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Seznam zkratek:

ACLA antikardiolipinové protilatky
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p2 GPI B 2 glykoprotein |
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sFlt-1  solubilni fms-like tyrozinkinaza-1

FVL Leidenska mutace FV

hCG lidsky choriovy gonadotropin.

HELLP ,hemolysis - elevated liver enzymes - low plateletint”

HIV virus ziskaného lidského imunodeficitu (lmmimunodeficiency virus)
HLA histokompatibilni leukocytarni antigen

HBsAg antigen proti povrchovému viru hepatitidy B —(ldépis B Surface Antigen)
IFNy  interferon gamma

Ig imunoglobulin

IUGR intrauterinniistova retardace

IVF in vitro fertilizace

KIR killer imunoglobulin-like receptor
MTHFR methylen-tetrahydrofolat-reduktaza
N paet (number)

NK natural killers- firozeni zabijei

oS oxidativni stress

OR odds ratio

PAMP  molekularni znaky patog&n(PAMP= pathogen associated molecular pattern)
PIGF placentarnitistovy faktor

TGF transformujiciirstovy faktor

TLR Toll like receptory

TK krevni tlak

TNF tumordzni nekrotizujici faktor

VEGF  vaskularni endotelialniistovy faktor



Preeklampsie a ikteré jeji imunogenetické faktory

1 Uvod

1.1 Definice preeklampsie

Preeklampsie (PE) je charakterizovana multiooggm postizenim, vznikajicim na
podklad generalizované vazokonstrikce s organovou hypdpkrfna kterém se podili
porucha koagutmiho systému s tvorbou fibrinovych depozit a pogkdm endotelu, které
vede k syndromu Uniku bilkovin, hypovolémii a tvéoredént. VSechny sotasné definice
vSak vychazeji z konsenzu, nikoli z komplexniho lmeni patogeneze choroby. Klinicky
se PE projevuje klasickou trias: geéstahypertenze, proteinurie, edém, ale liSi §paul od
piipadu dobou vzniku, rychlosti progrese, stipnohrozeni matky a plodu a mirou
poskozeni matského organismu.

1.2 Epidemiologie a rizikové faktory preeklampsie

Preeklampsie postihuje 2-7 % gravidit. Pro B#Steje mnozstvi rizikovych faktdr
véetrg imunologickych, ke kterymfadime nap omezenou expozici partnerskymi
spermiemi ped koncepci (1-3). Protektivni vliv dlouhodobé exipe spermatem téhoz
partnera by mohl vys#lit vysoké riziko preeklampsie u Zen mladSich fiQet. Predchozi
spontanni nebo indukovany abatfit fyziologické &hotenstvi se stejnym partnerem je
spojeno se snizenym rizikem PE. Tento protektifaktese ztraci se z¢nou partnera v
dalSi gravidi¢ (2,3). Je definovan tzv. rizikovy muz, kteryabe vyvolat PE i ughotenstvi
s jinymi partnerkami. K n#éstu rizik PE pispivaji techniky asistované reprodukce
s pouzitim darovanych gamet, které ofiliji matdésko fetélni imunitni interakci &asto
maji za nasledek mnobetnou graviditu, dalSi rizikovy faktor PE. Na vznilPE se podili
obezita, provazena inzulinovou rezistenci, dydépiii a hypertenzi (3,6).

1.3 Etiopatogeneze preeklampsie

Imunologicka teorie etiopatogeneze PE podporuje koncept ishte- fetalni (paternalni)
imunologické maladaptace (2,3,5). Opakovany sexuétyk s mnoh&etnou expozici
antigeny z bugk spermii ve spravném cytokinovém presli je podstatou partnersky
specifické sliznini tolerance (7). Depozice ejakulatu do Zenskéhait@a zahaji
postkoitalni za#livou reakci a vyvolava imunologickou reakci lypu. Zahjenim této
imunologické odpogdi proti paternalnim antigdm miZe semindlni TGIB1 potlait
indukci reakce I. typu proti semiallogenimthétenstvi, coz je pra¥godobré spojeno s
poruchou placentarniho vyvoje a omezenym fetalnistem (7). Trofoblasticka bétna
invaze do deciduy s jeji masivni leukocytarni inditi edstavuje d&sny tkdovy kontakt
mezi allogennimi bitkami. Imunitni rozpoznani paternalnich ¢era trofoblastu je



realizovano pomoci natural killers (NK) btkntrofoblastu, které pro&dnictvim interferonu
gamma ovliviuji prestavbu spirdlnich arterii. Hladiny IFM ktery inhibuje migraci
cytotrofoblastu v zavislosti na o NK burgk, byly nalezeny zvySené u preeklamptickych
gravidit (8). U Zen srizikem PE, kdygrpokladame dity stupei inkompatibility mezi
matkou a plodem v systému HLA, chybi aktiva&&Siny nebo vSech KIR recepfo( killer
imunoglobulin-like receptory detekuji molekuly HUAtridy.) v pripack, Zze plod exprimuje
HLA-C2 molekuly (9).

V situaci, kdy PE riive byt indukovana infekci, jeitezité pisobeni Toll- like receptdr
(TLR), které jsou satésti vrozeného imunniho systému a detekuji stryktur
mikroorganizni, ozn&ovanych jako ,molekularni znaky patogén(PAMP= pathogen
associated molecular patterns) a iniciuji produytokind monocyty (10,11). Trofoblast
s exponovanymi TLR secernuje ve srovnani s normgiaviditou vice prozéitlivych
cytokini a chemokifi pro zvySeni imunitni buné migrace. Produkce TLR seémi
s fenotypem a gestaim wkem trofoblasi (12-17). Buiky placenty ve Il. a lll. trimestru
produkuji izné TLR a aktivacesthto receptar mize byt spojena s vyvojem PE.

