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1. Abstrakt
Po svém objeveni se antiendotelidni protilatky zacaly studovat u tady autoimunitnich i
neautoimunitnich nemoci, onemocnéni cévnich i jinych. Prikazy jegjich vyznamu v patogenezi
naznacovaly mozny diagnosticky prinos pro fadu onemocnéni. NejvysSi mnozstvi protilatek je
detekovano v aktivnim stadiu nemoci, v obdobi, kdy je pacient stabilizovan a je tedy v remis,
dochézi k vyznamnému poklesu protilatek. Nezadouci Gcinky protildtek byly odhaleny i u
transplantaci organi, kde prispivaji k rejekcim transplantovanych &épa. Bylo prokézano, Ze
antiendotelidlni protildtky maji destruktivni G¢inek na cévni stény a indukuji apoptdzu bunek
a leze v tkanich. Prozatim nebyla objasnéna patogenita u vSech onemocnéni, predevsim vsak
u onemocnéni neautoimunitniho typu, kde byla piitomnost AECA nalezena. Tento problém je
zpasoben expresi ruznych antigeni na endotelidlnich bunkéch, na které se AECA véZou a
které nejsou zcela vSechny definovany, tedy jejich heterogennosti. Ze stejnych duvoda je
vyuZiti stanoveni AECA v laboratorni imunologii diagnostické pouze u jednoho typu
vaskulitidy (Kawasakiho syndrom). AECA nepatii mezi diagnosticka kritéria ani u téch
patologickych stavi, kde jiz byl jejich vyznam v patogenezi prokézan.

KlicovA dova: antiendotelidni protildtky, endotelidni bunky, antigeny, autoimunitni
choroby, onemocnéni neautoimunitniho pavodu, transplantace.



2. Abstract

Lot of studies in autoimmune, non autoimmune diseases, vasculitis and others were done after
antiendothelia cells discovery. Documentation of their importance in pathogenesis signalized
the possibility of diagnostic relevance for great amount of diseases. The highest amount of
antibodies was detected in acute state of diseases, significant decreasing was found in
remissions. Unwelcome action of antibodies was uncovered in transplantation, where they
contribute to rejection. Antiendothelia cells can impair vessels and induce cell apoptosis and
tisuue damage. Pathogenity of al diseases, special non autoimmune, in which antibodies were
found out, have not been explained. It could be caused by wide spectrum of antigen
expression on endothelia cells and by the heterogeneity of AECA. This is the same reason
that only one type of vasculitis — Kawasaki syndrome includes AECA as diagnostic criteria
Even in diseases, in which antibodies were uncovered as pathogenic, AECA were not
diagnostic.

Keyword: antiendothelial antibodies, endothelial cell, antigen, autoimmune disease, disorder

of non autoimmune origin, transplantation.



3. Seznam zkr atek

AAECA protilatky proti endotelidnim bunkam aorty
ADCC bunééna cytotoxicka reakce zavida na protilatkach
AECA antiendotelidni protilatky

BAL bronchoalveolarni lavéz

CDC cytotoxicka reakce zptisobena komplementem
CSK-AECA cytoskeletarni antiendotelidni protilatky

EBV virus Epsteina-Barrove

EC endoteliani bunky

HCV hepatitis C virus

HDEC lidské dermdlni endotelidlini buniky

HGEC lidské glomerulérni endotelidini bunky
HKMEC lidské mikrovaskularni endotelialni bunky ledvin
Hsp60 protein teplotniho Soku

HUVEC lidské endotelidini buiiky pupecni Zily

ICAM-1 mezibuné¢na adhezivni molekula

MCP-1 monocytarni chemotakticky protein

MICA neklasicka MHC molekula

SLE systémovy lupus erythematodes

VAP-1 vaskularni adhezivni protein

VCAM-1 cévni adhezni molekula



4. Uvod - Char akteristika protilatek

Antiendotelidini  bunky byly poprvé popsdny vroce 1970 metodou nepiimé
imunofluorescence jako huménni protilatky vazici se na endotelialni protilatky ledvin potkana
a prokazény se vizotypech 1gG, IgM a IgA. Tyto protildky se vézou na antigeny
endotelidlnich bunék pies F(ab), fragmenty. Vazba protildtek na razné typy endotelidnich
bunék koreluje dle literarnich Udajt spavodem nemoci. Protildtky AECA muZeme
klasifikovat podle toho, zda jsou namiifené na mikrovaskularni nebo makrovaskulérni
endoteliani buiiky. Mikrovaskuldrni protildtky se vézou napiiklad na endotelidni buiky
ledvin, kaZe, mozku, ae byly prokdzdny i u  Behcetovy choroby, trombotické
trombocytopenické purpury a prekvapivé i u roztrousené sklerdzy, onemocnéni CNS, u
kterého se nepiedpoklada cévni postizeni. M akrovaskulérni protilatky interaguji s aortou,
pupecnikovou Zilou a byly prokazény u pacientti s Takayasuovou arteritidy a Kawasakiho
nemoci. U fady nemoci nejsou protildtky AECA Kklasifikované, napi. zanétlivad strevni
onemocnéni, diabetes mellitus, Wegenerova granulomatosa, sklerodermie a dalsi. Protilétky
AECA nejsou druhoveé specifické, proto mohou reagovat sendotelidnimi bunkami mysi,
skotu (Praprotnik et al., 2001).

Patogenni role protilatek spociva v mnoha riznych mechanismech. Protilétky izotypu
IgM a IgG mohou aktivovat komplement (CDC) u Kawasakiho choroby a u SLE. Protilatky
AECA spoudti cytotoxickou reakci zavidou na protilatkéch (ADCC) u Wegenerovy
granulomatosy. Tato reakce zavisi na interakci NK-bunék a bunek, které jsou opsonizovany
protildkami. Dochazi k vazbé Fc-receptoru (CD16) Nk-buneék sFc fragmenty protilatek. Po
indukci signdt dochézi k cytotoxické degranulaci (Belizna, et al., 2006).

