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Antifosfolipidové protilatky sa viazu na fosfolipidy alebo na komplex fosfolipid — bielkovina. Vyskyt tychto pro-
tilatok moze viest k tvorbe trombéz a porucham tehotenstva, ¢o je priznakom nezapalového autoimunitného
ochorenia - antifosolipidového syndrému. Medzi hlavné laboratérne kritéria antifosfolipidového syndromu pat-
ria kardiolipinové protilatky a protilatky proti B-2-glykoproteinu |. Dal$imi typmi protilatok, ktoré sa deteguijui v sé-
rach pacientoy, su protilatky proti fosfatidylserinu, fosfatidyletanolaminu, protrombinu ¢i anexinu V. Presny vznik
a vyvoj tychto protilatok nie je znamy, preto sa vedu diskusie, ktoré protilatky sa najviac vyskytuju u pacientov
s antifosfolipidovym syndrémom a ktoré by mali byt zahrnuté v hlavnych kritériach. Preto bolo nasim cielom sle-
dovat vyskyt a vplyv antifosfolipidovych protilatok u Zien s poruchami reprodukcie a sledovat liecbu antifosfoli-
pidovych protilatok.
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Importance and diagnostic of anti-phospholipid antibodies in women with reproductive disorders

Antiphospholipid antibodies bind to the phospholipids or complex protein-phospholipid. The occurrence of those
antibodies can lead to the creation of thrombosis or pregnancy disorders that are symptoms of non-inflammato-
ry autoimmune disease - antiphospholipid syndrome. Main criteria of antiphospholipid syndrome are cardiolipin
antibodies and antibodies against R-2-glycoprotein 1. Other types of antibodies detected in sera of patients are
antibodies against phosphatidylserine, phosphatidylethanolamine, prothrombin or annexin V. Origin and devel-
opment of those antibodies are not known, and there is ongoing discussion which antibodies are the most pres-
ent in patients with antiphospholipid syndrome and which ones should be part of main criteria. Therefore, our
aim was to observe the occurrence and effect of antiphospholipid antibodies in women with reproductive disor-

ders and their treatment.
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Uvod

Zaporne nabité fosfolipidy su podstatnou zlozkou vset-
kych membran, preto st vhodnym antigénom pre antifosfo-
lipidové protilatky (APLA)™. Tieto protilatky sa viazu aj na
proteiny, ktoré vytvaraju komplexy s fosfolipidmi, kam za-
radujeme napriklad R-2-glykoprotein | (B2GPI)®. APLA su
heterogénna skupina protilatok, ktord sa podiela na tvorbe
nezapalového autoimunitného ochorenia s ndzvom antifo-
sfolipidovy syndrom (APS). Okrem vyskytu APLA v sére ale-
bo plazme je toto ochorenie asociované najma s trombdzami
a poruchami tehotenstva®. U Zien, u ktorych bol diagnostiko-
vany APS pocas tehotenstva, mdze dojst ku komplikaciam,
¢o mobze byt sposobené namierenim APLA proti placente,
ked dochddza k preeklampsii, placentarnej isuficiencii alebo
pbsobia negativne na rozvoj a funkciu trofoblastu®. Okrem
toho moze dojst aj k prestupu APLA cez placentu, ¢o moze
viest k mozgovym abnormalitdm a poskodeniu kognitivnych
funkcii u narodenych deti®. Tvorba trombdzy, ktora nasledne
poskodzuje placentu, méze vznikat vplyvom APLA na zrych-
lenie koagulacie, zniZenie fibrinolyzy®, aktivaciou endotelo-
vych buniek alebo komplementu®.

APS sa v praxi deli na primarny a sekundarny APS, pri-
¢om primarny APS je oznaCovany vtedy, ked vznikol bez ne-
jakej zjavnej priciny, zatial' co sekundarny APS vznikol v d6-
sledku pritomnosti nejakého iného ochorenia ¢i infekcie®.
Diagndza APS je stanovena na zaklade sapporskych kritérii,
podla ktorych je APS diagnostikované vtedy, ked je stano-
vené aspon jedno klinické kritérium (tehotenska morbidita
alebo tromboza) a jedno laboratérne kritérium, ktorym je vy-
skyt APLA. Medzi hlavné APLA patria protilatky proti 32GPI
(anti-B2GPI) a antikardiolipinové protilatky (ACLA). Okrem
hlavnych typov APLA rozozndvame protilatky v tzv. non-kri-
téridch, to su napriklad protilatky proti fosfatidylserinu, eta-
nolaminu ¢&i protrombinu. VSetky APLA sa stanovuju Stan-
dardizovanymi testami ELISA, pricom sa stanovuju bud' IgG,
alebo IgM izotypy, alebo sa robi celkovy skrining protilatok®.

