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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva antifosfolipidovym syndromem, kde nejvétsi diraz je
kladen na jeho diagnostiku a molekularni podstatu syndromu. Jednd se o autoimunitni
onemocnéni, které se projevuje opakujici arterialni ¢i zilni trombdzou a ztratou plodu. Slozita
diagnostika syndromu je zalozena na laboratornich testech, ve kterych se prokazou tzv.
antifosfolipidové protilatky. Prace dale shrnuje poznatky ohledné etiopatogeneze,

epidemiologie a mozné terapie syndromu.

KLICOVA SLOVA
Antifosfolipidovy syndrom, antifosfolipidové protilatky, B2 - glykoprotein I, tromboza,

ztrata téhotenstvi

TITLE

Diagnostic methods for antiphospholipid syndrome

ANNOTATION

Bachelor thesis deals with antiphospholipid syndrome, with the greatest emphasis
placed on its diagnostics and molecular basis of the syndrome. It is an autoimmune disease that
is manifested by recurrent arterial or venous thrombosis and fetal loss. The complex diagnosis
of the syndrome is based on laboratory tests in which so-called antiphospholipid antibodies are
demonstrated. The work also summarizes the knowledge about etiopathogenesis, epidemiology

and possible therapy of the syndrome.

KEYWORDS
Antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, B> - glycoprotein I,
thrombosis, loss of pregnancy
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SEZNAM ZKRATEK

APLA — antifosfolipidové protilatky (antiphospholipid antibodies)

APS — antifosfolipidovy syndrom (antiphospholipid syndrome)

aPS/PT — fosfatidylserin/protrombin (phosphatidylserine/ prothrombin)

CAPS — katastroficky antifosfolipidovy syndrom (catastrophic antiphospholipid syndrome)
CL — kardiolipin (cardiolipin)

dRVVT — ziedény jed od Russelovy zmije (Dilute Russell's viper venom time)

ELISA — Enzymova imunoanalyza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

GPL — fosfolipidové jednotky ve tfide IgG

HCQ — hydroxychlorochin (hydroxychloroquine)

LA — lupus antikoagulans (lupus anticoagulant)

LMWH — heparin s nizkou molekularni hmotnosti (low molecular weight heparin)
MPL — fosfolipidové jednotky ve tfide IgM

NOAC — nova peroralni antikoagulancia (new oral anticoagulants)

OAT - oréalni antikoagulancia (oral anticoagulation)

PAPS — primarni antifosfolipidovy syndrom (primary antiphospholipid syndrome)
PK — prekalikrein (prekalikrein)

SLE — systémovy lupus erythematodes (systemic lupus erythematosus)

B2GPI — B2 - glykoprotein I (B2 - glycoprotein 1)
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UVvOD

V soucCasné laboratorni diagnostice antifosfolipidového syndromu (APS) se pouziva
detekce antifosfolipidovych protilatek (APLA). APLA byly diive detekovany imunologickymi
testy pii diagnostice syfilidy. V roce 1906 Wassermann vyvinul komplement fixacni test pro
diagnostiku syfilidy za pouziti antigenu, ktery byl izolovan z jater u plodt s vrozenou syfilidou.
Landsteiner pfedpokladal, ze antigeny budou spise lipidem neZz proteinem, a pozdé€ji se
prokazalo, ze antigenem v tomto testu byl fosfolipid. Tento lipid byl pozdéji pfejmenovan na
kardiolipin (CL), protoze byl izolovan z myokardu. V roce 1952 Moore a Mohr identifikovali
jedince, kteti méli pozitivni testy na syfilis, ale nevykazovali Zadné pfiznaky onemocnéni. Pti
pokracovani sérologickych testi zalozenych na CL pro diagnézu syfilidy se ukdzalo, Ze mala
skupina pacientti s autoimunitni chorobou, vétSinou systémovy lupus erythematodes (SLE),
méla fale$n¢ pozitivni testy zplsobené autoprotilatkami proti CL. V roce 1983 Harris a
spolupracovnici vyvinuli radioimunologicky test pro detekci protilatek proti CL a o dva roky
pozdéji vyvinuli prvni kvantitativni ELISA test. V 80. letech vyzkumnici poznali, Ze pfitomnost
APLA u pacientd s SLE byla spojena s tromboembolickymi ptihodami a opakujicimi se potraty
a byl zaveden termin antikardiolipinovy syndrom a pozd¢jsi APS. Jednim z nejzajimavéjSich
zjisténi na pocatku 90. let 20. stoleti bylo, ze aktivita protilatky proti CL zavisi na ptitomnosti
proteinového kofaktoru. Tt1 nezavislé skupiny ukazaly, ze tzv. CL protilatky nebyly zaméteny

proti CL, ale proti p2— glykoproteinu I (B2GPI). [1, 2]

APS je jeden z nejcastéjsich ziskanych trombofilnich stavii a je spojen s tvorbou APLA.
Syndrom miize nastat jako samostatna porucha (primarni APS) nebo ve spojeni s jinou nemoci
nejcastéji se SLE nebo s revmatoidni artritidou, infekci HIV, mononukledzou ¢i syfilidou
(sekundarni APS). U malé ¢asti pacientd mize nastat tzv. katastroficky APS (CAPS), kde
pfi¢inou je multiorgdnova trombodza. Ke klinickym projeviim APS patfi trombocytopenie, Zilni
¢1 arterialni trombozy a komplikace v t€hotenstvi. Laboratorné museji byt APLA protilatky
opakované prokazany. Jsou detekovany piredev§im 3 skupiny protilatek, a to lupus
antikoagulans (LA) a protilatky proti CL a B2GPI. [3,4,5]

Cilem této bakalaiské prace je poskytnou informace o diagnostickych ptistupech k APS
s ohledem na klinicky obraz. Budou zde shrnuty poznatky o vyskytu APLA, projevech,

wrwe

moznosti 1écby ve spojitosti s patogenezi onemocnéni.
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1 ETIOPATOGENEZE ANTIFOSFOLIPIDOVEHO
SYNDROMU

Kapitola o etiopatogenezi vysvétluje popis vzniku nemoci a mozné ptic¢iny trombdzy u
APS. Vznik APLA protilatek stale neni zcela objasnén. Jsou zde piedstaveny rizikové faktory
z vn¢jSiho okoli, ale i genetické predispozice k APS. Je nastinén rozpor mezi vznikem
trombdzy v organech ¢i tkani a problémy, které mohou nastat v t€hotenstvi. Dale je pozornost
nejcastéj$i pisobeni APLA protilatek v téle. Na obrazku ¢. 1 je znazornéni mozného vzniku

trombdzy u pacienttl, u kterych doslo k vyskytu APLA.
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Obrazek 1: Patogeneze trombdzy u APS, pievzato a upraveno [2]
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APS je forma ziskané trombofilie (protromboticka porucha), kde dochazi ke vzniku
trombozy a komplikaci v téhotenstvi vlivem pusobeni autoprotilatek. [6] Muze byt zasahnuta
jakakoliv tkan, ale nejcastéji jsou zasahnuty zily dolnich koncetin a mozek. U CAPS pak
dochazi k multiorganové poruse, kdy je zasazeno vice malych cév. [7] Existuji ndznaky, Ze na
molekularni Grovni jsou porodni a trombotické poruchy u APS odlisné. [5]

Klasifikacnim kritéria APLA jsou definovana jako LA nebo titry IgG nebo IgM
protilatek proti B2GPl a CL. Existuji dalsi APLA, které nejsou zahrnuty do klasifikacnich
kritérii, ale byly spojeny s klinickymi projevy APS. Jsou to protilatky proti CL a B2GPI tfidy
IgA, stejné jako protilatky namifené proti fosfatidylserinu/protrombinu. [5]

Existuji naznaky, ze zakladem APS jsou genetické a enviromentalni faktory. [8]