Protildtky AECA mohou také aktivovat endoteliani bunky a indukuji expres
adhezivnich molekul, E-selektinu, ICAM-1 a VCAM-1, ktera zvy3uje leukocytarni adhezi
k endotelidlinim buikam, ¢imZz napomaha migraci leukocyti pres endotel do mista zanétu.
Stimuluji endotelidini bunky k sekreci prozanétlivych cytokina (IL-1, IL-6 a TNF-a) a
chemokinu (IL-8 aMCP-1) (Praprotnik et a., 2001)

Signélni cestu exprese adheznich molekul indukuji protilatky AECA pres MAP
kindzovou kaskédu, ktera zahrnuje extracelularni kinazy JINK (c-Jun NH2 termindini kinéza,
p38 (Holman et al., 2007). Dalsi cesta miZe byt zahgjena aktivaci transkripéniho faktoru NF-
kB. V cytoplazm¢ se fosforyluje inhibitor transkripéniho faktoru a degraduje se
v proteazomu. Aktivovany transkripcni faktor NF-kB se trandokuje z cytoplazmy do jadra,



kde reguluje transkripci geni. Tato NF-kB signélni cesta indukuje prozénétlivou odpoved
(Belizna, et ., 2006).

Protilatky AECA magji také schopnost indukovat syntézu tkanovych faktord, které
iniciuji koagulaci.

V nepodedni fadé mohou AECA indukovat apoptézu bunék napi. u systémoveé
sklerodermie, kde je apoptdza zprostiedkovand interakci Fas receptoru a Fas ligandu.
Ovlivnéni apoptdzy AECA hrae roli i u antifosfolipidovéno syndromu au SLE (viz.dale)

V séru zdravych osob se vyskytuji prirozené antiendotelidini protildtky. Tyto
protilatky maji regulacni a protektivni funkce. Prirozené protilatky rozpoznévaji omezené
spocivaji v inhibici prozénétlivych molekul. Prirozené protilédtky blokuji tvorbu krevnich
srazenin (Ronda et al., 1999).



Tvorba krevni
Adheze fagocytu vorba Krevni

sraZeniny
ICAM-1 ) A
VCAM-] von Willebrand factor
E-selectin Thrombomodulin :c:u
Indukce Indukce
adheznich prokoagula¢nich
molekul AECA dp2gpr  molekul

) e LPM.

IL-1, IL-6, IL-8
MCP-1 ﬂ* / \
-.

Indukce prozinétlivého Apoptoza
stavu

(prelozeno a upraveno podle Renaudineau et a., 2002)

Obrazek ¢. 1

Antiendotdialni protildtky se v&Zou na antigeny endotdidlni bunky a ptsobi na né raznymi
mechanismy. Mohou indukovat expresi adheznich molekul, které potiebuji fagocytarni buiky k adhezi
a nasledné migraci skrz endoteialni buiky cév do tkani. Ve sméru sekrece chemotaktickych latek, IL-
8 a MCP-1 se pohybuiji fagocytérni buinky. Produkci cytokina IL-1, IL-6, TNF a IL-12 se indukuje
prozénétlivy stav. Endotdidlni bunky mohou po navazdni AECA protildtek navodit stav
programované bunécné smrti, apoptézy. Tvorba krevnich sraZenin se vytvéii po sekreci molekul
trombomodulinu a von Willebrandova faktoru.
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5. Antigeny

Antiendotelidni protildtky se véZzou k antigenam na endotelidinich buikach nebo
k molekulam, které se vézou k povrchu bunek a zprostiedkovévaji signalizaci po navéazani
protilatek. Mezi molekuly vazajici se k endotelidinim bunkédm a zastavajici funkci antigena
patti b2glykoprotein | (b2GPI), DNA, DNA histonovy komplex, faktor PF4 (faktor krevnich
desticek) a proteinasa 3 neutrofild.

b2 glykoprotein je plazmaticky protein, ktery se vaze na endotelidni bunky, monocyty,
krevni desticky, trofoblast. Pasobi jako antikoagulacni ¢inidlo a je dilezity pro udrzeni funkci
endotelialnich bunek. Protein mé povahu kationickou, vaze se na anionicke fosfolipidy. Na b2
glykoprotein se vazou také antifosfolipidové protilétky, které tvori komplex protilétek, ktery
je studovén u antifisfolipidového syndromu (APS). Aktivita protildek u APS je zavida na
pritomnosti tohoto antigenu.

Dalsi vyznamny antigen je HSP60 (60 kD). HSP60 je dilezity pii foldingu, trandokaci
a assembly intracelularnich proteini. Chréni proteiny pred denaturaci béhem stresu. HSP60 je
exprimovan na povrchu endotelidlnich bunék po podnétech jako jsou hypoxie, teplo, a
v uréitém cytokinovém prostiedi. Tento antigen véze fadu protildtek, které asociuji
sateroskler6zou. AECA protildtky pacienta SLE a systémovych vaskulitid vazbou pies HSP
indukuji apoptézu endotelidnich bunék a tim indukuji vaskulérni poskozeni, prokoagulacni
fenotyp a odhaleni intracelularnich epitopu. Protildky proti HSP a protilatky proti
cytomegaloviru jsou sekvencni homology a mohou zkiiZzené¢ reagovat sHSP. Molekularni
mimikry mohou byt pticinou AECA aktivity u sklerodermie. Oba typy protilatek indukuji
apopt6zu endotelidnich bunek.

Antigen PF4 (faktor krevnich desticek) je protein vézajici heparin. Je obsazeny v a-
granulech krevnich desticek. VéZe se k proteoglykanim endotelialnich bun¢k. Vazba na tento
antigen je charakteristickd pro heparin-indukovanou trombocytopenii, kdy nachazime
protiléky proti komplexu PF4 a heparinu nebo proti proteoglykanam endotelialnich bungk.
Tyto protildtky maji aktivitu protildtek AECA. Indukuji zanétlivé nebo koagulacni procesy
v mikrovaskul&rnich bunkéch a bunkéch HUVEC, které jsou stimulované pomoci cytokinu
TNF-a (Shoenfeld, 2007).

