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ABSTRAKT

Ca®" vazici chaperon kalretikulin je jednou z vyznamnyjch molekul hrajicich roli ve
vyvoji srdce. Kalretikulin je vSak soucasné¢ i potencialnim autoantigenem, proti kterému se
mohou tvofit autoprotilatky, jejichz uloha neni doposud objasnéna. Imunizace mysi
kalretikulinem (CRT) vede k poskozeni tkané srdec¢niho svalu. V této praci byly proto
analyzovany hladiny protilitek proti CRT testem ELISA vsérech pacienta
diagnostikovanych  jako idiopaticka  dilata¢ni kardiomyopatie  a kardiomyopatie
hypertrofickd. U obou skupin byly prokazany zvysené hladiny IgA (P < 0,001) a IgG (P <
0,05) protilatek proti CRT. Zvysené hladiny IgA antikalretikulinovych protilatek jsme
prokazali u 12 z 34 pacientd s idiopatickou dilatacni kardiomyopatii a u 13 z 38 pacientti
s hypertrofickou kardiomyopatii, zatimco zvysené hladiny IgG protilatek proti CRT jsme
detekovali u 7 z 34 pacienta s idiopatickou dilatacni kardiomyopatif a 11 ze 38 pacientti
s hypertrofickou kardiomyopatii. Pouze 2 ze 79 sér kontrolni skupiny krevnich darca byly
pozitival v IgA a 1 ze 79 v IgG izotypu protilatek proti CRT. Rozvinutou protilatkovou
odpoveéd proti CRT u vybranych testovanych pacientt s kardiomyopatiemi potvrzuji
nalezy IgG ant-CRT protilatek v titru 1/1600, IgA a IgAl antd-CRT protilatek v titru
1/800 a IgA2, IgG1, IgG2, IgG3 anti-CRT protilatek v tittu 1/200. Metoda Pepscan
dokumentuje protilatkovou reaktivitu pacientd s kardiomyopatiemi predominantné
s témito sekvencemi CRT: EVKIDNSQVESGSLED, IDDPTDSKPE,
DKAPEHIPDPDA a RKEEEEAEDKEDDAEDKDEDEEDE. Diplomova prace
prokazuje zvySenou koncentraci sérového CRT (P < 0,01) ve skupiné¢ pacientd
s hypertrofickou kardiomyopatii (5 z19). Avsak i 6 ze 17 sér pacientt s dilatacni
kardiomyopatii a pouze 1 z 24 testovanych sér kontrolni skupiny krevnich darca byly
pozitivni na pitomnost kalretikulinu. Vysledky prace piispéji k rozsifeni znalosti o
prevalenci autoprotilatek proti CRT a hladiné CRT v krevnim séru u lidskych onemocnéni.
Pritomnost antikalretikulinovych protilatek a detekce kalretikulinu v séru by mohla slouzit
k vymezeni forem znaéné heterogennich primarnich kardiomyopatii, v jejichz patogenezi

hraji roli autoimunitn{ reakce.

Klicova slova:  kalretikulin,  sérové protilatky, antigenni epitopy, autoimunita,

kardiomyopatie, ELISA, Pepscan
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ABSTRACT

Distinct cellular level of the Ca®* binding chaperone calreticulin (CRT) is essential
for cardiac development and postnatal function. However, CRT is also a potential
autoantigen eliciting formation of antibodies (Ab), whose role is not yet clarified.
Immunization with CRT leads to cardiac injury, and overexpression of CRT in
cardiomyocytes induces dilated cardiomyopathy (DCM) in experimental animals. Hence,
we analysed levels of anti-CRT Ab and calreticulin in the sera of patients with idiopatic
DCM and hypertrophic cardiomyopathy (HCM). ELISA and immunoblot using human
recombinant CRT and Pepscan with synthetic, overlapping decapeptides of CRT were
used to detect anti-CRT Ab. Significantly increased levels of anti-CRT Ab of IgA
(P<0.001) and IgG (P<0.05) isotypes were found in patients with both DCM (12/34
seropositive for IgA, 7/34 for IgG) and HCM (13/38 seropositive for IgA, 11/38 for 1gG)
when compared with controls (2/79 for IgA, 1/79 for IgG). Titration analysis in
seropositive DCM and HCM patients documented anti-CRT Ab detected at 1/1600
dilution for IgG and 1/800 for IgA (and IgAl) and at least at 1/200 dilution for IgA2,
IgG1, IgG2 and IgG3. Pepscan identified several immunogenic CRT epitopes:
EVKIDNSQVESGSLED, IDDPTDSKPE, DKAPEHIPDPDA and
RKEEEEAEDKEDDAEDKDEDEEDE recognised by IgA and IgG Ab of these
patients. Serum CRT concentration was tested by ELISA. Significantly increased levels of
CRT relative to healthy controls were found in sera of patients with HCM (P<0.01, 5/19).
Six out of 17 pacients with DCM and 1 out of 24 healthy controls were seropositive for
serum CRT. These data extend the knowledge of seroprevalence of anti-CRT Ab and
CRT, and suggest possible involvement of autoimmune mechanism in some forms of

clinically heterogeneous cardiomyopathies.

Key words: calreticulin, anti-calreticulin antibodies, autoimmunity, antigenic
epitopes, dilated  cardiomyopathy, hypertrophic cardiomyopathy,
ELISA, Pepscan



POUZITE ZKRATKY
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1. UVOD A CILE DIPLOMOVE PRACE

Ca®" vazici molekularni chaperon kalretikulin je molekulou esencidlni pro vyvoj
stdce béhem embryogeneze a soucasné potencialnim autoantigenem, proti kterému se tvoii
autoprotilatky u nékterych pacientti s autoimunitnimi a onkologickymi gastrointestinalnimi
onemocnénimi. V experimentalnim mysim modelu vyvolava imunizace kalretikulinem
poskozeni srde¢nfho svalu, avsak samotna nadprodukce kalretikulinu v kardiomyocytech
dospélych mysi vede k rozvoiji dilata¢ni kardiomyopatie. Antikalretikulinové protilatky byly
nalezeny také u lidského kongenitalniho srde¢niho bloku.

Dilata¢ni a hypertroficka kardiomyopatie predstavuji dvé zakladni skupiny
primarnich kardiomyopatil. Zatimco hypertroficka kardiomyopatie reprezentuje spise
genetické onemocnéni, pfic¢iny vzniku dilatacni kardiomyopatie jsou nejasné a v casti
pfipadi se wuvazuje o imunologicky mediovaném mechanismu. Pf{tomnost
antikalretikulinovych protilatek vSak nebyla doposud u pacienta s dilatacni ani
hypertrofickou kardiomyopatii testovana, pfestoze by nalez téchto autoprotilatek mohl

odhalit doposud nerozpoznané autoimunitni procesy v patogenezi téchto onemocnéni.
V diplomové praci byly stanoveny nasledujici experimentalni cile:

1) Definovat vyskyt sérovych autoprotilatek proti kalretikulinu u pacienta s idiopatickou
dilata¢ni kardiomyopatii a kardiomyopatii hypertrofickou. V ramci této studie testovat a
statisticky analyzovat sérové hladiny protilatek proti kalretikulinu izotypu IgA a IgG a jejich
subtypu IgAl, IgA2 a IgGl — IgG4, které u zminénych onemocnéni doposud nebyly
studovany. Soucasné stanovit nejvyssi detekovatelné titry sérovych protilatek proti
kalretikulinu. Pro tento ucel modifikovat doposud uzivany ELISA test stanovujici sérové

hladiny protilatek proti kalretikulinu.

2) Ove¢fit piitomnost sérovych protilatek proti kalretikulinu u testovanych pacientt

s kardiomyopatiemi metodou imunoblotu s lidskym rekombinantnim kalretikulinem a jeho
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vybranymi fragmenty a technikou Pepscan, ktera vyuziva série syntetickych dekapeptidu

kalretikulinu, jejichz sekvence se vzajemné prekryvaji osmi aminokyselinami.

3) Stanovit koncentrace sérového kalretikulinu u pacientt s hypertrofickou a dilatacni
kardiomyopatii a srovnat je s koncentracemi kalretikulinu u kontrolni skupiny krevnich

darcu.

Uspotadani experimentt v diplomové praci zjednodusené zobrazuje Obrazek ¢. 1.

Obrazek €. 1: Schéma experimentt v diplomové praci

SCHEMA STUDIE

A)  Kvantifikace a srovnanihladin 1gA a IgG protilatek proti kalretikulinu
u pacientl s dilatacni kardiomyopatii, hypertrofickou kardiomyopatii a kontrolni
skupiny krevnich darcd (ELISA — lidsky rekombinantni kalretikulin-6His, Mann-
Whitney U test, korelacni analyza, Demingova regrese)

}

Ovéfeni reaktivity IgA, 1gG protilatek s kalretikulinemu séropozitivnich pacientt

Imunoblot i rekombinantni CRT

rekombinantni fragment druhé ctvrtiny kalretikulinu

PEPSCAN

Titraéni analyza IgA a IgG protilatek proti kalretikulinu

}

B)  Titracni analyza IgA1l, IgA2, IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4 protilatek proti kalretikulinu (ELISA)

C) Kvantifikace hladin kalretikulinu u pacient s dilatacni kardiomyopatii a hypertrofickou
kardiomyopatii (ELISA, ng/ml, Mann-Whitney U test, korelaéni analyza)

11



2. LITERARNI PREHLED

2.1. AUTOIMUNITA

Nedilnou soucasti homeostatickych a ontogenetickych mechanismu jsou imunitn{
reakce smérované proti strukturam vlastnich tkani, tedy nezpochybnitelné autoimunitni
reakce. Fyziologickou ulohou autoimunitnich reake! je odstranovani nepotfebnych,
poskozenych, starnoucich, virové infikovanych a nadorové transformovanych bunék
z organismu. Vznik antiidiotypovych protilatek je pffkladem autoimunitni reakce, jez je
integralnf soucast{ regulace imunitni odpovédi. Béhem embryogeneze se navzdory
nedostatecné rozvinutému imunitnimu systému ve smyslu antiinfekéni imunity
autoimunitni reakce ucastni morfogenetickych procesu. Pasobi-li vsak autoimunitni reakce

chronické poskozeni organismu vnimame ji jako patologickou (LACROIX-DESMAZES
et al. 1998, CASALI & SCHETTINO 19906).

2. 1. 1. Autoprotilatky

V zavislosti na charakteru a vlastnostech vnimame — ac¢ s neostrou hranici — nékteré
autoprotilatky spise jako fyziologické a jiné, které jsou prokazatelné spojeny s chorobnym
procesem, jako  patologické.  Fyziologické autoprotilatky —nejsou  asociovany
s autoimunitnimi onemocnénimi. Autoprotilatky oznacované jako fyziologické jsou
obvykle nizkoafinni, polyspecifické, multivalentni a pfevazné izotypu IgM a zpravidla se
nevyskytuji ve vysokych koncentracich. Pfi tvorbé fyziologickych autoprotilatek je
pfednostné vyuzivano konzervativnich segmenta IgV gent. Do skupiny fyziologickych
autoprotilatek principialné nalezi také tzv. pfirozené protilatky, které se ostatné vyskytuji
jako jedny z prvnich protilatek u novorozencu. Pfirozené protilatky rozpoznavaji diky své
polyreaktivité Siroké spektrum fylogeneticky konzervovanych molekul — aktin, tubulin,
myosin, spektrin, B2 mikroglobulin, dSDNA, fosfatidylserin, difosfatidylglycerol, avsak také
cytokiny, hormony a imunoglobuliny. Autoprotilatky oznacované jako fyziologické vazi i

bakterie a viry. Zajimavou vlastnosti pfirozenych protilatek izotypu IgG je schopnost
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ménit afinitu k antigenu a rozpoznavat slozky pfirozené imunity napi. jako ficolin a
mandzu vazajici lektin na povrchu bakterii, ¢imz usnadnuji jejich fagocytézu. Subpopulace
CD5" B lymfocytl oznacovani jako B1 buriky, jejichz vyskyt a aktivita jsou nejéastéji
spojovany s embryonalnim a ranym neonatalnim obdobim lidi a mysi, jsou povazovany za
nejvyznamnéjsi producenty pfirozenych protilatek. Tyto bunky u novorozeného organismu
patrné tvofi soucast prvni linie imunitni obrany, avSak maji i imunoregulacni funkce.
Ddlezitou imunoregulacni funkei nékterych pfirozenych protilatek je stimulace zkfizené
prezentace (cross-presentace) virovych slozek na MHC I glykoproteinech buné¢k prezentujicich
antigen, které internalizovaly komplexy vird s témito protilatkami. Timto zpusobem
mohou pfirozené protilatky pfispét k rozvoji bunikami zprostfedkované antivirové imunity
mechanismem cross-priming (HARDY & HAYAKAWA 1986, CASALI & NOTKINS 1989,
TLASKALOVA-HOGENOVA et al. 1992, KASATAN & CASALI 1993, DURRBACH et
al. 2007, PANDA et al. 2013).

Autoprotilatky asociované s patologickou autoimunitou jsou vysokoafinni,
pfevazné izotypu IgG, tvoii se ve vysokych koncentracich a vazi a aktivuji komplement.
Antigenni specifita a fyzikalné-chemické vlastnosti patologickych autoprotilatek urcuji

jejich dlohu v onemocnénich (CZAJA & HOMBURGER 2001).

2. 1. 2. Autoimunitni a imunologicky mediovana onemocnéni

Imunologicky mediovana onemocnéni véetné autoimunity jsou zpusobena
devastujici aktivitou imunitnfho systému smérovanou proti vlastnimu organismu.
Autoimunitn{ onemocnéni jsou definovana zvysenou expresi MHC glykoproteina a
proteint tepelného soku na bunkiach v mist¢ chronického poskozeni, imunologickou
reaktivitou proti definovanému autoantigenu, pfitomnosti vysokych hladin autoprotilatek
v sérech pacientd, asociaci onemocnéni se specifickymi produkty genového komplexu
MHC a schopnosti pfenosu onemocnéni mezi jedinci prostfednictvim séra nebo
imunokompetentnimi  bunikami. Autoimunitni onemocnéni jsou charakterizovana
vzajemnym sdruzenim, polygennim zpusobem dédic¢nosti a ¢astéj$im vyskytem u Zen. Pro

autoimunitni onemocnéni, podobné jako pro alergicka i ostatni imunologicky mediovana
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onemocnéni je typicky terapeuticky efekt kortikosteroidd a imunosupresiv. Termin
wimunologicky mediovand onemocnéni oznacuje choroby, v jejichz patogenezi se
uplatiiuje chronicky a nekontrolovany zanét. Oznaceni ,,imunologicky mediované
onemocnéni* vyznamové stira hranici mezi definici autoimunitnich a alergickych chorob

(WITEBSKY et al. 1957, BONA 1991, ROSE & BONA 1993).

2. 1. 3. Etiopatogeneze autoimunitnich onemocnéni

Priciny vzniku autoimunitnich onemocnéni nejsou doposud uspokojivé objasnéné,
avsak v jejich etiologii je pfedpokladana ucast faktord vnéjstho prostiedi i pfispévek
genetické predispozice jedince. Geny prukazné asociované s rozvojem autoimunity koduji
proteiny genového komplexu MHC véetné MHC glykoproteini, T bunécny receptor,
variabilni oblasti imunoglobulint, cytokiny a geny spojené s apoptotickou smrti. Vyssi
vyskyt autoimunitnich onemocnéni u zen naznacuje ucast hormonu pii jejich vzniku.
Doposud plati predpoklad stimulacniho vlivu estrogent a inhibi¢niho vlivu androgend na
imunitni reakci. Vys$si vyskyt autoimunitnich onemocnéni u jedinct s imunodeficity
indikuje zasadni roli regulac¢nich lymfocytd v potlaceni nezadouci autoreaktivity. Rozvoj
autoimunity u imunodeficita muaze byt také vysledkem snahy o kompenzaci tohoto defektu
generalizovanou expanzi a zvysenou aktivitou zbytku imunocytd bez ohledu na jejich
specifitu a moznost regulace (ROVENSKY et al. 1994).

Riziko vzniku autoimunitnich onemocnéni zvysuji nékteré vnéjsi faktory jako
expozice organizmu ultrafialovym zafeni, tézkym kovim a nékterym chemikaliim a
pfitomnost chronické infekce. Zvlasté vyznamna pro rozvoj poskozujici autoimunity se
jevi infekce, ktera v tomto sméru muze pusobit rozdilnymi mechanizmy. Nékteré slozky
infekéniho agens pusobi mitogenné na imunokompetentni bunky ¢i vyvolavaji polyklonalni
aktivaci T a B lymfocyta bez ohledu na specifitu jejich antigenniho receptoru — tedy véetné
bunck autoreaktivnich. Timto zptusobem mohou pusobit v piipadé¢ T bunck také virové
superantigeny. Oproti tomu imortalizace autoreaktivnich B-buné¢k virem Epstein-Barrové
muze vést k produkci autoprotilatek (ANSEL et al. 1985, NIELSEN & HULTMAN 2002,
ELENKOV & CHROUSOS 2002, SEPA et al. 2002, TLASKALOVA-HOGENOVA et
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al. 1992, NAKAGAWA & HARRISON 1996). Ptitomnost zanétu, zejména chronického,
pfedstavuje riziko odhaleni kryptickych autoantigent v poskozené tkani, které byly
doposud imunitnimu systému skryté. Proti témto autoantigenim mohou existovat
specifické T- ¢i B-lymfocyty, jez nemaji regulacni charakter. V zanétlivém prostfedi dochazi
ke zvysené expresi MHC molekul II. tfidy na bunkich poskozené tkané, ¢imz se zvySuje
pravdépodobnost prezentace endogenniho peptidu a rozsifeni spektra rozpoznavanych
autoantigentt imunitnim systémem (antigenni  spreading) za soucasné perpetuace i
amplifikace zané¢tu (COHEN 2001). Se zvySujicim se mnozstvim znalosti o zpusobu
generovani antigenniho repertoaru T lymfocytd se pozornost upina k tzv. promiskuitni
genové expresi tkanove-specifickych antigent v medularnich bunikich thymu, ktera je
fizena autoimunitnim regulatorem (Aire). Mutace v genu pro Aire zpusobuje vzacné
monogenni onemocnéni{ charakterizované multiorginovou autoimunitou preferencéné
poskozujici endokrinni zlazy — Blizzardav syndrom (APECED, autoimmune polyendocrinopathy
— candidiasis — ectodermal dystrophy) (DERBINSKI et al. 2001, BJORSES et al. 1998).

Navzdory skutecnosti, ze kazdé onemocnéni ma svij individualné specificky
charakter vcetné¢ jeho puvodu, patogeneze, rezistence organismu, terapeutickych
vychodisek a klinické odpovédi na konkrétni 1écbu, lze v nékterych pifpadech prokazatelné
urcit mechanismy poskozeni. Patogenetické pusobeni autoprotilatek se odviji od jejich
ukladan{ ve tkanich, vazby a aktivace slozek komplementu a nasledné atrakce fagocytujicich
a prozanétlivych mononuklearnich bunck. Protilatky vsak mohou putsobit i cytotoxicky
prostfednictvim mechanismu cytotoxicity zavislé na protilatkach (antibody dependent cellulnar
eytotoxiicity, ADCC). Rozvoj chronického zanétu zpusobeného depozici imunokomplext
obsahujicich autoprotilatky ve tkanich je pfic¢inou celé skupiny chorob oznacovanych jako
imunokomplexova onemocnéni. Pifkladem jiného patogenetického ptsobeni protilatek je
likvidace hematologickych bunék, jejimz nasledkem je autoimunitni cytopenie, ¢i blokace
nebo stimulace bunéénych povrchovych receptort raznych typt bunck (Gravesova
choroba, myastenie gravis, atrofickd gastritida) (BLANK & SHOENFELD 2007,
PORDEUS et al. 2008).
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2. 1. 4. Autoprotilatky u srde¢nich onemocnéni

Pritomnost cirkulujicich specifickych autoprotilaitek se muze v razné mife
vyskytovat jak u pacientd se srdecnim onemocnénim tak i u pacientt postizenych srde¢nim
selhanim, aniz by u nich byla prokazana poskozujici imunologicky-mediovana reakce ¢i
atributy Witebského kritérif definujicich autoimunitni onemocnéni. Vyznam patologické
ulohy autoprotilatek u srde¢nich onemocnéni neni v plné mife objasnén, nebot’ exprese
identifikovanych autoantigent neni omezena pouze na tkan srdecniho svalu. Nicméné
piitomnost autoprotilatek v sérech vyznamné casti pacientt se srdecnimi onemocnénimi
zustava skutecnosti. Pacienti s riznymi srdecnimi onemocnénimi mohou vyvijet
autoprotilatky proti HSP60, troponinu I, myozinu, Na-K-ATPaze a mitochondriim, u
nichz byl identifikovan Adenine Nucleotide Transporter jako imunodominantni molekula
(CAFORIO et al. 1992, BABA et al. 2002, LEUSCHNER et al. 2008, BOTTAZZO et al.
1986, KAYA et al. 2012).

Z mnozstvi autoprotilatek vyskytujicich se u pacientt srdecnimi onemocnénimi

jsou nejvice prostudovany protilatky proti adrenalinovému a muskarinovému receptoru.

2.1.4. 1. Autoprotilatky proti 1 adrenoreceptoru

B1 adrenoreceptor ma zasadni ulohu v adrenergni regulaci srde¢ni kontrakce a
protilatky proti tomuto receptoru jsou povazovany v patogenezi srdecniho selhani za
klicové. Dilatacni kardiomyopatie byla jednim z prvnich onemocnéni, u kterého byl vyskyt
autoprotilatek proti B1 adrenoreceptoru prokazan. Patogeneticky relevantni u srde¢niho
selhani se jevi IgG izotyp protilatek proti B1 adrenoreceptoru, kterj ma prokazatelné
inhibiéni vliv na signaliza¢ni funkci tohoto receptoru (LIMAS et al. 1989). B1
adrenoreceptor nalezi do skupiny receptorti asociovanych s trimernimi G-proteiny a je
tvofen transmembranovym fetézcem sedminasobné prochazejicim membranou. Vazba
adrenalinu na tento receptor iniciuje signaliza¢ni kaskadu, jejiz soucast je aktivace enzymu
adenylatcyklazy katalyzujici tvorbu 37,5 cyklického adenosin monofosfatu (cAMP), jenz je

nezbytny pro aktivaci protein kinazy A. Protein kinaza A fosforyluje transportni kanaly pro
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vapnikové iony v sarkoplazmatickém retikulu a plazmatické membrané, které se oteviou a
umozni tak influx téchto iona do cytoplazmy (CAPOTE et al. 2015).

Analyza specificity protilatek proti B1 a B2 adrenoreceptoru u pacientd s dilatacni
kardiomyopatif identifikovala imunodominantni epitopy v druhé extracelularni smycce 1
adrenoreceptoru na zakladé srovnani reaktivity téchto pacienti a kontrolni skupiny
zdravych krevnich darci. Vysledky studie prokazaly pfitomnost autoprotilatek proti druhé
extracelularni smycce P1 adrenoreceptoru u 31 % pacientd s dilata¢ni kardiomyopatii,
zatimco pouze 12 % testovanych osob kontrolni skupiny zdravych krevnich darcta bylo
séropozitivnich na tyto protilatky (MAGNUSSON et al. 1990).

Ackoliv autoprotilatky proti B1 adrenoreceptoru jsou spojovany s negativni
prognézou srde¢nfho onemocnéni a vysokym rizikem srde¢niho selhani, konzistentni
informace o pficiné jejich tvorby, vyskytu a kinetice jsou doposud limitované. Na bunécné
a molekularni drovni kritkodoba stimulace P1 adrenoreceptoru protilaitkami vede k
apoptoze kardiomyocytih mechanismem zavislym na kaspazach, ktery je zprostfedkovan
aktivaci cAMP dependentni protein kinazy A. Oproti tomu dlouhodoba stimulace 1
adrenoreceptoru vede k jeho desenzitizaci vuci stimulaci protilatkami a snizené expresi na
povrchu bunék. Snizena kontraktilita srdecnfho svalu muze vsak byt diasledkem obou
piipadia (PATEL et al. 2009, FREEDMAN & LEFKOWITZ 2004).