1.1 Tromboza

U APS télo patologicky identifikuje fosfolipidy nebo proteiny vazané na fosfolipidech
jako cizi latky a tvofi proti nim protilatky, tzv. antifosfolipidové protilatky (APLA). Jejich
pritomnost muze vést ke vzniku krevnich srazenin nebo ztraté téhotenstvi, ale ne u vSech
pozitivnich pacientt. [6,9] Souvislost APLA s trombdzou je sporna, i kdyz studie naznacuji, ze
APLA jsou pfimo protrombotické. [10] Bylo navrzeno, ze trombdza u APS ma dva kroky.
V prvnim kroku dojde k poskozeni ¢i naruseni endotelu a v druhém kroku se posiluje tvorba
trombu. Obrazek ¢. 2 ilustruje mozné patogenni pisobeni APLA protilatek v téle a jejich vliv
na srazeni krve. Autoprotilatky u APS nepodporuji tvorbu trombu v nepfitomnosti poskozeni
stény cévy. [7] Zvifeci modely ukazuji, ze APLA jsou trombogenni, kdyz jsou endotelové
buiiky ohroZeny mechanickym nebo chemickym poSkozenim a mohou vyvolat resorpce plodu.
[5] Bylo navrzeno, Ze po aktivaci endotelialnich bunék, monocytt a krevnich desticek pomoci
APLA se indukuje prokoagulaéni stav, ktery je zprostiedkovan piedev§im zvySenou syntézou
tkanového faktoru a tromboxanu A2. Kromé toho muze interakce APLA s proteiny, které se
podileji na regulaci sraZeni, jako je protrombin, faktor X, protein C a plazmin, branit inaktivaci
prokoagulaénich faktorh a fibrinolyze. Navic APLA mohou zabranit ptirozené schopnosti téla
znicit krevni srazeniny zasahovanim do latek v krvi, které fyziologicky zabrafuji nadmérnému

srazeni (protein C a S). [6,9]
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Protein B2GPI je identifikovan jako nejdulezitéjsi autoantigen APS. [5] Aktivace
endotelovych bunék, trombocytu a placentarni tkdné protilatkami proti B2GPl zpilisobuje
zanétlivé reakce a klinické projevy APS. [10] Plazmovy protein PGPl cirkuluje v Krvi
v kruhové formé. Po vazb¢ na negativné nabité povrchy se molekula B2GPI otevira a ziskava
charakteristicky vzhled rybiho hacku, ktery vystavuje skryty epitop. Protilatky proti 2GPI jsou

vétSinou zaméfeny na tento skryty epitop. [5]

Pisobeni APLA je rtznorodé. Podle antigenu, na které APLA putsobi, vznikaji
V organismu pacienta rozdilné patogenni dusledky. Nasledkem téchto mechanismt se projevi
zjevny klinicky obraz ve formé trombozy ¢i ztratu téhotenstvi. V tabulce €. 1 jsou uvedeny

mozné patologické mechanismy pusobeni APLA protilatek. [4]

1.1.1 Rizikové faktory

Mezi rizikové faktory pro vznik krevnich srazenin ftadime: uzivani peroralni
antikoncepce, t¢hotenstvi, pooperacni stav, hormonalni terapie, onemocnéni ledvin ¢i koufeni.
[7] Nedavna studie u pacienti s SLE zjistila, ze koufeni v anamnéze souvisi s pfitomnosti
APLA, a zvlasté pak s trojitou pozitivitou. Piekvapivé se APLA nachézely ¢astéji u byvalych
kuiaku nez u soucasnych. Nékolik dikazu naznacuje, ze infekeni agens slouzi jako pocatecni

spoustéc produkce APLA. [5]

Pro vznik trombozy a té€hotenskych komplikaci je silnéjSim rizikovym faktorem
pozitivni test na LA nebo trojité pozitivity nez pouze jedné pozitivni protilatky proti B2GPI nebo
CL. Riziko vzniku prvni trombdzy je i u asymptomatickych osob, které maji tzv. trojitou
pozitivitu (tzn. Pozitivni test na LA a protilatky proti CL a B2GPl). Tito pacienti maji vysoké
titry autoprotilatek. [7]

Rada zjisténi naznaluje, ze APS je charakterizovan zvySenym oxidaénim stresem.
Oxidacni stres hraje ptimou roli ve struktuie a funkci B2GPI u pacient s APS. Oxidacni stres
z vngjsiho prostiedi, jako je koufeni, mize vést k vaskularnimu endotelidlnimu poskozeni a
muze dospét az k trombotickym piihodam. Napf. oxida¢ni stres mize up-regulovat expresi

annexinu A2, receptoru endotelialniho buné¢ného povrchu pro B2GPI. [7]
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1.1.2 Geneticka predispozice

Vyzkumy rodin naznacuji genetickou predispozici k APS. Etiologie neni stile zndma.
Stejné jako u jinych autoimunitnich onemocnéni by mél syndrom vznikat u predisponovaného
subjektu. [8] To je podpofeno studiemi, které identifikovaly geny, které jsou asociovany
s pozitivitou APS nebo APLA. Nedavna metaanalyza dospéla k zavéru, Zze Val247Leu jediny
nukleotidovy polymorfismus, ktery je spojena s APS, zejména pak s protilatkami proti f2GPI.
Poloha tohoto polymorfismu je blizka mistu na fosfolipidech vazajici f.GPI. [5] Dale byly
popsany dalsi genetické rizikové faktory pro trombdzu u pacientu s APS jako faktor V Leiden,
nedostatek homocysteinu, protein C nebo protein S. Uloha téchto genetickych faktord v APS
neni objasnéna, ale zda se, Ze mohou putisobit jako dodatecné trombogenni rizikové faktory.
Uloha epigenetickych mechanisma v interakci s genetickymi faktory a prostiedim si zada dalsi
studie. [8]

Mnoho tdaju napfiklad naznacuje, Ze existuje velka shoda v genetickych a bunéénych
abnormalitdich mezi pacienty s APS a SLE. Takové studie by vSak mély byt v budoucnu
ovéieny, nebot’ se jedna o jediny zpusob, jak dospét k pevnym zavérim o uloze imunitniho

systému vV APS. [5]

1.1.3 Selhani téhotenstvi

Opakované t€hotenské komplikace spojené s APLA nelze vysvétlit pouze trombo6zou a
byly hlaSeny alternativni patogenni mechanismy. Akutni zanétlivé piihody jsou obecné
shledavany odpovédnymi za negativni vysledek téhotenstvi. Bylo pfedpokladéno, ze APLA
(zejména zavislé na B2GPI) rozpoznavaji sviyj antigen na placentarnich tkanich, inhibuji rist a
diferenciaci trofoblastli, a nakonec zplsobi vadnou placentu. APLA muiZe indukovat
prokoagula¢ni stav na placentdrni urovni né€kolika mechanismy, vcetné schopnosti APLA
protilatek narusit antikoagulacni §tit na anexinu AS trofoblastu a endotelialnich bunécnych
monovrstev. Bylo zjisténo, ze distribuce annexinu A5, pokryvajiciho meziklkové povrchy, je
mnohem fidsi v placentach Zen s pozitivnimi APLA protilatkami, v porovnani s zenami, které

postradaji APLA protilatky. Toto zjisténi vSak nebylo potvrzeno jinou studii. [11]
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Tabulka 1: Mozné patogenni mechanismy APLA, pfevzato a upraveno [4]

Inhibice antikoagulacnich reakci

Bunécéné zprostiredkované udalosti

Inhibice antikoagulaéni aktivity B2 — glykoprotein

Na endotelovych
buiikach

Zvyseni prokoagulacni
aktivita endotelovych
bunék

Zvyseni exprese a aktivace
tkanového faktoru
Exprese adheznich molekul
Zhorsena fibrinolyza

Pfemisténi annexinu V

Inhibice aktivity antitrombinu

Inhibice drahy proteinu C

Inhibice aktivace
proteinu C nebo
aktivovaného
proteinu C

Dysregulace eikosanoidil

SniZzena produkce prostacyklinu z
endotelidlnich bun¢k
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Obrazek 2: Patogenni mechanismy srazeni zprostifedkované APLA, pievzato a upraveno [11]

Obrazek s ¢islem 2 popisuje, jak APLA podporuji tvorbu srazenin prostiednictvim
nékolika cest. APLA mohou reagovat s endotelovymi bunikami prostiednictvim vazby GPI na
bunéény povrch a indukuji tak prokoagulacni stavy. APLA také zvySuji expresi tkanové faktoru
na endotelovych buiikach a monocytech, podporuji adhezi endotelialnich leukocytl, sekreci
cytokini a syntézu PGE2. APLA inhibuji antikoagula¢ni aktivity ovlivnénim fibrinolyzy a

pfemisténim vazby pfirodniho antikoagulantu annexinu AS. [11]
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1.2 Molekularni zaklad antisfosfolipidového syndromu

V této podkapitole jsou piedstaveny molekuly, které se pravdépodobné podileji na
rozvoji APS. Hlavni roli, pfi vyvoji trombofilniho onemocnéni, maji pfedevsim autoantigeny a
autoprotilatky. Autoantigend a autoprotilatek, které souvisi s APS, je vice, ale s ohledem na
aktualni diagnostiku syndromu jsou zde zminény pouze nasledujici ¢initelé. Mezi autoantigeny
vytvori proti t€émto autoantigenim se fadi mezi autoprotilatky. Z diagnostického hlediska je
dilezitym zastupcem lupus antikoagulans (LA). Dalsimi moznymi protilatkami, které by mohly
byt zahrnuty do diagnostiky APS jsou antitrombinové protilatky. [12, 13, 17,21]