Nekteré autoantigeny jsou exprimované endotelidlnimi bunikami na membrénach po
aktivaci prozénétlivymi podnéty, cytokiny. Na endotelidlnich bunkach se exprimuji sulfétove
proteoglykany a heparinové molekuly, proti kterym miZe byt sekretovana ¢&st populace
protilatek AECA (Praprotnik et al., 2001).
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Antigeny endotelidnich bunék mohou byt exprimovény i na fibroblastech,
monocytech, krevnich destickéch. Protildtky AECA mohou tedy reagovat sruznymi
bunécnymi typy. (Shoenfeld, 2007).

Pri  akutni rejekci po transplantaci srdce bylo prokdzané zvy3ené mnoZstvi
cytoskeletarnich protilatek AECA (CSK-AECA). Tyto protilatky se vdZou k cytoskeletarnim
antigenam, tubulinu, aktinu, cytokeratinu a vimentinu (Alvarez-Marquez, A.A. et a., 2008).

AECA protilétky se vazou také na struktury extracelularni matrix, kolagen typu I, 1V,
VI, laminin, vimentin. (Belizna et a., 2006).
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6. Stanoveni protilatek

Obecné miazeme stanovit AECA steinymi metodami jako ostatni autoprotildtky -
metody EIA, nepifima imunofluorescence a dde imunoblotting a imunoprecipitace a
v posledni dobeé i prutokova cytometrie,

Z kapitoly o antigenech vyplyva problemati¢nost vyuziti EIA metod pro stanoveni
AECA, tedy neexistence jasné definovaného antigenu. Pri testu ELISA se pouZivai jak
fixované, tak nefixované endotelidni bunky nebo membranovy extrakt. Tyto komponenty
douzi jako nosi¢ antigend, na které se vézou protilétky. Fixace zpasobuje permeabilizaci, coz
umoziuje navazani protildtek k intracelularnim strukturdm, coz vyznamné ovliviwuje cely test,
coz prokézala studie, kde byla vyclenéna skupina pacientt, u kterych se aktivita protilatek
AECA nesnizovala spoklesem pouzitych bunék, ae pokud byly pouZity nefixované
endotelidni bunky, dodo k ngisilngjsi odpoveédi ve srovnéni sfixaci glutaradehydem nebo
ethanolem. (Revelen et al., 2000).

P pouziti membranového extraktu muze dojit k faleSné poazitivité reakci na intracelularni
epitopy vlivem cytoplazmatické a jaderné kontaminace. Metody EIA se pouZivaji spiSe jen
vyzkumng, k detekci nizkych hladin AECA.

Pritokova cytometrie neni obecné hlavni metodou pro stanoveni protildtek, pripadé
AECA je nevyhodou i velké spotieba kultivovanych endotelidnich bunék pro stanoveni.
Metoda pratokové cytometrie také vykazuje nizSi pozitivitu protildtek AECA ve srovnani
smetodou ELISA (Révélen et al., 2002).

Nepiima imunofluorescence je nazyvand ,zlatym standardem” pro stanoveni
autoprotildtek, a proto je pro AECA prozatim hlavni metodou, kterou se stanovuje
koncentrace autoprotildtek za patologického stavu, kdy je mnozstvi autoprotilatek znacné
navysen, tzn. v laboratorni imunologické diagnostice. Nejc¢astéji pouzivané redéni séra 1:20
by mélo zajigtit, aby tato metoda nedetekovala nizke fyziologické koncentrace autoprotilatek,
které tvori vétSnou piirozené autoprotilatky. Jestlize je diagnostikovano autoimunitni
onemocnéni, pak jsou autoprotilédtky nachézené i v titrech 1:2560. K detekci autoprotilatek se
pouZivaji tk&nové rezy, bunééné suspenze napt. pankreatu, ovaria, krysich ledviny, jicnu,
jater, také tezy zopic¢ich tkani. Dde se pouzivagi bunky HUVEC, arteridni endotelidlni
bunky, mikrovaskularni endotelidini buitky mozku, kostni dieng, ledvin, kuze a dal&i bunécné
linie (Eahy926, opic¢i virus-40 T antigen pireneseny do lidskych endotelidnich bunék pupecni
Sry). V prabéhu vySetieni AECA metodou uZiti kombinace endotelovych bunék razného
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ptivodu (pupecnik, kostni dien, hybridom) stoupa procento zéchytu aZ na dvojnésobek, tj. test
ziskava vysSi pozitivni prediktivni hodnotu (Praprotnik et al., 2001).

Na tk&nove fezy s antigeny se aplikuje sérum pacienta, pokud jsou piitomné AECA,
dojde k navézéani téchto protildtek ze séra na antigen a vytvori se imunokomplex. Nésleduje
odmyti nenavazanych protilatek a pridani konjugatu sekundarni protilatky a s fluorochromem
(fluorescein izothiokyandt). Sekundarni protilatka je zviteci (krdlici, kozi, mysi) a véze se na
Fc fragment lidské protildtky. Tento komplex se inkubuje, promyva a ve fluorescencnim
mikroskopu se detekuji fluoreskujici struktury, které nesou antigeny, na které jsou navézany
protilatky.