Priciny vzniku a patogeneticka dloha protilatek proti B1 adrenoreceptoru v ptipadé
strdecnich onemocnéni ¢i srde¢niho selhani jsou doposud v roviné spekulaci zejména
proto, ze exprese B1 adrenoreceptoru neni omezena na bunky kardiomyocyti. Hypotéza
vzniku protilatek proti B1 adrenoreceptoru pfedpoklada jeho uvolnéni z bunék myokardu
nasledkem poskozeni a zanétu, ¢imz je B1 adrenoreceptor exponovan imunitnimu systému,
ktery je senzitizovan pro tvorbu protilatek. Nezbytnost uvolnén{ adrenoreceptoru z bunck
pro indukci tvorby autoprotilatek je vak diskutabilni v ptipadé B1 adrenoreceptoru, nebot’
doména dominantné¢ rozpoznavana autoprotilaitkami je permanentné exponovana
extracelularnimu prostfedi. Mechanismus ,,molekularni mimikry” je respektovanou
hypotézou vzniku protilatek proti 1 adrenoreceptoru predpokladajici existenci sdileného
epitopu (epitgpe sharing) — tedy sekvencni nebo strukturalni podobnost — mezi infek¢nim

agens a extracelularni doménou tohoto receptoru. Predpoklada se, Ze mechanismus
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m»molekularni mimikry* je platny pfi rozvoji Chagasovy kardiomyopatie. Pfi vzniku
Chagasovy kardiomyopatie se uplatiuje podobnost mezi povrchovymi antigeny
Trypanosoma cruzi a sekvencemi lidskych proteina (PIZARRO et al. 2011, WALLUKAT et
al. 2010). Vysoka sekvencéni homologie byla prokazana mezi sekvencemi lidskych proteint
a proteint nékterych vira, bakterii a kvasinek — enterobakterialniho figa RR69, faga KG1
stafylokokt, proteind Mycobacterium tuberculosis, Burkholderia thailandensis, Rickettsia prowazekii,
Legionella pnenmophila, Aspergillus niger a Aspergillus fumigatus ILEVIN & HOEBEKE 2008).
Koncept podobnosti mezi cizorodym antigenem a autoantigeny — zminované ,,molekularni
mimikry* — lze také vyuzit k objasnéni vzniku protilatek kfizové reagujicich s bakterialnim i
lidskym HSPG60, myeloperoxidazou a cytokeratiny (HUITTINEN et al. 2002).

U idiopatické dilatacni kardiomyopatie se vyskytuje vyznamna koincidence mezi
vyskytem protilatek proti B1 adrenoreceptoru a vyskytem protilatek proti muskarinovému
receptoru M2. Ve skupiné pacientd s idiopatickou dilata¢ni kardiomyopatii sérové
protilatky 31 % pacientd rozpoznavaly antigenni epitopy Pl adrenoreceptoru a soucasné
39 % téchto pacientd rozpoznavalo svymi protilatkami muskarinovy receptor M2 (FU et al.
1993, 1994, MATSUI et al. 1995).

Autoprotilatky stimulujici adrenoreceptor B1 maji prikazné kardiotoxicky efekt.

V zavislosti na mnozstvi, protilatky proti adrenoreceptoru P1 zpusobuji bud jeho
desenzitizaci ¢i blokaci (IWATA et al. 2001). Neutralizace nebo odstranéni téchto
autoprotilatek je prokazatelné terapeuticky ucinné u séropozitivnich pacientd se srde¢nimi
onemocnénimi. Vhodnym technickych feSeni pfi odstranéni téchto protilatek se jevila
metoda plazmaferézy vyuzivajici selektivni imunoadsorpce, pii které jsou protilatky za
vyuziti extrakorporalniho krevntho ob¢hu adsorbovany zkrve na vhodny nosic.
Imunoadsorpce je vysoce efektivni a umozni odstranéni vice nez 80 % protilatek
(SCHIMKE et al. 2005, STAUDT et al. 2002, 2005). Vlivem plazmaferézy na vyvoj
nékterych srdec¢nich onemocnéni a na moznost odvraceni srde¢niho selhani se zabyva fada
autora. Empirické odstranéni autoprotilatek z krevntho obc¢hu prokazatelne zlepsuje
ejekeni funkei levé komory, hladinu natriumuretického peptidu a upravuje hemodynamiku.

Vyznamné zlepsSeni klinického stavu u 163 pacientt indikovanych k transplantaci srdce,

séropozitivnich na protilatky proti 1 adrenergnimu receptoru, bylo prokazino po dobu 5

let od provedeni plazmaferézy. Nejvysstho efektu na zlepseni zdravotntho stavu téchto
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pacientti, zahrnujictho zvysSeni ejekéni frakce levé komory, zmirnéni fyzickych obtizi a
omezujicich symptomt (hodnocenych nizsim stupném NYHA stupnice), zvySeni hladiny
natriumuretického peptidu a zlepseni kyslikové konsumpce, bylo dosazeno prvni rok po
provedeni plazmaferézy (DANDEL et al. 2012, MULLER et al. 2000, SCHIMKE et al.
2001). Jedna z mechanistickych pfedstav pficin terapeutického udspéchu odstranéni

protilatek proti adrenergnimu receptoru B1 predpoklada obnoveni jeho signaliza¢ni funkce.

Uloha imunitniho systému a protilatkové reaktivity proti B1 adrenergnimu receptoru v
patogenezi dilatacni kardiomyopatie je vSak komplexnéjsi, coz naznacuje rozdilna
terapeuticka ucinnost plazmaferézy u pacientd v zavislosti na polymorfizmu jejich Fc
receptort. Vyssi terapeuticky uspéch pfi vyuziti plazmaferézy a odstranéni imunoglobulint
z krevniho obéhu byl prokazan u téch pacienta s dilatacni kardiomyopatii, jez byli nositeli
alely R/R131 receptoru FcyRIIa (STAUDT et al. 2010).

Patogeneze imunologicky mediovanych onemocnéni obvykle zahrnuje komplexni
ucast slozek imunitnfho systému vcetné rozvoje Sirokého spektra autoprotilatek. Také
v pfipad¢ idiopatické dilatacni kardiomyopatie lze pfedpokladat rozvoj autoprotilatek
ruznych a doposud neznamych specifit, nebot’ prosté odstranéni imunoglobulint
z krevniho obéhu u pacientd s timto onemocnénim zpusobi zlepSeni srdecnich funkei bez
ohledu na pfitomnost a vysku hladin protilaitek specifickych proti B1 adrenergnimu
receptoru pied vlastni plazmaferézou (MOBINI et al. 2003).

Analyza izotypa a subtypu sérovych protilatek proti B1 adrenergnimu receptoru u
pacientd s kardiomyopatiemi prokazala dominanci subtypu IgG3 protilatek, ktery je
spojovan s patogenezi téchto chorob. Slozitost vztahu subtypu IgG3 protilatek proti
adrenergnimu  receptoru 1 k patogenezi dilatacni kardiomyopatie dokumentuje
skute¢nost, ze se terapeuticky efekt selektivniho odstranén{ IgG3 izotypu protilatek této
specifity modifikovanou plazmaferézou projevil zlepsenim ejekcni funkce levé komory
nejvice u pacientu, ktefi trpéli dilataéni kardiomyopatii kratsi dobu a u pacientt s vyssi
mirou ejekeni disfunkce (STAUDT et al. 2002).

Vseobecné pfijeti pfedstavy o klicové patogenetické dloze protilatek proti
adrenergnimu receptoru B1 u kardiomyopatii vedla ke snaze zvysit specifitu a efektivitu
odstranéni teéchto protilatek z krve pacienta plazmaferézou. Ke zvyseni specificnosti

odstranéni{ protilatek proti adrenergnimu receptoru B1 plazmaferézou byl vyvinut systém
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zefektiviiujic! imunoafinitni separaci zaloZzenou na vyuziti syntetickych peptida
obsahujicich klicové antigenni epitopy téchto protilitek (SCHIMKE et al. 2005,
WALLUKAT et al. 2002). Selektivni odstranéni subtypu IgG3 protilatek proti
adrenergnimu receptoru B1 timto separa¢nim postupem zputsobuje zlepseni fyziologickych
a klinickych parametrt, avsak toto zlepSeni neni vyraznéjsi nez v piipadé vyuziti technik
neselektivntho odstranéni plazmatickych IgG protilatek bez zfetele na jejich subtyp
(HERDA et al. 2010, STAUDT et al. 2010).

Navzdory urcitému zpochybnovani zasadniho patogenniho vlivu protilatek proti
adrenergnimu receptoru Bl u pacientd s kardiomyopatiemi pokracovaly snahy vyvinout
systém zefektiviiujici eliminaci téchto protilatek z krevniho obéhu. Zminéné snahy vyustily
ve vyvoj syntetickych oligonukleotidovych polymert oznacovanych jako aptamery, které
umoznuji vysokoafinitni a tim 1 specifictéjsi vazbu protilatek proti adrenergnimu receptoru
B1, ¢imZ se v organismu neutralizuje jejich patologické ptasobeni a v kone¢ném dusledku
jsou tyto protilatky ve zvysené mife eliminovany (WALLUKAT et al. 2012). Odlisnym
technickym fesenim vychazejicim ze stejné logiky — tedy neutralizace a odstranéni
protilatek proti adrenergnimu receptoru B1 z krevniho obé¢hu specifickym neutralizacnim
agens — je vyuziti cyklického peptidu COR-1. V prvni etapé klinickych zkousek eliminovala
molekula COR-1 vétsinu cirkulujicich protilaitek proti adrenergnimu receptoru [1.

Soucasné bylo podavani této molekuly pacienty dobfe tolerovano a nevyvolavalo

protilatkovou odpovéd’ (MUNCH et al. 2012).

2. 1. 4. 2. Autoprotilatky proti muskarinovému receptoru

Druhou skupinou intenzivné studovanych autoprotilatek u kardiomyopatii jsou
protilatky proti muskarinovému receptoru. Muskarinovy receptor patii do skupiny
receptord  pro acetylcholin, které jsou podobné jako P adrenoreceptory tvofeny
polypeptidovym fetézcem sedminasobné prochazejicim plazmatickou membranou.
Signaliza¢ni funkce muskarinového receptoru je spojena s trimernimi G-proteiny (KRUSE
et al. 2014). Doposud skupina muskarinovych receptora zahrnuje 5 antigenné rozdilnych

typu, jejichz stimulace vede kiniciaci odlisnych signalizacnich drah. Protilatky proti
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muskarinovému receptoru M2 byly identifikovany v 90. letech minulého stoleti u pacienta
s dilatacn{ kardiomyopatii a pacientd s Chagasovou chorobou (NUSSINOVITCH &
SHOENFELD 2012).

Analyzy detailn{ specificity sérovych protilatek proti muskarinovému receptoru M2
u pacientt s dilatacni kardiomyopatii prokazaly imunodominantni epitopy na druhé
extracelularni smycce tohoto typu receptoru. Studie protilatkové reaktivity proti lidskému
muskarinovému receptoru M2 zdokumentovala séropozitivitu 39 % pacientd s dilatacni
kardiomyopatii na protilatky proti syntetickému peptidu korespondujicimu se sekvenci 169
— 193, jez se nachazi v druhé extracelularni smycce tohoto receptoru. Oproti tomu,
zvysené hladiny protilatek proti této aminokyselinové sekvenci lidského muskarinového
receptoru M2 byly nalezeny pouze u 8 % zdravych krevnich darca (FU et al. 1993).
Studium vlivu protilatek specifickych pro sekvenci 169 — 193 muskarinového receptoru M2
prokazalo negativni chrono- a ionotropni efekt vcetné schopnosti inhibice
adenylatcyklazové aktivity (FU 1995, WANG et al. 1996). Imunizace kraliki molekulou
muskarinového receptoru M2, podobné jako imunizace peptidem sekvencné shodnym s
jeho druhou extracelularni smyckou, vyvolala u experimentalnich zvifat pravostrannou
ventrikularni dilataci. Histologicka analyza alterované oblasti ventrikularni stény takto
postizeného srdce kraliki  imunizovanych muskarinovym receptorem M2 a jeho
fragmentem prokazala ohniskovou myofibrilarni lyzu, ztraitu myofilament, zvétSeni
mitochondrif a jejich kondenzaci, vakuolizaci sarkoplazmy a depozici denznich granul
v sarkoplazmeé (MATSUI et al. 1997).

STAVRAKIS et al. (2011) prokazali, ze cirkulujici autoprotilatky proti
muskarinovému receptoru M2 u pacientt s dilata¢ni kardiomyopati{ interferuji s
agonistickym ionotropnim efektem citkulujicich protilatek proti 1 adrenergnimu
receptoru tim, ze kifzové reaguji s muskarinovymi receptory M2. Tito autofi predpokladaj,
ze cirkulujici protilatky proti muskarinovym receptorim mohou snizovat schopnost
ventrikularni  kontraktility a tim pfispivat k srde¢nimu selhani u pacientd
s kardiomyopatiemi. Objasnéni skute¢ného vyznamu a vlivu protilatek proti M2
muskarinovému i B1 adrenergnimu receptoru v rozvoji strdecnich onemocnéni a pfi

strdecnim selhani komplikuje skutecnost, ze oba receptory nejsou selektivné exprimovany

jen na bunikach srde¢niho svalu (STAVRAKIS et al. 2011).
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2.2. KARDIOMYOPATIE

Kardiomyopatie pfedstavuji vyznamnou, avSak raznorodou skupinu onemocnéni
myokardu spojenych s mechanickou dysfunkci a poruchou prevodniho systému srdecniho,
které — jsou-li neléceny — vedou k srde¢nimu selhani a k takové mife poskozeni srde¢nfho
svalu, kdy je jedinou moznosti 1éc¢by srdecni transplantace. Patologicko-anatomicky se
kardiomyopatie obvykle manifestuje riznym stupném ventrikularni hypertrofie nebo
dilatace. Kardiomyopatie maji razné pficiny, mezi nimi vsak dominuji vlivy genetické. Tato
onemocnéni casto byvaji soucasti nékterych systémovych onemocnéni, ovSem mohou
existovat 1 jako samostatné nosologické entity. Kardiomyopatie jsou obvykle rozdélovany
na zakladé¢ predpokladané piiciny postizeni srdecniho svalu a celkového klinického
kontextu do dvou hlavnich skupin na kardiomyopatie primarni a sekundarni. Primarni
kardiomyopatie jsou onemocnéni charakterizovana poskozenim srdecniho svalu bez
pfitomnosti  jiného onemocnéni vedouctho k podobné symptomatologii. Primarni
kardiomyopatie mohou byt geneticky podminéné, avsak i vylu¢né ziskané. Oproti tomu se
sekundarni  (druhotné)  kardiomyopatie  vyskytuji = spolecné se  systémovymi
(multiorganovymi) onemocnénimi, které mohou byt také jejich pficinou. Primarni
kardiomyopatie se dle klasifikace Evropské kardiologické spolec¢nosti z roku 2008 rozdéluji
na kardiomyopatii hypertrofickou, dilatacni, restriktivni, arytmogenni kardiomyopatii pravé
komory a skupinu kardiomyopatii neklasifikovanych (THIENE et al. 2000, CHARRON et
al. 2010, STANEK 2014, ARBUSTINI et al. 2014). Postaveni hypertrofické a dilatacni
kardiomyopatie v komplexnéj§im systému clenéni primarnich kardiomyopatii nabizi

klasifikace dle Marona (2008), kterou dokumentuje Obrazek ¢. 2.
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Obriazek ¢. 2: Klasifikace primarnich kardiomyopatii dle B. Marona

PRIMARNI KARDIOMYOPATIE

m

GENETICKY PODMINENE ZISKANE KOMBINOVANE ETIOLOGIE
HCM Myokarditidy DCM
ARVC/D Tako-tsubo CM Restriktivni CM
LVNC Peripartalni CM
Glykogendzy Tachykardii indukovana CM
Danonova choroba CM déti diabetickych matek

PRKAG2 syndrom
Defekty pfevodniho systému
Mitochondrialni CM
Poruchy iontovych kanala
Syndrom dlouhého QT
Syndrom Brugadovych
Syndrom kratkého QT
CPVT
SUNDS

HCM, hypertroficka kardiomyopatie; ARVC/D, arytmogenni kardiomyopatie/dysplazie pravé komory; DCM,dilataéni
kardiomyopatie; CM, kardiomyopatie; LVNC, izolovand non-kompaktni kardiomyopatie (levé komory); CPVT,
katecholaminergni polymorfni komorova tachykardie; SUNDS, syndrom nahlé nevysvétlitelné/kardidlni smrti

Upraveno dle: Maron B., Circ. Heart Fail. 2008;1:72 — 75.

2.2.1. Hypertroficka kardiomyopatie

Hypertroficka kardiomyopatie je pomérné casto se vyskytujicim druhem primarni
kardiopatie s incidenci pfiblizn¢ 1:500 v Evropé a Severni Americe, charakterizovana
autozomalné-dominantni dédi¢nosti a klinicky heterogennim projevem. Hypertroficka
kardiomyopatie je povazovana za nejcastéji se vyskytujici kardiomyopatii u sportovcd a
mladych lidi a soucasné¢ za nejcastéjsi pricinu jejich nahlého srde¢ntfho selhani s nasledkem
smrti. Hypertroficka kardiomyopatie je definovana hypertrofii svaloviny nedilatované levé
strdecni komory, jejiz pficinou neni jiné znamé srdecni onemocnéni. Schématicky
znazornény rozdil mezi zdravym srdcem a stdcem postizenym  hypertrofickou

kardiomyopatii znazornuje Obrazek ¢. 3.
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Obrazek €. 3: Schématické zobrazeni morfologickych zmén, charakterizované zesilenim

srdecni stény pii hypertofické kardiomyopatii oproti zdravému srdci

Srdecnice Srdecnice

Pfedni duta zila
Plicni tepna
Plicni zily

Prava sin Piepazka

Leva komora

Fyziologicky Dilatacni
stav srdce kardiomyopatie

Upraveno dle: http://www.daviddarling.info/encyclopedia/C/ cardiomyopathy.html

Hypertrofie svaloviny levé komory srdecni je vSak pomérné castym jevem u fady
stdecnich onemocnéni, jejichz piikladem mohou byt nékteré srde¢ni chlopenni vady
(typicky stendza aortalni chlopné) ¢i systémova hypertenze. V téchto piipadech se vsak o
hypertrofické kardiomyopatii nehovoti (STANEK 2014, MARON et al. 1995, CHIEN et
al. 2003).

Priciny idiopatické hypertrofické kardiomyopatie jsou spojovany s mutaci genia
kédujicich kontraktilni proteiny myokardidlnich sarkomer. Nejcastéjsi mutace se vyskytuji
v genech koédujicich tézky fetézec B-myosinu, myosin-vazajici protein, troponin T a I, titin,
o-tropomyosin, a-aktin a tézky fetézec o-myosinu. U pacientt trpicich hypertrofickou
kardiomyopatii byly popsany stovky mutaci, z nichz nejcastéjsi jsou zaménové (missense)
mutace, avsak vyskytujf se i delece a inzerce. Zkracené formy sarkoplazmatickych proteint
vyskytujicich se ve zvysené mife u téchto pacienti mohou mit svij puvod v mutacich
sekvenci vyuzivanych k alternativaimu sestfihu genu kodujicich tyto proteiny. U pacientt

s hypertrofickou kardiomyopatii se vSak vyskytuje mnozstvi mutaci i v genech kédujicich
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proteiny jiné nez proteiny kontraktilntho aparatu myokardialnich sarkomer. Pifkladem
mohou byt mutace v genech odpovédnych za depozici glykogenu, v genu koédujicim
protein LAMP-2 (Jysome-associated membrane protein 2) a také genu y,-regulacni podjednotky
AMP proteinkinazy (PRKAGZ2). Pozoruhodné je, ze mutace v genu pro zminénou
podjednotku jsou asociovany s riznym stupném levostranné hypertrofie (KELLY et al.
2009, ALCALALI et al. 2008, RICHARD et al. 2003, LAKDAWALA 2013).

Diagnostika  hypertrofické kardiomyopatie je zaloZzena na 2-dimensionalni
echokardiografii ¢i magnetické rezonanci v klinickém kontextu nepfitomnosti jiného
strdecntho onemocnéni, jez by vysvétlovalo hypertrofii stény levé komory srdecni a
zmensen{ jeji dutiny. Obraz hypertrofické kardiomyopatie je pomérné castym nalezem u
mnoha geneticky podminénych a metabolickych onemocnéni. Ztlusténi stény levé srdecni
komory mimikujici typickou hypertrofickou kardiomyopatii zpusobenou mutacemi
sarkomerickych proteint se nicméné muze vyskytovat bez zjevné pficiny, idiopaticky, coz
je nejvice patrné u deéti do 4 let véku. Lécba hypertrofické kardiomyopatie zahrnuje
vylouceni fyzické zatéze, z farmakoterapie pak aplikaci diuretik, B blokatort, antiarytmik a
perifernich vasodilatancii, z nefarmakologické 1écby implantaci kardioverteru-defibrilatoru,
chirurgické odstranéni nadbytecné tkané ¢i perkutanni transluminalni septalni myokardialni
alkoholickou ablaci (THIENE et al. 2000, KEREN & POPP al. 1992, MARON et al.
2006, 2014, STANEK 2014, CHIEN et al. 2003).
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2. 2. 2. Dilata¢ni kardiomyopatie

Ve srovnani s hypertrofickou kardiomyopatii, idiopaticka dilata¢ni kardiomyopatie
pfedstavuje méné casté onemocnéni myokardu, jehoz prevalence se odhaduje na 1:2500
v Evrop¢ a Severni Americe. Dilata¢ni{ kardiomyopatie je onemocnéni charakterizované
progresivnim rozsifenim a zvétSenim dutiny levé srdecni komory (¢asto 1 pravé) aniz by
soucasn¢ doslo k zesileni stény levé komory a jejiz pficinou neni jiné srdecni ¢i plicni
onemocnéni napf. chlopenni vady, postizeni koronarnich tepen (ischemicka choroba
srdecni) a razné typy plicni hypertenze (MARON et al. 2006). Schématicky znazornény
rozdil mezi zdravym srdcem a srdcem postizenym dilatacni kardiomyopatii je na Obrazku

¢. 4.

Obrazek ¢&. 4: Schématické zobrazeni morfologickych zmén, charakterizované rozsifenim
srdecnich oddilt a ztencenim srdeéni stény pfi dilatacni kardiomyopatii oproti zdravému

srdci

Srdecnice Srdecnice

Predni duta zila
Plicni tepna
Plicni Zily

Prepazka

Prava sin
Leva komora

Fyziologicky Dilatacni
stav srdce kardiomyopatie

Upraveno dle: http://www.daviddarling.info/encyclopedia/C/cardiomyopathy.html

Dilatace (a dysfunkce) pravé komory muze byt u pacientd pfitomna, avsak neni

nutnou podminkou pro splnéni diagnostickych kritérii v pifpadé¢ dilatacni kardiomyopatie.
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Dilatace levé srde¢ni komory zplsobi poruchu jeji kontrakce, systolickou dysfunkci a
difuzni poruchu srdecni kinetiky. Dilata¢ni kardiomyopatii provazi abnormality pfevodniho
systému srde¢nfho vedouci ke vzniku sifiovych a komorovych arytmii. Charakteristickym
nalezem u dilata¢ni kardiomyopatie je nejen rozsifeni srde¢nich dutin ale také chlopennich
usti. Poskozeni kontraktiln{ funkce srdce pfi tomto onemocnéni vede v kone¢ném
dusledku k srde¢nimu selhani. Poruchy funkce myokardu zpusobené dilatacni
kardiomyopatii nabyvaji u nékterych nemocnych takového stupné, ve kterém je jedinym
lé¢ebnym vychodiskem provedeni transplantace srdce. Histologicky — zejména u familiarni
formy — je patrné zmnozeni vaziva a zvySena fibréza intersticia, hypertrofie nckterych
kardiomyocyta ¢i atrofie a zanik jinych. Mutace komponent myokontraktilntho aparatu
kardiomyocyta zptsobi poruchu jejich funkce i zmény tkanové architektury, které spolecné
s mechanismy kompenzujicimi kontraktilni dysfunkci vedou k remodelaci levé srdecni
komory. Dilata¢ni kardiomyopatie se muze klinicky manifestovat v razném obdobi Zivota,
nejcastéji véak ve tfeti a ¢tvrté dekadé, nicméné muze se vyskytnout i v détském véku.
Onemocnéni je nejcastéji diagnostikovano na zakladé pfitomnosti omezujicich symptomu
charakterizované stupnici NYHA (NYHA Kklasifikace) — poklesem télesné vykonnosti
spojené s dusnosti (namahova dusnost a pozdéji 1 nocni ¢i klidova dusnost), tnavou a
nykturif (THIENE et al. 2000, ELLIOTT et al. 2008, JEFFERIES & TOWBIN 2010).
Dilata¢ni kardiomyopatie je dle kontextu, ve kterém se vyskytuje, rozdélovana na
familiarni  (dédicnou) a nefamiliarni (ziskanou). Dédiéné podminéna  dilatacni
kardiomyopatie se vyskytuje pfiblizné¢ u 20 — 48 % nemocnych. Zputsob dédi¢nosti
dilata¢ni kardiomyopatie muze byt rozdilny, tj. mize byt vazany na X-chromozém nebo
autozomalné recesivni ¢i dominantni, avsak pro autozomalné dominantni typ dédicnosti je
charakteristickd nedplna penetrance fenotypu. Pfic¢iny vzniku dédiéné podminéné formy
dilata¢ni kardiomyopatie mohou byt kumulace mutaci v genech koédujicich bunééné
strukturalni bilkoviny — dystrofin, emerin, sarkomerické proteiny, fosfolambam, kardidlni
o-aktin, troponin T, I a C, tézky fetézec B- a a-myosinu, myosin vazajici protein C,
proteiny Z-disku, titin, proteiny jaderného obalu (nejcastéji laminin A a C) a sarkomer,
desmin, kalveolin a o- a B-sarkoglykan. Kromé mutaci gent kédujicich vyse zminéné
strukturalni bunécné proteiny muze byt dédi¢né podminéna dilatacni kardiomyopatie také

zpusobena mutacemi v proteinech dychaciho fetézce (KEREN & POPP al. 1992
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BURKETT & HERSHBERGER 2005, MARON et al. 2006, JEFFERIES & TOWBIN
2010).