Vysokda heterogenita APLA a ich vplyv na priebeh teho-
tenstva su dévodom potratov alebo pred¢asnych poérodov.
Mnoho lekdrov vSak neberie do uvahy patologicky vplyv imu-
nitného systému na reprodukciu. Preto bolo nasim cielom
poukazat na dolezitost APLA, a to hlavne tych, ktoré su za-
radené do ,non-kritérii“. V tomto projekte sme sa zamerali
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hlavne na sledovanie vyskytu APLA u Zien s diagnostikova-
nou neplodnostou a liecbu tychto protilatok.

Material a metodika

Subor tvorilo 1246 pacientok (vek: 20 — 50 rokov) s diag-
nézou neplodnost bez lieCby. Sérum bolo ziskane z krvi
odobratej do uzavretého odberného systému s gélom pocas
prvého vysSetrenia. V sérach pacientok sme sledovali osem
typov antifosfolipidovych protilatok, pricom sa sledovali an-
ti-B2GPI a ACLA z hlavnych kritérii a protilatky z ,non-krité-
rii“: protilatky proti fosfatidylserinu, fosfatidyletanolaminu,
kyseline fosfatidovej, anexinu V a IgG a IgM protilatky pro-
ti protrombinu.

Na stanovenie APLA sme pouzili kvantitativnu metddu
ELISA, ktord je zalozena na interakcii antigén — protilatka (an-
ti-B2GPI — ORGENTEC, ORG 521S; ACLA — ORGENTEC, ORG
515S; kyselina antifosfatidova — Delta Biologicals S.r.I, Sub-
sidiary of ERBA Diagnostics, CA-206; antianexin V — IMTEC,
ITC59550; antifosfatidylserin — IMTEC, ITC59027; antifosfa-
tidyletanolamin — IMTEC, ITC59400; antiprotrombin 1gG/
IgM — AIDA, REF 10229). Séra boli uschovavané v mraznicke
pri teplote nizsej ako —18 °C. Antigén (napr.: B2GPI) je navia-
zany na pevnu fazu a inkubuje sa so vzorkami, kalibratormi
a kontrolami, ktoré obsahuju primarne protilatky interaguju-
ce s antigénom na pevnej faze. Na primarne protilatky sa na-
sledne naviaze sekundarna, na ktorej je naviazany konjugat
(chrenova peroxidaza). Vysledok sa stanovuje spektrofoto-
metricky(?.

Ziskané vysledky sme Statisticky vyhodnotilipomocou Sta-
tistického programu StatsDirect Statistal Analysis Software.

Tabulka 1. Vyhodnotenie vyskytu jednotlivych typov APLA. V ta-
bulke je uvedeny pocet pacientok, u ktorych boli sledované jed-
notlivé protilatky (n), pocet pozitivnych a percentudlne zastupe-
nie pozitivnych nalezov.

Protilétky ___n | pozitine | %

B2GPI 1239 14 1,13
ACLA 1245 5 0,40
Fosfatidylserin 1199 149 12,43
Protrombin IgM 1163 99 8,51

Protrombin IgG 1165 65 5,58
Annexin V 1195 19 1,59
Fosfatidyletanolamin 1199 11 0,92
Kyselina fosfatidova 427 3 0,70

V pripade kvalitativnych dat sme pocitali len percentily. Pri
testoch, kde sa sledovala liecba, sme najprv zistovali nor-
malitu dat pomocou StatsDirectu a nasledne sme zvolili pri
nenormalnom rozdeleni dat Statisticky Mannov-Whitneyho
test (sledovanie Ucinnosti liecby v pripade protilatok proti fo-
sfatidylserinu, fosfatidyletanolaminu, anexinu V a protrom-
binu IgG). Pri sledovani liecby v pripade protilatok proti IgM
a R2GPI sme zistili normalne rozdelenie dat, preto sme vyu-
zili t-test paired. Vysledky sme povazovali za Statisticky vy-
znamné, ked' p-hodnota bola mensia ako 0,05.

