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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva problematikou intenzivné zkoumanych
antifosfolipidovych protilatek a jejich aviditou. Pfitomnost antifosfolipidovych
protilatek zptisobuje antifosfolipidovy syndrom charakterizovany trombdzami

a komplikacemi v téhotenstvi.

Teoretickd cast obsahuje aktualni informace o typech antifosfolipidovych
protilatek,  kritériich pro diagnostiku antifosfolipidového syndromu

a je vysvétlen pojem avidita a afinita.

V praktické ¢asti bylo provedeno a popsdno stanoveni avidity
antifosfolipidovych protilatek, konkrétné antifosfatidylethanolaminovych
protilatek (aPE). Ke stanoveni byla pouzita imunologickd metoda ELISA,
za pouziti riznych chaotropnich ¢inidel, konkrétné urey a NaCl. Byla testovana

rtizna kontrolni smésna séra, intravendzni imunoglobuliny a vzorky pacientt.

Porovnanim vysledkt byla z pouzitych chaotropnich ¢inidel vyhodnocena
urea jako vhodnéjsi. Ve vSech piipadech stanoveni se nam podarfilo zachytit
klesajici trend indexu avidity se stoupajici koncentraci chaotropniho cinidla.
Vysledky také naznacily, Ze u pacientt trpicich tromb6zami by se mohly

vyskytovat aPE s vyssi aviditou v porovnani se zdravymi osobami.

Klic¢ova slova

Antifosfolipidové protilatky; avidita; antifosfolipidovy syndrom; ELISA;

chaotropni ¢inidla; autoimunitni onemocnéni



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the issue of intensively researched
antiphospholipid antibodies and their avidity. The presence of antiphospholipid
antibodies causes the antiphospholipid syndrome characterized by thromboses

and complications in pregnancy.

The theoretical part contains current information about the types
of antiphospholipid antibodies, criteria for the diagnosis of antiphospholipid

syndrome and the concept of avidity and affinity is explained.

In the practical part, the determination of the avidity of antiphospholipid
antibodies, specifically antiphosphatidylethanolamine antibodies (aPE),
was performed and described. The immunological ELISA method was used
for the determination, using different chaotropic reagents, namely urea
and NaCl. Various control mixed sera, intravenous immunoglobulins and patient

samples were tested.

By comparing the results, we evaluated urea as the more appropriate
of the chaotropic reagents used. In all cases of determination, we were able
to detect a decreasing trend of avidity index with increasing concentration
of chaotropic reagent. The results also indicated that aPE with higher avidity

is found in patients suffering from thromboses.

Keywords

Antiphospholipid antibodies; avidity; antiphospholipid syndrome; ELISA;

chaotropic reagents; autoimmune disease
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1 UVOD

Imunitni systém chrani télo proti infekénim onemocnénim a patogentim
(bakterie, viry, parazité nebo houby). Za i¢elem obrany proti etiologickym agens
si imunitni systém vytvofil nékolik mechanismi. U nékterych dochazi
k abnormdlni reakci imunitniho systému. Tato reakce je sméfovadna proti
vlastnimu télu, tzn. vede télo k atoku proti jeho vlastnim tkdnim nebo organtm,
coz ma za nasledek funkcni poruchu, zanét, nebo nékdy dokonce i trvalé

poskozeni.

Takovato onemocnéni zptisobujici reakci imunitniho systému mifenou
na vlastni télo se nazyvaji autoimunitni onemocnéni (AO). Mechanismem AO
zplisobeného protilatkovou imunitou je produkce protilatek, které jsou mifené
proti vlastnim burikdm, tzv. autoprotildtek. Tyto autoprotildtky jsou
produkovany lymfocyty B. Prikladem tohoto typu AO je naptiklad idiopaticka
trombocytopenickd purpura (ITP), antifosfolipidovy syndrom (APS)

nebo systémovy lupus erythematodes (SLE).

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je ziskané autoimunitni onemocnéni
charakterizované  pfitomnosti  antifosfolipidovych protildtek (APLA),
namifenym proti proteinim vazajicim fosfolipidy. Charakteristickym projevem
APS je sklon ke zvysené srazlivosti krve, ktery casto vede k hlubokym zZilnim
trombo6zam. Nejcastéjsimi misty zilni a arteridlni trombozy jsou dolni kondcetiny,
tromboza se vSak miize vyskytnout v kterémkoli organu. Dal$im klinickym

projevem jsou predcasné spontanni téhotenské potraty.

Pojem avidita vyjadiuje silu interakce mezi polyvalentnim antigenem
a polyvalentni protilatkou. Avidita také vypovida o vyzralosti protilatek, jelikoz
pfi sekunddrni imunitni odpovédi se tvori protilatky svyssi afinitou
neZz pfi primarni reakci. Tohoto faktu se da vyuzit pfi diagnostice a stanoveni
progresu u autoimunitnich onemocnéni. Nékteré studie naznacily, Ze hodnoceni

avidity by mohlo byt brano jako doplitkova charakteristika antifosfolipidovych
9



protilatek, a také mozna jako jedno z kritérii pro diagnostiku antifosfolipidového
syndromu. Prace tedy klade dtiraz na vyznam stanoveni avidity protilatek, které
by do budoucna mohlo pfinést pokrok pfi diagnostice a 1écbé autoimunitnich

chorob, v tomto konkrétnim ptipadé antifosfolipidového syndromu.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti této bakalarské prace bude podat uceleny obraz
a informace o soucasném stavu vyvoje vyzkumu a znalosti o antifosfolipidovych
protilatkach, jejich vyznamu v klinické diagnostice a moZnosti jejich stanoveni
v laboratofich. V teoretické casti bude na zakladé nejnovéjsich medicinskych
zdrojii podan prehled riiznych skupin antifosfolipidovych protilatek. Dale bude
v teoretické casti probrano ziskané autoimunitni onemocnéni — antifosfolipidovy
syndrom. Budou rozebrdna kritéria pro jeho klinické stanoveni a moznosti
laboratorni analyzy. V posledni casti teoretické casti budou vysvétleny pojmy
avidita a afinita, jejich role pfi vzniku protilatek a autoprotilatek a moZznosti jejich

stanoveni.

Praktickd cast bude zaméfena na princip a postup stanoveni avidity
antifosfolipidovych protilatek metodou ELISA. Stanovovany budou
antifosfatidylethanolaminové protilatky. Bude objasnéna samotna metoda a jejt

princip. Dédle budou porovndna rtiznd chaotropni c¢inidla na zakladé jejich

schopnosti rozrusit interakce v imunokomplexu.

1



3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Imunitni systém

Imunitni systém je hlavnim obrancem celého organismu proti patogenim

a infekcim. Jeho zakladni a obecnou funkci je udrZovani homeostazy organismu,

a to tak, Ze rozeznava, co by mohlo télu uskodit, a naopak, co je pro télo

neskodné. Patogeny poté likviduje za pomoci specifickych a nespecifickych

mechanismt imunitniho systému. Obecna funkce imunitniho systému by se dala

shrnout do tfi bod1:

Obranyschopnost — rozpoznani vnéjsich patogenti skodlivych pro télo
a jejich zneskodnéni

Autotolerance — rozeznani tkani télu vlastnich a jejich tolerance
Imunitni dohled — rozpoznavani vnitfnich latek télu skodlivych, jako
jsou napft. staré, poskozené builky a zménéné mutované burky, a jejich

zneskodnéni [1; 2]

Obecné miizeme imunitni systém a jeho slozky rozdélit dle dvou kritérii (také

viz tabulka 1). Prvnim délenim je déleni dle specifity imunity a jejiho vyvoje na:

1.

Imunitu vrozenou (také nazyvand pfirozend nebo nespecifickd) —
ta vznikd jiZ v prenatalnim obdobi a je tvofena humoralni a bunécénou
imunitou. Zakladem vrozené imunity je, Ze mnohé antigenni
determinanty maji na svém povrchu rozlicné typické molekuly
(tzv. molekularni vzory asociované s patogeny, zkr. PAMP), jez mohou
rozpoznat nékteré buriky pfirozené imunity svymi receptory.

Imunitu ziskanou (také nazyvana adaptivni nebo specifickd) — sviij
ndzev nese proto, ze se vyviji az v pribéhu Zivota. Uplatruje
se az pozdéji, po aktivaci nespecifické imunity. Aktivuji se Ta B

lymfocyty pfes specifické antigenni receptory (TCR, BCR) a dojde
12



ke specifické imunitni odpovédi. Pro tento typ imunity je velice
dtlezita tzv. imunologicka pamét, kdy si imunita antigen a odpoveéd
na né&j zapamatuje, a kdyZ se s antigenem opét setkd, imunitni odpoveéd

je obvykle rychlejsi a silnéjsi.

Druhym kritériem déleni imunity je déleni dle povahy imunitni obrany

a to na:

1. Bunéénou imunitu - jak jiz z ndzvu vyplyva, tento typ imunity
zajistuji bunky imunitniho systému, a to konkrétné bilé krvinky
(leukocyty). Jako piiklad si muzeme uvést tfeba makrofagy,
neutrofilni granulocyty ¢  eosinofilni granulocyty. Bunky
zneSkodnuji patogenni antigeny rtznymi zplsoby (nejcastéji
fagocytoza, enkapsulace nebo pouZiti cytotoxickych latek).

2. Latkova (humordlni) — stejné jako bunécnd imunita, tak i latkova
imunita mtZe byt soucasti prirozené ¢i adaptivni imunity. Klicovou
slozkou humoralni imunity jsou protilatky (imunoglobuliny)
produkované lymfocyty B mnachdzejici se v krvi. Protilatky
se specificky navazou na antigen (povrch parazita, viru...), coz ma
za nasledek jeho zneskodnéni. Mezi dalsi nezbytné slozky latkové

imunity patfi napfiklad tzv. komplement nebo interferony. [3; 1]

Tabulka 1: Rozdéleni imunitniho systému [1]

fagocyty
bunécna makrofagy
pfirozend imunita NK-buriky
humoralni k.omplement
interferony
bunécénd T-lymfocyt
adaptivni imunita unecr}a - ymtocy y -
humordlni | B-lymfocyty (protilatky)

13



3.1.1 Antigeny

Antigeny jsou latky, které vyvolaji specifickou reakci imunitniho systému.
Antigeny mohou pochazet bud zvnéjstho prostiedi (exoantigeny),
nebo pochdzet pfimo z organismu samotného (autoantigeny). Exoantigeny jsou
nejcastéji infekéni mikroorganismy a jejich produkty. Jako antigeny mohou
pusobit skoro jakékoli chemickeé struktury, avsak aby na né mohlo télo a imunitni
systém reagovat, musi byt rozeznany ve formé makromolekul. Proto jsou
nejobsahlejsi a nejvyznamnégjsi skupinou antigenii proteiny, komplexni
polysacharidy, ale také lipidy a lipoproteiny. Pro specifickou reakci imunitniho
systému je zapotfebi vazebné misto na antigenu zvané epitop, ktery rozeznavaji
imunitni receptory. Jedna molekula antigenu mtize nést variabilni mnoZstvi

epitopt. [1; 3]

Hlavnim cilem antifosfolipidovych protilatek jsou makromolekularni
struktury navazané na polarni lipidové slozky, tj. fosfolipidy (PL), které jsou
hlavnim zdrojem antigent bunécnych membran. Fosfolipidy se vyskytuji
s riznymi naboji, napt. jako zdporné nabity fosfatidylserin, fosfatidylinositol,
kyselina fosfatidova a kardiolipin, neutralni fosfatidylcholin
a fosfatidyletanolamin (obrdzek 1). Dal$im vyznamnym antigennim cilem jsou
komplexy fosfolipidi vazanych na plazmatické bilkoviny, jako je (2 -

glykoprotein I, protrombin, protein C, protein S, annexin V a kininogeny.
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Obrazek 1: Vzorce glycerofosfolipidii [10]