Priciny dilatace srdec¢nich komor mohou byt rozdilné a v mnoha piipadech
idiopatické, avsak predpoklada se, ze alespon v jedné tfetiné pfipadu je etiologie dilata¢ni
kardiomyopatie pravdépodobné zpusobena autoimunitni reakci provazenou vyskytem

vvvvv

muskarinové a adrenergni receptory B1 a B2 (LAPPE et al. 2008, MARON et al. 2006,
DEUBNER et al., 2010).

V diagnostice dilatacni kardiomyopatie je zakladni vySetfovaci metodou
echokardiografie a jeji varianty (dvoudimenzionalni, Dopplerovska, TDI - Tissue Doppler
Imaging) avsak vyuzivana je i pocitacova tomografie (v kombinaci s koronarografif) a
magneticka rezonance (JEFFERIES & TOWBIN 2010, ARBUSTINI et al. 2014).

V ramci terapie jsou u pacientu s idiopatickou dilatacni kardiomyopatii zavadéna
rezimova opatfeni: restrikce konzumace soli a tekutin, zakaz konzumace alkoholu a
doporuceni pfimérené pohybové aktivity. Farmakoterapie dilatacni kardiomyopatie vychazi
ze standardni 1é¢by srde¢nfho selhani a zahrnuje podavani beta-blokatoru, antagonistt
aldosteronu, diuretik, inhibitorti angiotensin konvertujictho enzymu ¢i blokatora receptoru
pro angiotensin I. Nefarmakologicka lécba vyuziva resynchronizaéni lécby ¢i zavedeni
implantabilntho kardioverter defibrilatoru v pokrocilych stadiich onemocnéni. Srdecni
transplantace pfedstavuje zavedenou léc¢bu terminalni faze dilata¢ni kardiomyopatie

(HUNT et al. 2009, CHIEN et al. 2003).

2. 2.3. Syndromy spojené s dilataci levé komory srdecni

Komplikovanost vybéru pacientt do této studie dokumentuje skutecnost relativné
castého nalezu dilatace levé srdecni komory u riznych patologickych stavu. Slozitost a sife
tématu dilatacn{ kardiomyopatie bohuzel neumoznuje v této praci ani pfiblizny vycet pficin
a stavu, které mohou vést ke vzniku dilatace levé srdecni komory. Poskozeni myokardu se
znaky dilatacni kardiomyopatie muze byt zpusobeno zanétem myokardu, nékterymi

protinadorovymi lécivy, abusem alkoholu i intoxikaci. Dilatacni kardiomyopatie muze byt
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indukovana hemochromatézou a nékterymi onemocnénimi endokrinnimi a metabolickymi
(deficitem thiaminu). Symptomy dilata¢ni kardiomyopatie se mohou objevit také v prabéhu

tehotenstvi.

2. 2.3. 1. Alkoholem indukovana dilata¢ni kardiomyopatie

Siroké spektrum pii¢in, jez mohou vést ke vzniku dilatace stény levé srdeéni
komory, také dokumentuje vznik téchto zmén pravidelnou a dlouhodobou konzumaci
alkoholu. Vztah mezi mnozstvim konzumovaného alkoholu a vznikem dilatacni
kardiomyopatie je zavisly na davce a délce konzumace, avsak tato zavislost neni v
jednoduchém linearnim vztahu. Rozvoj dilata¢ni kardiomyopatie nasledkem abusu
alkoholu vsak pfedpoklada i podil genetické dispozice a vliv pohlavi. Pro vznik alkoholem
indukované dilatace levé srdecni komory maji vyssi predispozici muzi dlouhodobé
konzumujici vice nez 90 g alkoholu denné. Zajimavy je vliv zivotospravy na rozvoj této
formy dilatacni kardiomyopatie, nebot’ toxicky vliv etanolu na rozvoj onemocnéni byva
podpofen (¢i podminén) nutricni karenci. Pocate¢ni stadium dilatacni kardiomyopatie
indukované alkoholem je charakterizované asymptomatickou dilataci levé srdecni komory
bez piitomnosti kontraktilni dysfunkce levé komory. Progrese onemocnéni se pak
projevuje postupnym naristem symptomu snizené systolické funkce levé komory, jenz
muze vést az k srdecnimu selhani. Terapie alkoholem indukované dilatacni kardiomyopatie
vychazi ze standardni 1é¢by srdecniho selhani a pfisného dodrzovani abstinence alkoholu

(PREEDY & RICHARDSON 1994, GUZZO-MERELLO et al. 2014).

2.2.3. 2. Dilata¢ni kardiomyopatie u svalovych dystrofii

Nalez dilatacni kardiomyopatie se soucasnym postizenim kosternich svalt je ¢asty u
nckterych pacientd trpicich neuromuskularnimi chorobami, jejichz pfic¢inou jsou mutace
genu kédujicich dystrofin a emerin. Typickymi pfedstaviteli téchto onemocnéni jsou

Duchenova svalova dystrofie (pro kterou je charakteristicka mutace v dystrofinu) a svalova
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dystrofie Bockerova a Emery-Dreyfussova (CHAOUCH et al. 2003, ROMFH &
MCNALLY 2010).

2. 2. 3. 3. T¢hotenska kardiomyopatie

T¢hotenska  kardiomyopatie = pfedstavuje  nefamiliarni  formu  dilataéni
kardiomyopatie vznikajici pfiblizné 1 mésic pfed porodem a v prub¢hu 5 mésica po
porodu pfi soucasném vylouceni preexistujiciho srde¢niho onemocnén{ a v nepfitomnosti
jiné pficiny srdecni dysfunkce u pacientky. Navzdory tomu, ze po porodu dochazi
k castecnému zlepseni nebo plné normalizaci stavu a funkce levé komory, pfipadné
nasledujici téhotenstvi pfedstavuje zvysené riziko vzniku této formy kardiomyopatie.
Zavaznost a vyznam téhotenské kardiomyopatie dokumentuje skutecnost, ze pro 19 %

postizenych Zen je toto onemocnéni smrtelné (LEWEY & HAYTHE 2014).

2.2.3. 4. Dilata¢ni kardiomyopatie vyvolana intoxikaci

Castym nezadoucim vedlejéim Géinkem mnoha chemoterapeutik a  zvlasté
cytostatik je kardiotoxicita. Antracykliny (doxorubicin, daunorubicin) zptasobuji v zavislosti
na své davce a délce aplikace oxidativni poskozeni kardiomyocytt a jejich kumulativni
ztratu, kterd se muze ve svém dusledku projevit snizenou systolickou funkei levé komory
vedouci az k srdecnimu selhani. Dominantnim nalezem histologického vysetfeni tkané
stdecnfho svalu je ztrata myofibril. Chronické poskozeni srdecniho svalu antracykliny je
ireverzibilni a muze byt fatalni. Rizikovym faktorem pro rozvoj zavaznéjsiho poskozeni
stdce antracykliny je pfedchozi radioterapie, zejména ozafovani hrudniku. Kardiotoxicky
efekt podobné symptomatologie vyvolavaji i taxany a cyklofosfamid, avsak také protilatka
Trastuzumab. V neposledni fadé k symptomum dilatacni kardiomyopatie muze vést
chronicka intoxikace nékterymi tézkymi kovy, zejména rtuti (LUSHNIKOVA et al. 2004,
KARMAKAR et al. 2012, LORSCHEIDER & VIMY 2000).
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2.2.3. 5. Zanétliva kardiomyopatie

Jednim z projeva av$ak 1 pfedpokladanym inicia¢cnim faktorem rozvoje
autoimunitnich onemocnéni a s nimi souvisejici tvorbou autoprotilatek je chronicky zanét,
tfebaze subklinicky. Z tohoto divodu bylo nutné brat na zfetel pfipadny vyskyt protilatek
proti kalretikulinu u pacienti s dilatacni kardiomyopatii, jejiz pfi¢inou by bylo zanétlivé
onemocnéni myokardu nebo pfitomnost konkomitantniho imunologicky mediovaného
onemocnéni. Chronicky zanét myokardu vyvolany infekénimi ciniteli zahrnujicimi viry
(coxsackie virus, adenoviry, enteroviry, parvovirus B19, HHV-6, HIV), bakterie (borrelie,
Corrynebacterinm diphteriae), rickettsie ¢i kvasinky muze mit klinicky i morfologicky obraz
dilatacni kardiomyopatie. Parazitirni invaze prvokem Trypanosoma cruzi zpusobujicim
Chagasovu kardiomyopatii ma také podobné projevy jako dilatacni kardiomyopatie.
V diagnostice zanétlivé kardiomyopatie se kromé elektrokardiografie, echokardiografie,
pocitacové tomografie, magnetické rezonance, selektivni koronarografie a angiografie srdce
vyuziva také endokardialni biopsie, ktera je povazovana za nejvice specifickou.
Histologicka analyza vzorku srde¢ni biopsie odhaluje znamky zanétu, ve kterém vsak jiz
nemusi byt pfitomna infekce. Lécba zanétlivé kardiomyopatie se opira o konvenéni
postupy terapie srdecniho selhani, avsak oproti zavedenym lé¢ebnym postupim uzivanych
u dilata¢ni kardiomyopatie se v piipade terapie zanétlivé kardiomyopatie vyuziva také
prostiedkt imunosuprese (kortikoidu, azathioprin) a imunomodulace (B-interferon).
Aplikace kortikosteroidi a azathioprinu u pacienti se zanétlivou kardiomyopatii vedla
ke zlepseni ejekeni funkce levé komory, snizeni enddiastolického rozméru levé komory a
potlaceni zanétu. Podavani B-interferonu vedlo u pacientd se zanétlivou kardiomyopatif
ke zlepSeni jejich zdravotniho stavu hodnoceného snizenym stupném v NYHA klasifikaci a
eliminovalo virovou naloz (WOJNICZ et al. 2001, FRUSTACI et al. 2009, GUTBERLET
et al. 2008, SCHULTHEISS et al. 2011).
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2.2.3. 6. Symptomy dilatacni kardiomyopatie u autoimunitnich onemocnéni

Koncepci této studie bylo zanalyzovat u pacientt diagnostikovanych jako dilatacni
kardiomyopatie a u pacienti s hypertrofickou kardiomyopatii pfitomnost protilatek proti
kalretikulinu — molekuly esencialni v organogenezi a funkci srdce, avsak pravdépodobné se
ucastnici také v patogenezi nékterych srdecnich chorob. Kalretikulin je také potencialnim
autoantigenem a protilatky proti kalretikulinu se vyskytuji i v sérech nckterych pacientt s
autoimunitnimi a imunologicky mediovanymi onemocnénimi. Rovnéz  dilatacni
kardiomyopatie je vyrazné spojena s autoimunitnimi chorobami. Symptomy dilatacni
kardiomyopatie se mohou sekundarné¢ objevit zejména u diabetes mellitus 1. typu,
autoimunitnich onemocnéni §titné zlazy, psoriazy a vaskulitid. Naopak vsechny tyto
zminéné choroby jsou ve zvysené mife nalézany u pacientt s dilatacni kardiomyopatii.
Familiarni predispozice k autoimunitnim ¢i imunologicky mediovanym onemocnénim je
proto povazovana za rizikovy faktor pro vznik dilata¢ni kardiomyopatie (LIMAS et al.

2004, SEEMANN et al. 2012).

2.3. KALRETIKULIN A SRDECNI SVAL

Kalretikulin je hlavni Ca®' vazajic protein v lumen
endoplazmatického/sarkoplazmatického retikula a molekularni chaperon, ktery se podili na
vytvofeni konecné konformace nascentnich proteint a glykoproteind. Kromé toho ma
vsak kalretikulin pravdépodobné zasadni tlohu v ontogenetickém vyvoji stdce a patogenezi
kongenitalnitho srdecntho bloku (MICHALAK et al. 1999, SAITO et al. 1999,
ELLGAARD et al. 1999, MICHALAK et al. 2002). Exprese genu pro kalretikulin je
ovlivnéna fadou transkripcnich faktort, které se ucastni vyvoje srdce (Nkx2.5, myocardin,
myocyte enhancer factor 2C, GATAOG). 1ice versa, kalretikulin prostfednictvim ovliviiovani
vapnikové hladiny v cytoplazmé pusobi na signalizacni kaskadu mezi endoplazmatickym
retikulem a bunécnym jadrem, jejiz komponentami jsou kalmodulin a kalcineurin aktivujic
transkripéni faktor mzyocyte enhancer factor 2C (MEF2C). Asociace kalmodulinu a kalcineurinu
je zavisla na zvyseni hladiny Ca®" v cytoplazmé, kterou ovliviiuje pravé kalretikulin.

Kalretikulin dependentni kalmodulin/kalcineurin aktivace transkripéntho faktoru MEF2C,
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kterda je povazovana za esencialni ve vyvoji srdce, je schématicky znazornénd na

Obrazku ¢&. 5.

Obrazek €. 5: Kalretikulin dependentni kalmodulin/kalcineurin aktivace transkripéniho

faktoru MEF2C
Plazmaticks

membrina

Mitochondrie

SR/ER, sarkoplazmatické/endoplazmatické retkulum
CRT, kalrettkulin; CaN, kalcmeunn; Cal, kalmoduln
MEF2C, Myocyte Enhancer Bmdmg Factor 2C

DNA 3 I_.

Upraveno dle: Lynch et al., Trends. Cardiovasc. Med. 2006; 16: 65 — 69.
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2.3.1. Kalretikulin pfi vyvoji srdce

Transgenni mysi sabsenci ¢i  deficitem kalretikulinu  umiraji v dasledku
nedostatecného vyvoje srdce navzdory tomu, ze je kalretikulin pouze minoritni
komponenta jejich kardiomyocyta (MILNER et al. 1991, THARIN et al. 1992
IMANAKA-YOSHIDA et al. 1996, TSUTSUI et al. 1997). Exprese kalretikulinu je vSak
velmi intenzivni ve vyvijejicim se srdci. Studie provedené na bunkach deficitnich pro
kalretikulin prokazaly defekt uvolnovani vapniku, ktery byl zpusoben ztraitou schopnosti
bradykininového receptoru vazat s vysokou afinitou svij ligand (MESAELI et al. 1999,
NAKAMURA et al. 2001b). Zajimavé je, ze rozvoji malformaci srdce, vedoucich k
embryonalni letalit¢ pozorované u transgennich kalretikulin-deficitnich mysi, zabrani
zvysené mnozstvi kalcineurinu v kardiomyocytech. Kalcineurin — molekularni homolog
kalretikulinu, ktery je oproti solubilnimu kalretikulinu integralni protein membrany
endoplazmatického retikula, patii do skupiny serin/threonin fosfatiz a pfedstavuje
komponentu mnoha kanonickych signaliza¢nich drah (ARAMBURU et al. 2000, RUSNAK
& MERTZ 2000, CRABTREE 2001, GUO et al. 2002).

2. 3. 2. Kalretikulin v patogenezi srdecniho bloku

Vysoka exprese kalretikulinu v kardiomyocytech je nutna pro spravany vyvoj
embrya, avSak snizeni mnozstvi kalretikulinu v kardiomyocytech postnatalné je nezbytné
pro funkei srdce. Na tuto skutecnost poprvé upozornili GUO et al. (2001), ktefi prokazali
prudké postnatalni snizeni mnozstvi intracelularniho kalretikulinu v kardiomyocytech.
Experimentalni model vyuzivajici transgenni mysi s konstitutivné zvysenou expresi
kalretikulinu v kardiomyocytech prokazal u téchto mysi bradykardii asociovanou
s dysfunkci sinoatrialntho uzlu a atrioventrikularnim blokem, v jehoz duasledku zvifata
umiraji na neodvratné srdecnf selhani. Elektrokardiogram u mysi s postnatalni nadprodukci
kalretikulinu v kardiomyocytech vykazuje vyznamné prodlouzenou periodu od pocatku
sifiové depolarizace do zacatku depolarizace komorové, tedy funkéni poskozeni

pfevodniho systému srdecntho (NAKAMURA et al. 2001a). V souvislosti se $ifenim
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srdecniho signalu se nabizi tvaha o kalretikulinu jako stabilni komponenté mezibunécnych
spojeni oznacovanych jako gap junctions, které jsou odpovédné za komunikaci mezi bunikami
(GROS & JONGSMA 1996, KARDAMI & DOBLE 1998). Fenotyp transgennich mysi s
nadprodukei kalretikulinu je podobny projevu kongenitalniho srde¢niho bloku u déti

(NAKAMURA et al. 2001a, MICHAELSSON et al. 1997, MOAK et al. 2001).

2. 3. 3. Kalretikulin — struktura a vlastnosti

Fluktuace koncentrace Ca** v endoplazmatickém retikulu ovliviiuje schopnost
chaperonu zprostfedkovat ziskani konec¢né pfirozené konformace mnoha nascentnich
proteinti a glykoproteint. Endoplazmatické retikulum pfedstavuje rezervoir Ca®* iond, z
nichZ vétsina je vazana k jeho rezidentnim proteinim, zatimco se zbyly, volny Ca** podili
na mnoha bunécénych déjich vcetné signalizace a adheze (BOOTH & KOCH 1989,
LODISH & KONG 1990, LODISH et al. 1992, MELDOLESI & POZZAN 1998,
CORBETT & MICHALAK 2000).

Kalretikulin je solubilni protein, jehoz nejcast¢jsi molekulova hmotnost je 46 kDa,
ktery vsak pro svij izoelektricky bod ve vyrazné kyselém pH (pI 4,65) migruje
v polyakrylamidové elektroforéze s dodecyl sulfaitem sodnym (SDS-PAGE) jako molekula
o hmotnosti 60 — 64 kDa. Ze Sirokého spektra moznych biologickych aktivit kalretikulinu
zustava jeho hlavni funkci vazba a skladovani Ca”" ionu, asistence pfi konec¢ném
prostorového uspofadani nascentnich (glyko)proteint a kontrola kvality tohoto usporadani
v endoplazmatickém  retikulu. Kalretikulin je schopny vazat jak posttranslacné
nemodifikované polypeptidy tak monoglykosylované glykoproteiny s N-glykosidicky
pfipojenymi oligosacharidy (MICHALAK et al. 1999).

Prostorovy model kalretikulinu byl zprvu odvozen z krystalové struktury blizce
piibuzného proteinu kalnexinu, ktery vsak neni solubilni a je integralnim proteinem
membrany endoplazmatického retikula. Arbitrarné byva molekula kalretikulinu rozdélena
na 3 funkéné odlisné domény (N, P, C). N terminalni doména zahrnuje prvnich 180
aminokyselin a je podobné jako N terminalni doména kalnexinu tvofena antiparalelnimi 3-
listy (SCHRAG et al. 2001). N terminalni usek kalretikulinu zahrnuje domény N a P, které

se uplatiuji v chaperonové funkci, avSak kromé vazby chybne¢ ¢ nedostatecné
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uspotadanych proteint a glykoproteinti vaze ATP, iony Zn”" a malé mnozstvi Ca®*. lony
Ca® vaze N terminalnf Gsek s vysokou afinitou (SAITO et al. 1999, FRICKEL et al. 2002,
NAKAMURA et al. 2001b, KHANNA et al. 1986, BAKSH & MICHALAK 1991,
BAKSH et al. 1995, OU et al. 1995, CORBETT et al. 1999, 2000). P doména, jejiz
oznaceni je odvozeno od vysokého zastoupeni prolinu, se rozklada mezi peptidy 181 —
290. C doména charakterizovana vysokym obsahem glutamové kyseliny tvofi zbytek
aminokyselinové sekvence kalretikulinu: 291 — 400. V této doméné je lokalizovano
nizkoafinitni aviak vysokokapacitni Ca®" vazajic{ misto, diky némuz se kalretikulin Gcastnf
skladovani tohoto ionu v lumen endoplazmatického retikula (NAKAMURA et al. 2001b).
In wvitro studie prokazaly schopnost C domény kalretikulinu vazat neglykosylované
polypeptidy s defektni konformaci a potlacovat ireverzibilni agregaci. Tato aktivita C
domény je stimulovana v pffpadé bunééného stresu vyvolaného depleci Ca™ ¢ tepelnym
sokem, ktery soucasné¢ zpusobi oligomerizaci kalretikulinu. C doména kalretikulinu by
podle nékterych pramenti méla obsahovat sekvenci retenéniho signalu KDEL umoznujici
navrat kalretikulinu z Golgtho aparatu retrogradnim transportem do endoplazmatikého
retikula (CAPITANI & SALLESE, 2009, HUANG et al. 2013).

Stericky tvofi kalretikulin velka globularni doména, ve které je cast helikalni C-
terminalni domény vmezefena mezi 2 B-listy tvofené casti N-terminalniho useku (Obrazek
¢. 6). Uvnitf této domény se nachazi misto vazajici N-glykosidicky spojené glykoproteiny.
Globularni P doména kalretikulinu — podobné jako P doména kalnexinu — vybiha
v prodlouzeny, mirn¢ zakfiveny usek tvofeny vlasenkovou strukturou, kterd je vlozena do
stfedu velké globularni domény, kde se dostava do kontaktu s N doménou. P doména
kalretikulinu je mistem kontaktu s jinymi chaperony. Vrchol P domény tvofi vazebné misto

pro ERp57 (SCHRAG et al. 2001, FRICKEL et al. 2002, ELLGAARD et al. 2001).
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Obrazek €. 6: Schématické znazornéni funkcniho rozdéleni molekuly kalretikulinu do
domén (A) a prostorovy — paskovy model kalretikulinu zohlednujici tercialni strukturu

molekuly (B)
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Upraveno dle: Michalak et al., Biochem. J. 2009; 417: 651 — 666.

2. 3.4. Biologické funkce kalretikulinu

Kalretikulin se vyznacuje sirokym spektrem biologickych aktivit, z nichz
nejprostudovanéjsi jsou modulace bunééné Ca’* homeostizy, chaperonova aktivita,
regulace genové exprese, bunécné adheze i jaderného transportu, regulace pfirozené
imunity vazbou na Clq a CD91 i indukce protinadorové imunity (NAKAMURA et al.
2001b, HELENIUS et al. 1997, OPAS et al. 1996, BASU et al. 2001, KOVACS et al. 1998,
FADEL et al. 1999, LIU et al. 1994, BASTIANUTTO et al. 1995, CAMACHO et al. 1995,

MERY et al. 1996, JOHN et al. 1998, FASOLATO et al. 1998, RODERICK et al. 2000,
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XU et al. 2000, HOLASKA et al. 2001, VANDIVIER et al. 2002, ZITVOGEL et al.
2010).

