicky normalniho novorozence pied 34.

tydnem t¢hotenstvi z diivodu eklampsie ¢i tézké preeklampsie podle standardni definice

nebo pfi prokdzanych znamkach placentarni insuficience

— tfi a vice nevysvétlitelnych naslednych spontannich potrati pred 10. tydnem te€hotenstvi
po vylouceni anatomickych ¢i hormondlnich abnormalit matky a po vylouceni

chromozomalnich abnormalit rodi¢u

Laboratorni kritéria

1. LA

— je prokazan v plazmé dvakrat a vickrat v ¢asovém odstupu 12 a vice tydnt

— je detekovan podle doporuceni Mezinarodni spolecnosti pro trombdzu a hemostazu

2. ACLA

— jsou prokdzany v séru ¢i plazmé, IgG ¢i IgM izotypu, ve stfednim a vysokém titru (tj. 40
GPL (fosfolipidové jednotky ve tfidé IgG) ¢i MPL (fosfolipidové jednotky ve tfidé IgM),

nebo vétsi nez 99. percentil), jsou detekovany dvakrat a vickrat v casovém odstupu 12 a vice

tydnd, jsou méfeny standardizovanym typem enzymové imunoanalyzy (ELISA)

27



3. anti-beta2 GPI

— jsou prokazany v séru ¢i plazmé, I1gG ¢i IgM izotypu, titr vétSi nez 99. percentil, jsou
detekovany dvakrat a vickrat v casovém odstupu 12 a vice tydnd, jsou méfeny

standardizovanym typem ELISA metody

3.3. Klinické projevy APS

APS skytéa nejrtiznéjsi klinické projevy. Pritomnost APA se mlize projevovat trombotizaci ve
vendéznim a arteridlnim fecisti, mikrotrombotizaci parenchymovych organt, ovlivnénim
procesu normalni reprodukce, krvacivymi projevy, tzv. “ne-kritéria” manifestacemi,

katastrofickym APS a v neposledni fad¢ zcela asymptomaticky.

Nejcast&jsi klinickou manifestaci APS je HZT. Postizeni tepenného povodi se nejéastéji
projevuje ve formé cévni mozkové piihody (Cervera R. et al., 2009). Mikrotrombotizace
muze postihnout jakykoli organ ¢i tkan a miize byt pticinou komplikaci kardidlnich (syndrom
X), koznich (vaskulitida, akralni ischemie), endokrinnich a reprodukénich (selhani nadledvin,
infarkty varlete, nadvarlete ¢i prostaty), gastrointestinalnich (mezenteridlni ischemie, infarkt
sleziny), neurologickych (multiinfarktovd demence), o¢nich (trombdza retindlni tepny ¢i Zily)

a mnohych dalSich.

Poruchy reprodukce jsou dalsi skupinou klinickych projevli asociovanych s pfitomnosti
APA. Frekvence zivé narozenych déti je ve studiich s 1é¢enym porodnickym APS 70-80 %
(Liu L. a Sun D., 2019).

Pritomnost APA mize mit za ndasledek i projevy krvacivé. Duvodem mize byt
trombocytopatie, trombocytopénie, sekundarni hypoprotrombinémie ¢i soucasny vyskyt

specifickych inhibitor krevniho srdzeni (Bulikova A. a Penka M., 2006).
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Kromé klinickych projevii vysvétlitelnych vznikem trombotickych piihod se u pacientl s
APS setkdvame se Sirokym spektrem manifestaci, které timto uspokojivé vysvétlit nelze.
Mezi “ne-kritéria” manifestace fadime projevy kardiologické (kardiomyopatie, postiZzeni
chlopni), kozni (livedoreticularis), neurologické (migréna, epilepsie, psychoza, transversalni
myelitida, porucha kognitivnich funkci), hematologické (autoimunitni hemolytickd anémie,
trombocytopénie), nefrologické (nefropatie asociovana s APA, ktera je vyjadfena ve formé

hypertenze a/nebo proteinurie) a jiné.

3.4. Lécebna doporuceni APS

Preventivni lé¢ba

— preventivni opatfeni bez farmakoterapie - snaha o eliminaci rizikovych faktorti (koufeni,
obezita,COX 2-inhibitory a mnoh¢é dalsi)

— profylaxe LMWH v pfipad¢ kratkodobého rizika trombofilniho stavu (operace, urazy,
imobilita)

— kyselina acetylsalicylova (ASA) - nizk4 davka aspirinu (75-100 mg) je nej€astéji pouzivana
lécba v této indikaci. Analyza 5 kohortovych studii zjistila ochranny uc¢inek pouze proti

arterialni trombdze (Arnaud L. et al., 2015).

— antimalarika — hydroxychlorochin — u pacienti se SLE snizuje riziko trombotizace (Petri
M., 2011). Vzhledem k riziku retinopatie je nutné provadét pravidelné screeningové

vySetfeni stavu sitnice.

— vitamin D — je potencidlnim preventivnim lékem proti tromboze. Vitamin D sniZuje

aktivaci tkanového faktoru (TF) APA (Agmon-Levin N. et al., 2011).

— statiny — u pacienti s APA vlivem statini dochazi ke snizeni TF a tfady zanétlivych

mediatort (Erkan D. et al., 2014)
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Lécba akutni trombotické prihody
— 1nicialni terapie se neodliSuje od trombo6zy vzniklé z jinych piicin

— preferovanou antikoagulacni 1éCbou je warfarin, dostatecna cilova hodnota INR

(International Normalized Ratio) je 2-3 (Finazzi G. et al., 1996; Crowther M. A. et al., 2003)

— pro vysokeé riziko rekurence u nemocnych s APS se doporucuje dlouhodoba antikoagulacni

terapie (min. 12 mésict, v indikovanych ptipadech i celozivotng)

— pii selhdni terapie dikumarolovymi preparaty je indikovano pifidani ASA, eventudlné

podani imunomodulacni 1€¢by ¢i LMWH

Lécba v téhotenstvi
— nizka davka aspirinu je doporucena u Zen s APA, které prodé¢laly normalni t€hotenstvi,
zadné téhotenstvi ¢i jeden Casny potrat

— profylaktickd davka LMWH spole¢né s nizkou davkou aspirinu je doporucena u Zen, které
prodélaly jeden pozdni zanik plodu, vice Casnych ztrat, nebo maji v anamnéze tézkou

preeklampsii (Liu X. et al., 2020)

— pokud Zena v minulosti prodélala trombotickou pifihodu, pak se doporucuje plnad davka

LMWH a nizké dévka aspirinu

3.5. Katastroficky APS — CAPS
Definice

Jde o zivot ohrozujici onemocnéni s velmi vysokou mortalitou (cca 37 % nemocnych), které
postihuje okolo 1 % nemocnych s APS. Az polovina nemocnych miize mit CAPS jako prvni

klinickou manifestaci APS.

Etiopatogeneze

Z patofyziologického pohledu neni vznik CAPS zcela objasnén. Hlavni tlloha je pfisuzovana
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silnému trombogennimu potencidlu APA. Dale se ptedpokladd vliv aktivace cytokinové
kaskady s rozvojem syndromu systémové zanétlivé odpovédi. Spoustéci momenty rozvoje
CAPS jsou infekce, malignity, téhotenstvi, trauma, vysazeni antikogulacni terapie, vzplanuti

SLE.

Diagnostika

Diagnosticky algoritmus se opira o Mezinarodni diagnostickd kritéria CAPS, ktera byla
stanovena na 10. mezindrodnim kongresu o APA (Italie, 2002). Tato kritéria zahrnuji
souCasné postizeni tfi organi/tkani; vyvoj klinické manifestace v intervalu jednoho tydne a
méng; histologicky prikaz okluze malé cévy nejméné v jednom z téchto organt/tkani;
laboratorni priikaz alespoii jedné z kriteridlnich APA (tato pozitivita musi byt ovéfena

opakovanym stanovenim v ¢asovém odstupu 12 a vice tydna).

Klinické projevy

CAPS se manifestuje zejména mikrotrombotizaci orgdni vedouci k multiorgdnovému

selhani. Tromboza velkych cév je spiSe vzacna.

Lécba
Lécba CAPS se opird o antikoagulaéni terapii (UFH, LMWH, nésledné kumariny), pfipadné

fibrinolytika a o terapii vysokodavkovymi kortikosteroidy.

V pripadé nedobré odpovédi na standardni 1écbu se doporucuje provedeni plazmaferézy ¢i

podavani vysokodavkovanych imunoglobulinti (Ig).

V refrakternich pfipadech lze vyuzit monoklonalni protilatky anti-CD 20 ¢i monoklonalni

protilatky proti TNF-alfa (tumor necrosis factor), eventualné proti slozkdm komplementu.

U sekundarniho CAPS pti SLE je preferovana lécba cyklofosfamidem.
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4. Antifosfolipidové protilatky — APA

APA jsou nedilnou soucasti diagnostiky APS. Diagnostika a znalosti o APA se neustale

prohlubuji a nabyvaji na vyznamu.

4.1. Historie APA

APS se zacal definovat jako entita v 50. letech 20. stoleti s rozpoznanim dvou neobvyklych
laboratornich jevl - faleSn€ pozitivni test na syfilis a vyskyt tzv. nespecifického inhibitoru
koagulace (Moore J.E. a Lutz W.B., 1955; Conley M.R. a Hartmann R.C., 1952). APA byly
jiz diive detekovany imunologickymi testy pii diagnostice syfilis. V roce 1907 Wasserman a
kol. (1906) vyvinuli komplement fixac¢ni test pro diagnostiku syfilis za pouZiti antigenu
(reagin), ktery byl izolovén z jater plodu s vrozenou syfilidou. V roce 1941 Pangborn (1941)
prokazal, Ze reagin je aniontovy fosfolipid. Posléze byl pfejmenovan na kardiolipin, protozZe
byl izolovan z hovéziho srde¢niho svalu. V roce 1952 Moore a Mohr identifikovali jedince,
kteti méli pozitivni test na syfilis, ale nevykazovali Zddné ptiznaky onemocnéni. Zjistili, Ze
pfechodné faleSné pozitivni testy byly spojeny s fadou dalSich infekénich chorob (Moore J.E.
a Mohr C.F., 1952). Témét soucasné, Conley a Hartmann (1952) pozorovali ziskany
cirkulujici inhibitor, ktery prodluzoval dobu koagulace in vitro u dvou pacientd se SLE. V
roce 1963 Bowie a kol. (1963) poprvé popsali souvislost této antikoagulacni latky s
trombdzou namisto krvaceni. Teprve v roce 1972 Feinstein a Rapaport (1972) zavedli termin
"lupus antikoagulans" pro inhibitor namifeny proti fosfolipidim koagula¢ni kaskady. V roce
1983 Harris a kol. vyvinuli radioimunoanalyzu pro detekci antikardiolipinovych protilatek
(Harris E.N. et al., 1983) a o dva roky pozdé¢ji prvni ELISA metodu (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). Pomoci tohoto testu bylo na velké populaci SLE pacient
pozorovano, ze podskupina se zvySenym vyskytem ACLA méla vyssi vyskyt trombozy a
té¢hotensk¢ morbidity (Hughes G.R., 1984). To vedlo k prvnimu popisu tzv.
antikardiolipinového syndromu, ozna¢ovaného také jako antifosfolipidovy syndrom (Hughes
G.R.V,, 1983). Jednim z nejvyznamnéjsich zjisténi v pocatcich devadesatych let minulého
stoleti bylo, Ze aktivita protilatek ACLA u vétSiny APS pacientli zavisi na piitomnosti

proteinového kofaktoru, plazmatického apolipoproteinu beta2-glykoproteinu 1 (beta2GPI)
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(Galli M. et al., 1990). Protilatky zavislé na beta2GPI byly nalezeny pouze v piipadé
pacientll s autoimunitnim onemocnénim, zatimco u pacientd s infekénimi chorobami byly

APA na beta2GPI nezavislé (Matsuura E. et al., 1990).

4.2. Charakteristika APA

APA jsou velice rtznorodou skupinou protilatek, které jsou namifeny zejména proti
negativné nabitym fosfolipidim a/nebo jejich komplexiim s riznymi plazmatickymi
bilkovinami (Ruiz-Irastorza G. et al., 2010). Mezi laboratorni kritéria diagnézy APS fadime
anti-beta2GPI, ACLA a LA v izotypu IgM a IgG. U pacientd, ktefi vykazuji pozitivitu téchto
tii protilatek je vyssi riziko TEN nebo téhotenskych komplikaci ve srovndni s pacienty u
nichZ je pozitivni jeden nebo dva typy kriteridlnich APA. Testovani dalSich APA, jako

soucast laboratornich kritérii APS, zatim nebylo navrzeno (Devreese K.M.J. et al., 2018).

V praxi se ale potkdvame i s pacienty, kteti maji manifestni APS, ale normalni hodnoty
doporucenych APA. U této skupiny pacientli hovofime o séronegativnim APS (Hughes G.R.
a Khamashta M.A., 2003). U pacienti se séronegativnim APS byly zjiStény APA, které
nejsou zahrnuty mezi laboratorni kritéria APS, tzv. nekriterialni protilatky (Bradacova P. et
al., 2021). Jedna se o protilaitky namifené zejména proti jinym negativné nabitym
fosfolipidim, jako je fosfatidylserin, kyselina fosfatidova, fosfatidylinositol ¢&i proti
komplexu fosfatidylserin-prothrombin. Kromé APS se APA vyskytuji 1 v séru pacientd s
malignitami, infekcemi ¢i jinymi autoimunitnimi chorobami (Ostrowski R.A. a Robinson
J.A., 2008; Sene D. et al., 2008; Tincani A. et al., 2010). APA se mohou vyskytovat i u 1-5
% asymptomatickych zdanlivé zdravych osob (Biggioggero M. a Meroni P.L., 2010).

4.3. Autoprotilatky u APS

Autoprotilatky u APS jsou heterogenni skupinou protilatek ttidy IgG, IgM nebo IgA
(imunoglobulin izotypu A), které jsou namifeny proti antigentim vlastniho té¢la (Kasparova
V., 2019). Nejcasté€ji se vyskytujicimi potencionalnimi autoantigeny u APS jsou beta2GPI,
kardiolipin, protrombin, protein C, protein S, annexin V, vysokomolekularni a
nizkomolekularni kininogen, komplementovy faktor H a tkanovy aktivator plazminogenu

(Hotejsi V., 2013). Tvorba autoprotilatek mize byt navozend rliznymi patogenetickymi
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mechanismy, nebo je soucasti pfirozené obrany organismu (Esther A. et al., 2017). Pfirozené
protilatky jsou pfevazné IgM a vykazuji slabou afinitu k vlastnim antigenim. Naproti tomu
IgG autoprotilatky s vysokou afinitou odrazeji patologicky proces, pii némz jsou naruseny

homeostatické mechanismy (Kasparova V., 2019).

Zcela zédsadni krok ptedstavuje vytvofeni komplexu APA-beta2GPI. Po navazani beta2 GPI
na fosfolipidové povrchy (zejména monocyty, trombocyty, endotelidlni buiiky) dochézi k
odhaleni ukrytého antigenniho neoepitopu. Nasleduje vazba autoprotilatky a dimerizace
molekuly beta2 GPI (Kasparova V., 2019). Vznikly trimolekularni komplex mlze interagovat

s bunéénymi receptory a ovliviiovat hemostatické reakce (Espinosa G. a Cervera R., 2008).

4.3.1. Kriterialni protilatky APS
4.3.1.1. Protilatky proti beta2-glykoproteinu I — anti-beta2GPI

U pacientll s klinickymi projevy APS jsou anti-beta2GPI protilatky jen zfidka jedinymi
detekovanymi protilatkami (Pengo V. et al., 2011). Hlavni epitop, ktery byl zjistén v
souvislosti s APS, zahrnuje oblast D1. Pacienti s mnohocetnymi APA maji vyssi vyskyt a titr
anti-beta2GPI-D1 (Pengo V. et al., 2015). Anti-beta2GPI-D1 nepatii mezi kriteridlni
protilatky APS. Meroni a kol. (2014) provedli mezinarodni multicentrickou studii, ktera

potvrdila asociaci mezi trombodzou v anamnéze (vétSinou zilni) a anti-beta2 GPI-D1.

Beta2GPI

Beta2GPI je plazmaticky kofaktor (diive nazyvan apolipoprotein H), pomoci n¢hoz se APA
vazi na fosfolipidy. Jeho produkce je nejvice zastoupena v jaterni tkani. Jeho funkce in vivo
spoc¢iva v antikoagulacnim efektu. Svoji vazbou na rizné negativné nabité substance inhibuje
aktivitu protrombindzy a ADP - dependentni agregaci desticek. Molekula beta2GPI o
velikosti 50 kDa obsahuje 326 aminokyselin uspofddanych do péti homolognich domén
(Koike T. 1994; Kato H. a Enjyoji K., 1991). Kazd4 z prvnich ¢tyt domén je slozena z 60
aminokyselin s vysokym obsahem tryptofanu, prolinu, cysteinu. Patd doména obsahuje

sekvenci KNKEKK, ktera je odpovédna za vazby na fosfolipidy. Po vazbé beta2GPI na
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fosfolipidy dojde k odhaleni kryptického antigenniho neoepitopu (Hunt J.E. a Krilis S.A.,
1994; Matsuura E. et al., 1995). Protilatky proti tomuto epitopu oznacujeme jako skutecné
APA, na rozdil od protilatek, které se vyskytuji napiiklad pii nékterych infekénich
onemocnénich a které reaguji se samotnym fosfolipidem a po odeznéni infekce obvykle
vymizi.