Fosfolipidy maji dtilezité a rtiznorodé biologické funkce. JakoZto soucast
bunéénych membrén je zpeviiuji a fidi funkce bunék povrchovych proteinti. Jsou
také zodpovédné =zainiciaci a priibéh koagulacnich kaskddovych drah.
Fosfolipidy aktivuji koagulacni faktory IX a X béhem vnéjsi cesty, faktor X béhem
vnitfni cesty a pfeménuji protrombin na aktivni trombin béhem spolecné drahy.
Ackoli experimenty in vivo prokdzaly dulezitou roli aniontovych fosfolipida
vazajicich protilatky, trombotické piithody u pacientt jsou zptisobeny predevsim

fosfolipidy vazajicimi plazmatické proteiny. [4]

3.1.2 Protilatky

Protilatka je latka bilkovinné povahy, vyskytujici se u obratlovci v krevnim
séru a fadici se do skupiny imunoglobulinti. Specificky se vaze na antigen vazbou
nekovalentniho charakteru. Pfi imunitni reakci se protilatky uplatiiuji jako slozka
humordlni imunity a dochdzi kjejich tvorbé lymfocyty B (a potazmo

plazmatickymi burikami) na zdkladné imunologické paméti. [1; 5]
15



3.2 Antifosfolipidové protilatky

Antifosfolipidové  protilatky =~ (APLA) jsou heterogenni skupinou
imunoglobulinti typu IgG a/nebo IgM, vzacné pak také IgA, namifenych proti
tkanim vlastniho téla. Plisobeni této skupiny protilatek je spojeno s klinickymi
projevy antifosfolipidového syndromu (APS), jako jsou napiiklad ziskané
trombofilni stavy nebo pfedcasné potraty. APLA lze detekovat jako ukazatel
autoimunitniho onemocnéni, ale vyskytuje seiu zdravych pacientti jako
nadhodny laboratorni ndlez po infekcich. Pfiinfekcich se vyskytuji obvykle
protilatky tfidy IgM, kdeZto protilatky uplatiujici se pfi antifosfolipidovém
syndromu jsou vétsinou tfidy IgG a jsou namifeny proti negativné nabitym
fosfolipidtim. Vyskyt APLA v béZné populaci stoupd azna 5 %, ackoli pfitomnost
APS se vyviji pouze u malé ¢asti pacientti, pfedevsim u starsich pacientt trpicich
chronickymi chorobami. APLA mtiZze také ovlivnit hematologické testy tim,
ze prodluzuje  protrombinovy ¢as (PT) mnebo aktivovany parcidlni
tromboplastinovy ¢as (aPTT). Bylo Siroce zdokumentovano, Ze genetické faktory,
které sdileli vySetfovani pacienti, se mohou podilet na tvorbé antifosfolipidovych
protilatek a vzniku antifosfolipidového syndromu. Vyzkumné udaje ukazuji
na vysoky vyskyt APLA v rodindch pacientti s APS. Tento vyzkum vcetné
genetickych analyz a studii naznacuje autozomalné dominantni typ dédic¢nosti

APS. [4;6;7; 8; 9]

Tyto protilatky Ize rozdélit nékolika zplisoby: na autoprotildtky
a aloprotilatky. Dale pak na protilatky vyvolané léc¢ivy, pfipadné na primarné
nebo sekunddrné se vyskytujici protilatky (tzn. nejcastéji u revmatickych
onemocnéni, nddorovych procesti, pfi bakteridlnich nebo virovych infekcich).
Nejefektivnéjsi rozdéleni je vSak zalozeno na metodé detekce vazby protilatek
na specificky antigen. Podle tohoto kritéria se tedy antifosfolipidové protilatky

déli do téchto skupin: lupus antikoagulants (LA), antikardiolipinové protilatky
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(aCL), protilatky proti f2-glykoproteinu I (antiB2GPI) a dalsi protilatky namifené
proti aniontovym proteinim nebo proteinim koagula¢ni kaskady, souvisejici

s APS. [6; 8; 4]

3.2.1 Lupus antikoagulans

JiZ ptfed vice nez 50 lety byl popsan unikatni inhibitor koagulace prodluZujici
dobu sraZeni plné krve u pacientt se systémovym lupus erythematodes (SLE).
V této dobé byla prokdzana imunoglobulinova povaha tohoto inhibitoru, jeho
interakce s aniontovymi fosfolipidy a jeho spojeni s trombolytickymi pfihodami.
Lupus antikoagulans je tedy heterogenni skupina protilatek, produkovana
imunitnim systémem, vyskytujici se v plazmé pacientti s autoimunitnimi
chorobami (napf. SLE), infekénimi chorobami (napf. HIV), zanéty,
ale i u zdravych jedincti. Kritériem pro jeho diagnézu je prodlouzeni alespori
jednoho z koagulacnich testi zavislych na fosfolipidech, jako jsou napfiklad
aPTT nebo dilucni test s jedem Russelovy zmije (ARVVT). Pokud je ve vzorku
pfitomen lupus antikoagulans, zptisobi vyvazani fosfolipidd, které se pak

nemohou uplatnit v procesu srazeni krve. [11; 12]

LA je jednou z autoprotilatek imunoglobulinového izotypu IgG nebo IgM
namifenych proti epitopu plazmatickych proteintit (32 glykoprotein I a/nebo
protrombin), fosfolipidim (kardiolipin a fosfatidylserin) a dal$im proteinovym
komplextim s aniontovym fosfolipidovym povrchem (annexin V, protein C a S).
Tato vlastnost byla prokdzana antikoagulacnimi vlastnostmi purifikovanych
protilatek proti 32GPI v normalni plazmé. Vyskyt LA u zdravych pacientti 1ze
vysvétlit vyraznou homologii mezi peptidy B2GPI dependentnimi peptidy
a ruznymi patogeny (zptsobujicimi bézné infekce), které vyvolavaji laboratorni
nalezy LA v séru pacienta. Stale neexistuji presvédcivé diikazy o tom, jak presné
mechanismus tromboembolickych nebo porodnickych stavii funguje, zadna
z védeckych teorii neni zcela prukazna. [11; 12; 7]
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3.2.2 Antikardiolipinové protilatky

Daldi skupinou antifosfolipidovych protiladtek namifenych proti télnim
strukturam jsou antikardiolipinové protilatky (aCL) izotypu IgG, IgM
a/nebo IgA. Tyto autoprotilatky nejsou primarné namifeny proti kardiolipinu,
vyskyt aCL spojen s autoimunitnimi chorobami zahrnuje pfitomnost fosfolipidy
vazajictho proteinu P2-glykoproteinu I. Kardiolipin obvykle tvofi komplex
s aniontovymi fosfolipidy, mitochondridlnimi membrdnovymi proteiny
a plazmatickym proteinovym kofaktorem [(2-glykoproteinem I. Komplex

kardiolipinu a 2GPI je povaZzovan za hlavni cil pro aCL protilatky. [13; 14]

Zajem o vyzkum protilatek proti aCL vyvolala patofyziologie mechanismi
proti fosfolipidim v bunéénych membrandch, které vedou k rozvoji
antifosfolipidového syndromu, projevujici se castymi zilnimi trombozami
a spontannimi potraty. Pozdéji vyzkumy z let 2006-2007 u dvou set pacientti
s pfetrvavajicim diabetem s vysokymi rizikovymi kritérii ukazaly,
Ze imunologické mechanismy aCL mohou vést k patologickému vzniku
diabetické mikroangiopatie a diabetické retinopatie prostfednictvim
imunokomplexti. Pfi dals$im stanoveni byly objeveny protilatky aCL zaméfené
proti endotelidlnim antigentim, které mohou zfejmé zptisobit iniciaci cévniho
poskozeni. Existuje také souvislost mezi pritomnosti protilatek aCL a vyskytem

cévniho okluzivniho onemocnéni. [13]

V bézné klinické laboratorni praxi je nutné provadét testy izotypt IgG i IgM
aCL a LA protilatek pro diagnostiku APS. Nejcastéjsi je stanoveni izotypu IgG
aCL protilatek, které se objevuji v progresivnich stadiich autoimunitnich
onemocnéni. Stanoveni izotypu IgA aCL neni vhodné pro ucely screeningu,
ale 1ze jej pouzit ve vybranych prfipadech. Test na stanoveni aCL je pozitivni
azu 80% pacientli trpicich APS. Tyto protilatky vSak mohou byt pozitivni

u poruch, jako jsou infekéni onemocnéni zptsobujici syfilis nebo Q horecku,
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onemocnéni pojivové tkané a syndrom ziskaného selhani imunity (AIDS).
Syntézu aCL muzZe vyvolat také uzivani lékli, jako jsou beta-blokatory,
hydralazin, interferon alfa, fenothiazin, fenytoin nebo omamné latky, jako tfeba

kokain. [4; 13]

3.2.3 Anti-p2-glykoprotein I

Nékolik nezavislych vyzkumt uvedlo, Ze hlavnim antigennim cilem aCL
protilatek je komplex (2-glykoproteinu I vazany na kardiolipin, a nikoliv
samotny kardiolipin. V soucasné dobé jsou epitopy P2GPI navazané
na negativné nabité fosfolipidy vSeobecné uznavany jako klinicky vyznamny
antigenni cil pro izotypy IgG, IgM, IgA anti-B2GPI a jsou navrzeny jako hlavni

antigen v patogenezi autoimunitnich onemocnéni. [15]

P2GPI, znamy také jako apolipoprotein H, se sklada z péti homolognich
domén, kdy doména I je primarnim vazebnym epitopem pro antifosfolipidové
protilatky, ackoli ostatni domény se mohou rovnéz chovat jako epitopy
(viz obrazek 2). B2GPI ma také pfirozeny antikoagulacni charakter, ktery
se aktivuje interakci s fosfolipidovymi bunéénymi membranami krevnich
desticek nebo endotelidlnich bunék. Toto spoluptisobeni vytvari pritazlivy
povrch pro autoprotilatky proti P2GP, které zpusobuji trombotické stavy.
V klinickych a laboratornich praxich je bézné stanovovat izotyp IgG anti-B2GPI
individudIné, nebo spolu s protiladtkami aCL a/nebo LA pro stanoveni diagnozy
APS. V posledni dobé bylo pozitivni testovani izolovanych protilatek IgA anti-
2GPI navrzeno jako rizikové pro vytvoreni trombdzy u APS vedle béznych
faktorti. Tento izotyp protilatek byl také zjistén u zen trpicich pfedcasnymi
spontdnnimi potraty a tmrtim plodu, ale soucasné majici negativni vysledky
testl na protilatky LA a protilatky izotypu IgG aCL. Dalsi studie prokazaly vyssi
asociaci IgA anti-B2GPI protildtek s cévni mozkovou piithodou
a tromboembolickymi stavy, spiSe nez s izotypy IgG nebo IgM. Stdle je vsak
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vhodnéjsi provadeét jiné dostupné laboratorni testy (ELISA metodou) izotypti IgG

a IgM anti-p2GPI pro kompletni pouZitelnou a jistou diagnézu APS. [16; 17; 15]

A B
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Binding site
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Lys305 & 317— DV

Obrazek 2: Struktura [32-glykoproteinu I, A-oteviena konformace, B -

cirkularni konformace [18]

K prokazani klinického tcinku protilatek proti doméné I byly realizovany dvé
podobné studie. Prvni studie podporila roli téchto protilatek u Zilni trombozy
vice nez protilatek zaméfenych na jiné domény. Tato skute¢nost byla prokdzana
na laboratornich mysich, kterym byly aplikovany purifikované IgG protilatky
izolované od pacientti s APS. U my$i doslo po aplikaci k vytvofeni masivnéjsich
trombt. Druha studie dala do souvislosti protilatky proti doméné
I s pfed¢asnymi téhotenskymi potraty. Nicméné tyto studie musi byt podporeny
dalSimi experimenty prfed tim, nez budou pfifazeny specifické protilatky

proti doméné I 32GPI do panelu pravidelného screeningu APS. [16]