Chaperonova aktivita kalretikulinu se tucastni jak na kone¢ném prostorovém
uspofadani MHC I tak i na procesu vkladani glykopeptidi do MHC I. Interakce
kalretikulinu s MHC I se uplatfiuje nejen v endoplazmatickém retikulu ale i na plazmatické
membrané, zejména u aktivovanych (oviem i klidovych) T bunék a to jak CD8" tak i
CD4", u nich? je kalretikulin asociovan se samotnym alfa-fetézcem MHC I (AROSA et al.
1999). Schopnost interakce kalretikulinu s ERp57, tapasinem a glykany je dulezita pro tcast
kalretikulinu v komplexu vkladajictho peptidy do MHC 1 (peptide loading complex) a pro
stabilizaci interakce tapasinu a tézkého fetézce MHC I (DEL CID et al. 2010). V tomto
komplexu kalretikulin spolu s ERp57, tapasinem a transportéry cytoplazmatickych peptidu
do endoplazmatického retikula kontroluje a koriguje prostorové uspofadani komplexu
MHC I s peptidem. Bunky s nefunké¢nim kalretikulinem nebo jeho narusenou biosyntézou
exprimuji na svém povrchu niz§i mnozstvi molekul MHC I. Kalretikulin asistujici (v ramci
peptide loading complex) pfi vkladani glykopeptidi do MHC I vyuziva pfevazné glykanové
interakce, ackoliv pro tento proces nejsou nezbytné a neumoznuji stabilni vazbu
kalretikulinu k substratu IRELAND et al. 2008, ZHANG et al. 2009). V komplexu
molekul vkladajicich peptid do MHC 1 je piitomnost kalretikulinu zajist'ovana
kooperativiim efektem jeho vazeb se sacharidem peptidu a soucasné s ERp57
prostiednictvim C terminalni, kyselé domény. Interakce kalretikulinu a ERp57 umoznuje
stabilnéjsi vazbu kalretikulinu ke glykoproteinim v prooxidacnim prostfedi. Kalretikulin je
schopen interagovat s molekulou MHC I také zpusobem nezavislym na vazbé sacharidu

v podminkach bunééného stresu (RIZVI et al. 2004).

2. 3. 5. Kalretikulin jako autoantigen

Antigenicita kalretikulinu je doposud nejcastéji spojovana se vznikem autoprotilatek
detekovatelnych v séru ¢asti pacientd s nékterymi autoimunitnimi, onkologickymi a
parazitarnimi onemocnénimi. Vyskyt protilatek proti kalretikulinu izotypu IgG a IgM byl

v minulosti popsan u nékterych pacientd se systémovym lupus erythematodes,
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kongenitalnim srdecnim blokem a u pacientd invadovanych parazity Schistosoma mansony,
Onchocerca volyulus a Trypanosoma crnzi (ORTH et al. 1996, KISHORE et al. 1997,
ROKEACH et al. 1994, ROUTSIAS et al. 1993, CHENG et al. 1996, LUX et al. 1992,
MARCELAIN et al. 2000, EL. ASWAD BEL et al. 2011).

Na nasem pracovisti byla identifikovana molekula kalretikulinu jako jedna
z nékolika molekul enterocytarntho lyzatu, které byly rozpoznavany afinitné izolovanymi
antigliadinovymi protilatkami pacientd s aktivn{ celiakii 1 mys$imi monoklonalnimi
antigliadinovymi protilatkami (KARSKA et al. 1995, TUCKOVA et al. 1995, 1997).
Nasledné studie, pro které jsme vyvinuli ELISA test, vyuzivaly jako antigen fuzni protein
rekombinantntho kralictho kalretikulinu s fragmentem glutathion-S-transferazy a lidského
rekombinantnfho kalretikulinu doplnéného o Sest histidinovych zbytka na jeho C konci.
V testu byl pouzit interni standard pfedstavujici smés realnych lidskych sér pacient
s ruznym stupném séropozitivity na protilatky proti kalretikulinu. Témito testy jsme
prokazali u pacientd s aktivni celiakii pochazejicich z Velké Britanie séropozitivitu na
protilatky proti kalretikulinu ve tHidé IgA a IgG (SANCHEZ et al. 2000) a u pacientd
nékterych konkomitantni s T-bunéénym lymfomem), séropozitivitu na antikalretikulinové
protilitky ve tidé IgA protilatek (SANCHEZ et al. 2008). Obé skupiny pacientt
vykazovaly vysoky stupen alterace sliznice tenkého stfeva ohodnoceny jako MARSH IITA
— C a MARSH 1IV. Celiakalni pacienti byli séropozitivni pro charakteristické znaky
onemocnéni — IgA a IgG protilatky proti vyvolavajicimu agens celiakie gliadinu a IgA a
IgG autoprotilatky proti tkanové transglutaminaze a endomyziu. U pacientt s refraktern{
celiakif, u kterych pfetrvava poskozeni stfevni sliznice navzdory striktnimu dodrzovani
bezlepkové diety, vSak mizi typické sérologické znaky celiakie — protilatky proti gliadinu a
ve vétding ptipadi i protilatky proti tkafiové transglutaminase a endomysiu (SANCHEZ et
al. 2008, KOSKINEN et al. 2010).

KREISEL et al. (1999) ve studii, vyuzivajici izolovany lidsky jaterni kalretikulin a
kombinaci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecyl sulfatu sodného
(SDS-PAGE) a imunoblotu pro detekei antikalretikulinovych protilatek, nalezli zvyseny
vyskyt téchto protilatek v sérech pacientd s primarni bilidarni cithézou. V ramci nasledné
spoluprace s Prof. Kreiselem z Freiburgu jsme obdrzeli origindlni soubor pacientt

s primarni bilidrn{ cirh6zou, autoimunitni hepatitidou typu I a alkoholickou cirhézou, ktery
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byl pouzit ve zminéné studii. Kvantifikace hladin protilatek proti kalretikulinu byla
provedena vyuzitim obou forem rekombinantniho kalretikulinu: fazniho kalretikulinu
kralictho s nekompletni molekulou glutathion-S-transferazy a lidského rekombinantnfho
kalretikulinu s Sesti molekulami histidinu na C konci. Reaktivita pacientskych protilatek
proti obéma antigenim byla analogicka. Oproti vysledkim studie vedené Prof. Kreiselem
jsme nalezli nejvyssi vyskyt — odpovidajici pfiblizn¢ poloviné testovanych pacientd —
u alkoholické cirhézy a autoimunitni hepatitidy typu I. Pocet séropozitivnich pacientt
s primérn{ biliarni cirhézou byl v naéi studii nizsi (SANCHEZ et al. 2003). Ve skupiné
nové diagnostikovanych pacienti s hepatocelularnim karcinomem, adenokarcinomem
pankreatu a kolorektalnim adenokarcinomem jsme nalezli pfiblizné u jedné tfetiny zvysené
hladiny protilatek proti kalretikulinu (PEKARIKOVA et al. 2010).

Chagasova choroba, parazitéza zptsobena Trypanosoma cruzi, ma ve své chronické
fazi piiblizné v tfetiné pifpadd projevy kardiomyopatie (Chagasova kardiomypatie).
Predpoklada se, Zze pravé imunitni reakce proti tomuto parazitu muze iniciovat rozvoj
Chagasovy kardiomyopatie, ve které se pravdépodobné uplatniuje poskozujici autoimunitni
reakce. Srdecni léze pfi Chagasove kardiomyopatii vykazuji predominantni infitraci T}l
populace buné¢k (CUNHA-NETO & CHEVILLARD 2014). Experimentalni dikaz na
zvifecim modelu o mozném piispévku imunitnfho systému a zejména imunologické
reaktivity proti kalretikulinu v rozvoji Chagasovy kardiomyopatie podala skupina Prof.
Ferreiry z Chile. Imunizace zvifat rekombinantnim kalretikulinem, a to jak kalretikulinem
trypanozomy  tak kalretikulinem lidskym, vede u imunizovanych zvifat k rozvoji
antikalretikulinovych protilatek a k poskozen{ srdce zahrnujici edém, histologické zmény a
infiltraci imunocytt, z nichz dominovaly CD3+ T lymfocyty. Antikalretikulinové protilatky
vytvofené jak imunizaci lidskym kalretikulinem tak kalretikulinem trypanozémy
rozpoznavaly povrchové struktury kardiomyocyta 7z vitro. Soucasné byla u zvifat popsana
kifzova reaktivita protilatek mezi kalretikulinem lidskym a kalretikulinem trypanozémy
(RIBEIRO et al. 2009).

Duvody vzniku imunologické reaktivity proti kalretikulinu u onemocnéni nejsou
objasnény. Pravdépodobnou podminkou vzniku autoimunitni reakce proti kalretikulinu je
vsak uvolnéni kalretikulinu do extracelularntho prostoru, jehoz nckteré piiciny shrnuje

doposud platné schéma na Obrazku ¢. 7 (EGGLETTON & LLEWELLYN 1999).
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Obrazek €. 7: Pricina vzniku autoimunitni reakce proti kalretikulinu vychazi z pfedstavy
masivnitho uvolnovani kalretikulinu (CRT) z bunky do extracelularntho prostoru pii

poskozeni

Stimulace produkce NO
C1q zprostfedkovana Vazba: Faktoru IX, X
inhibice komplementu protrombinu

KALRETIKULIN (CRT)

PRIME UVOLNENI CRT
= Virovd infekce

= UVB iradiace

= Nekréza

Apoptoticka
téliska .

MOLEKULARNI MIMIKRY

Onchocerca
Schistosoma
Plasmodium
Leishmanania

NADPRODUKCE/TRANSLOKACE
Tepelny S0k
Zanét

Virovanickos EPITOPE SPREADING
Vapnikové ionofory

o i 1 Ro/SSA anti-Ro52
Tézké kovy: zinek, kadmium ] anti-Ro60

anti-CRT

Upraveno dle: Eggletton & Llewellyn, Scand. J. 1999; 49: 466 — 473.

Kontakt kalretikulinu s mimobunéénym prostiedim vznika nejen pfi nekrotické
smrti nebo bunécné lyze, avsak kalretikulin mtze byt také translokovan na bunéény povrch
nasledkem virové infekce, chronické stimulace, metabolickymi zménami i alteracemi
zpusobenymi ozafenim. Indukce autoimunitni reakce proti kalretikulinu mtze pfedchazet
imunologické odpovédi na exogenni antigen vykazujici strukturalni ¢i sekvencni podobnost
— molekularni mimikry. Jinou moznosti je rozsifeni imunologické reaktivity na kalretikulin
pfi imunitni reakci proti molekule, se kterou je ve fyzické asociaci_— antigene spreading
(EGGLETON & LLEWELLYN 1999). K tvaze o uplatnéni mechanismu antigene spreading
pii vzniku antikalretikulinovych protilatek u pacienta s aktivni celiakif vybizi prukaz fyzické
interakce kalretikulinu s tkanovou transglutaminazou, ktera je hlavnim autoantigenem u

tohoto onemocnéni (FENG et al. 1999).
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3.

3.

MATERIAL A METODY

1. ZAKLADNI ROZTOKY

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS), pH 7,4 (1 L): NaCl 9 g, NaH,PO,.H,O
0,2 g, Na,HPO,.12H,0 1,2 g doplnéno destilovanou (dest.) H,O do 1 L

Citratovy pufr, pH 4,2: 2,94 g citronanu sodného neutralniho na 100 ml dest. H,O, pH

upraveno 0,1 M kyselinou citrénovou

Roztok chromogenniho indikatoru: citratovy pufr 10 ml, 7 mg ortofenylendiamin, 7 ml
H,0O, tésné pred aplikaci

10% sodiumdodecylsulfat sodny (SDS): 10 g SDS, 100 ml dest. H,O

Tris pufr pH 8,8: 18,15 g Tris, 60 ml dest. H,O, aprava pH HCI, doplnéni do 100 ml
dest. H,O

Tris pufr pH 8: 8 ¢ NaCl, 0, 2 g KCI, 6,1 g Tris do 1 L H,O

Tris pufr pH 6,8: 6 g Tris, 60 ml dest. H,O, uprava pH HCI, doplnéni do 100 ml dest.
H,O

Elektrédovy pufr: 1 g SDS, 5 g Tris, 14,4 g glycinu, 1 L dest. H,O

10% roztok aminopersiranu sodného (APS): 0,1 g APS, 1 ml dest. H,O

Coomassie brilliant blue 0,2% roztok: 1 g Coomassie brilliant blue, 250 ml methanol,

50 ml koncentrovana kyselina octova, 200 ml dest. H,O

Odbarvovaci roztok: 40 ml methanol, 10 ml konc. kys. octova, 50 ml dest. H,O
Susici roztok (25% methanol; 5% glycerol)

Vzorkovy pufr: 0,5 ml  Tris pufr (pH 6,8), 10% SDS,  20% glycerol,
5% B- merkaptoethanol, 0,01% bromfenolova modf

Blotovaci puft: 3 g Ttris, 14,4 g glycin, 200 ml methanol, doplnit do 1 L dest. H,O
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3.2. POUZITE CHEMIKALIE, REAGENCIE A PROTILATKY

akrylamid-bisakrylamid (Bio-Rad, USA)

bromfenolova mod (Lachema n.p., Brno, CR)

Coomassie Briliant Blue R-250 (Serva, SRN)

dodecylsulfat sodny (SDS; Serva, SRN)

ethanol (Merck, SRN)

glycerol (Lachema, CR)

glycin (Serva, SRN)

kyselina chlorovodikova (HCI; Lachema, CR)

B-merkaptoethanol (Serva, SRN)

methanol (Lach-Ner, CR)

mléko susené (ARTIFEX Instant s.r.0., CR)

peroxid vodiku (Chemapol, CR)

elektroforeticky standard molekulovych hmotnosti (Prestained SDS-PAGE Standards,
BioRad, USA)

tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Ttis; Serva, SRN)

Tween 20 (Serva, SRN)

konjugaty kfenové peroxidazy s protilatkami proti lidskym imunoglobulinim: Sheep Anti-
Human IgA, IgG, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4 peroxidase conjugate; (The Binding Site,
UK)

Anti-Human IgA1, 1gA2 (LSBio, USA)

mysi sérum, ovei sérum (Sigma-Aldrich, USA)

bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

kalretikulin (Apronex s.r.o. CR)

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, USA)

souprava Human Calreticulin (CRT) Elisa kit (BlueGene, Cina)
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3.3. PRISTROJE A MATERIALY

blotovaci jednotka Mini Trans-Blot® (Bio-Rad, USA)

centrifuga EBA 12 (Hettich Zentrifugen, SRN)

centrifuga Jouan BR4i (Jouan, S.A., Francie)

elektroforeticka jednotka Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad, USA)

lékafské rentgenové filmy (MXB Film, Kodak, USA)

spektrofotometr Titertek Multiscan® MCC/340 ELISA Reader (Eflab, Finsko)
vyvolavacka filmi — Optimax (Fomei, Rumunsko)

zdroj elektrického proudu PowerPack™ Universal Power Supply (Bio-Rad, USA)
nitrocellulose membrane NC2 (Serva, SRN)

membrana Pepscan (ABIMED Analysen-Technik, SRN)
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3.4. PACIENTSKA A KONTROLNI SERA

Pacientska a kontrolni séra byla ziskana z Fakultn{ nemocnice Kralovské Vinohrady
na zakladé spoluprace s panem Prof. MUDr. Pavlem Gregorem, DrSc., MUDr. Karolem
Curilou, Ph.D. a pani MUDr. Ivou Hoffmanovou, Ph.D. Pro testovani
antikalretikulinovych  protilatek ~a  analyzu  antigennich  epitopt  kalretikulinu
rozpoznavanych témito protilatkami byla v této studii zvolena séra 34 dospélych pacientt
diagnostikovanych jako idiopaticka dilatacni kardiomyopatie, 38 dospélych pacientt
s hypertrofickou kardiomyopatii a 79 krevnich darct (46 muzt, 33 zen, pramérny vek 31,3,
vékovy rozsah 21 — 75 let). Ob¢ kardiomyopatie byly diagnostikovany na zakladé
echokardiografického vysetfeni. Diagnéza dilatacni kardiomyopatie byla stanovena na
zakladé nalezu dilatace a systolické dysfunkce levé srdec¢ni komory (ejekéni frakce < 0,45)
pii soucasném vylouceni ostatnich pficin systolické dysfunkce (hypertenze, chlopenni vady,
a onemocnéni koronarnich tepen) (ELLIOTT et al. 2008). Hypertroficka kardiomyopatie
byla diagnostikovana na zakladé pfitomnosti ztlusténi (=15 mm) stény jednoho ¢i vice
segmentu levé srdec¢ni komory a pii soucasném vylouceni jinych znamych pficin ztlusténi
srdecni srde¢ni komory (amyloiddza, poruchy ukladani glykogenu) (ELLIOTT et al. 2014).

Séra krevnich darcu byla testovana na pfitomnost zakladnich sérologickych znaka
infekénich a autoimunitnich onemocnéni (autoimunitni tyreoiditida, diabetes mellitus I.
typu, celiakie; protilatky proti lidskému thyreoglobulinu, thyreoidalni peroxidaze,
ostruvkovému antigenu 2, dekarboxylaze kyseliny glutamové, tkanové transglutamindze,
endomyziu) a byly stanoveny celkové hladiny jednotlivych izotypu protilatek. Krevni darci
s nefyziologickymi hodnotami sérologickych znakt byli ze studie vylouceni. Pacientské
vzorky pfredstavuji zbytky sér urcenych k biochemickym analyzam v ramci rutinniho
diagnostického algoritmu. Testovani{ antikalretikulinovych protilatek bylo schvaleno
etickou komisi. Tabulka ¢. 1 shrnuje zakladni demograficka a klinicka (pathofyziologicka a

pathoanatomicka) data pacientu zafazenych do studie.
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Tabulka ¢. 1: Zakladni demograficka a klinicka data pacientd v testovanych skupinach

Diagnéza | Charakteristika Hodnoty
DCM Pocet pacientt 34

Vék: rozmezi, prameér 41 — 91 let, 56 let
Muzi/zeny 23 (68 %) /11 (32 %)
NYHA I -1I 18 (53 %)
NYHA III - IV 16 (47 %)
Kardiostimulator 4 (12 %)
ICD 22 (65 %)

LVEF: rozmezi, pramér |15 — 40 %, 30 %
LVEDD: rozmezi, pramér | 50 — 85 mm, 71 mm

LA: rozmezi, pramér 38 — 60 mm, 51 mm
HCM Pocet pacienti 38

Vek: rozmezi, prameér 36 — 84 let, 49 let

Muzi/zeny 26 (68 %) /12 (32 %)

NYHAIT-1I 32 (84 %)

NYHA [T -1V 6 (16 %)

Kardiostimulator 4 (11 %)

1CD 8 (21 %)

LVEF: rozmezi, pramér [ 60 — 75 %, 70 %

LVOTO 3 (8 %)

MLVWT: rozmezi, prameér| 15 — 29 mm, 23 mm

LA: rozmezi, pramér 29 — 63 mm, 40 mm

DCM, dilata¢ni kardiomyopatie; HCM, hypertroficka kardiomyopatie; NYHA, funkéni
klasifikace srde¢ntho selhani dle NYHA (the New York Heart Association); ICD,
implantabilni kardioverter—defibrilator; LVEF, ejekéni frakce levé srdecni komory;
LVEDD, end—diastolicky pramér levé srde¢ni komory (pramér levé srdecni komory na
konci diastoly); LA, pramér levé sin¢; LVOTO, obstrukce vytokového traktu levé srdecni

komory (gradient > 30 mm Hg); MLVWT, maximalni sila stény levé srdecni komory

Pacienti byli konven¢né léceni v zavislosti na klinické symptomatologii beta-
blokatory (metoprolol 50-100 mg/den), diuretiky (furosemid 40-120 mg/den nebo
spironolacton 50-200 mg/den), inhibitory angiotenzin konvertujictho enzymu (perindopril

5-10 mg/den ¢i ramipril 2,5-10 mg/den), antiarytmiky (amiodaron, 200 mg/den), kyselinou
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acetylsalicylovou (100 mg/den) a antikoagulancii (warfarin 3-10 mg/den nebo rivaroxaban
10 mg/den).

Ziskana séra byla rozdélena do objemt umoznujicich simultanni stanoveni vSech
protilatkovych izotypti a subtypt antikalretikulinovych protilatek, analyzu antigennich
epitopu kalretikulinu i stanoveni koncentrace sérového kalretikulinu a skladovana
v uzaviratelnych plastovych mikrozkumavkach (Eppendorf AG, Spolkova republika
Némecko) pii -20 °C.

3.5. ELISA TEST SEROVYCH ANTIKALRETIKULINOVYCH
PROTILATEK

Lidsky rekombinantn{ kalretikulin, ktery je v této diplomové praci vyuzivan jako
antigen v ELISA testech a imunoblotu, byl pfipraven na zakladé spole¢nych projektt a
dlouhodobé spoluprace s firmou Apronex s.r.o. jako fuzni protein s 6 histidiny na C konci.
ELISA test pro stanoveni sérovych hladin IgA a IgG protilatek byl vyvinut a modifikovan
nadf laboratofi (KARSKA et al. 1995, TUCKOVA et al. 1995, 1997, SANCHEZ et al.,
2000, 2003). Lidsky rekombinantni kalretikulin nafedény ve fosfitem pufrovaném
fyziologickém roztoku (PBS, 50 pg/ml) byl v mnozstvi 100 pl nanesen do jamek
mikrotitraéni nizkosorpéni  96-jamkové  desticky (Gama, Ceské Budéjovice, Ceska
Republika) a inkubovan pfes noc pii 4 °C. Druhy den byl obsah jamek aspirovan a mista
neobsazena kalretikulinem byla vysycena bovinnim sérovym albuminem (nafedénym v PBS
na 1% roztok a vmnozstvi 100 pl aplikovanym na jamku) pifi 2 hod. inkubaci za
laboratorni teploty. Po odstranéni roztoku BSA z jamek mikrotitracni desticky a promyti
roztoky PBS a 0,1% roztokem Tween 20 v PBS (PBS-T) byl kalretikulin inkubovan
s lidskymi séry nafedénymi v bloka¢nim roztoku. Séra byla fedéna 1:20 a 1:100 v piipadé
testovani sérovych hladin IgA a 1:100 a 1:500 v pfipadé testovani IgG antikalretikulinovych
protilatek. Nafedéna séra a standard byly naneseny do jamek mikrotitracni desticky, ktera
byla ponechana pfes noc pii 4 °C. Druhy den byly desticky opakované promyty PBS a
PBS-T a do jamek byly naneseny nafedéné detekcni protilatky (konjugaty kienové

peroxidazy s ovcéimi protilatkami proti lidskym IgA a IgG protilatkam). Detekeni protilatky
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byly nafedény v 10% ovéim séru 1/750 a inkubovany pii laboratorni teploté¢ 1 hod. Po
tomto kroku byla desticka promyta PBS a PBS-T a nanesen chromogenni indikatorovy
roztok. Barevna reakce byla zastavena po 10 min. 2 M H,SO,. Opticka denzita vzorku byla
bezprostfedné méfena pfi vinové délce 492 nm spektrofotometrem. V pifpadé testovani
hladin celkovych IgG a IgA protilatek proti kalretikulinu se vyuzivalo interniho
referencnfho séra (standardu) pfedstavujictho smés rizné séropozitivnich vzorka pacientt
s autoimunitnimi a onkologickymi chorobami, u kterych jsme v minulosti prokazali
zvysenou prevalenci protilatek proti kalretikulinu. Kazdé fedéni séra bylo testovano
v trojicich a naméfena opticka denzita pramérovana. Vysledky testovani hladin protilatek
proti kalretikulinu byly vyjadfeny v arbitrarnich jednotkach (AU) pfedstavujicich
procentualni vyjadfeni pramérné optické denzity vzorkt oproti praméru optické denzity
standardu. Kazdy vzorek byl testovan ve tfech nezavislych experimentech, vysledky byly
zpramérovany.

Testovani titru antikalretikulinovych protilatek bylo provedeno stejnym zptsobem,
avsak bez vyuziti internftho standardu. Detekéni protilatky (konjugované s kfenovou
peroxidazou) proti lidskym IgA1l a IgA2 imunoglobulinim tvofily v tomto piipadé mysi
monoklonalni protilatky, které byly pfed aplikaci fedény v mysim séru nafedéném na 10 %

v PBS.

