UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
3. LEKARSKA FAKULTA

Ustav pro pédi o matku a dité

Diplomova prace

Placenta a antifosfolipidové protilatky

v etiologii tehotenskych ztrat
The Placenta and Antiphospholipid Antibodies in
Etiology of Recurrent Abortions

Vedouci prace: MUDr. Katefina Andélova
Vypracovala: Petra Martincova
Praha, prosinec 2009



Autor prace: Petra Martincova

Studijni program: VSeobecné lékarstvi

Vedouci prace: MUDr. Katerina Andélova

Pracovisté vedouciho prace: Ustav pro pécéi o matku a dité

Datum a rok obhajoby: 10.12.2009



ProhlaSeni
Prohlasuji, ze jsem predkladanou praci zpracovala samostatné a pouzila
jen uvedené prameny a literaturu. Soucasné davam svoleni k tomu, aby

tato diplomova prace byla pouzivdna ke studijnim G&elGm.

V Praze dne 2. prosince 2009 Petra Martincova



Obsah

1Y ] o 2 5
1. PATOGENEZE ANTIFOSFOLIPIDOVEHO SYNDROMU .......ccorveuirmnnrrnnsrenssrnnsnnes 6
1.1.  Plvod antifosfolipidovych protildtek..........ovvveureiriiiereiineinnnenns 6
1.1.1 B L =] (o= T PP 6
1.1.2 GENELICKEA PreAISPOZICE ...e.e ettt ettt et e ettt aatareaeaes 6
1.1.3. RAKOVINNE DUJENI ...ttt sttt ettt et et eaaaaanans 7
1.1.4. Preména na SKodliVe ProtilatKy .......ueeier ittt it iiessiiessiiessinens 7
[o] V4 . . . 4 e
1.2. Pusobeni antifosfolipidovych protilatek..........c.cooviiviiiiiin. 8
1.2.1. VAV o = I 11T 210 R = VU 9
1.2.2.  Aktivace 5105 T= 9
1.2.3. Ucinek komplexu B2GPI-protilatka na buriky trofoblastu ........................ 11
1.2.4. Vztah mezi aterosklerdzou a antifosfolipidovym syndromem .................. 11
1.2.5. Mikroc&astice pdvodcem trombdz u antifosfolipidového syndromu............ 11
2. MECHANISMUS VZNIKU TEHOTENSKYCH ZTRAT U PACIENTU
S ANTIFOSFOLIPIDOVYM SYNDROMEM .....cceeuuuuuniisrrrmmmmnnnssssssssssesmmmssssnssssssssnns 12
2.1. Komplementova Kaskada ......ccvvviiiiiiiiiiiiii i eneeaens 12
2.1.1 | E I (6] Rl =X) - I 13
2 Y V[ =Y Y= 14 177 0] el =X = Pt 13
2.1.3 =] <o (g 7= B o=t = R 14
o] ré . ] 7
2.2. Pusobeni komplementu u antifosfolipidoveho syndromu......... 14
b D 111 e TN 16
2.2.2. L= 1110178 2 £ 1S e o 17
b TV =/ < 18
2.2.4.  Trombofilie zprostredkovana komplementem .............ccocvvveveveiivininnnnns, 18
3. HISTOPATOLOGICKE ZHODNOCENI PLACENTALNICH ZMEN U PACIENTEK
S ANTIFOSFOLIPIDOVYMI PROTILATKAMI.......ciiiiiirrrinnnnnnssssssssseemmmsssnnnsnssssnnns 19
3.1. Zhodnoceni patologickych 1€zi ......cooviiiiiiiiiiiii e 20
3.2. Zhodnoceni imunoreaktiVity ...o.oovviviiiiiiiiii e 20
3.3. Prikaz aktivace komplementu v placentach..........coocevnevvnnnen. 20
3.4. ZhOANOCENT «.v i e 21
4, CASTECNE ZVYSENI AKTIVACE KOMPLEMENTU JE BEHEM TEHOTENSTVi
PRIROZENE ... .uuttuuuitesurensrnnssrnssssnssrssssrassssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsssnssssnsssnsssnnsses 22
5. KLINICKA KLASIFIKACE ANTIFOSFOLIPIDOVEHO SYNDROMU ........ceeeuueee 23
6. TERAPIE......ceitteuiieesirensrressrnnssrnsssrmssresssensssensssnssssnsssansssnnssnnsssansssnnsssnnssnnssnns 23
.7 N Y/ = 2 25
SOUHRN ..couiieuirienirenrresrnnssrnsssrmsssanssresssensssnssssnssssnssssnsssassssnsssnnsssansssnnsesnsssnnnsnns 26
SUMMARY ..uituuieeusresusenssrnssssssssssssessssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsssnnsssnsssnsssnns 27
SEZNAM POUZITE LITERATURY .euuuuuiiiiiiiimssssssssssssssemmmmmssssssssssssssssmmsssssnnsssssssnns 28
SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU ......cccciiririiirrnrsnssssss s ssssssssssssssnes 32
SEZNAM PRILOH.....ciiiiiiriiiiisissssssssssssssssssss s ssssssssssssnsssssssssssnnssssnnsnnnnns 32
PRILOHY ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannsssssssssssssnsssssnnnssnssnnnnnnnssnsnsnnnnsnnsnnnnnnnnnnns 33



Uvod

Tématem této diplomové prace je interakce placenty a
antifosfolipidovych protilatek pri stejnojmenném syndromu. Jak bychom
syndrom definovali? Antifosfolipidovy syndrom je charakterizovan tvorbou
tepennych a ZzZilnich trombdz. Nejcastéjsi je projev zilni - hluboka zilni
trombdéza. Arteridlni trombdza se obvykle manifestuje jako
cerebrovaskularni prihoda. Také je znamou pric¢inou téhotenskych
komplikaci, dochazi k téhotenskym ztratdm, preeklampsii, placentalni
insuficienci a zpomaleni rdstu plodu. Je dobré zminit vyskyt
trombocytopenie, livedo reticularis a 1éze srdecni chlopné a jevy s nizkou
prevalenci (pod 5 procent) jako velkou periferni arterialni okluzi, choreu,
transverzni myelopatii, ARDS a avaskularni kostni nekrdzu.

Pri syndromu dochazi k tvorbé antifosfolipidovych protilatek,
razenych do tri skupin: antikardiolipinové protilatky, protilatky pri lupus
antikoagulans a protildtky proti rlznym proteinm (hlavné proti beta 2-
glykoproteinu). U pacienta se mlze vyskytovat jedna skupina samostatné

nebo také vsechny.

My se budeme =zabyvat patogenezi téhotenskych komplikaci.
Rozebereme si rGzné mechanismy, jak protildtky pUsobi na placentu,
nastinime roli komplementu, ktery je prekvapivym Uustfednim clankem
mechanismu poskozeni a ¢astecné se dotkneme i terapie, kdyz si ukdzeme
zplsob U¢inku antikoagulancii, hlavné heparinu. Pfesné pochopeni do
neddvné doby nezndmé cesty pogkozeni placenty u APS pomulze
v budoucnu spravnymi preventivnimi postupy predchazet téhotenskym

ztratam, diky |éCbé, ktera bude vice specificka a cilena nez dosud.