Antifosfolipidové protildtky mohou také rozpozndvat oxidované povrchy
v komplexech s epitopy B2GPL, cozZ je jiz komplex lipidt vazajicich bilkoviny.
Jednim z hlavnich oxidovanych povrcha vytvéarejicich komplex s [2GPI
je oxidovany lipoprotein o nizké hustoté (LDL), patologicky se vyskytujici
pri ateroskleroze. = Kromé  tromboembolickych  pfihod  zptisobenych

autoprotilatkami, mohou tyto komplexy vyvolat vznik pfedcasného
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aterosklerotického kardiovaskularniho onemocnéni u pacienti trpicich APS

nebo SLE. [15]

3.2.4 Antiprotrombinové protilatky

Antiprotrombinové protilatky namifené proti protrombinu jsou dal$im typem
antifosfolipidovych protilatek. Vyskytuji se vizotypech IgG a/nebo IgM.
Vyzkumy, které zacinaly jiz v roce 1959, naznacily, ze protrombin (PT, znamy
také jako faktor II) je kofaktorem LA, dle vysledkil vySetfeni pacienti se SLE,
trpicich poruchami srazlivosti krve. Vysledky nékolika testt1 in vivo s PT a anti-
PT komplexy ve vzorcich s vyssi LA aktivitou vedly k popisu autoprotilatek proti
fosfatidylserinprothrombinovému  komplexu (anti-PS/PT) u  pacientti
s pozitivnim testem na LA. Detekce téchto autoprotilatek je mnohem specifictéjsi
pri pouziti komplext PS a PT dohromady nez pouziti samotného PT. Také byla
zjisténa podobnost mezi PT a 32GPI, coz ¢ini z PT jeden z hlavnich antigennich
cilt antifosfolipidovych protilatek. Primarni funkci izotypu IgG anti-PT
protilatek in vitro je vytvafeni imunokomplexti s PT nebo PL, coZ ma za nasledek

prodlouzeni ¢asu srazlivosti krve. [19; 20]

Nékolik studii se snazilo najit souvislost mezi anti-PT a klinickymi pfiznaky
APS, Zadnad z nich vSak nenalezla pfesvédcivy diikaz pro potvrzeni této
souvislosti. Nicméné protilatky izotypu IgG pro PT/PS byly popsany jako
specifi¢téjsi pro diagndézu APS. Pravdépodobné zptisobuji predevsim Zilni
trombozu. Jesté méné presvédciva je souvislost mezi morbiditou plodu

a pfitomnosti anti-PT protilatek zaméfenych na protrombin. [19]

3.2.5 Antifosfatidylethanolaminové protilatky

Vyse jiz bylo popsano vice typt antifosfolipidovych protilatek jako pfi¢ina
APS s rtiznymi klinickymi projevy, relativné novéjsi vyzkumy zjistily souvislost
mezi pfiznaky APS a protildtkami primarné zaméfenymi proti
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fosfatidylethanolaminu (PE). Fosfatidyletanolamin je fosfolipid, tvofici hlavni
lipidovou slozkou mikrobidlnich membran a ve velké mife se také nachdzi
v mitochondriich. Molekula PE se sklada z kombinace glycerolu esterifikovaného
dvéma mastnymi kyselinami a kyseliny fosforecné. Fosfatova skupina (zaporné
nabitd) je vazana na ethanolamin, alkohol s kladnym nabojem. Tyto kontrastni
naboje charakterizuji PE jako typicky zwitteriontovy PL. Nicméné
antifosfatidyletanolaminové protilatky (aPE) tvofi primarné komplexy s PE
a riznymi plazmatickymi proteiny z koagulacni kaskady. Mezi tyto proteiny
patii napfiklad faktor XI, prekallikrein a dalsi vysokomolekuldrni kininogeny.

[21; 22]

Klinické studie navrhly testovani aPE protildtek u pacienti s negativnim
laboratornim vysledkem pro kritéria APS, ale spriznaky a projevy silné
pripominajicimi  klinické projevy APS (téhotenské spontanni potraty
a/nebo trombozy). aPE byly ¢astéjsi u Zen trpicich nevysvétlitelnou opakovanou
ztratou téhotenstvi nez u zdravych Zen se zndmou pficinou potratu. Kromé toho
nejcastejsim typem protilatek APLA uneplodnych Zen byly pravé aPE, které byly
zvySeny az u 67,5 % vSech APLA pozitivnich pacientek. Laboratorni testovani
protilatek IgG aCL sIgG aPE nebo IgG aPE s LA (s pozitivinim ndlezem)
se pouziva také jako prognosticky faktor zavazné hypertenze vyvolané
téhotenstvim. Neddvné studie vyuZzivajici mysi, které byly pasivné imunizované
protildtkami proti aPE, vykdzaly redukci vrhu, potraty plodu, placentarni
trombozy, trombocytopenie, obecné feceno tedy charakteristiky blizké projevim
lidského APS. Specificita moderniho testovani (testy EIA) stoupa na 99,2 %
a pomaha predchazet opakovanym potratim, za pouziti vhodnych Ilékt

podanych pfedem. [21; 22]

Dalsi studie se zamé&fily na popis souvislosti mezi pfitomnosti aPE a vyskytu

trombozy, jakoZto dalsi klinické charakteristiky APS. V roce 1992 vysly pozitivni
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nalezy na protilatky aPE u pacientti trpicich téZkou trombdzou a plicni embolii,
s pozitivnim LA nélezem. V roce 2001 vysetfeni pacientt s u cévni mozkovou
pfihodou prokazalo aPE jako nejdéle pfetrvavajici sérologicky nalez protilatek
(v porovnani s protildtkami proti fosfatidylserinu a aCL). U téchto pacientti bylo
také podezfeni na vyvoj APS. Laboratorni testy odhalily, Ze 63 % ze 40 pacientti
s pozitivhim aPE mélo negativni vysledek v béZnych laboratornich kritériich
pro APS. Védci popsali tento typ APS jako séronegativni. Dle podobnych
klinickych projevii séronegativniho a séropozitivniho APS by diagndza neméla
byt vyjimecéné zaloZena na klasickych laboratornich kritériich pro APS.
Na zdkladé studii prokazujicich pfitomnost aPE u pacient(i s pfiznaky APS

se uvaZuje o zafazeni aPE jako dalsiho laboratorniho nalezu APS. [21; 22]

3.3 Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom je ziskané autoimunitni onemocnéni, které bylo
popsano pted piiblizné 30 lety. Charakteristickym znakem APS je pfitomnost
pretrvavajicich antifosfolipidovych protildtek pfi arteridlni a Zilni trombdze.
Daldim z klinickych projevli jsou spontdnni potraty u Zen nebo, v tézkych
pfipadech, i neplodnost. Nejéastéjsimi misty zilni a arteridlni trombdzy jsou dolni
koncetiny a mozkova arteridlni cirkulace. Trombodza se vSak muze vyskytnout
v kterémkoli organu. Antifosfolipidovy syndrom se miuze projevit bud
samostatné (primarni APS), nebo s pfidruZzenym onemocnénim SLE (sekundérni
APS). Jako asi u vSech onemocnéni, také u APS hraji roli pfi progndze vyvoje

a rozvinuti onemocnéni rizikové faktory. Mezi rizikové faktory u APS se fadi:

e vék (muzinad 55 let, Zeny nad 65 let),
e kardiovaskuldrni rizikové faktory (hypertenze, diabetes mellitus,
zvyseny LDL nebo snizeny HDL cholesterol, mikroalbuminurie),

e S3patny zivotni styl (koufeni cigaret, obezita),
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e genetické predispozice (rodinnd anamnéza predcasného vyskytu
kardiovaskularnich chorob),

e vrozené trombofilie (pfedevsim Leidenskd mutace faktoru V),

e ziskané rizikové faktory trombozy (hormonadlni antikoncepce,

nefroticky syndrom, maligni onemocnéni, imobilizace, operace). [23]

3.3.1 Kritéria pro diagnézu a klasifikaci antifosfolipidového syndromu

Toto autoimunitni onemocnéni je definované jak klinicky, tak laboratorné.
Mezindrodni lékafské konvence definuji pfesnd kritéria pro diagnozu
a klasifikaci APS. Pro diagnézu APS je nutné splnit minimalné jedno klinické

a jedno laboratorni kritérium. [24; 25; 26; 2]

Klinicka kritéria:

e Trombdza — alespon jedna arteridlni, Zilni nebo malad cévni trombodza
vjakémkoli orgdnu nebo tkani, potvrzena histopatologickym
vySetfenim, nebo vyhovujici zobrazovaci metodou.

e Jeden ze ziskanych téhotenskych stavii:

1) Jeden nebo vice potrath morfologicky normalniho plodu po 10.
tydnu téhotenstvi; anatomické, genetické a hormonalni davody
pro potrat jsou vylouceny.

2) Jeden nebo vice pfedcasnych porodt pred 34. tydnem téhotenstvi,
zplisobeny téZkou placentdrni insuficienci nebo tézkou
preeklampsii.

3) Tfi nebo vice spontannich potrati pred 10. tydnem téhotenstvi;

anatomické, genetické a hormonalni pficiny potratu vylouceny.

[2; 25; 26]
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Laboratorni kritéria (pfitomnost ve dvou rtiznych meéfenich s odstupem

12 tydnt):

e DPozitivni detekce LA v plazmé.

e Pozitivni detekce aCL protilatek izotypu IgG a/nebo IgM ve stfednich
az vysokych titrech v séru nebo plazmé.

e Pozitivni detekce anti-B2GPI protilatek izotypu IgG a/nebo IgM v séru
nebo plazmeé. [2; 25; 26]

Prestoze pfi stanoveni APS jsou majoritni vySe zminéné autoprotilatky,
mohou byt v klinické diagnostice dtleZité i nekriteridlni protilatky. Pfitomnost
APLA v celkové populaci stoupa az na 5 %, ackoli k rozvoji APS dochazi
predevsim u starsich osob, u pacientti uzivajicich léky, pfi lymfoproliferativnich

onemocnénich a po infekcich (AIDS, syfilis, hepatitida C, malarie atd.).