3.6. SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu obsahujicim anionicky detergent
dodecylsulfat  sodny (SDS-PAGE) byla provedena ve vertikilnim uspofadani
uzitim tenkovrstevného gelu (1 mm) podle modifikované metody Laemmeliho a Favreho
(LAEMLI & FAVRE 1973). Roztok pro ptipravu 10% separac¢niho gelu (slozeny z 4,05 ml
H,0, 2,5 ml Tris pufr (pH 8,8), 30% akrylamid-bisakrylamid 3,3 ml, 10% persiran amonny
50 ul, Temed 5 pl) byl nalit mezi skla vymezujici vlastni separacni pole a pfevrstven malym
mnozstvim destilované H,O. Polymerace probihala pfi 37 °C dokud roztok nenabyl
gelovité konzistence a mohla se odsat voda, kterd u gelu zarucovala rovny povrch cela. Na

separacni gel byl nalit roztok (slozeny z 6,1 ml H,O, 2,5 ml Tris pufr (pH 6,8), 10% SDS
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100 pl, 30% akrylamid-bisakrylamid 1,3 ml, 10% APS 50 pl, Temed 10 pl), ktery po
zpolymerovani vytvofil zaostfovaci gel. Do tohoto roztoku byl bezprostfedné po jeho
naliti vlozen plastovy profil, jenz byl po zpolymerovani gelu vyjmut, ¢imz se vytycil prostor
pro nanaseni vzorkt a Sife separacnich drah v gelu. Polymerace probihala za stejnych
podminek. Po sestaven{ separacni aparatury a naliti elektrodového pufru byly vzorky a
standard molekulovych hmotnosti naneseny do jamek zaostfovacitho gelu — podvrstveny
pod elektrodovy pufr. Kalretikulin v PBS (5 pg/10 pl) byl smichin s redukujicim
vzotkovym pufrem v poméru 1:1 a pfed vlastni separaci 5 min. povafen. Separace
probihala v systému s Tris elektrodovim pufrem v zaiizeni Bio-Rad Mini-Protean® 3 Cell
se zdrojem napéti PowerPack™ Universal Power Supply (Bio-Rad, USA) za konstantniho
proudu 35 mA (70 V) po dobu 45 min. Elektroforéza byla ukoncena v okamziku, kdyz
z6na bromfenolové modfi dosahla konce gelu. Vzorek kalretikulinu byl po elektroforetické
separaci vizualizovan barvenim Coomassie Briliant Blue R-250. Polyakrylamidovy gel s
elektroforeticky rozdélenym vzorkem kalretikulinu byl ponofen do roztoku Coomassie
Briliant Blue R-250, ve kterém byl ponechan 30 min. za soucasného tfepani na orbitaln{
ttepacce pfi laboratorni teploté. Nasledné byl gel nékolikrat promyt v odbarvovacim
roztoku a susicim roztoku. Analyza SDS-PAGE preparatu kalretikulinu vyuzivaného jako

antigen v ELISA testech 1 imunoblotech slouzila souc¢asné jako kontrola kvality.

3.7. IMUNOBLOT

Vzorek kalretikulinu rozdéleny v SDS-PAGE byl pfenesen na nitrocelulézovou
membranu (nitrocellulose membrane NC2, Serva, SRN) za pouziti zafizeni Trans-Blot
(Bio-Rad, Hercules, USA) a za konstantnfho proudu 250 mA a napéti 100 V. Prenos
probihal v blotovacim pufru 1 hod. Membrana s pfenesenym kalretikulinem byla vysusena
za laboratorni teploty. Druhy den po pfeneseni vzorku na nitrocelulézovou membranu
byla membrana pouzita pro vlastni imunodetekei antikalretikulinovych protilatek. Volna
mista na membran¢ byla vysycena inkubaci s mléénymi proteiny z roztoku 2%
nizkotucného mléka natedéného v 0,1% PBS-T pii laboratorni teploté po dobu 1 hod. Po

nasledném trojnasobném promyti roztokem PBS-T a PBS byla membrana inkubovana s
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pacientskymi séry ¢ séry kontrolni skupiny krevnich darcd nafedénymi 1/100 v 1%
roztoku nizkotucného mléka v 0,1% PBS-T pfes noc pii teploté 4 °C za mirného tfepani.
Druhy den byly nenavazané protilatky odstranény aspiraci, membrana tfikrat promyta
roztoky PBS-T a PBS a inkubovana 1 hod. s konjugaty peroxidazy a protilatek proti
piislusnému izotypu lidskych imunoglobulini (anti-human IgA ¢i anti-human IgG, The
Bindig Site, UK) nafedénych 1/1000 v 1% roztoku nizkotuéného mléka v 0,1% PBS-T pfi
laboratorni teploté¢ za mirného tfepani. Po opakovaném promyti PBS-T a PBS byla
detekovana pfitomnost navazanych protilatek s kalretikulinem ¢i jeho fragmenty indukci
chemiluminiscenéni reakce pfidanim roztoku ECL soupravy (Pierce, UK). Svételna kvanta
byla zachycena na rentgenovy film. Pro kontrolu byly membriny s pfenesenym
kalretikulinem ¢i jeho fragmentem vystaveny popsané imunodetekéni procedufte, avsak bez

inkubace s lidskym sérem.

3.8. PEPSCAN

Ovéreni specificity protilatek proti kalretikulinu u pacientd s hypertrofickou a
dilata¢ni kardiomyopatif bylo provedeno metodou Pepscan vyuzivajici soubor (knihovnu)
syntetickych dekapeptidi korespondujici s konsenzudlni sekvenci kalretikulinu, ktera byla
publikovana v monografii Prof. Michalaka (MICHALAK 1996). Kalretikulinové peptidy, C
koncem kovalenté navazané na celulézovou matrici (membrané), jsou lokalizovany do
bodi o praméru 3 mm. Uspofadani jednotlivych skupin peptida respektuje pofadi
aminokyselin v molekule kalretikulinu (Obrazek ¢. 8). V sérii dekapeptidi na pepscanové
membrané (sekvencné orientovanych dle tzu N — C) se vzdy shoduje osm N-koncovych
aminokyselin peptidu s tfeti az desatou aminokyselinou pfedchazejictho peptidu. Kazdy
nasledujici peptid nové obsahuje dvé aminokyseliny na svém C— konci dle pofadi v jakém
jsou lokalizovany na molekule kalretikulinu a naopak ztraci dveé aminokyseliny na svém N—
konci. Pepscanova membrana byla pfipravena firmou ABIMED Analysen-Technik (SRIN)
technikou ,,.SPOT synthesis“ (simultanni, automatizovanou peptidovou syntézou na

celul6zové matrici) dle pozadavku nasi laboratofe. Pro zviditelnéni pfitomnosti (a pozice)
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jednotlivych skupin dekapeptida lze vyuzit schopnosti peptidi absorbovat UV zafeni a

emitovat svételna kvanta (Obrazek ¢. 8).

Obrazek ¢&. 8: Celulézova membrana se syntetickymi dekapeptidy kalretikulinu (Pepscan)

vizualizovanymi UV svétlem

N-terminus (201 syntetickych dekapeptidu)
—>

Zpusob detekce reaktivity protilatek s peptidy byl principialné obdobny metodé
imunoblotu, avsak vyuzival namisto PBS Tris pufr pH 8. Blokac¢ni roztok obsahoval 4 % a

fedici roztoky protilatek 2 % nizkotu¢ného mléka (SANCHEZ et al. 2003).

3.9. ELISA TEST KALRETIKULINU V KREVNIM SERU

Pro stanoveni a srovnani koncentrace kalretikulinu v krevnim séru pacientd
diagnostikovanych jako dilatacni kardiomyopatie, pacientt s kardiomyopatii hypertrofickou
a v séru kontrolni skupiny krevnich darct byla zvolena souprava Human Calreticulin
(CRT) Elisa kit (BlueGene, Cina). Postup pii testovani se #dil doporucenimi vyrobce.
Vsechny vzorky i standardni séra byla nafedéna 1/1 v PBS a testovana v trojicich.
Naredéné vzorky sér, standardy a PBS (uzity jako slepy vzorek) byly v mnozstvi 50 pl
naneseny do jamek a inkubovany 1 hod. pfi 37 °C. Po odsati a pétinasobném promyti
promyvacim roztokem bylo do jamek pfidano na 1 hod. 100 pl konjugatu detekcnich
protilatek konjugovanych s kfenovou peroxidazou. Po vymyti nenavazanych detekcnich
protilatek, opakovaném promyti a odstranéni promyvactho roztoku byl pfidan vyvijeci
roztok s chromogenni latkou. Barevna reakce byla zastavena po 15 minutach. Opticka

denzita vzorka byla méfena pii vinové délce 450 nm ELISA spektrofotometrem. Mnozstvi
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solubilniho kalretikulinu ve vzorku bylo odecteno z kalibracni kfivky vytvorené na zakladée

regresni analyzy.

3.10. STATISTICKA ANALYZA

Statistické analjzy byly provedeny v programu GraphPad Prism™ (Prism 6).
Statistické srovnani sérovych hladin antikalretikulinovych protilatek i kalretikulinu mezi
skupinami  pacientd a kontrolni skupinou krevnich darcd bylo vzhledem
k neparametrickému charakteru dat provedeno Mann-Whitney U testem. Korelac¢ni analyza
a Demingova regrese byly vyuzity khodnoceni miry zavislosti mezi hladinami
antikalretikulinovych protilatek jednotlivych izotypi u pacientd. Mira zavislosti mezi
hladinami jednotlivych izotypt sérovych antikalretikulinovych protilaitek a mnozstvim
kalretikulinu v séru pacientd s kardiomyopatiemi byla stanovena korelacni analyzou a

vyjadfena Spearmanovym koeficientem.
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4. VYSLEDKY

4.1. IgA  PROTILATKY PROTI KALRETIKULINU U
KARDIOMYOPATII

Vyvoj reprodukovatelnych a robustnich technik stanovujicich specifické sérové
protilatky a posuzovani jejich klinického vyznamu jsou pfedmétem intenzivniho zajmu
laboratorni mediciny. Vyskyt protilatek proti kalretikulinu byl studovan v sérech dvou
skupin pacientt s primarnimi kardiomyopatiemi charakterizovanymi odli$nou etiologii i
patologii — dilatacni kardiomyopatif a hypertrofickou kardiomyopatii, které byly ziskany na
zakladé spoluprace s III. Interni-kardiologickou klinikou a Kardiocentrem Fakultni
nemocnice Kralovské Vinohrady.

Hypertroficka kardiomyopatie je charakterizovana zmnozenim vaziva a bunék
srdecni stény, za jejiz pfi¢inu se povazuji geneticky podminéné mutace gent kodujici
zejména proteiny myokontraktilntho aparatu, zatimco u dilatacni kardiomyopatie dochazi
ke zvySené apoptdze kardiomyocytt a jejich substituci vazivem, rozsifeni a ztenceni stény
levé srdecni komory a pfipadné jinych oddilt srdce. V kazdém testu byly vysky hladin
antikalretikulinovych protilatek pacientd porovnany s hladinami téchto protilatek
detekovanych u kontrolni skupiny zdravych krevnich darct. V sérech krevnich darct byly
testovany vybrané sérologické znaky infekénich a nékterych autoimunitnich onemocnéni, u
kterych jsme v minulosti prokazali zvysené hladiny protilatek proti kalretikulinu a celkové
hladiny imunoglobulint, které by mohly ovlivnit hladiny specifickych protilatek. Krevni
darci s nefyziologickymi hodnotami v téchto testech byli ze studie vylouceni. Kardiologi¢ni
pacienti v testovanych skupinach nevykazovali klinické projevy ani indikatory onemocnéni
spojenych se zvysenou séroprevalenci antikalretikulinovych protilatek. Distribuci hladin
sérovych IgA protilatek proti kalretikulinu u pacientd s dilatacni kardiomyopatif,
kardiomyopatif hypertrofickou a v kontrolni skupiné krevnich darci dokumentuje Obrazek
¢. 9. Hladiny IgA antikalretikulinovych protilatek byly u obou skupin pacientt
s kardiomyopatiemi statisticky signifikantné zvysené na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,001.

Hladiny IgA antikalretikulinovych protilatek dosahovaly hodnot 39,9 £ 222 AU (AU,
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arbitrarni jednotky, prameér £ smérodatna odchylka) u pacientt s dilatacni kardiomyopati,
40,2 * 24,0 AU u pacientu s hypertrofickou kardiomyopatii, zatimco u kontrolni skupiny
krevnich darca 22,9 * 10,7 AU. Prahova hodnota (cut-off), od které vaimame sérum jako
pozitivni na antikalretikulinové protilatky, byla stanovena na zakladé¢ souctu priméru a
dvojnasobku smérodatné odchylky hladin piislusného izotypu antikalretikulinovych
protilatek u krevnich darci. Na zakladé¢ tohoto kritéria 12 z 34 pacientt s dilatacni
kardiomyopatif a 13 ze 38 pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii bylo séropozitivnich
na IgA protilatky proti kalretikulinu. Pouze 2 ze 79 sér kontrolni skupiny krevnich darct

byla pozitivn{ na tento izotyp protilatek.

Obrazek &. 9: Hladiny sérovych IgA protilatek proti kalretikulinu u pacientt s dilatacni a

hypertrofickou kardiomyopatii
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AU, arbitrarni jednotky; C, kontrolni skupina krevnich darca; DCM, dilatacni
kardiomyopatie; HCM, hypertrofickda kardiomyopatie; n, pocet testovanych osob ve
skupiné; cut-off, prahova hodnota hladin protilatek, od které vnimame sérum jako
pozitivni; ¥, P < 0,001; vodorovné linie oznacuji pramérnou hodnotu vysek hladin

protilatek v testované skuping; pferusovana linie oznacuje prahovou hodnotu cut-off
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4.2. 1gG  PROTILATKY PROTI KALRETIKULINU U
KARDIOMYOPATII

Hladiny IgG izotypu antikalretikulinovych protilatek byly podobné jako v piipadé
izotypu IgA u obou skupin pacientli s kardiomyopatiemi statisticky signifikantné zvysené
oproti kontrolni skupiné krevnich darcu, avsak v tomto pifpadé IgG izotypu protilatek na
hladiné vyznamnosti P < 0,05. Obrazek ¢. 10 dokumentuje rozdéleni hodnot sérovych
hladin IgG protilatek proti kalretikulinu u testovanych pacientd s kardiomyopatiemi.
Z obrazku ¢. 10 je patrna séropozitivita 7 ze 34 testovanych pacienta s dilatacni
kardiomyopatif a 11 z 38 pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii, zatimco pouze jediny
krevni darce z celkovych 79 testovanych pfevySoval hladinou IgG protilatek proti
kalretikulinu ~ prahovou  hodnotu  cut-off. Naméfené sérové hladiny IgG
antikalretikulinovych protilatek dosahovaly hodnot 84,8 + 51,0 AU (pramér * smérodatna
odchylka) u pacientd s dilatacni kardiomyopati, 84,1 = 50,3 AU u pacientd s
hypertrofickou kardiomyopatii, zatimco u kontrolni skupiny krevnich darct pouze 59,9 £

24,1 AU.
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Obrazek €. 10: Sérové hladiny IgG protilatek proti kalretikulinu u pacientt s dilatacni a

hypertrofickou kardiomyopatii
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AU, arbitrarni jednotky; C, kontrolni skupina krevnich darca; DCM, dilatacni
kardiomyopatie; HCM, hypertroficka kardiomyopatie; n, pocet testovanych osob ve
skuping; cut-off, prahova hodnota, od které vaimame sérum jako pozitivni; *, P < 0,05;
vodorovné linie oznacuji pramérnou hodnotu vysek hladin protilatek v testované skupiné;

pferusovana linie oznacuje prahovou hodnotu cut-off

Analyza sily zavislosti mezi vyskytem IgA a IgG antikalretikulinovych protilatek
prokazala pozitivni, statisticky signifikantni korelaci vyjadfenou Spearmanovym
koeficientem pofadové korelace u obou skupin pacientd s kardiomyopatiemi, a to
v pifpad¢ dilata¢ni kardiomyopatie r, = 0,48 (P = 0,0045) a v pfipad¢ hypertrofické
kardiomyopatie r, = 0,36 (P = 0,0263).

Hladiny sérovych IgA protilatek proti kalretikulinu dosahovaly statisticky
vyznamnéjstho rozdilu u obou skupin pacientt s kardiomyopatiemi oproti kontrolni
skupiné ve srovnani s hladinami antikalretikulinovych protilatek tfidy IgG. Z tohoto
davodu byla Demingovou linearni regresi analyzovana mira zavislosti hladin
antikalretikulinovych protilatek izotypu IgG na hladindch IgA antikalretikulinovych

protilatek u pacientd s kardiomiopatiemi. Timto testem bylo prokazana statisticky

56



vyznamna zavislost hodnot hladin IgG na IgA protilatek proti kalretikulinu u pacientt
s hypertrofickou kardiomyopatii (P = 0,019) zatimco u pacientu s dilata¢ni kardiomyopati

statisticky vyznamna zavislost prokazana nebyla (P = 0,247) (Obrazek ¢. 11, 12).

Obrazek €. 11: Teoreticka regresni pfimka zavislosti hodnot hladin IgG protilatek proti
kalretikulinu na hladinach IgA protilatek proti kalretikulinu u pacienti s hypertrofickou

kardiomyopatii

Hypertroficka kardiomyopatie

500
P =0,019

400+ n=38
300
200+

100+

IgG protilatky proti kalretikulinu (AU)

T
0 50 100 150
IgA protilatky proti kalretikulinu (AU)

n, pocet pacientd; AU, arbitrarni jednotky
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Obrazek €. 12: Teoreticka regresni pfimka zavislosti hodnot hladin IgG protilatek proti
kalretikulinu na hladinach IgA protilatek proti kalretikulinu u pacientt s idiopatickou

dilata¢ni kardiomyopati

Dilataéni kardiomyopatie
800

P = 0,247
600- n=34
4004

200+

IgG protilatky proti kalretikulinu (AU)

-200 T T
0 50 100 150
IgA protilatky proti kalretikulinu (AU)

n, pocet pacientd; AU, arbitrarni jednotky

4.3. TITRACNI ANALYZY SEROVYCH IgA A IgG
PROTILATEK PROTI KALRETIKULINU

P1i stanovovani hladin protilatek proti kalretikulinu metodou ELISA jsme doposud
vyuzivali k vyjadfeni hladin protilatek arbitrarnich jednotek (AU), pfedstavujicich
procentualni vyjadfeni podilu optické denzity testovanych vzorka k optické denzité
vnitfniho standardu. Vnitin{ standard je tvofeny smési razné pozitivnich pacientskych sér
ziskanych a otestovanych v predchozich studiich. Vzorky sér a standardu byly v ELISA
testu pro stanoveni hladin antikalretikulinovych protilatek jednotné fedény 1/20 a 1/100
v ptipadé IgA izotypu a 1/100 a 1/500 v piipad¢ IgG izotypu. V rozmezi téchto fedéni je
vztah mnozstvi antikalretikulinovych protilatek téchto izotypu na optické denzité
testovanych vzorkt sér blizky linearni zavislosti. Nejvyssi citlivost a reprodukovatelnost
vyuzivaného ELISA testu vyvinutého v nasf laboratofi docilime zastavenim barevné reakce

v rozsahu optickych denzit standardu 0,4 — 0,7, coz soucasné dokumentuje i znac¢nou
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robustnost tohoto testu. Zminény metodicky pfistup umoznuje také objektivné porovnat
hodnoty vzorka z raznych testt. V klinické praxi se vsak v nékterych pfipadech uplatiuje
¢i je vyhodné vyuzit pro posouzeni séropozitivity na specifické protilatky titra¢ni analyzu.
Mnozstvi specifickych protilatek je vyjadfeno pfi této formé detekce titrem, vyjadfujicim
nejvyssi mozné fedéni séra, pii kterém jsou specifické protilatky pouzitym testem
detekovatelné. Zejména v pifpadech onemocnéni, u kterych pfislusné (auto)protilatky
nebyly doposud popsany casto vyvstava pozadavek stanovit titr specifickych protilatek jako
pfesvédcivy dukaz jejich pfitomnosti.

Antikalretikulinové protilatky nebyly doposud testovany ve skupiné pacientd
s dilatacn{ kardiomyopatii ani u pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii. Prokazana
séroprevalence u pacientt s kardiomyopatiemi v pfedkladané diplomové praci Ccinila
v pfipad¢ dilatacni kardiomyopatie 35 % a 21 % (IgA, IgGG) a v piipadé hypertrofické
kardiomyopatie 34 % a 29 % (IgA, 1gG). Z tohoto duvodu bylo vhodné pro ovéfeni
alespont u casti pacientd s témito kardiomyopatiemi, ktefi byli séropozitivni na
antikalretikulinové protilatky, provést titracni analyzu testovanych izotypa. Titracni
analyzou je navic mozné ziskat pfedstavu o mife protilatkové reaktivity proti kalretikulinu u
pacientil se zminénymi diagnézami. Pro tento ucel bylo otestovano 20 pacientt z kazdé
skupiny a séra pacienti byla v tomto piipadé natedéna 1,/200, 1/400, 1/800, 1/1600 v 1%
BSA, nebot’ testovani sérovych hladin antikalretikulinovych jiz bylo provedeno ELISA
testem pfi fedéni 1/20 a 1/100 v piipade IgA, resp. 1/100 a 1/500 v ptipade IgG.

Obrazek ¢. 13 dokumentuje pruabeh titrace provedené ELISA testem vyuzivajici
lidsky rekombinantni kalretikulin — v fedici fadé 1/200, 1/400, 1/800 a 1/1600 — IgA a
IgG antikalretikulinovych protilatek v sérech péti pacienta s dilatacni kardiomyopatii a
hypertrofickou kardiomyopatii pozitivnich v testu antikalretikulinovych protilatek
vyuzivajici interni standard a niz$i fedéni sér. Predkladané hodnoty optickych denzit pfi
jednotlivych méfeni predstavuji aritmetické prumeéry tfech nezavislych experimenta.

Navzdory nestejnym hladinam antikalretikulinovych protilatek v testovanych sérech
pacienta (Obrazek ¢. 10), IgG antikalretikulinové protilatky u péti nejpozitivnéjsich
pacientt s dilatacni kardiomyopatif i pacientu s hypertrofickou kardiomyopatii bylo mozné
priukazné detekovat v ttru 1/1600 pfi optické denzite 0,25 — 02. Izotyp IgA
antikalretikulinovych protilatek u péti séropozitivnich pacientd lze prokazat v titru 1/800

pii optické 0,1 — 0,25. Hodnoty titru i rozsah intervalu optickych denzit, pfi kterych byly
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protilatky proti kalretikulinu detekovany u testovanych sér pacienti s kardiomyopatiemi,

dokumentuji znacnou citlivost vyvinutého ELISA testu umoznujictho znacné rozliSeni

miry séropozitivity na IgA a IgG antikalretikulinovych protilatek.

Obrazek ¢. 13: Titracni analyza sérovych IgA a IgG protilatek proti kalretikulinu u

pacientu s idiopatickou dilata¢ni kardiomyopatif a hypertrofickou kardiomyopatii
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DCM, dilatacni kardiomyopatie; HCM, hypertroficka kardiomyopatie; O.D., opticka

denzita; na vodorovné ose je indikovano fedéni vzorku
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4.4. OVERENI PROTILATKOVE REAKTIVITY
IMUNOBLOTEM S KALRETIKULINEM

Metoda imunoblotu pfedstavuje standardni (pfevazné kvalitativni) zptasob ovéfeni
reaktivity protilatek s antigenem. Reaktivita sérovych protilatek proti kalretikulinu byla u
nekterych pacientd s dilatacni kardiomyopatii a hypertrofickou kardiomyopatii potvrzena
metodou imunoblotu vyuzivajici molekulu rekombinantniho kalretikulinu, ktera slouzila
jako antigen v nasich ELISA testech (Obrazek ¢. 14). Analyzu reaktivity pacientskych
protilatek metodou immunoblotu bylo mozné provést pouze se séry, ve kterych byly

ELISA testem prokazany vysoké hladiny autoprotilatek proti kalretikulinu.
Obrazek ¢&. 14: Reaktivita sérovych IgA a IgG protilatek pacientd s dilatacni

kardiomyopatii a  pacientd s hypertrofickou  kardiomyopatii s rekombinantnim

kalretikulinem

MW

62 kDa ~'Qc'.'-
R

12 3 4567 891011 12

Membrana ¢. 1, 2: reaktivita sérovych IgG protilatek pacientt s dilatacni kardiomyopatif; ¢.
3, 4: reaktivita sérovych IgG protilatek pacienta s hypertrofickou kardiomyopatif; ¢. 5, 6:
reaktivita IgA protilatek pacientt s dilatacni kardiomyopatif; ¢. 7, 8: reaktivita IgA protilatek
pacientt s hypertrofickou kardiomyopatif; ¢. 9: kontrolni sérum zdravého krevniho darce
(IgG); ¢. 10: kontrolni sérum zdravého krevniho darce (IgA); membrana ¢. 11, 12
kontrolni imunoblot pouze s detek¢nimi protilatkami proti lidskému imunoglubulinu IgA a

IgG bez piitomnosti lidského séra; MW, molekulova hmotnost
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Oveéfeni reaktivity protilatek pacientd s kardiomyopatiemi s kalretikulinem bylo
realizovano také immunoblotem vyuzivajici rekombinantni fragment kalretikulinu
korespondujici s druhou ctvrtinou jeho molekuly. Rekombinantni fragmenty
korespondujici s ¢tvrtinami a polovinami lidského kalretikulinu jsme pfipravili v minulosti
ve spolupraci s Prof. I. Swobodou z Videnské Iékatfské fakulty s cillem charakterizovat a
srovnat detailni specifitu protilatek proti kalretikulinu u pacientd s celiakif a refrakterni
celiakii (SANCHEZ et al. 2008). Elektroforetogram rekombinantnich fragmentd

kalretikulinu z této studie je zachycen na Obrazku ¢. 15.