Antigen
| = == ] Primarni reakce

4— Promyti

konjugat FITC a protilatky

1 Sekundarni reakce

Mikroskopicka detekce

Obrézek €.2 Schéma principu metody nepiimé imunofluorescence

Vybér substratu vyrazné ovliviiuje vydedek u nekterych onemocnéni. Naptiklad protilétky
pacientti s Takayasuovou arteritidou se vdzou a aktivuji pouze HUVEC a ne mikrovaskulérni
endotelidlni bunky, AECA protilatky od pacienti sroztrouSenou sklerézou se vézou
k endotelidnim bunkach mozku, ae ne k HUVEC (Shoenfeld, 2007).
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Obrazek ¢.3 VySatteni AECA metodou neprimé imunofluorescence (foto KIA UKBLD VFN)

DuleZitost vybéru metodiky i substratu prokazal Dugue (Dugué et a., 2004), ktery vySetroval
pacienty sleprou a mal&rii metodou ELISA a pomoci pratokové cytometrie. Pri téchto
imunologickych testech dochéazi k rozporu. Pri ELISA se identifikovaly AECA u 52%
pacientti sleprou a u 88% pacienti smalarii. Ve srovnani stestem FACS, kdy analyzoval
protilétky AECA u 41% pacienti sleprou a u 9% pacientti s malarii. Tento rozpor muze byt
zpasoben odlisnosti testt. U ELISY se endotelidni bunky permeabilizuji a pii pratokove
cytometrii se pouzivgji Zivé bunky. Protilatky od pacienta sleprou a maarii mgji odlisné
specifity. Séra od pacientt s malarii obsahuji protildtky proti cytosolickym strukturdm, u
pacientt s leprou se jedné o protilatky navazané na membrany endothelidnich protilatek.

Steiné jako u jinych autoprotilatek, fyziologicky vyskyt AECA koreluje svékem. U
starSich osob je koncentrace fyziologickych protilatek vysSi, i kdyZz vyskyt autoimunitnich
onemocnéni je vzacnéjsi. Heterogenita AECA byla potvrzena imunoblottovymi technikami.
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7. Hypotézy o Uloze AECA v patogeneze nékterych patologickych stavi

Pritomnost AECA v séru pacienti byla prokdzana u fady onemocnéni, ale jako
diagnostické protilatky je byly prokézany pouze u Kawasakiho syndromu, systémového
z&nétu cév, postihujiciho pacienty vraném détstvi. Toto onemocnéni se projevuje
dlouhodobym zanétem oc¢nich spojivek, zdureni lymfatickych uzlin a kozni vyrézkou.

Akutni nemoc se projevuje deficienci supresorovych a cytotoxickych bunék. Zvy3uje
se poc¢et monocytt a pomocnych T-lymocyti, coZ vede k polyklonalni aktivaci B-lymfocyta a
produkci cytotoxickych protilatek proti endotelidnim buikam. Byla prokézéna zvysena
sekrece cytokinu IL-1, TNF-a, IFN-g, alL-6 (Fujieda et a., 1997)

Studium AECA prokazalo pozitvni korelaci IgM AECA u pacienta s Kawasakiho
syndromem  scytotoxicitou zavidou na komplementu (CDC-complement-dependent
cytotoxicity). Védci ve studii dokézali, Ze TNF-a mize zvySovat cytotoxicitu, ale AECA
nutné nevyZaduji TNF-aktivované bunky pro cytotoxickou aktivitu. Zaznamenali, Ze séra
bohatd na IgM AECA vyvolgi cytotoxickou reakci komplementu na endoteliani bunky, na
rozdil od sér obsahujicich protildtky 1gG AECA s nizkou koncentraci IgM AECA.
Gamaglobulin pasobi jako inhibitor pii navazéni AECA k endotelidlinim bunkédm a suprimuje
komplementovy systém (Fujieda et a., 1997).

Protildétky AECA patti mezi heterogenni autoprotilétky, které jsou namitrené proti
Srokému spektru antigend. U Takayasuovy nemoci se vdZou ha antigeny endotelidnich
bunék aorty. Védci pro vyzkum antigent aorty pro protilatky pouZzili immunobloting. Jako
antigeny pouzili lyza endotelidnich bunék aorty. Treti aZz péty proteinovy band o velikosti
18-200 kD byl rozeznén protildtkami AAECA (protiléatky proti aorté). Trojice proteinovych
pasi o velikosti 60-65 kD byla rozeznana protilatkami AECA v3ech pacientt s Takayasuovou
nemoci. ProtoZe bylo prokézano, Zze vazba AECA na protein endotelidnich bunck Hsp60
indukuje apoptézu endotelidnich bunek, je pravdépodobné, Ze protildtky AAECA vézgjici se
na antigen o stgjné velikosti 60-65 kD tvori dalsi skupinou protildek vyvolavajicich
apoptozu. (Chauhan et a., 2006).

Navézani protildtek AAECA na antigen aktivuje endotelidni bunky k expres
adheznich molekul VCAM-1, E-selektinu a produkci cytokini. Pres adhezni molekuly se
leukocyty vazou k endoteliainim bunkém. Nésleduje migrace pres endotelidni sténu ve sméru
chemokinového gradientu. Produkce zénétlivych cytokina protildtkami  stimulovanymi
endotelialinimi bunkami je velice dulezita Naptiklad cytokin IL-4 je duleZity v regulaci
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VCAM-1 a chemokina jako je monocytarni chemotakticky protein 1 (Rollins et a., 1999).
Cytokin IL-4 zvy3uje aktivitu enzymu caspézy-3 a timto indukuje apoptozu lidskych
endotelidlnich bunék (Lee et a., 2000). U pacienti s Takayasuovou chorobou je také zvysena
exprese cytokinu IL-6 (Seko et al., 1996).

ZvySené mnozstvi protilatek AECA svazbou na Hsp60 byl zaznamenan u dalSich
chorob jako je revmatoidni artritida, SLE, diabetes mellitus a koronarnich srdecnich
onemocneéni, infarktu myokardu a hypertense. Bakterie indukuji vznik protildtek proti Hsp65.
Tyto protildtky mohou zkiizen¢ reagovat santigenem Hsp60 piitomny na lidskych
endotelidlnich buikach napt. SLE. Protein Hsp60 (protein teplotniho Soku) mé funkci
chaperonu ve foldingu, trandokaci a sbaleni proteini do komplexu béhem posttrandagni
maturace. Na razné podnéty - hypoxie, teplotni 3ok, vliv cytokini, zanét - indukuji expres
Hsp60 u endoteliélnich bunek. Jedna se o obranny mechanismus zgjist'ujici homeostazu.
Hsp60 se uvolni z mitochondridini matrix do cytosolu a pii pretrvavéni stresu putuje
k membrén¢, kde se na né mohou navézat protildtky AECA (Jamin et al., 2005). Po jgjich
vazbé dochézi k apoptdze a uvolnéni IL-1, superoxidi a tvoii se prokoagulacni molekuly.
Proces apoptézy rozruSi bunéénou membrénu a zpasobi wyliti aPL (antifosfolipidické
protiléky) a navézani k anionickym fosfolipidim na povrch apoptotickych bun¢k. Tento jev
spusti trombotickou kaskadu, ktera je charakteristicka pro APS (antifosfolipidovy syndrom) a
je jednim z projevii SLE (Dieudé et a., 2004).