DalSi teorie vzniku PE je zaloZenapwuSe angiogenezektera je pozitivl ovliviiovana
vaskularnim endotelidlnimistovym faktorem (VEGF), placentarnimistovym faktorem
(PIGF) a protifsobici solubilni slozkou transmembranového receptflt 1 (soluble fms-
like tyrosine kinase-1). ZvySena hladina cirkulifjic sFlt1, ktery in vitro inhibuje invazi
cytotrofoblastu a ovliuje jeho diferenciaci, je spojena se snizenymi ubikcimi
koncentracemi volného VEGF a PIGF s naslednym efidbtim poSkozenim (18). Rozsah
zvyseni sFlt koreluje se zavaznosti PE a tim padpdeorii, Ze rovhovaha VEGF a sFlt je v
tésném vztahu s jednou z definitivnich patofyzioldgith cest tohoto onemogmi (19).

Endotelidlni dysfunkce je nefasgjSim klinickym projevem fi PE a zahrnuje téz
zvySenou buétnou permeabilitu a agregaci désk (20). Je patenh sowasti wtSi
intravaskularni zaflivé reakce, zahrnujici intravaskularni leukocytpkoagulaci a systém
komplementu. Aktivace endoteludre byt zfisobena absenci typické stimulace renin-
angiotenzinového systému iigrvalé hypovolemii, zvySenou citlivosti na angiosin-1l a
norepinefrin s naslednou vazokonstrikci a hypeitanzvySenou permeabilitou endotelu u
rozvinuté preeklampsie (20,21). Endotelidini dykfienzgisobi pokles v produkci a aktivit
vazodilatgnich prostaglandiy zejména prostacyklinu a ky&tiiku dusnatého. ZvySeny
pomgr tromboxanu A2 Kk prostacyklinu dke dale zhorSit uteroplacentarni tiok
s nasledkem trombézy spirdlnich arterii a placeité infarkti. Pfi PE dochazi
prawpodobrg nasledkem aktivity z&tlivych cytokini a volnych radikal ke snizené
produkci annexinu V v trofoblastech, ktera korelige zvySenim koagulai aktivity,
zavaznosti mateského onemocmi a zavaznosti IUGR (22). Redukce annexinudzerbyt
opét zhorSena jiz existujici trombofilii. Role fetalnfombofilie v @icing placentarni
vaskulopatie je stale kontroverzni (23-25).

Dalezita teorie oUloze oxidativniho stressu(OS) v etiopatogenezi choroby vychéazi
zfaktu, Zze u PE dochéazi kdysbalanci se zvySenaubou peroxidovych radiké)
naslednou peroxidaci lipida zvySenou oxidaci protéina DNA. Na procesu se podili



zvySena apoptéza placentarniho trofoblastu. U pteke s PE je sniZzenaiipzena
antioxidani schopnost.

Autoimunitni procesy jsou dlouhodod spojovany s preeklampsii (26,27). Studie
prokazaly, ze Zeny s PE maji agonistické autoptésil proti receptoru typu | (AT 1) pro
angiotensin Il (28,29).#dpoklada se, Ze aktivace AT1 receptoru autopiicdiai indukuje
tvorbu TNF- alfa a jeho zvySena produkcéze byt zakladnim mechanismeifispivajicim
k vyswtleni patofyziologie PE. S autoimunitni teorii Vami PE jsou spojovany i
antifosfolipidové protilatky (APA), které jsou velmi heterogenni skupinou pébek,
piisobici proti plazmatickym proteim, vazajicim fosfolipidyCast APA méa trombogenni
inek, u této skupiny se upiatie ve spojeni s fosfolipidy plazmaticky kofaktdd 2 -
glykoprotein | (36-39). Jedna z mnoha Kklasifikaahrnuje dleni APA podle uzitého
antigenu v ELISA metatl na protilatky antikardiolipinové, anfi 2- glykoproteinové a
antifosfolipidové protilatky proti jednotlivym fosfipidim nag.  fosfatidylserinu,
fosfatidylcholinu, fosfatidylinositolu, fosfatidylleanolaminu a kyselih fosfatidové.
Protilatky proti protrombinu mén koreluji s klinickymi projevy tromb6z. Trombogenn
APA jsou spojeny s antifosfolipidovym syndromemP@), ktery je definovarfadou
klinickych priznaki :  rekurentnimi venéznimti arterialnimi trombdzami, porodem
mrtvého plodu, opakovanymi potraty &eg@asnymi porody, spojenymi s PE (40).

Prevalence APS mezi rodicimi zenami se vyskywjezmezi 0,3- 9,1 %. Naipobeni
APA se spolupodili defekt bagné apoptdzy, ktery expozici membranovych fosfolipid
umozni jejich spojeni siznymi plasmatickymi proteiny, nasletimznikly komplex je cilem
autoprotilatek.p 2- glykoprotein 1 rize aktivovat dendritické iky podobr jako Toll-
like receptor 4 a tim podporovat tvorbu autoprte#td Mimo trombogenniho efektu je u PE
zvazovan fimy efekt APA na poskozeni placentarniho trofobl@stedukci jeho invazivity
a diferenciace, dale na formaci syncytia a na ichiildského choriového gonadotropinu
(hCQG).

V souvislosti s APS a PE je diskutovgméitomnost trombofilnich stavii (Leidenska
mutace genu V. faktoru, mutace genu protrombinul@82 polymorfismy genu pro
MTHFR (677 CT) a MTHFR (1298 AC), deficience argittbinu, proteinu C a proteinu
S aj.), spojovanych s trombotickymi #nmami v uteroplacentarnim a intervil6znim prostoru
a manifestujicimi se ve forminfarkti a nekréz s néaslednym rozvoje placentarni
insuficience.

V ramcigenetické teorie PE bybublikovan model odhadujici 31 %di¢nost PE a 20 %
dediénost gesténi hypertenze (30). Pragplodobré neexistuje pouze jediny gen pro PE.
Nyni je ugednostovana teorie rostouciho §a vnimavych gefn z nichz mnohé
ovliviiuji matésky kardiovaskularni nebo koagétd systém & reguluji matéskou
zaretlivou odpowd. Studie genomu identifikovaly nejmértii genové lokusy, majici
podstatny vztah k PE: 2pl12, 2p25 a 9p13 (31) ai swbjmaji i epigenetické jevy ndp
genomicky imprinting (32,33).