Obrazek €. 15: Rekombinantni fragmenty kalretikulinu rozdélené SDS-PAGE

MW. 1t 24 39 gn 1 2 CRT
(kDa) quarter of CRT half of CRT

37

b

Rekombinantni fragmenty lidského kalretikulinu korespondujici se ¢tvrtinami a polovinami
této molekuly rozdélené SDS-PAGE (pfevzato ze SANCHEZ et al., Clin. Exp. Immunol.
2008; 153: 351 — 359)

Rekombinantni fragment odpovidajici druhé ctvrtiné lidského kalretikulinu byl
vyuzit jako antigen v imunoblotu, kterym byla rovnéz ovéfena reaktivita IgG protilatek
pacientd s dilatacni a hypertrofickou kardiomyopatii s prokazanou séropozitivitou
na antikalretikulinové protilatky ELISA testem. Séra pacientt i kontrolni skupiny zdravych
darct byla testovana pfi fedéni 1/100.

Obrazek ¢. 16 dokumentuje reaktivitu IgG protilatek Sesti pacienta (tfech s
idiopatickou  dilata¢ni kardiomyopatii a tfech s hypertrofickou kardiomyopatii)

s rekombinantnim fragmentem korespondujicim s druhou ¢tvrtinou molekuly kalretikulinu.
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IgG protilatky sér kontrolni skupiny deseti zdravych krevnich darch tento fragment

nerozpoznavaly.

Obrazek ¢&. 16: Reaktivita IgG protilatek pacientd s dilatacni kardiomyopatii a pacientt

s hypertrofickou kardiomyopatii s rekombinantné pfipravenou druhou ctvrtinou molekuly

lidského kalretikulinu
!-'

20 kDa ~ '.
Membrana ¢. 1, 2, 3: reaktivita sérovych IgG protilatek pacientt s idiopatickou dilatacni

kardiomyopatif; ¢. 4, 5, 6: reaktivita sérovych IgG protilatek pacientt s hypertrofickou
kardiomyopatif; ¢. 7, 8: negativni reakce kontrolnich sér zdravych krevnich darct; ¢. 9:
kontrolni imunoblot s detek¢nimi protilatkami proti lidskému imunoglobulinu IgG pii

soucasné absenci lidského séra, MW, molekulova hmotnost

4.5. B-BUNECNE EPITOPY KALRETIKULINU

Analyza specifity protilatek pacientt proti antigenim metodou Pepscan vyuziva
soubor syntetickych dekapeptidt, které spolecné odpovidaji sekvenci lidského
kalretikulinu. Sekvence sousednich peptidu (v zavislosti na jejich posloupnosti
v Pepscanovém souboru orientovaném ve sméru N — C) se vzdy shoduji v osmi
peptidech. Peptidy jsou kovalentné navazany na celulé6zové matrici C- koncem. Pepscan
umoznuje charakterizovat rozsah protilatkové reaktivity a poskytuje také uzitecné

informace vedouci k odhalen{ kifzové reaktivity mezi antigeny, coz lze vyuzit pro objasnéni
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jedné z moznych pficin vzniku autoimunitnich reakci — mechanismu ,,molekularni
mimikry“. Soucasné¢ je Pepscan duvéryhodnym ovéfovacim testem reaktivity protilatek
s antigenem.

Analyza specifity antikalretikulinovych protilatek metodou Pepscan v nasich
predchazejicich studiich byla realizovana pfi ztedénf lidskych sér 1/100 (SANCHEZ et al.
2003, 2008, PEKARIKOVA et al., 2010). Testovani miry reaktivity protilatek pacientd s
kardiomyopatiemi s peptidy kalretikulinu vyzadovala fedit séra stejnym zptsobem jako ve
zminénych studiich. Hladiny antikalretikulinovych protilatek u séropozitivnich pacientt
s kardiomyopatiemi vSak nedosahovaly hodnot pacientt s testovanymi gastrointestinalnimi
onemocneénimi  (celiakif, refraktern{ celiakif, alkoholickou cithézou, autoimunitni
hepatitidou, hepatocelularnim karcinomem, pankreatickym adenokarcinomem a primarni
biliarni cirhézou), coz se projevilo relativné nizkou reaktivitou pacientskych protilatek
s peptidy kalretikulinu metodou Pepscan. Relativné nizké hladiny antikalretikulinovych
protilatek tedy neumoznovaly za dodrzeni stejného metodického postupu a srovnatelné
délky expozicniho casu reprezentativnéjsi studii protilatkové specifity metodou Pepscan v
nasem souboru pacientd s kardiomyopatiemi. Z téchto duvodu bylo provedeno zakladni
testovani detailni specifity IgA a IgG protilatek metodou Pepscan u 6 sér pacientt s
kardiomyopatiemi séropozitivnich v ELISA testech na antikalretikulinové protilatky a u 10
sér kontrolni skupiny krevnich darct. Reaktivita sér kontrolni skupiny byla z davodu jejich
séronegativity slaba a omezovala se pouze na nékolik rozdilnych peptida. Obrazek ¢. 17
podava piiklad reaktivity IgA a IgG protilatek pacienta s dilatacni kardiomyopatii a
pacienta s hypertrofickou kardiomyopatii a kontrolnich sér krevnich darct. Z obrazku ¢. 17
je patrna rozvinuta reaktivita IgG protilaitek u obou pacientskych sér s peptidy

kalretikulinu.
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Obrazek ¢. 17: Reaktivita sérovych IgA a IgG protilatek pacientd s dilatacni
kardiomyopatii a hypertrofickou kardiomyopatii s dekapeptidy kalretikulinu metodou
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Membrana ¢. 1: reaktivita protilatek IgG pacienta s dilatacni kardiomyopatif; ¢. 2: IgG
pacienta s hypertrofickou kardiomyopatif; ¢. 3: IgA pacienta s dilata¢ni kardiomyopatif; ¢. 4:
IgA pacienta s hypertrofickou kardiomyopatii; ¢. 5: IgG krevniho darce; ¢. 6: IgA krevniho
darce; ¢. 7: kontrolni test s detekéni protilatkou proti lidskému IgG; ¢. 8: kontrolni test

pouze s detekéni protilatkou proti IgA; N — (N-konec kalretikulinu)

Prehled kalretikulinovych peptida rozpoznavanych IgA a IgG protilatkami
pacientt podava Tabulka ¢. 2a — c. Reaktivita protilatek pacientt s kardiomyopatiemi byla
smérovana do vsech domén kalretikulinu. Epitopy rozpoznavané vice nez polovinou
testovanych protilatek byly povazovany za imunodominantni. Imunodominantni epitopy
rozpoznavané protilatkami pacientd s kardiomyopatiemi vsak byly prokazany pouze v
doméné P a C a byly tvofeny souborem peptida, jenz koresponduji se sekvenci
EVKIDNSQVESGSLED lokalizovanou v mist¢ spojeni P aC domény a peptidy
IDDPTDSKPE, DKAPEHIPDPDA a RKEEEEAEDKEDDAEDKDEDEEDE v C-

doméné.
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Tabulka &. 2a: Peptidy kalretikulinu rozpoznavané sérovymi protilatkami izotypu IgA a

protilatkami izotypu IgG pacientt s dilatacni kardiomyopatii a pacientd s hypertrofickou

kardiomyopatif
IgA protilatky IgG protilatky
Peptid &. | DCMI | DCM2 | DCM3 | HCMI | HCM2 | HCM3 | DCM4 | DCMS | DCMB | HCM4 | HOMS | HOMB | Sekvence
| + + EPAVYFKEQF
2 + + AVYFKEQFLD
3 + + YFKEQFLDGD
I + GOGWTSRWIE
B + GWTSRWIEAS
12 + + ASAKHKSAAD
13 + + + AKHKSAADFA
14 + + + HKSAADFAGK
& + SAADFAGKFV
1B + + ADFAGKFVLS
17 + + FAGKFVLSSG
18 + + GKFVLSSGKF
28 + + DKGLATSODA
27 + + GLOTSADARF
8 + + + (ATSODARFYA
29 + + SODARFYALS
30 + + DARFYALSAS
3l + + + RFYALSASFA
32 + + + YALSASFAEA
33 + + + + + LSASFAEAPF
34 + + + + + ASFAEAPFSN
38 + + FAEAPFSNKG
36 + + EAPFSNKGAT
37 + + PFSNKGATLY
38 + + SNKGATLYVA
34 + + KGATLVVAFT
40 + + ATLVVAFTVK
4 + LVVOFTVKHE
42 + + + VIFTVKHEON
43 + FTVKHERNID
44 + + VKHEQNIDCG
o4 + + LDOTDMHGDS
58 + + ATDMHGDSEY
a6 + + DMHGDSEYNI
a7 + + HGDSEYNIMF
a8 + DSEYNIMFGP
59 + + + + EYNIMFGPDI
GO + + NIMFGPDICG
i + MFGPDICGRG
62 + GPDICGPGTK
i + PGTKKVHVIF
1l + + KGKNVLINKD
T3 + VLINKDIRCK
8l + + LYTLIVRPDN
82 + + TLIVRPDNTY
85 + DNTYEVKIDN
BB + TYEVKIDNSQ

DCM1-DCMO, sérum ¢. 1-6 pacientu s dilatacni kardiomyopatif; HCM1-HCMO6, sérum c.

1-6 pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii
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Tabulka &. 2b: Peptidy kalretikulinu rozpoznavané sérovymi protilatkami izotypu IgA a

protilatkami izotypu IgG pacienta s dilata¢ni kardiomyopatii a pacienta s hypertrofickou

kardiomyopatif
IgA protilatky IgG pratilatky
Peptid &. OCMI | DCM2 | DCM3 | HCMI | HCMZ | HCM3 | DCM4 | DCM3 | DCMB | HCM4 | HCMS | HOMB | Sekvence

87 + + + + + + + EVKIDNSQVE
88 + + + + + + + + KIDNSQVESE
89 + + + + + + + + + | DNSQVESGSL
g0 + + + + + + + | SOVESGSLED
g7 + LPPKKIKDPD
98 + + + | PKKIKDPDAS
99 + + | KIKDPDASKP
102 + + | ASKPEDWDER
104 + + EDWDERAKID
105 + + WDERAKIDDP
|06 + + + + + ERAKIDDPTD
107 + + + + AKIDDPTDSK
108 + + + + + + | IDDPTDSKPE
109 + + + | DPTDSKPEDW
110 + + + | TDSKPEDWDK
il + SKPEDWDKAP
112 + + + PEDWDKAPEH
13 + + + + + DWDKAPEHIP
114 + + + + + + + DKAPEHIPDP
115 + + + + + + + AREHIPDPDA
1B + + | EHIPDPDAKK
117 + + | IPDPDAKKPE
118 + + | DPDAKKPEDW
132 + KGEWKPRAID
133 + EWKPROIDNP
137 + + + NPDYKGTWIH
138 + + + + DYKGTWIHPE
139 + + + + KGTWIHPEID
140 + + + TWIHREIDNP
123 + LBLDLWRVKS
155 + LWQVKSBTIF
156 + + + [IVKSGTIFDN
157 + + + + KSGTIFDNFL
158 + + + + + GTIFDNFLIT
158 + + + IFONFLITND
160 + + DNFLITNDEA
B! + FLITNDEAYA
162 + [TNDEAYAEE
163 + + NDEAYAEEFG
|64 + + EAYAEEFGNE
165 + YAEEFGNETW
|66 + EEFGNETWGY
167 + FGNETWGVTK
168 + + + | NETWGVTKAA
169 + + + + + | TWGVTKAAEK
170 + + + BVTKAAEKOM

DCM1-DCMO, sérum ¢. 1-6 pacientd s dilatacni kardiomyopatif; HCM1-HCMO6, sérum ¢.
1-6 pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii; Sedou barvou jsou oznaceny peptidy, které

byly rozpoznavané protilatkami alespon poloviny testovanych sér
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Tabulka &. 2c: Peptidy kalretikulinu rozpoznavané sérovymi protilatkami izotypu IgA a

protilatkami izotypu IgG pacientt s dilatacni kardiomyopatii a pacientd s hypertrofickou

kardiomyopatif
IgA protilatky IgG protilatky
Peptid¢. | DCMI | DCM2 | DCM3 | HCMI | HCMZ | HOM3 | DCM4 | DCMa | DCMB | HCM4 | HCMS | HOMB | Sekvence
17 + + | TKAAEKOMKD
172 + + | AAEKOMKDKD
173 + + + + | EKOMKDKODE
|74 + [IMKDKODEEQ
184 + + + + + + + + + | RKEEEEAEDK
185 + + + + + + + + + | EEEEAEDKED
(b3 + + + + + + + + + + | EEAEDKEDDA
187 + + + + + + + AEDKEDDAED
188 + + + + + + DKEDDAEDKD
189 + + + + + + + + + | EDDAEDKDED
190 + + + + + + + DAEDKDEDEE
181 + + + + + + EDKDEDEEDE
192 + + KDEDEEDEED
193 + + EDEEDEEDKE
194 + + EEDEEDKEED
195 + + + DEEDKEEDEE
196 + + EDKEEDEEED
197 + KEEDEEEDVP
198 + EDEEEDVPAG
199 + EEEDVPAGOA
200 + + | EDVPAGRAKD

DCM1-DCMG6, sérum ¢. 1-6 pacientt s dilatacni kardiomyopatii; HCM1-HCMG6, sérum ¢.
1-6 pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii; Sedou barvou jsou oznaceny peptidy, které

byly rozpoznavané protilatkami alespon poloviny testovanych sér

4.6. ANTIKALRETIKULINOVE IgAl, IgA2 A IgGl - IgG4
PROTILATKY

V nasich studiich tykajicich se vyskytu a specifity sérovych protilatek proti
kalretikulinu u autoimunitnich a onkologickych onemocnéni jsme se doposud zabyvali
pouze protilatkami izotypu IgA a IgG. Znalost zastoupeni ¢i poméru jednotlivich subtypt
protilatek proti kalretikulinu a jejich zmén spojenych s urcitym patologickym stavem muize
byt klinicky vyuzita. Stanoveni urcitého subtypu antikalretikulinovych protilatek by mohlo
v nekterych pifpadech mit diagnosticky ¢i prognosticky vyznam. Analyza zastoupeni

jednotlivych subtypu protilatek proti kalretikulinu u onemocnéni charakterizovanych jejich
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zvysenou prevalenci by mohla pfispét k objasnéni vyznamu téchto protilatek v patologii.
Z tohoto duvodu byl doposud pouzivany ELISA test adaptovan na detekci subtypu IgAl,
IgA2 a IgG1l-IgG4 a poprvé vyuzit pro ucely studia fenoménu antikalretikulinovych
protilatek u pacient s vybranymi kardiomyopatiemi, jehoz vysledky jsou poprvé uvadény v
této diplomové praci. Princip stanoveni sérovych antikalretikulinovych protilatek subtypt
IgG1-1gG4 byla obdobny s ELISA testem detekujicim sérové hladiny antikalretikulinovych
protilatek IgA a IgG. V pfipad¢ testovani IgAl a IgA2 antikalretikulinovych protilatek bylo
pouzito jako detekénich protilatek namisto ovéich konjugata s kfenovou peroxidazou
konjugati mysich monoklonalnich protilatek, které by fedény v 10% preimunnim mysim
séru.  Testovani subtypu antikalretikulinovych protilatek bylo provedeno u 20 pacientt
s dilatacni kardiomyopatii a u stejného poctu pacienti s hypertrofickou kardiomyopatii.
Séra pacienti byla fedéna identicky jako v pfipadé testovani titru IgA a IgG
antikalretikulinovych protilatek, tedy 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, tak aby bylo mozné
ziskat objektivni srovnani.

Obrazek ¢. 18 dokumentuje titraci sérovych IgAl a IgA2 protilatek proti
kalretikulinu ~ péti  nejpozitivnéjsich  pacienta s dilatacni  kardiomyopatii a  péti
nejpozitivnéjsich pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii provedenou ELISA testem.
Z vysledku analyz jsou patrné vyssi titry IgA1 protilatek proti kalretikulinu u obou skupin
pacienta oproti subtypu IgA2 antikalretikulinovych protilatek. Optické denzity IgAl
protilatek proti kalretikulinu séropozitivnich pacientd s dilatacni kardiomyopatii pii fedéni
séra 1/1600 dosahovaly hodnoty vyssi nez 0,1. Nejvyssi fedéni IgAl protilaitek proti
kalretikulinu detekovatelné pfi této optické denzit¢ u séropozitivnich pacientt
s hypertrofickou kardiomyopatii bylo 1/800. IgA2 izotyp antikalretikulinovych protilatek
péti nejpozitivnéjsich pacientd z obou skupin pacientt s kardiomyopatiemi bylo mozno
detekovat  pfi  fedéni 1/200. Prubéh  dokumentovanych titracnich  kfivek
antikalretikulinovych protilatek subtypu IgAl a IgA2 je u vétdiny testovanych pacientt

podobny.
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Obrazek ¢. 18: Titracni kiivky IgAl a IgA2 protilatek proti kalretikulinu u pét
nejpozitivnéjsich pacienta s idiopatickou dilatacni kardiomyopatii a péti nejpozitivnéjsich

pacientu s hypertrofickou kardiomyopatii

DCM, IgA1 subtyp HCM, 1gA1l subtyp

0,554 0,554

0'4()‘\ 0401
0,104 0,104
| I

f f t t
1/200 1/400 1/800 1/1600 1/200 1/400 1/800 1/1600

O.D.
O.D.

DCM, IgA2 subtyp HCM, IgA2 subtyp
0,254 0,25
a a
} 0,154 ) 0,15
S g o
0’05-\ 0,054
} } } }
1/200 1/400 1/800 1/1600 1/200 1/400 1/800 1/1600

DCM, idiopaticka dilatacni kardiomyopatie; HCM, hypertroficka kardiomyopatie; O.D.,

opticka denzita; hodnoty fedéni jsou vyneseny na vodorovné ose

Titracni kiivky antikalretikulinovych protilatek subtypu IgG1-IgG3 dokumentuje
Obrazek ¢. 19. Zgrafd je zfejmy odlisny prabéeh titracnich kfivek IgG2 subtypu
antikalretikulinovych protilatek u pacientt s dilatacni kardiomyopatil. Vnimame-li jako
reprodukovatelnou mez citlivosti ELISA testu hodnotu optické denzity 0,1, nejvyssi titr
odpovidajici hodnoté 1/400 pii této optické denzit¢ byl prokizin v piipade IgGl
antikalretikulinovych protilatek u pacienti s hypertrofickou kardiomyopatii. IgG1 izotyp
aktikalretikulinovych protilatek lze detekovat u pacientt s dilatacni kardiomyopatii pfi
fedéni 1/200. Ostatni subtypy antikalretikulinovych protilitek lze prikazné detekovat

alespon v titru 1/200 pfi optické denzite 0,1.
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Obrazek €. 19: Titracni kiivky IgG1, IgG2 a IgG3 protilatek proti kalretikulinu u pacientt

s idiopatickou dilata¢n{ kardiomyopatii a hypertrofickou kardiomyopatii

DCM, IgG1 subtyp HCM, 1gG1 subtyp
0,5 0,5
0,4 0.4
5 0,3 g 9%
O o2 © o2
0,1 0,1
| : f f
1/200 1/400 1/800 1/1600 1/200 1/400 1/800 1/1600
DCM, IgG2 subtyp HCM, 1gG2 subtyp
0,354 0,351
0,254 0,254
a a
o 0,154 o 0,154
. : | :
1/200 1/400 1/800 1/1600 1/200 1/400 1/800 1/1600
DCM, IgG3 subtyp HCM, 1gG3 subtyp
0,45+ 0,45+
0,351 0,354
4 0254 a 025+
o o
0,154 0,154
0,05*& 0051
f f . :
1/200 1/400 1/800 1/1600 1/200 1/400 1/800 1/1600

DCM: idiopaticka dilatacni kardiomyopatie; HCM: hypertroficka kardiomyopatie O.D.:

opticka denzita; hodnoty fedéni jsou vyneseny na vodorovné ose
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IgG4 protilatky patif k nejméné zastoupenym subtypim IgG protilatek v lidskych
sérech, nicméné zvyseni jejich hladin je charakteristické pro heterogenni skupinu
onemocnéni oznacovanou jako IgG4-asociovana. Titr IgG4 subtypu antikalretikulinovych
protilatek odpovidajici 1/200 byl detekovan ze 40 testovanych pacientd (20 v kazdé
pacientské skupiné) pouze u dvou pacientd s kardiomyopatiemi — jednoho pacienta
s dilatacni kardiomyopatii a jednoho pacienta s hypertrofickou kardiomyopatii pfi optické
denzit¢ vyssi nez 0,01 (Obrazek ¢. 20). Optické denzity pii testovani IgG4
antikalretikulinovych protilatek téchto dvou nejpozitivnich pacienttd dosahovaly pfiblizné
desetkrat nizsich hodnot oproti optickym denzitam ziskanym pfi testovani ostatnich
subtypu IgG antikalretikulinovych protilatek. Navzdory relativné nizkym hodnotam
optickych denzit v pifipad¢ testovani titru IgG4 antikalretikulinovych protilatek je
z Obrazku ¢. 20 patrny detekovatelny pokles reaktivity téchto protilatek s molekulou

kalretikulinu u obou pacientt pfi fedéni 1/400 a 1/800.

Obrazek €. 20: Titracn{ kiivky IgG4 protilatek proti kalretikulinu u pacientt s idiopatickou

dilata¢ni kardiomyopatii a hypertrofickou kardiomyopatii

IgG4 subtyp

0,035

0,025+ DCM
a
O 0,015+

HCM
0,005+
1/200 1/400 1/800

DCM: idiopaticka dilatacni kardiomyopatie; HCM: hypertroficka kardiomyopatie, O.D.,

opticka denzita, hodnoty fedéni jsou vyneseny na vodorovné ose
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4.7. VYSKYT KALRETIKULINU V SERECH PACIENTUS
KARDIOMYOPATIEMI

Vyskytu kalretikulinu v extracelularnich tekutinach véetné krve byla doposud
vénovana pouze omezena pozornost, pfestoze uvolnovani kalretikulinu do extracelularnich
prostor muze mit zavazné konsekvence vzhledem k jeho riznorodym aktivitam
pozorovanym ve zdravi a nemoci. Zavaznost potencialniho uvolnovani kalretikulinu do
krve — bez ohledu na jeho zdroj — tkvi pravé v moznosti hematogenni distribuce této
molekuly 1 do organt a tkan{ s pfirozené nizkou expresi kalretikulinu, jejichz typickym
pfedstavitelem je pravé srdce. Kromé vlivu extracelularniho kalretikulinu na fyziologické
funkce muze mit pfitomnost kalretikulinu v krvi a krevnim séru zasadni vliv také na vysky
hladin testovanych protilatek proti kalretikulinu. Z téchto davoda byly testovany hladiny
kalretikulinu v sérech vybranych pacientt s dilatacni kardiomyopatii a hypertrofickou
kardiomyopatif a v kontrolni skupiné krevnich darct. Séra pacientd zvolena do testovan{
sérovych hladin kalretikulinu byla vybirana s ohledem na pozitivitu IgA a IgG protilatek
proti kalretikulinu, tak aby zastoupeni séropozitivnich a séronegativnich pacientd
v testovanych skupinach bylo rovnomérné. Volba sér kontrolni skupiny krevnich darct do
testu stanovujictho mnozstvi kalretikulinu byla provedena s ohledem na distribuci hodnot
hladin antikalretikulinovych protilatek prokazanych v této skupiné. Zohlednéni miry
séropozitivity na antikalretikulinové protilatky pfi vybéru subjektd do studie testovani
sérového kalretikulinu umoznilo, kromé ziskan{ informaci o mnozstvi kalretikulinu v krvi
pacient s kardiomyopatiemi, ziskat také informace o vztahu hladin aktikalretikulinovych
protilatek a mnozstvi kalretikulinu u téchto pacientt.