Organizace AntiPhospholipid Syndrome Alliance for Clinical Trials
and International Networking (APS ACTION) systematicky analyzovala
publikované studie a dospéla k témto odhadiim obecného rozsifeni APLA: 6 %
u téhotenské morbidity, 10 % u hluboké zilni trombozy (DVT), 11 % u infarktu
myokardu, 14 % u cévni mozkové prihody a 17 % u cévni mozkové prihody
uosob ve véku nad 50 let. Observaéni evropska studie (projekt
Euro-Phospholipid) definovala charakteristiky 1000 pacientti s APS, z nichz 82 %
tvofily Zeny. Vétsina z pacientt (53,1 %) méla primarni APS bez pritomnosti
jiného onemocnéni. Zbytek mél APS ve spojeni s jinym onemocnénim, nejcastéji
SLE. Ackoli se APLA vyskytuji az u 40 % pacientt se SLE, pouze u 40 % z nich
a vysokou morbiditou/mortalitou — katastroficky APS (CAPS) - se vyskytuje
u 1 % pacientti s APS. [25]
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Pfi diagnostice APS je tfeba vyloucit dalSim testovanim jind onemocnéni
s priznaky blizkymi projeviim APS. Standardni krevni testy (kompletni krevni
obraz, krevni chemické testy, testy krevnich enzymii) mohou odhalit alternativni
pri¢inu pozitivity pfitomnosti APLA. Tato nepatologicka pritomnost mize byt
zplisobena virovymi nebo bakteridlnimi infekcemi, malignitami, koagulopatiemi
nebo léky uzivanymi pacientem. Rychlost sedimentace erytrocytli muze
poukdzat na zanétlivé procesy. Dysfunkce ledvin mtize rovnéz vyvolat produkci
APLA, proto je tfeba provést vySetfeni funkce ledvin, které miize vyloucit APS.
Imunologické testy na protijaderné protilatky (ANA - zangl. Antinuclear
antibody), extrahovatelny jaderny antigen a protilatky proti komplementu 3/4
mohou odhalit SLE jako prfi¢inu produkce APLA. [25]

3.3.2 Katastroficky antifosfolipidovy syndrom

Katastroficky antifosfolipidovy syndrom (CAPS) je zavazny stav, kterym trpi
méné nez 1 % pacientti s APS. CAPS muze byt smrtelny a casto se vyskytuje

béhem téhotenstvi. Klasifikacni kritéria CAPS zahrnuiji:

1) Mnohocetnou cévni trombdzu v nejméné 3 organech a/nebo tkanich

2) Rozvoj trombotického stavu béhem jednoho tydne

3) Histopatologicky prikaz cévni trombdzy v nejméné jednom organu
a/nebo tkani

4) Laboratorni ndlez antifosfolipidovych protilatek typu LA a/nebo aCL

v ¢asovém obdobi méné nez 12 tydnti

Pro diagnostiku CAPS je nutnd pritomnost alesponi tfi z vySe zminénych

kritérif. [27; 28]

Mezinarodni registr prezentoval statistiky a vyskyt u 500 pacientti s CAPS.

Vice nez 70 % pacientt tvorily Zeny stfedniho véku, vice nez 50 % pacientti trpélo
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primarnim APS a prfibliZzné tfetina pacientti trpéla SLE nebo podobnym
autoimunitnim onemocnénim. U 50 % pacientti se CAPS vyskytl jako prvni
znamka vyvoje APS. U vétSiny pacient(i byly pfitomny i dalsi faktory rozvoje
CAPS, jako jsou infekce, malignity, nebo neplodnost. CAPS bez fadné lécby konci
umrtnosti ve 44 % pripadech. [25; 27]

Diagnostika CAPS mtiZe byt mnohdy komplikovand vzhledem k podobnosti
s jinymi trombotickymi stavy. Laboratorni nalezy potvrzuji pozitivitu APLA,
predevsim LA a aCL izotypu IgG. Pacienti maji ¢asto trojndsobnou pozitivitou
na LA, aCL a anti-B2GPI. Hematologické stanoveni potvrzuje trombocytopenii
a prodlouzeny aPTT u dvou tfetin pacientti, pfi bunécné diferenciaci mtze dojit

k ndlezu schistocytti. [27]

Priznaky a symptomy jsou rizné, ale u vice nez tfi ¢tvrtin pacienttt s CAPS
se vyskytuje selhdni ledvin, dalSimi castymi projevy jsou plicni embolie a akutni
respiracni tiseni, cévni mozkova piihoda a infarkt myokardu. Déle se potom
vyskytuji obvyklé kozni projevy APS, ke kterym patfi livedo reticularis, kozni
viedy a nekrézy. CAPS se béhem téhotenstvi miize vyvinout do mnoha forem,
jako je preeklampsie, hemolyticko-uremicky syndrom nebo tromboticky
syndrom,  trombocytopenickd  purpura, které  vSechny  souviseji

s hematologickymi poruchami. [25; 27]

Véasna diagnostika a lécba CAPS by méla byt nastavena u pacienti
s pfedchozimi trombotickymi stavy, diagnostikovanym APS nebo jinymi
autoimunitnimi onemocnénimi, u pacientek s opakovanymi potraty. Dulezité
je také identifikovat dalsi faktory, jako jsou infekéni agens, aby bylo mozné
predvidat rozvoj CAPS. Laboratorni stanoveni by mélo zahrnovat kompletni
krevni obraz s poctem krevnich desticek, koagulacni testy, imunologické

stanoveni APLA, popf. stanoveni ledvinnych nebo jaternich funk¢nich testi. [27]
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Vzhledem k tomu, ze CAPS se vyskytuje pouze u 1 % pacientti s APS, jsou
doporuceni zaloZena na kazuistikadch a nazorech odbornikti a neexistuji Zadné
klinické studie, které by lécbu CAPS usmérnovaly. CAPS ztstava diagnostickou
vyzvou, protoze jeho Siroka 8kala klinickych prfiznaki, symptomu
a laboratornich nalezi, se casto prekryva s jinymi porodnickymi komplikacemi.

[28]

3.3.3 Lécba antifosfolipidového syndromu

Terapie pacientt s APS se mtze lisit podle zdvaznosti stavu. Hlavni cil terapie
je odstranéni, nebo alespon redukce, APLA pomoci poddvani vysokych davek
steroidi, imunosupresorti a vymény plazmy pfi zdvaznych stavech. Nicméné 1-3
tydenni pauzy v medikaci zptsobuji rychly narust titrit protilatek, a proto
u béZzného APS neni imunoterapie indikovana. ZvysSeni titri APLA béhem
6 mésicti po 1é¢bé zplisobuje vyssi riziko opakované trombozy, proto jsou
pacienti s predchozimi trombotickymi pfihodami odkdzani na celoZivotni

antikoagulacni terapii. [29]

V pripadé prilezitostného ndlezu APLA, prvni trombotické piihody
nebo nizkych titrti protilatek jsou podavany antiagregacni léky béhem 3-6
mésict. Je tfeba vénovat pozornost prediktivnim faktortim trombozy, jako jsou
infekce, peroralni kontraceptiva nebo uzivani jinych lék. Pacienti s definitivni
diagnozou APS dostdvaji perordlni antikoagulancia, jako napfiklad heparin,
pozdéji doplnéné nebo nahrazené warfarinem. Warfarin lze uzivat také spolecné
s  nizkymi  ddvkami  aspirinu,  nizkomolekuldrnim  heparinem,
nebo hydroxychlorochinem, ktery zabranuje trombotickym a zanétlivym
pfihoddm u SLE, nebo také se statiny, které snizuji riziko zilni tromboembolie.
V posledni dobé klinické studie navrhuji zafazeni pfimého perordlniho

antikoagulancia. [25; 29]
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Pacientky s porodnickym APS a komplikacemi v téhotenstvi dostavaji nizké
davky aspirinu a nizkomolekuldrni heparin béhem téhotenstvi. Pacientky se SLE
a APS casto dostavaji vice lékti kompatibilnich s téhotenstvim, jako jsou
kortikosteroidy a hydroxychlorochin. Warfarin se v téhotenstvi jako 1ék nebere

v tvahu, z divodu jeho teratogenniho tcinku. [25]

3.4 Moznosti stanoveni antifosfolipidovych protilatek

Laboratorni stanoveni antifosfolipidovych protilatek hraje dulezZitou roli
v diagnostice a vcéasné lécbé APS. Klasifikacni kritéria APS zahrnuji jednu
nebo vice nevysvétlitelnych trombotickych prihod, jeden nebo vice spontannich
potrati nebo umrti plodu, trombocytopenii nebo prodlouzeny test srazlivosti.
Tyto klinickd kritéria by méla byt indikaci k vySetfeni antifosfolipidovych
protilatek. Proto se kombinace klinickych projevi a stfedné vysokého
az vysokého titru perzistentnich protildtek pouziva jako rutinni znak
pro diagnozu APS. Je dtlezité rozlisit podle okolnosti pacienty s podobnymi

klinickymi kritérii a pfileZitostnym vyskytem nepatogennich APLA. [25]

Laboratorni kritéria obsahuji dva nepfimé testy ELISA s detekci protilatek
proti kardiolipinu nebo PB2GPI a stanoveni LA. Pozitivni laboratorni APS
diagnoza se sklada ze dvou nezavislych ELISA testt IgG/M aCL a/nebo IgG/M
antiB2GPI a/nebo stanoveni LA. Dvé stanoveni se provadéji sodstupem
12 nebo vice tydnti a vyZaduji pretrvavajici titr protilatek. Casovy odstup
pomaha vyloucit prilezitostny nadlez nepatogennich protilatek po infekcich, které
nemusi nutné souviset s klinickymi projevy APS. Stanoveni LA se sklada ze dvou
testti srazlivosti, diluéni test jedu Russellovy zmije zavislého na faktoru Xa

vvvvv

nalezu LA prodlouzeny. [25; 30]
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JelikoZ ne vSichni pacienti, ktefi vykazuji klinické priznaky APS, produkuji
antifosfolipidové protilatky, které jsou uvedeny v soucasnych kritériich
pro diagnostiku APS, byly intenzivné zkoumany nové pfistupy a mozZnosti
v testovani APLA. UvaZuje se o zafazeni dalSich APLA do laboratornich kritérii
pro diagnostiku APS. Nékteré laboratofe pouzivaji test ELISA k detekci
nekriteridlnich  protilatek proti fosfatidylethanolaminu, fosfatidylserinu,
nékterym bilkovindm koagulacni kaskady, jako je protrombin, nebo k detekci
specifické domény (DI) B2GPL. V posledni dobé vyzkumy pouZzily ELISA metodu
pro stanoveni IgA aCL spojeného s APS. Tyto specializované metody vsak
vyzaduji ndkladné komercni soupravy a vysoce purifikovana cinidla, a pfesto

nejsou validovany v rutinnich klinickych laboratofich. [25]

Kromé klasickych laboratornich metod, jako je ELISA a aPTT, je na trhu také
fada dalSich metod vhodnych pro stanoveni APLA. V posledni dobé zavedené
chemiluminiscenéni a fluorescenéni enzymové imunoanalyzy jsou
automatizované metody, které mohou sniZit variabilitu mezi laboratofemi. Nové
technologie chemiluminiscence APLA poskytuji vysokou citlivost a specificnost,
coz napomaha spolehlivé identifikaci pacienti s APS. Chemiluminiscencni
metoda je dvoustupriova a vyuzivd chemiluminiscenéni reakci, méfenou jako

svételny signdl. Koncentrace specifickych protildtek ve vzorku pacienta

je umérna generovanému svételnému signalu. [31; 32]

3.5 Avidita

Avidita vyjadfuje silu vazby, tedy silu, kterou polyvalentni protildtka
interaguje s polyvalentnim antigenem. Pojem avidita se ¢asto zaménuje za pojem
afinita. Tato zdména je chybnd, avsak afinita je s aviditou tizce propojena. Afinita
vyjadfuje silu interakce jednoho vazebného mista s jednim antigenem. Avidita
tedy vzrista s afinitou a také s poctem soucasné se uplatiiujicich vazebnych mist.