1.Patogeneze antifosfolipidového syndromu

Antifosfolipidovy syndrom je jednou ze znadmych pfti¢in potratd,
materské a fetdlni morbidity. Je charakterizovan trombdézami a
téhotenskymi ztratami, ke kterym dochazi v pritomnosti
antifosfolipidovych protilatek. Jaké faktory jsou zodpovédné za tvorbu
antifisfolipidovych protilatek? Prekvapivé antifosfolidové protilatky nejsou
namireny proti fosfolipiddm, ale proti Siroké $kale proteinl navazanych na
fosfolipidy (také znamych jako kofaktory). Beta 2-glykoprotein (B2GPI) je
nejduleZit&j&im cilem antifosfolipidovych protildtek. Navic se zda, Ze jen
protilatky s vysokou afinitou k B2GPI maji vyznam v patogenezi
onemocnéni. V priloze €.1 nalezneme frekvenci vyskytu antifosfolipidovych

protilatek v bézné populaci.

1.1. Plvod antifosfolipidovych protilatek
Hypotézy vysvétlujici vznik antifosfolipidovych protildtek mdzeme

rozdélit do &yt skupin. V etiologii se mUZe uplatnit infekce, geneticka
predispozice, rakovinné bujeni a preména prirozenych, neskodlivych

protilatek na skodlivé.

1.1.1. Infekce
Mnozstvi infekci je doprovazeno vzestupem antifosfolipidovych

protilatek a v nékterych pripadech dokonce klinickou manifestaci
antifosfolipidového syndromu. Neékteri infekéni Ccinitelé maji na svém
povrchu epitopy podobné B2GPI, kterymi se snazi zamaskovat exogenni
podstatu cinitele. B-Lymfocyty mohou zkfizené reagovat s témito epitopy
na béznych bakteriich a virech, nasledné syntetizovat antifosfolipidové
protilatky. Anti-B2GPI protilatky rozeznavaji tyto maskovaci peptidy na

urovni sekvence aminokyselin a konformacni struktury.

1.1.2. Geneticka predispozice
Ukazuje se geneticka provazanost antifosfolipidovych protilatek

s MHC (major histocompatibility complex), tedy HLA systémem. Co se



tyée genl pro B2GPI, je prokazano, Ze pfitomnost alely Val247 muize byt
jednim z genetickych rizikovych faktor( rozvoje APS - i kdyZ vysledky si
protireCi. Yasuda et al. zjistili, Ze alela Val247 je spojena jak s vyssi
frekvenci vyskytu anti-B2GPI protilatek, tak s jejich vétsi reaktivitou. Na
druhou stranu, Camillieri et al. nenalezli zadné spojeni mezi
polymorfismem Val/Leu247 a pfitomnosti anti-B2GPI protilatek v bilé
(kavkazské) populaci.(1)

Vystaveni geneticky predisponovaného jedince jednomu nebo vice
faktorlm prostiedi, naptiklad infekcim, mize vést ke vzniku trombdz a
téhotenskych ztrat, a to diky jiz zminénému maskovani mikrobialnich
epitopd na B2GPI.

1.1.3. Rakovinné bujeni
Exscesivni proliferace, neucinna apoptéza, pripadné oboji, stoji za

hromadénim bunék u nadorového bujeni. Apoptdéza a autoimunita maji
spolecné, Ze u nich dochazi k tvorbé protilatek. Protilatky se vazou na
apoptické bunky a rozeznavaji povrchové epitopy, mezi tyto epitopy
mUZeme zahrnout také fosfolipidové komplexy a B2GPI. Vyskyt téchto
protilatek se zvysi, kdyz se zméni antigenni struktura membrany maligni
bunky prochazejici apoptdézou a antigeny dosud ukryté intracelularné se
exponuji na membrané. Tady je dobré poznamenat, ze jednou
z nejranéjSich zmén u bunék prochazejicich apoptézou je externalizace
fosfatidylserinu na povrch bunky. Navazani antifosfolipidovych protilatek
na fosfatidylserin bude zmifnovano pozdéji u bunék trofoblastu, bude to

povazovano za zacatek aktivace klasické cesty komplementu.

1.1.4. Premeéna na skodlivé protilatky
Nékteré dikazy naznaduji specifické regulaéni funkce pFirozenych

protilatek v imunitnim systému. Tyto pfirozené protilatky proti infekénim
initeldm mohou projit premé&nou kvili vystaveni oxidaénimu stresu a
jinym neptiznivym podminkdm. To znamend, Ze plvodné& nemusely byt
antifosfolipidové protilatky patologické formy imunity, ale mohly ztratit

své puvodni funkce pfi zménénych podminkach v cévnim systému a ziskat



svou autoimunitni podstatu. Pro tuto moznost hovori nasledujici zjisténi:
Antifosfolipidové protilatky byly nalezeny priblizné ve 12% u starsi

populace a ve 2% u mladsi populace. (2)

1.2. Plsobeni antifosfolipidovych protilatek
UZ jsme zminili, Ze plvodcem poskozeni u antifosfolipidového

syndromu jsou hlavné protildtky proti beta 2-glykoproteinu. U rlznych
zvitecich modeld vyvolala imunizace kofaktorem B2GPI klinické
manifestace antifosfolipidového syndromu, zahrnujici téhotenské ztraty,
trombocytopenii, neurologické a behavioralni dysfunkce. B2GPI je vysoce
glykosylovany jednoretézcovy protein bez znamé fyziologické funkce.
Nachazi se v plazmé&, vaze se k negativné& nabitym fosfolipidim, jakymi
jsou kardiolipin, fosfatidylserin a fosfatidylinositol. Po navazani na
fosfolipidy méni B2GPI svou konformaci a exponuje skryty epitop, na ktery
se mohou vazat s vysokou afinitou protilatky. Autoprotilatky B2GPI
dimerizuji a zafixuji v aktivni konformaci, aby mohlo dojit k tvorbé
komplexu s fosfolipidovym anionem. Tento komplex pak nasledné
ovliviiuje hemostatické reakce, aktivuje rozlicné bunécné elementy,

komplement a ma vliv také na aterosklerézu.
Tabulka 1

Vliv antifosfolipidovych
protilatek

hemostatické reakce koagulace ziskana rezistence na protein C
inhibice kofaktorové aktivity proteinu S
inhibice antitrombinu
inhibice cesty inhibitoru tkanového faktoru
ukladdani imunokomplexd
indukce tvorby mikrocastic

fibrinolyza inhibice aktivity tPA
inhibice fibrinolyzy pfes interakci s anti-
plasminem
aktivace faktoru XI

Aktivace bunécnych endotel prozanétlivy a protromboticky fenotyp
elementt TLR4 a annexin A2

monocyty indukce tkanového faktoru
TLR4

desticky aktivace a indukce agregace
LRP-8, GPIba

Aktivace komplementu indukce trombdzy
aktivace bunék endotelu




prozanétlivé prostifedi a téhotenské ztraty

Ateroskleroza B2GPI/OxLDL komplex

Tabulka ndzorné popisuje vliv antifosfolipidovych protilatek na rtzné
oblasti, jez na tomto misté rozvineme. Tato prace je zameérena na
placentu, proto déje probihajici mimo tento rdmec, které ac¢ by si samy
zaslouZily podrobny popis, budou z kapacitnich ddvodd a pro lepéi

prehlednost vysvétleny jen strucné.