Protilatky AECA byly také prokdzany u hepatitidy C asociované
skryoglubulinemii, ae nebyly detekovany u jinych virovych onemocnéni nebo chronickych
jaternich onemocnéni zptasobené virem HCV (Cacoub et al., 1999). Pritomnost AECA je
vysoce asociovana sdobou infekce, vékem, genotypem a rozsahlosti jaterniho poskozeni a
kryoglobulinem indukujicim endotelialni poskozeni. AECA jsou vice zastoupeny u pacientu
s kryoglobulinemii v porovnani s pacienty bez kryoglobulinemie. Kryoglobuliny o vysSi
molekularni hmotnosti aktivuji endotelidini bunky. Zvysi se vaskuldrni permeabilita, dojde
k migraci neutrofili a poskozeni cév. DalSi mechanismus poskozeni miaze byt zptisoben tim,
Ze endotelidni bunky maji na povrchu antigen podobny HCV antigenu. Protilatky proti
antigenu HCV se v&zou na endotelidini bunky a aktivuji je. Aktivované bunky exprimuiji
adhezni molekuly nebo indukuji apoptozu.

Dasi studie prokazuje Ulohu AECA v patogenzi trombocytopenické purpury, kde
aktivuji endotelidni bunky ke zvySeni sekrece trombomodulinu. Trombomodulin indukuje
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apoptozu bunék a poskozeni endotelia a spolu svon Willebrand faktorem zptisobi tromb6zu
(Praproptonic et al., 2001). Bylo prokdzano, Ze inkubace protildek AECA
s mikrovaskularnimi  endotelidinimi bunkami zvySi expresi IL-6 a von Willebrand faktoru
(Praprotnik et al., 2001).

Uloha AECA je studovéna i u dalsi vaskulitidy prevazné détského véku - Henoch-
Schonlein purpura, kdy imunitni odpoveédi vyvola zkiizena reakce mikroorganismus
s podobnymi antigeny jako na endotelidnich buinkach malych cév hostitele. Tyto protilétky
jsou vizotypu IgA, aktivuji komplement a pies Fca receptor se vdzou ke granulocytam.
Poskozeni endotelia se déje pies cytotoxicickou reakci komplementu nebo pres cytotoxickou
reakci zavidou na protilétkéch (ADCC).

Protilatky AECA IgA se v&Zou na mikro a makrovaskularni cévy, dochazi k infiltraci
polymorfonukledrnich neurofili a zvy3uje se produkce prozanétlivych cytokini. Studie
prokézaly, Ze schopnost IgA AECA vazat se k HUVEC je posilena v piitomnosti TNF-a.
Tento cytokin miaZe prizpasobit pri zanétu endotelidni antigeny k interakci slgA AECA.
Tyto antigeny jsou zigmé za normdnich okolnosti nefunkeni. Protildtky AECA 1gA jsou
detekovany u vétdiny pacientu stouto nemoci doprovazenou nefritidou, avdak neni zahgjena
reakce komplementem proti endotelidinim glomerularnim bunkam. U pacientti bez nefritidy
se lgA AECA nenady (Yang et al., 2002).

IgG protilatky AECA u pacienti sdalSim typem vaskulitidy - Wegenerova
granulomatoza - zvy3uji expres molekul VAP-1 a MICA na ledvinnych mikrovaskularnich
endotelialnich buinkach (HKMEC).

VAP-1 je molekula senzymatickou a adhezivni funkci. Je exprimovana na
endotelidlnich buriikéch, ale chybi na leukocytarnich buiikach. Zprostredkovava interakce
mez leukocyty a endotelidinimi busikami, adhez, transport leukocytiz do zanetlivych tkani
(Salmi et al., 2001). VAP-1 ma amino oxidasovou aktivitu. Produkuje zanetlive mediétory
jako jsou peroxid vodiku, aldehydy,amoniak. Peroxid vodiku zvySuje sekreci adheznich
molekul a molekul oxidativniho stresu podnecujici zanetlivé reakce. Aldehydy glykosyluji
proteiny.

MICA ma funkci ligandu k receptoru NKG2D, jenZ je exprimovan na CD8" T-
burikéch a odT burzkach

ZvySeni exprese MICA na endotelidinich bunkach zpusobi teplotni Sok nebo virova

infekce. (Groh et d.,2001) CD8+ a gdT bb. byly nalezeny v infiltratu v rendni biopsi
pacientti s Wegenerovou granulomatézou (Holmen et al., 2007). Stimulaci rendnich bunék
protilatkami 1gG AECA vyvola otevieni vapnikového kandlu. Jestlize stimulujeme AECA
celkovym 1gG, pak k Zadnému otevieni nedojde. Také buiiky HUVEC nejsou citlive k témto

stimulam.
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AECA u pacienti se SLE (systémovy lupus erthematodes) asociuji s
neuropsychickymi projevy. Pasobeni autoprotilatek moaze vyvolat neurdni dysfunkce,
onemocnénim cév a naruSenim koagulace (viz vySe APS). Zatim se neprokézala Zadna
korelace mezi jinymi protilétkami a psychickymi komplikacemi SLE (Conti et al., 2004).

IgG AECA jsou vice zastoupeny u pacientu, ktefi jsou v aktivnim stadiu nemoci a
soucasné trpi nefritidou. U pacientti s aktivni nemoci a nefritidou protilétky rozeznévaji jiné
antigeny endotelidlnich bunék nez u pacienti saktivni nemoci bez nefritid. U pacienta
s aktivni nemoci a nefritidou jsou rozeznany proteiny protildtkami AECA o velikosti od 35 do
110 kD. Je jich rozezndno ngimén¢ 10. U pacienti s aktivni nemoci bez nefritid protilatky
rozeznavagji proteiny od 30 do 200 kD (vice nez 16 proteini) (Frampton et a., 2000).