1.2.1 Autoantigeny

Nekteré antigeny, které nejsou cizorodé a pochazeji z organismu, jsou nazyvany
autoantigeny. Autoantigeny se mohou stat imunogennimi a vyvolat reakci proti vlastnim
strukturam organismu. Na autoantigeny jsou namifené autoprotilatky (imunoglobuliny).
Potencialnimi autoantigeny u APS mohou byt glykoproteiny, nukleové kyseliny, fosfolipidy ¢i
glykofosfolipidy. V ptipadé APS se jedna nejcastéji o B2GPI. Dal§imi autoantigeny mohou byt
protrombin, protein C, protein S, annexin V, komplementovy faktor H, vysokomolekularni

kininogen, nizkomolekularni kininogen ¢i tkanovy aktivator plazminogenu. [12, 13]

Fosfolipidy

Fosfolipidy patfi mezi lipidy, které jsou soucasti membran bunék. Vzhledem k
amfifilnim vlastnostem fosfolipidii mohou tvofit dvojvrstvy. Amfifilni vlastnost ma molekula,
kterd ma hydrofilni a lipofilni vlastnosti. Struktura fosfolipidu se sklada ze dvou hydrofobnich
koncti mastnych kyselin a hydrofilni ,,hlavy* sestavajici z fosfatové skupiny. Hlavy mohou byt
nabity kladn€, negativné i neutralng. [14] Fosfolipidy maji pfi neutralnim pH negativni naboj,
jelikoZz maji fosfatovou skupinu. Spolecnym znakem fosfolipidi je fosfatovy zbytek, ktery tvoii

ester s hydroxylovou skupinou na C-3 glycerolu nebo acylsfingozinu. [15]

Nejjednodussimi fosfolipidy jsou fosfatidaty. Jsou to anionty fosfatovych kyselin, a
zbytek z fosfatidath fosfatidyl. Pokud se 2 fosfatidylové zbytky spoji s glycerolem, ziskdme

kardiolipin. Tento fosfolipid se vyskytuje ve vnitini membrané mitochondrii. Dilezitym
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ptikladem je fosfatidylcholin, ktery je hlavnim fosfolipidem membran. [15] Ma vyznamny
elektricky dipol, kterym fidi interakce. Hydrofobni interakce pomahaji sestaveni lipida ve

vodném prostiedi do lipidové dvojvrstvy. [14]

- — glykoprotein |

muze byt doprovazeno zvySenym vyskytem APLA a v néckterych ptipadech dochdzi ke
klinickym projevim APS. B2GPI je plazmaticky protein (diive nazyvéan apolipoprotein H),
ktery nema jasnou fyziologickou funkci. Ma vyraznou afinitu k negativné nabitym fosfolipidim
(kardiolipin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol). Je mozné, ze nékteré 1éky mohou vyvolat vznik
APLA. Pritomnost APLA je spojena s genetickou predispozici, ktera mtize byt alespon ¢astecné
spojena s geny hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA systém). Existuji ditkkazy, Ze alela
Val247 mize byt jednim z genetickych rizikovych faktord pro vyvoj APS. Jednim z pivodct
APLA mohou byt infekce. Dalsi divod vzniku APLA je, Ze se pfirozené autoprotilatky vyvijeji
pro dobry tcel, ale stavaji se patogennimi za urcitych neptiznivych podminek, jako je stres s

oxida¢nim G¢inkem. [16, 17]

Kardiolipin

Kardiolipin (CL) je unikatni fosfolipid (tetra-acyl fosfolipid), ktery je vyhradné
lokalizovan ve vnitini mitochondrialni membrané, kde je syntetizovan z fosfatidylglycerolu a
cytidindifosfat diacylglycerolu pomoci kardiolipinsyntazy. Mitochondridlni fosfolipidovy
kardiolipin obsahuje 3 glycerolové kostry a 4 acylové fetézce, coz vede k velmi specifické
ultrastruktufe a role v mitochondrialni funkci. CL byl v roce 1942 Mary Pangborn izolovan
Z hovéziho srdce, a to jako latka nezbytna pro reaktivitu antigeni hovéziho srdce
Vv sérologickém testu na syfilis. Je nezbytny pro optimalni funkci enzymii. Zmény v obsahu
nebo slozeni CL byly hlaSeny u nemoci, jako je diabetes nebo srde¢ni selhani. Od svého objevu
byl CL zkouman zpocatku pro jeho zapojeni do sérologického testu na syfilis. Poznatky
z poslednich let prokazaly, ze CL funguje jako kli¢ovy medidtor mitochondrialniho
metabolismu. [18, 19]
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1.2.2 Autoprotilatky

Protilatky jsou produkovany v plazmatickych buiikach vznikajici v B lymfocytech. Jsou
to imunoglobuliny, které jsou nositeli humoralni imunity. Protilatky se skladaji z glykoproteint
tvofenymi Z polypeptidl a sacharidli. Vazba protilatek s antigenem patii mezi zakladni funkci
Vv obran¢ ¢loveéka. Molekula imunoglobulinti ma tvar pismene Y a sklada se ze dvou lehkych a
dvou tézkych tetézcu, které jsou spojeny disulfidovymi mustky. Vazebné misto pro antigen je
¢ast imunoglobulinu oznacovana jako variabilni a zbyvajici Cast je konstantni. Nozicka
imunoglobulinu je tzv. Fc fragment, ktera se vaze na Fc receptory na leukocytech. Raménka se
nazyvaji Fab fragment a jsou tvofeny lehkymi i tézkymi fetézci. Na obrazku €. 3 je zndzornén
detailni popis jednotlivych ¢asti imunoglobulinu. [20]

Podle druhu tézkého fetézce se imunoglobuliny rozdéluji do 5 riiznych tid. Jsou to tfidy
19G, IgA, IgM, IgD a IgE. Lehké fetézce maji 2 strukturni varianty, které jsou znaceny jako
kappa a lambda. [20]

NH, NH,
NH,

VARIABILN
DOMENY

VARIABILNI
DOMENY

KONSTANTNI
Zhvésovd F a b

Lehky fetézec KONSTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH

RETEZCU

Téiky fetozec

COOH COOH

Obrazek 3: Zakladni stavba jednotky, pfevzato a upraveno [20]
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Autoprotilatky u APS jsou heterogenni skupinou protilatek tiidy IgM nebo IgG, které
jsou namifeny proti antigenim vlastniho té€la, jako jsou proteiny, glykoproteiny, nukleové
kyseliny, fosfolipidy ¢&i glykofosfolipidy. Tvorba mize byt indukovana raznymi
patogenetickymi mechanismy (patologické autoprotilatky) nebo bez indukce jako soucast
pfirozené obrany (pfirozené autoprotilatky). [6] Pfirozené autoprotilatky jsou prevazné IgM a
vykazuji slabou afinitu k vlastnim antigenam. Tvofi prvni linii obrany proti infekcim a
prispivaji k homeostaze imunitniho systému. Naproti tomu IgG autoprotilatky s vysokou
afinitou odrazeji patologicky proces, pfi némz jsou naruseny homeostatické drahy. V nékterych
autoimunitnich poruchach mohou byt pfitomny autoprotilatky pfed ndstupem nemoci, av§ak
nejsou vétsinou piicinou onemocnéni. Slouzi jako biomarkery pro diagnostiku autoimunitniho
onemocnéni. U organové specifickych autoimunitnich onemocnéni, jako je myasthenia gravis,

se autoprotilatky pfimo vazou na cilové organy a poskozuji je. [21]

Pfi systémovych autoimunitnich onemocnénich reaguji autoprotilatky s volnymi
molekulami, jako jsou fosfolipidy, stejné jako s bunéénymi povrchovymi a nukleoproteinovymi
antigeny, které vytvareji patogenni komplexy antigen-protilatka. Imunitni komplexy mohou
aktivovat systém komplement a FcyR receptory, coz vede ke vzniku zanétu a poskozeni tkani.
Imunitni komplexy se mohou usazovat v cévach, ledvinach ¢i v plicich. Piikladem poskozeni
u APS je ztrata plodu. [9, 21, 22] Piikladem protilatek proti fosfolipidim jsou kardiolipinové
protilatky, lupus antikoagulans (LA), fosfatidylcholinové protilatky, fosfatidyletanolaminové
protilatky, fosfatidylinisitolové protilatky, fosfatidylserinové protilatky. [13]