[1; 33; 34]
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3.5.1 Avidita protilatek

V biochemii se avidita vztahuje ke kumulované sile vice afinit jednotlivych
nekovalentnich vazebnych interakci, napfiklad mezi proteinovym receptorem
ajeho ligandem. BéZné je taky oznaceni funkéni afinita. Ve vazbé mezi
protilatkou (paratopem) a antigenem (epitopem) se uplatiiuje nékolik
mezimolekulovych vazebnych sil, napf. relativné slabé nekovalentni interakce,
jako jsou vodikové vazby, elektrostatické sily, hydrofobni sily nebo Van der
Waalsovy sily. Jak jiz bylo zminéno vySe, avidita se lisi od afinity, kterd popisuje
silu pouze jediné interakce (obrazek 3). Protoze vsak jednotlivé vazebné udalosti
zvySuji pravdépodobnost vyskytu dalSich interakci (tj. zvySuji lokalni
koncentraci kazdého vazebného partnera v blizkosti vazebného mista), neméla
by byt avidita chdpdna jako pouhy soucet jejich slozkovych afinit, ale jako
kombinovany tcinek vSech afinit icastnicich se biomolekularni interakce, jejich
hustoty, rozestupu a polyreaktivité protilatky. Avidita se béZné pouziva
pro interakce protilatek, prfinichZz dochdzi k interakci vice vazebnych mist
antigenu s cilovymi antigennimi epitopy soucasné. Jednotlivé muize byt kazda
vazebna interakce snadno pferusena. Pokud je vSak pfitomno mnoho vazebnych
interakci soucasné, pfechodné rozvazani jednoho mista neumoziiuje molekule

difundovat a vazba této slabé interakce se pravdépodobné obnovi. [33; 35; 34]

Antigen
Epitope - & “
Affinity Avidity

Obrazek 3: Rozdil mezi afinitou a aviditou [36]
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Avidita také vypovida o vyzralosti protilatek. Pfi prvnim setkani antigenu
s organismem se tvori protilatky s nizkou aviditou. Protilatky s vyssi aviditou
se tvori hojnéji v dtisledku somatické hypermutace a nasledné antigenem fizené
proliferace vybranych klon pamétovych B bunék. Proto pfisekundarni
odpovédi vznikaji imunoglobuliny s priimérnou vy3si aviditou. Analyza avidity
IgG je doplnkovym testem, ktery mtiZe rozlisit primarni a sekundarni expozici
antigenu u raznych infekénich onemocnéni, jako jsou zardénky, toxoplazmoza

a dalsi. [33; 34]

Avidita roste s poctem imunitnich setkdni také pfi AO, kdy dochdzi
k produkci autoprotilatek. Organismus vnima tyto autoprotilatky jako patogeny.
Na rozdil od infekénich onemocnéni neni mozné v tomto pripadé presné oddélit
primarni a sekundarni odpovéd a zrani avidity protilatek mtize byt skodlivé.
Stanovovani avidity autoprotilatek ukazalo, ze jejich klinické projevy se mohou
odvijet od rozdilné avidity. Bylo naznaceno, Ze vysokoavidni autoprotilatky hraji
vyznamnou roli u orgdnové specifickych autoimunitnich onemocnéni, zatimco
nizkoavidni i vysokoavidni protildtky mohou prispivat k onemocnénim
zprostfedkovanym imunitnimi komplexy, které nejsou organové specifické.
Predpoklad je takovy, Ze na pocatku je avidita autoprotildtek nizka, a s ¢asem
se v pribéhu onemocnéni zvysuje. Samotné dokonceni zrani protilatek se pak
miize projevit propuknutim autoimunitniho onemocnéni. Zrani protilatek
z nizkych do vys$sich hodnot v priibéhu onemocnéni neni vzdy shodné, a muize
byt ovlivnéno mnoha faktory, které se vSak u jednotlivci mohou lisit. Tento
predpoklad byl demonstrovan u protildtek proti citrulinovanym proteintim
u pacienttl s revmatoidni artritidou. Zatimco u vétSiny pacienti ve stadiu
pfed onemocnénim dochdzelo pouze k omezenému vyzravani avidity, u malé

skupiny dochézelo k podstatnému vyzravani avidity. [33]
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Rtiznorodost protilatek se mize kromé rozliéné antigenni specifity projevovat
také rtiznou aviditou. Ta je vyznamnou charakteristickou vlastnosti protilatek,
ktera popisuje celkovou silu vazebnych interakci mezi protildtkou a antigenem.
Avidita protilatek se dfive zkoumala u protilatek namifenych proti infekénim
agens scilem zhodnotit vyzravani jejich avidity spojené se zvySovanim
specifické humordlni imunity. Na rozdil od antiinfekénich protilatek mohou
avidity autoprotilatek dosahovat rtznych hodnot. U autoimunitnich
onemocnéni se popisuje vysoka, nizkd nebo stfedni avidita autoprotilatek.
Nicméné se piedpokladd, Ze bez ohledu na aviditu se autoprotilatky mohou

podilet na patogenezi nékterych autoimunitnich onemocnéni. [37]

3.5.2 Metody stanoveni avidity

Existuje nékolik laboratornich postupti stanoveni avidity, respektive afinity.
Obvyklé techniky v klinickych laboratofich nejcastéji vyuzivaji imunitni testy
na pevné fazi. Avidita se nejcastéji méfi pomoci enzymatického
imunosorbentniho testu ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),
pfi kterém chaotropni ¢inidla rozrusuji interakce, mezi antigenem a protilatkou.
Toto usporadani ELISA vSak neumozZnuje meéfeni skutecné rovnovazné
disociacni konstanty, jelikoz antigeny a protilatky jsou v jednotlivych
oddélenych fazich. Z tohoto diivodu byl zaveden pojem tzv. relativni avidita.
Tase vypocte jako rozdil mezi prvotni vazbou protildtek na dany antigen
za fyziologické koncentrace soli svazbou po vystaveni imunokomplexu
plisobeni chaotropnich latek a naruseni vazby. Naméfené a vypoctené hodnoty
test1 avidity metodou ELISA se dobfe shoduji s vysledky exaktnéjsiho méfeni,

ziskané analyzou biospecifickych interakci nebo rovnovaznou dialyzou. [33]

V literatufe jsou podrobné zdokumentovany dva postupy stanoveni. Prvni
moznosti je tzv. preventivni princip, pfi kterém se do fediciho roztoku, kterym
se fedi sérum, pfidadvaji chaotropni ¢inidla. Tento krok je zde, aby se predeslo
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navazani nizkoavidnich protilatek na antigeny pritomné na pevné fazi
(fedici/diluéni princip). Castéji se viak pouzivéa spise druhy postup stanoveni.
Tento postup zahrnuje dalsi krok navic, ktery nasleduje po vytvorfeni
imunokomplexti specifickych protilatek a antigenti potaZenych na dné
mikrotitracnich jamek. Béhem tohoto dodate¢ného kroku jsou k vzniklym
imunokomplextim antigen-protilatka pridany chaotropni latky prostfednictvim
promyvaciho pufru, v kterém jsou pritomné (vymyvaci/elucni princip). Pfi tomto
kroku jsou vazby mezi protilatkami s nizkou aviditou s antigeny lehce naruseny
chaotropnimi ¢inidly, zatimco protilatky svysokou aviditou zlistavaji
i po vystaveni chaotropnim ¢inidliim navdzané na antigeny. Nizkoavidni
protilatky, které se odpoutaly z imunokomplexu s antigenem, se eluuji z jamek
pred kvantifikaci protilatek, které ztistaly navdzané na antigeny. Tato metoda

se nékdy oznacuje jako "bind and break" ELISA. [23; 33]

Tento zakladni metodicky pfistup lze rtizné modifikovat. Rozdilné chaotropni
latky maji rizné vlastnosti, co se tyce narusovani imunokomplexti. Obecné Ize
fici, Ze chaotropni latky usnadnuji disociaci imunitnich komplexti pfi ELISA.
Jako chaotropni cinidla se pouziva naptiklad mocovina, thiokyanatan amonny,
chlorid sodny nebo guanidin-hydrochlorid. Zda se, Ze sila potfebna k pferuseni
vazby, se odviji od zkoumaného antigenu a jeho specifickych protilatek. Dalsi
modifikace testi avidity ELISA spocivaji v jiném fedéni analyzovanych
protilatek nebo v jiné koncentraci pfidanych chaotropnich latek. Jeden z postupti
je zalozen na stanoveni avidity pfi konstantni koncentraci chaotropniho ¢inidla
za rozdilného fedéni protilatek. Alternativou k tomuto postupu je pouziti séra
s jednotnou koncentraci, ke kterému jsou pridavany chaotropni cinidla o rtzné

koncentraci. [33]

Také klinické studie, zaméfené na stanoveni avidity APLA, zvolily testovani

metodou ELISA s pouzitim chaotropnich latek krozruSovani interakci
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v imunitnich komplexech. Jako chaotropni latky se pouzivala mocovina
nebo NaCl. Co se pouziti mocoviny tyce, byla séra testovdna zaroven v sériovych
fedénich za vyuziti chaotropniho ¢inidla, a naopak zcela bez pfidavku mocoviny.
Pfi téchto studiich byl také zaveden termin tzv. rezidualni (zbytkova) aktivita.
Pfesna definice tohoto terminu je fedéni séra po oSetfeni mocovinou vyjadiené
v procentech zfedéni séra bez pridani mocoviny, odpovidajici stejné absorbanci.
Vétsi rezidualni aktivita signalizuje vyssi aviditu aCL. RozliSeni vysoce a nizce
avidnich anti-B2GPI protilatek bylo provedeno srovnanim hodnoty ptivodni
vazby protilatek za pfitomnosti 0,15 mol/l NaCl s vazbou zjisténou
pfi koncentraci 0,5 mol/l NaCl. Pokud vazba protilatek v imunokomplexech
za pritomnosti 0,5 mol/l NaCl byla vyssi nez 65 % ptivodni vazby, byly protilatky
anti-B2GPI prohlaSeny za protilatky s vysokou aviditou. Jestlize se vazba
za pritomnosti 0,5 mol/l NaCl sniZila na nebo pod hodnotu 25 % pocatecni vazby,
byly protilatky klasifikovany jako nizkoavidni. Pokud protilatky ani jedno
z téchto kritérii nesplnily, byly klasifikovany jako protilatky s tzv. heterogenni
aviditou. [23; 33]

Nejpresnéjsi postupy analyzuji biospecifické interakce mezi epitopy
a paratopy pomoci rovnovazné dialyzy nebo velmi sofistikované fyzikalni
metody povrchové plazmonové rezonance (SPR). Prvni metoda pro odhad
afinity protilatek byla metoda rovnovazné dialyzy. Bohuzel pouZiti této metody
se nyni omezilo pouze na difdzni malé antigeny nebo hapteny. SRP je vysoce
citliva technika, kterd umoznuje studovat jak asociacni, tak disociacni kinetiku
interakci antigen-protilatka. Tato technika je vSak ndkladnd a neni bézné

dostupna. [33]

3.5.3 Avidita antifosfolipidovych protilatek

Doposud se v klinickych studiich hodnotila z vétSiny avidita APLA izotypu
IgG. Pro prvni klinické studie se krozruSeni interakci mezi antigenem
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a protilatkou pouzivala jako chaotropni ¢inidlo mocovina. Tyto studie odhalily,
Ze protilatky anti-B2GPI a/nebo protilatky proti komplexu kardiolipinu a f2GPI,
ziskané od pacient1 s diagndzou antifosfolipidového syndromu, maji vysokou
odolnost vici ptisobeni mocoviny, v porovnani se séry pacientt s jinym AO.
Vysokoavidni protilatky byly zjistény u 30 % pacient(i trpicich APS nebo SLE.
Na druhou stranu protilatky snizkou aviditou byly detekovany u pacienti

trpicich malarii, syfilis ¢i syndromem ziskané imunodeficience. [23]