Vyvoj anti-beta2 GPI imunoanalyz nasledoval po zjiSténi, Ze mnoho ACLA je zamé&feno na

epitop na beta2 GPL.

4.3.1.2. Antikardiolipinové protilatky — ACLA

ACLA se obvykle detekuji metodou ELISA, pfi¢emz se jako antigen na pevné fazi pouziva
kardiolipin. Koncentrace izotypt IgG, IgM a/nebo IgA se vyjadiuje v GPL, MPL a/nebo IgA
jednotkach (1 jednotka pfedstavuje vazebnou aktivitu 1 mg/ml afinitné purifikované
protilatky ACLA). Obecné plati, Ze pozitivni LA testy jsou specifictéjsi pro APS, zatimco
ACLA jsou citlivéjsi (de Groot P.G. et al., 2005). Specificnost ACLA pro APS se zvysuje s
hladinou a je vyssi pro izotyp 1gG nez pro izotyp IgM.

Kardiolipin

Kardiolipin (obrazek 1) patii mezi glycerofosfolipidy. Je uloZeny zejména ve wvnitini
mitochondrialni membrané¢ a ve struktufe obsahuje dvé molekuly kyseliny fosfatidové
spojené glycerolem. Je nepostradatelny pro optimalni funkci fady enzymii a funguje jako

ustiedni medidtor mitochondridlniho metabolismu (Houtkooper R. H. a Vaz F. M., 2008).
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Obrazek 1: Vzorec kardiolipinu — ptevzato z Biochemického ustavu LF MU (Dostal J.,
2013).
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4.3.1.3. Lupus antikoagulans — LA

LA byl pojmenovan podle pozitivity u pacientll se SLE. Jednd se o nejdilezitéjsi APA,
protoze se nejvyznamnéji vaze s trombotickymi komplikacemi (Petri M. et al., 1987; Wahl
D. et al., 1997). Vyskytuje se i u jinych autoimunitnich onemocnénich, infekénich chorob, ¢i
vyjimecné i u zdravych jedinct (Pengo V. et al., 2007). Kritéria Mezinarodni spolecnosti pro
trombozu a hemostdzu pro stanoveni lupusového antikoagulantu zahrnuji tii kroky (Pengo
V. et al., 2009). Prvnim krokem je senzitivni screeningovy test (zfedény Russelliv jed a
citlivy parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT)). Dalsim krokem je smésna studie, kterd ma
dospét k zavéru, Ze prolongace screeningového c¢asu neni zplsobend nedostatkem
koagula¢nich faktort. Posledni fazi je prikaz, Ze inhibitor je fosfolipidové zavisly.
ZjednodusSené¢ lze fici, ze LA je zjiStovan na zdklad¢ jeho schopnosti ovliviiovat na

fosfolipidech zavislé reakce krevniho srazeni.

4.3.2. Vybrané nekriterialni protilatky

Stanoveni nekriteridlnich protildtek je stidle pfredmétem mnoha diskuzi a studii. Jejich
klinicky vyznam neni zdaleka pln¢ prozkouman, ale pfitomnost téchto protilatek by mohla

pfedstavovat novy nastroj pro stratifikaci trombotického rizika (Tonello M. et al., 2019).
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4.3.2.1. Antitrombinové protilatky

Jednd se o heterogenni skupinu protilaitek namifenych proti protrombinu a/nebo proti
komplexu fosfatidylserin/protrombin. aPT lze detekovat pfimym nanesenim protrombinu na
ozatované destiCky ELISA nebo pouZitim komplexu fosfatidylserin/protrombin jako antigenu
(Bertolaccini M.L. et al., 2013). aPS/PT pomaéhaji stanovit diagné6zu APS (spiSe nez samotné
aPT) a souvisejici riziko arteridlni a/nebo zilni trombdzy ¢i téhotenskych komplikaci

(Sciascia S. et al., 2014).

4.3.2.2. Protilatky proti fosfatidyletanolaminu — aPE

V roce 1989 byl popsan prvni ptipad primarniho APS, kdy LA nebyl doprovazen ACLA, ale
aPE. Fosfatidyletanolamin je jednim z hlavnich lipidi bunééné membrany, pifiCemz se
vétSinou nachézi jako soucast vnitini vrstvy (Staub H.L. et al., 2012). V multicentrické studii
zahrnujici 270 pacientl s trombotickym onemocnénim a 236 kontrolnich pacientii byly aPE
spojeny s vy$§im rizikem trombdzy (Sanmarco M. et al., 2007). Screening izotypi IgG, IgM
a IgA aPE zfejmé zvySuje diagnostickou vytéznost u APS (Bertolaccini M.L. et al., 1998),
zejména pokud tradi¢ni laboratorni kritéria pro APS chybi (Sanmarco M. a Boffa M-C.,
2009).

4.3.2.3. Protilatky proti annexinu AS a annexinu 2

U pacientit s APS byly rovnéZ popsany protilatky proti annexinu A5 (aAnxAS5). De Laat a
kol. neprokézali zddnou souvislost mezi aAnxAS a anamnesticky prodélanou trombdzou (de
Laat B. et al., 2006). Annexin 2 je kofaktorem pro tvorbu plazminu a fibrinolytickou aktivitu
na bunéném povrchu (hlavné monocytl, placentarnich syncytiotrofoblasti a endotelu)
(Hajjar K.A. et al., 1994). Protilatky proti annexinu 2 v rdmci APS napf. indukuji expresi TF
na endotelidlnich bunkach, zabranuji placentarnimu anexinu 2 pulsobit jako kofaktor pii

tvorbe plazminu (Alessandri C. et al., 2011).
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5. Uloha APA p¥i vzniku trombézy

Vysoce rizikovi pacienti s APS maji vysokou miru recidivy trombdzy bez ohledu na
antitrombotickou 1écbu (Gebhart J. et al., 2015). Proto dle doporuceni Evropské ligy proti
revmatismu, by mél byt APA pozitivnim jedinciim proveden screening kardiovaskularnich

rizikovych faktorii (kouteni, diabetes, hypertenze a dyslipidémie).

APA zvySuji tvorbu trombt v zilni a arteridlni cirkulaci (Pierangeli S.S. et al., 1996;
Jankowski M. et al., 2003; Vreys L. et al., 2003; Ramesh S. et al., 2011). Prevalence Zilnich a
arteridlnich ptihod u pacienti s APS se lisi v riznych etnickych skupinach. Naptiklad nizsi
vyskyt HZT a vys&i vyskyt arteridlni trombozy byl zjistén u Japoncli ve srovnani s

evropskymi kohortami (Fujieda Y. et al., 2012).

Ze systematického prehledu a metaanalyzy (Reynaud Q. et al., 2014) vyplynulo, ze LA a
ACLA jsou spojeny se zvySenym rizikem zilni TEN [OR = 6,14 (CI 2,74; 13,8) a OR = 1,46
(CI 1,06; 2,03)]. Dale byla popsana vyznamna souvislost kriterialnich protilatek s arterialni
trombozou: OR pro LA, ACLA a anti-beta2GPI byly 3,58 (CI 1,29-9,92), 2,65 (CI 1,75-4,00)
a 3,12 (CI 1,51-6,44). Anti-beta2GPI protilatky jsou znamy jako jedna z hlavnich pficin
trombotickych piithod u APS (de Groot P.G. a de Laat B., 2017). Bylo prokdzano, ze
predevsim podskupina anti-beta2GPI protilatek, které vazou epitop obsahujici Gly40-Arg43
(G40-R43) v doméné 1, piisobi jako LA a siln¢€ koreluji s trombozou (Pengo V. et al., 2015).

Epizody akutni trombdzy maji multifaktoridlni patogenezi. Inhibice faktorti antikoagulacniho
systétmu, poskozeni fibrinolytické aktivity, interference s koagulaénimi faktory a
komplementem a pifimy vliv APA na funkci buné¢k byly navrZzeny jako vysvétleni

trombotické tendence zjisténé u pacient s APS (Giannakopoulos B. et al., 2007).

Vzhledem k vzacnym trombotickym piihoddm pii trvalé piitomnosti APA byla vyslovena
hypotéza dvou zasahi. Podle této hypotézy APA vyvolavaji trombofilni stav, ale vyzaduji
druhou podminku (napf. infekci), aby doslo ke srazeni krve (Shoenfeld Y. et al., 2009).
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5.1. Mechanismy vzniku trombdézy prostirednictvim APA

V nasledujicim textu se budu zabyvat vybranymi mechanismy vzniku trombozy
prostiednictvim APA. Problematice endotelidlni dysfunkce u trombotického APS se budu

vénovat v samostatné podkapitole.

5.1.1 PFimy vliv APA na funkci bunék

APA jsou patogenni protilatky, které se zamétuji zejména na posSkozené endotelové bunky,
monocyty a trombocyty (obrdzek 2). Tyto protilatky se vaZou na bunééné membrany s
plazmatickymi proteiny vézajicimi fosfolipidy, jako napf. beta2GPI nebo protrombin.
Nasledn¢ APA indukuji fosforylaci p38 MAPK (mitogenem aktivovana proteinova kinaza),
coz vede k produkci prokoagulac¢nich latek a adhezivnich molekul, které podporuji tvorbu

trombu (Amengual O. a Atsumi T., 2018).

Pro vazbu APA bylo identifikovano nékolik receptori, jmenovité receptor pro apolipoprotein
E 2 (ApoER2), glykoprotein Ib/IX/V, destickovy faktor 4, annexin A2, lipoproteiny s nizkou
hustotou, lipoproteiny s velmi nizkou hustotou, P-selektin a rodina receptori TLR (Toll like

receptor), zejména TLR-2 a TLR-4 (Vreede A.P. et al., 2017).

Jako signdlni platformy pro receptory mohou fungovat endozomy. Endozom poskytuje
idedlni prostfedi pro trvalou signalizaci, protoze maly objem endozomu podporuje asociaci
mezi ligandem a receptorem a ¢asovy usek dostupny pro trvalou signalizaci je dlouhy (Sorkin
A. a von Zastrow M., 2009). Transport komplexu protilditek a receptord do jadra pies
endozomy by mohl byt zdsadnim krokem v indukci protrombotické bunécné odpovédi.
Aktivace bunék je kli¢ovym mechanismem vzniku trombo6zy prostiednictvim APA (de Groot

P.G. a de Laat B., 2017).

Aktivace krevnich desti¢ek APA ma vyznamny vliv na tvorbu trombu. Vazbou anti-beta2 GPI
protilatek na receptory pro beta2GPI dochazi ke zvySené produkci glykoproteinu 2b-3a a

tromboxanu A2, coz mize mit za nasledek arterialni ¢i zilni trombodzu (Cavazzana 1. et al.,
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2017). Aktivace endotelu a monocytil prostiednictvim APA je podrobnéji uvedena v

podkapitole endotelidlni dysfunkce u trombotického APS (viz nize).

Obrazek 2: Patogeneze trombozy u APS — pfevzato a upraveno (Devreese K. a Hoylaerts

M.F., 2010).
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5.1.2 Vliv APA na hemostatickou rovnovahu

Regulace kontaktni aktivace koagulace byla prvni fyziologickou funkci, kterd byla pro
beta2GPI navrzena (Schousboe I., 1985). Pozd¢ji se ukazalo, ze za urCitych podminek se
beta2GPI vaze na faktor XI (Sugi T. a Mcintyre J.A., 2001; Shi T. et. al., 2004). Navic se
beta2 GPI vaze na trombin, ¢imz inhibuje dalsi aktivaci faktoru XI (Rahgozar S. et. al., 2007).
Zda se, ze protilatky APA maji vliv na koagulaci prostfednictvim faktoru XI, ale neni jasné,

zda tyto aktivity mohou byt spojeny se zvySenym rizikem trombdzy. In vitro APA indukuji
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ziskanou rezistenci na protein C a je pravdépodobné, Ze rezistence na protein C pfispiva k
protrombotickému fenotypu (Wahl D. et al.,, 2009). Né&kolik zprav naznacovalo, ze k
patogenezi APS muze ptispivat nedostate¢nd fibrinolyticka aktivita (Krone K.A. et al., 2010).
Nedostatky fibrinolytického potencidlu vSak téméf nepfispély ke zvySeni rizika trombozy

(Meltzer M.E. et al., 2010).

5.1.3. Vznik neutrofilnich extracelularnich pasti vlivem APA

APA a beta2GPI indukuji vznik neutrofilnich extracelularnich pasti (NETs) a zvysuji tim tak
riziko trombdzy. NETs slouzi jako obranny mechanismus hostitele k zachyceni a usmrceni
mikrobl uvoliiovanim chromatinovych vladken a antimikrobidlnich intracytoplazmatickych
latek (Brinkmann V. et al., 2004; Yalavarthi S. et al., 2015). NETs v krevnim fe¢isti vytvareji
protromboticky povrch. Neutrofily od pacienti s APS vykazovaly zvySeny sklon ke
spontdnnimu uvoliiovani NETs, ktery byl zavisly jak na aktivaci TLR4, tak na tvorbé

reaktivnich forem kysliku (Wirestam L. et al., 2019).

5.1.4. Indukce arterialni trombézy piisobenim APA

Ateroskler6za a T bunécnd odpoveéd zprostiedkovand APA jsou povazovany za piiciny
vzniku arteridlni trombdzy. Primdrnim spoustéfem arteridlni trombdzy je ruptura
aterosklerotického platu, ktery se vyviji v arterialni stén¢ v disledku hromadéni lipidovych
deposit a makrofagl s lipidy (pénovych bun¢k) (Mackman N., 2008). Aktivované krevni
desticky uvoliuji obsah granuli, které vedou k naboru, adhezi, agregaci a aktivaci desticek.
Souvislost mezi ateroskler6zou a antigenné specifickou imunoreakcei u pacienti s APS byla
objasnéna zamétenim se na roli APA pfi tvorbé platu a abnormalni tloustku arteridlni stény
(Benagiano M. et al., 2017). CD4+ T-lymfocyty odvozené z platii rozpoznavaly beta2GPI v
aterotrombotickych 1ézich. Kromé toho beta2GPI indukoval proliferaci T bunék a expresi
interferonu y v klonech T bunék odvozenych z platli, coz naznacuje, Ze v platech pacientl s
APS existuji specifické T bunky pro beta2GPI. Beta2GPI specifické T bunky podporuji
produkci monocytarni matrix metaloproteinazy-9, TF a cytotoxicitu zprostiedkovanou
perforinem nebo ligandem Fas/Fas a mohli by potencidlné pomdahat autoantigenné

specifickym B bunkam, které zachytily a zpracovaly apoptické buiiky (Rauch J. et al., 2018).
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V platu jsou odpovédi T bunck proti beta2GPI, zejména proti doméné I, spojeny s
nestabilitou platu. Dale se beta2GPI vaZe na oxidované lipoproteiny o nizké hustoté a
pravdépodobné podporuje prozanétlivé a proaterogenni u€inky oxidovaného lipoproteinu o
nizké hustoté. Komplex oxidovany lipoprotein o nizké hustot¢ a beta2GPI se stava

imunogennim spousté¢em autoimunitni odpovédi (Matsuura E. et al., 2012).

Pacienti s APS maji zvySené sérové hladiny komplexu lipoproteinu o nizké hustoté a
beta2GPI (Matsuura E. et al., 2006), které vedou k aktivaci monocytt a expresi TF (Otomo
K. etal., 2016).

5.2. Mechanismy endotelialni dysfunkce u trombotického APS

Pacienti s APS vykazuji endotelidlni dysfunkci. Cévni zmény vcetné arteridlni/zilni
hyperplézie s okluzi a sten6zami zac¢inaji vazbou APA na endotel. Tato vazba zahrnuje ucast
membranovych receptorii, které mohou v nékterych pifipadech vyzadovat pfitomnost

sérového beta2GPI (Mineo C., 2013).

K aktivaci endotelialnich bun¢k dochazi uvolnénim extracelularnich vezikul z endotelidlnich
bun¢k pisobenim anti-beta2 GPI. Extracelularni vezikuly obsahuji interleukin 1 a mikroRNA
a aktivuji endotelialni buiiky prostfednictvim mechanismu, ktery je zavisly na jednovldknové
RNA signalni draze TLR-7 (Wu M. et al., 2015). APS prezentujici se trombdzou a ztratou
remodelace a angiogeneze, nez sérum od pacientek se samotnymi téhotenskymi

komplikacemi (Velasquez M. et al., 2016).

5.2.1. Zhorsena syntéza antitrombotickych faktori pri APS

U pacienti s APS byla popsana porucha syntézy vazodilatatniho faktoru oxidu dusnatého
(NO). Pacienti s APS projevujici se trombdzou vykazovali nizké plazmatické hladiny nitritt
a nitratd — stabilni metabolity odbouravani NO. Klinicky byly tyto nizké hladiny spojeny s
cévnimi okluzemi, coz naznaCuje zvysené riziko trombotickych a zanétlivych piihod (Ames

P., 2010). APA mohou pusobit jako endogenni antagonista endotelidlni NO syntetazy
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(eNOS) prostiednictvim beta2GPI, ¢imz dochazi ke snizené tvorbé NO. Utlum eNOs byl
zprostfedkovan sniZenou fosforylaci serinu 1179 ENOs. Tato inhibice fosforylace eNOS je
zavisla na proteinové fosfataze 2A (PP2A), beta2GPI a ApoER2 (obrazek 3) (Ramesh S. et
al., 2011; Sacharidou A. et al., 2018a). Inhibice aktivity eNOs APA navic ptispiva k tvorbé
trombti, zvySené adhezi leukocytd a zméndm cévniho tonu. Jevi se, Ze protromboticky
fenotyp krevnich desticek a monocytl je rovnéz spoustén APA prostiednictvim ApoER2
(Sacharidou A. et al., 2018b). APA miize vyvolat nerovnovahu v produkci tromboxanu a

prostacyklinu, ktera podporuje aktivaci krevnich desticek (Lellouche F. et al., 1991).