1.2.1. Vliv na hemostazu
Antifosfolipidové  protildatky maji  aktivitu  prokoagulacni i

antikoagulaéni. Mé&ni hemostatické reakce rozli¢nymi zplsoby - mohou se
vazat na proteiny na membrané, blokovat interakci mezi proteiny,
zabrafiovat ostatnim proteindm v pfistupu k fosfolipidové membréné.
Napriklad bylo popsano zabranéni antikoagulace pomoci inhibice aktivity
proteinu C, proteinu S a antitrombinu. Mohou se nachazet u pozménéné
fibrinolyzy, jak naznacuji zvy$ené plazmatické hladiny antigend PAI-1 a t-
PA (plasminogen activator inhibitor 1 a tissue-type plasminogen
activator). Na homologni katalytické domény serinovych proteaz (meazi
které patfi trombin, t-PA a aktivovany protein C) se vazou nékteré
antikardiolipinové protilatky. To napovida, ze nékteré antikardiolipinové
protilatky rozeznavaji konformacni epitop, ktery je sdileny s B2GPI a

homologni katalytickou doménu nékolika dalSich serinovych proteaz.

1.2.2. Aktivace bunék
Komplex B2GPI-protilatka se vaze na rozlicné typy bunék, mezi

které patri bunfiky endotelu, monocyty a desticky. Vysvétlenim, procC je
trombdza u antifosfolipidového syndromu tak hojné rozSirena, je znacné
mnoZstvi membranovych receptort podilejicich se na bun&&né aktivaci a

reagujicich s protilatkami.

Prenos signalu pres Toll-like receptor (TLR) je zahrnut v aktivaci
endotelu komplexem B2GPI-protilatka. TLR je prirozeny ligand pro

mikrobidlni struktury, coz naznacuje, e B2GPI s nim mdZe interagovat.



Kdyz komplex B2GPI-protilatka rozezna tento receptor, kovalentné se na
néj navaze. Endotelidlni aktivace u antifosfolipidového syndromu je
zprostredkovana TLR4, vysledkem je up-regulace tkanového faktoru,
syntéza a sekrece adhezivnich molekul a prozanétlivych cytokind, jinak
receno, protromboticky a prozanétlivy fenotyp.

Endotelidlnim receptorem pro B2GPI je annexin A2. Tento receptor
se uplathuje ve fibrinolyze a je schopen vazat monomer B2GPI bez
potfeby pritomnosti anti-B2GPI protilatek. Dale vaze plasminogen a tPA.
Chybi mu transmembrénovd doména, a proto nemuZe prenaset signaly
pres membranu do burky, a tak musi byt jesté jiné, zatim neznamé,
receptory zahrnuty v aktivaci bunék endotelu. Dodejme, ze u malého
procenta pacientd s antifosfolipidovym syndromem nalézdme protilatky
mirici pfimo na annexin A2. Tyto anti-A2 protildatky jsou schopny vyvolat
expresi tkanoveho faktoru endotelem, podobné jako je to u anti-B2GPI
protilatek. Navic anti-A2 protilatky znemoznuji annexinu A2 zastavat svou
funkci kofaktoru pro tvorbu plazminu, a tak ¢astecné inhibuji fibrinolyzu.

Dale mize byt antifosfolipidovy syndrom zprostfedkovan skrz cesty
zahrnujicich aktivaci NFkB a fosforylaci p38 mitogen-activated protein
kinase. Raschi et al. prokazali zahrnuti molekul myD88 a TRAF6, molekul

zavislych na TLR4, v této aktivaci endotelu.

Monocyty jsou také aktivovany komplexem B2GPI-protilatka.
Aktivace  monocytd umozZni up-regulaci  tkariového faktoru u
antifosfolipidového syndromu. Lopez-Pedrera et al. predpokladali ze
nitrobunécny prenos signalu zahrnoval simultanni aktivaci NFkB/Rel
proteini pres p38 mitogen-activated protein kinase MEK-1/ERK. Neddvno
Sorice et al. prokazali interakci mezi B2GPI, annexinem A2 a TLR4
v lipidovych ¢luncich plazmatické membrany lidskych monocytd. Navic
ilustrovali zpGsob, jakym probihd prfenos signalu zavislého na NFkpB, ktery
zahrnuje TLR4 a kinazu spojenou s receptorem pro interleukin-1
(interleukin-1 receptor-associated kinase), tento zpisob je podobny tomu
u bunék endotelu. (3)
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Pro aktivaci desticek komplexem B2GPI-protilatka jsou potfeba 2
receptory, low density lipoprotein receptor-related protein 8 (také znam
jako apolipoprotein E receptor 2) a platelet adhesive receptor glycoprotein
Iba. Jesté s pomoci trombinu indukuje tento komplex tvorbu tromboxanu
B2, hlavné pres fosforylaci p38 mitogen-activated protein kinase a

naslednou fosforylaci cytosolové fosfolipazy A2. (4)

1.2.3. Udinek komplexu B2GPI-protilatka na buriky
trofoblastu

Bylo prokazano in vitro, ze antifosfolipidové protilatky maji primy
uc¢inek na placentalni trofoblast. Tropismus protilatek k placenté ma
jednoduché vysvétleni, bunky trofoblastu externalizuji fosfatidylserin a
B2GPI na vnéjsi membranu. Antifosfolipidové protilatky maji rozlicné
U¢inky na placentu, mohou zasahovat do intermembranovych vztahd
bunék trofoblastu, jinak receno, zasahovat do tvorby vazeb téchto bunék,
redukovat jejich proliferaci, invazivitu a uvolfiovani choriogonadotropinu,
zvy$ovat apoptdzu. Vznikd prozanétlivé prostiedi se sekreci cytokind a
aktivaci komplementu, kde mohou nasledné zanétlivé procesy
zprostredkované antifosfolipidovymi protilatkami indukovat defektni
placentaci bez vzniku trombdz. Roli komplementu u téhotenskych ztrat si

dtkladné popiSeme v daldich ¢astech této prace.

1.2.4. Vztah mezi ateroskleréozou a antifosfolipidovym
syndromem

Vztah mezi komplexem B2GPI-protilatka a aterosklerézou je
nejasny. Zatimco in vitro studie prokazaly, ze komplex B2GPI-protilatka je
spojen s odchylkou endotelidlnich funkci a zkfizenou reakci s oxidovanymi
low-density lipoproteiny, dlkazl z klinickych studii je pro toto spojeni

pomalu.

1.2.5. Mikrocastice plivodcem tromboéz u
antifosfolipidového syndromu

Pokud zacneme obecné, po bunécné aktivaci nebo indukci apoptdzy

u lidskych bunék dochazi k uvolnéni mikrocastic, v pripadé apoptdzy se
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nazyvaji apopticka téliska. Tyto mikrocastice vzniknou exocytdzou,
uvolnuji se cytoplazmatické vesikly obalené membranou, na membrané
vystavuji  negativné nabité fosfolipidy a povrchové antigeny
charakteristické pro plvodni buriky. Diky katalytickému povrchu, ktery
vznikne vystavenim fosfatydilserinu na povrchu nebo aktivitou tkanového
faktoru, dochdzi ke shromazdovani koagula¢nich plsobkl a tvorbé
trombinu. Mnohé studie potvrdily souvislost mezi protrombotickymi a
prozanétlivymi poruchami a zvySenou hladinou mikrocastic. Hladiny
mikro¢astic endotelidlniho plvodu byly zvydeny u pacientd s lupus
antikoagulans oproti skupiné zdravych jedincl. Dale byl nalezen vétsi
pocet mikrodastic u pacientd s trombotickymi komplikacemi, neZ u téch

bez komplikaci.