Vysledky

Z 1246 pacientok bolo 24 % Zien pozitivnych na niektoru
protilatku z APLA (tabulka 1). Z hlavnych kritérii sa najcas-
tejsie vyskytovali protilatky anti-B2GPI (1,13 %). ACLA sa vy-
skytovali iba u 0,40 % pacientok, ¢ize mali najnizSie zastipe-
nie zo vSetkych APLA, ktoré sme sledovali.

Z ,non-kritérii“ sa najcastejSie vyskytovali protilatky proti
fosfatidylserinu (12,43 %). Tieto protilatky mali najvyssie za-
stupenie zo vSetkych sledovanych APLA. IgM protilatky pro-
ti protrombinu boli pozitivne u 8,51 % pacientok a IgG an-
tiprotrobinové protilatky boli pozitivne u 5,58 % pacientok.
Protilatky proti placentarnemu proteinu anexinu V boli pozi-
tivne u 1,59 % Zien, zatial ¢o fosfatidyletanolaminové protilat-
ky boli pozitivne u 0,92 % pacientok. Z ,non-kritérii“ boli naj-
menej zastupené protilatky proti kyseline fosfatidovej, ktora
bola pozitivna iba u 0,70 % zien, €o je 0 0,30 % vySSi vyskyt
ako v pripade ACLA. Zastupenie jednotlivych protilatok moz-
no vidiet v tabulke 1.

ACLA ako najmenej zastipené protilatky mali najvyssiu
kombinaciu s inym typom APLA (100 %). Najviac sa vyskyto-
vali v kombindacii s protilatkami proti R2GPI a fosfatidylseri-
nu (pri oboch 80 %). Fosfatidyletanolaminové protilatky boli
v kombinacii s inymi APLA v 81,82 %, pricom najviac sa vy-
skytovali s protilatkami fosfatidylserinu (88,89 %). Protilatky
proti kyseline fosfatidovej boli v kombinacii s inymi APLA u 2
z 3 pozitivnych pacientov. Az 100 % kombinaciu mali s ACLA,
anti-B2GPI a fosfatidylserinovymi protilatkami. Anti-R2GPI
protilatky boli pozitivne s viacerymi protilatkami u 42,86 %
pacientok. Najc¢astejSiu kombinaciu mali s ACLA a fosfatidyl-
serinovymi protilatkami (pri oboch 66,67 %). Protrombinové
IgG protilatky sa vyskytovali v kombinacii s inymi APLA Cas-
tejsie (32,31 %) nez IgM protrombinové protilatky (30,30 %).
IgG protilatky proti protrombinu boli najviac v kombinacii
s protilatkami proti fosfatidylserinu a IgM protilatkami proti

Tabulka 2. Kombindacia vyskytu roznych typov APLA. Protilatky proti APLA sa velmi ¢asto vyskytuju v kombindcii. Uvedené je percen-
tudlne zastupenie vzoriek reagujicich s réznymi typmi APLA antigénov a frekvencia vyskytu réznych kombindcii protilatok.

B Pozitivny

Protilatky Vs:.e’t | viacakona| %
pozitivny | " 5

5 100

ACLA 5 80,00 80,00 20,00 40,00 | 40,00
z;’as:ﬁ'l‘::":n 11 9 81,82 88,89 11,11 11,11
Kyselina fosfatidova| 3 2 66,67 | 100,00 | 100,00 100,00 - 50,00 | -
Annexin V 19 1 57,89 | 9,09 18,18 63,64 9,09 - - 9,00 | 2727
Anti- B2GPI 14 6 42,86 | 66,67 - 66,67 33,33 3333 | 3333 -
Protrombin IgG 65 21 3231 | 9,52 9,52 47,62 - 4,76 476 - | 4762
Protrombin IgM 99 30 3030 | - - 43,33 3,33 10,00 - 3333 | -
Fosfatidylserin 149 42 28,19 | 9,52 9,52 - 19,05 16,67 4,76 23,81 | 30,95
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protrobinu (pri oboch 47,62 %). IgM boli najcastejsie v kom-
binacii s protilatkami proti fosfatidylserinu (43,33 %). Fosfa-
tidylserinové protilatky mali najnizsie percento v kombinacii
s inymi protilatkami (28,19 %), pricom najviac bol pozitivny
s IgM protiladtkami proti protrombinu (30,95 %). Vysledky je
mozné vidiet v tabulke 2.