APLA, vyskytujici se u APS, nejsou zaméteny piimo proti fosfolipidim, ale proti
proteinlim, které vazou fosfolipidy. DileZitou roli hraje tvorba komplext APLA — B2GPI. Po
navazani B2GPI na fosfolipidovy povrch monocyti, trombocyti ¢i endotelidlnich bunék dochazi
k jeho preuspofadani a odhaleni skrytého antigenniho neoepitopu. Nésledné dochazi k vazbé
autoprotilatky a dimerizaci molekuly B2GPI. Vysledny trimolekularni komplex (dimer B2GPI a
autoprotilatka) vazany na fosfolipidovy povrch, pak mliZze mit rizné interakce s hemostatickymi

reakcemi a s bunécnymi receptory. [17]
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Lupus antikoagulans

Pacienti, s pozitivnim testem na lupus antikoagulans (LA), maji autoprotilatky, které
inhibuji koagulaci krve. Jsou to autoprotilatky izotypu IgG nebo IgM a jsou zaméfeny
predevsim proti dvéma plazmatickym proteiniim. Jedna se o proteiny B2GPI a protrombin, které
jsou vazany na fosfolipidy. Pfitomnost LA v krvi ptsobi jako rizikovy faktor pro Zilni nebo
arteridlni trombozu ¢i ztratu t¢hotenstvi. LA byl pojmenovan podle nalezeni u pacientt s SLE.
Je znamy vyskyt i u jinych autoimunitni onemocnéni ¢i infek¢énich chorob. Vyskytuje se u

malého procenta lidi, u kterych v8ak nebyla zjisténa pii¢ina tvorby LA. [23]

Antitrombinové protilatky

Jednd se o skupinu heterogennich protilatek, ve které jsou zahrnuty protilatky proti
protrombinu a proti komplexu fosfatidylserinu a protrombinu (aPS/PT). Protilatky, které jsou
spjaty s APS, se vyskytuji spiSe proti komplexu aPS/PT nez proti samotnému protrombinu.
Nékteré studie stanovily, ze tyto protilatky jsou rizikovym faktorem pro vznik trombodzy.
Neplati to v kazdém piipadé. Stejné tak byly popsany ve spojeni se ztratou v téhotenstvi. Jiné
studie nepotvrzuji, ze by antitrombinové protilatky u APS mély patogenni charakter.
Antitrombinové protilatky budou v budoucnu zkoumané, aby mohly byt zahrnuty do kritérii
pro diagnostiku APS. [2]

Protilatky proti fosfatidylserinu/protrombinu jsou tfidy IgG nebo IgM. U nékterych
pacienti s APS byly hlaseny protilatky proti protrombinu, ktery je nezbytny v koagulacni
kaskadé. Fosfatidylserin je slozka fosfolipidové membrany nachazejici na jeji vnitini strané.
[24]

Nekteré anémie mohou byt doprovazeny zvysenym vyskytem fosfatidylserinu. To vede
k tomu, Ze erytrocyty aktivuji trombocyty a dochazi k zvySené pfeméné protrombinu na
protrombin.  Protrombin se véaze na negativné nabité fosfolipidy. Hraje dilezitou roli

v koagulaci. Muize pusobit prokoagulaéné i antikoagulacné. [25]

22



3 EPIDEMIOLOGIE VYSKYTU ANTIFOSFOLIPIDOVYCH
PROTILATEK

V této podkapitole je zpracovan piehled, u kterych pacientd se vyskytuji
antifosfolipidové protilatky a v jakém procentualnim zastoupeni jsou pozorovany u riznych
klinickych udélosti. Pozornost je vénovana zenam, které jsou ovlivnény APLA v té¢hotenstvi.
V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny piiklady, u kterych piipadi se mohou vyskytovat antifosfolipidové
protilatky. Mezi tyto udélosti fadime autoimunitni ¢i maligni choroby. Piechodné se mohou

vyskytovat u lidi s infekci nebo u lidi, které jsou 1éceny nize uvedenymi preparaty.

APLA jsou nalézany v séru u zdravych jedinct v rozsahu 1-5 %, ale jen u nékterych
dojde k rozvoji APS. Nedavna studie odhalila, ze APLA jsou pozitivni u piiblizné 13 %
pacientd S mozkovou mrtvici, 11 % s infarktem myokardu, 9,5 % s hlubokou Zilni trombdzou
a u 6 % zen s umrtim plodu. Pfevladani katastrofického APS je vzacné (méné nez 1 % vSech

ptipadii APS). [4]

Okolo 40 % pacientll s SLE ma APLA, ale 17 a mén¢ nez 40 % z nich bude mit
tromboticky G€inek. V populaci mohou byt APLA detekovany pfiblizné¢ u 1 z 5 pacienti (do 50
let), ktefi méli cévni mozkovou ptihodu. Pacienti star§i 70 let s nékolika vaskularnimi
rizikovymi faktory maji mensi pravdépodobnost, ze budou mit APLA v pfitomnosti mozkové
— vaskularni ptihody neZ mladsi lidé. ASP zplsobuje ischemické mozkové zachvaty predevs§im
u lidi v mladsi véku. U 24 % ze 4494 pacientil s zilnim tromboembolismem, u kterych byl
proveden trombofilni test, byly nalezeny APLA protilatky. Tato frekvence mize zaviset na typu
provedeni a definici pozitivniho testu. Frekvence byla blizka frekvenci faktoru V Leiden a
nebyla podstatné ovlivnéna vékem pacientll nebo piitomnosti opakujicich se pfihod. Mutace

faktoru V Leiden vede Leidenské mutaci, ktera se vyznacuje zvysenou srazlivosti krve. [9]

Asi u 10-15 % Zen s opakovanym potratem byl diagnostikovan APS. Smrt plodu ve
druhém nebo tfetim trimestru t€hotenstvi se vyskytuje azu 5 % te€hotenstvi. Ac¢koliv umrti plodu
je spojeno s APS, celkovy podil na tomto syndromu je nejisty. Céste¢né kviili uéinku dalsich
moznych faktort, jako je hypertenze nebo jiz probihajici onemocnéni, jako je SLE nebo renalni
onemocnéni. Okolo 5 az 10 % vSech tchotenstvi je komplikovdno preeklampsii nebo

nedostatecnosti placenty. Nedostate¢nost placenty se projevuje predev§sim omezenim ristu
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plodu. Mezi pficiny se fadi Spatné prokrveni placenty jako dusledek naruSeni krevniho ob&hu
téhotné Zeny. MiiZe nastat kombinace obou komplikaci a projevy téchto poruch predstavuji az
75 % predCasnych porodi. Téhotné Zeny s predchozi diagnézou APS jsou vystaveny
zvysenému riziku vzniku preeklampsie nebo nedostatecnosti placenty. Nicméné, souvislost
mezi APLA a témito poruchami v nepiitomnosti APS je nejistd. Vysledky kontrolnich studii

ukazuji, Ze APLA jsou detekovany u 11-29 % zen s preeklampsii. [9]
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Tabulka 2: Onemocnéni provazené vyskytem antifosfolipidovych protilatek, pfevzato a upraveno [4]

Autoimunitni

choroby

Malignity

Léky

Infekéni choroby

Jiné onemocnéni

Systémova

onemocnéni pojiva:

SLE, revmatoidni
artritida, primarni
Sjogreniv
syndrom,
systémova
skler6za, dermato a
polymyozitida,
vaskulitidy
(Bechtérova
nemoc, polyartertis

nodosa)

Pevné tumory: plice, ledviny, brzlik,
vajecniku, prostata, jater, délozni Cipek,
tlusté stfevo, jicen, prsu

Hematologické: myeloidni a lymfaticka

leukémie, primarni polycytémie,
myelofibroza

Lymfoproliferativni onemocnéni: Hodgkinova

choroba, Non-Hodgkinovy lymfom,
lymfosarkom, koZni lymfom T-
bungk, sezaryho syndrom

Paraproteinémie: monokolonalni

gamapatie, Waldenstromova
makroglobulinémie, myelom

Nemaligni hematologické stavy: idiopaticka

trombocytopenické purpura, srde¢ni choroby,

pernicidézni anémie

ethosuximid, chlorothiazid,

fenotiazin, prokainamid,

peroralni antikoncepce,

chinin

Virové: HIV,
mononukleodza,
hepatitida A, B, C,
parvovirus,

ptiusnice, zardénky

Bakterialni: syfilis,
lymska borelioza,
tuberkuloza, lepra,
infek¢ni
endokarditida,
revmaticka horecka,

Klebsiella

Protozoalni:malarie,

toxoplazmoza

diabetes mellitus,
autoimunni
onemocnéni Stitné
zlazy, zanétlivé
onemocnéni,
dialyza,
Klinefelteruv
syndrom, Ehlers-
Danlostv

syndrom
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4 DIAGNOSTIKA ANTIFOSFOLIPIDOVEHO SYNDROMU

Komplexni diagnostika autoimunitniho onemocnéni APS zahrnuje klinicka a
laboratorni kritéria. Pro potvrzeni diagnézy APS se vyzaduje pfitomnost alespon jednoho ze
dvou hlavnich klinickych projevi, tj. trombozy nebo ztratu t€hotenstvi a potvrzeni jednim ze
tii laboratornich testd k detekci APLA [4,26]. Detekované protilatky jsou déleny do 3 skupin.
Zahrnujeme sem lupus antikoagulans (LA) a protilatky proti CL, B2GPIl. Tyto testy jsou
provadény povinng, zatimco jiné testy jesté nejsou validovany pro klinické pouziti. Mezi takové
testy patfi antitrombinové protilatky, které jsou moznym budoucim kandidatem k zatazeni do
laboratorni ¢asti pii diagnostice APS. [27] Na obrazku ¢. 2 je schematicky znazornéno postup

pti diagnostice APS.