Cucnik a kol. provedli stanoveni avidity séra po vystaveni piisobeni NaCl
o postupné se zvysujici koncentraci (0,15, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 a 6 mol/l). Rozdéleni
anti-32GPI na protilatky s nizkou a s vysokou aviditou byl uréen srovnanim
puvodni avidity protilatek v pfitomnosti 0,15 mol/l NaCl s aviditou naméfenou
pri koncentraci 0,5 mol/l NaCl. Jak jiZz bylo zminéno vySe, protilatky anti-32GPI
s aviditou vyssi nez 65 % plivodni hodnoty byly oznacdeny za vysokoavidni,
a protilatky saviditou niz$i nez 25 % pocate¢ni hodnoty byly oznacdeny
za nizkoavidni. Tato studie naznacila, Ze ani vysoka hustota antigenu, ani vysoka
avidita protilatek sama o sobé nestaci k vazbé anti-32-GP1I protilatek na 32-GPIL.
I presto vSak vysledky studie oznadily vysokoavidni anti-32-GPI protilatky jako
klinicky vyznamnéjsi nez protilatky s nizkou aviditou. Hustota antigenu neni tak
dtilezita pro vysokoavidni protilatky charakterizované prevazné monovalentni
vazbou. Pfedpoklad byl, Ze pro rozpoznani 32GPI polyklondlnimi anti-32GPI
protiladtkami jsou nutné urcité konformacni modifikace a nasledné exponované
neoepitopy. Multicentrické vyzkumy také wurcily jasnou spojitost mezi
pritomnosti vysokoavidnich anti-32-GPI protildtek a porodnickymi obtiZemi.
Ve skupiné pacientek s porodnickymi komplikacemi se stanovenou vysokou
aviditou protildtek byl vyhodnocen statisticky vyznamny rozdil v zadvaznosti
komplikaci, oproti pacientkdm s pfitomnosti nizkoavidnich protilatek. Diky
témto studiim by se v dohledné budoucnosti mohla avidita stat jednim

z klasifikacénich kritérii pfi diagnoze APS. [23; 33]
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4 METODIKA

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, pro stanoveni protilatek v pacientském
séru se nejcastéji vyuzivaji imunologické testy ELISA. Patogenitu protilatek
definuje nejen jejich hladina, ale ovlivnuji ji také kvalitativni vlastnosti, jako jsou
afinita a avidita. Pro stanoveni avidity, kterd popisuje vazebnou silu
v imunokomplexu, se pouZivaji nej¢astéji imunoanalytické metody, jako je pravé

ELISA. [23]

4.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Snad nejpouzivan€jsimi metodami v imunologické laboratofi jsou enzymové
metody vyuZivajici imunotesty, jako jsou enzymatické imunoanalyzy (EIA),
predevsim enzymové vazané imunosorbentni testy (ELISA). Tyto kvantitativni
analytické metody poskytuji pfesné méfeni molekul s velmi nizkou koncentraci,
jako jsou peptidy, proteiny, hormony, vitaminy atd. v riznych biologickych
tekutindch. Uvedené metody vyuzivaji specifickou reakci mezi antigenem
a protilatkou v pritomnosti enzymu. Reakce antigenu a protilatky

je vizualizovana reakci enzymového konjugatu a enzymového substratu. [38]

Enzymatické imunoanalytické metody se déli na dvé obecné skupiny:
homogenni enzymatické imunoanalytické metody a heterogenni enzymatické
imunoanalytické metody (obrazek 4). U homogennich enzymatickych
imunoanalytickych metod se enzymy inaktivuji, kdyZ se navdzou na protilatku,
a proto neexistuje faze (promyvaci), kdy se antigen oddéluje od média.
Homogenni enzymatickd imunoanalyticka metoda se obvykle pouziva k méfeni
latek v malych mnozstvich, jako jsou léky. Tato metoda je nakladnd a ma nizkou

citlivost. [38]
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TYPES OF ELISA

+ +
HOMOGENOUS HETEROGENOUS
(For Special Use)} {(For General Use)

l

S A T Ry 11
aF ¥ ¥ 3

Direct Indirect Sandwich Competitive

Y Antbody Y Antibody + Antigen 1 Antigen Blocking

" Conjugate (Biotin-Labelled Antibody) Enzyme = Substrate

Obrazek 4: Typy ELISA [38]

U heterogenni enzymatické imunoanalytické metody je antigen
nebo protilatka vazan na pevnou fazi. Jako pevna faze se pouzivaji zkumavky
a mikrotitraéni  desticky nebo  prouzky  z polystyrenu, polyvinylu
a polypropylenu. Pfi této metodé se imunokomplex antigen-protildtka vaze
na pevnou fazi, aby se zabranilo interferenci jakékoliv molekuly v médiu
po navazani antigenu a protilatky. VSe ostatni kromé komplexu se z média
odstrani promytim. Tedy obecné feceno, v heterogennich metoddch enzymatické
imunoanalyzy je nezbytné mit promyvaci fazi. Protoze heterogenni metoda
je citlivéjsi nez homogenni, pouziva se castéji. Jelikoz struktura a vlastnosti
méfenych latek nejsou vzdy stejné, byla vyvinuta fada typtt ELISA, aby se zvysila
specificnost méfeni. Podrobnéji bude popsana ELISA metoda pro stanoveni

protilatek. [38]

4.1.1 ELISA metoda pro stanoveni protilatek

Tato imunologickd metoda vyuziva tvorbu imunokomplexi jako vychodisko
pro vysoce citlivou detekci protilatek (viz obrazek 5). Pfedem znamy antigen

je potaZen na pevné fazi (napf. dno mikrotitra¢ni jamky). Do jamky mikrotitrac¢ni
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desticky je aplikovan zkoumany vzorek (nejcastéji sérum) obsahujici specifické
protilatky. Nasleduje promyti, pfi kterém jsou zjamky vymyty nenavadzané
slozky vzorku. Po promyti je do jamky aplikovan enzymem znaceny
antiglobulin, tzv. konjugat, coz je zndma zvifeci protilatka proti lidskému
imunoglobulinu. Nasleduje dalsi promyti, po kterém je do jamky pfidan substrat.
Jeho pfeménu katalyzuje enzym ze znaceného konjugatu. Tato reakce zajistuje
barevnou zménu, jejiz vyslednd intenzita je imérna koncentraci hledané
protilatky. Nasleduje stanoveni vysledkti ve spektrofotometru pfi vlnovych

délkach 400-600 nm v zavislosti na vlastnostech pouzitého konjugatu. [39]

8 daubstral produkt
o O :.
enzym

druha protilatka

’ antigen

Obrazek 5: Schéma ELISA metody pro stanoveni protilatky [40]

4.2 ELISA metoda pro stanoveni
antifosfatidylethanolaminovych protilatek

Bylo provedeno stanoveni avidity aPE IgG ve smésnych kontrolnich sérech
a preparatu IVIG (intravenézni imunoglobuliny) o rtznych koncentracich
(Ffedéni 10x, 25%, 50x, 100x, 200x a 400x) za pouziti NaCl o rtiznych koncentracich
(0,5 mol/l, 1 mol/l, 2 mol/l, 3 mol/l a4 mol/l) a urey o rtiznych koncentracich
(1 mol/l, 2 mol/l, 4 mol/l, 6 mol/l a 8 mol/l) jakozto chaotropnich ¢inidel. Dale byla

stanovena avidita u osmi vzorku pacientti pfi dvou rtiznych fedénich (25x a 50x).
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Pfi tomto méfeni byla jako chaotropni ¢inidla pouzita urea, v tomto pripadé vsak

jen o dvou rtiznych koncentracich (4 mol/l a 6 mol/l).

4.2.1

Pouzité pomicky a pristroje:

Kédinky sklenéné;

Zkumavky sklenéné;

PES (polyesterova vlakna) fdlie;

Mikrotitracni stripy zasazené do ramecku Polysorp (Nunc, Dansko);
Analytické vahy SI-234 (Denver Instruments, USA);
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko);

Vortex V-1 plus (Biosan, Litva);

Magnetickd michacka (Lavat, (VZR) ;

pH metr (Denver Instruments, USA);
Termottepacka na mikrodesticky (Biosan, Litva);
Odsavacka/aspirator (Biosan, Litva);

ELISA-reader (Tecan, Svycarsko);

Chemikalie:

Antigen Phosphatidylethanolamin 10 mg/1 ml (Sigma-Aldrich, Merck,
Némecko);

Hovézi sérum (Biosera, Francie);

Kyselina sirova (2 mol/l) (Penta, (VfR) ;

NaH:POs:, NaHPO:s (Penta, CR);

NaHCO:s (Penta, CR);

NaCl, KCI (Penta, CR);

Substrat TMB (TestLine, CR);

Sekundarni protilatka proti lidskému Fc IgG konjugovand s peroxidasou

kozi (fedéni 1:5000) (Southern Biotech, USA);
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e Urea (Mr 60) (Lachner, (VZR);
Roztoky:

e 10% hovézi sérum v PBS;
e Promyvaci roztok (PBS o pH 7,4);
e Roztoky PBS (pH 7,4) — rtiznd koncentrace NaCl;

4.2.1.1 Pouzité komercni preparaty pro testovani avidity

Kiovig (Baxter AG, Rakousko)

KIOVIG 100 mg/ml, infuzni roztok je vyroben z plazmy lidskych zdravych
darcti. Jeden ml obsahuje 100 mg normalniho lidského imunoglobulinu o ¢istoté

nejméné 98 % IgG.
Kontrolni sérum Lyonorm Human P (Erba Lachema, CR)

Kontrolni sérum Lyonorm Hum P je lyofilizované kontrolni sérum zaloZené
na humannim séru s koncentracemi vétSiny analytd v patologickém rozsahu.
Celkovy obsah proteinu ¢ini 77,1 - 104,1 g/l. Pro pouziti se musi lyofilizované
sérum promichat s destilovanou vodou. Toto kontrolni smésné sérum bylo

vyrobeno ze séra lidskych zdravych darct.
Proteinového kontrolni sérum Biosystems (Spanélsko)

Toto lyofilizované lidské sérum obsahuje plazmatické proteiny
v koncentracich vhodnych pro kontrolu kvality v klinické laboratofi. Sérum
neobsahuje konzervacni latky, které by mohly interferovat pii testovani.

Pro pouziti se musi lyofilizované sérum promichat s destilovanou vodou.
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4.2.2 Pracovni postup

Prvni den

Prvni den stanoveni je spiSe pfipravného charakteru. Provadi se navazani
komercné dodavanych znamych antigenti na dna jamek mikrotitracnich stripti
zasazenych do rdmecku. Jedna se o antigen PE o koncentraci 50 pg/ml. Do kazdé
z jamek se napipetuje 50 ul tohoto antigenu, vSechny stripy se poté promichaji
krouzivym pohybem na stole. Odkryté stripy v ramecku se pak inkubuiji pfes noc

v lednici pfi 4 °C.

Druhy den

Pred zacdatkem méfeni je nejprve potfeba nechat reagencie vytemperovat
na pokojovou teplotu 20-25 °C, jelikoZ se uchovavaji v lednici. Déle je tfeba
rozmrazit vzorky sér, které se do vySetfeni skladuji v mrazdku
v polypropylenovych mikrozkumavkach pri teploté -80 °C. Podle predem
provedenych vypocti jsme nafedili analyzované vzorky v poméru 1:25 a 1:50.

V ptipadé kontrolnich sér jsme provedli fedéni 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 a 1:400.

Enzymova imunoanalyza byla provedena na mikrotitracnich stripech
zasazenych do rdmecku o 96 jamkach. Vzorky pacientd byly napipetovany
v tripletu, kontrolni séra a preparat IVIG se pipetovala v dubletu. Postup byl

vSak pro pacientska séra i kontrolni séra stejny:

1) Jamky potazené antigenem jsme 2x promyli 100 ul promyvaciho
roztoku PBS.

2) Po promyti jsme do stripti aplikovali vzdy 150 ul blokovaciho roztoku
(10% hovézi sérum), abychom dodate¢né zablokovali zbyld mista
na dné jamky, kam se nenavazal antigen.

3) Nasledovala inkubace pfi laboratorni teploté po dobu 60 minut.
42



4)

5)

6)

9)

Po inkubaci jsme stripy opét promyli 280 pl promyvaciho roztoku.
Pfi tomto kroku se vymyl nenavazany blokovaci roztok.

Dale jsme provedli naneseni vzorki, nafedénych 10% hovézim sérem.
Do kazdé jamky jsme nanesli dle rozpisu 100 ul rizné nafedéného
vzorku, mikrotitracni stripy jsme promichali krouZivym pohybem,
zakryli PES folii a sklickem a dali inkubovat na jednu hodnu
do termotfepacky pti 22°C.