2 Cil prace

Preeklampsie fpdstavuje pomrné dlouho definované onemoam a vzhledem
k rozmanitosti etiopatogenetickych mechanismeni v sotiasné dob doporgeny jednotny
algoritmus vyséeni, ktery by odhaloval chorobu v dostatém gedstihu ped klinickymi
symptomy a s dostateou specifitou. Zady wdeckych studii zastenych na
imunologicky podmianou problematiku preeklampsie vyplyvaji profidné vysledky
v hodnoceni jednotlivych prediktivnich marker
Cilem naSi prace byla analyza dvou skupin rizikbvyaktori, u kterych je pedpoklad
asociace s preeklampsii: antifosfolipidovych pétgk a vrozenych trombofilnich stav

Cilem prvni ¢asti prace bylo stanovit hladiny osmi vybranych ifasfolipidovych
protilatek  (proti fosfatidylserinu, fosfatidylethanolaminu, sfatidylinositolu,
fosfatidylglycerolu a kyselinfosfatidové, annexinu V, kardiolipinu@- glykoproteinu Iu
Zen s preeklampsii v obdobéste pied terminaci gravidity, porovnat tyto hodnoty
s hodnotami kontrolniho souboru Zen a zjistit, ptidlomnost &chto protilatek mize byt
dilezitym markerem pro stanoveni rizika vyvoje preaipsie v pozdni gestaci.

V druhé ¢asti prace jsme si kladli za cil vySetpiitomnost vybranych vrozenych
trombofilnich stav (genové mutace MTHFR, FV, F Wl)Zen s preeklampsii, porovnat tyto
vysledky s hodnotami kontrolniho souboru zZen aastéinzda vySeovani chto faktofi by
byla grinosna pro stanoveni rizika vyvoje preeklampsi®zdmi gestaci.

3 Material a metodika

3.1 Soubor

VySetovany soubor tvilly Zeny sdiagnézou preeklampsie (PE), které byly
hospitalizovany v obdobi od 1. 1. 2007 do 31. 1208 na Gynekologicko- porodnické
klinice Fakultni nemocnice v Plzni a hospitalizdnga ukortena porodem. Diagn6za PE
byla stanovena na zakkadkombinace klinického nalezu a biochemickych pataimele
diagnostickych kriterii dopotenych American College of Obstetricians and Gynegjst
(35).

Vstupnimi kriterii do studie bylo zvySeni kreloi tlaku (TK) nad 140/ 90 mm Hg,
detekce proteinurie f{p vySeteni dvou jednorazovych vzarkmcci, ziskanych v 6
hodinovém intervalu hodnota vyssi nez 300 mg/ prilomnost dvou dalSichifznali
(elevace hladiny kyseliny ndové v séru, oligurie mé&mez 500 ml/ 24 hodin, plicni edém,
bolesti hlavy, poruchy visu, bolest v epigastrilbbmes pravém hornimiEnim kvadrantu).
Zeny s preeklampsii #y negativni anamnézu na vyskyt cévni trombo6zy,ptitomnost
pfidruzeného autoimunitniho onemea ¢ genitalni infekce. Podminkou izzeni do
studie byl roviz negativni vysledek sérologického vyset protilatek proti syfilis, proti
viru lidské imunitni nedostataosti (HIV) a proti povrchovému antigenu hepatitiyiru
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(HBsAg). Celkem bylo Z@zeno 55 Zen. Kontrolni skupinu tilo 55 zdravych zen, které
porodily ve sledovaném obdobi na Gynekologicko-gaické klinice LF UK a FN v Plzni.
Podminkou pro zazeni do kontrolni skupiny byla absence preeklagmpsiegativni
anamnéza na vyskyt abibrt hypertenze, arteridlnich nebo vendznich tromb6z a
autoimunitnich chorob a negativni vysledek sériclagho vySeteni protilatek proti syfilis,
HIV a HbsAg. V dob vySeteni Zzeny nerly akutni genitélni infekci a byly afebrilni. Ve
vSech pipadech byly Zenyied zahajenim studie informovany a podepsaly infoanyg
souhlas. Studie byla vedena dle zasad spravné&kdimiraxe v ramci Helsinského protokolu
(34).

3.2 Protokol studie

Po z@azeni do skupin byly Zenam odebrany anamnestickée itykajici se f@deslych
gravidit s dirazem na vyskyt PE a provedeno gynekologické vgBétU Zen byl vypé&en
body - mass index (BMI) dle vzorce: hmotnost paiEenkilogramech byladena druhou
mocninou jeho vysSky v metrech. &éni krevniho tlaku bylo provédo u sedicich Zen
rtufovym tonometrem sipmérens Sirokou manZetou. Diastolicky tlak byl ad&n i
vymizeni ozev (V. faze Korotkovovych fenontégn vstupni mdieni krevniho tlaku bylo
provacno tikrat, z 2. a 3. ¥eni byla vypgitana pimérna hodnota. V prvni détporodni
byly Zenam odebrany vzorky vendzni krve na anaig@dadnich biochemickych paranietr
(vySeteni krevniho obrazu, stanoveni sérové hladiny kygehotové, m@oviny, sodiku,
drasliku, chlorid, celkové bilkoviny, albuminu, haptoglobinu, laktdhydrogenazy,
alaninaminotransferazy, aspartatamniotransferazgmag glutamyltransferazy a C-
reaktivniho proteinu), na vy§eni hladin antifosfolipidovych protilatek a na dete
trombofilnich faktofi. Ve vzorcich mde byla stanovena kvalitati¥na semikvantitavi
pfitomnost proteinurie. Vifipadt zhorSujicich projev PE byla gravidita okam&tukontena
operativnim porodem.