Trombéza ) o Opakovana

ztrata plodu

Dlouhodobé
pozitivni test na LA
nebo CL nebo B:GPI

Disledky pro 1&¢bu
a prognozu

Obrazek 4: Aktualizovana klasifika¢ni kritéria pro antifosfolipidovy syndrom, pfevzato
a upraveno [28]
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4.1 Klinicka Kritéria

V tabulce €. 3 jsou uvedeny nejcastejsi hlavni klinické projevy APS s ohledem na jejich

¢etnost vyskytu u pacientt.

Tabulka 3: Nejcastéjsi klinické manifestace APS, pfevzato a upraveno [9, 29]

Casté (> 20 % piipadi)

Zilni tromboembolismus

Trombocytopenie (trombocyti méné nez
100x10%/1)

Opakované ¢asné reprodukéni ztraty

Mrtvice nebo piechodna ischemickd cévni
mozkova piihoda

Migréna

Livedo reticularis, resp. Livedo racemosa

Mén¢ Casté (10-20 % pripadl)

Postizeni chlopni
Preeklampsie/eklampsie
PtedCasny porod

Autoimunitni hemolytické anémie

Ischemicka choroba srdec¢ni

Neobvyklé (<10 % ptipadl)

Epilepsie, Chorea

Tromboza retinalnich tepen nebo zil
Plicni hypertenze

Gangréna

Avaskulérni kostni nekroza
Nefropatie APS

Mesentericka ischémie

Vzacné (<1 % ptipadi)

Nadledvinova krvaceni

Budd — Chiariho syndrom

27




Klinické projevy APS jsou rizné a mohou ovlivnit vSechny organy. NejcastéjSim
projevem je trombdza. Vendzni trombdza je ¢astéjsi nez arterialni tromboza. Podle studie Euro-
Phospholipid project, které se ucastnilo 1000 pacienti s APS, piedstavovala nejcastéjsi
klinickou manifestaci hluboka zilni tromboéza. V tomto vzorku ji bylo postizeno bez mala 39 %
nemocnych. Plicni embolie byla diagnostikovana u 14,1 %. Tromb6za mize u pacientti s APS
vzniknout kdekoliv v cévnim fecisti. Nejcastéjsim piipadem jsou cévni mozkové piihody
(19,8 %) nebo ischemické ataky (11,1 %). MlZe nastat i mikrotrombotizace v tkanich c¢i
organech. U APS se mlizeme setkat s klinickymi projevy, které nelze vysvétlit trombdzou ani
mikrotrombozou. Do téchto projevii zahrnujeme migrénu, kterd je popisovana u 19,8 %
nemocnych s APLA. Jedna o jednu z nejcastéjSich nekritickych manifestaci. Dale sem patii
i epilepsie (7 %), chorea (1,3 %), postizeni chlopni (11,6 %) ¢i kardiomyopatii (2,9%).
Hematologické projevy, jako trombocytopenie a hemolytickd anémie, a kozni ptiznaky, jako
livedo reticularis, se vyskytuji u 10-30 % pacientl, i kdyz tyto vlastnosti nejsou zahrnuty
do klasifika¢nich kritérii. U pacientli bez SLE muze dojit k poruSe kognitivnich funkci a mtize
tak nastat aZ u 38 % pacientll s APLA. Porucha reprodukce je dal$i vyznamny klinicky projev
pacientli s APS. U samovolnych potratl se prevalence udava v rozmezi 5-50 %. U ztraty plodu
po 20. tydnu t¢hotenstvi je prevalence az 30 %. Dalsi komplikaci t¢hotenstvi patii preeklampsie

(9,5 %), eklampsie (4,4 %) a abrupce placenty (2,0 %) a pied¢asny porod (10,6 %). [29,30,31]
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Onemocnéni, které mize vyrazné zkomplikovat diagnostiku APS je roztrousena
skler6za. Roztrousena skleréza je chronické autoimunitni onemocnéni centralniho nervového
systému. Miize mit riznorody klinicky prabéh. Pokud dojde k opakovanym uzavérim tepen
s atakujicim pribéhem, mize APS napodobit roztrouSenou sklerdzu. Neurologicky projev APS
muze mit stejny klinicky pribéh tézko odlisitelny od ataku pti roztrousené skleréze. Pti
vySetfeni mozku pacienta S APS pomoci magnetické rezonance jsou nalézany postizené 1éze
bilé hmoty, které jsou nalézany i u pacienta s roztrouSenou sklerdzou. Je dulezité, aby pii
potvrzeni diagndzy roztrouSené sklerézy byli vylouceny jiné choroby, které tuto chorobu
muzou napodobit. Jedna se napt. o APS, sarkoidoza, vaskulitida, systémovy lupus

erythematodes ¢i Lymeskou boreliozu. [32]

Byl popsan piipad pacientky, kterd byla n€kolik let 1é€ena pro roztrousenou sklerdzu.
Na mozku pfi vySetieni byly nalezeny loziska v bilé hmot¢, na které se zakladala diagnoza
roztrouSené skler6zy. Byla nasazena standardni 1é¢ba, ale u pacienty nedoslo ke zlepseni. Stav
pacientky byl doprovazen tézkymi atakami, zhor§enim zraku, zavratémi a poruchou rovnovahy.
Na zaklad¢ zjisténi, ze jevila znamky multiorganového postizeni byla zvazovdna moznost, ze
by se mohlo jednat o systémové autoimunitni onemocnéni. Pfi vyrazném zhorSeni pak byla
vySetfovana magnetickou rezonanci, ktera neobjevila znamky typické pro RS. Klinicky prab¢h
imitoval roztrouSenou skler6zu. V priibéhu onemocnéni se vyskytlo postizeni systémové, které
vedlo ke spravné diagnoze. Po nasazeni antikoagulacni 1éCby se pacientky stav stabilizoval.
[32]
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Obrazek ¢. 5 ukazuje klinické projevy APS na modelu ¢loveéka. Jak obrazek ilustruje, muize se
jednat prakticky o jakoukoliv ¢ast organismu. Jednd se napi. o vyskyt migrén, plicni embolii,
mrtvici, pfechodny ischemicky zachvat, Raynaudova nemoc, hlubokéd Zilni trombodza ¢i

V neposledni fad¢ ztrata plodu.

Migréna
Mrtvice
Prechodny ischemicky
zachvat

Plicni embolie
Postizeni chlopni
srdce

Renalni tromboza
Infarkt ledvin

Casté nebo zavainé
preeklamsie
Opakujici se ztraty plodu

Raynauds fenomén

Livedo
reticularis

Hluboka zilni
tromboza

Obrazek 5: Klinické projevy antifosfolipidového syndromu, ptevzato a upraveno
[31]
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4.2 Laboratorni Kritéria

Po zjisténi zjevného klinického projevu je zapotfebi provést laboratorni ¢ést
diagnostiky. Jednim zptisobem diagnostiky je Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
metoda, ktera detekuje protilatky proti CL a B2GPIl. Druhym zpisobem je provedeni detekce

lupus antikoagulans (LA) prostiednictvim koagulacniho testu.