Protildtky AECA se vyskytuji spolu sprotildtkami ACA (autoprotilatky proti
centromere) u pacientt slokalizovanou kozni formou sklerodermie. AECA s protilatkami
proti topoizomeraze | (anti-Scl-70 protilatky) fidi genovou expresi caspasy 3 a fibrilinu-1
v dermélnich endotelidlinich bunkach (HDEC) (Ahmed et al., 2006).

Caspasa 3 je enzym sproteazovou aktivitou regulujici apoptézu. Fibrilin -1 je
glykoprotein 350 kD. Tvori vetSi cast mikrofibril extracelularniho matrixu. MiZe mit
dulezitou funkci pri fibroze. Kontroluje aktivaci TGFb ( Kaartinen et al., 2003).

IgG AECA od pacientti slokalizovanou sklerodermii se vézou na mikrovaskuléarni

endotelidni bunky. U lokalizované kozni formy nemoci se rozviji hypertenze plicni arterie.
Studie ukazaly, Ze protildtky 1gG AECA od pacientti sidiopatickou hypertenzi plicni arterie
nebo hypertenzi plicni arterie asociovanou se sklerodermii vdZou antigeny endotelianich
bunék makrovaskularnich a mikrovaskulérnich cév (Tamby et a., 2005). U pacientu se
sklerodermii mohou protildtky AECA v séru indikovat plicni fibrézu. (1hn et a., 2000).
Preeklampsie je pomerné ¢asta komplikace téhotenstvi s otoky hornich a dolnich koncetin,
hypertenzi a ptitomnosti bilkoviny v moci. Dochazi také k porucham sréZlivosti krve, v
pokrocilém stadiu pak vznikgji kiecovité stavy U preeklampsie byly detekovany protilétky
AECA izotypu 1gG a IgM, pricemZz IgM AECA se vyskytuji v menSi mite (Yamamoto et al.,
1997). Protilatky se v&Zi na receptory dosud jesté neprozkoumané. Y amamoto ukézal, Zze 1gG
AECA pozitivni séra pacientt spreeklampsi  indukuji endotelidini  buiky k uvolnéni
endotelinu-1.

Endotelin-1 mé vazokonstrikeni Ucinky. Mez dalSi faktory uvolriujici endotelin-1 patri
TNF-a, IL-1b, TGF-b, trombin, angiotensin Il, vasopresin a activin-A. Endotelin-1 muze
wwolat poskozeni ledvin a placenty. Endoteidlni buiky také uvoliuji vazodilattor
prostaglandin I.

Vyznamné rozdily ve vyskytu prostaglandinu v sérech AECA pozitivnich a AECA
negativnich prokézany nebyly (Y amamoto et al., 1997).
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Obréazek ¢. 4 (Meroni et a., 2005)

a) Vazba protilatek AECA (i) na
antigeny endotelidnich  bunék
spousti  signalizacni  kaskadu
zahgjenou aktivaci transkripéniho
faktoru a nédednou trandokaci
zcytoplazmy do jadra (ii). Je
exprimovan tkénovy faktor (iii),
ktery ma duleZitou funkci
v koagulacni dréze  (cerny
trojuhelnik). Sekrece adheznich
molekul (iv) je dulezitd pii
migraci leukocytu (modré
znaceni). Dochazi k indukci
syntézy a sekrece prozanétlivych
cytokini a chemokina (v), které
pusobi autokrinné (vi). Mohou
vik pusobit i na jiné blizké
bunky (parakrinné) nebo pii
transportu  krevnim feci&ém na
vzdaené bunky (endokrinng).

b) Vazba protildtek AECA
aktivuje  cytotoxické  reakce.
Aktivuje se komplement (C') a
bunécna  cytotoxickd  reakce
zévida na protildtkéch (ADCC).
Princip reskce ADCC gpociva
v interakci stimula¢niho
receptoru Fc NK-bun¢k a Fc ¢édti
protilatek,  které  opsonizuiji
bunky. Dochézi k cytotoxické
degranulaci ak lyzi bungk.

c) Protiladtky AECA indukuji po
navdzani na antigeny EC
apoptozu. Dde se apoptdbza mize
spustit pres interakci Fas ligandu
na NK-bunce a Fas receptoru na
cilové bunce (Zluté a cervené
znaceni).
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8. Klinicky vyznam stanoveni AECA

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole o patogenezi AECA, jgich pozitivita je jednim
z diagnostickych kritérii pro diagndézu Kawasakiho syndromu (sensitivita 60%), systémového
zanétu cév, zvl&ste koronarnich tepen, postihujicino pacienty v raném détstvi.

V kapitole o patogenetickém vyznamu AECA jsou citovany studie u raznych nemoci,
vyskyt AECA byl ae prokazén i u dalSich klinickych jednotek bez jasného vztahu k jeich
patogenezi, na druhé strané nepatii mezi diagnosticka kriteria u Zadné dalsi nemoci nez jiz
Kawasakiho syndromu.

Protilatky AECA byly prokézany u akutni virové nemoci epidemickd nefropatie.
Epidemickou nefropatii vyvolavd Puumala virus, ktery patii do rodu Hantaviry v roding
Bunyaviridae. Zpusobuje hemoragickou horecku srenalnim syndromem dalSimi symptomy
jako jsou vysoka horecka, bolesti hlavy, maétnost, akutni selhani ledvin, proteinurie,
hematurie (vyskyt proteini a krve v mogi).