Po vyjmuti ztermotfepacky jsme 3x promyli vSechny jamky
mikrotitracni desticky 280 ul promyvaciho roztoku. Nasledné jsme
odsali zbytky promyvaciho roztoku hfebinkem aspiratoru.

Po tomto kroku jsme pfistoupili k aplikaci chaotropnich cinidel (NaCl
nebo urey), potfebnych k pferuseni interakce mezi antigenem
a protilatkou. Dle rozpisu jsme do kazdé jamky napipetovali 100 pl
denaturacniho c¢inidla o rtizné molarni koncentraci.

Mikrotitracni stripy jsme poté inkubovali 10 minut pfi laboratorni
teplote.

Nasledovalo opét ¢tyfndsobné promyti 280 ul PBS promyvacim

roztokem.

10) Po dtikladném promyti jsme do jamek nanesli vzdy 100 pl roztoku

konjugatu.

11) Mikrotitracni desticku jsme zakryli PES folii a vickem, vlozili ji

do termotfepacky a nechali jednu minutu promichat pti 300 rpm. Stripy

jsme zde nechali jesté jednu hodinu inkubovat pfi 22 °C.

12) Po inkubaci nasledovalo 4x promyti jamek 280 pl promyvaciho roztoku.

13) Déle jsme aplikovali vzdy 100 ul substratu (TMB) na jamku,

mikrotitraéni stripy jsme lehce promichali a zakryli vickem a alobalem,

abychom obsah chranili pfed svétlem.

14) Takto chranéné stripy jsme nechali inkubovat 20 minut pfi laboratorni

teploté.
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15) Po inkubaci jsme aplikovali zastavovaci roztok, v nasem pripadé H250
o koncentraci 2 mol/l, vzdy 100 ul/jamku.

16) Po tomto zavérecném kroku jsme desticku pfesunuli do ELISA-readeru
od firmy Tecan a zméfili absorbanci pfi vinové délce 450 nm. Vysledky
jsme nasledné dale zpracovali a vyhodnocovali v programu u Microsoft

Office Excel 365.

44



5 VYSLEDKY

V ramci praktické casti této bakalarské prace bylo provedeno stanoveni
avidity aPE IgG kontrolnich smésnych sér (Lyonorm Human P a Biosystems)
a preparatu Kiovig. Ddle byla stanovena avidita osmi sér pacient(i lé¢enych
pro trombozy, ktefi byli zafazeni do Sirsi studie schvalené etickou komisi
a pacienti podepsali informovany souhlas. Vazebné interakce mezi antigenem
a protilatkou jsme pfi stanovovani narusovali chaotropnimi c¢inidly, vZdy bud
NaCl nebo ureou v rtiznych koncentracich. Pro vzorky byl nasledné vypocitan
index avidity (Al), a to jako procento protilatek, které ztistalo navazanych
na antigeny po vystaveni ucinku chaotropniho ¢inidla. Hodnota absorbance

v jamkach stripu bez chaotropniho ¢inidla byla brana jako 100 %.

Bylo provedeno také statistické zpracovani vysledk(i méfeni pacientskych
vzorki. Byl proveden  Wilcoxontiv — parovy  dvouvybérovy  test
a Mann-Whitneytiv test pfi hladiné vyznamnosti a=0,05. Ke statistickému
zpracovani byl pouzit program Microsoft Office Excel 365 a MedCalc Software
(Ostend, Belgie).

5.1 Meéreni kontrolnich sér

5.1.1 NaCl jako chaotropni ¢inidlo

Obrazky 6-8 zachycuji v grafu pribéh absorbanci u rtizné fedénych smésnych
sér a Kiovigu v prostfedi chaotropniho ¢inidla NaCl o stoupajici koncentraci.
U méné ziedénych vzorkli (fedéni 10x, 25%, 50, popt. 100x) je patrny pfevazné

klesajici trend absorbanci pfi stoupajicich koncentracich NaCl.
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Obrazek 6: Graf zavislosti absorbance na koncentraci NaCl pro preparat Kiovig
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Obrazek 7: Graf zavislosti absorbance na koncentraci NaCl pro kontrolni sérum

Lyonorm human P [vlastni zdroj]
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Obrazek 8: Graf zavislosti absorbance na koncentraci NaCl pro kontrolni sérum

Biosystems [vlastni zdroj]

V tabulce 2 jsou uvedeny vypoctené hodnoty AI aPE pro kontrolni séra
a Kiovig o rozdilnych koncentracich v prostfedi chaotropniho cinidla NaCl.
Pro porovnani byla zvolena koncentrace chaotropniho ¢inidla 0,5 mol/l a 3 mol/l,
tedy nejnizsi a nejvyssi pouzitda koncentrace. U Kiovigu byl rozdil Al
signifikantni (p=0,02), zatimco u kontrolnich sér byly rozdily nizsi,
nesignifikantni. Pfi fedéni sér 400x vychdazely absorbance prili§ nizké, a tedy

mohly byt naméfeny nepfesné hodnoty.

47



Tabulka 2: Porovnani indext1 avidity rtiznych kontrolnich sér a Kiovigu
za pouziti NaCl jako chaotropniho ¢inidla o rtizné koncentraci (0,5 mol/l a 3

mol/l) [vlastni zdroj]

Indexy avidity kontrolnich sér a Kiovigu s NaCl (%)
Red&ni vzorku Kiovig Lyonorm human P Biosystems
0,5mol/l | 3 mol/I 0,5 mol/I 3 mol/I 0,5 mol/I 3 mol/I
NacCl NacCl NacCl NacCl NacCl NacCl
10x 92,5 60,7 96,8 78,6 88,9 51,1
25x 81,0 44,1 73,2 57,8 63,9 50,4
50x 73,4 37,3 79,7 71,8 64,1 61,9
100x 65,4 34,2 80,3 75,0 52,5 51,7
200x 66,8 36,3 65,6 65,6 70,0 86,0

5.1.2 Urea jako chaotropni cinidlo

Obrazky 9-11 zachycuji v grafu prtibéh absorbanci u rtizné fedénych smésnych
sér a Kiovigu v prostfedi chaotropniho ¢inidla urey o stoupajici koncentraci.
U vzorkt s vyssi koncentraci je (fedéni 10x, 25x, 50%, event. 100x) je rovnéz patrny

klesajici trend absorbanci pfi stoupajicich koncentracich chaotropniho ¢inidla.
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Obrazek 9: Graf zavislosti absorbance na koncentraci urey pro preparat Kiovig

[vlastni zdroj]
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Obrazek 10: Graf zavislosti absorbance na koncentraci urey pro kontrolni sérum

Lyonorm human P [vlastni zdroj]
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Obrazek 11: Graf zavislosti absorbance na koncentraci urey pro kontrolni sérum

Biosystems [vlastni zdroj]

Vtabulce 3 jsou uvedeny vypoctené hodnoty indexu avidity aPE
pro kontrolni séra a Kiovig o rozdilnych koncentracich v prostfedi chaotropniho

¢inidla urey. Pro porovnani byly zvoleny nejnizsi a nejvyssi pouzité koncentrace
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chaotropniho ¢inidla 1 mol/l a 8 mol/l. V pfipadé pouziti urey jako chaotropniho
¢inidla byl u obou testovanych smésnych sér i Kiovigu pozorovan signifikantni
pokles hodnoty indexu avidity pfi vyssi koncentraci chaotropniho ¢inidla
(Kiovig: p=0,038; Lyonorm human P a Biosystems: p=0,043). Pti fedéni sér 400x

vychazely rovnéz velice nizké absorbance a Al v nich nebyl proto hodnocen.

Tabulka 3: Porovnani indext avidity rtiznych kontrolnich sér a Kiovigu
za pouziti urey jako chaotropniho ¢inidla o rtizné koncentraci (1 mol/l a 8 mol/l)

[vlastni zdroj]

Indexy avidity kontrolnich sér a Kiovigu s ureou (%)
Redéni Kiovig Lyonorm human P Biosystems
vzorku 1mol/l | 8mol/l | 1mol/l | 8 mol/l 1 mol/I 8 mol/I
urea urea urea urea urea urea
10x 88,4 46,7 75,6 20,2 70,3 31,8
25x% 75,7 27,0 83,6 23,6 66,4 23,6
50x 64,3 22,3 82,2 32,9 72,8 32,7
100x 62,9 19,1 86,1 38,6 100,0 39,5
200x 54,9 17,9 90,8 43,7 70,8 16,7

V tabulce 4 jsou vypocteny hodnoty indext avidity aPE pro rtiznd pouzita
kontrolni séra a Kiovig v chaotropnim prostfedi urey o koncentraci 4 mol/l
a 6 mol/l. Tyto koncentrace byly zvoleny pro vypocet kvili porovnani vysledki
s vysledky vzorki pacientli, jez byly vystaveny ptlisobeni urey o stejné
koncentraci. V tabulce jsou uvedeny hodnoty indexu avidity pouze pro vzorky
fedéné 25x a 50x, ze stejného divodu jako zvoleni koncentrace chaotropniho

¢inidla.
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Tabulka 4: Porovnani hodnot indexti avidity kontrolnich sér a Kiovigu

po pridani urey (4 mol/l a 6 mol/l) [vlastni zdroj]

Index avidity kontrolnich sér a Kiovigu | Index avidity kontrolnich sér a Kiovigu
Redéni pro ureu 4 mol/l (%) pro ureu 6 mol/l (%)
vzorku . Lyonorm . - Lyonorm .
Kiovig hum P Biosystems | Kiovig hum P Biosystems
25x 34,8 29,4 24,5 31,2 25,0 26,4
50x 26,7 44,8 27,2 24,5 41,2 39,6

5.2 Méfeni vzorkh pacienti

Na zakladé vysledkti méfeni avidity pfi testovani smésnych sér a Kiovigu byly

vzorky pacientti testovany za pouziti urey jako chaotropniho ¢inidla, jelikoZ séra

v prostfedi chaotropniho NaCl nevykazovala signifikantni pokles avidity.

Tabulka 5: Srovnani indexti avidity (Al) pacientskych vzork pfi rizném fedéni

a rizné koncentraci urey [vlastni zdroj]

Index avidity urea fedéni 25x

Index avidity urea fedéni 50x

4 mol/l 6 mol/l 4 mol/l 6 mol/l
1 78,0 54,3 60,3 49,0
2 13,3 12,5 11,3 9,0
3 31,3 19,4 28,7 14,7
4 56,5 46,6 76,0 63,2
5 34,2 19,1 43,7 29,3
6 99,8 70,4 96,2 77,4
7 25,0 15,3 19,8 17,6
8 80,9 65,8 70,3 55,9
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Obrazek 12: Graf zavislosti indexu avidity na koncentraci urey pfi fedéni

vzorkt pacientti 1:25 [vlastni zdroj]
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Obrazek 13: Graf zavislosti indexu avidity na koncentraci urey pfi fedéni

vzorkt pacientti 1:50 [vlastni zdroj]

V tabulce 6 jsou uvedené vysledky statistického vyhodnoceni méfeni indexu
avidity vzorkt pacientti. Pro porovnani jsme zvolili ureu jako chaotropni ¢inidlo

(o molarni koncentraci 4 mol/l a 6 mol/l). Vyssi koncentrace urey (6 mol/l)
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ucinn€ji naruSovala vazbu mezi aPE a antigenem v porovnani sureou
o koncentraci 4 mol/l jak pri fedéni sér 1:25, tak 1:50. Redéni vzorku pfi pouziti
stejné koncentrované urey nemélo signifikantni vliv na hodnotu indexu avidity.

Na obrazku 12 a 13 jsou zobrazeny indexy avidity aPE u jednotlivych pacientd.