Dalsi potencidlni faktor, ktery ptispiva k tvorbé trombdzy u pacientli s APS je heparan sulfat.
Tento linearni polysacharid je nezbytny pro adekvétni antikoagulacni aktivitu antitrombinu
(Moon J.J. et al., 2005). Beta2GPI se vaze na heparan sulfat prostfednictvim anionicko-

kationtové vazby a nabizi tak epitopy pro cirkulujici APA (Meroni P.L. et al., 1998).

5.2.2. ZvySena interakce mezi monocyty a endotelem piii APS

Zvysena interakce mezi monocyty a endotelidlnimi buiikami u pacientti s APS je spojena s
trombozou (Clemens N. et al.,, 2009). APA miiZou pfimo aktivovat monocyty, ty pak
interaguji s endotelem, coz vede k protrombotickym dé&jiim jako je produkce TF (Kinev A.V.
a Roubey R.A., 2008). Naopak expozice endotelidlnich bunék APA zvySuje endotelidlni
expresi monocytarniho chemoatraktivniho proteinu 1 (MCP-1), ktery nasledn¢ podporuje
syntézu TF monocyty (obrazek 3) (Cho C.S. et al., 2002). V ptitomnosti beta2GPI ACLA
pfimo indukuji aktivaci drahy MAPK v monocytech. Tyto APA stimuluji fosforylaci p38
MAPK, translokaci jaderné¢ho faktoru kB (NF-«B) do jadra a upregulaci TF. Anti-beta2GPI
vykazuji vysokou afinitu k vazbé na dalsi molekuly, jako je annexin A2, ktery je exprimovan
na povrchu endotelialnich bunék. Annexin A2 slouzi jako kotva pro vazbu fosfolipidi a
APA, zejména anti-beta2GPI, jak bylo popsano u skupiny LA pozitivnich pacientl s zilni
tromb6zou. Po navazani anti-beta2GPIl/annexin A2 byla pozorovéna aktivace endotelu s

naslednou zvySenou adhezi monocytli (obrazek 3) (Zhang J. a McCrae K.R., 2005).

Adheze monocyti k endotelu je zasadni pii produkci TF a tvorbé krevnich srazenin

prostiednictvim APA.
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5.2.3. Protrombotické endotelialni mikrocastice uvolnéné pii APS

Endotelialni dysfunkce je spojena se syntézou endotelidlnich extracelularnich Castic, jako
jsou mikrovezikuly (Morel O. et al., 2006). Studie in vitro prokazaly vyrazné zvySeni
uvoliiovani mikrocastic z endotelidlnich bunék v ptitomnosti IgG od pacienti s APS a
diagnézou trombozy (Pericleous C. et al., 2013). Tvorba mikrocastic je pravdépodobné

zavisla na aktivaci p38 MAPK (obrazek 3) (Curtis A.M. et al., 2009).

5.2.4. Komplement-dependentni aktivace endotelu pii APS

Komplementovy systém je soucasti naSeho vrozené¢ho imunitniho systému. Sklada se ze
skupiny bilkovin v krvi, které po aktivaci stimuluji uvoliovani cytokinii a vytvareji

membranovy uto¢ny komplex, ktery zprostredkovava fagocytozu a lyzu bunék.

Vztah APA a komplementu pii vzniku tromboézy je zcela zfejmy. PoSkozeni tkani
zprostfedkované APA indukovalo aktivaci komplementu vedouci k trombdze nebo ztraté
plodu (Chaturvedi S. et al., 2019). APA spousti aktivaci komplementové kaskady generujici
aktivni komponenty C3a, C3b a C5a. C5a je silny anafylatoxin, ktery mtize vyvolat trombdzu
prostiednictvim chemotaktickych u¢inkti (Erkan D. a Salmon J.E., 2016). U pacienti s APS
byla pozorovana hypokomplementémie odrazejici aktivaci komplementu (Oku K. et al.,
2009). Vazba C5a na endotelialni receptor C5aR indukuje tvorbu TF (obrazek 3) (Wojta J. et
al., 2002). APA indukovana endotelidlni dysfunkce a trombdza je zavisld na komplementu
(Pierangeli S.S. et al., 2005). Komplementové proteiny s beta2GPI a 1gG byly lokalizovany
ve sténé arterie u pacientli s APS. Rekurenci trombdzy lze zabrénit inhibici komplementu

monoklonélni protilatkou anti-C5 (Meroni P.L. et al., 2016).

44



Obrazek 3: Mechanismy endotelialni dysfunkce u trombotického APS (Velasquez M. et al.,
2018). ApoER2 — receptor pro apolipoprotein E 2; PP2A — proteinové fosfatdza 2A; NO —
oxid dusnaty; eNOS — endotelialni NO syntetdza; MCP-1 — monocytarni chemoatraktivni

protein 1; TF — tkénovy faktor; C5aR — endotelidlni receptor pro C5 slozku komplementu;

MP — mikrovezikuly; MAPK — mitogenem aktivovana proteinova kinaza.
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6. VySetifovani APA

V Sesté kapitole se zaméfim na zdklady modernich metod stanoveni hladin APA a na
problematiku jejich avidity. Stanoveni lupus antikoagulans bylo stru¢né popsano v kapitole o

antifosfolipidovych protilatkach.

6.1. Imunochemické stanoveni

V posledni dobé je pozorovan velky pokrok v laboratorni diagnostice autoimunitnich
onemocnéni. Pro stanoveni autoprotilatek jsou zavadény moderni imunochemické testy.
Manudalni metody jsou nahrazovany sofistikovanéjSimi rychlymi testy (Tozzoli R. et al.,
2013; Bizzaro N. et al., 2015; Cinquanta L. et al., 2017). Krom¢ enzymu se pro detekci
signalu vyuzivaji 1 dalsi molekuly, jako jsou luminofory, piipadné fluorofory, které se
pouzivaji pro nové chemiluminiscencni (CLIA) a fluorescencni enzymové imunoanalyzy
(EliA). Trendem v oblasti stanoveni protilatek se stdvaji automatizované systémy. Vyvoj
technologii a pfistrojového vybaveni umoziuje zavést nova monoplexni i multiplexni méfeni
autoprotilatek. Tyto progresivni inovace se uplatiiuji i pfi stanoveni APA (Tozzoli R. a

Villalta D., 2014; Mahler M. et al., 2016).

ELISA je zlatym standardem pro vySetieni APA. Principem této sendvi¢ové metody je vazba
APA ze vzorkl séra/plazmy na povrch jamek mikrotitracni desti¢ky, které jsou potazené
antigenem. Timto se vytvaii komplex antigen/protilatka. Na tento komplex se vaze konjugat
protilatky proti lidskému Ig a enzymu (peroxidaza). Peroxidadza $tépi specificky chromogenni
substrat, ¢imz vznikd barevna zména, jejiz intenzita je detekovana fotometrii pomoci ¢tecCky
mikrotitracnich desti¢ek (Aydin S., 2015; Kohl T.O. a Ascoli C.A., 2017; Tebo A.E. et al.,
2008). Vysledky APA se ziskaji odectenim naméfené optické hustoty z kalibra¢ni kiivky a
obvykle se udavaji v arbitrarnich jednotkach IU/ml nebo v jednotkdch GPL/MPL. Mezni
hodnota je pro jednotlivé APA rozdilnd. Vysledky testi rlznych souprav v riznych
laboratotich vykazuji pomérné velkou variabilitu. Z tohoto divodu vznik4 potfeba metody
vice standardizovat (Chayoua W. et al., 2018; Decavele A.S. et al., 2011; Gebhart J. et al.,
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2019; Pierangeli S.S. et al., 2012).

Jednou z novéjSich metod pro stanoveni APA je CLIA, citlivd imunochemicka metoda, ktera
je zaloZena na detekci luminiscence (produkt luminiscencnich latek). Jedna se o velmi dobie
standardizovanou metodu. Provadi se pomoci automatického analyzatoru, ktery umoziuje
zpracovani vétSitho mnozstvi vzorkli. Pomoci CLIA se kvantitativné stanovuji ACLA IgG,
IgM, anti-beta2GPI IgG, IgM a anti-beta2GPI-D1 (Zhou J. et al., 2018). Na rozdil od
techniky ELISA pouzivaji chemiluminiscencni imunoanalyzy pro stanoveni protilatek Casto
jako pevnou fazi paramagnetické kulicky. Mnozstvi emitovaného svétla se vyjadiuje jako
¢iselnd hodnota v relativnich svételnych jednotkach. Svételné jednotky jsou imérné mnozstvi
autoprotilatek navazanych na antigen na povrchu kulicek (Mahler M. et al., 2016; Capozzi A.
et al., 2012). Porovnani CLIA a ELISA prokazalo podobnou citlivost obou metod pro ACLA
IgG a IgM a anti-beta2GPI IgM. Pro anti-beta2GPI IgG méla vyssi citlivost CLIA nez
ELISA (Salma N. et al., 2018).

Testy EliA jsou pln¢ automatizované fluorescencni enzymové imunoanalyzy (Villalta D. et
al., 2009). Antigeny (hovézi kardiolipin a hovézi beta2GPI jako kofaktor pro ACLA
protilatky a purifikovany lidsky beta2GPI pro anti-beta2GPI) potazené na polystyrenovych
kaliScich zachycuji specifické protilatky ze vzorkl od pacientd. Navazané APA protilatky se
detekuji fluorimetricky pomoci antihumannich protilatek IgG/IgM/IgA konjugovanych
s enzymem (galaktosiddza). Galaktosiddza pfeménuje substrat 4-methylumbelliferyl-beta-D
galaktosidazu na fluorescencni produkt. GPL-U/ml a MPL-U/ml jsou jednotky pro vyjadieni
vysledkt ACLA a AU/ml pro anti-beta2 GPI.

Multiplexni pritokové imunoanalyzy piedstavuji plné automatizované systémy, které
umoziuji analyzovat komplexni fadu protilatek v jediném vzorku. Pro stanoveni APA byly
vyvinuty platformy s mikrosférami (paramagnetickymi kuli¢kami) jako pevna faze v tomto
systému. Mikrosféry jsou vnitiné oznaceny jedine¢nou kombinaci fluoroforii, které slouzi
jako diskrimina¢ni signal (Ayoglu B. et al., 2016). Povrch kulicek je potazen riznymi

antigeny, které zachycuji specifické autoprotilatky ze vzorkd séra/plazmy. Fluorochromem
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konjugované antihumanni imunoglobuliny detekuji protilatky navdzané na antigeny na
mikrosférach. Fluorescence je analyzovana analyzdtorem podobnym pritokovému
cytometru, ktery je vybaven dvéma lasery. Jeden laser vyhodnocuje fluorescenci kuli¢ek
(identifikaci mikrosféry) a druhy laser excitaci fluorochromu konjugatu urCuje mnoZstvi
autoprotilatek zachycenych antigenem na paramagnetickych kulickdch. Fluorescence se
pocita v relativni intenzité fluorescence (Fritzler M.J., 2006; Tozzoli R. a Villalta D., 2014).
Ve srovnani s ELISA maji multiplexni testy zalozené na mikrosférach vyhodu mensi
spotfeby objemu vzorku, rychlejSiho provedeni, aniz by se snizila analytickd citlivost

a presnost.

MLDA (multi-line dot assay) je semikvantitativni metoda pro detekci vice APA soucasné,
ktera je provadéna na polyvinyliden difluoridovych (PVDF) membranach. Na PVDF jsou v
prouzcich imobilizovany rizné fosfolipidy, na které se vazou piislusné APA ze zkoumaného
vzorku. Hodnoceni se provadi pomoci denzitometrie a vysledky se oznacuji jako
pozitivni/negativni (Bevers E.M. et al., 2004). Ve srovnani s ELISA hydrofobni PVDF
membrany napodobuji vazbu APA in vivo, jsou poréznéjsi a mohou skryvat velkou ¢ast
hydrofobni ¢asti fosfolipidu, coz mize mit za nasledek hust$i expresi hydrofilni ¢asti

fosfolipidu na povrchu PVDF a intenzivnéjsi interakci se zkoumanymi APA.

6.2. Avidita

Humordlni imunitni odpovéd’ na specificky antigen zahrnuje jak kvantitativni aspekt
stanoveny jako koncentrace Ig, tak kvalitativni hledisko citlivosti, zkfiZzené reaktivity nebo
specifity - funkce avidity (Pohanka M., 2009). Nepfitomnost klinickych projevii u APA
pozitivnich pacienti mize byt dana ptitomnosti APA s nizkou aviditou. Protilatky s vyssi

aviditou maji vyssi prediktivni hodnotu ke klinickym projeviim.
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6.2.1.Termin afinita a avidita

Afinita popisuje silu vazby mezi paratopem Ig s jeho ptisluSnym antigennim epitopem (Bozi¢
B. et al.,, 2007; Gharavi A. a Reiber H., 1996). Afinita vznikd souftem pfitazlivych a
odpudivych sil. Mezimolekuléarni sily pfitomné mezi paratopem a epitopem zahrnuji relativné
slabé nekovalentni interakce, hydrofobni sily, elektrostatické sily nebo Van der Waalsovy
sily. Pfirozené se vyskytujici Ig maji nejméné dvé vazebnd mista pro antigen, kterd jsou
schopna reagovat s vice antigennimi epitopy. Celkova sila vazby mezi multivalentni
protilatkou a multivalentnim antigenem se nazyva avidita nebo funkéni afinita (Gharavi A. a
Reiber H., 1996; Lappalainen M. a Hedman K., 2004). Avidita zavisi na afinité jednotlivych
vazebnych mist Ig k pfisluSnym epitopiim antigenu, jejich hustoté, rozestupu a polyreaktivité

protilatek.

Afinita je multigeneticky podminénd vlastnost protilatek, kterd je nezavisld na hladiné
protilatek (Steward M.W., 1979). V piipad¢ infekcnich chorob maji Ig produkované pfi
sekundarni odpovédi vyssi aviditu nez ty, které se vyskytuji v imunitnim systému pii
odpovédi primarni. U autoimunitnich onemocnénich neni otazka tzv. somatické hypermutace
doposud objasnéna (Bozi¢ B. et al., 2007). Zrani protilatek spojené s progresi od nizké k
vysoké avidité neni vzdy rovnomérné a miZze byt ovlivnéno mnoha faktory (Shepherd S.J. et
al., 2013). Stanoveni avidity autoprotilatek ukazalo, Ze jejich rozdilna avidita mtize ptispivat

k riznym klinickym projeviim (Cui Z. a Zhao M.H., 2005).

6.2.2. Metody stanoveni avidity protilatek

Pro stanoveni avidity protiladtek lze uzit rizné metody. Avidita se obvykle méfi pomoci
metody ELISA v prostfedi, kde chaotropni latky narusuji interakce mezi protilatkou a
antigenem. Zpravidla se porovnava pocateCni vazba protilatek na pfislusny antigen pii
fyziologické koncentraci soli s vazbou za chaotropnéjSich podminek v simultdnnich
analyzach (Cucnik S. et al., 2011). Timto zplsobem se hodnoti relativni avidita. Pro
stanoveni avidity protilatek jsou v literatufe dobie popsany dva postupy. Pii tzv.
preventivnim principu se chaotropni latky ptidavaji do fediciho roztoku séra, aby se zabranilo

vazbé¢ protilatek s nizkou aviditou k antigenlim na pevné fazi (fedici princip) (Inouye S. et al.,
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1984). Bézné se uplatiiuje dals§i disociacni princip, kde imunitni komplexy specifickych
protilatek a antigent (potazenych na mikrotitraénich jamkach) jsou vystaveny chaotropnim
latkam v promyvacim pufru (elucni princip). Interakce protilatek s nizkou aviditou s antigeny
jsou snadno pteruSeny, naopak vysokoavidni protilatky ziistavaji navazany (Fialova L. et al.,
2011; Woznicova V., 2004). Uvolnéné protilatky s nizkou aviditou se vymyji z jamek pied

kvantifikaci protilatek vazanych na antigeny.

Obecné se hodnota avidity protilatek vyjadiuje jako index avidity (Al), jehoz vypocet je
zalozen na poméru navazanych protildtek v mikrotitracnich jamkach v pfitomnosti nebo
nepiitomnosti chaotropli. Rizné chaotropni latky maji rozdilné schopnosti pii disociaci
imunitnich komplexti (Dimitrov J.D. et al., 2011). Intenzita pieruSovani spojeni protilatka-

antigen je zavisla na druhu zkoumaného antigenu a jeho specifickych protilatkach.