Vysetteni APLA je soucdst hodnoceni APS. Pii zjistovéani pfic¢in prodlouzeni PPT
(parcialni tromboplastinovy cas), opakovanych potrati ¢i nevysvétlitelné zilni a tepenni
trombozy je vySetfovano, zda u pacienta nedochazi k nepfiméfenému srazeni krve. Kdyz je
test u pacienta s autoimunitnim onemocnénim negativni, mize byt casem znovu test proveden,

protoze protilatky se mohou vytvofit pozdéji. [28]

4.2.1 ELISA

Stanoveni protilatek proti CL a B2GPI je zdanlivé jednoduché vysetfeni. Diagnostika je
zatiZena Spatnou standardizaci vySetieni a nizkou specifitou. Fale$né pozitivni vysledky mohou
mit dopad na Spatné ur¢eni diagndzy a 1é¢by. Efektivita a standardizace testii na protilatky proti
CL a B2GPI vykazuji jak analytické (tj. zdroj antigenu, mezni hodnoty) tak postanalytické (tj.
Spatna interpretace vysledkl) nedostatky. Velky podil na riznorodosti vysledki maji komeréné

dodavané laboratorni diagnostické sety. [25, 28, 33]

Mezi firmy, které dodavaji komer¢ni diagnostické sety, patii napf.:

EUROIMMUN je firma, kterd vyrabi Sirokou Skalu reagencii pro laboratorni
diagnostiku. Hlavni diiraz klade na testovaci systémy pro protilatky v séru pacienta. Mezi jejich
nabidku patii také ELISA metoda, ktera slouzi pro detekci protilatek proti CL, B2GPI a
fosfatidylserinu. Doddva mikrotitracni desticku, ktera zajist'uje vysokou citlivost a nevyzaduje
cerstvou plazmu. [34]

Dalsi firma, ktera dodava sety pro stanoveni CL, B2GPI a fosfatidylserinu je BioVendor.
Dodava enzymoimuno-analytickou soupravu, kterd obsahuje jamky, které jsou pokryty

hovézim kardiolipinem, B.GPI, fosfatidylserinem. [35]
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Diagnostické laboratorni sety pro detekci kardiolipinu a p2 - glykoprotein |

Mezi komeréné¢ dodavané diagnostické laboratorni sety muzeme zaradit tyto

imunoanalyzy.

Prvni je diagnostika pomoci Quanta lite ELISA, ktera je provadéna ru¢né a vyuzivaji se

zde monoklonalni protilatky. [33]

Dalsi moznosti je vyuziti CliA Bio-Flash. Tento test se sklada z paramagnetickych
¢astic potazenych CL a lidskym B2GPI nebo pouze B2GPl, na které se zachycuji protilatky ve
vzorku. Po inkubaci, magnetické separaci a promyvacim kroku se ptidd znacka sestavajici
z protilatek IgG nebo IgM znaceného isoluminolem. Po druh¢ inkubaci, magnetické separaci a
promyti se ptidaji ¢inidla, kterda vyvolaji luminiscencni reakci a vyzafované svétlo se méfi

optickym systéme. [33]

Dalsi metodou je CliA Zenit-RA. Jedna se o plné automatizovany imunoanalyzator.
ClHA Zenit-RA je zaloZzen na magnetickych mikroc¢asticich a pouziva chemiluminiscen¢ni
detekci Kk zajisténi vysoké piesnosti a rychlosti analyzy. Komplex CL/B2GPl nebo B.GPI
protilatky se pouzivaji k potahovani magnetickych ¢astic a lidské protilatky proti IgG nebo IgM
jsou oznafeny pomoci derivatem esteru akridinu (konjugatu). Béhem prvni inkubace se
specifické protilatky pritomné ve vzorku, jak v kalibratorech, tak v kontrolach, vazi s pevnou
fazi. Béhem druhé inkubace konjugat reaguje s protilatkami zachycenymi na pevné fazi. Po
kazdé inkubaci se material, ktery neni spojen s pevnou fazi, odstrani promytim. MnozZstvi

znac¢eného konjugatu vazaného na pevnou fazi se hodnoti chemiluminiscenéni reakci. [33]

Detekce kardiolipinu

Kardiolipin (CL) je detekovan v séru ¢i plazmé. Test zahrnuje vyhodnoceni ziedéného
pacientova séra na vazbu CL potazenych desti¢ek v pfitomnosti hovéziho séra. Detekuje
protilatky, které vaZou pouze na samotny CL a ty které vaZzou CL navazany na hovézi B2GPI.
Slabinou testu je, Ze neodhali pfitomnost CL u pacient s protilatkami, které vazou lidské, ale
ne hovézi B2GPl. Proto nyni nékteré testy pouzivaji lidské B2GPl v CL-ELISA. Pozitivni
vysledek je definovan jako stiedni nebo vysoky titr napt.> 99. percentil nebo> 40 GPL nebo

MPL. Pacient musi byt pozitivni po dobu nejméné 12 tydnii. [28]
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Detekce f>— glykoproteinu |

Protilatky proti B2-glykoproteinu I (B2GPI) jsou detekovany v séru ¢i plazmé. Test
zahrnuje naneseni B2GPI pifimo na ozafované desti¢ky. [28] Jamky mikrotitracnich desti¢ek
jsou potazeny B2GPIl. Jedna se o 96 - jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky z prostého polystyrenu.
Desticky jsou ozafeny elektronovym paprskem nebo radia¢ni kobaltem v atmosféte kysliku.
[36] Teoreticky by tento druh testu mél byt schopen detekovat vEétsi mnozstvi klinicky
vyznamnych protilatek nez kardiolipinovy test. Pozorovani, Ze existuji nepatogenni protilatky,
které v ramci tohoto testu vazi 2GPI, znaci, ze lidské B2GPI vazajici se s umélym plastovym
povrchem muze odhalovat dal$i neoepitopy. To mize ¢aste¢né vysvétlovat, pro¢ nékteré studie
nenasly spojeni mezi trombdzou a pozitivnim piimym B2GPl — ELISA. Obecné se zda lepsi
mezilaboratorni shoda u ELISA v porovnani s CL. Kladny vysledek je definovan jako titr >99
percentil a musi byt prokdzan nejméné dvakrat v casovém odstupu 12 a vice tydnu

standardizovanym typem ELISA. [28]

4.2.2 Koagulaéni test

Prostfednictvim tohoto testu se vySettuje lupus antikoagulans. Test vyZaduje urychlené
zpracovani plazmy na bezdestickovou specialnimi centrifugacnimi metodami, aby nedoslo ke
zkresleni vysledki vyvazanim inhibitoru. Je to prikkaz prodlouzeni testu zavislého na
fosfolipidech, kde se pouzivaji nejméné dva screeningové testy. Nedochazi zde ke zkraceni po
pfidani normalni plazmy. Test se zlepSuje po piidani fosfolipidi. Je také nutné odlisit jiné vlivy

(specificky inhibitor, heparin). [25, 28]

Lupus antikoagulans (LA) je prokazan v plazmé dva a vicekrat v ¢asovém odstupu 12
a vice tydntll. Jednd se o dilezity nastroj pro diagnostiku APS. Test detekuje protilatky, které
piestoze zabranuji koagulaci in vitro, jsou spojované s trombdzou. Test LA musi byt v souladu
s 3 - krokovym postupem dle doporuc¢eni Mezinarodni spole¢nosti pro trombdzu a hemostazu.
Prvnim krokem je screening test, ktery ukaze prodlouzeni srazeciho Casu zavislého na
fosfolipidech nad horni limit referen¢niho intervalu. Nasleduje michaci test, ktery potvrdi
pfitomnost inhibitoru a vylou¢i nedostatek koagulacniho faktoru. Poslednim krokem je
potvrzeni, Ze inhibitor je zavisly na fosfolipidech a neni zaméfen proti specifickému

koagula¢nimu faktoru. [28]
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Duikaz ptitomnosti LA je poskytnut provedenim sekvenéni fady vySetieni, které jsou
vymezeny terminem screening testu a potvrzovaciho testu. Pozd€ji byl rozdélen na michaci test
a na zkouSku posouzeni zavislosti na fosfolipidech. Existuji rizné testy, které lze pouzit
ke screeningu LA. Vzhledem k tomu, Ze zadna samostatna screeningova zkouska neni 100 %
citlivd na detekci vSech LA, doporucuje se alesponi jeden dal$i screeningovy test. Jeden z
provedenych screeningovych testi by mél vyuzivat aktivaci vnitini cesty koagulace (napf.
APTT nebo dobu srazeni kaolinu) a druhy piimou aktivaci faktoru X (napi. dRVVT). Zkratka
dRVVT je oznaceni pro ziedény jed pochdzejici od zmije fetizkové. Pro kazdou pouzitou

metodu LA a kazdy koagulometr by mély byt stanoveny referencni rozsahy. [28]