Néktera onemocnéni provazi vyskyt antifosfolipidovych protilatek. V

priloze €. 2 se nachazi jejich strucny vypis.

2. Mechanismus vzniku téhotenskych ztrat u
pacientl s antifosfolipidovym syndromem

Jak uz jsme zminili, pri diferenciaci bunék trofoblastu dochazi ke
externalizaci fosfatidylserinu na vnéjSi membranu. K této molekule maji
antifosfolipidové protilatky vysokou afinitu, a proto se na ni zacnou vazat.
Pri této reakci dochazi k aktivaci klasické cesty komplementu, vzniku jeho
St&pnych produktl, které zprostfedkuji poskozeni placenty, t&hotenské
ztrdty a omezeni ristu plodu. Aby byl popis vzniku poskozeni prehledny,

nejprve si je dobré vysvétlit, co to vlastné komplement je.

2.1. Komplementova kaskada
Komplementovy systém je slozen z vice nez triceti sérovych a

7 s . o v .7 v . .
membranovych proteinu. Ty v souhre pracuji na ochrané organismu proti
mikroorganismim, iniciuji za&nét a poskozeni tkané&. Aktivace

komplementu vede k privolani a aktivaci zanétlivych bunék.
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Devét sérovych proteind , zndmych jako C1-C9, je hlavni slozkou
komplementu. Po rdznych podnétech se kaskadovité aktivuji. Ustfednim
clankem je C3, jehoz fragment se vaze na mikrobidlni povrch.
Meziprodukty komplementové kaskady se podileji na opsonizaci a
chemotaxi, terminalni produkt komplementové kaskady Membrane Attack
Complex (MAC) je schopen perforovat membrany mikroorganismu a tim je
likvidovat. Tento komplex je slozen z proteind C5b, C6, C7, C8, C9.
Komplement se aktivuje tremi cestami - klasickou, lektinovou a

alternativni.

2.1.1. Klasicka cesta
Protilatky se navazi na povrch mikoorganismu, tim se pozméni

konformace protilatkové molekuly, a tak se odhali vazebné misto pro
protein C1. Protein C1 po vazbé& na protildtku zmé&ni svQj tvar a zac¢ne
proteolyticky $tépit C2 a C4. Stépenim vzniklé C4b a C2a se také navazi
na povrch mikroorganismu a vytvori klasickou C3-konvertazu, enzym
$té&pici C3 na C3a a C3b. Fragmenty C3a plsobi chemotakticky na
fagocyty. Molekuly C3b slouzi jako vyznamné opsoniny, navic z nékterych
vznikaji C3 konvertazy, zesilujici odpovéd’ na podnét. Z nékterych
molekul C3-konvertazy vznikaji slozitéjsi komplexy, C5-konvertazy, které
maji za ukol Stépit protein C5 na C5b a chemotakticky C5a. Vznikem C5b
vstupuje komplementova kaskada do své zavérecné, lytické faze.

Fragmenty C5b tvori komplex s dalSimi komplementovymi proteiny,
C6, C7 a C8. Komplex se zanori do povrchové lipidové membrany cilové
bunky a dojde k pripojeni 3-18 molekul C9, dostane tvar kruhu - péru.
Péry unikaji cytoplazmatické komponenty bunky, dojde k osmotické
poruse vnitfniho prostfredi bunky, a tim zacne Ilyza. Neékteré
mikroorganismy jsou odolné vG¢&i komplementovému lytickému poskozeni
diky své bunécné sténé.
2.1.2. Alternativni cesta

Jednd se o nespecifickou imunitni reakci. Protein C3 se,

zjednodusené receno, s malou frekvenci Stépi na C3a a C3b samovolné.
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Molekula C3b obsahuje velmi reaktivni thioesterovou skupinu, ktera se
odkryla stépenim. Tato skupina vétSinou reaguje s vodou, a tak je
deaktivovana. Pokus se vSak navaze na hydroxy- a aminoskupinu na
povrchu mikroorganismu nebo buriky vlastniho organismu, nasleduje sled
dalSich reakci. K molekule C3b se pripoji faktor B, sérovy protein. Ten je
Stépen sérovou proteazou faktorem D na Ba a Bb. Properidin (faktor P)
stabilizuje tvorici se komplex C3bBb, a tak vznikne alternativni C3-
konvertdza. Kaskdda pak pokracuje zplsobem totoZnym s klasickou

cestou.

2.1.3. Lektinova cesta
Podobna klasické cesté, ale iniciatorem je misto protilatky lektin

vazici mannosu ( MBL - mannose-binding lectin). Vaze se primo ( tzn. bez
protilatky) na sacharidové struktury povrchu mikrobl. Funkci i strukturou

je podobny C1, také proteolyticky Stépi C4 a C2.

2.2. Plisobeni komplementu u antifosfolipidového
syndromu
Salmon, Girardi et al. vytvorili mysi model antifosfolipidového

syndromu, tento model vznikl pasivnim prenosem lidskych
antifosfolipidovych protilatek. Prokdazali, Zze aktivace komplementu tvofi
zdklad a pfi¢inu téhotenskych ztrdt, zpomaleni rlstu plodu u
antifosfolipidového syndromu. Pasivni prenos IgG od Zen s opakovanymi
téhotenskymi ztratami a antifosfolipidovymi protilatkami zpdsobil u 40
procent resorpci plodu, v porovnani s méné nez 10 procenty u mysi s IgG
od zdravych jedincG a 35procentni sniZzeni primérné vahy preZivajicich
plodd. Pozorovali jsme podobny pomér selhdni téhotenstvi pfi pouZiti IgG
od péti rozdilnych pacientd, stejné jako pfi uZiti monoklondlnich lidskych
antifosfolipidovych protilatek. Tyto in vivo pozorované patogenetické
uéinky  potfebuji jak rozpoznani relevantnich cilovych antigend
antifosfolipidovymi protilatkami, tak pres Fc-doménu zprostredkovanou

aktivaci komplementu, ktera indukuje nasledné vyvolavatele poskozeni.

(5)
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V jejich pocatecCnich studiich se soustrfedili na pozorovani, zda
inhibice komplementové kaskady zabrani téhotenskym ztratam a
zpomaleni rdstu plodu. Nejprve pouzili Crry-Ig, inhibitor C3-konvertazy.
Prokazali, ze mysSi deficientni v C3 komplementu byly rezistentni
k poskozeni plodu antifosfolipidovymi protilatkami. Tim ukazali, ze inhibice
spolecné cesty komplementové kaskady zabrani poskozeni, ale kterd
z molekul je patogeneticky vyznamna? Aby definovali pocatky a kritické
Cinitele antifosfolipidovymi protilatkami zprostfedkovaného poskozeni,
pouzili mysi s chybé&jicimi elementy komplementové kaskady (C4, faktory
B, C5 a Cb5a receptory) a také uzili inhibitory komplementové aktivace
(anti-C5 mAb, anti-factor B mAb a antagonizujici peptid C5a receptoru).
Identifikovali komplementovy protein C5 a zvlasté jeho Stépny produkt
C5a, jako klicové mediatory fetalniho poskozeni. Pri pouziti protilatek nebo
peptidQ, které blokuji interakce C5a-C5a receptoru, zabranili t&hotenskym
komplikacim.