Testy ELISA s pouzitim chaotropnich latek byly rovnéz vyuzity v klinickych studiich
zaméienych na aviditu APA. Mocovina nebo chlorid sodny byly pouzity jako chaotropni
¢inidla (Zachou K. et al., 2006; Cucnik S. et al., 2004). V piipadé mocoviny byla séra
testovana soucasné v sé€riovych fedénich s pfitomnosti mocoviny a bez ni. V této souvislosti
byl zaveden termin rezidudlni aktivita, kterd je definovand jako fedéni séra po oSetieni
mocovinou vyjadiené¢ jako procento ziedéni séra bez oSetfeni a odpovidajici stejné

absorbanci (Zachou K. et al., 2006). Vyssi rezidualni aktivita znamena vyssi aviditu ACLA.

Vysledky avidity ELISA dobfe koresponduji s vysledky ziskanymi prostfednictvim
presn¢jSitho méieni, naptiklad pomoci analyzy biospecifickych interakci nebo rovnovazné

dialyzy (McCloskey N. et al., 1997; Macdonald R.A. et al., 1988).

6.2.3. Avidita APA

Dosavadni klinické studie hodnotily pfevazné aviditu APA u izotypu IgG na pevné fazi.
Prvni klinické studie avidity APA pouzivaly k disociaci imunitnich komplexii mocovinu

(Vlachoyiannopoulos P.G. et al., 1998). Zjistily, Ze protilatky bud’ proti beta2GPI nebo
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komplexu kardiolipin/beta2GPI od pacienti s APS vykazuji vysokou rezistenci vici
mocoving na rozdil od sér pacientl s jinymi autoimunitnimi chorobami. U 30 % pacienti s
APS a SLE byly zjistény protilatky s vysokou aviditou (Celli C.M. et al., 1999). Naopak u
pacientll s maldarii, syfilis ¢i syndromem ziskané imunodeficience byly zjiStény protilatky

nizkoavidni (Dueymes M. et al., 1995).

Cuénik a kol. analyzovali (2011, 2004) séra v pfitomnosti zvy3ujici se koncentrace NaCl
(0,15, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 a 6 mol/l). Rozdil mezi vysokou a nizkou aviditou anti-beta2 GPI
protilatek byl stanoven arbitrarné porovnanim pocatecni vazby protilatek pii koncentraci 0,15
mol/l s vazbou pii koncentraci 0,5 mol/l NaCl. Kdyz vazba protilatek pii koncentraci 0,5
mol/l NaCl zistala vy$si nez 65 % pocate¢ni hodnoty, byla deklarovana vysoka avidita anti-
beta2GPI. Kdyz vazba pti koncentraci 0,5 mol/l NaCl klesla na 25 % nebo pod tuto hodnotu
puvodni vazby, byly stanoveny protilatky s nizkou aviditou. Protilatky, které nespliovaly
tato kritéria, byly povazovany za protilatky s heterogenni aviditou. Vysledky naznacily, ze
vysokoavidni anti-beta2GPI protilatky jsou klinicky vyznamnéjsi nez protilatky s nizkou
aviditou. Pfitomnost anti-beta2GPI s vysokou aviditou nebyla vzacna u pacientii s APS.
Hlavni klinickou manifestaci anti-beta2GPI s vysokou aviditou byla Zzilni trombodza.
Trombdza byla vzacna ve skupiné pacientll s vysokym titrem protilatek, ale s nizkoavidnimi
anti-beta2 GPI. Avidita anti-beta2 GPI muze byt spolehlivéjsim laboratornim ukazatelem nez
titr APA pro hodnoceni dlouhodobého trombotického rizika (Cucnik S. et al., 2005). Vyse
zminéna tvrzeni byla potvrzena v multicentrickych studiich téhoz védeckého tymu (Cucnik
S. et al.,, 2011; Cucnik S. et al., 2012). Multicentrické studie rovnéz objasnily jasnou
souvislost mezi anti-beta2 GPI s vysokou aviditou a porodnickymi komplikacemi. Statisticky
vyznamny rozdil byl pozorovan u pacientek s porodnickymi obtiZzemi ve skupiné s vysokou

aviditou protilatek oproti protilatkdm s nizkou aviditou.

Zavéry klinickych studii naznacuji, ze avidita APA je klinicky velmi uZite¢na. APA s
vysokou aviditou jsou spojeny predeviim s HZT a APS. Avidita by se v blizké budoucnosti

mohla stat soucasti klasifika¢nich kritérii APS.
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Experimentalni ¢ast

7. Uvod

Experimentalni ¢ast je rozdélena na ¢ast metodickou (studie 1) a ¢ast klinickou (studie 2 a 3).

Metodicka Cast prace se zaméfuje na testovani rliznych modifikaci ELISA 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 kriteriadlnich a nekriteridlnich APA.

Hlavnimi cily experimentalni prace bylo:

1.) porovnat nékolik modifikaci ELISA 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 ptiklad nekriteridlnich protilatek u né€kolika skupin

pacientil a porovnat je s konvencnimi APA.

Uvedené hlavni cile jsou detailnéji rozvedeny u jednotlivych studii.
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8. Studie 1 — Porovnani ruznych metod ELISA pro stanoveni avidity APA

8.1. Uvod

Patogenni potencial autoprotilatek zavisi nejen na jejich hlading, ale také na kvalitativnich
charakteristikdch, jako jsou afinita a avidita, které mohou pfispivat k zdvaznosti piislusného
onemocnéni (Fialova L., 2014). Cucnik a kol. (2005) ptedpokladaji, Ze avidita anti-beta2 GPI
muze byt spolehlivéj§im laboratornim ukazatelem nez titr APA pro hodnoceni dlouhodobého
trombotického rizika. Byly popsany rizné metody stanoveni avidity protilatek (Lynch H.E. et
al., 2014; Dimitrov J.D. et al., 2011). V klinickych laboratofich se béZzn€ vyuZivaji
imunoanalytické metody na pevné fazi (pfevazné ELISA) v pfitomnosti chaotropnich latek.
V prabéhu ELISA jsou vzniklé imunitni komplexy docasn¢ vystaveny chaotropnim latkam
(Dimitrov J.D. et al., 2011; Cucnik S. et al., 2011; Dauner J.G. et al., 2012; Almanzar G. et
al., 2013; Vlachoyiannopoulos P.G. et al., 1998). Interakce nizkoavidnich protilatek s
antigeny jsou chaotropnimi ¢inidly snadno pteruSeny, zatimco vysokoavidni protilatky
zlstavaji navazany na antigeny. Nizkoavidni protilatky uvolnéné po inkubaci s chaotropnimi
¢inidly jsou odstranény z ptisluSnych jamek. Protilatky s vyssi aviditou vdzané v imunitnich
komplexech na povrchu jamek se kvantifikuji a porovndvaji s mnoZstvim protilatek
detekovanych v jamkach bez chaotropti. Nékolik modifikaci ELISA metod pro stanoveni
avidity se lisi fedénim analyzovaného séra nebo koncentraci chaotropnich latek (Dimitrov
J.D. et al., 2011; Dauner J.G. et al., 2012; Perciani C.T. et al., 2007). Nejjednodussi metoda
pouziva jedno fedéni séra s fixni koncentraci chaotropni latky. Jiny pfistup stanoveni avidity
je zalozen na vyuziti sériové fedéného séra pii konstantni koncentraci chaotropni latky
(Zachou K. et al., 2006; Perciani C.T. et al., 2007; Jenum P.A. et al., 1997). Alternativné je
konstantn¢ nafedéné sérum vystaveno zvysujici se koncentraci chaotropni latky (Polanec J.
et al., 1994). Pferuseni interakci mezi protilatkou a antigenem se zda byt vysoce zavislé na
druhu zkoumaného antigenu a jeho specifické protilatky s ohledem na odlisny typ a pocet
vazeb, které se podileji na tvorbé imunitnich komplexti (Dimitrov J.D. et al., 2011; Almanzar
G. et al., 2013). Na zaklad¢ toho rtizné chaotropy pferuSuji imunitni komplexy tvoiené

urcitym antigenem a odpovidajici protilatkou odlisn¢ (Dauner J.G. et al., 2012).
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8.2. Cile studie

Otestovat rizné moznosti stanoveni avidity ACLA postupem ELISA za pfitomnosti

chaotropti a vybrat optimalni modifikaci, ktera je vhodna k rutinnimu pouziti.

1.) Porovnavali jsme dvé rizné chaotropni latky (moc€ovinu a chlorid sodny), které jiz byly
drive pouzity pro stanoveni avidity APA (Cucnik S. et al., 2012; Vlachoyiannopoulos P.G. et
al., 1998; Fialova L. et al., 2014).

2.) Srovnavali jsme né€kolik modifikaci ELISA s pouZitim riznych koncentraci chaotropnich

latek a rizného fedéni vzorku séra.

3.) Porovnavali jsme rtizné zpisoby vypoctu Al.

8.3. Materialy a metody

8.3.1. Soubor pacienti

Analyzovali jsme 28 vzorkli séra od pacienti sledovanych na Imunologickém oddé¢leni
Ustavu 1ékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN v Praze (vék: 40+17
let, primér+SD; pohlavi: Zeny 22, muzi 6). Hladiny IgG ACLA byly stanoveny v séru
metodou ELISA (ELISA Anti-cardiolipin antibodies; Orgentec, Mainz, Némecko) v ramci
imunologického vySetieni pacientii. Hladiny IgG ACLA byly u pacientt vyssi nez 10 GPL.
Prevazujici diagnézy pacientli zatazenych do studie byly nésledujici: SLE (n=9),
glomerulonefritida a nefritida (n=5), imunodeficience (n=3), neplodnost (n=2) a poruchy

koagulace (n=2).

Vsechny subjekty poskytly pisemny informovany souhlas s ucasti ve studii. Etickd komise

Vseobecné fakultni nemocnice v Praze studii schvalila.
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8.3.2. Metody
8.3.2.1. Stanoveni hladin ACLA

Jako vychodisko pro stanoveni avidity jsme vychézeli z metody ELISA podle protokolu pro
stanoveni IgG ACLA (Pierangeli S.S. a Harris E.N., 2008). 10 % hovézi sérum (ABS) ve
fyziologickém roztoku s fosfatovym pufrem (PBS) bylo pouzito jako blokovaci roztok a pro
fedéni vzorkl od pacientt. Tento postup ELISA poskytuje dostate¢né mnozstvi beta2GPI pro
validni stanoveni a spliiuje pozadavky doporu¢ené mezinarodnimi konsenzualnimi pokyny

pro testovani antikardiolipinu a anti-beta2GPI (Lakos G. et al., 2012).

8.3.2.2. Stanoveni avidity IgG ACLA

Chemikalie (neuvedené v popisu metody):

Hovézi sérum: Bovine Serum Franc Origin (Biosera, Francie)
Dihydrogenfosfore¢nan 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)

Mogovina, 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)

Destickovy spektrofotometr Sunrise (TECAN, Svycarsko) se softwarem Magellan
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Pro vySetteni avidity IgG ACLA byl pouZit postup popsany Vlachoyiannopoulosem a kol.
(1998) v nasi modifikaci.

Hovézi kardiolipin (difosfatidylglycerol) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) byl
pouzit jako antigen pro potazeni jamek mikrotitracnich desticek. Jamky mikrotitra¢nich
prouzki (Polysorp, NUNC, Roskilde, Déansko) byly potazeny 50 pl roztoku hovéziho
kardiolipinu v absolutnim ethanolu (50 pg/ml). Mikrotitracni prouzky byly inkubovany ptes
noc pii teploté 4 st. C. Po inkubaci byly jamky promyty pomoci PBS. Jamky byly blokovany
150 ul 10% ABS v PBS po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté a poté byly jamky promyty.
100 pl kazdého natfedéného séra a pro kazdou koncentraci chaotropniho ¢inidla (viz nize)
bylo pfidano vzdy do dvou jamek potazenych kardiolipinem a néasledovala inkubace po dobu
1 hodiny pfi pokojové teploté. Po promyti se do jamek ptidalo 100 pl roztokli chaotropniho
¢inidla o zvolenych koncentracich (viz nize) nebo 100 ul PBS. Po 10 minutach inkubace, pfi
pokojové teploté, byly jamky promyty. V dalSim kroku bylo do vSech jamek ptidano 100 pl
koziho anti-humanniho IgG konjugovaného s kienovou peroxidasou (SouthernBiotech,
Birmingham, USA), zfedéné¢ho 1:5000 v 10% ABS v PBS a desticky byly inkubovany 1
hodinu pii pokojové teploté. Po inkubaci byly desticky promyty a poté piidano 100 pl
substratu (tetrametylbenzidin s H,0,) (TEST-LINE, Brno, Ceska republika). Nésledovala
inkubace 20 minut pii pokojové teploté. Enzymaticka reakce byla zastavena ptidanim 2 mol/l
H,SO4. Absorbance v kazdé jamce byla odectena pii 450 nm s korekci pii 620 nm pomoci
desti¢kového spektrofotometru Sunrise (Sunrise, TECAN, Svycarsko) (Fialova L. et al.,
2014).

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
roztokii mocoviny (2,0, 4,0, 6,0 a 8,0 mol/l) nebo chloridu sodného (0,25, 0,5, 1,0 a 2,0
mol/l). S ohledem na nedostatecné mnozstvi séra u nékterych pacienti nebyly vSechny

modifikace ELISA provedeny u kazdého séra.
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8.3.2.3. Vyjadreni vysledka avidity

Pro stanoveni avidity a vyjadieni vysledka avidity jsme pouzili nékolik modifikaci.

8.3.2.3.1. Metoda 1: jediné Fedéni séra, jedina koncentrace chaotropu

Stanoveni avidity touto metodou je zalozeno na analyze jednoho fedéni séra vystavené¢ho
jedné koncentraci chaotropu. Al pouzity pro vyjadieni hodnoty avidity predstavuje pomeér
(nebo procento) zbytkovych protilatek navazanych v jamkach v pfitomnosti chaotropu k

celkovému mnozstvi protilatek navazanych v jamkach bez ptitomnosti chaotropu.

Al se vypocita vydélenim hodnot absorbance ziskanych méfenim z jamek s pfidavkem
chaotropu (mocovina 6 nebo 8 mol/l; NaCl 1 nebo 2 mol/l) a hodnotami absorbance

ziskanymi métfenim z jamek bez piidavku chaotropu.

Al = absorbance v jamkach s chaotropem/absorbance v jamkach bez chaotropu.

8.3.2.3.2. Metoda 2: ruzna redéni séra, jedina koncentrace chaotropu

Na rozdil od ptedchoziho pfistupu, tato modifikace pro aviditu pouziva nékolik riznych
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 oSetieni
chaotropem v souladu s ur¢itou mezni hodnotou absorbance k hodnoté fedéni séra bez

osetfeni chaotropem odpovidajici stejné mezni hodnoté absorbance (obrazek 4 A).

Al = Fedéni séra po oSetieni chaotropem k mezni absorbanci/fedéni séra bez oSetieni

chaotropem k mezni absorbanci.

Presngjsi zpusob vypoctu Al je zaloZzen na poméru ploch odvozenych z hodnoty titra¢ni
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ktivky protilatek ziskané i) po oSetfeni chaotropnim ¢inidlem a ii) bez oSetfeni chaotropnim
¢inidlem (obrazek 4 B). 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
dvojnasobku sumace absorbanci ziskanych v grafu ELISA v chaotropnich podminkach minus
absorbance prvniho a posledniho fedéni séra déleny dvojndsobkem 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 pouZzitim pouze dvou optimalnich fedéni séra 1:50 a 1:100 s

cilem uSetfit praci spojenou s postupem ELISA.

Obrazek 4:

A.) Stanoveni avidity pomoci ELISA s pouzitim n¢kolika rizné fedénych sér vystavenych
jedné koncentraci chaotropni latky. Sipka pierusované Gary na ose x zndzoriiuje fedéni séra
vystavené pusobeni chaotropni latky odpovidajici ur¢ité mezni absorbanci; Sipka plné ¢ary na
ose x ukazuje zfedéni séra bez expozice chaotropni latce odpovidajici urcité mezni

absorbanci.
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B.) Stanoveni Al na zdkladé¢ poméru ploch ziskanych z titrani kiivky protilatek. Plna ¢ara

ohranicuje oblast bez chaotropu a pferusovana ¢ara ohranic¢uje oblast s chaotropem.
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8.3.3. Statisticka analyza

Statistick¢ 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 rozdila v parovych méfenich avidity ACLA v séru nebo raznych
vyjadieni Al. Hladina vyznamnosti pro vSechny testy byla P<0,05. Porovnani dvou riiznych
technik méfeni bylo provedeno pomoci Bland-Altmanovych grafti (Bland J.M. a Altman
D.G., 1999). Statistickd analyza byla provedena pomoci programu Statistica 12 (StatSoft,
CR) a MedCalc (Ostende, Belgie).

8.4. Vysledky

8.4.1. Metoda 1: jediné Fedéni séra, jedina koncentrace chaotropi

Koncentrace mocoviny 2 a 4 mol/l nebo NaCl 0,25 a 0,5 mol/l nevedly k u¢inné disociaci

imunitnich komplexi. Pokud byl pouzit roztok chaotropu v jedné koncentraci, tak tyto
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koncentrace byly méné vhodné pro rozliSeni mezi vysoceavidnimi a nizkoavidnimi

protilatkami.

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) pti rizném fedéni séra (1:50 a 1:100).

1.) Byla zjisténa vysoka korelace mezi Al na zdkladé rtiznych 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 nizSi 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 piitomnosti NaCl 2 mol/l

ve srovnani s NaCl 1 mol/l.