SméSovaci studie zahrnuji kombinaci plazmy pacienta s normalni plazmou v poméru
1:1 a posouzeni vlivu tohoto postupu na dobu srazeni. Pokud je prodlouzeni sraZzeciho Casu
disledkem nedostatku koagulac¢niho faktoru, pak by se srazeci ¢as mél vratit do referencnich
hodnot. V piipadé LA bude oprava vyzadovat vétsi pomér normalniho plazmatu. K uréeni, zda
je inhibitor zavisly na fosfolipidech, se bézné pouziva postup neutralizace desticek, ktery
vyuziva bud’ promyté desticky aktivované iontomerem vapniku nebo desticky lyzované
opakovanym zmrazenim a rozmrazenim. Oprava doby srazeni nastane v pfitomnosti LA.
Alternativni ¢inidla pro posouzeni této vlastnosti zahrnuji modifikované aPTT ¢inidlo, které
obsahuje fosfolipidy hexagonalni (IT) faze, které specificky vazi LA. Pokud jde o potvrzujici
testy dRVVT, mohou alternativy k postupu neutralizace desticek zahrnovat ¢inidla s vysokou

koncentraci fosfolipidu nebo ¢inidla s fosfolipidem citlivym na LA. [28]

Studie ukazaly 24 % falesn¢é pozitivnich ptikladt detekce LA a 18,5 % falesné
negativnich. Jedna z pfi¢in falesné pozitivnich vysledkit mize byt kontaminace heparinem.
Tato moznost mize byt vyhodnocena zméfenim trombotického ¢asu, a pokud dojde k
prodlouzeni, tak zméfenim anti-FXa aktivity. Dalsim divodem pro fale$né pozitivni vysledky
muzZe byt pfitomnost specifickych antikoagulac¢nich faktorovych protilatek. Nespravna ptiprava
plazmatu muize vést k falesSné negativnim vysledkim kvili kontaminaci destickami. Zted'ujici
efekt sméSovacich studii mize také vést k falesné negativnim vysledkim u vzorku, kde je nizké

LA. Doporucuje se neprovadét méfeni LA, pokud je pacient antikoagulovan. [28]

Nehled¢ na pouzitou metodu na testovani LA je dilezitd interni kontrola kvality
v laboratofi. Zejména pouziti zndmych pozitivnich a negativnich LA kontrol u kazdé Sarze

testovani. Pro lepsi klinickou vyuzitelnost testovani LA bylo zkouméno rozliSovani LA
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imunoglobulint podle cilového antigenu na zakladé zjisténi, ze B2GPI-zavislé LA by mohlo byt
siln€ji spojovéano s trombdzou nez B2GPl-nezavislé LA. Tyto nové testy vyuzivaji odliSnych
vlastnosti B2GPI-zavislého LA k vazbé na kardiolipin a vykazuji zvySenou vazbu na fosfolipidy

v piitomnosti chloridu vapenatého ve srovnani s hodnotami B2GPI-nezavislého LA. [28]

4.2.3 Jiné imunologické testy

Pro diagnostiku APS byly v posledni dobé navrzeny dalsi testy. Mezi témito testy je
naptiklad stanoveni podtiidy protilatek proti B2GPI, které jsou zaméieny proti doméné 1 a 4/5
molekuly. Byla nalezena souvislost mezi pozitivnim IgG B2GPl doménou 1 a trombotickymi
piihodami. Slibné, ale neurcité vysledky pfichazeji z urCovani protilatek zamétenych na

komplex fosfatidylserinu/protrombin. [27]

Detekce antitrombinovych protilatek

Protilatky proti komplexu aPS/PT byly detekovany metodou ELISA. Pro detekci
antitrombinovych protilatek s pouzitim samotného protrombinu jako antigenu potazeného na
ozafovanych plotnach byl popsan v roce 1995. Souvislost mezi samotnymi antitrombinovymi
protilatkami a klinickymi projevy APS zistava kontroverzni. Studie stanovili metodu ELISA k
detekci protilatek proti komplexu fosfatidylserinu a protrombinu a pozorovali, Ze IgG protilatky
proti aPS/PT byl velmi rozsifeny u pacienti s APS ve srovnani s pacienty s jinymi nemocemi.
Bylo také prokazano, ze detekce protilatek proti aPS/PT silné koreluje s klinickymi projevy
APS a s piitomnosti LA. [37]
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5 MOZNOSTI TERAPIE

Vysoky vyskyt opakujici se tromboembolie vedl k tomu, Ze antitromboticka 1é¢ba je
zakladem 1é¢by u pacientd s APS. [38] Doporucuji se dlouhodoba peroralni antikoagulancia,
aby se zabranilo arterialni nebo zilni tromboze. K zabranéni porodnim komplikacim se pouziva
heparin (s nizkou molekulovou hmotnosti) a aspirin. U katastrofického APS se pouziva heparin
s vysokou davkou kortikosteroidii a vyména plazmy. [39] Ackoli warfarin zlstava hlavni

1écebnou volbou v APS, stale existuji obavy ohledné jeho ucinnosti, bezpe¢nosti. [40]

Prevence trombozy je hlavni cilem 1écby pacientti s APLA. Pacienti se rozliSuji do dvou
skupin. Pacienti s APS, ktefi jiz trombotickou piihodu (sekundérni tromboprofylaxe) méli a
pacienti, kteti trombotickou pfihodu neméli, jako jsou pacienti s SLE nebo Zeny s porodnim

APS (primarni tromboprofylaxe). [41]

5.1 Nova oralni antikoagulancia

Bylo schvaleno nékolik novych peroralnich antikoagulancii (NOAC) zamétenych na
trombin (dabigatran-etexilat) nebo faktor Xa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban).
Randomizované studie prokazaly G¢innost i bezpecnost ve srovnani s warfarinem a heparinem
(s nizkou molekulovou hmotnosti) pro primarni i sekundarni prevenci. Tato slibna alternativa

nebyla dosud piijata do klinické praxe, z divodu omezenych klinickych vysledki. [40]

5.2 Primarni prevence trombozy

O primarni prevenci lze uvazovat v ptipadé trojnasobného APLA pozitivniho vysledku
u asymptomatickych jedincti, nebo u pacientli, kteti nesou zakladni autoimunitni onemocnéni.
U pacientl s nizkych titrem APLA neni podévani aspirinu doporuceno. Je tfeba prokazat, zda
by tito pacienti méli dostavat oralni antikoagulancia (OAT). Mezi zastupce OAT patii
antagonisté vitaminu K, peroralnich antikoagulancie nebo 1éky, které se zamé&fuji na jeden nebo
vicero moznych patogennich mechanismti vzniku tromboézy. Lécba zilnich a arterialnich
rizikovych faktorti a adekvatni tromboprofylaxe béhem vysoce rizikovych situaci jsou zasadni
pro snizeni rizika vzniku prvni trombotické piihody. [39] Studie ukazaly ochrannou tlohu
vysokych davek HCQ proti riziku pooperacni zilni trombdzy nebo plicni embolie po operaci
nahrady kycelniho kloubu. U pacientii s SLE byl prokdzan ptiznivy vliv HCQ na prevenci

36



primarni trombozy. Pfedchozi vysledky ukazuji, Ze uzivani HCQ bylo spojeno se snizenim titrti
APLA. HCQ je spojeno i se snizenym rizikem trombozy u asymptomatickych jedinci
s pozitivnimi  APLA protilatkami, s t€hotenskou morbiditou a jedincu bez zakladniho

autoimunitniho onemocnéni. [40]

5.3 Sekundarni prevence trombozy (rekurentni)

Dlouhodoby OAT s antagonisty vitaminu K jsou hlavnim pilifem 1é¢by pacientt s APS
K prevenci recidivy trombozy. Obecné plati, Ze po prvni epizodé vendzni trombdzy se
doporucuje OAT s nizkou intenzitou (zaméfené na PT INR 2-3). Po arteridlni pfihod¢ se
doporucuje OAT s vyssi intenzitou (zamétené na PT INR 3-4) nebo kombinovana terapie.
V piipadé druhé recidivy navzdory 1é¢bé OAT (u PT INR 2-3) se doporucuje zvysit intenzitu
na PT INR 3-4. Celkovy vyskyt rekurentni trombozy u pacientli s APS je ptiblizné 4-6 %
pacienti ro¢n¢. Pacienti bez OAT maji vyssi riziko rozvoje a opakovani trombdzy. V provedené
studii u pacientd s trojnasobnou pozitivitou s APS se trombo6za opakovala u 29 % pacienti
lécenych OAT a u 51 % pacientll nelécenych OAT. Déle studie uvadi, Ze vyskyt recidivy
trombdzy byl nejvyssi v prvnim roce a poté klesal. Vysoce rizikovi pacienti, ktefi maji trojité
APLA pozitivni, nemuseji byt dostate¢né chranéni OAT. [39] Studie uvadéji, ze u zadnych
Z pacientt 1é¢enych kombinovanou terapii, tzn. antikoagulac¢ni 1é¢ba a HCQ, se neobjevovaly
nové trombdzy ve srovnani s pacienty léCenych samostatnou antikoagulacni 1écbou s INR
Vv terapeutickém rozmezi. 14. Mezinarodni kongres ve zprave o tc¢incich 1écby APS doporucil,
aby HCQ byl povazovan za pomocnou lé¢bu v piipadech s refrakternimi ptiznaky. Je tfeba
pockat na dal§i randomizované klinické studie, ktera potvrdi uc¢innost a bezpecnost HCQ u

pacient s APS jak pro primarni, tak sekundarni prevenci trombozy. [40]