Navic mysSi deficientni v alternativni a klasické cesté komplementu
(faktor B, C4, C3 a C5) byli rezistentni k fetdlnimu pogkozeni zplsobeném
antifosfolipidovymi protilatkami, a tak jejich vysledky naznacuji, ze obg,
jak klasicka, tak alternativni cesta aktivace komplementu prispivaji
k poskozeni. Vysvétluji to tak, Zze nejdrive dojde aktivaci klasické cesty
antifosfolipidovymi protilatkami, na uUrovni C3 potom dojde k aktivaci
alternativni cesty komplementu, ktera vytvori amplifikacni smycku, a tim

zvetsi rozsah poskozeni.
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Obrazek 1. Interakce C5a-C5aR indukuje dalSi &e

2.2.1. TNF-a
DalSi studie zkoumaly, jaké molekuly po aktivaci komplementu

zpUsobi placentélni pogkozeni. Prokazaly, Ze transfer antifosfolipidovych
protilatek ma za nasledek rychly vzestup decidudlnich a systémovych
hladin TNF-a. Ukdzalo se, ze TNF-a je dllezity mezi¢kdnek procesu,
spojnice aktivace komplementu s placentalnim a fetalnim poskozenim. U
mysi deficientnich v C5, kterym byly transferovany antifosfolipidové
protilatky, nedoslo ke zvysSenim hladin TNF-a a u téchto mysi nebo mysi
lé¢enych blokdtorem TNF-a byla fetélni resorpce méné castd. Ucinek TNF-
a na placentalni tkan je primy a neprimy.

Na bunkach trofoblastu nachazime TNFR (receptor pro TNF-a), ten
moduluje bunécnou proliferaci a diferenciaci pfi fyziologickém téhotenstvi.
Jak ukazaly studie, TNF-a indukuje apoptdézu bunék cytotrofoblastu, coz
napovida, Zze chybna exprese TNF-a mize mit &kodlivé G&inky na vyvoj
placenty a jeji funkci. AvSak regulovana exprese TNF-a ve vyvijejici se
placenté je v urcitych stadiich esencialni. Dale ma zvySena hladina TNF-a
vliv. na corpus luteum, coz se projevuje naslednou nedostatecnou
syntézou hormond.

Dale mdze TNF-a plsobit nepfimo pres aktivaci leukocytl a bunék
endotelu. Neutrofily a monocyty stimulované TNF-a uvoliuji zanétlivé
mediatory. Patfi mezi né reaktivni oxidanty, proteolytické enzymy,

komponenty komplementu. Tyto mediatory primo poskozuji decidualni
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tkan, akceleruji aktivaci alternativni cesty komplementu, zvysuji Stépeni
C5, a t&mito mechanismy pUsobi na daléi znasobujici uvolfiovani TNF-q,
vznikne zpé&tna smycka, kerd zpUsobi daldi rozsifeni zanétu.

Je mozné, ze bunky trofoblastu secernuji TNF-a také, jako odpovéd
na stépné produkty komplementu nebo MAC (membrane attack complex).
Placentalni tkan vystavena nejdrive komplementem navozené hypoxii, pak

nasledné reoxidaci, in vitro secernovala TNF-a, a tak podporovala zanét.

2.2.2. Tkanovy faktor
Jiny zpUsob, kterym komplement a hlavné C5a zpUlsobuje po&kozeni

plodu a placenty, je indukci exprese tkanového faktoru (TF). Transfer
antifosfolipidovych protilatek zvySuje mnozstvi TF v decidualni tkani bez
vzniku fibrinovych depozit nebo trombd. Podafilo se zabranit
antifosfolipidovymi protildtkami zpUsobenému zanétu a té&hotenskym
ztratdm pri blokadé TF monoklonalni protildtkou a prfi snizeni TF
genetickymi metodami. TF z myeloidnich bunék, tzn. ne z trofoblastu
fetdlniho plvodu, byl spojen s fetdlnim poskozenim, coz naznaéuje, Ze
neutrofily jsou plvodci patologického TF. PFesny pribé&h mdZeme popsat
takto - spojeni C5a s C5a receptory na neutrofilech indukuje expresi TF, to
pak zplsobi oxidativni vzplanuti, tim poskozeni trofoblastu a t&hotenské
ztraty.

Ale jak TF indukuje oxidativni vzplanuti? Na chvilku odbolime k
hemostaze - na TF se vaze faktor VII z plazmy, je aktivovan na FVIIa a
vznikly komplex TF/FVIIa aktivuje jak koagulacni faktor X, tak faktor IX, a
tak je aktivovana koagulacni kaskada. V nasem pripadé komplexy
TF/Faktor VIla, TF/FVIIa/Faktor Xa, taktéZ faktor Xa a trombin plsobi
prozanétlivé navazanim se na receptor aktivovany proteazou (PAR,
protease activated receptor). Aktivovanim tohoto receptoru spusti
signalizaéni cestu vedouci k expresi TNF-a, interleukinl a adhezivnich
molekul. Redecha et al. potvrdili, Ze pro aktivaci neutrofild je dileZity PAR
2, PAR 1 nema vliv. Taktéz ukazali, ze pro oxidativni vzplanuti je
ustfednim c¢lankem komplex TF/Faktor VIIa a neni pro néj potreba ani

tvorba trombinu ani faktoru Xa.
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2.2.3. VEGF
Za tfeti, produkty aktivace komplementu mohou zpUsobit

nerovnovahu angiogennich faktorl, kterd je potfeba pro fyziologicky
prib&h t&hotenstvi. Pro Usp&&ny embryondlni rdst je potfebny spravny
vyvoj fetomaternalniho vaskularniho rozhrani. Koordinace exprese VEGF a
PIGF (vaskluldrniho endotelidiniho a placentalniho rlstového faktoru) je
potfebna pro spravny vyvoj placenty. Stejné tak je duleZitd exprese jejich
receptorl na burikach invazivniho trofoblastu, u VEGF to jsou VEGFR-1 a
VEGFR-2. Ale pfi interakci C5a-C5a receptoru dojde v monocytech k
pozménénému Stépeni VEGFR-1, vznikd solubilni VEGRF-1 (sVEGRF-1),
ktery je nasledné secernovan. Tento pozménény solubilni receptor
postrada cytoplasmatickou a transmembranovou doménu, ale ponechal si
doménu vdzajici proteiny. V podstaté vychytdvd VEGF, ale nemuzZe
prenést signal, takZze zplUsobuje depleci VEGF. A tak prebytek sVEGFR-1
inhibuje diferenciaci a invazivitu placentalniho cytotrofoblastu, a tim ma
klicovou roli v patogenezi abnormalniho vyvoje placenty spojeného

.7 7 o]
s preeklampsii a zpomalenim rustu plodu.

2.2.4. Trombofilie zprostredkovana komplementem
Komplement je schopen pfispét at uz pfimo, & nepfimo

k trombofilnim stavim. Proteiny komplementu C5b-9 (MAC) a interakce
C5a-Cbha receptoru maji schopnost indukovat tyto stavy. O hemostatickém
plsobeni antifosfolipidovymi protildtkami aktivovanych monocytd,
desticek a bunék endotelu jsme uz psali, taktéz o reakcich mezi témito
aktivovanymi elementy a komplementem. Jesté dodejme, Ze aktivace

komplementu mé ddleZitou Ulohu v adhezi leukocytt k bufikdm endotelu.