2.) Redéni vzork sér (1:50 a 1:100) ovlivnilo AI vice nez koncentrace chaotroptl, ale
korelace byla stale vysoka 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 méné 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). Ptsobeni
mocoviny bylo u¢inngjsi ve vice zfedénych sérech. Al pro séra fedéna 1:100 byla vyznamné
nizs8i 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 imunokomplexu byl podobny u sér zfedénych
1:100 1 1:50 a Al se nelisil (sérum fedéné 1:50 vs. sérum fedéné 1:100 n.s. pro kazdou

koncentraci NaCl).

8.4.2. Metody 2: riizna redéni séra, jedina koncentrace chaotropi

Tuto modifikaci ELISA jsme porovnavali v podminkach riznych koncentraci chaotropi.

Byly pozorovany vyznamné korelace mezi Al stanovenymi ke stejné mezni hodnoté
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absorbance 0,3 pii pouziti koncentrace 6 nebo 8 mol/l pro mocovinu a 1 nebo 2 mol/l pro
NaCl (mocovina 6 vs 8 mol/l =0,96, P<0,0001; NaCl 1 vs 2 mol/l =0,85, P=0,002).
Podobné¢ jako u ptedchozi metody byla Al vyznamné nizsi, kdyz byla k disociaci imunitnich
komplextl pouzita mocovina 8 mol/l ve srovnani s mogovinou 6 mol/l (P=0,047). Zadny
rozdil nebyl pozorovan v pfitomnosti riiznych koncentraci NaCl jako chaotropniho ¢inidla.
Bohuzel bez dodate¢ného fedéni séra, nebylo mozné vyhodnotit Al ve vzorcich s pfilis
vysokym obsahem sérové koncentrace ACLA, které poskytovaly pfili§ vysokou absorbanci

pfesahujici mezni hodnotu.

Kromé toho jsme Al analyzovali také na zakladé 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 plivodnim vzorcem a nasi modifikaci je vysoka, a
to zejména pii pouziti mocoviny (tabulka 3). Toto tvrzeni bylo potvrzeno také Bland-
Altmanovymi grafy (obrazek 5A). 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 4. Korela¢ni koeficienty a Blandovy-Altmanovy grafy
(obrazek 5B) také ukazaly dobrou shodu mezi stanovenim Al pomoci riznych fedéni sér s

jednou koncentraci chaotropu a s jednim fedénim séra.
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Tabulka 3. Srovnani Al stanovenych metodou ELISA s pouzitim séra nafedéného vicekrat s
jednou koncentraci chaotropu vypoctenou podle vzorce Percianiho a kol. (2007) (plocha 6
mol/l nebo plocha 8 mol/l) a Al stanovenych nasi modifikovanou metodou zahrnujici pouze

sérum fedéné 1:50 a 1:100 (modifikovana plocha 6 mol/l nebo modifikované plocha 8 mol/l).

Comparison Comparison
n r p n r p
area as chaotrope NaCl as chaotrope
area 6 mol/L wvs. < area 1 mol/L vs. area <
18 0,95 20 10,93
area 8 mol/L 0.0001 | 2 mol/L 0.0001

area 6 mol/L vs.

< area 1 mol/L vs. area <
area 6 mol/L | 18 | 0,96 20 10,92

0.0001 1 mol/L modified 0.0001
modified
area 8 mol/L vs.

< area 2 mol/L vs. area <
area 8 mol/L | 18 | 0,98 20 10,92

0.0001 2 mol/L modified 0.0001
modified
area 6 mol/L area 1 mol/L modified

< <
modified vs. area 8 | 24 | 0,95 vs. area 2 mol/L |20 | 0,89

0.0001 0.0001
mol/L modified modified

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

VS.=VErsus
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Tabulka 4: Srovnani Al stanovenych metodou ELISA s pouzitim jednoho fedéni séra (1:50

nebo 1:100) s fixni koncentraci chaotropu (mocovina nebo NaCl) a Al stanovenych metodou

ELISA s pouzitim vicekrat nafedéného séra.

Urea NaCl
concentra | Comparisons |n |[r |p concentra | Comparisons |n |r p
tion tion
single
diluted single diluted
serum 1:50 0, | < serum 1:50 0,7
_ 18 . 20 0.0002
vs. multiple 88 1 0.0001 vs. multiple 4
diluted diluted serum
serum
single
diluted single diluted
serum 1:50 serum  1:50
0, | < 09 | <
vs. multiple | 18 vs. multiple | 20
. 97 1 0.0001 ) 4 0.0001
diluted diluted serum
Urea 6 serum NaCl modified
mol/L modified 1 mol/L
single
diluted single diluted
serum 1:100 8 0, | < serum 1:100 09 | <
20
vs. multiple 97 | 0.0001 vs. multiple 1 0.0001
diluted diluted serum
serum
single single diluted
; 0, | < . 0.8 | <
diluted 24 serum 1:100 20
serum 1:100 94 1 0.0001 0 ]0.0001

vs. multiple

vs. multiple

diluted serum
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diluted modified
serum
modified
single
diluted single diluted
serum 1:50 0, | < serum 1:50 0,8 | <
18 20
vs. multiple 91 | 0.0001 vs. multiple 1 0.0001
diluted diluted serum
serum
single
diluted single diluted
serum 1:50 serum 1:50
0, | < 09 | <
vs. multiple | 24 vs. multiple | 20
_ 97 | 0.0001 ) 5 0.0001
diluted diluted serum
serum modified
Urea 8 modified NaCl
mol/L . 2 mol/L
single
diluted single diluted
serum 1:100 8 0. | < serum 1:100 0.8 | <
20
vs. multiple 97 1 0.0001 vs. multiple 7 0.0001
diluted diluted serum
serum
single
diluted single diluted
serum 1:100 serum 1:100
0. | < 0.8 | <
vs. multiple | 24 vs. multiple | 20
. 95 | 0.0001 ) 4 0.0001
diluted diluted serum
serum modified
modified
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n=number of samples; r=Pearson’s correlation coefficient; p=level of significance;

VS.=VErSsus

8.4.3 . Vztah mezi Al pii pouZziti mocoviny nebo NaCl

Al vypoctené¢ z absorbanci ziskanych v pfitomnosti NaCl nekorelovaly s hodnotami
ziskanymi v pfitomnosti moc€oviny pii pouziti sér ziedénych v poméru 1:50. Pfi vice
nafedéném séru (1:100) se korelace mezi provedenymi testy ELISA s riznymi chaotropy
zvysila (tabulka 5). Shoda vSak byla méné vyjadiena v porovnani s riznymi postupy pro
stanoveni Al pomoci stejného chaotropniho ¢inidla. Podobné korelace byly pozorovany pfi
srovnani metod popsanych Percianim a kol. (2007) v¢etné nasi modifikace (tabulka 6). Byla
zjisténa dobra korelace mezi metodami pouZivajicimi Ctyfi fedéni séra a mezi metodami
pouzivajicimi pouze dvé fedéni séra pro mocovinu a NaCl. Bland-Altmanovy grafy takeé

ukazaly shodu mezi Al stanovenou pomoci riznych chaotropnich latek (obrazek 5 C).

Tabulka 5: Porovnani Al stanovenych metodou ELISA s pouzitim jednoho fedéni séra (1:50
nebo 1:100) v pfitomnosti riaznych chaotropt (koncentrace mocoviny 6 mol/l nebo 8 mol/I;

NaCl 1 mol/l nebo 2 mol/l).

Serum

Comparisons n r p
dilution

urea: 6 mol/L vs. NaCl 1 mol/L 16 0.32 n.s.

urea: 6 mol/L vs. NaCl 2 mol/L 16 0.25 n.s.
1:50

urea: & mol/L vs. NaCl 1 mol/L 16 0.34 n.s.

urea: 8 mol/L vs. NaCl 2 mol/L 16 0.35 n.s.

urea: 6 mol/L vs. NaCl 1 mol/L 16 0.67 0.004
1:100

urea 6 mol/L vs. NaCl 2 mol/L 16 0.62 0.01
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urea: & mol/L vs. NaCl 1 mol/L

16

0.81

0.0001

urea: & mol/L vs. NaCl 2 mol/L

16

0,57

0.02

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

VS.=VEersus

Tabulka 6: Srovnani Al stanovenych metodou ELISA s pouzitim n€kolika riznych fedéni

sér s fixni koncentraci riznych chaotropti (mocovina vs. NaCl).

Comparisons r p
area urea 6 mol/L vs. area NaCl 1 mol/L 16 0.57 0.022
area urea 6 mol/L vs. area NaCl 2 mol/L 16 0.56 0.025
area urea 8 mol/L vs. area NaCl 1 mol/L 16 0.68 0.004
area urea & mol/L vs. area NaCl 2 mol/L 16 0.64 0.008
area urea 6 mol/L modified vs. area NaCl 1 mol/L

16 0.49 0.053
modified
area urea 6 mol/L modified vs. area NaCl 2 mol/L

16 0.45 0.081
modified
area urea 8 mol/L modified vs. area NaCl 1 mol/L

16 0.54 0.032
modified
area urea 8 mol/L modified vs. area NaCl 2 mol/L

16 0.48 0.057
modified

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

VS.=VEersus
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Obriazek 5:
(A) Reprezentativni Bland-Altmantv graf porovnavajici Al stanovené metodou ELISA s
pouzitim nékolika rizné fedénych sér v pfitomnosti mocoviny 6 mol/l vypocteného podle

vzorce Percianiho a kol. (2007) a nasi modifikované metody.
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(B) Reprezentativni Bland-Altmantiv graf porovnavajici Al zalozené na ELISA s pouzitim
ruzné tedénych sér a jednoho fedéni séra (1:50) v pfitomnosti mocoviny 6 mol/l.
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(C) Reprezentativni Bland-Altmaniiv graf porovnavajici Al zalozené na metodé¢ ELISA pfi

pouziti riznych chaotropii (plocha vypocet: mocovina 6 mol/l a NaCl 1 mol/l).
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8.4.4. Avidita IgG u pacientii s vysokymi hladinami ACLA

Ctyii pacienti z nasi skupiny méli hladiny ACLA vy33i nez 100 GPL. Zadna z hodnot avidity
stanovend pfi jediném fedeéni séra s koncentraci mocoviny 6 nebo 8 mol/l a NaCl 1 nebo 2
mol/l nebyla vy$§i neZz pfislusné primémé hodnoty+SD (smérodatnd odchylka).

Reprezentativni hodnoty Al jsou uvedeny v riiznych koncentracich mocoviny na obrazku 6.
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Obriazek 6: Al u dvou reprezentativnich pacientli s vysokymi hladinami ACLA (=100GPL)

stanovené metodou ELISA v pfitomnosti riznych koncentraci mo¢oviny.
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8.5. Diskuze

Porovnali jsme dvé chaotropni latky mocovinu a chlorid sodny popsané v literatuie pro
stanoveni avidity APA a testovali jsme n€kolik moZnosti vypoctu Al. Zkoumané koncentrace
chaotropnich latek (2-8 mol/l pro mocovinu a 0,25-2 mol/l pro NaCl) byly zvoleny s ohledem

na zkuSenosti z pfedchozich studiich zabyvajicich se aviditou APA (Cucnik S. et al., 2012;

Vlachoyiannopoulos P.G. et al., 1998; Fialova L. et al., 2014). Z chemického principu je
ziejmé, ze mocovina a NaCl nedisociuji imunitni komplexy vytvofené béhem ELISA
stejnym zplUsobem. Zatimco mocovina narusuje vodikové vazby a Van der Waalsovy sily
(Dimitrov J.D. et al.,, 2011), NaCl jako iontova sloucenina mize také disociovat
elektrostatické interakce. Proto vysledky ziskané metodami vyuzivajicimi rtizné chaotropy

nemohou byt stejné.

Nicméné se jevi, Ze oba testované chaotropy mohou byt vyuzity, a za situace kdy je vhodna
koncentrace chaotropi a patiicné fedéni séra, mohou byt hodnoty avidity vzijemné
srovnatelné. Korelacni koeficienty a Bland-Altmanovy grafy prokazaly, za ptedpokladu
vhodnych podminek, dobry vztah mezi Al ur¢enymi prostiednictvim rtiznych chaotropnich
latek. Omezena srovnatelnost mezi Al v piitomnosti riiznych chaotropnich latek byla
pozorovana u metody pfi pouziti jednoho fedéni séra 1:50 pfi fixni koncentraci chaotropni
latky, zatimco stanoveni Al zaloZzené na vySSim fedéni séra 1:100 nebo na vicendsobném

fedéni séra vykazovalo lepsi shodu (tabulky 5 a 6).

Protoze spolehlivy odhad avidity protilatek vyzaduje 50 % sniZeni vazby protilatek (Pullen
G.R. et al., 1986), byly nizsi testované koncentrace mocoviny (2 a 4 mol/l) a NaCl (0,25 a 0,5
mol/l) povazovany za nevhodné pro metody pouzivajici pevnou koncentraci disociacnich
¢inidel. Koncentrace 6 a 8 mol/l mocoviny a 1 a 2 mol/l NaCl byly vhodné pro dostatecnou
disociaci imunitnich komplexti pii fedéni sér 1:50 a 1:100. Ob¢ fedéni sér a koncentrace
chaotropt ovlivnily intenzitu disociace imunitnich komplext béhem dalSiho kroku ELISA.
Vyssi koncetrace mocCoviny a vice nafedéna séra vedly k u¢inngj$i disrupci imunitnich
komplexti a k vyznamnému snizeni Al. Nejjednodussi zptisob stanoveni avidity je analyza

jednoho fedéni séra vystaveného pouze jedné koncentraci chaotropnich latek. Vypocet Al
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vyjadieny jako pomér hodnot absorbance ziskanych v pfitomnosti chaotropni latky k

hodnotam absorbance ziskanych bez chaotropnich latek je nekomplikovany.

Dimitrov a kol. (2011) zmituji, Ze test pro stanoveni avidity neni dostate¢né citlivy na mirné
poklesy vazby pfi vysokych koncentracich IgG. Na zaklad€ naSich vysledkl se zda, Ze
stanoveni avidity IgG ACLA neni ovlivnéno jejich hladinami podobné jako v pfipadé IgG
protilatek proti pertusovému toxinu a filamentéznimu hemaglutininu (Almanzar G. et al.,
2013). NaSe metoda stanoveni avidity pro ACLA s jednim fedénim séra a ta, ktera pouzivala
sériové fedéné sérum, jez neni ovlivnéné hladinami protilatek, vykazovaly dobrou korelaci.
Hodnoty Al u naSich pacienti s velmi vysokymi hladinami IgG ACLA neptekrocily
pramérné hodnoty + smérodatnou odchylku odpovidajici celkové testované skupiné pacienta.
Muzeme tedy piedpoklddat, Ze pouzivané koncetrace chaotropti byly dostacujici i pro vyssi
hladiny ACLA. Nicméné¢, hladiny protilatek mohou byt dilezité, pokud se hodnoty
o¢ekavaného titru protilatek v jednotlivych vzorcich lisily ve velkém rozsahu (Almanzar G.

etal., 2013).

Stanoveni Al pomoci sériové fedéného séra pacienta je povazovano za zlatou standardni
metodu pro stanoveni avidity metodou ELISA (Hedman K. et al., 1989). Vysledky avidity
nejsou ovlivnény koncentraci testovanych specifickych protilatek (Dimitrov J.D. et al.,
2011). Hlavni nevyhoda tohoto metodického pfistupu spocivd v nutnosti Ctyf nebo vice
fedéni vzorku (Prince H.E a Wilson M., 2001). Tento postup zvySuje ndroky na cas a
spotfebu ¢inidel. Pro tyto nedostatky jsme tuto metodu modifikovali redukci poctu fedéni

séra pouze na dvé, ktera se ukéazala jako vhodnd v ramci testovani metody s jednim fedénim.

Tato metodicka ¢ast prace je zpracovana v publikaci Fialova L, Petrackova M, Kuchat O.
Comparison of different enzyme-linked immunosorbent assay methods for avidity

determination of antiphospholipid antibodies. J Clin Lab Anal. 2017 Nov;31(6):e22121.
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9. Studie 2 — Avidita APA ve vztahu Kk jejich hladinam

9.1. Uvod

Heterogenita APA muze byt vyjadiena nejen v rizné antigenni specifi¢nosti, ale také v jejich
avidité. Jedna se o diilezitou charakteristiku protilatek, ktera popisuje celkovou vazebnou silu

mezi protilatkou a antigenem (Bozi¢ B. et al., 2007).

U autoimunitnich onemocnéni se vyskytuji protilatky s nizkou, stfedni a vysokou aviditou

(Fialova L., 2015; Fialova L., 2016).

9.2. Cile studie

V této studii jsme se zaméfili na ziskdni podrobnéjSich informaci o avidit¢ ACLA IgG.
Zajimala nas nejen avidita ACLA pozitivnich jedinct, ale také jsme analyzovali, zda avidita

u pacientl souvisi s nizkymi hladinami ACLA.

Stanovili jsme si tyto hlavni cile:

1.) Vyhodnotit vztah mezi aviditou ACLA IgG a jejich hladinami v rozmezi od velmi

nizkych az po vysoké.
Hypotéza 1: Velmi nizké hladiny ACLA by mohly byt charakterizovany vyssi aviditou.

Hypotéza 2: ACLA s vysokou aviditou mohou byt pfitomny u symptomatickych pacienti.

2.) Hodnotit zmény hladin ACLA a avidity ve skupiné pacienti béhem dlouhodobého

sledovani.