Pritomnost protildtek AECA také byla naezena také u jinych akutnich,
horecnatych infekénich nemoci napt. influenza A, B a infekéni mononukledza zapticinéna
virem EBV (Wangel et al.,1992). Také nekteré bakteridni (rikettsia) nebo virove (HIV,
CMV -cytomegalovirova infekce) chronickée infekce mohou indukovat endoteliani poskozeni
vétSina asociované sklinickymi projevy typu koZnich nebo systémovych vaskulitid (Cacoub
et a.,1999)

U aergickych reakci je vzdy vySetiovan IgE, proto se vyzkum AECA u aergickych
pacientti zabyva vySetirenim téchto protildtek vizotypu IgE. Pritomnost AECA u astma
bronchiale se li§i v izotypech u dospélych a u déti. Protilétky v izotypu IgE byly detekovany
ve Vet mire u déti mladSich ctyr let (Harada et al., 2002). U dospélych pacientu se prevazné
vyskytuji protilatky typu IgG AECA. Tento rozdil je zpasoben odlisnymi vlastnostmi astma u
lidi a déti. Astma u dospélych je neatopické, ma horsi prubéh nez u déti. Détské astma je
atopické a ma genetické predpoklady preduréujici zvySenou expresi IgE. U astmatickych déti
byl objeven antigen na endotelidnich bunkéch o velikosti 75 kD pro protilatky IgE AECA
(Harada et a., 2002). U dospélych pacienti se 1IgG AECA vaZou na antigen 55 kD na
krevnich destickéch a endotelialnich bunkach. ( Lassdle et al., 1993).

Protildtky AECA maji zigim¢ duleZitou roli i pii pocétcich aterosklerdzy a
hypertenze. Takzvand maskovana hypertenze znamend, Ze pacient u lékare ma krevni tlak
v mezich normy a doma ma krevni tlak vyssi, v hodnotach hypertenze. Pacienti s maskovanou
hypertenzi jsou vice predikovani ke kardiovaskularnim nemocem. Studie prokézaly u pacientu
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smaskovanou hypertenzi vysSi mnozstvi AECA neZz u lidi snormdnim krevnim tlakem
(Papadopoulos et a., 2008). Pacienti shodnotami krevniho tlaku pti horni hranici normy
(systolicky tlak 130-139 mm Hg a diastolicky tlak 85-89 mm Hg ) maji vySSi IgG a IgM
AECA ve srovnani s lidmi, ktefi maji zcela normalni krevni tlak. (Papadopoulos et al., 2006).

Mechanicky stres a hypertenze mohou indukovat protein Hsp. Stresové aktivované
endotelidni buiky cévnich stén exprimuji Hsp60, proti kterému se produkuji protilatky, coz
miZe vysvétlovat piitomnost AECA u pacient sneautoimunitnim kardiovaskularnim
onemocnénim (Frostegard et al., 1997).

Pfi endokarditidé a nadedném poskozeni srdecnich chlopni infekce adheruji
patogenni mikroorganismy na povrchu endokardia. Prilnuti bakterii jako jsou Staphylococcus
aureus, streptokoky, enterokoky podpoii mechanické poskozeni tkéné a srdecni onemocnéni.
Protilatky AECA se mohou vyvinout po po3kozeni endoteliadlnich bunék endokardia (Portik et
al., 2001). Korelace mezi AECA a poskozenymi chlopnémi, izolovanymi mikroorganismy,
nebo poskozenimi kiZe a ledvin nebyla zjisténa. Protilatky AECA sice byly detekovany u
nékolika pacientt sendokarditidou, ae nebyla prokazand patogenita, i kdyZz muZeme
predpokléadat, Ze protilatky proti endotelidinim bunkam také narusi povrch a na tato mista pak
nasednou bakterie.

Zvy%ené hladiny protilatek AECA byly nalezeny u vSech stupiii nemoci postihujici
klouby zvI&&té u déti — juvenilni chronickd artritida, ae nejvétsi stupeit AECA se vyskytl u
systémové formy. Uloha AECA protildtek v patogenzi juvenilni idiopatické artritidy neni
poskozeni endotelidnich bun¢k (Bloom et al., 2007).

Pacienti se sarkoiddzou (systémové granulomatdzni postizeni plic neznamé etiologie)
meli vy&Si mnozstvi AECA v sé&ru a BALu (tekutina ziskand z bronchoalveolarni lavaze)
v porovnani se zdravymi lidmi. Vy&Si vyskyt AECA mgli pacienti s mnohocetnymi |ézemi
nez pacienti bez 1ézi. U pacientt, kterym byly aplikovany kortikosteroidni 1éky, se vyskytlo
vySSi mnozstvi AECA protilatek, v porovnéni s pacienty bez nutné lécby. Protildtky AECA
mohou byt dileZitym markerem pii stanoveni diagndzy sarkoid6zy (Inui et a., 2008).

Byla prokazana vysokd Uroven antiendotelidnich protilatek v sérech Zen
shyperprolaktinemii. Protildky reagovaly smikrovaskularnimi i makrovaskularnimi
antigeny endotelidinich bunék (Krause et a., 1998).

Pritomnost protildtek AECA koreluje shumordni rejekci &tépu, ale ne sbunécnou
rejekci komplikujicim stav po transplantaci. U pacientti sischemickou chorobou srdecni
diagnostikovanou pred transplantaci zaleZi na tom, zda jsou AECA negativni nebo AECA
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pozitivni. U pacientd negativnich na protilatky AECA se mén¢ vyskytuje ischemické choroba
srdecni ve srovnéni s pacienty pozitivni na AECA. MuZe se rozvijet rejekce pouze humoralni,
bunééna nebo se vyskytuji obé soucasné. Sance na piijmuti transplantétu a pieZiti je daleko
vySSi u pacienti AECA negativnich (Fredrich et al., 1999).