5.4 Téhotenstvi a antifosfolipidovy syndrom

Pied téhotenstvim by mél byt proveden kompletni profil APLA protilatek. [42]
Az 20 % zen s tfemi a vice t¢hotenskymi ztratami je APLA pozitivni. [39] T¢€hotenstvi by
nemélo byt doporucovano, pokud se u pacienti objevila tromboticka piihoda v pfedchozich
6 meésicich nebo u zen s nelécenou hypertenzi. Pro zvySeni uspésnosti téhotenstvi se podava;ji
nizké davky aspirinu. Heparin, at’ spole¢né s nebo bez aspirinu, je doporu¢enym zasahem
v téhotenstvi S APS. Heparin s nizkou molekulovou hmotnosti (LMWH) je Siroce pouzivan,

protoze je stejné ucinny jako nefrakcionovany heparin a je spojen s méné vedlejSimi ucinky,
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jako je trombocytopenie a osteoporéza. Zeny, které dostavaji warfarin pied t&hotenstvim, by
m¢ély tuto 1écbu prerusit kvili teratogennim vlastnostem mezi 6. az 14. tydnem téhotenstvi a
prejit na LMWH. [42] V piipadé, ze pacient trpi trombotickym APS, musi v 1é¢€bé aspirinem
pokracovat i pii téhotenstvi a je vhodné zvazovat ptidavek LMWH. Pokud nepodavame zadné
1éky, mélo by byt podavani LMQH zvaZeno alespoii béhem téhotenstvi. U Zen Cisté s APS mlize
byt t€hotenstvi Gspésné zvladnuto pomoci LMWH a aspirinu. Soubézna piitomnost SLE nebo
jinych autoimunitnich onemocnéni je nezavislym rizikovym faktorem nezadoucich vysledki.
Na zakladé tohoto zjisténi se zvazuje podavani nizkych davek aspirinu. [39] Existuji omezené
dikazy o klinickych studiich tc¢innosti HCQ ke zlepSeni vysledkil pfi t€hotenstvi u pacientd
s APS. Ukazalo se, ze zeny 1é¢ené HCQ s trvalym pozitivnim APLA mély méné Casto plodové
ztraty do 10. tydne téhotenstvi ve srovnani s témi, které dostavaly pouze konvenéni 1éCbu.
Odbornici se shoduji, ze by se mohlo uvazovat o pfidani HCQ k lé€bé v ptipad€ selhani

standardni postupt s aspirinem a heparinem. [40]

5.5 Katastroficky antifosfolipidovy syndrom

Katastroficky APS (CAPS) je vzacna varianta APS, ktera se vyskytuje u 1 % pacientti
s APS. CAPS je charakterizovan trombo6zou ve vice organech v kratkych ¢asovych tusecich.
V prvni fad¢€ 1é€ba CAPS zahrnuje heparin, vysokou ddvkou kortikosteroidii a vyménu plazmy,

ktera je spojena s nejvyssi mirou navratnosti (78 %). [39]

5.6 Pomocna terapie

Vedle tradi¢ni 1é€by se mlize podavat o pomocna terapie. Jejim tikolem je pfedevSim
zmirnit ptiznaky nemoci. Tato 1é¢ba se ptidava k tzv. hlavni 1é¢bé, ktera je G¢innéjsi. Mezi tuto
formu terapie fadime hydroxychlorochin, vitamin D ¢i nova biologické ptipravky jako je
rituximab nebo eculizumab. Nové pfipravky jsou pouzivané jen u specifickych ptipadi a je

zapotiebi dalSich studii pro ovéfi jejich ucinku. [43]
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5.6.1 Hydroxychlorochin

Hydroxychlorochin (HCQ) je antimalarikum, které se bézné pouziva pii revmatoidni
chrani antikoagula¢ni §tit annexin A pied narusenim APLA. [40] Studie ukazala, ze pii 16¢€bé s
HCQ poklesly trombotické piihody. Jiné studie zaznamenaly, ze HCQ ptidané k peroralni
antikoagulaciim, chrani pfed rekurentni trombdzou vice nez uzivani jen samotné peroralni
antikoagulacia. [43] HCQ muze byt pouzita jako doplnkova lécba v ptipadé refrakternim APS.
[40]

5.6.2 Vitamin D

U pacientli s APS se ¢astéji vyskytuje nedostatek vitaminu D, coz miize vést k vy$Simu
riziku vzniku trombo6zy. Lécba pomoci vitaminem D neni zndma, a tak se pouziva jako vhodny

a bezpeény doplnék 1é¢by u pacientii s APS. [43]

5.6.3 Rituximab

Jde se 0 monoklonalni protilatku proti CD20 pozitivnim B lymfocytt. Pfedpoklada se,
ze B lymfocyty hraji u APS patologickou roli. Tento 1€k byl pouzit v fad¢ situaci u pacientt
s APS, ale dikazy o jeho ulincich jsou nejasné. Rituximab se spiSe pouziva spolecné

s tradiénimi terapiemi. [43]

5.6.4 Eculizumab

Jedna se o monoklonalni protilatku, ktera dokaze stépit slozku C5 komplementu. Dosud
bylo popsano jen nékolik pfipadd pouziti eculizumabu. Jednalo se o pacienty, kteti méli
v anamnéze CAPS ¢i arterialni trombotickou formu APS a podstoupili transplantaci ledviny.
Po operaci nezaznamenali navrat CAPS a zaroven byla zachovana normalni funkce novych
ledvin. V soucasnosti probihd studie na ovéfeni ucinku eculizumabu u pacientl, ktefi

podstoupili transplantaci ledvin. [43]
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6 ZAVER

Cilem této bakaléaiské prace bylo zmapovat diagnostické metody u antifosfolipidového
syndromu. V uvodu prace byla kratce shrnuta historie vyskytu antifosfolipidovych protilatek a
jejich vyuziti v diagnostice antifosfolipidového syndromu. Nejprve byly v kapitole
etiopatogeneze vysvétleny mozné piiciny vzniku APS. Vznik APLA protilatek nebyl dosud
objasnén. T¢lo u APS patologicky identifikuje fosfolipidy nebo proteiny navazané na
fosfolipidovy povrch a tvoii proti nim APLA protilatky. Dale byla rozebrana molekularni
podstata syndromu, tedy molekuly, které se nejpravdépodobnéji podileji na rozvoji APS.
Nasledné byla popsédna epidemiologie vyskytu antifosfolipidovych protilatek. Tento vyskyt je
velice riznorody a byla zde uvedena riznad onemocnéni, kterd jsou doprovazena vyskytem

APLA.

Hlavni ¢ast prace byla vénovana diagnostice APS. Diagnostika se sklada ze dvou
kritérii. V uvodni ¢asti diagnostiky je nastinén klinicky obraz APS. Projevy APS jsou ruzné a
APLA mohou zasahovat prakticky jakoukoliv ¢ast téla. Nejéastéji se jedna o ztratu plodu béhem
téhotenstvi nebo postiZzeni nékteré ¢asti téla trombozou. Pii zjisténi zjevného klinického kritéria
se piechazi na laboratorni ¢ast. V praci jsou shrnuty aktualni pfistupy a moznosti v oblasti
potvrzeni diagnézy APS. Pozornost je upiena na ELISA metodu stanovujici CL a B2GPI a na

koagulac¢ni testy, které se pouzivaji ke stanoveni LA.

Na zavér je pfedlozena kapitola S moznou terapii APS. Popsana je standardni 1écba
zakladajici se na peroralni antikoagulanciich zahrnujicich heparin ¢i aspirin. Mimo jiné je
postupné zavadéna 1 doplikova 1écba, ktera ma za tkol mirnit pfi¢iny nemoci. Stale prochazi

klinickymi studiemi a je pfedepisovana k hlavni standardni 1é¢be¢.
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