To bylo nastinéni procesu, jakym antifosfolipidové protilatky plsobi

na placentalni tkan, a ted se soustifedime na histopatologické nalezy.
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3. Histopatologické zhodnoceni placentalnich
zmeén u pacientek s antifosfolipidovymi
protilatkami

V minulé kapitole jsme vysvétlovali mechanismus antifosfolipidového
syndromu na mysSim modelu. Aby tato prace byla kompletni, je potreba si
popsat zmény, jez byly pozorovany na lidskych placentach. O presné
popsani zmeén se pokouseli Shamonki et al.. Jejich studie je pro nasi praci
klicova, a proto si ji rozebereme podrobnéji.

Pacientky byly vybrany retrospektivné, histopatologické diagndézy
byly vyhodnoceny stejnym patologem u vsSech placent, v dobé odeslani
vzorku, nezavisle na této studii, klinické informace byly ziskany od
gynekologa zodpovédného za porod. Kontrolni skupina byla vybrana mezi
zenami s fyziologickym téhotenstvim a s placentami bez podstatnych
patologickych nalezl. Studie zahrnovala 47 pacientek s klinicky
potvrzenymi antifosfolipidovymi protilatkami. Pacientky
s antifosfolipidovymi protilatkami mély oproti kontrolni skupiné vyrazné
vice spontannich potratd v anamnéze a s vét§i zavaZnosti, nebyly zde
zadné jiné klinické rozdily. Obé skupiny byly podobného véku a parity. U
obou skupin se v téhotenstvich tvorily placenty a plody mély podobnou
velikost. ProtoZze jen placenty donodenych Zivych novorozencl byly
zahrnuty ve studii, plody byly srovnatelného gestacniho véku. Aby se
zvyraznil efekt, ktery maji samotné antifosfolipidové protilatky na depozici
komplementu, byly do studie vybrany jen pacientky s antifosfolipidovymi
protilatkami, ale bez antifosfolipidového syndromu. Byla vybrana cast
tkané, ktera byla prosta patologickych I|ézi, protoze l|épe ukazovala
placentalni funkcnost a reflektovala dynamické procesy. Predpokladali, ze
nedochazi jen k aktivaci komplementu, ale také i k hlubSim
histopatologickym zménam placentdlni tkané, imunohistochemickym
barvenim se barvicim nespecificky. Pomoci imunohistochemickych metod

se ve Vvildznim rozhrani zjistovala depozice aktivovanych produktd
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komplementové kaskady, a to klasické cesty (C4d), casné spolecné cesty

(C3b) a konecné spolecné cesty (C5b-9).

3.1. Zhodnoceni patologickych lézi
Patologické 1éze byly pozorovany v 62 procentech pfipadl pacientek

s antifosfolipidovymi protildtkami. Pri hodnoceni mikroskopem byly
popsany nasledujici zmény v placentach téchto pacientek: deciduitis,
decidudlni nekréza, zvy$ené mnozstvi syncytidlnich uzlikd, ,akcelerovana"
zralost klkd, avaskuldrni klky a vildzni infarkty, retroplacentdini
hematomy, intervilézni trombdzy, atherosis a pretrvavani vaskularniho

hladkého svalu.

3.2. Zhodnoceni imunoreaktivity
Abychom si ukazali, jak byli vzorky hodnoceny, ocitujeme zde cast

prace. Intenzita imunoreaktivity a procento bunék, které se obarvily, byly
u kazdého pripadu ohodnoceny pro kazdou protilatku, aby se mohlo
vypocitat H-skdre. H-skore je definovano jako 2pi(I), kde I je intenzita
obarveni s hodnotami 0, 1 nebo 2 (zadné az minimalni, stfedni a vyrazné)
a Pi je procento bunék, které byly obarveny pro kaZdou intenzitu,
v rozmezi 0-100% s maximalnim skore 200. Skdre byla pocitana pro
kazdy typ buriky (cytotrofoblast, syncytiotrofoblast, extravildzni
trofoblast), polohu ( cytoplazma, bunécna membrana, bazalni membrana)
a protilatku (C3b, C4d a C5b-9). Kdyz byly fFezy odecitany, patolog nemél
Udaje, zda se jedna o placenty pacientek nebo kontrolni skupiny. (6)
V ptiloze ¢ 3 se nachdzi ukdzky intenzity imunoreaktivity v rlznych

oblastech.

3.3. Pritkaz aktivace komplementu v placentach
U placent pacientek s antifosfolipidovymi protilatkami byla intenzita

imunoreaktivity pro vsechny mérené komponenty komplementu velmi
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vyrazna v extravildoznim trofoblastu, ve vildznim trofoblastu byly zase vétsi

rozdily v barveni. Jednotlivé vysledky jsme umistili do prehledné tabulky.

Imunoreaktivita
porovnani s kontrolni
placenty pacientek skupinou
cytoplazma vildézniho trofoblastu (syncytiotrofoblast a
C4d |cytotrofoblast) zvysena
bunécna a bazalni membrana bunék vilézniho
trofoblastu zvysena
extravilozni trofoblast decidua basalis zvysena
cytoplazma vilézniho trofoblastu (syncytiotrofoblast a
C3b | cytotrofoblast) zvysSena
neutralni (zvySeno u obou
extravilézni trofoblast decidua basalis skupin)
C5b- | cytoplazma vildzniho trofoblastu (syncytiotrofoblast a
9 cytotrofoblast) snizena
neutralni (zvySeno u obou
extravilézni trofoblast decidua basalis skupin)

Tabulka 2 Priikaz aktivace komplementu v fiznych oblastech placenty a porovnani s kontrolni skpinou

Navic objevili vyznamnou korelaci mezi pritomnosti patologickych
zmén, které byly predtim popsany, a depozici C4d v cytoplazmé
trofoblastu, v bunécné a bazalni membrané. Tento trend korelace mezi
C4d depozici a patologickymi zménami byl pozorovan také v decidudlnim
extravildznim trofoblastu, avSak tam nejsou vysledky statisticky

vyznamné.

3.4. Zhodnoceni
Co ztéto studie vyplyva? 1 kdyz byly vybrany pacientky bez

klinickych projevi v dobé& t&hotenstvi a nebyl rozdil v porodni vaze, bylo
diky této studii prokazano, ze i u t&chto klinicky némych pfipadd zplsobuji
antifosfolipidové protilatky histopatologické zmény v placenté a jsou
spojeny se zvysSenou depozici C4d a C3b slozek komplementu.

Relativné hypoxické prostredi, fyziologicky se nachazejici v placenté,
ridi diferenciaci trofoblastu a spousti aktivaci komplementu. V této studii
byla také pozorovdna depozice produktl aktivace komplementu v kicich a
deciduach u fyziologickych téhotenstvi. Ale na bunikdch cytotrofoblastu se

nalézaji proteiny regulujicimi komplement - DAF, MCP a CD59, proto byva
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placenta chranéna proti spontanni aktivaci komplementu. A tak i kdyz je
zde potencidl pro spusténi komplementové kaskady, ke tkanovému
poskozeni nedochazi. U pacientek s antifosfolipidovymi protilatkami je
véak depozice produktl aktivace komplementu tak vyraznd, Ze ma3,
zjednodusené receno, presilu nad ochrannymi proteiny. TakZze se za
pric¢inu poskozeni spiSe predpoklada exscesivni aktivace komplementu nez
nedostatek ochrannych faktorl. Pro hypotézu sv&déi fakt, Ze klasicka
cesta je aktivovdana pomoci protilatek a u antifosfolipidového syndromu
nalézame vysokou hladinu antifosfolipidovych protilatek.