Protildétky AECA také hrgji roli v rejekci ledvin po transplantaci. AECA protilétky
reaguji s glomerularnimi endotelidinimi bunikami (HGEC). Odhojeni transplantatu je vysSi u
pacientt, ktefi meéli vySSi sérové hladiny AECA pied transplantaci. Testy pacienti s akutni
rejekci v prvnim dnu po transplantaci ukazuji vysSi AECA v porovnani s pacienty bez akutni
rgekce v prvnim dnu po transplantaci. Protildtky AECA proti  mikrovaskularnim
endoteliainim bunkédm nemaji vliv na akutni odhojeni transplantované ledviny. VysSi
reaktivita AECA k mikrovaskularnim buikam byla prokézana az po nékolika tydnech.
Piijemci  trasnplantdtu s mnohocetnymi  rejekcemi  méli  vy&Si  hladingy AECA
v pretransplantacni i postransplantacni péci nez pacienti sjednou rejekci (Nakagawa et a.,
2002).

Pacienti saftézni stomatitidou (opakujicimi se Gstni viedy) maji vySSi hladinu 1gG
AECA. Tyto protildtky se vaZou svySSi aviditou k endoteliélni bunécné linii ECV 304
v porovnani skontrolnimi liniemi. Protildtky k ECV 304 se téméf neisi u pacientt
saktivnimi Gstnimi viedy a bez nich. AECA také reaguji svice buikami HUVEC. Pacienti
v aktivnim stavu stomatitidy maji vysSi sérové hladiny AECA nez pacienti v klidovém stadiu
nemoci (Healy et a., 1996)

Protilatky AECA jsou zvySeny u pacienti s Crohnovou chorobou i ulcerdzni
kolitidou (neinfek¢ni strevni zanétlivé stavy). VySSi hlading AECA protildtek byly prokézany
i u jedinca blizce pribuznym pacientim se zénétlivymi onemocnénimi a u pacienta
sinfek¢nimi enterokolitidami (Folwaczy et a., 2000).

Pri studiu protilatek AECA izotypt 1gG podttid 1gGs, 1gG,, 1gGs a 1gG, byly také
prokézany rozdily. Napriklad u Crohnovy choroby je zvy3ena podttida 1gG; oproti ulcerdzni
kolitide. Naopak hladiny protildtek podtiid 1gG,, 1gGs se zvySly u ulcerézni kolitidy.
Imunoglobuliny 1gGs jsou srovnatelné u obou zénétlivych onemocnéni, ae v porovnani se
zdravymi lidmi jejich hladina je nizsi. Hladina protilédtek izotypa 1gG nekoreluje srelapsem
Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitidy (Aldebert et al., 1997).
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Podnetem pro vypracovani této bakalarské prace byla problematicka klinick&
interpretace vydedkii vySetreni AECA vsérech pacientz Skolitelky, vySetiovanych
vlaboratori Klinické imunologie a alergologie Ustavu klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze metodou neprimé imunofluorescence -
firma Euroimmun, Lldbeck, SRN. Firma wyuzivd EC zprimokultur HUVEC, soucéasti
suplementace pouzitého tkasového média bylo bovinni sérum (pritomnost R2GP | v kulture).

Zvidste vysoka frekvence poztivity téchto protilatek u pacientii sroztrousenou
skler6zou (RS) je prrekvapivd, i kdyZz byla prokdzana vazba AECA na neuroendotel, a tim i
ovlivneni migrace autoreaktivnich T lymfocytiz do CNS. Dle literatury by poztivita AECA
mela byt zachycena pri pouZti endotelialnich bunek mozku, nikoli HUVEC. Z pocéatku jsme
se tedy zamérili na pacienty s roztrousenou skler6zou.

Pfitomnost AECA v séru pacientd s RS Zeny
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Graf ¢ 1.

Graficky rozbor detekce protilatek u pacientiz sroztrouSenou sklerézou ilustruje, Ze tato
choroba postihuje predevSim Zeny. Rozdil procentudlniho zastoupeni protilatek AECA mez
Zenami a muz je minimélni, témei polovina vzork:i byla alesporn dabeé poztivni.
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IgE |C3 |CIK |RF |ANA |SMA [APS
IAECA-neg  |zvySené hodnoty] 18 |15 12
negativni 81| 58 4 1
pozitivni 17 5 5
slabé pozitivni 3| 24 7 4
silné pozitivni 1
IAECA-poz  |zvySené hodnoty] 12 | 7 | 2
negativni 46 1
pozitivni 1| 1 3 3
slabé pozitivni 1| 8
silné pozitivni
IAECA-sl.pozjzvySené hodnoty] 7 | 4 | 1
negativni 20
pozitivni 3 2
slabé pozitivni 4 2
silné pozitivni

Tabulka é. 1

Tuto tabulku jsem sestrojila z Udaju Ziskanych z databéze pacienti s riznymi imunol ogickymi
diagn6zami, ale bez jasného autoimunitniho onemocneni. Sedovali jsme IgE, C3 dozku
komplementu, cirkulujici imunokomplexy (CIK), eozinofilni kationicky protein (ECP), C-
reaktivni protein (CRP), revmatoidni faktoru (RF), C3 doZku komplementu a dalSi

autoprotilatky — antinuklearni (ANA), protilatky proti

hladkym svalum (SMAb) a

antifosfolipidové protilatky (APS) — ve srovnani spoztivitou AECA. Prekvapive nejvice
» patologickych* vydedkii jsme nalei ve skupiné AECA neg.

Graf &. 2

Tento graf ukazuje velmi dabou az zanedbatelnou
zavidost ANA poztivnich protilatek na protilatkach
AECA. Obecné se spiSe dé rici, Ze pacienti, u
kterych jsou detekovany protilatky ANA, nejsou
poztivni na protilatky AECA.

14%

5%
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81%

Daecaneg Maecapoz [Caeca sl.poz.
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9. Zavér
Zaveéry studii citovanych v této praci potvrzuji a vysvétluji diagnostické rozpaky pri vyuZiti
vySetiovani  antiendotelidinich  protilatek v klinické imunologii. Heterogenita téchto
autoprotildtek je tak velkd, Ze nelze vyuzit pouze jeden typ testu (EIA nebo
imunofluorescence) pro vdechna onemocnéni, u kterych se AECA (castni v patogeneze. Na
druhé strané korelace jgjich hladin s aktivitou onemocnéni by méla byt divodem k blizSimu
studiu téchto autoprotildtek za vyuZziti riznych substrata.
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