3.3 Metodika studie

3.3.1 Metodika stanoveni hladin antifosfolipidovych protilatek

Zenam bylo odebrano 5 ml sraZlivé vendzni krve.kdtid odseparovand séra byla
skladovana P teplot -18 stupit do vySeteni antifosfolipidovych protilatek (APA)
Testovana séra byla bez znamek hemolyzy. Pro detd¥& protilatek, zarmdrenych proti
fosfatidylserinu, fosfatidylethanolaminu, fosfatithsitolu, fosfatidylglycerolu a kyselén
fosfatidové byl pouzita home- made metoda ELISAz{ene-linked immuno sorbent
assay), ktera byla standartizovana podle dafaruEvropského féra antifosfolipidovych
protilatek zr. 2004 pro detekci antifosfolipidoWwrotilatek (bez ohledu na imob
kalibrace detedni soupravy). VySéeni byla provagha v dubletu, k vyptiu cut- off byl
pouzit 95 % interval spolehlivosti a byly pouzityédexterni kontroly - jedna nizsi nezli
cut-off a druha $edrg pozitivni. Polystyrenové mikrotitéai desttky MaxiSorp (Nunc-
Immuno™ Plates ) byly potazeny 50 uml fosfolipidi® (ul /ml metanol)a ponechanyes
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noc fi teplo& 4C. Pouzité purifikované fosfolipidy byly ziskarykomegniho zdroje
(Sigma, St. Louis, Mo, USA). Nasledujici den bjdynky destiek blokovany roztokem,
obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum v 1M Trisfetgd saline (TBS: 250 mol/l Tris, 1,5
mol/l NaCl) po dobu 30 minut ip pokojové teplot. Nasledd byly polystyrenové
mikrotitra¢ni destéky promyty ftikrat v pufrovacim roztoku (Na2 CO3, Na HCO3, Na, N3
pH 9,6). Séra Zen z vydevaného i kontrolniho souboru bylaieena v pondru 1:50
v TBS (s obsahem 10% fetalniho bovinniho séra)a lpdté pidana do jamek titemi
destiky. Nasledovala dvouhodinova inkubace dieltipri pokojové teplot a desitky pak
byly pétkrat promyty TBS, obsahujicim 0,05% Tween 20. Pbydo pidano 50 ul
antihumanniho imunoglobulinu IgA, 1gG, IgM konjugmého s peroxidazou a inkubovano
po dobu 60 minut i pokojové teplat. Po inkubaci byly destky pétkrat promyty v TBS -
Tween. Do kazdé jamky mikrotittai desttky bylo aplikovano 50 ul chromogenniho
substratu a inkubovano v temnu po dobu 30 minuitppkojové teplot. Reakce byla
zastavena fidanim 50 ul 2 mol / | kyseliny sirové §80,) na 1 jamku. Opticka hustota
kazdé jamky byla stanovena pomoci automatickéhtikaériho spektrofotometru Titertek
Multiscan MCC/340 (Flow Lab, Londyn, Velka Britahigi vinové délce 492 nm. Zakladni
opticka hustota vzofkbyla stanovena u vSech pacientskych &nych 1:50 v jamkach
na identickych mikrotitrénich destikach potazenych metanolem, avSak bez fosfalipid
Vysledky byly vyjadeny v delta OD (optical density). Pro detekci arkifikaci sérovych
anti-annexinovych protilatek v izotopech IgG a Ighyl pouzit komeé vyrabiny ELISA
testy Anti- Annexin V (GA Generic Assays GmbH, Dahitz, Germany), vysledky byly
vyjadieny v U/ml.

Antikardiolipinové protilatky (ACLA) v izotopechlgG a IgM byly stanovovany pomoci
komegné vyrdhiného testu Anti-Cardiolipin IgG/ IgM (Organtec Dragstika GmbH,
Mainz, Germany), vysledky byly vyjéeny v jednotkach GPL a MPL U/ml pro ACLA. Anti
B2- glykoproteinové protilatky (an$2-GPI) v izotopech 1gG a IgA byly detekovany a
kvantifikovany pomoci komeéng vyrabiného testu Antip 2- glykoprotein 1 ELISA
(Euroimmun, Lubeck, Germany). Vysledky byly wyiady v U/ml pro antB2-GPI (36-40).

Tabulka 1

Referentni cut-off hodnoty jednotlivych antifosfolipidovych protilatek v IgG a IgM
izotopu, vySefovanych home- made metodou ELISA

[s]€] IgM
protilatky proti:
kyselirg fosfatidové >0,1 >0,1
fosfatidylethanolaminu >0,1 >0,1
fosfatidylinositolu >0,1 >0,1
fosfatidylglycerolu >0,1 >0,1
fosfatidylserinu >0,1 >0,1

Legenda:hodnoty udany v mezinarodnich jednotkach na ml (U/m
IgG- imunoglobulin GjgM - imunoglobulin M



Tabulka 2

Referentni cut - off hodnoty jednotlivych antifosfolipidovych protilatek, vySetrovanych
komeréné vyrabénymi sety

IgG IgM IgA
protilatky proti: pozitivni pozitivni pozitivni
B2 glykoproteinu | > 20 > 10
annexinu V >18 >18
kardiolipinu >10 >10

Legenda:hodnoty udany v mezinarodnich jednotkach na ml (U/m
IgG- imunoglobulin GjigM - imunoglobulin M;IgA - imunoglobulin A