Hypotéza: Hladiny ACLA a avidity se v prab¢hu sledovani méni.
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3.) Prozkoumat, zda avidita ACLA souvisi s hladinami pfevazné nekriteridlnich APA.

Hypotéza: Avidita ACLA souvisi s hladinami pfevazné nekriteridlnich APA.

9.3. Material a metody

9.3.1. Soubor pacienti

Retrospektivné jsme analyzovali 78 vzorkt séra od 60 pacientl (vék 48 £19 let; primér £SD;
pohlavi 36 Zen, 24 muzf). Sbér vzorkd byl proveden na Imunologickém oddéleni Ustavu
1ékatské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN v Praze (Ceska republika) v
obdobi let 2011 az 2015 a v Thomayeroveé nemocnici v Praze v letech 2015 az 2016.

Pacienti byli vySetfeni nebo hospitalizovani pro systémova imunologicka onemocnéni (n =
14, ptevazné se SLE) a zilni trombézy (n = 18). Diagndza HZT byla stanovena na zakladé
anamnézy, fyzikalniho vySetfeni a zejména dopplerovské sonografie. Ostatni pacienty (n =
28) tvorili predevSim pacienti s rliznymi onemocnénimi, jako jsou onemocnéni ledvin
(glomerulonefritida nebo tubulointersticidlni nefritida), gastrointestinalni poruchy (pievazné
pankreatitida a onemocnéni zlu€ovych cest), imunodeficience, zenska neplodnost a diabetes

mellitus. Zadny ze zatazenych pacientli nem¢l maligni onemocnéni.

Diagnozy pacientl stanovili zkuSeni internisté na zéklad¢ platnych diagnostickych kritérii.
Vsechny subjekty poskytly pisemny informovany souhlas s ucasti ve studii. Etické komise

Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a Thomayerovy nemocnice v Praze studii schvalily.

9.3.2. Metody
9.3.2.1. Hladiny ruznych typi APA

Hladiny ACLA IgG byly stanoveny v séru metodou ELISA (Orgentec, Mainz, Némecko).
Dalsi typy APA namifenych proti jinym strukturdm (anti-beta2GPI, anti-fosfatidylserin
(aPS), anti-fosfatidylinositol (aPI), anti-fosfatidova kyselina (aPA)) byly také analyzovany
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pomoci ELISA (Orgentec, Mainz, Némecko). Podle doporuceni vyrobce byly hrani¢ni
hodnoty pro APA 10 GPL. Obecné¢ je rozsah méteni pro soupravu ACLA ELISA od 0 do 120
GPL s funkéni citlivosti 1 GPL.

9.3.2.2. Avidita ACLA IgG

Avidita ACLA IgG byla stanovena pomoci modifikované ELISA, kterou publikovali
Vlachoyiannopoulos a kol. (1998). V ptedchozi studii (viz vySe, kapitola 8) jsme zkoumali
moznosti stanoveni avidity ACLA pomoci chaotropnich latek podrobné&ji. Zjistili jsme, Ze jak
mocovina v koncentracich 6 mol/l nebo 8 mol/l, tak chlorid sodny v koncentracich 1 mol/l

nebo 2 mol/l byly vhodné pro dostateCnou disociaci imunitnich komplexti béhem dalSiho

kroku ELISA.

Pro ucely této studie jsme pouzili séra fedéna v poméru 1:50 a mocovinu v koncentraci 6

mol/l a 8 mol/l jako chaotropni latku. Vysledky avidity ACLA IgG byly vyjadreny jako Al

absorbance v jamkach s chaotropem

absorbance v jamkach bez chaotropu

Protilatky byly klasifikovany jako vysokoavidni, kdyz byl Al vyssi nez 0,6, a nizkoavidni,
kdyZ byl Al niz8i nez 0,4. Hodnoty Al protilatek od 0,4 do 0,6 byly obvykle oznaceny jako

"Seda zona".
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9.3.3. Statisticka analyza

Vzhledem k tomu, Ze data nevykazovala normalni rozdéleni, byly pouZity neparametrické
statistick¢é testy. Srovnani skupin bylo provedeno pomoci Kruskal-Wallisova testu.
Spearmantiv korela¢ni koeficient byl pouzit pro korela¢ni analyzu. Parova méteni byla
vyhodnocena Wilcoxonovym parovym testem. Hladina statistické vyznamnosti byla
stanovena na p = 0,05. Statistické analyzy byly provedeny pomoci programi MedCalc
(Ostende, Belgie) a Statistica (TIBCO Software Inc., ArcIT Consulting s.r.o., Czech
Republic).

9.4. Vysledky

9.4.1. 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) stfedn¢ vysoké hladiny (> 40 GPL;
n = 13). Hodnota ACLA IgG vyssi nez 40 GPL je v laboratornich kritériich pro APS
oznacena jako mezni hodnota pro stiedni az vysokou hladinu (titr) (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 trombozou byla hladina ACLA > 10 GPL. SLE nebo systémové
onemocnéni pojivové tkané byly diagnostikovany u 11 pacientl s hladinou ACLA vyssi nez
40 GPL. Na obrazku 7 jsou uvedeny hodnoty avidity testované v pfitomnosti mocoviny o
koncentraci 6 mol/l a 8 mol/l. Avidita ACLA se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné
neliSila bez ohledu na koncentraci mocoviny. Mediany Al byly u vSech skupin vyssi nez 0,6
pii pouziti mo€oviny 6 mol/l. ZvySeni koncentrace mocoviny pro stanoveni avidity vedlo k
mirnému poklesu mediant Al, ale nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily mezi skupinami

pacienti.
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Obrazek 7: Avidity ACLA IgG ve skupinach pacientii klasifikovanych podle titru ACLA
(velmi nizky titr ACLA < 10 GPL, n = 30; nizky titr ACLA 10 — 40 GPL, n = 17; stfedné
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. Svisla ¢éra se tdhne
od minimalni po maximalni hodnotu s vylou¢enim vybocujicich hodnot, které jsou zobrazeny

jako samostatné body.
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9.4.2. Longitudinalni hodnoceni avidity ACLA IgG

Opakovany odbér krve byl proveden u 14 pacientl v intervalu 315 dni (rozmezi 98-392 dni;
median 25.-75. percentil). Charakteristika longitudindlné hodnocenych pacientti (v€k 43 +15
let; primér £SD) je uvedena v tabulce 7. V této skupiné prevazuji pacienti s imunologickym
onemocnénim. Parové vzorky séra byly ziskany od vétSiny pacientl, s vyjimkou tii pacientu,
kterym byl proveden odbér krve tiikrat nebo Ctyfikrat. Podil pacientd s nizkymi nebo stfedné
vysokymi hladinami ACLA byl mezi pacienty podobny. Hodnota Al ACLA piesahovala 0,6

u vétSiny pacientt. Hladiny ACLA ani jejich avidita se béhem sledovani vyznamné neménily
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(obrazek 8). Doba vyvoje hladin a avidit ACLA u tfi pacient, kterym byly vzorky odebrany
vice neZ dvakrat, jsou na obrazku 9. Je zfejmé, Ze zmény v hladinach ACLA nebyly jednotné
doprovazeny podobnymi zménami jejich avidit. Nicméné pozorované zmény v hladinach
ACLA neptesahly rozmezi typicka pro kategorie hladin ACLA, jako jsou nizké nebo stfedné
vysoké hladiny. Stejné tak zmény v avidité¢ ACLA, s vyjimkou pacienta A (viz obrazek 9),

byly irelevantni.

Tabulka 7: Klinické charakteristiky opakované vySetfovanych pacienti. Al — index avidity;
GPL - fosfolipidové jednotky ve tfidé IgG; LFA-1 — antigen 1 asociovany s funkci
lymfocytl; n.a. — neni k dispozici; SLE — systémovy lupus erythematodes.

Basic characteristics of patients ACLA IgG follow-up change
ACLA  [ACLA IgG|ACLA IgG
Number of
' Age levels avidity (urea | avidity (urea
Patient repeated
Diagnosis (years), (GPL) 6 mol/L) in|8 mol/L) in
No. aCL
examinations
change up change | up change
71, 14.3 -
2 0.74-0.70 |0.67—0.63
1 Sjogren syndrome | female 10.7
100 — 81 —
46, ; 100 0.67 — 0.7310.53 — 0.64
male -0.58 -0.3
2 SLE
41, ; 16 — 15.2(0.61 — 0.66/0.59 — 0.69
3 SLE male —18.1 —-0.63 —0.56
41, 16.7 -
2 04-0.65 [032-0.56
4 SLE female 22.8
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38, 41.9 -
0.65-0.34 |0.54-0.32
5 SLE female 24.8
Systemic
35, 75.7 -
connective tissue 0.37-0.57 10.21 —0.481
female 53.6
6 disease
Systemic
33,
connective tissue 100-43.4({1.0-0.26 1.0-0.27
female
7 disease
Coagulation 64,
n.a.—10.710.79-0.82 |0.84-0.72
8 disorder female
Coagulation 15,
100 —-100 |0.64 —0.65 |0.64—-0.48
9 disorder male
30, 28.9 -
0.86-0.68 |0.58-0.38
10 Immunodeficiency | female 12.8
20 39.7 -10.33 - 0,56|0.37 — 0.48
’ 68.2-100|— 064 —|— 044 -
female
11 Immunodeficiency - 100 0.47 0.36
33, 31.3 -
0.89-0.84 |0.90-0.72
12 Female infertility | female 213
62, 18.6 -
0.79-0.57 |0.63-0.47
13 Defect of LFA-1 | female 22.4
Glomerular 56,
22.8-n.a.10.59-0.65 |0.56—-0.49
14 abnormality female
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Obriazek 8: Dynamika hladin ACLA IgG a avidit u 14 pacientl v prib&hu sledovani:
(A) zmény hladin ACLA IgG;
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(C) zmény avidit ACLA IgG pfi pouziti mo¢oviny 8 mol/l pro stanoveni avidity.
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Obriazek 9: Avidity a hladiny ALCA IgG u ti pacienti pii longitudindlnim sledovani.

Pacient A (Zena, 30 let pii prvnim odbéru krve) byl sledovan pro imunodeficit, dal§i dva
pacienti byli 1é¢eni pro SLE (B muz, 46 let pti prvnim odbéru krve; C muz, 41 let pfi prvnim

odbéru krve).

aCL — antikardiolipinové protilatky; Al — index avidity; GPL — fosfolipidové jednotky ve
tride 1gG.
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9.4.3. Korelaé¢ni analyzy

Avidity ACLA stanovené pomoci mocoviny 6 mol/l nebo 8 mol/l nekorelovaly s jejich
hladinami v zadné skupiné pacientl klasifikovanych podle hladin ACLA (velmi nizké, nizké
a stiedné vysoké hladiny ACLA). Naopak hladiny ACLA vyznamné korelovaly s hladinami
APA namifenych proti beta2GPI a dalSim fosfolipidim, ale tyto hladiny nekorelovaly s
aviditou ACLA (tabulka 8).
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Tabulka 8: Korelace mezi hladinami a aviditou ACLA IgG a pfedevS§im nekriteridlnimi

APA. Al — index avidity; aPI — protilatky proti fosfatidylinositolu; aPS — protilatky proti

fosfatidylserinu.
Anti- Anti-
Correlation versus beta2 GPI aPS levels aPI levels phosphatidic
levels acid
r=0.77 r=0091 r=0.89 r=0.92
ACLA IgG levels (GPL)
p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001
ACLA IgG avidity (Al -
n.s. n.s. n.s. n.s
urea 6 or 8 mol/L)

9.5. Diskuze

Pro stanoveni avidity byly jiz popsény rizné metody a jejich modifikace (Bozi¢ B. et al.,
2007; Fialova L., 2014). V roce 2017 jsme podrobné zkoumali metody pro vySetfeni avidity
ACLA IgG na principu ELISA s chaotropy, které prerusuji interakce nizkoavidnich protilatek
s antigeny (Fialova L. et al., 2017). Vyssi koncentrace chaotropnich latek zptsobila G¢inné;jsi
rozruseni imunitnich komplexti. V této studii jsme aplikovali jednoduchou modifikaci
metody - jednou fedéné sérum vystavené pusobeni roztoku mocoviny. Zjistili jsme dobrou
korelaci mezi vysledky ziskanymi pfi koncentraci mocoviny 6 nebo 8 mol/l. Nicméné s
ohledem na zahrnuti vzorkl séra s velmi vysokymi hladinami ACLA jsme provedli analyzy
avidity v podminkach obou koncentraci mocoviny. Nezavisle na pouZzité koncentraci
mocoviny nebyly zjistény vyznamné rozdily v medidnech Al mezi testovanymi skupinami
pacientll (hladiny ACLA od velmi nizkych aZ po vysoké). U naSich pacientl pievazovaly
ACLA s vyssi aviditou, protoze mediany Al ve vSech skupinach byly vyssi nez hodnota 0,6
pii pouziti mocoviny 6 mol/l jako chaotropu. Neni to piekvapivé, protoze do testovani nebyly

zahrnuty zdravé osoby.
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Je dobfe znamo, Ze protilatky syntetizované v Casné fazi imunitni odpovedi se vyznacuji
nizkou afinitou, a Ze proces maturace afinity zavisi na mnoha okolnostech (Eisen H.N.,
2014). Iniciace autoimunitniho procesu neni presné znama a muze ji predchdzet mnoho let
bez klinickych projevii. Behem obdobi, kdy je autoimunitni humoralni odpovéd zesilena,
muze dochédzet ke zvySovani hladin a avidity autoprotildtek (Dellavance A. a Coelho
Andrade L.E., 2014). Avidity autoprotilditek u autoimunitnich chorob, které byly dosud
studovany, dosahuji vétSinou vysSich hodnot a mohou se podilet na zdvaznosti onemocnéni
(Cui Z. a Zhao M.H., 2005; Suwannalai P. et al., 2012; Krause S. et al., 2014). Jevi se, ze
povaha antigenu ovliviluje zrani avidity protilatek. Napiiklad avidita protilatek proti
amyloidu-f3 u Alzheimerovy nemoci byla charakterizovana niz$imi aviditami (Jianping L. et
al., 2006). Zajimavé srovnani avidit protilatek proti vyvolavacim antigenlim a autoantigentim
naznacuje, ze regulace imunitni B bunééné odpovédi se mize liSit (Suwannalai P. et al.,
2011; Gelderman K.A. et al., 2014; van Delft M. AM. et al., 2018). Zatimco avidity
autoprotilatek proti citrulinovanym a karbamylovanym proteinim nebo transglutaminaze-2
byvaji nizké, avidita proti antigeniim jako je tetanovy toxoid, diftericky toxoid nebo gliadin,
muze byt vysokd navzdory jejich nizkému titru. Van Delft a kol. (2018) vysvétluji nizkou
aviditu autoprotilatek jako dusledek chronického pretizeni antigenem a chronické
protilatkové odpovédi. Bohuzel jsme neméli moznost soucasné stanovit aviditu jak ACLA,
tak protilatek proti infekénimu antigenu. Suwannalai a kol. (2011) uvadéji, ze protilatkova
odpovéd’ proti autoantigentim nevykazuje aviditu zrani, coz bylo pozorovano jak na zacatku,
tak pfi nasledném sledovani. Longitudinalni vySetfeni v nasi studii ukazalo, ze avidita ACLA
zustala béhem sledovani konstantni. NaSe pozorovani se shoduje se zjiSténimi, kterd byla
prokédzéana u nékolika jinych autoprotilatek. Cucnik a kol. (2005), kteii testovali aviditu anti-
beta2 GPI, nezjistili Zadné vyznamné zmény v pribehu trombotickych ptihod a téhotenskych
komplikaci. Fluktuace avidity byla ale také popsana. Avidita anti-Hu a anti-Yo
onkoneuralnich protilatek se v prabéhu onkologickych onemocnéni zvySovala nebo

zustavala neménna (Totland C. et al., 2007).

Avidita ACLA a/nebo anti-beta2 GPI protilatek byla studovana u pacienti s APS i1 bez APS,
véetné pacientll s projevy trombdzy a porodnickymi komplikacemi (Cucnik S. et al., 2005;

Petrovas C. et al., 1999; Vlachoyiannopoulos P.G. et al., 1998; Cucnik S. et al., 2012).
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Vlachoyiannopoulos a kol. (1998) zjistili, ze vétSina pacienti s APS produkovala APA s
vy$$i aviditou neZ pacienti bez APS. Pfevazné se jednalo o zilni trombo6zu spojenou s vyssi
aviditou protilatek anti-beta2GPI (Cucnik S. et al., 2011). Tyto studie hodnotily pouze
pacienty s pozitivnimi APA. Cucnik a kol. (2011) pozorovali, Ze ne vSechny vzorky s
vysokymi hladinami anti-beta2GPI 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 dal§im fosfolipidiim. Nase zjisténi jsou v souladu se zavéry studie systematického
prehledu, ktery uvadi, Zze prevalence vSech nekriteridlnich APA byla u pacienti s APS

vyznamn¢ zvysSena ve srovnani s pacienty bez APS (Rodriguez-Garcia V. et al., 2015).