Stanovené mnozstvi sérového kalretikulinu u testovanych skupin (Obrazek ¢. 21)
spadalo do intervalu 0,060 ng/ml — 4,220 ng/ml. Nejvyssi hladiny sérového kalretikulinu
byly nalezeny u pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii, a to 1,25 = 1,11 ng/ml (pramér
T smérodatna odchylka). Rozdil v mnozstvi kalretikulinu v krevnim séru mezi skupinou
pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii a kontrolni skupinou krevnich darca (0,51 + 0,45
ng/ml) byl statisticky signifikantn{ na hladiné vyznamnosti P < 0,01. Hladiny sérového

kalretikulinu u pacientt s idiopatickou dilata¢ni kardiomyopatii dosahovaly vyssich hodnot
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(1,12 £ 1,15 ng/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou, avsak toto zvyseni nebylo statisticky
signifikantné vyznamné.

Z Klinického hlediska vyzadujictho definovani fyziologickych hranic daného znaku
byla pro mnozstvi sérového kalretikulinu stanovena prahova hodnota (cut-off), od které
vnimame vzorek jako pozitivni. Prahova hodnota byla stanovena identicky jako v pfipadé
sérovych protilatek proti kalretikulinu, tedy soucet pruméru a dvojnasobku smérodatné
odchylky kontrolni skupiny krevnich darct. Uzitim tohoto piistupu lze definovat pozitivitu
na sérovy kalretikulin u 6 z 17 testovanych pacientt s dilatacni kardiomyopatif, u 5 z 19
pacienti s hypertrofickou kardiomyopatii a u 1 z 24 osob kontroln{ skupiny zdravych
krevnich darca. Pacienti se zvySenymi hladinami kalretikulinu v séru se vsak klinickymi
symptomy souvisejicimi s kardiomyopatii neodlisovali od pacientt s nizkymi hladinami
kalretikulinu v séru.

Nalez statisticky signifikantné zvySenych hladin sérovych protilatek proti
kalretikulinu u testovanych pacientd s dilata¢ni kardiomyopatii i hypertrofickou
kardiomyopatif a soucasné statisticky signifikantné zvySené mnozstvi kalretikulinu v séru
pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii oproti kontrolni skupiné krevnich darct vybizel
k tvaze o mife zavislosti mezi vyskami hladin sérovych antikalretikulinovych protilatek a
mnozstvim kalretikulinu v sérech pacienti s kardiomyopatiemi. Korela¢ni analyza mezi
hladinami IgA a IgG antikalretikulinovych protilatek a sérového kalretikulinu neprokazala
statisticky vyznamnou zavislost: hodnota Spearmanova koeficientu vyjadfujici zavislost
mezi sérovymi hladinami IgA antikalretikulinovych protilatek a kalretikulinu u pacientt
s dilatacni kardiomyopatii byla r, = 0,46 (P = 0,0609) a mezi hladinami IgG
antikalretikulinovych protilatek a mnozstvi kalretikulinu ¢inila r, = 0,29 (P = 0,2641).
Zavislost vztahu mezi hladinami IgA antikalretikulinovych protilatek a mnozstvim
kalretikulinu u pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii je charakterizovana hodnotami r,
= 0,12 (P = 0,6318) a mezi hladinami IgG antikalretikulinovych protilatek a mnozstvim
kalretikulinu r, = 0,21 (P = 0,3992).
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Obrazek ¢. 21: Mnozstvi kalretikulinu (potencialntho autoantigenu) u pacientu s dilatacni
kardiomyopatif a hypertrofickou kardiomyopati
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C: kontrolni skupina krevnich darcta; DCM: dilatacni kardiomyopatie; HCM: hypertroficka
kardiomyopatie, n: pocet osob ve skupiné
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5. DISKUZE

Dilata¢ni kardiomyopatie pfedstavuje jednu z nejcetnéjsich pficin srdecniho selhani,
jehoz duvodem neni ischemicka etiologie, a je nejcastéjsi indikaci k transplantaci srdce.
Vyskyt dilatacni kardiomyopatie neni omezen na urcitou vékovou skupinu a ve vétsiné
piipadd neni znama jeji pficina, a proto se oznacuje jako idiopaticka dilatacni
kardiomyopatie. Pfi studiu patogeneze dilatacn{ kardiomyopatie vznikla pfedstava o
strdecnimu svalu u podskupiny pacientd s touto chorobou (NAGATOMO & TANG
2014).

Nalezy poskozeni srdecniho svalu protilatkami u pokusnych zvifat imunizovanych
kalretikulinem, rozvoj dilatacni kardiomyopatie u transgennich mysi s nadprodukovanym
kalretikulinem v kardiomyocytech a pfitomnost autoprotilatek proti kalretikulinu u
nékterych pacient s kongenitalnim srde¢nim blokem a Chagasovou chorobou (ORTH et
al. 1996, RIBEIRO et al. 2009, LEE et al. 2013) nas vedly k ovéfeni hypotézy, zda u
pacientd diagnostikovanych jako idiopaticka dilatacni kardiomyopatie a pacient
s hypertrofickou kardiomyopatii nejsou pfitomny autoprotilatky proti kalretikulinu.
Zminéné skupiny chorob nalezi do skupiny primarnich kardiomyopatii a lisf se jak svou
patologickou anatomii, tak i pfedpokladanou patogenezi, ktera neni u obou onemocnéni
doposud presné definovana. Zatimco se pii vzniku dilata¢ni kardiomyopatie se v né¢kterych
piipadech pfedpoklada dcast imunitniho systému, pfic¢iny hypertrofické kardiomyopatie
jsou spojovany s mutacemi sarkomerickych i jinych bunéénych proteind (CHIEN 2003,
PORTIG et al. 2009).

V ramci této diplomové priace jsme poprvé popsali vyskyt protilatek proti
kalretikulinu u pacientd diagnostikovanych jako idiopaticka dilatacni kardiomyopatie a
pacienti s kardiomyopatii hypertrofickou. Statistické analyzy prokazaly u obou skupin
pacientt vyznamné zvyseni hladin antikalretikulinovych protilatek oproti kontrolni skupiné
krevnich darct, a to v pifpadé izotypu IgA na hladiné vyznamnosti P<0,001, zatimco u
izotypu IgG na hladineé vyznamnosti P<0,05. Hladiny antikalretikulinovych protilatek se
mezi pacienty obou skupin statisticky vyznamné nelisily, pfestoze obé pacientské skupiny

zahrnovaly klinicky heterogenni populaci nemocnych, u kterych nebyla pfesné znama
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pficina jejich srdecntho onemocnéni. Diplomova prace je integralni soucasti v nasi
laboratofi dlouhodobé¢ fesené problematiky vztahujic{ se k mapovani vyskytu, kvantifikaci
hladin a analyze specifity sérovych antikalretikulinovych protilatek a hodnoceni klinického
vyznamu testovan{ téchto protilaitek u pacientd s autoimunitnimi, imunologicky
mediovanymi a onkologickymi onemocnénimi. V minulosti jsme vyvinuli a optimalizovali
reproducibilni ELISA test, jimz jsme stanovovali sérové hladiny IgA a IgG
antikalretikulinovych protilatek u pacientt s aktivni celiakif, celiakalnich pacientd na
bezlepkové dieté vcetné pacientt s refrakterni celiakif a u pacientd s autoimunitnimi
onemocnénimi asociovanymi s celiakif — primarni biliarni cirhéza, autoimunitni hepatitida
typu I, systémovy lupus erytematodes, autoimunitni tyreoiditida, roztrousena skler6za a
diabetes mellitus I. typ. Soucasné¢ byl vyskyt antikalretikulinovych protilatek v nasi
laboratofi testovan i u pacientd s nespecifickymi stfevnimi zanéty a alkoholickou cirh6zou
(TUCKOVA et al. 1995, 1997, SANCHEZ et al. 2000, 2003).

Vztah mezi kalretikulinem a moznou indukei protinadorové imunity a soucasné
nalez antikalretikulinovych protilatek u nékterych pacientd s hepatocelularnim a
pankreatickym adenokarcinomem byl prokazan kombinaci dvourozmérné elektroforézy a
immunoblotu (LE NAOUR et al. 2002, HONG et al.,, 2004). Tento nalez nas vedl k
analyze hladin antikalretikulinovych protilatek také u pacientd s gastrointestinalnimi
malignitami a u pacientt s rizikem vzniku téchto nadord — pacientt s virovou hepatitidou
C a chronickou pankreatitidou. Soucasné byly hladiny antikalretikulinovych protilatek
testovany u pacienti s kolorektalnim adenokarcinomem a adenokarcinomem zluc¢niku
(PEKARIKOVA et al. 2010). Na zakladé téchto studii jsme byli osloveni Prof. Juranic
z Oddéleni radiologie a onkologie ILékafské fakulty v Bélehradé a Prof. L. Zitvogel z
Institutu Gustave Roussy v Pafizi, abychom otestovali hladiny antikalretikulinovych
protilatek u pacientek s nadory prsu a to nové diagnostikovanych, u kterych jesté¢ nebyla
zahdjena protinadorova lécba a u pacientek neoadjuvantné léc¢enych.

V predkladané diplomové praci bylo 35 % pacientt s idiopatickou dilata¢ni
kardiomyopatii a 34 % pacienta s hypertrofickou kardiomyopatii séropozitivnich na IgA
izotyp antikalretikulinovych protilatek a 21 % pacienttd s idiopatickou dilatacni
kardiomyopatii a 29 % pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii bylo séropozitivnich na
IgG antikalretikulinové protilatky. V testovanych skupinach pacienti s kardiomyopatiemi

bylo pouze 12 % pacienta s dilatacni kardiomyopatif a 16 % pacienta s hypertrofickou
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kardiomyopatii séropozitivnich na oba izotypy antikalretikulinovych protilatek. Nicméné
44 % pacientt s dilatacni kardiomyopatii a 47 % pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii
bylo séropozitivnich alesponn na jeden z testovanych izotypu antikalretikulinovych
protilatek.  Zastoupeni séropozitivnich pacienti v obou skupinich pacientd s
kardiomyopatiemi bylo prokazatelné niz$i nez u celiakie, autoimunitni hepatitidy typu I,
alkoholické cirhézy a u pacientd s gastointestinalnimi malignitami. Zastoupeni pacientti
s kardiomyopatiemi séropozitivnich na antikalretikulinové protilatky bylo vsak vys$si nez u
nové diagnostikovanych pacientek s nadorem prsu, které navic vykazovaly selektivné
zvy$ené hladiny pouze IgA izotypu téchto protilatek (P<0,01, 17/56) nikoliv vsak hladiny
IgG izotypu (ERIC-NIKOLIC et al. 2012). Procento séropozitivnich pacienti
s kardiomyopatiemi bylo také vyznamné vyssi nez v pifpad¢ neoadjuvantné lécenych
pacientek s nadorem prsu (HANNANI et al. 2014). Podil pacienti s kardiomyopatiemi
séropozitivnich alesponl na jeden z testovanych izotypu antikalretikulinovych protilatek byl
pfiblizné srovnatelny s podilem pacientti s primarni biliarni cirhézou séropozitivnich na
tyto protilatky detekované v nasich predchozich studiich (SANCHEZ et al. 2003).
Reaktivita IgA a IgG protilatek s kalretikulinem u pacientt s kardiomyopatiemi byla
potvrzena metodou imunoblotu, a to jak s kompletni molekulou lidského rekombinantnfho
kalretikulinu, tak i s jeho rekombinantnim fragmentem odpovidajicim druhé ¢tvrting, a také
metodou Pepscan vyuzivajici soubor syntetickych dekapeptida  korespondujicich
s kompletni molekulou lidského kalretikulinu. U vétsiny pacientd s celiakif, alkoholickou
cithézou a autoimunitni hepatitidou typu I korespondovala mira séropozitivity mezi
izotypy IgA a IgG protilatek proti kalretikulinu, zatimco u testovanych pacientd s
kardiomyopatiemi byl nalezen podstatné nizsi podil pacienti soucasné séropozitivnich
na oba izotypy protilatek oproti skupiné pacientd se zminénymi gastrointestinalnimi
onemocnénimi. Nicméné hladiny IgA a IgG antikalretikulinovych protilatek vykazovaly
statisticky ~ vyznamnou pozitivni korelaci vyjadfenou Spearmanovym korelacnim
koeficientem, a to u obou skupin pacienti s kardiomyopatiemi, zatimco Demingova
regresni analyza prokazala statisticky vyznamnou zavislost mezi hladinami IgA a IgG
antikalretikulinovych protilatek pouze u pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii.
Objektivni srovnani miry séropozitivity a séroprevalence mezi jednotlivymi studiemi
komplikuje skutecnost, ze standardni sérum bylo v kazdé studii tvofeno smési odlisnych

sér a soubor kontrolni skupiny krevnich darcua se v kazdé studii také z¢asti lisil, coz v urcité
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mife ovlivnilo prahovou hodnotu (cut-off), od které vnimame sérum jako pozitivni.
Jednotlivé skupiny testovanych pacientt pochazely také z raznych oblasti Evropy (Velka
Britanie, Spolkova republika Némecko, Nizozemi, Srbsko, Francie a Cesk4 republika). Pfi
hodnoceni a interpretaci séropozitivity na antikalretikulinové protilatky a srovnavani hladin
antikalretikulinovych protilatek mezi skupinami pacientd z raznych studii by méla byt
brana v Gvahu skutecnost, ze do testovani byli zafazeni pacienti diagnostikovani dle
stejnych kritérii, avSak s rozdilnym genotypem, odlisnou pficinou onemocnéni, jinymi
stravovacimi navyky a specifickym mikrobialnim osidlenim.

Klinicky vyznam protilatek proti kalretikulinu dokumentuje skute¢nost, ze pfiblizné
u poloviny séropozitivnich pacientd s idiopatickou dilatacni kardiomyopatii i
kardiomyopatii hypertrofickou bylo mozno prukazné detekovat IgG izotyp téchto
protilatek pfi zfedéni séra 1/1600 a IgA izotyp a IgAl subtyp pfi fedéni 1/800. Vyskyt a
zastoupeni antikalretikulinovych protilatek podtiid IgAl, IgA2 a IgGl — IgG4 nebylo
doposud u zadného onemocnéni studovano. V pfedkladané diplomové praci je tedy
poprvé prokazana séropozitivita protilatkovych subtypu IgAl, IgA2 a IgG1 — IgG3 u casti
pacientd s idiopatickou dilatacni kardiomyopatii a u pacientd s hypertrofickou
kardiomyopatii. U testovanych sér pozitivnich na protilatky proti kalretikulinu bylo mozno
reprodukovatelné prokazat pritomnost subtypt IgA2 a IgG1 — IgG3 protilatek proti této
molekule v tittu 1/200. Subtyp IgG4 antikalretikulinovych protilitek byl prokizan v titru
1/200 pouze u jednoho pacienta v kazdé testované pacientské skupiné. Na zaklade
vysledku této diplomové prace lze konstatovat, ze u ¢asti pacientt s idiopatickou dilatacni
kardiomyopatii a casti pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii se prikazné vyskytuji
zvysené hladiny sérovych protilatek proti kalretikulinu.

Prevalence protilatek proti kalretikulinu prokazana v této diplomové praci u
pacientt s idiopatickou dilata¢ni kardiomyopatif a pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii
ptiblizné¢ odpovidala popsané prevalenci protilitek proti B-adrenergnimu receptoru
(MAGNUSSON et al. 1990) a protilatek proti aminokyselinové sekvenci 169 — 193 druhé
extracelularni smycky muskarinovému receptoru M2 u pacientd s idiopatickou
kardiomyopatii (FU et al. 1993).

Vysledky testovani hladin antikalretikulinovych protilatek ziskané ELISA testy i

vysledky analyz B-bunéénych epitopti metodou Pepscan naznacuji rozvinutou a robustni
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protilatkovou odpovéd proti molekule kalretikulinu u nékterych pacientd, jez je
podminéna afinitni maturaci a izotypovym pfesmykem a izotypovou a subtypovou
sérokonverzi. Pravdépodobné je 1 rozsifovani mnozstvi protilatkami rozpoznavanych
epitopu (epitope spreading) v prabéhu imunitni reakce proti kalretikulinu u séropozitivnich
pacientt. Uvazime-li navic skutecnost, ze zvySené hladiny antikalretikulinovych protilatek
byly doposud prokazany pouze v asociaci s nékterymi autoimunitnimi a onkologickymi
onemocnénimi a jen ojedinéle u kontrolni skupiny krevnich darcd, lze opravnéné
pfedpokladat, ze detekované antikalretikulinové protilatky nejsou protilatkami pfirozenymi.
Analyza B-bunécnych epitopt metodou Pepscan u pacient s kardiomyopatiemi, kteff byli
v ELISA testech séropozitivni na protilatky proti kalretikulinu ve tfidé IgA ¢i IgG,
prokazala preferencni rozpoznavani nékolika epitopu protilatkami vétsiny testovanych sér.
Distribuce téchto klicovych imunodominantnich epitopti nevylucuje ani moznost existence
konformacnich epitopu na molekule kalretikulinu, jez jsou protilatkami (B bunkami)
rozpoznavany. Moznost existence konformacnich epitopi naznacuje silnd reaktivita
pacientskych protilatek proti nékolika vzdjemné topograficky izolovanym sekvencim na
molekule kalretikulinu.

Analyzou B-bunéénych epitopu kalretikulinu rozpoznavanych sérovymi IgA ¢i IgG
protilatkami pacientd, u nichz jsme antikalretikulinové protilatky prokazali s vyssi
prevalenci (pacienta s aktivni celiakif, refrakterni celiakif, autoimunitni hepatitidou,
primarni biliarni cithézou, hepatocelularnim karcinomem a adenokarcinomem pankreatu),
se zabyvalo nckolik nasich studi. Pro podani co nejobjektivnéjstho obrazu nasich
dosavadnich nalezt, vztahujicich se kanalyze antigennich epitopu kalretikulinu
rozpoznavanych pacientskymi protilatkami, je nutné zminit skutecnost, ze sérové protilatky
pacientd s imunologicky mediovanymi gastrointestinalnimi onemocnénimi vyraznéji
reagovaly se souborem dekapeptidi kalretikulinu ve srovnani s protilatkovou reaktivitou
pacient s gastrointestinalnimi malignitami. Analyza detailni specifity protilatek proti
kalretikulinu u  pacienth svyse zminénymi gastrointestinalnimi onemocnénimi
dokumentuje pfitomnost antigennich epitopu ve vsech tfech doménach kalretikulinové
molekuly (N, P, C). Zajimavé je, ze pfevazna cast imunodominantnich epitopt
kalretikulinu nebyla specificky rozpoznavana protilatkami pacientt pouze jedné pacientské
skupiny, nybrz byla obvykle rozpoznavana protilatkami pacientd z raznych pacientskych
skupin (SANCHEZ et al. 2000, 2003, 2008, PEKARIKOVA et al. 2010).
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V ramci feseni diplomové prace bylo charakterizovano nékolik kalretikulinovych
peptidi  rozpoznavanych  pfinejmensim  polovinou  testovanych sér  pacientd
s kardiomyopatiemi,  jez  byli = pozitivni v antikalretikulinovych  protilatkach:
EVKIDNSQVESGSLED, IDDPTDSKPE, DKAPEHIPDPDA a
RKEEEEAEDKEDDAEDKDEDEEDE. Porovnani specifit antikalretikulinovych
protilatek analyzovanych v nasich pfedchazejich studiich se specifitou antikalretikulinovych
protilatek u pacientd s kardiomyopatiemi naznacuje mozné selektivni rozpoznavani
peptidu IDDPTDSKPE  sérovymi protilatkami pacientd s kardiomyopatiemi, zatimco
imunodominantni sekvence N domény EVKIDNSQVESGSLED obsahovala epitop
EVKIDNSQVESG, ktery byl rozpoznavan také protilatkami vSech testovanych pacientt
s hepatocelularnim karcinomem a pankreatickym adenokarcinomem. Epitop P domény
DKAPEHIPDPDA  rozpoznavaly  také  protilatky  pacientd s pankreatickym
adenokarcinomem a aminokyselinova sekvence
RKEEEEAEDKEDDAEDKDEDEEDE obsahovala epitop vyznamné rozpoznavany
protilatkami  pacientd s pankreatickym  adenokarcinomem. Epitop = N-domény
KGKNVLINKD, ktery byl imunodominantni pro pacienty s celiakii, refrakterni celiaki,
autoimunitni hepatitidou, primarni biliarni cirthézou a alkoholickou cithézou, nebyl
vyrazné rozpoznavan pacienty s kardiomyopatiemi. Analyza B-bunécnych antigennich
epitopu metodou Pepscan predstavuje efektivni metodicky pfistup pro analyzu specifity
protilatek resp. B-bunéénych epitopt, avSak umoznuje presvédcivé ziskat informace pouze
o linearnich epitopech studované molekuly. Imunogenicitu kalretikulinu v$ak mohou
vytvafet také konformacni epitopy podminéné tercialni a kvartérni strukturou, ktera je
formovana interakci kalretikulinu s jinymi molekulami (SANCHEZ et al. 2000, 2003, 2008,
PEKARIKOVA et al. 2010).

V soucasné dobé neni pochyb o multivalentnim vztahu mezi kalretikulinem,
protinadorovou imunitou a autoimunitou. V experimentalni terapii nékterych
onkologickych onemocnéni se vyuziva imunogenicity kalretikulinu pro aktivaci imunitnfho
systému pacienta. Imunogenicitu kalretikulinu prokazatelné zvysuje jeho pfirozena
interakce s jinymi bunécnymi proteiny a zejména intracelularnimi glykoproteiny (BASU &
SRIVASTAVA 1999, ZITVOGEL et al. 2010). Nutnou podminkou je vsak jeho
translokace na bunéény povrch, které lze kontrolované docilit alespon iz vitro expozici

nadorovych bunék antracyklinovymi antibiotiky (doxorubicin, doxacyklin). Kalretikulin na
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bunéc¢ném povrchu je povazovan za dominantni profagocyticky signal, ktery se podili na
zprostfedkovani internalizace antigennich slozek imunokompetentnimi bunikami (CHAO
et al. 2010), které na zaklad¢ kvality antigenu, aktivacniho stavu imunocytu a kvality
tkanového prostfedi polarizuji imunitni odpovéd'. Polarizace imunitni odpovédi organismu
pfi onemocnéni pravdépodobné rozhoduje o uloze kalretikulinu translokovaného na
bunécny povrch ¢i do extracelularnich prostor. Vysoka imunogenicita byla vsak divodem
pro¢ povazovat kalretikulin za dualezity autoantigen. U nékterych revmatologickych
onemocnéni, zejména u systémového lupus erytematodes, byl kalretikulin identifikovan
jako soucast nukleoproteinového komplexu Ro/SS-A, ktery tvofil slozku depozit
v postizené tkani a pusobil patogenné (CHENG et al.1990).