3.3.2 Metodika stanoveni trombofilnich stavi

Stanoveni trombofilnich stavprovadila certifikovana laborato Oddileni lékaské
genetiky Lék#ské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocniddzei. VySeteni
mutaci v genech trombofilnich fakfo(MTHFR, FV a Fll) bylo provedeno analyzou DNA
lymfocyti periferni krve pomoci metody real-time PCR. Krgtabodebrana rodkam na
porodnim séale v prvni dékporodni a to jak u zkoumané skupiny pacientekegldampsii,
tak i u zdravych rodek, které slouzily jako kontrolni soubor. Krev bydalebrana do
zkumavky s EDTA s objemem v rozmezi 2- 4 ml krvédoazpracovani byla skladovan# p
4-8°C. Kazdy vzorek byl zaevidovan a ozea tak, aby byl v budoucnu jedno#na
dohledatelny. Ze vzorku pIné krve byla DNA izologapomoci kitu QIAAmp DNA Mini
(QIAGEN) presré podle navodu vyrobce. DNA byla z ithy uvolnéna po bugcné lyze,
které bylo dosazeno v roztocich obsahujicich vetk@ozstvi chaotropnich ioit
v pfitomnosti Proteindzy K. ilanim vhodného mnozstvi ethanolu bylo dosazeno
pati¢nych podminek pro navazani DNA na silikonovou memhbrkolonky. Toto navazani
je reverzibilni a specifické pro nukleové kyseliRyoplachovaci kroky slouzily k odstkan
nesistot a kontaminace. Ve finalnim kroku byla DNA zmbrany uvolsna roztokem o
nizké iontové sile v mignalkalickém eldnim pufru. Vysledek izolace byl zkontrolovan
spektrofotometricky a vysledna koncentrace DNA byjaravena tak, aby odpovidala
pozadavim pro néaslednou RT-PCR analyzu (40-60 ng/ul). Troiildd mutace byly
vySeteny pomoci kit pro dany typ mutace. Pro mutaci C667T v genu pHMR byl
pouzit Kit QGENE MTHFR C667T, pro mutaci A1298C gry pro MTHFR kit QGENE
MTHFR A1298C, pro mutaci v genu pro faktor V kit @SEFV a pro mutaci v genu pro
faktor Il kit QGENEFII, vSechny od firmy IAB a.s.rfalyza byla provedena na real-time
PCR gistroji RotorGene 6000 (Corbett Research). Teplgfii PCR reakce byl na
pristroji nastavenigsré podle ndvodu vyrobce kit PCR reakce bylafjpravena smichanim
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Master mixu daného kitu se vzorkem DNA Analyza &iobyla provedena softwarem
RotorGene 6000 na zakkadalelow specifické diskriminace, ktera unmage rozlisit
zdravého homozygota, heterozygota a nemocného hguotaz pro danou analyzovanou
mutaci.

3.3.3 Ostatni biochemicka vysSetieni

Pritomnost bilkoviny v m& byla stanovovéana ve vzorcich teodeteknim prouzkem
typu PHAN, Lachema, u kterého jako indikator je Fitautetrabromfenolova madvizualni
Skala ma stupn0 - 0.3 - 1 - 3 - nad 10 g/ I). Vy3ehi krevniho obrazu a ostatnich
laboratornich paraméir byla provedena v labordfoh Ustavu Klinické biochemie a
hematologie Fakultni nemocnice Rize

3.4 Statistika

Statisticka analyza byla provedena s uzitim BIBAICA 9.0. (StatSoft, Tulsa - U.S.A.).
Pro n&fené parametry v celém souboru a v jednotlivych slagh a podskupinach byly
stanoveny zakladni statistické Udaje:trpér, snerodatna odchylka, rozptyl, median,
mezikvartilové rozpti, minimum a maximum. Vybrané statistické Udajéybypracovany
graficky do tzv. krabicovych graf (Box & Whisker plot diagrafi) a histogram.
Kategorické prornné byly testovany uzitim Fisherova exaktniho tesfoekvence &hto
proménnych byly popsany pomoci kontingerich tabulek. Vzhledem k distribuci
zkoumanych pronnych byl na porovnani jednotlivych paranietrriznych skupinach a
podskupinach pouzit Wilcoxdn dvouvylErovy neparametricky test. Pro z{it zavislosti
mezi zkoumanymi znaky, vzhledem k negaussovskémdkleni &chto prongnnych, byl
pouzit Spearmaiv koeficient korelace. Pomoci specificit a sentitdlané metody jsme
stanovovali referafmi meze (cut off) mezi skupinami a podskupinami¢aou metodu.

4 Vysledky

Do studie bylo Z@zeno celkem 55 Zen s preeklampsii, stejn§epaen tvail kontrolni
soubor.  Zakladni charakteristiky obou soubofveék, BMI, prevalence kiatek)
nevykazovaly podstatné rozdilytiFhodnoceni parity zen s preeklampsii bylo zjist 40
(72,7 %) primipar a pouze 15 (27,3%) zen byly npaity. U 47 (85 %) Zen s preeklampsii
bylo indikovano ukodeni gravidity operativh Rozdily v &chto sledovanych parametrech
byly statisticky vyznamné ve srovnani s kontrolrsouborem. Rimérné délka gravidity u
Zen s preeklampsii byla statisticky signifikahtizsi nez u kontrolniho souboru, 32 % (18)
gravidit bylo ukoreno operativia pred dokokenym 34. tydnem gestace. Incidence zavazné
preeklampsiecinila celkem 40 % (22 Zen). Statisticky vyznamne&dity mezi okma
soubory byly zji&ny v hodnotach fimérného systolického a diastolického krevniho tlaku
a v patu trombocyt.



Zavazna proteinurie, hodnocena vizéélna deteknim prouzku stupfm nad 5, byla
piitomna u 7 (12,7%) Zen v souboru s preeklampsiédgna data jsourghledrt zobrazena

v tabulce 3
Tabulka 3

Zéakladni charakteristiky souboru Zen s preeklampsiia kontrolniho souboru

Soubor zen Kontrolni soubor
Charakteristika s preeklampsii (n-55) D
(n-55)
Vek (roky) 29,6 (4,51) 30,0 (4,90) 0,65 *
BMI (kg /M) 31,6 (3,88) 31,1 (2,71) 0,70 *
Parita - primipary (n) 40/ 55 27/ 55 < 0.01 ***
- multipary (n) 15/ 55 31/55 '

Kuiacky (n) 11/55 6 /55 0,29 **
Porod per s.c. (n 47/55 11/55 ,6001 ***
Gestaéni tyden 34+6 (2,51) 40+1 (8,35) < 0,0001 *
Hodnoty TKs ( mmHg) 162,4 (10,8) 123,6(13,7) <000
HodnotyTKd (mmHg) 102,4(6,37) 83,4 (6,90) <0,0001 *
Patet trombocyi (tis.) 196 (88) 276 (75) <0,0001 *
Proteinurie (n) 7155 0/55 < 00,0001

Legenda: Cisla v parametrech :3k, BMI, TK systolicky, TK diastolicky, p&et trombocyli, gestani
tyden uvadji pramérné hodnoty ¢isla v zavorkach vyjadji smsrodatné odchylky p - hladina
vyznamnosti . (* - Wilcoxofiv test, ** - Fisheiiv exaktni test, *** - chi-square test).