Tato studie byla zpracovana v publikaci Fialova L, Kuchat O, Petrackova M, Malbohan 1,
Zima T. Avidity of anti-phospholipid antibodies in relation to their levels. Cent Eur J
Immunol. 2020;45(2):136-143.
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10. Studie 3 — Hladiny a avidita aPE protilitek u pacienti s trombotickymi

prihodami a imunologicky zprostiedkovanymi onemocnénimi

10.1. Uvod

Krom¢ "klasickych" APA se v klinické praxi vyskytuji také protilatky proti jinym
fosfolipidiim nebo jejich komplextim s proteiny (Devreese K.M.J. et al., 2018). Pacienti s
klinickymi piiznaky APS, ale bez zvySeni nékteré z doporucenych APA byli klasifikovani
jako jedinci se séronegativnim APS (Hughes G.R. a Khamashta M.A., 2003). U pacientl se
séronegativnim APS byly zjiStény APA na jiné negativné nabité fosfolipidy, jako je
fosfatidylserin, kyselina fosfatidova nebo fosfatidylinositol, znamé jako nekriterialni APA
(Bradacova P. et al., 2021). Podrobné¢ji byly studovany aPS/PT. Nedavné studie naznacuji, ze
pridani vysetteni aPS/PT k doporu¢enym APA by mohlo zlepsit odhad trombotického rizika
(Zigon P. et al., 2019; Tonello M. et al., 2019).

Mezi nekriteridlni APA testované u pacienti s APS patii napt. aPE (Staub H.L. et al., 2012).
Fosfatidyletanolaminy piedstavuji druhé nejhojnéjsi fosfolipidy sav¢ich membran (tvoii 20-
50% vsSech fosfolipidi v membranach sav€ich bunc¢k) (Vance J.E., 2008).
Fosfatidyletanolaminy detekované na lumindlnim povrchu endotelu mohou byt nachylné k
vazbé aPE, coz odpovida souvislosti mezi pritomnosti aPE a idiopatickou trombdzou (Zhixin

L. etal., 2011).

Ackoli aPE byly studovany v fad¢ klinickych studii u pacientd s trombdzou a morbiditou v
téhotenstvi a jinymi onemocnénimi, jejich diagnosticky pifinos zlstava sporny (Staub H.L. et
al., 2012; Butkiewicz F. et al.,, 2014; Dima A. at al., 2015; Caraiola S. et al, 2018).
Patogenita autoprotilatek vSak zavisi na riiznych faktorech. Jednim z nich je jejich avidita.
Predpoklada se, ze avidita autoprotilatek muze pfispivat k riznym klinickym projeviim.
Existuji studie zabyvajici se aviditou béznych APA, ale pokud je nam znédmo, avidita aPE

dosud nebyla zkoumana (Fialova L., 2014).
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10.2. Cile studie

Cilem studie bylo zkoumat aPE ve skupinach pacienti s tromboembolickymi,

netrombotickymi internimi a imunologicky zprostfedkovanymi onemocnénimi.

Stanovili jsme si tyto hlavni cile:

1.) Vysetfit a porovnat hladiny aPE u vySe uvedenych skupin pacientli a v této souvislosti

stanovit horni hrani¢ni hodnoty pro aPE IgG a IgM vySetfenim zdravych osob.

Hypotéza 1: Hladiny aPE IgG a IgM jsou vyssi ve skupin€ pacientt s Zilni TEN ve srovnéni s

pacienty s jinymi internimi onemocnénimi.

Hypotéza 2: Hladiny aPE IgG a IgM ve skupin¢ imunologicky zprostfedkovanych

onemocnéni jsou vyssi ve srovnani se zdravymi jedinci.

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

Hypotéza: U symptomatickych pacienti (skupina pacientii s zilni TEN a s imunologicky

zprostiedkovanymi onemocnénimi) prevlada vysoka avidita aPE IgG.

Vedlejsi cile studie:
1.) Sledovat dynamiku zmén hladin a avidit aPE IgG.

2.) Ur¢it vztah mezi aPE a kriteridlnimi APA.

10.3. Material a metody

10.3.1. Soubor pacienti

Analyzovali jsme vzorky ze dvou kohort pacientd. Jednu kohortu tvofilo 68 pacientti

87



hospitalizovanych v Thomayerové nemocnici v Praze (TH kohorta; v€k: 58+18 let, meanSD;
pohlavi: 32 Zen, 36 muzi) a druhou kohortu 22 pacienti vySetienych na imunologickém
oddéleni Ustavu lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky v Praze (ID kohorta; n = 22;

38+15 let, meanSD; pohlavi: 17 zen, 5 muzu).

V TH kohorté byli pacienti vybirdni zcela ndhodn€ po dobu 3 let. Pacienty z kohorty TH
jsme rozdelili do dvou skupin. Prvni skupinu tvofili pacienti, ktefi byli hospitalizovani pro
zilni TEN (n = 46; 59+19 let; pohlavi: 22 zen, 24 muzl). Pievazovali pacienti s zilni
trombozou dolnich koncetin (n=42) a kromé& trombdzy dolnich koncetin byla u 10 pacientt
soutasné diagnostikovana oboustranna PE. Ctyfi pacienti byli hospitalizovani pro
ischemickou cévni mozkovou piihodu. Diagnézy pacientli stanovovali zkuSeni internisté na
zaklad€ platnych diagnostickych kritérii s vyuzZitim anamnézy, klinického vySetfeni a
zejména dopplerovské sonografie. Druhou skupinu netrombotickych pacientli s riznymi
internimi onemocnénimi tvofili pfedev§im pacienti hospitalizovani s gastrointestinalnimi ¢i

kardiometabolickymi poruchami (n=22; 56116 let; pohlavi: 10 Zen, 12 muZzi).

Skupinu ID pacientti s imunologicky zprostfedkovanymi onemocnénimi tvofili pacienti s
ACLA IgG pozitivnimi systémovymi imunologickymi onemocnénimi pievazné se SLE nebo

systémovym onemocnénim pojivové tkané€ a neplodnosti nebo poruchami ledvin.

Stanovili jsme hladiny ACLA, aPE a avidity aPE ve vzorcich séra pacienti. VySetfili jsme
také hladiny aPS/PT u pacienti ze souboru TH. U nékterych pacientli nebylo mozné stanovit

vsechny parametry z diivodu nedostatku séra.

Kromé téchto dvou kohort pacientii jsme vysetiili kontrolni skupinu 20 zdravych osob s
cilem stanovit hrani¢ni hodnoty pro hladiny aPE IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM (vé&k: 5017 let,

pramérSD; pohlavi: 10 zen, 10 muzi).

Vsechny subjekty poskytly pisemny informovany souhlas s ucasti ve studii. Studii schvalily

etické komise VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a Thomayerovy nemocnice v Praze.
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10.3.2. Metody
10.3.2.1. Hladiny riznych typi APA

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). ACLA IgG/IgM a anti-beta2GPI 1gG
byly stanoveny pomoci ELISA souprav (ELISA Anti-cardiolipin antibodies, Orgentec,
Mainz, Némecko). Pouzit¢ soupravy ELISA maji certifikaci CE IVD (In Vitro Diagnostic
Medical Devices). Testy ELISA byly provadény podle pokyna vyrobce. Vzorky séra byly
fedény v poméru 1:101 a 1:100 pro analyzy aPE IgG/IgM nebo aPS/PT IgG/IgM a ACLA
nebo anti-beta2 GPI.

Fosfatidylethanolamin nebo kardiolipin plus nativni lidsky beta2GPI a nativni fosfatidylserin
plus lidsky nativni protrombin byly pouzity k potazeni mikrodesticek v aPE nebo ACLA
ELISA a aPS/PT ELISA. Soupravy ELISA pro ACLA IgG/IgM a anti-beta2GPI IgG
(Orgentec) jsou kalibrovany podle mezinarodn€ uznavanych referencnich sér od E.N. Harris,
Louisville a specifického referen¢niho materialu IRP 97/656 (IgG) a HCAL (IgG) / EY2C9
(IgM). Vysledky byly vyjadieny v jednotkach GPL (ACLA IgG) a MPL (ACLA IgM) nebo v
libovolnych jednotkdch U/ml (anti-beta2GPI IgG). Standardy v soupravach ELISA pro aPE
IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM (AESKU.DIAGNOSTICS) obsahovaly lidské sérum. Hladiny
aPE IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM byly vyjadreny v U/ml.

10.3.2.2. Avidita aPE IgG

Avidita aPE IgG byla stanovena modifikovanou metodou ELISA s pouzitim chaotropnich
latek, ktera byla podrobné popséana v pfedchozich studiich (Fialova L. et al., 2017; Fialova L.
et al., 2014). Jamky mikrotitra¢nich prouzka byly potazeny 50 ul fosfatidyletanolaminu v
absolutnim ethanolu (50 pg/ml) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko). Jako chaotropni
¢inidlo jsme pouzili mo€ovinu, 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 aPE IgG byly vyjadieny jako pomér protilatek vazanych v

jamkdch s chaotropem k celkovému mnozstvi protilatek vazanych v nepfitomnosti chaotropu.
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absorbance v jamkach s chaotropem

absorbance v jamkach bez chaotropu

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 oznaovalo

sttednéavidni protilatky (Almanzar G. et al., 2013; Prince H.E. a Lape-Nixon M., 2014).

10.3.3. Statisticka analyza

Ke zkouméni normalniho rozdéleni proménnych byl pouzit Shapiro-Wilkliv test. Protoze
vétSina sledovanych parametrii nevykazovala normalni rozdéleni, byly pro statistickou
analyzu pouzity neparametrické testy. Porovnani skupin bylo provedeno pomoci Mannova-
Whitneyho testu. K analyze vztahu proménnych byl pouZzit Spearmantv korela¢ni koeficient
nebo Passing-Bablokova regrese. Parova méteni byla vyhodnocena Wilcoxonovym parovym
testem. Pro porovnani kvalitativnich 0daji byl pouzit Fischertiv presny test. Hladina
statistické vyznamnosti byla stanovena na 0,05. Statistické analyzy byly provedeny v
programu Medcalc (MedCalc, Ostende, Belgie). K vyjadfeni 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 doporuc¢eného pro hodnoceni mensiho poctu
referencnich subjektd (Ozarda Y. Reference intervals: current status, recent developments
and future considerations. Biochem Med (Zagreb) 2016;26:5-16) s vyuzitim softwaru
MedCalc.

10.4. Vysledky

10.4.1. Mezni hodnoty (horni hranice) pro aPE IgG/IgM a aPS/PT IgG/IgM

Stanovili jsme horni hrani¢ni hodnoty pro aPE IgG/IgM a aPS/PT 1gG/IgM u 20 zdravych

osob s pouzitim 95 % referencnich intervali. Horni hrani¢ni hodnoty jsou uvedeny v tabulce
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9. Tyto hodnoty jsme pouzili pfi 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.

Tabulka 9. 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

10.4.2. Hladiny testovanych APA u pacientii s TEN

Srovnani nekriteridlnich APA protilatek ukazalo vyznamné rozdily pro aPE IgG a IgM mezi
skupinami pacientil s zilni TEN a pacienty s netrombotickymi internimi onemocnénimi
(obrazek 10 A-F). Tyto protilatky byly vyznamné vys$si ve skupin€ pacientt s zilni TEN
(aPE IgG a IgM, P=0,02 pro ob¢ tiidy Ig). Nebyly vSak pozorovany zddné vyznamné rozdily
mezi skupinami téchto pacientl a kontrolni skupinou s vyjimkou signifikantné vyssiho aPE
IgM u kontrol nez u netrombotickych internich onemocnéni (P=0,04). Hladiny aPS/PT IgG
nebo IgM byly u obou skupin pacientii podobné. U hladin ACLA IgG nebo IgM a anti-
beta2GPI IgG nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily.
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Obrazek 10: Sérové hladiny ACLA a nekriteridlnich APA ve skupinach pacienti s TEN
(skupina T) a netrombotickymi internimi chorobami (skupina NT). Stfedovy ramecek
vymezuje hodnoty od 25. do 75. percentilu. Na medidnu je zakreslena vodorovna ¢ara. Svisla
¢ara znazornuje minimdlni az maximalni hodnotu s vyloucenim vybocujicich hodnot.

Vzdalené hodnoty jsou oznaceny ¢ernym trojuhelnikem.
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(C) aPS/PT IgG hladiny
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Obrazek 11 A ukazuje hladiny APA zjisténé u pacientl s PE. Hladiny APA nad horni hranici
nasich normativnich hodnot byly zji§tény pouze u dvou pacientll s PE (jeden pacient m¢l
zvySeny aPE IgM, druhy pacient mél zvySené ostatni APA). Jednou byly hodnoty ACLA IgG
a aPS/PT IgG vyssi nez prislusné hrani¢ni hodnoty u pacienti s ischemickou cévni

mozkovou piihodou (obrazek 11 B).

Obrazek 11: Sérové hladiny ACLA a nekriterialniho APA u skupin pacientti s (A) PE a (B)
ischemickou cévni mozkovou piihodou. Hrani¢ni hodnoty jsou znézornény vodorovnou

¢arou u kazdého z APA.
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Pacienti s TEN a soucasn¢ zvySenymi APA nad horni limity jsou uvedeni v tabulce 10. U
32,6 % pacientl s TEN byla zvySena alesponi jedna z vySetfovanych protilatek proti APA.
ACLA IgG/IgM byly zvySeny u 19,5 % a podobné i aPS/PT IgG/IgM, nasledovaly zvySené
aPE IgG/IgM u 10,8 % pacientd. Izolované zvySeni ACLA IgG/IgM 1 aPE IgG/IgM bylo
pozorovano u 6,5 % pacientl pro kazdou z protilatek. aPS/PT 1gG/IgM byly zvyseny jako
jedind APA u 8,6 % pacientii (tabulka 11). Anti-beta2GPI nebyly zvySeny u Zadného
pacienta s TEN. Ve skupiné pacientll s netrombotickymi internimi chorobami mél zvySeny
APA pouze jeden pacient, a to ACLA IgM. Ve vyskytu aPE IgG/IgM a aPS/PT 1gG/IgM u

pozitivnich pacientll s TEN a u kontrolni skupiny nebyly zjiStény zadné vyznamné rozdily.

Tabulka 10: Zvysené hodnoty APA jsou vyznaceny tu¢n¢.

F — zena, m — muz.

Pati AC AC Anti aP aP aPS aPS S¢ Ag Type of venous
X

ent LA LA - E E /PT /PT e thromboembolism
No. Ig Ig beta IgG Ig IgG IgM (ye

G M 2GP (U/ M u/ U/ ar)

G ™M 1 ml) (U/ ml) ml)

PL IgG
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PL)

(u/
ml)

ml)

4.64

2.98

431

5.08

4.38

3.13

11.1

1.74

0.60

7.00

9.41

3.54

2.55

13.5

4.40

4.20

2.80

3.00

3.40

2.00

2.06

1.54

0.69

2.99

0.96

1.76

7.55

16.1

1.34

26.0

3.14

7.45

3.77

9.32

308 024 f

9.76 0 m

241 441 m

438 9.02 m

300 631 m

1.18 131 f

10.48 692 f

96

50

85

69

47

57

71

84

Ilio-femoro-
popliteo-crural
phlebothrombosis

of left lowerlimb

Femoro-popliteal
phlebothrombosis

of right lowerlimb

Femoro-popliteo-
crural
phlebothrombosis

of left lowerlimb

Ilio-femoro-
popliteo-crural
phlebothrombosis

of right lowerlimb

Femoro-popliteal
phlebothrombosis

of left lowerlimb

Femoro-popliteo-
crural
phlebothrombosis

of left lowerlimb

Femoro-popliteo-
crural
phlebothrombosis

of left lowerlimb

Pulmonary embolism



10

11

12

13

14

15

2.38

4.92

3.07

11.5

9.88

46.8

6.71

2.8

1.60

14.5

7.73

3.37

3.08

1.77

10.1

2.6

1.30

1.90

3.10

2.10

2.50

3.70

2.50

2.6

3.85

1.18

1.77

1.29

1.58

11.8

3.01

0.76

223

2.85

3.91

2.67

1.04

0.36

11.0

6.76

0.85

3.58

3.30

3.77

32.41

46.28

6.61

2.54

1.30

13.4

4.59

1.24

0.56

2.11

6.02

42

73

75

67

73

64

62

49

Femoro-popliteo-
crural
phlebothrombosis

of left lowerlimb
Pulmonary embolism

Ilio-femoro-
popliteal
phlebothrombosis

of right lowerlimb

[lio-femoro-
popliteal
phlebothrombosis

of right lowerlimb

Ischemic stroke

Ischemic stroke

Crural
phlebothrombos
is of right lower

limb

[lio-femoro-
popliteo-crural
phlebothrombosis

of right lowerlimb

Popliteo-crural
phlebothrombosis

of left lowerlimb
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Tabulka 11: Podil zvySenych APA u pacienti s TEN (n = 46).

ACLA ACLA aPElIgG aPEIgM  aPS/PT IgG aPS/PT IgM

IgG IegM
IncreasedAPA  3(6.5%) 6(13%) 2 (43 3(6.5%) 4(8.7%) 5(10.8 %)
%)
(number / %)
Isolated 122%) 2(43%) 1 (22 243%) 2(43%) 2 (4.3 %)
increasedAPA %)

(number / %)

10.4.3. Hladiny testovanych APA u pacientii s imunologicky zprostfedkovanymi

poruchami

Pacienti vybrani do kohorty ID méli zvySené hladiny APA IgG stanovené pomoci
antifosfolipidového screeningu ELISA v¢etné ACLA, aPS, aPI, aPA, ale ne aPE.