Patogeneticka dloha sérovych protilatek proti kalretikulinu podobné jako pficina
jejich vzniku nebyly doposud objasnény. Imunizace mysi jak lidskym rekombinantnim
kalretikulinem, tak rekombinantnim antigenem trypanozémy zpusobila kromé rozvoje
antikalretikulinovych protilatek u téchto zvifat degenerativni zmény srde¢nfho svalu
charakterizované fragmentaci myofibril, infiltraci imunocytd, z nichz dominovaly CD3+ T
lymfocyty, srdecnim edémem a eozinofili. Protilatky specifické pro kalretikulin
trypanozoémy vytvafené u imunizovanych mysi se zz vitro vazaly na povrchové struktury
jejich kardiomyocytt. Soucasné byla u imunizovanych zvifat popsana kifzova reaktivita
protilatek mezi kalretikulinem lidskym a kalretikulinem trypanozémy (RIBEIRO et al.
2009). Kalretikulin je povazovan za dominantni antigen Trypanosoma crusi, ktera endemicky
zpusobuje  Chagasovu chorobu, pfi které se u nékterych pacientd  vyvijejl
antikalretikulinové protilatky. Pfiblizné tfetina pacientd trpicich chronickou formou
Chagasovy choroby vyviji dilatacni kardiomyopatii (Chagasova kardiomypatie). Imunitn{
reakce proti bunéénym slozkim tohoto parazita vcetné kalretikulinu (ktery je vysoce
homologni s kalretikulinem lidskym) by mohla byt jedna zmoznych pficin vzniku
Chagasovy kardiomyopatie. Pfispévek imunitntho systému v patogenezi Chagasovy
kardiomyopatie je dokumentovan také infiltraci T bunck s predominanci Ty;1 populace v
srdecnich lézich pacientd (CUNHA-NETO & CHEVILLARD, 2014).

Patogenni uloha antikalretikulinovych protilatek se pravdépodobné uplatiuje také v
pfipad¢ lidského kongenitalni srdecnitho bloku, pro ktery je charakteristicka blokace
pfenosu signalu v pfevodnim systému srdecnim (ORTH et al. 1996). V pfipadé idiopatické

dilatacni kardiomyopatie a hypertrofické kardiomyopatie byla zvysena prevalence
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antikalretikulinovych protilatek popsana poprvé v ramci této diplomové prace. Pacienti
séropozitivni na antikalretikulinové protilatky se klinickym nalezem vztahujicim se k jejich
srdecnimu onemocnéni nelisili od pacientt séronegativnich. Testovani pacienti v dob¢
odbéru nevykazovali znaky onemocnén{ asociovanych s vyskytem antikalretikulinovych
protilatek, ani indikatory onemocnéni infekénich. Nicméné jsou znamy pfipady, kdy vyskyt
specifickych protilatek mutze pfedchazet klinickym projevim nékterych onemocnéni
(NIELEN et al. 2004, KOBOLD et al. 2010, DELLAVANCE & COELHO ANDRADE
2014, GULTEKIN et al. 2000).

Kardiologic¢ti pacient, jejichz sér bylo uzito v pfedkladané diplomové praci pro
studium vyskytu antikalretikulinovych protilatek, byli bez znamek jiného autoimunitniho
onemocnéni. Nicméné prikaz vysokého titru antikalretikulinovych protilatek u nékterych z
téchto pacientd naplniuje jedno z kritérii pro autoimunitni onemocnéni charakterizované
Rosem (ROSE & BONA 1993). Priciny vzniku antikalretikulinovych protilatek, podobné
jako jinych protilatek proti autolognim antigenim, mohou byt u jednotlivych pacientt
odlisné. Detekce protilatek proti kalretikulinu vsak muze byt v nékterych pfipadech i
vysledkem kifzové reaktivity s jinym napf. mikrobidlnim antigenem. Kfizova reaktivita
protilatek mezi slozkami mikrobioty (streptokoky, coxsackie virus) a antigeny srdecniho
svalu je povazovana za patogeticky relevantni pfi vzniku karditid (GULIZIA et al. 1991,
MAISCH et al. 1993, WU et al. 1998).

Vztahem mezi hladinami antikalretikulinovych protilatek a vybranymi klinickymi
parametry u pacientd s gastrointestinalnimi malignitami jsme se zabyvali ve studii
PEKARIKOVE et al. (2010). Mira séropozitivity na antikalretikulinové protilatky viak
nekorespondovala s pozitivitou pacienti na vybrané nadorové znaky (alfa-fetoprotein,
karcinoembryonalni antigen, Ca 19-9) ani s kvantitativi zménou v biochemickych
indikatorech (albumin, bilirubin, aspartat a alanin aminotransferazy, alfa-amylazy). Hladiny
antikalretikulinovych protilatek nekorelovaly ani s velikosti primarniho nadoru ani s
pfitomnosti, velikosti a lokalizac{ metastaz. Studie také neprokazala vztah mezi hladinami
antikalretikulinovych protilatek a indexem télesné hmotnosti (Body Mass Index, BMI) ani
vékem onkologickych pacientd (PEKARIKOVA et al. 2010). Oproti tomu, zvysené
hladiny IgA antikalretikulinovych protilatek byly castéji pfitomné u pacientek s nadorem

prsu metastazujicim do lokoregionalnich lymfatickych uzlin (ERIC-NIKOLIC et al. 2012).
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Patogeneticka uloha antikalretikulinovych protilatek u onemocnéni je doposud
neznama. Je vsak pravdépodobné, ze stejné¢ jako mohou byt odlisné pficiny jejich vzniku,
mohou antikalretikulinové protilatky u jednotlivich pacientd pusobit rozdilné na zakladé
izotypu a subtypu, afinity a pfitomnosti a kvality sacharidickych slozek. Soucasné vsak
muze byt pusobeni antikalretikulinovych protilatek ovlivnéno mirou exprese a vzajemného
poméru a polymorfizmu aktivacnich a inhibi¢nich Fc receptorti na imunokompetentnich
bunikich pacienta. Antikalretikulinové protilatky by mohly putsobit ve formé
imunokomplext patogeneticky. Imunokomplexy ukladané do tkani zpusobuji aktivaci
komplementu a rezidentnich makrofagi a atrakci a aktivaci monocyti a granulocytd.
Pravdépodobné vsak antikalretikulinové protilatky pusobi nejspise imunomodulacné.
Ziskani pfedstavy o pusobeni antikalretikulinovych protilatek pfi onemocnénich by mohly
umoznit studie na zvifecich modelech. Sérum pacientt s vysokym titrem protilatek proti
kalretikulinu by mohlo byt pfeneseno do mysi typu RAG (RAG 1, RAG2), u kterych se
nemohou plné diferencovat B a T bunky zdivodu delece RAG7 ¢i RAG2 genu
(MOMBAERTS et al. 1992, SHINKAI et al. 1992). RAG mysi nemohou generovat
imunoglobuliny, které by blokovaly biologické aktivity opakované pfenasenych
pacientskych protilatek. Pfispévek ostatnich slozek imunitnftho systému pfi pusobeni
antikalretikulinovych protilatek by mohl byt analyzovan vyuzitim mysich monoklonalnich
protilatek proti kalretikulinu, a to jak u zminénych RAG mysi, u kterych jsou zachovany
pln¢ funkéni NK bunky, jez se navic vyskytuji abundantné, tak i v konvenénim mysim
modelu. Aplikace syngennich antikalretikulinovych protilatek by umoznovala pfirozenou
interakci Fe ¢asti imunoglobulint s Fec receptory bunék_recipientni mysi. Studium vlastnosti
antikalretikulinovych protilatek by mohlo byt doplnéno o jejich spolecnou aplikaci
s molekulou kalretikulinu. Pro tyto ucely zamyslime vytvofit ve spolupraci s pracovistéem B-
Cell Design z Francie, reprezentovanym dr. G. Champierem, hybridni humanizované
protilatky slozené z mysiho imunoglobulinového lehkého fetézce a tézkého fetézce
lidského imunoglobulinu alfa, gama ¢i epsilon, které jsou jiz komercné dostupné.

V piipadé kalretikulinu je znama — alespon z mysich experimentalnich modela —
jeho fyziologicky sniZzena exprese v kardiomyocytech v postnatalnim obdobi (GUO et al.
2002, LEE et al. 2013). Nadprodukce kalretikulinu v kardiomyocytech a jeho translokace
na bunéény povrch ¢i jeho uvolnéni z bunék do extracelularnich prostor je nutny

pfedpoklad pro jeho rozpoznani imunitnim systémem a pfipadnou indukci autoimunitni
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reakce namifenou proti této molekule. Fyziologicky nizka exprese kalretikulinu
v kardiomyocytech je nezbytna pro fyziologickou funkci v srdei v postnatalnim obdobi
(MESAELI et al. 1999). Aberantni exprese kalretikulinu v kardiomyocytech a jeho
translokace na povrch téchto bunék simulovana xenobiotiky ¢i infekci by mohla vést k
tvorbé antikalretikulinovych protilatek a nasledné k jejich vazbé na kalretikulin lokalizovany
na povrchu bunék srdecniho svalu. Kalretikulin je vSak soucasné stresovym proteinem,
jehoz zvySena exprese a extracelularni translokace mohou byt zptsobeny chronickym
zanétem provazenym destrukef tkané (MICHALAK et al. 1999, EGGLETTON et
LLEWELLYN 1999). Vazbou na povrchovy kalretikulin by protilatky mohly ovlivnit jeho
extracelularni  aktivity, nebo byt v komplexu s kalretikulinem internalizovany.
Antikalretikulinové protilatky by mohly v ramci endocytickych drah, pro které je
charakteristické prooxidacni prostfedi, blokovat néckteré =z promiskuitnich interakci
kalretikulinu s bunéénymi proteiny a tak interferovat s jejich funkci.

Bunécna morfologie kardiomyocytth a myocyti kosternich svalt je charakteristicka
pfitomnosti T-tubuld, které pfedstavuji hluboké invaginace sarkolemy v blizkosti
sarkoplazmatického retikula a jsou spojené s kontraktilni funkei. Vyznamné snizen{ hustoty
téchto T-tubuld na kardiomyocytech bylo prokazano pfi analyze srdec¢ni tkané vsech
pacientt, jez podlehli srdecnimu selhani, véetné pacientt s hypertrofickou kardiomyopatif
(LYON et al. 2009). Vliv remodelace T tubuld na elektromechanickou dysfunkci

kardiomyocyta byl studovan v modelu hypertrofické kardiomyopatie vyuzivajici transgenni

mysi A1G0E ¢TnT (MOORE et al. 2013) s mutaci srde¢niho troponinu T' (CROCINI et al.
2016). T-tubularni defekt u kardiomyocytu téchto mysi vedl k jejich mechanické dysfunkci
spojené s narusenim uvolnéni vapniku a zpozdénou aktivaci myofilament (CROCINI et al.
2010).

V piipadé ektopické translokace kalretikulinu na povrch kardiomyocyta v blizkosti
T-tubult by interakce antikalretikulinovych protilatek s kalretikulinem mohla vést k
internalizaci celého komplexu. Naslednou fuzi endocytického vesikulu obsahujiciho
komplex antikalretikulinovych protilatek a kalretikulinu se sarkoplazmatickym retikulem by
mohlo byt naruseno uvolnovani vapniku a s nim souvisejici kontraktilni funkce.

Rozptyl hodnot hladin antikalretikulinovych protilatek u testovanych pacienta s

kardiomyopatiemi podobné jako u dffve testovanych sér pacienti s gastrointestinalnimi a
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onkologickymi onemocnénimi indikuje znacnou variabilitu v protilatkové odpovédi
testovanych pacientd. Zminéna variabilita je pravdépodobné zpusobena individualné-
specifickymi patologickymi zménami u pacientu, rozdilnym genetickym pozadim, medikaci
¢i biologickymi vlivy (mikrobiotou). Zejména kontakt rozvijejictho se imunitnitho systému
s odlisnym spektrem antigent ovlivni v kontextu genotypu naslednou imunologickou
reaktivitu. V souvislosti se vznikem imunologické reaktivity proti autolognim antigeniim se
jevi velmi dulezita mikrobialni kolonizace a jeji zmény v prabéhu Zivota. Profesor Kreisel
z Freiburgské univerzity pfedpoklada, ze vznik autoprotilatek proti kalretikulinu u pacientt
s autoimunitnimi onemocnénimi jater muze byt také duasledkem mikrobidlni infekce
pusobici prostfednictvim stimulace imunitniho systému a mechanismem molekularni
mimikry, tedy podobnosti molekul infekéniho agens s tkanovymi antigeny, ¢imz muze
restimulovat anergizované patogenetické autoreaktivni T a B lymfocyty (KREISEL et al.
1999).

Prestoze se nalezy antikalretikulinovych protilatek u pacientd diagnostikovanych
jako dilatacni kardiomyopatie jevi pfesvédcivé, hladiny specifickych protilatek mohou byt
ovlivnény jak celkovou hladinou imunoglobulint pifslusnych izotypu a subtypu, jejich
stabilitou, tak 1 kffzovou reaktivitou sdoposud neznamym antigenem. Tento fakt
komplikuje i klinické hodnoceni nalezu specifickych, diagnosticky rutinné vyuzivanych
protilatek u pacientu s alteraci imunitntho systému (CZAJA 2012, COLLINS et al. 2013,
GUILHEM et al. 2013).

Prispévek imunitniho systému v patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni neni
doposud objasnén. Piimy patogeneticky vliv specifickych protilatek na poskozeni srdce byl
experimentalné prokazan imunizaci kraliki molekulou muskarinového receptoru M2 ¢i
peptidy korespondujicimi s druhou, extracelularni smyckou tohoto receptoru, ktera
indukovala dilata¢ni kardiomyopatii, kterou byla postizena prava srdecni komora.
Histologicka analyza tkané postizené oblasti srdce pokusnych zvifat prokazala postizeni
fokalni myofibrilarni Iyzou, ztraitou myofilament, mitochodridlni kondenzaci, vakuolizaci
sarkoplazmy a depozici denzich granul v sarkoplazmé kardiomycytd (MATSUI et al. 1997).

Pritomnost autoprotilatek u nékterych srdecnich onemocnéni je nezpochybnitelna.
Odmitani pfedstavy o relevantni dloze autoprotilatek v patogenezi organové specifickych
autoimunitnich onemocnéni véetné kardiomyopatii spocivala ve skutecnosti, ze

identifikované autoantigeny rozpoznavané protilatkami pacientd jsou exprimované na
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vétsiné tkani v organizmu. Navzdory této skutecnosti bylo u autoprotilitek proti P
adrenergnimu a muskarinovému receptoru prokazano piimé patogenetické pusobeni u
srdecnich onemocnéni, pfestoze se jejich exprese neomezuje pouze na bunky srdecniho
svalu (LIMAS et al. 1989, IWATA et al. 2001, DANDEL et al. 2012, MULLER et al. 2000,
SCHIMKE et al. 2001). Autoprotilatky proti angiotenzinovému receptoru prvniho typu
maji pfimy patogeneticky efekt v akutnim koronarnim syndromu, ktery je pfisuzovan
schopnosti téchto protilatek stimulovat produkci prozanétlivych cytokina (DA SILVA et
al. 2014, LI et al. 2014). Protilatky proti aminokyselinové sekvenci 169 — 193 druhé
extracelularni smycky muskarinovému receptoru M2 zpusobovaly negativni chrono- a
ionotropni efekt, byly schopné inhibovat andenylat cyklazovou aktivitu a snizovat
kontraktilitu srde¢nich komor, jehoz dusledkem bylo srde¢ni selhani (PATEL et al. 2009,
FREEDMAN & LEFKOWITZ 2004). Moznost patogenniho ptsobeni autoprotilatek u
srdecnich onemocnéni podporuje prikaz terapeutického efektu, ktery nasleduje po jejich
eliminaci z krevntho obé¢hu plazmaferézou. Komplexni dlohu imunitnfho systému
v patogenezi dilatacni kardiomyopatie dokumentuje skutecnost, ze zminény terapeuticky
efekt plazmaferézy u téchto pacientd byl zavisly na pfitomnosti alely FcyRITa R/R131
(STAUDT et al. 2010).

Uéast imunitnfho systému v patogenezi idiopatické dilataéni kardiomyopatie
naznacuje i srovnani mnozstvi a zastoupeni lymfocytarni populace mezi zdravou tkani
srdec¢niho svalu a alterovanou tkani srdce postizeného timto onemocnénim. Srdce pacientt
postizenych idiopatickou dilata¢ni kardiomyopatii vykazovalo zvysenou leukocytarni
infiltraci zahrnujici bunky B, T, makrofagy a granulocyty. Imunocytarni infiltrat je
charakteristicky relativnim nartstem zastoupeni CD8+T bunc¢k a makrofagt v infiltrujic
populaci imunocyti oproti zdravé srdecni tkani. Oproti zdravému srdci je srdec¢ni tkan
pacientt postizenych dilatacni kardiomyopatii charakteristicka perivaskularni leukocytarni
infiltraci s dominanci IL-2R+ a CD45RO+ aktivovanych pamét’ovych T lymfocyta. Ve
srovnani se zdravou tkani pfiblizné 40 % CD4+ a CD+8 T bunék exprimovalo aktivac¢ni
znaky II-2Ra., II-2Rf3, IL-7R, HLA-DR a VLA-1 (HOLZINGER et al. 1995). Exprese
antigend HLA-DR na kardiomyocytech u podskupiny pacienta s idiopatickou dilatacni
kardiomyopatii je kromé jiz zminéné piitomnosti definovanych autoprotilatek dalsi ze

znakt autoimunitniho onemocnéni, jez definoval Rose. Mira exprese HLA-DR antigent na
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kardiomyocytech téchto pacientd s idiopatickou dilatacni karidomyopatii byla asociovana
se zvySenym mnozstvim cirkulujicich CD4+ lymfocytu, jez exprimovaly cytokinovy profil
T,2 bun¢k (Il-4, 1I-5). Tento nalez naznacuje patogenetickou ulohu T2 lymfocyta a
potazmo také protilatek u nékterych pacienti s idiopatickou dilatacni karidomyopatii
(KUETHE et al. 2000).

V ramci této diplomové prace byla prokazana statisticky signifikantné zvysSena
koncentrace kalretikulinu v sérech pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii, avsak zvysené
koncentrace kalretikulinu byly prokazany i v nékterych sérech pacientt s idiopatickou
dilata¢ni kardiomyopatii. Hladiny kalretikulinu u pacientd s testovanymi kardiomyopatiemi
statisticky vyznamné nekorelovaly s hladinami antikalretikulinovych protilatek a proto lze
pfedpokladat, ze pfitomnost kalretikulinu v krevnim séru neinterferuje s hladinou
antikalretikulinovych  protilatek.  Kalretikulin =~ uvolnény  do krve by  mohl
s antikalretikulinovymi protilatkami vytvafet imunokomplexy aktivujici komplement a
bunky pfirozené imunity, zejména po jejich depozici ve tkanich. Pfitomnost kalretikulinu
v krvi testovanych osob vyvolava Gvahu o hodnoté jeho biologického polocasu a jeho
schopnosti vazby na krevni bilkoviny a povrchy buné¢k i o zdroji jeho uvolnovani.

Vyskyt kalretikulinu v krevnim séru poprvé popsal v souvislosti s onemocnénim
systémovy lupus erythematodes KISHORE et al. (1997). U pacientd s Alzheimerovou
chorobou byly recentné testovany sérové hladiny kalretikulinu skupinou LIN et al. (2014),
ktera spojuje jejich pokles s progresi onemocnéni. Nalez zvysené koncentrace kalretikulinu
v krevaim  séru  pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii, ktery dokumentuje tato
diplomova prace, vSak doposud popsan nebyl. Pfitomnost autologniho kalretikulinu
v extracelularnim prostfedi, ktery se vyskytuje u systémového lupus erythematodes
(KISHORE et al. 1997) i xenogenniho kalretikulinu, uvolnéného z téla parazitt, které
popsal XIMENEZ et al. (2014), muZe zptsobit inhibici aktivace klasické drahy
komplementu prostfednictvim jeho vazby k Clq komponenté. Inhibice aktivace klasické
drahy komplementu je jednim z pfedpokladanych patogenetickjch mechanisma u
systémového lupus erythematodes a téz obranou strategii paraziti pfed atakem imunitniho
systému hostitele (KISHORE et al. 1997, XIMENEZ et al. 2014).

Krevni sérum nebylo jedinou télni tekutinou, ve které byla pfitomnost kalretikulinu
popsana. Zvlastni pozornost je vénovana vyskytu kalretikulinu v moci. Pritomnost
kalretikulinu v mo¢i je povazovana za mozny doplnkovy diagnosticky ¢i prognosticky znak
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karcinomu derivovanych z urotelu, jehoz stanoveni by nebylo spojeno se zatézi pacienta
invazivnim odbérem testovaného materidlu (KAGEYAMA et al. 2009).

Vysledky pfedkladané v této diplomové praci indikuji vyskyt antikalretikulinovych
autoprotilatek a autoantigenu kalretikulinu v sérech nékterych pacienti diagnostikovanych
jako idiopatickd dilatacni kardiomyopatie a pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii.
Rozvinuta protilatkova reaktivita proti kalretikulinu u téchto pacienti naznacuje mozné
autoimunitni pozadi vzniku jejich onemocnéni, jejichZ pficina je stale neznama. Pfitomnost
sérovych antikalretikulinovych autoprotilatek by mohla slouzit jako dalsi kritérium pro
vymezeni subskupiny kardiologickych pacientti, v jejichz patogenezi hraji roli autoimunitni
mechanismy. Tuto pfedstavu budeme v nasi laboratofi nasledné¢ ovéfovat testovanim
hladin antikalretikulinovych protilatek a kalretikulinu v sérech pacienta s kardiomyopatiemi
ve spolupraci s kardiologem dr. Ph. Sallé (Abbeville, Francie), ktery nam nabidl spolupraci
na zaklad¢ prezentace vysledku pfedkladanych v této diplomové praci na 10.

mezinarodnim kongresu o autoimunité konaném v Lipsku 6. — 10. 4. 2016.
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6. ZAVERY

A) Existence doposud nepopsané rozvinuté a robustni protilatkové odpovédi proti
kalretikulinu u vyznamné casti pacientti diagnostikovanych jako idiopaticka
dilatacni kardiomyopatie a u pacientti s hypertrofickou kardiomyopatii byla

prokazana na zakladé¢:

Al) statisticky signifikantné zvysenych hladin sérovych IgA (P < 0,001) a IgG (P < 0,05)
protilatek proti kalretikulinu stanovenych metodou ELISA u obou skupin pacienti oproti
kontrolni skupiné krevnich darct; 12 z 34 pacientu s idiopatickou dilatacni kardiomyopatii
a 13/38 pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii bylo séropozitivnich na IgA protilatky
proti kalretikulinu a 7/34 pacientd s idiopatickou dilataéni a 11/38 pacienta
s hypertrofickou kardiomyopatii bylo séropozitivnich na IgG protilatky proti kalretikulinu
(pouze 2 ze 79 sér kontrolni skupiny krevnich darcia byla pozitivni na IgA a 1 ze 79 na IgG

protilatky proti kalretikulinu)

A2) titracnich analyz antikalretikulinovych protilatek IgA a IgG izotypt a subtypt IgAl,
IgA2, 1gG1-IgG3, které dokumentuji u péti séropozitivnich pacientt s idiopatickou
dilata¢ni kardiomyopatif a péti pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii antikalretikulinové
protilatky v titrech 1/1600 (IgG), 1/800 (IgA, IgA1) a alespon v titru 1/200 (IgG1, IgG2,
IgG3)

A3) prukazu reaktivity protilatek s rekombinantnim kalretikulinem a jeho fragmentem

metodou imunoblotu
A4) pilotnich analyz antigennich epitopu kalretikulinu rozpoznavanych pacientskymi

sérovymi IgA a IgG protilatkami metodou Pepscan: EVKIDNSQVESGSLED,
IDDPTDSKPE, DKAPEHIPDPDA, RKEEEEAEDKEDDAEDKDEDEEDE
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B) Testovani sérovych hladin kalretikulinu u pacientd s dilata¢ni kardiomyopatii a
kardiomyopatii hypertrofickou prokazalo statisticky vyznamné zvySeni sérové
koncentrace tohoto autoantigenu ve skupiné pacientit s hypertrofickou
kardiomyopatii (P<0,01, 5/19); také 6 ze 17 pacienti s idiopatickou dilata¢ni
kardiomyopatii a 1 krevni darce ze 24 testovanych byli pozitivni na pfitomnost

kalretikulinu

C) Piitomnost autoprotilatek proti kalretikulinu a zvySena koncentrace
kalretikulinu v sérech skupiny pacientt s idiopatickou dilata¢ni kardiomyopatii a
pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii naznacuje mozZnou ucast kalretikulinu a

antikalretikulinovych protilatek v patogenezi téchto chorob.
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