BMI - body mass indexiKs - systolicky krevni tlakTKd - diastolicky krevni tlak

Tabulka 4

Vyskyt pozitivnich hladin jednotlivych analyzovanyd antifosfolipidovych protilatek
nad arbitrazné stanovenou hodnotu cut-off v souboru Zen s preekigpsii a v

kontrolnim souboru

Soubor zen s preeklampsii Kontrolni soubor
(n-55) (n-55)

protilatky proti: IgG IgM  IgA IgG IgM  IgA
kyselirg fosfatidové 6 /55 0/55 0/55 0/55
fosfatidylethanolaminu 1/55 6 /55 0/55 0/55
fosfatidylinositolu 5/55 0/55 0/55 0/55
fosfatidylglycerolu 1/55 6 /55 0/55 0/55
fosfatidylserinu 7155 2/55 0/55 0/55
kardiolipinu 5/55 5/55 0/55 0/55
annexinu V 2/55 0/55 0/55 0/55
B2 glykoproteinu | 2/55 17 /55 0/55 1/5

IgG- imunoglobulin GjigM - imunoglobulin M;IgA - imunoglobulin A




4.1 Vysledky vysetieni jednotlivych antifosfolipidovych protildtek

VySefenim  protilatek

fosfatidylglycerolu v izotopech IgG a IgM byly nakny signifikantd vySSi hladiny

proti

kyselih fosfatidové,

protilatky proti fosfatidylethanolaminu v izotopu gM

s preeklampsii. Hladiny ostatnich protilatek séistfeky neliSily. Graf 1
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odlehlé hodnoty (x25- 1,5 IQR a x75+ 1,5 IQR)¢4dicky ukazuji extrémni hodnoty (Extremes).

Acid IgG - kyselina fosfatidova Ethanol - fosfatidylethanolamin;D glyc- fosfatidylglycerol;

IgG - imunoglobulin GjgM - imunoglobulin M.

VySetenim protilatek proti fosfatidylinositolu, fosfagitserinu a kardiolipinu v izotopech
IgG a IgM byly nalezeny signifikangnvySSi hladiny protilatky proti fosfatidylserinu
v izotopu IgG (p<0.01) a proti kardiolipinu v izqo IgG a IgM (p<0.01), u skupiny Zen

s preeklampsii. Hladiny ostatnich protilatek nelsthtisticky rozdilnéGraf 2
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Graf 2
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Legenda Krabicovy graf vyjatljici interkvartilové rozmezi (IQR)Ctveretek oznauje median
nanttenych hodnot, doIni Ugka (Non outlier Min) a horni Uska (Non outlier Max) odpovidaji
minimalnim a maximalnim hodnotam, které nejsou luigitai hodnotami; koléka (Outliers) zobrazuiji
odlehlé hodnoty (x25- 1,5 IQR a x75+ 1,5 IQR)¢4dicky ukazuji extrémni hodnoty (Extremes).
Inositol -fosfatidylinositol,L-Serin- fosfatidylserinuaCL- kardiolipinujgG- imunoglobulin GjlgM -
imunoglobulin M.

Analyzou protilatek proti annexinu V v izotopechGga IgM a B2-glykoproteinu |

v izotopech 1gG a IgA byla zji&a staticky vyznanihzvySena hladina protilatky prdil-
glykoproteinu-I v izotopu IgA (p<0.01%raf 3
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Graf 3
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Legenda Krabicovy graf vyjadujici interkvartilové rozmezi (IQR)Ctveretek ozn&uje median
nantfenych hodnot, dolni U8ka (Non outlier Min) a horni Ggka (Non outlier Max) odpovidaji
minimalnim a maximalnim hodnotam, které nejsou luigitai hodnotami; koléka (Outliers) zobrazuiji
odlehlé hodnoty (x25- 1,5 IQR a x75+ 1,5 IQR)¢zuicky ukazuji extrémni hodnoty (Extremes).
Annexin - annexin VB2- Beta2 glykoprotein 1JgG- imunoglobulin G;lgM - imunoglobulin M;IgA -
imunoglobulin A.

4.2 Korelac¢ni analyza

V souboru pacientek s preeklampsii byla nalezenztipoi korelace BMI a hladinou
antifosfolipidové protilatky protp2-glykoproteinu | v izotopu IgA(r = 0,5176; p< 0.05).
Déle byla pi korelaini analyze zji%na u pacientek s preeklampsii pozitivni korelaceime
hodnotou krevniho systolického tlaku a hladinou ifasfolipidové protilatky proti
kardiolipinu v izotopu IgG ( r=0,5397; p<0.05) azetopu IgM (r=0,6169; p<0.05). Slab
pozitivni korelace byla nalezena mezi hodnotou kiley diastolického tlaku a hladinou
antifosfolipidové protilatky proti kardiolipinu \zotopu 1gG ( r=0,4821; p<0.05)
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4.3 Vyseti‘eni trombofilnich stavii

Ve sledovaném souboru pacientek s preeklampsii=(55) molekularé genetické
vySeteni odhalilo 2 (3,64%) pacientky s mutaci F V Leidbeterozygotni forma), 1(1,82
%) pacientku s mutaci G20210A genu pro protrombigtdrozygotni forma). Celkem u 5
(9,09 %) pacientek byla nalezena mutace v genunmihylen-tetrahydrofolat-reduktazu -
MTHFR C677T (z toho 1 v homozygotni fo¥nF¥i vySetovani prevalence mutace v genu
pro methylen-tetrahydrofolat-reduktazu -MTHFR A129Bylo nalezeno celkem 8 (14,5%)
pacientek s pozitivitou (z toho 2 v homozygotnin®y. V kontrolni skupi& zen (n = 55)
byla potvrzena mutace F V Leiden u 1(1,82 %) Zdmtdrozygotni forma). Pouze 1(1,82
%) zena ndla detekovanu mutaci G20210A genu pro protromhetgrozygotni forma). U
7 (12,7 %) Zen bylafftomna mutace v genu pro MTHFR C677T (vSechny eroe/gotni
formg). Stejny peet zen 7(12,7 %) #h zjiSttnou mutaci v genu pro methylen-
tetrahydrofolat-reduktazu-MTHFR  A1298C (vSechny etdrozygotni for®). Mezi
jednotlivymi soubory nebyly zji8hy statisticky vyznamné rozdily v prevalenci
vySetovanych trombofilnich stdv