Okrem vyskytu jednotlivych APLA sme sledovali ich vy-
skyt vzhladom na vek. Pacientky sme rozdelili do 4 vekovych
skupin: 20 - 29 rokov, 30 — 35 rokov, 36 — 40 rokov a 41 -
50 rokov. Zavislost protilatok od veku sme zaznamenali iba
v pripade protilatok proti R2GPI a protrombinu IgG (graf 1).
Okrem toho protilatky proti anexinu V boli vy$Sie u starSich
zien, ale rozdiel nie je Statisticky vyznamny. Vyskyt ostatnych
protilatok nezavisel od veku.

Na zaklade dostupnych informacii o pacientkach sme vy-
brali sibor pacientok, u ktorych bolo mozné sledovat vplyv
lieCby na vyskyt APLA. Tymto zendam bol nasadeny LMWH
(low molecular hepariny), aspirin, vitamin D a kortikoidy. Sle-
dovali sme obsah protilatok pred nasadenim lieCby a ob-
sah protilatok po nasadeni lie¢by. Okrem protilatok IgG pro-
ti protrombinu doslo u vSetkych pacientok k poklesu APLA
po nasadeni lie¢by (tabulka 3). Niektoré pacientky boli pozi-
tivne na viacero APLA naraz, pricom po nasadeni liecby dos-
lo vo vSetkych pripadoch k poklesu protilatok, ktoré boli pred
lieCbou zvysené. Avsak v niektorych pripadoch po nasade-
ni lieCby doslo k vzostupu iného typu protilatok, ktoré pred
lieCbou pozitivhe neboli. NajCastejsie boli takto zvySené pro-
tilatky proti anexinu V a oba izotypy protrombinovych proti-
latok. Niektorym pacientkam sa podarilo po nasadeni lieCby
otehotniet, avSak presné informacie o poklese neplodnos-
ti a uspesnosti tehotenstva nie su k dispozicii vzhladom na
ukoncenie Studie pred ziskanim tychto informacii.

Graf 1. Zavislost protilatok od veku. Graf znazorriuje zavislost

protildtok pre protrombin IgG a anti-B2GPI od veku. Vyskyt protila-
tok proti protrombinu a proti B2GPI signifikantne stipa s vekom,
naopak, protilatky proti fosfatidylserinu nie su zavislé od veku.
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Diskusia

V nasej studii sme sledovali vyskyt APLA u zien s porucha-
mi reprodukcie. Tieto protilatky su zodpovedné za spontan-
ne potraty, vnitromaternicovi smrt plodu, preeklampsiu Ci
Zilova trombo6zu®@. Z 1 246 Zien bolo 24 % pozitivnych na nie-
ktord z APLA.

Protilatky proti ACLA a anti-RB2GPI su zaradené medzi
hlavné kritérid APS, no ich vyskyt u pacientok s poruchami
reprodukcie je minoritny. Nazory na vplyv pritomnosti ACLA
a anti-R2GPI protilatok na priebeh tehotenstva su kontroverz-
né. Na jednej strane sa uvadza, ze ACLA sa podiela na repro-
dukénych problémoch, zatial' Co druha strana tvrdi, Ze ACLA
nie su spojené s tehotenskou morbiditou™. V nasom subo-
re zien nebola frekvencia vyskytu ACLA protilatok u Zien s po-
ruchami reprodukcie vyrazna (len 0,4 %), vyskytovali sa vzdy
v kombindcii s inym typom APLA. Protilatky anti-R2GPI sa
v nasom subore vyskytoval len u 1,13 % zien. Anti-R2GPI sa
vyskytovali hlavne v kombindacii s fosfatidylserinovymi proti-
latkami a s ACLA. Prepojenie medzi ACLA a anti-R2GPI mé-
Ze byt sposobené tym, Ze ACLA maju epitop na bielkovine
R2GPI, preto st schopné priamo sa nan viazat. V pripade vy-
skytu dvoch hlavnych typov protilatok u neplodnych Zien sa
zvysuje pravdepodobnost vzniku APS aj tazsie zdravotné
problémy pocas tehotenstva(?.