Tabulka 6: Statistické vyhodnoceni méfeni indexu avidity pacientskych vzorku
pro ureu jako chaotropniho ¢inidla o koncentraci 4 mol/l a 6 mol/l.

[vlastni zdroj]

Urea 4 mol/I Urea 6 mol/I p
Pocet

vzorku
Pramér | Median| SD | 25-75P | Prumér| Median| SD 25-75P

25x | 8 | 52,366 | 45381 31,131 21871 37046 | 33,004 | 23,083 | 1724

79-421 60,044 0,0117

24,220- 16,195-
50x 8 |50,782 51,988 29,838 ;o) | 39,523 | 39,161 125,301 _J o

0,0117

SD: smérodatna odchylka; P: percentil; p: hladina vyznamnosti
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6 DISKUZE

Antifosfolipidové protilatky jsou stale pfedmétem intenzivniho vyzkumu.
Nedavné studie uvedly, Ze nizky titr APLA lze stanovit u desetiny zdravych
dospélych a aZz u 1 % populace je diagnostikovan stfedné vysoky titr APLA.
Antifosfolipidové protilatky byly zjistény u desetiny pacientti s cévni mozkovou
pfihodou, pficemz téméf 30% vyskyt je u mladych pacientd s cévni mozkovou
pfihodou. Tyto protilatky se vyskytuji také az u pétiny pacientek, které prodélaly
tfi nebo vice spontdnnich potrathi, jelikoZz zptisobuji placentarni trombdzu
a zanéty. APLA byly rovnéz nalezeny u jedné sedminy pacientti s opakovanymi
Zilnimi trombo6zami. Popsana epidemiologie je vyznamnym divodem spolehlivé
identifikace APS pacientti, pfesného laboratorniho stanoveni a spravné vcasné

lécby ptiznakti APS. [41]

Stanoveni antifosfolipidovych protilatek je nezbytnou soucasti diagnostiky
nékterych autoimunitnich onemocnéni. Klinické studie a vyzkum pravidelné
prinaseji poznatky o novych metodach a pokrocilych technikach detekce APLA.
Mezindrodni hematologické a APS konvence vsak stdle doporucuji validované

a standardizované metody stanoveni, jako je ELISA a aPTT. [25]

Diulezitou vlastnosti protilatek je jejich avidita, kterd také vypovida
o vyzralosti protilatek. V pfipadé infekcnich chorob vznikaji pfi primdrnim
setkani patogenu s organismem protilatky s nizsi aviditou, pfi sekunddrnim
nasledném setkdni vznikaji protildtky saviditou vys$si. U autoimunitnich
onemocnéni vSak neni zrani protilatek zcela objasnéno a je pfedmétem cetnych
studii. Cuénik a kol. provedli analyzu séra pozitivniho na piitomnost anti-32GPI
protilatek v pritomnosti mocoviny jako chaotropniho séra. Vysledky této studie
naznacily, Ze vysokoavidni anti-32-GPI protilatky jsou klinicky vyznamnéjsi
nez ty samé protilatky s nizkou aviditou. Multicentrické studie také uréily vztah

mezi zdvaznosti porodnickych obtizi a aviditou anti-B2-GPI protilatek.
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U pacientek s protilatkami s vyssi aviditou byl prokdzan statisticky vyznamnéjsi
vyskyt komplikaci nez u pacientek s pfitomnostni stejnych nizkoavidnich

protilatek. [23; 33]

Stanoveni avidity aPE IgG, jimzZ se zabyva tato bakalarska prace, zatim nebylo
pfedmétem mnoha studii a vyzkumi. Jedna ze studii v ramci disertacni prace
se vSak kromé vztahu hladin protilatek zabyvala také pravé aviditou aPE.
Tato studie dosla k zavéru, Ze aPE by mohly mit blizky vztah s Zilnimi
trombdzami abyt soucasti souboru APLA v pfipadé imunologickych
onemocnénich. Tento vysledek tedy naznacuje, Ze pfitomnost aPE by se mohla
zaradit mezi laboratorni kritéria diagnostiky APS. V pfipadé této bakalarské
prace bylo stanoveni provedeno také pomoci imunologického testu ELISA
v sendvi¢ovém usporadani s navazanymi antigeny. Jako chaotropni ¢inidla byla
pouzita urea a NaCl o rtiznych koncentracich. Srovnani pouzitych chaotropnich
¢inidel pfi testovani smésnych sér i preparatu IVIG ukézalo klesajici trend
absorbance pfi zvySujici se koncentraci chaotropniho ¢inidla. Tento trend
vykazovala obé pouZitd chaotropni ¢inidla. Validni vysledky poskytnuly vzorky
fedéné 10x, 25%, 50%, eventuelné 100x. Pfi porovnani avidit pro rtizna chaotropni
¢inidla se urea projevila jako ucinnéjsi, jelikoz pro obé smésna séra i Kiovig
vykazovala se zvySujici se koncentraci signifikantni pokles indexti avidity.

Cim nizsi je avidita, tim vice imunitnich komplexti bylo naruseno. [23]

JelikoZ Gi€innéjsi chaotropni vlastnosti v pfedchozich stanovenich vykazovala
urea, byla také pouzita ke stanoveni avidity jednotlivych vzorkt pacientt. Byl
patrny signifikantni pokles hodnoty indexu avidity pfi vyssi koncentraci urey,
zatimco fedéni vzorki hodnotu indexu avidity neovliviiovalo. Pro spolehlivé
urceni avidity by mélo byt docileno dostate¢cného poklesu vazby protilatek,
kolem 50 %. Tohoto poklesu bylo dosaZeno jiz pfi koncentraci urey 4 mol/l.

V piipadé vysokych hodnot avidity mtZze byt optimalni pouZit chaotropni
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¢inidlo i ve vyssi koncentraci. Vy$si smérodatnd odchylka, a tedy mira variability
souboru, ndm vysla pfi fedéni vzorki 25x. Pfi porovnani hodnot Al vzorku
pacientli s hodnotami AI kontrolnich sér a preparatu IVIG v pritomnosti
chaotropniho ¢inidla urey o koncentraci 4 mol/l a 6 mol/l si miizeme povsimnout,
Ze Kiovig vykazoval pfi stejném fedéni a stejné koncentraci chaotropniho ¢inidla
niz$i hodnoty. To by mohlo naznacovat, Ze u pacienti strombdzami jsou
pritomny aPE IgG svyssi aviditou, nicméné hodnoty indexu avidity
u konkrétnich pacientti vysly velice rtiznorodé a pohybovaly se v Sirokém
rozmezi od 11,3 % do 96,2 % za podminek pouZiti urey 4 mol/l a fedéni séra 50x.

[42]

Jak jiz bylo zminéno vysSe, o stanoveni avidity izotypu IgG aPE zatim nemame
mnoho informaci. Stanoveni avidity provadéné doposud podobnou metodou
se tykala spise jinych antifosfolipidovych protilatek nez
antifosfatidylethanolaminovych, namifenych proti neutralnim fosfolipidim —
fosfatidylethanolamintim. Vice prozkoumanym typem APLA jsou napiiklad
antikardiolipinové protilatky. Avidité aCL IgG protilatek se vénovala napiiklad
studie, kterd rovnéz pouzila jako chaotropni c¢inidlo ureu o rtznych
koncentracich, podobné jako tato bakalafska prace. Tato studie dosla k zavéru,
ze specifické aCL IgG protilatky (specificky vazané na kardiolipin) disponuji

vyssi aviditou neZ protilatky nespecifické. [43]

Daldi podobna studie se zaméfila na aviditu antineurocytoskletdlnich
protilatek u pacientd trpicich Alzheimerovou chorobou. Studie testovala stejna
chaotropni ¢inidla, jako byla pouzita v této bakalarské praci — NaCl a ureu.
Jakozto vhodnéjsi chaotrp byla také vyhodnocena urea. Z této studie vyplynulo,
Ze patogenni autoprotilatky maji vyssi aviditu. VSechny studie tedy naznacuji,
Ze stanoveni avidity protilatek a autoprotilatek by mohlo pomoci pti diagnostice

a posouzeni zavaznosti daného onemocnéni. [44]
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Rozdéleni protilatek na vysokoavidni a nizkoavidni se provadi na zakladé
porovnani rezidudlni avidity po vystaveni ptlisobeni chaotropniho c¢inidla
s pavodni aviditou. Pokud maji protilatky aviditu vyssi nez 65 % puvodni
hodnoty, jsou klasifikovany jako vysokoavidni. V pfipadé, Ze protilatky vykazuji
aviditu niZ8i nez 25 % pocateéni hodnoty, jsou klasifikovany jako nizkoavidni.
Jestlize zkoumané protilatky nespliuji ani jedno z téchto kritérii, jsou oznaceny
jako protilatky s heterogenni aviditou. Cuénik a kol. provedli tuto klasifikaci
anti-B2GPI protilatek za pouZziti 0,5 mol/l NaCl jakoZto chaotropniho cinidla.
Vzhledem k nizkému poctu vySetfenych pacienti nebylo rozdéleni na skupiny

dle indext1 avidity provadéno. [45]
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7 ZAVER

Tato bakalafskd prace se zabyva tématem stanoveni avidity
antifosfolipidovych protilatek. V teoretické casti byl podan struény pohled
na fungovani imunitniho systému. Byly probrany skupiny heterogennich
antifosfolipidovych protilatek a jimi zptisobené onemocnéni antifosfolipidovy
syndrom. V zavéru teoretické ¢asti se zminuji o moZnosti stanoveni APLA vcetné

stanoveni avidity protilatek.

Prakticka cast popisuje princip metody ELISA v uspofadani pro detekci
protilatek. Dale je zde popsan postup, podle néhoz jsem provadéla stanoveni

avidity aPE v rdmci této bakalarské prace.

Vysledky ziskané z méfeni indext avidity aPE IgG kontrolnich sér a IVIG
preparatu ukazaly jasny vztah mezi hodnotou indexu avidity a koncentraci
chaotropniho ¢inidla — urey nebo NaCl. Pro interpretaci vysledkt avidity je tedy
nezbytnd znalost referencnich hodnot vytvofenych pro konkrétni podminky

metody stanoveni avidity.

Porovnani hodnot indexti avidity IVIG preparatu s primérnymi hodnotami
vzorkli pacientli naznacuje, Ze u pacient(i s trombo6zami jsou pfitomny aPE
svyssi aviditou, ale individudlni hodnoty indexu avidity u pacientt
se pohybovaly v Sirokém rozmezi. Pro spolehlivéjsi a validnéjsi vysledky by bylo

nutné analyzovat vétsi mnoZstvi vzork.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aCL - antikardiolipinové protilatky

Al —index avidity

ANA - antinuclear antibody

AQO - autoimunitni onemocnéni

aPE — antifosfatidyletanolaminové protilatky
APLA - antifosfolipidové protilatky

APS — antifosfolipidovy syndrom

aPTT - aktivovany parcialni tromboplastinovy cas
CAPS - katastroficky antifosfolipidovy syndrom
dRVVT - dilu¢ni test jedu Russelovy zmije

DVT - hluboka zilni trombo6za

EIA - enzymatickd imunosorbentni analyza
ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Event. — eventuelné

HDL - high-density lipoprotein

ITP - idiopaticka trombocytopenicka purpura
IVIG - intraven6zni imunoglobuliny

LA —lupus antikoagulans

LDL - low-density lipoprotein

NaCl - chlorid sodny
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PE - fosfatidylethanolamin

PES - polyesterova vldkna

PS — fosfatidylserin

PT — protrombinovy cas

SLE — systémovy lupus erythematodes
SPR - povrchova plazmonova rezonance
TF — tkanovy faktor

Tzv. — Takzvany

2GPI - beta-2 glykoprotein I
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