Vsichni pacienti ze souboru ID byli rovnéz pozitivni na ACLA IgG (>10 GPL). IgG aPE byly
vySetfeny u 17 pacientli. N&kteti pacienti byli vySetfeni opakované, takze jsme aPE IgG
vySetfili celkem u 26 vzorkl. Hladiny aPE IgG byly vyznamné vyssi nez u kontrol (P
<0,001). Hladiny aPE IgG vyssi nez naSe mezni hodnota (>6 U/ml) byly zjistény alesponl
jednou u péti pacientd (29 %). Tii z téchto pacientd byli sledovani pro SLE nebo pro
systémové onemocnéni pojivové tkané, jeden pacient pro intersticidlni nefritidu a jedna
pacientka se 1écila pro neplodnost. Tabulka 12 shrnuje vysledky testi APA IgG proti riznym
fosfolipidiim/proteinim provedenych v rdmci imunologického vySetfeni u péti pacientll se
zvySenym aPE IgG. VSichni pacienti byli rovnéZ pozitivni na dalsi APA IgG proti jinym
fosfolipidiim/proteiniim. U opakované vySetfovanych pacienti (n=8) nebyly zjistény zadné
vyznamné rozdily mezi 1. a 2. méfenim hladin aPE IgG. U dvou pacienti doslo ke zmén¢ s

piesahem do nadlimitni hladiny.
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Tabulka 12: Pacienti s imunologicky podminénymi chorobami a zvySenym aPE IgG.

Hladiny ACLA IgG a ostatnich APA jsou vyjadieny v GPL, resp. v U/ml.

aPA — protilatky proti kyselin¢ fosfatidové; aPI — protilatky proti fosfatidylinositolu; aPS —
protilatky proti fosfatidylserinu.

No of aP A APA Anti- aP aP  aP Sex Ag Diagnosis

patien E CL IgG beta2 S I A ?y
ts Ig A screen GPI Ig Ig Ig ea
G g G G G G n
G
1 9.13 313 422 446 227 303 288 f 33 Infertility
2 25.27 80.9  >100 444 575389 871 m 46 SLE
3 1495 >10 98.5 71.8 909 789 99.6 f 32 Systemic
0 connective
tissuedisease
4 731 49.0 342 33.8° 394 333 437 f 12 Tubulo-
interstitial
nephritis
5 6.0 >10 >100 >100 >100 >10 >10 f 31 SLE
0 0 0

10.4.4. Avidita aPE IgG

Pocatecni experimenty pro stanoveni optimalnich podminek pro stanoveni avidity aPE IgG
zahrnovaly analyzy rtizné zifedénych sér pii riznych koncentracich mocoviny (obrazek 12).
Vyssi koncentrace mocCoviny disociovaly interakce v imunitnich komplexech vytvofenych
mezi aPE IgG a PE vazanym na povrchu mikrotitracni jamky uc¢innéji nez koncentrace niZzsi.
Vyssi fedéni séra (1:100, 1:200) vedla u nékterych vzork k pfili§ nizkym absorbancim, a tim
k nizsi presnosti vysledkt. Jako vhodna se ukazala mocovina 6 mol/l nebo 8 mol/l pii fedéni
sér 1:50, protoze tyto podminky umoznily dostate¢né narusit imunitni komplexy (Dimitrov

J.D. et al., 2011). Porovnani Al pii pouziti mocoviny 6 mol/l a 8 mol/l ukazalo vyznamnou
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korelaci (n=48, r=0,71, P<0,0001) stanovenou Passing-Bablokovou regresi.

Obriazek 12: Vazba aPE pii riznych koncentracich mocoviny v séru zfedéném 1:50, 1:100 a
1:200. Koncentrace mocoviny — U 0 bez mocoviny, U 2 — 2 mol/l, U 4 — 4 mol/l, U 6 — 6
mol/l, U 8 — 8 mol/l. Redéni séra: plna ¢ara — 1:50, ¢arkovana cara — 1:100, teCkovana cara —

1:200.
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Vysettili jsme aviditu aPE IgG pomoci moc¢oviny 6 mol/L v fedéni 1:50 u 43 pacientti s TEN
z TH kohorty a u 38 sér z ID kohorty (22 pacient). 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 mén¢ nez 0,4) byly pozorovany u 25 %, sttednéavidni aPE IgG (Al
0,4-0,6) u 35 % a ty s vysokou aviditou (Al vice nez 0,6) u 40 % pacientll (obrazek 13B).
Hodnoty Al u imunologickych pacienti se pohybovaly od 0,13 do 0,78. Nizka avidita aPE
IgG byla podobna jako u pacientii s TEN (27 %), stfedni avidita u 46 % a vysoka avidita opét
u 27 % pacientl (obrazek 13A). U opakované vySetfovanych pacientli jsme hodnotili aviditu

pouze v prvnim vzorku.

aPE avidity IgG u pacienti vySetienych podruhé se vyznamné neliSily od ptedchoziho

vysetfeni. Hodnoty Al pro aviditu ACLA IgG stanovené obdobnym postupem v piedchozi
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studii (Fialova L. et al., 2020) byly vyznamné vys$i ve srovnani s hodnotami pro aPE IgG ve
skupiné¢ pacienti s TEN (P<0,0001) i ve srovnani s imunologicky podminénymi
onemocnénimi (P=0,04). Avidity aPE IgG u imunologickych pacienti nekorelovaly s
aviditami ACLA IgG, zatimco u pacienti s TEN avidity aPE a ACLA korelovaly, i kdyz
korelace byla slabé (r=0,36, P=0,02).

Obrazek 13: Distribuce avidity aPE 1gG: (A) u pacientl s imunologicky zprostiedkovanymi

onemocnénimi; (B) u pacientii s TEN.
Al — index avidity.
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10.4.5. Vztah mezi aPE a dalSimi APA

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

Kromé¢ toho aPE IgM vyznamné korelovaly s aPS/PT IgM (r = 0,79, P = 0,002) ve skupin¢

pacientd s netrombotickymi internimi chorobami a v kontrolni skupiné (r=0,51, P=0,02).

Ve skupiné pacienti s imunologicky podminénymi chorobami nebyla zjiSténa zadna
vyznamna korelace mezi aPE IgG a ACLA IgG nebo jinymi nekriterialnimi APA (aPS, aPl a

aPA) vySetfenymi béhem sledovani.

10.5. Diskuze

oy we

protilatek proti neutralnimu fosfolipidu — fosfatidyletanolaminu (Staub H.L. et al., 2012).
Pozitivita aPE u naSich pacient s TEN byla podobnd 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 % pacient. Podpofili jsme tedy nazor, ze aPE mize byt
jedinym typem APA u pacientl s trombo6zou (Sanmarco M. et al., 2001). Podle ocekévani byl
podil pozitivnich aPE IgG vyssi, vice neZ dvojnasobny (29 %) u pacientll s imunologicky
podminénymi chorobami ve srovnani s pacienty s trombozou. Je vSak tfeba vzit v tivahu, ze
do souboru pacientli s imunologicky zprostfedkovanymi chorobami byli zatazeni pacienti,
kteti méli pozitivni ACLA IgG. Tento vysledek je blizky vysledku studie Bertolacciniho a
kol. (2012), ktera prokédzala aPE IgG u 46 % pacientl se SLE a zaroven APA pozitivnich.
Naproti tomu Zhang a kol. (2019) zaznamenali pozitivitu aPE pouze u 8,1 % cinskych
pacientti s APS. Ke stanoveni aPE lze pouzit bud’ komer¢ni soupravy, nebo vlastni metody
ELISA. Bohuzel pro aPE neexistuji zadné mezinarodni standardy jako pro konven¢ni APA.
Navic byl prokazan vliv rizné¢ modifikovanych metod ELISA na vysledky (Sanmarco M.,
2010; Ke K. et al, 2016). To ztézuje porovnavani riznych studii a miZze vést k

nejednoznacnym vysledkim.
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Pozorovani stabilnich hladin aPE u pacientt sledovanych v pribéhu ¢asu bylo v souladu s
pfedchozi studii Sanmarca a kol. (2007). Tato studie vSak byla zamé&fena na skupinu pacientt
s trombozou. Souvislost mezi aPE a dalsimi APA je nejasna. Shodné s Bertolaccinim a kol.
(2012) jsme také nenasli vztah mezi aPE IgG a APA IgG proti negativnhé nabitym
fosfolipidiim ve skupiné pacientli s imunologicky podminénymi chorobami. Hladiny aPE
IgG/IgM vSak korelovaly s ACLA IgG/IgM ve skupiné pacienti s TEN, coz mize

naznacovat spolecnou ucast obou APA protilatek na tomto patologickém projevu.

Nejen hladiny protilatek, ale i1 jejich avidita maji vliv na zdvaznost autoimunitniho
onemocnéni (Fialova L., 2014). Pokud je nam zndmo, zadnd ptedchozi studie se timto
aspektem aPE nezabyvala. Existuji rizné metodické piistupy ke stanoveni avidity
autoprotilatek. Bé&zné¢ pouzivanymi testy jsou metody ELISA v pfitomnosti raznych
chaotropnich latek, které naruSuji vazby mezi antigenem nanesenym na povrchu jamky a
ptislusnou protilatkou. Tyto metody ELISA jiz byly popsany pro testovani avidity APA IgG,
konkrétné ACLA nebo anti-beta2 GPI (Vlachoyiannopoulos P.G. et al., 1998; Cucnik S. et al.,
2012). Z tohoto diivodu jsme pro testovani avidity aPE zvolili také modifikovanou metodu

ELISA s pouzitim mocoviny jako chaotropniho ¢inidla.

Pilotni studie stanoveni avidity ukazala, ze avidita aPE IgG se mtize pohybovat v Sirokém
rozmezi. Je zajimavé, Ze jsme neprokdzali vztah mezi aviditou aPE IgG a ACLA IgG u
pacientd s imunologicky zprostfedkovanymi chorobami. Zatimco u aPE byly zastoupeny
predevsim protilatky s nizkou a stfedni aviditou, u ACLA pievazovaly protilatky s vyssi
aviditou. K podobnému zjisténi dospéli Totland a kol. (2007), ktefi zkoumali aviditu béznych
onkoneuralnich protilatek anti-Hu a anti-Yo a zjistili, Ze anti-Yo mély obecné vyssi aviditu
nez anti-Hu. Lze pfedpokladat, ze rizné APA se mohou podilet na patogenezi onemocnéni
riznymi zplsoby, a to nejen s ohledem na rizné vazebné cile. To je zndmo ze studii avidity
(afinity) jinych autoprotilatek (Fialova L., 2014). Naptiklad vysoce avidni antinuklearni
protilatky IgG by mohly byt potencidlnim biomarkerem pro hodnoceni prognoézy aktivity
SLE (Zeng Y. et al., 2020). Naopak v jiné studii byly hladiny i avidita protilatek proti
amyloidu nizsi u pacient s Alzheimerovou chorobou nez u zdravych kontrol (Jianping L. et

al., 2006).
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Avidity aPE IgG vyjadiené jako Al se u vétSiny pacientd s imunologicky zprosttedkovanymi
chorobami béhem jejich sledovani vyznamné neliSily. Lze predpokladat, ze vysetieni avidity

probéhlo v obdobi, kdy jiz byla hodnota avidity diferencovana.

Tato studie byla zpracovana v praci Kuchar O., Petrackova M., Kalousova M., Noskova L.,
Zima T., Fialova L. Levels and avidities of antiphosphatidylethanolamine antibodies in
patients with thrombotic events and immunologically-mediated diseases. Biomed Papers, v

tisku.
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11. Zavér z provedenych studii

11.1. Studie 1: Porovnani riiznych metod ELISA pro stanoveni avidity APA

Prokazali jsme, Ze nejjednodussi metoda ELISA s jednim fedénim séra a fixni koncentraci

chaotropu je vhodna pro stanoveni avidity IgG ACLA protilatek. Tento zpisob byl v dobré

24

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 dostate¢nou disociaci imunitnich komplext.

Vzhledem k tomu, Ze hodnoty Al se liSily v zavislosti na fedéni séra a koncentraci chaotropt,
zejména mocoviny, referencni hodnoty Al, které jsou nezbytné pro interpretaci vysledki

pacientli musi byt stanoveny individualné pro rtizné podminky testu.

11.2. Studie 2: Avidita APA ve vztahu k jejich hladinam

Souhrnné lze fici, Ze jsme jako prvni hodnotili aviditu ACLA IgG u pacientll nejen s
vysokymi hladinami ACLA IgG, ale 1 s hladinami velmi nizkymi, které nejsou zahrnuty v

laboratornich kritériich APS.

Nase vysledky naznacuji, Ze avidita ACLA nezavisi na hladindich ACLA a Ze vysokoavidni
ACLA s potencialn¢ skodlivymi u¢inky mohou byt také pfitomny u pacientl s velmi nizkymi

hladinami ACLA.

Potvrdili jsme, Ze avidita ACLA patii mezi stabilni charakteristiky, a to ackoli se v ase méni,
ale bez statistické vyznamnosti. U naSich pacient ptevazovaly protilatky s vyssi aviditou a

kolisani hladin a avidit v longitudinalnim sledovani nevykazovalo vyznamné rozdily.
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Dale jsme prokazali silnou pozitivni korelaci mezi hladinami ACLA a APA namifenych proti

anti-beta2GPI a dalSim fosfolipidiim, ale tyto hladiny nekorelovaly s aviditou ACLA.

11.3. Studie 3: Hladiny a avidita aPE u pacientii s trombotickymi prihodami a

imunologicky zprostifedkovanymi onemocnénimi

Nase studie prokazala signifikantné vyssi hladiny aPE IgG a IgM v kohorté pacientl s zilni
TEN ve srovnani s pacienty s jinymi internimi onemocnénimi a v kohorté¢ imunologicky

zprostfedkovanych onemocnéni vyssi nez u zdravych kontrol.

Zvyseni hladin aPE IgG a/nebo IgM nad nami stanovené hrani¢ni hodnoty (95. percentil
kontrolni skupiny) bylo pozorovano pouze u 10,8 % pacientl s trombodzou, zatimco u
pacientdl s imunologicky zprostiedkovanymi chorobami u 29 %. Hladiny aPE IgG se zdaji byt

stabilni.

Jevi se, ze aPE IgG/IgM muze souviset s ostatnimi APA, ale pouze u nckterych skupin

pacientd.

Avidita aPE IgG muZe u riiznych onemocnéni kolisat od nizkoavidnich aZ po vysoce avidni
protilatky (pfevaha nizké a stiedni avidity). Stejné jako v piipadé¢ hladin aPE IgG

nevykazovaly jejich avidity pfi opakovaném vySetieni vyznamnou dynamiku.

Zavérem jsme potvrdili, Ze aPE mohou mit vztah k Zilni TEN a mohou byt soucasti

repertodaru APA u imunologicky zprostiedkovanych onemocnéni.
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12. Seznam zKratek

aAnxAS
ACLA
Al
Anti-beta2 GPI
Anti-beta2GPI-D1
APA

aPA

aPE

aPI
ApoER2
APS

aPS
aPS/PT
aPT

ASA
Beta2GPI
CAPS
Ckrea
CLIA
CYP3A4
C5aR
DOAC

EliA

protilatky proti anexinu A5
antikardiolipinové protilatky

index avidity

protilatky proti beta2-glykoproteinu I
protilatky proti doméné 1 beta2-glykoproteinu I
antifosfolipidové protilatky
protilatky proti kyseliné fosfatidové
protilatky proti fosfatidyletanolaminu
protilatky proti fosfatidylinositolu
receptor pro apolipoprotein E2
antifosfolipidovy syndrom

protilatky proti fosfatidylserinu

protilatky proti komplexu fosfatidylserin/protrombin

protilatky proti protrombinu

kyselina acetylsalicylova
beta2-glykoprotein I

katastroficky APS

clearance kreatitinu dle Cockroft-Gaulta
chemiluminisce¢ni imunoanalyza
cytochrom P450 3A4

endotelialni receptor pro C5 slozku komplementu
pfima peroralni antikoagulancia

fluorescen¢ni enzymové imunoanalyzy
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ELISA

sorbent assay)
eNOS
GPL
HZT

Ig

IgA
IgG
IgM
LA
LFA-1
LK
LMWH
MAPK
MCP-1

MPL

n.a.
NET
NO
NOAC
n.s.

OR

PE

enzymova imunoanalyza (enzyme-linked immuno

endotelalni NO syntetaza

jednotka antifosfolipidovych protilatek tfidy IgG
hlubok4 zilni tromboza

imunogobuliny

imunoglobuliny izotypu A
imunoglobuliny izotypu G
imunoglobuliny izotypu M

lupus antikoagulans

antigen 1 asociovany s funkci lymfocyta
leva komora

nizkomolekuldrni hepariny

mitogenem aktivovana proteinova kinaza
monocytarni chemoatraktivni protein 1
jednotka antifosfolipidovych protilatek tfidy IgM
pocet vzorki

nedostupné

neutrofilni extracelularni past

oxid dusnaty

nova peroralni antikoagulancia
nevyznamné

pomeér Sanci

mira vyznamnosti

plicni embollie

108



PK

PP2A

PTS

PVDF

RNA

SLE

TEN

TF

TLR

UFH

VS.

glykoprotein P

prava komora

proteinova fosfataza 2 A
posttromboticky syndrom
polyvinylidendifluorid (PVDF)
Pearsontiv korelacni koeficient
ribonukleova kyselina
systémovy lupus erythematodes
tromboembolickd nemoc
tkanovy faktor

toll like receptor
nefrakcionovany heparin

VETSus
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