V nasom subore neplodnych Zien sa najCastejSie vyskyto-
vali protilatky proti fosfatidylserinu (12,43 %). Aj Stidie Nayfe
a kol. (2013) a Zigona a kol. (2013) uvadzaju, Ze najviac sa
na poruchdach tehotenstva podielaju fosfatidylserinové pro-
tilatky. Zvysené boli aj protilatky proti protrombinu. Viac sa
vyskytoval izotyp IgM nez IgG, no vo vacsine Studii je s APS
najviac spdjany IgG izotyp. Predpoklada sa, ze vyskyt IgM
méze byt spojeny s prebiehajlcim infekénym stavom(9. IgG
izotypy su spdjané hlavne so stratami plodu v skorych fa-
zach tehotenstva(®. Protilatky proti protrombinu maju ¢asté
krizové reakcie aj s fosfatidylserinovymi protilatkami, a taka-
to kombinacia sa podiela na zvySenych trombdzach a poru-
chach tehotenstva®. V nasom pripade bol takyto kombino-
vany vyskyt zisteny medzi fosfatidylserinovymi protilatkami
a IgG protrombinovymi protilatkami (u 47,62 % Zen) a dalej
bol zisteny medzi fosfatidylserinovymi protilatkami a IgM
protrombinovymi protilatkami (u 43,33 % Zien). Viaceré stu-
die uvadzaju, ze protrombinové protilatky su dependentné od
fosfatidylserinu, preto sa odporuca vysetrovat fosfatidylse-
rinové aj protrombinové protilatky sucasne v jednom behu
ELISA. Takéto vysetrenie zlepsi kvalitu diagnostického tes-
tu zachytenim vacsieho mnozstva protilatok, preto k nemu
chceme pristupit aj my.

Tabulka 3. Sledovanie vplyvu lieCby na pokles protilatok proti APLA. V tabulke st uvedené priemerné hodnoty (protilétok pred liecbou
a po nej, uvedené su aj smerodajné odchylky a p-hodnota pre kaz“d;i typ protilatok.

R2GPI 17,72 +5,98 9,46 16,41 0,36
Fosfatidylserin 20 19,11 +6,90 11,87 +10,07 0,0005
fosfatidyletanolamin 7 15,6 +18,38 73 +1,94 0,0012
Annexin V 10 32,22 +29,21 11,1 +6,55 0,0022
Protrombin IgG 14 18,29 +7,55 21,33 +24,47 0,54
Protrombin IgM 4 18,22 +4,41 15,7 +4,16 0,28
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Dalsimi vyznamnymi APLA su protilatky proti fosfatidyle-
tanolaminu, ktoré sme detegovali u 0,92 % pacientok. Sugi
a kol. (2004) vo svojej stadii uvadzaju vyssi vyskyt tychto
protilatok u zien s poruchami tehotenstva v skorsej aj v ne-
skorsej faze gravidity. Protilatky proti anexinu V boli detego-
vané u 1,59 % zien. Anexin V je bielkovina produkovana pla-
centou, ktord ma velmi dobru afinitu k fosfolipidom a viaze
sa aj na povrch trombocytov. Vdaka tejto afinite k fosfolipi-
dom vytvara mriezku okolo membrany, ¢im zabranuje aktivite
koagulacnej kaskady. V dosledku zvySenej produkcie protila-
tok proti anexinu V dochdadza k vystiepovaniu tejto bielkovi-
ny z povrchu a spusta sa koagulacia. Vysledkom je zvysené
riziko straty plodu®. Velmi ¢astym javom je suicasny vyskyt
protilatok proti roznym antigénom, napr. kombinacia protila-
tok proti anexinu V s protilatkami proti fosfatidylserinu sa vy-
skytla u 63,64 % zien.

Plodnost Zeny zavisi od jej veku. Zaujimalo nas, ¢i st AP-
LA zavisle od veku u Zien s diagnostikovanou neplodnostou,
pretoze publikacii o vplyve veku na APLA je malo. Nezazna-
menali sme zavislost vyskytu protilatok proti fosfolipidom
(kardiolipin, fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin a kyselina
fosfatidova) od veku. Naopak, zistili sme, Ze s rastticim ve-
kom stupa vyskyt anti-B2GPI. Mehdi a kol. zistili, Ze frekven-
cia vyskytu R2GPI u Zien stipa s vekom(?), preto je mozné,
Ze aj protilatky proti nemu mo6zu byt ¢astejsie. Podobny trend
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sme zachytili taktiez pri IgG protilatkach proti protrombinu,
ale uz nie pri IgM protilatkach proti protrombinu.

Nase pacientky s pozitivnymi APLA boli lieCené aspirinom,
LMWH, vitaminom D a kortikoidmi. Viaceré Studie poukazali
na to, ze lieCba aspirinom s heparinom alebo kortikoidmi je
Ucinnejsia ako liecba samotnym aspirinom®°2Y, Po nasadeni
liecby doslo poklesu protilatok proti fosfatidylserinu, etano-
laminu a anexinu V. Protilatky proti R2GPI a protrombinu IgM
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