Za necCekany nalez této studie se da pokladat snizeni depozice
proteind komplementového komplexu C5b-9 u placent pacientek
s antifosfolipidovymi protilatkami oproti kontrolni skupiné. Je nejasné, co
zpUsobuje rozdil v depozici proteind ¢asné faze (C4d a C3b) a termindlni
faze (C5b-9) komplementové kaskady. Jak jiz bylo napsano, aktivace
komplementu vede k uvolnéni anafylatoxinl C3a a C5a. Patologicky nalez
pozorovany u placent pacientek s aPL protilatkami koreluje vyznamné
s depozici C4d a mulZe mit moznd spiSe souvislost s uvoln&nim

anafylatoxind (C3a a C5a) neZ piimym lytickym efektem komplexu C5b-9.

4. Castecéné zvyseni aktivace komplementu je
béhem téhotenstvi prirozené

Popsali jsme si, jak se aktivuje komplement, ulohu
antifosfolipidovych protildtek v jeho aktivaci, jakym mechanismem pusobi
poskozeni placentalni tkani a ted by bylo dobré zminit praci Richani et al.
porovnavajici aktivitu komplementu v plazmé zdravych téhotnych a
netéhotnych zen.

Ve studii bylo zahrnuto 174 Zen, netéhotnych 40 (ve véku od 18 do
40) a téhotnych 134. V skupiné téhotnych byla zahrnuta téhotenstvi od
20. tydne az do konce tretiho trimestru. Méfili hodnoty C3a, C4a a Cba
v plazmé. Tyto anafylatoxiny byly vybrany, protoZze jsou spolehlivymi

markery aktivace komplementu. Téhotné Zzeny mély tyto hodnoty vyrazné
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vysSSi a neménily se s gestacnim vékem. Jejich vysvétleni je, ze aktivace
komplementu, jakozto slozky nespecifického imunitniho systému,
kompenzuje pokles slozek specifického imunitniho systému, ktery je
pozorovan béhem fyziologického téhotenstvi, a je ochranou matky a ditéte
proti infekcim béhem téhotenstvi.

Jesté je dobré zminit, Ze koncentrace inhibitoru C1 esterazy, ktery
reguluje aktivaci klasické cesty, byla pozorovana nizsi nebo nezménéna
béhem fyziologického téhotenstvi. Jeji sniZzeni miZe vést k aktivaci
komplementové kaskady a naslednému zvyseni C3a, C4a a C5a v plazmé
matek. Navic byl pozorovan pokles exprese komplementového receptoru 1
(CR1) a DAF na cCervenych krvinkach béhem fyziologického téhotenstvi.
Tyto ndlezy mohou také vysvétlit vysoké hladiny stépnych produktd

komplementu v plazmé téhotnych Zen.(7)

5. Klinicka klasifikace antifosfolipidového
syndromu

Prace neni zamérena klinicky, presto byla pro Uplnost zarazena do
prilohy ¢. 4 klinickd klasifikace antifosfolipidového syndromu podle

International Consensus Statement.

6.Terapie

V dnesni dobé se v lIécbé téhotnych pacientek s antifosfolipidovym
syndromem uzivd kombinace aspirinu a heparinu. Pouziva se
nefrakcionovany nebo nizkomolekularni heparin (LMWH). Prekoncepcni
monoterapie aspirinem se stale jesté provadi u nékterych pacientek,
které maji v anamnéze opakované téhotenské ztraty v casnych stadiich
téhotenstvi.

Pfi zavadéni heparinu do lé¢ebnych postupl u antifosfolipidového
syndromu se zdlrazfiovalo jeho antikoagulaéni plsobeni. Ale je

predepsano davkovani se sub-antikoagulacni davkami, jak je tedy mozné,
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ze je heparin presto ucinny? Vysvétlenim je, ze zabranuje aktivaci
komplementu na bunkach trofoblastu. Jako neucdinna se ukazala farmaka
bez anti-komplementového efektu, jakymi jsou hirudin a fondaparinux.
Kdyz se bavime o komplementu, je dobré zminit praci Redecha et al., kteri
popsali cestu poskozeni placenty tkanovym faktorem pres PAR2, protease
activated receptor 2 (v predchozi cCasti jsme si vysvétlili vztah meazi
komplementem a TF) a hirudin inhibuje trombin, ktery uziva receptor
PAR1.

Lécba heparinem ma i své nezadouci ucinky, dlouhodobé uzivani
napriklad zvysuje riziko krvaceni, osteopordzy a naslednych spontannich
zlomenin. Je proto treba hledat nové postupy, jak zabranit téhotenskym
ztratam u tohoto syndromu. Nadéjna se jevi |éCba statiny, protoze snizuje
expresi zminovanych TF, PAR2 a zvysSuje expresi inhibitoru komplementu
DAF. ACE inhibitory zase snizuji expresi TF z monocytl. TaktéZ se bude
mozné v budoucnu soustredit na potlaceni TNF-a, jako i na zasahy

z oblasti genového inzenyrstvi.
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Zaveér

Mechanismus pUsobeni antifosfolipidovych protildtek na lidsky
organismus je komplexni. Podili se na ném rozmanité plsobky, které jsou
provdzané a schopné se vzajemné potencovat. Mezi nejdlleZit&j&i oblasti
ovlivhéné antifosfolipidovymi protilatkami patfi hemostaza, aktivace bunék
a komplementu. My jsme se soustredili na jevy souvisejici s aktivaci
komplementu, které probihaji béhem téhotenstvi na placenté, vedou
k t&hotenskym ztrdtdm a zpomaleni rdstu plodu. I kdyz je ¢astednd
aktivace komplementu béhem téhotenstvi bézna a ma spojitost se
zmeénénymi imunitnimi pozadavky, prokazali  jsme, ze u
antifosfolipidového syndromu je nadmérna, vytvari zanétlivé prostredi
v placenté a tak zpUsobuje jeji poskozeni. Takté? se ndm podafilo
identifikovat slozku komplementu, ktera ma kliCcovy vyznam ve vytvoreni
prozanétlivého a nasledné protrombotického fenotypu v placenté. Poté
jsme si popsali dllezité molekuly, které jsou ovlivnény aktivaci
komplementu a maji svij specificky podil na t&hotenskych komplikacich u

antifosfolipidového syndromu.

Diky presné identifikaci ¢initeld zodpovédnych za komplikace
provazejici tento syndrom bude prevence téhotenskych ztrat vice
efektivni, 1épe zamérena. Uz dnes se objevuji nové moznosti, napfriklad

v podobé statind.