Tabulka 5

Srovnani prevalence trombofilnich staw u souboru Zen s preeklampsii a kontrolniho
souboru

Soubor zen s Kontrolni soubor Odds ratio p
preeklampsii
( n-55) (n-55) (95 % CI)
Faktor V Leiden 2 (3,64 %) 1 (1,82 %) 0,38 1,00
+/- (0,18 - 23,15)
Faktor Il F 1 (1,82 %) 1 (1,82 %) 1,00 1.00
G20210A (0,06 - 16,40)
+/-
Mutace MTHFR 5 (9,09 %) 7 (12,7 %) 0, 68 0,76
C677T (0,20 - 2.30)
++ a +/-
Mutace MTHFR 8(14,6 %) 7 (12,7 %) 0, 85 0,78
A1298C (0,29- 2,55)
++ a+/-

Legenda :+/- - heterozygot; +/+ - homozygot
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5 Diskuze

5.1 Vysetieni jednotlivych typii antifosfolipidovych protildtek

Nazor, ze zvySeny vyskyt pozitivnich hladin ifasfolipidovych protilatek (APA) je
nalézan ve spojitosti s preeklampsii (PE) byl pépvyjaden u Zen s antifosfolipidovym
syndromem (APS) (41- 44). Pozitivni hodnoty APAgjiSttny u 25 % Zen, které porodily
rastow retardované plody (45) a byly spojeny se IUGR aviglit, komplikovanych PE.
(46). U Zen s APA byla prokdzana PEasnym nastupem v gravidiv 14, 6 % a s abrupci
prokazanym APS, existuje mezi studiemi Siroké &izprevalence pacientek s APA, u
kterych dojde k rozvoji PE a tato praymhdobnost se zvySuje &ifmnosti dalSich
rizikovych faktoh (46,47,48,49). ZvySeny vyskyt APA protilatek u Z2RPE ad&kou PE
byl pozorovan u Zen s prokazanymi antikardiolipijmv protilatkami (47,48,49). Studie,
které se zabyvaly predikci PE na velkych souborejistily, Ze prevalence APA u
probandek s vyvojem PEinila 2% -7% (50-52). V naSem souboru pacientekEst®l
sumarg vyskyt pozitivnich hladin APA 31% a byl vyznairvySSi ve srovnani
s kontrolnim souborem (1,8%). Jednou z moznych tégpo@ro tento nalez je vysoka
incidence nullipar v souboru s PE a je znamo, ieelghozi gravidita katici porodem, méa
vysoce protektivni imunologicky efekt. DalSim vydenim pro vysokou incidenci
pozitivnich nélet APA by mohla byt zavaznost PE, ktera vedla k weom 32% gravidit
pred 34. tydnem gestace disiaymiezem. U pacientek&snym nastupem PE je udavana
vySSi pozitivita APA (53). Paivadz jednim ze vstupnich kriterii pacientek bylaeatte
anamnézy vaskularnich trombéz, ARS jinych pridruzenych autoimunitnich chorob,
piedpokladame, Ze se na zvySené incidenci protilatekla spolupodilet i stressova
situace, vyvolana akutnim uk&enim gravidit pevazre operativni cestou (54).

Nefasgji tzn. u 17 (30%) Zen s PE byla nalezena pozdiptotilatky proti -2
glykoproteinu | (B-2GPI), ktery se vyzn&uje velkou afinitou k negativh nabitym
fosfolipidim (nag. kardiolipinu, fosfatidylserinu, fosfatidylinositg. Po vzniku vazbyp-
2GPI s fosfolipidy dojde k jeho konform@ zmeng a vznikly trimolekularni komplex
(dimer p2-GPI a autoprotilatka), vazany na povrch fosfalipipak iniciuje u preeklampsie
prokoaguléni stav spojeny s lokalni aktivaci komplementu aulwijici ve vyvoj
placentarni infarzace. DalSim mechanizmefisgbeni B-2GPI miZze byt jeho vazba
s ostatnimi APA, ktera vede k aktivaci proliferaselotelialnich bu¥k placentarnich cév a
ke vzniku cévni okluze.

V nasi préaci byly detekovany statisticky vyam& vySsi plazmatické hladiny protilatek
proti p2- glykoproteinu-I v izotopu IgA (anfi2-GPIl IgA) u pacientek s PE ve srovnani
s kontrolni skupinou Zen (p<0,0086)eBpoklada se, ze arfi-GPI v izotopu IgA mze
inhibovat proliferaci trofoblastu in vitro. | kdyj2 ve spojitosti s APS kladerichz zejména
na pikaz izotof 1gG a IgM a horSi @ibéh onemoc#ni je spojovan s vysokymi titry
v izotopu 1gG2, izolovanaiftomnost antB2-GPI IgA ve spojitosti s APS, opakovanym
potrdcenim a SLE byla nalezengae praci (55-60). Pozitivita hladiny anfi2- GPI
v izotopu IgA také pozitivéa korelovala s body-mass indexem Zen s PE. Obezispgjena
se stavem chronického zém mirného stuph Adip6zni tk& je charakterizovana infiltraci
makrofag, které jsou dlezitym zdrojem z&ktlivych cytokini (61). Druhou nejastjSi
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APA nalezenou u 10,9 % Zen s PE v naSem souboeugrgtilatka protifosfatidylserinu.
Plazmatické hladiny protilatek proti fosfatidylsasi vizotopu IgG byly statisticky
vyznamrE vySSi u pacientek s PE ve srovnani s kontrolnpisiau Zen (p< 0,0005) a ro¥h
byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily detnosti zkoumaného parametru mezi
sledovanymi skupinami (p<0,002). Ngivse predpoklada, ze APA negati¥novliviuji
proliferaci a maturaci trofoblastu. Stasti vazby protilatky proti fosfatidylserinu, ktejgy
exponovan na externi b&mé membrad trofoblastu, je oft p-2 glykoprotein I. Tento
komplex ntize negativt pisobit na diferenciaci trofoblastéetr formace syncytia.
Zajimavé bylo naSe zji&ti, Zze v souboru pacientek s PE se plazmatickéirylad
protilatek proti annexinu V v izotopu IgG ani vizotopu IgM signifikartmeliSily od
hodnoty protilatek Zen z kontrolni skupiny. Annexirje dilezity endogenni antikoagutai
protein, exprimovany na povrchu vilézniho syncytidbblastu, s vysokou afinitou zejména
k fosfatidylserinu. In vitro vSak bylo prokazanog Zzannexin mZe byt odstragn
z placentarniho  povrchu BeWo hin (bursénd linie trofoblastu, ziskana
z choriokarcinomu) pomoci monoklonalnich antifasfgserinovych protilatek a tim dojde
k expresi prokoagutaiho povrchu trofoblastu (74).