25



Souhrn

Antifosfolipidovy syndrom je charakterizovan tepennymi a vendznimi
trombdzami, opakovanymi t&hotenskymi ztrdtami a zpomalenim rlstu
plodu. Uplathuji se pri ném antifosfolipidové protilatky, které se déli na
antikardiolipinové protilatky, protilatky pri lupus antikoagulans a protilatky
proti proteindm. Nejzndmé&j&i protildtkou proti proteinim je anti-B2GPI.
B2GPI se vaZe k negativné nabitym fosfolipidim, jakymi jsou kardiolipin,
fosfatidylserin a fosfatidylinositol. Dochdzi k ovlivnéni rozliénych dé&jd,
napriklad hemostazy, aktivaci bunék a komplementu. V placenté je
hlavhim plvodcem poskozeni komplement. Nejdiive je cestou C1
aktivovana klasicka cesta komplementové kaskady, nasledné na uUrovni C3
se pripoji i alternativni cesta, kterda poskozeni zesili. Klicovou se ukazala
interakce komplementového anafylatoxinu C5a s jeho receptorem. Mysi
model ukazal, Ze inhibici komplementové kaskady na této Urovni se da
zabranit téhotenskym ztratam. V etiologii poskozeni se nasledné uplatni tri
dilezité molekuly, které iniciuji dalsi zanétlivé reakce, a tak jsou schopny
zprostredkovat i vznik trombdz, coz je nejznaméjsi projev
antifosfolipidového syndromu. Témito molekulami jsou TNF-a, tkanovy
faktor a sVEGFR-1. A navic komplement sdm o sobé je schopen indukovat
trombofilni stavy.

I kdyz je zvySena aktivace komplementu pri fyziologickém
téhotenstvi normalni, v pritomnosti antifosfolipidovych protilatek je
zvySena extrémné. I u téhotenstvi Zen s atifosfolipidovymi protilatkami,
ktera nevykazuji klinické znamky poskozeni, dochazi na Urovni placenty
k indukci zanétu a nespecifickym zanétlivym zménam.

V dnesni dobé se prevence téhotenskych ztrat provadi heparinem a
aspirinem. Nové studie naznacuji moZnost pouziti statind a ACE inhibitoru.
V budoucnu bude terapie vice cilena na zanétlivy proces, ktery je spustén

aktivaci komplementu v placenté.
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Summary
Antiphospholipid syndrome is characterized by arterial and venous

thrombosis, recurrent pregnancy loss, and intrauterine growth restriction
(IUGR). It is associated with antiphospholipid antibodies, which are
subdivided to anti-cardiolipin antibodies, lupus anticoagulant antibodies,
and antibodies against proteins. Anti-B2GPI is the best known antibody
against proteins. B2GPI binds to negatively charged phospholipids, like
cardiolipin, phosphatidylserine, and phosphatidylinositol. Antiphospholipid
antibodies influence several processes, such as hemostasis and cell and
complement activation. Complement is the main mediator of tissue injury
in the placenta. Initially, the classical pathway of complement activation is
induced via C1, then, at the level of C3, the alternative pathway joins and
amplifies the damage. It has been shown that interactions between
complement anaphylatoxin C5a and its receptors play a key role in
causing injury. The murine model has shown that by inhibition of the
complement pathway at this level, pregnancies can be rescued. The
etiology of placental injury involves three important molecules; these
molecules first initiate a proinflammatory state which then allows
subsequent induction of the prothrombotic state. The prothrombotic state
is the best known complication of antiphospholipid syndrome. The
molecules involved are TNF-a, tissue factor (TF), and sVEGFR-1.
Additionally, complement itself is also capable of inducing thrombophilia.
Although increased complement activation is not unusual during normal
pregnancies, it is extremely elevated in the presence of antiphospholipid
antibodies. Even in pregnancies with no clinical signs of injury, the
presence of antiphospholipid antibodies still leads to inflammation and
nonspecific inflammatory changes at the placental level.

Today pregnancies can be protected with heparin and aspirin. New
studies indicate that treatment with statins and ACE inhibitors can also be
effective. In the future, therapies targeted toward complement-induced
processes in the placenta will play an increasingly significant role in the

treatment of this syndrome.
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Prilohy

Priloha ¢. 1

studie, rok
Lockwood, 1989
Shi, 1990
Infante-Rivard, 1991
Patkinson, 1993
Bulikova, 1997

Frekvence vyskytu antifosfolipidovych protilatek v

bézné populaci.

po €et, skupina LA (%)
737 téhotnych 2,7
499 darct krve 3,6
993 téhotnych 3,8
933 téhotnych 1,2
335 darcu krve 0,6

ACLA(%)
2,2
5,6
15
1
1,19

ACLA — antikardiolipinové protilatky LA — lupus antikoagulans 3.

Zdroj: http://www.vnitrnilekarstvi.cz/pdf/vl 05 08 07.pdf (28.11. 09)

Priloha ¢. 2

Onemocn éni a léky provazené vyskytem antifosfolipidovych pr otilatek
Infek €ni
Autoimunitni choroby Malignity Léky choroby Jiné stavy
Systémova onemocnéni | Solidni tumory: thymom, | fenothiaziny, malarie, renalni
pojiva: SLE, lupus like karcinomy prokainamid, lues, lepra selhani,
disease, RA, MCTD, (plice,ledviny,ovarium, estrogenni tuberkul6za a jiné | GVHD
Sjégrenuyv sy, prostata, ¢ipek délozni, kontraceptiva, mykoplazmové,
sklerodermie, riketsiové
ankylosujici kdze, trachea, mocovy a-inteferon, infekce,
spondartritis, difazni méchyr, stfevo, jicen, propranolol, boreliéza,
hepatocelularni

fasciitida, karcinom) interleukin 2, mykobakterium,
dermatomyozitida- fenytoin, slamonela,
polymyozitida, chinin/chinidin, streptokoky,
vaskulitidy hydralazin, stafylokoky, E.

acebutol, kys. coli, legionella,

valproova, tyfus

streptomycin,

penicilin a

derivaty

Jiné: diabetes mellitus,

Crohnova choroba, ITP,
AIHA, autoimunitni

thyreoiditis

Hematologické: lymfomy,
leukémie,

Waldenstromova
makroglobulinémie,
myeloproliferativni
choroby

virové: HIV,

hepatitidy,
parvovirus B19,

EBV,CMV,
adenovirus, virus
priusnic,
zardénky,
spalnicky,
HLTV-1

Zdroj:http://www.thrombosis.cz/sources/guidelines aps.pdf (28.11. 09)
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Priloha ¢. 3

Prikaz aktivace komplementu v riznych oblastech placenty

Obrazek 1

Cytoplazma vildézniho trofoblastu

Vyrazna imunohistochemicka reaktivita k C4d ve viléznim trofoblastu
(zvétseni x40).

Zdroj:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/mid/NIHMS40059/figure/F1/
(28.11. 09)




Obrazek 2

Bunécné a bazalni membrany bunék vilézniho trofoblastu

Vyrazna imunohistochemicka reaktivita k C4d v bunécnych a bazalnich
membranach bunék vilézniho trofoblastu (zvétseni x40).

Zdroj:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/mid/NIHMS40059/figure/F2/

(28.11. 09)
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Obrazek 3
Extravilozni trofoblast decidua basalis

Jednotlivé extravildézni trofoblasty jsou pritomné napfi¢ decidou a maji
vyraznou imunohistochemickou reaktivitu k C4d (zvétseni x40). V,
choriové klky decidua basalis; D, decidua.

Zdroj:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/mid/NIHMS40059/figure/F3/

(28.11. 09)
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Priloha ¢. 4
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Zdroj: http://www.vnitrnilekarstvi.cz/pdf/vl 05 08 07.pdf (28.11. 09)
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