Protilatky protikardiolipinu (ACLA) pati mezi hlavni skupiny protilatek, jejichz
piitomnost podniiuje existenci APS. Ve dvou srovnavacich studiiclo byi prikazu
ACLA a lupus antikoagulans (nebo obou) bylo prokelr& zvySeno riziko vzniku PE
(50,51). V naSem souboru pacientek s PE byly naleZeCLA v izotopu IgG statisticky
vyznamré vysSSi ve srovnani s kontrolni skupinou Zen (p<@])Oa zarovié rozdily v
¢etnosti zkoumaného parametru mezi sledovanymi skupi byly statisticky vyznamné
(p<0,05). Plazmatické hladiny ACLA v izotopu IgMpacientek s PE se ro¥n statisticky
vyznamrg liSily od hodnot v kontrolni skupénzen (p< 0,0001), alefiphodnocenietnosti
zkoumaného parametru jsme nenalezli statistickynaymé rozdily mezi sledovanymi
skupinami.Tyto nalezy jsou ve shéde za¥ry metaanalyzy, ktera konstatovala, Zedhi
az vysoké titry ACLA jsou spojeny s touto zaklaghirobou u pacientek bez prokazané

autoimunitni choroby, wEké formy PE byla tato asociace fegfrazrejsi (62).

5.2 VySeti'eni trombofilnich stavii

V naSi praci jsme se zakili na analyzu bodovych mutaci gerkodujicich koagukni
faktory V(FVL, Leidenska mutace), protrombin Il eédbodové mutace enzymu methylen-
tetrahydrofolat- reduktazy (MTHFR), kterérepstavuji nejasegjsi deédicné koagulani
poruchy v populaci a jsou asociovanyradou porodnickych komplikaci (opakované
potraceni, intrauterinni tmrti plodu, IUGR a PEg ¥h&né nejednotnych zawech studii,
tykajicich se souvislosti PE a trombofikiast praci pedpoklada jejich vzajemnou korelaci
(63) Mimo jiz diskutovanych teorii o vzniku PE jéedpokladana i trombéza placentarnich
cév s naslednou redukci krevnihditpku. Trombotické zrny mohou postihovat i fetalni
¢ast olkthu a histopatologické ztny jsou shrnovany pod pojem tromboticka vaskul@pati
plodu a zahrnuji hemorhagickou endovaskulitiduitehljici endarteriitidu, fioromuskularni
sklerotizaci a fibrinoidni vaskulopatii (64).fiPhodnoceni zahrnujici mimo genetickych
polymorfismi i ptitomnost APC rezistence, hyperhomocysteinemie af\BYla zjiS€na az
40 % prevalence u Zen s anamnézou zavazné PE 65,66
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Prvnim analyzovanym trombofilnim stavem byl \eoy defekt V. koagutaiho faktoru
(FVL). Ve skupir¥ pacientek s PE byla nalezena prevalence 3,64% ceufV/L
v heterozygotni forg a nebylo zji&no zvySené riziko pro vznik PE (OR 0,38; 95% CI
0,18-23,15). Homozygotni forma mutace nebyla vmasmuboru prokdzana. Studie
zameiené na vyskyt FVL u preeklampgk vykazuji znané rozdilné vysledky od vysoce
signifikantnich (Kupferminc et al. : OR 4,6-5,3) pp zcela negativni (Shaugnessy, De
Grooth : OR 1,0 -1,1) (67,68). Vy$ehim bodové mutace genu kodujiciho protrombin
G20210A jsme v souboru Zen s PE nalezli tuto mutdeterozygotni foréhpouze v 1,82
% piipadi. Vzhledem ke shodné prevalenci této mutace u &biitro souboru nebylo
hodnoceni mozného rizika pro PE validni. Celkge v Evrog udavana polrné nizka
prevalence heterozydos timto polymorfismem (do 2%) a je popisovano kiaz stedni
riziko (OR 2,1- 3,8) pro asociaci této mutace a(B®). Kombinaci obou zmémych mutaci
se zvySuje riziko trombotické fimody, v naSem souboru tato kombinace vSak nebyla
nalezena.

P testovani termolabilni varianty C677T genu prazyen methylen-tetrahydrofolat-
reduktazu (MTHFR), ktery ovliwje metabolismus homocysteinu, jsme tuto mutadiauo
dvou forméach nalezli v 9,09 % v souboru pacienteREs ale kontrolni soubor Zen
obsahoval dokonce vySSi ¢g Zen s touto trombofilni dispozici (12,7%). Diterarnich
udajx je mutace MTHFR C677T jednou z &&$&jSich mutaci, vyskytujici se v 37 % v
heterozygotni forth a v 12 % v homozygotni fornu kavkazské rasy (70). Mutace
zpisobuje snizeni aktivity enzymu s naslednou mirmgpethomocysteinémii zejméndi p
nizkych hladinach folét(71). Metaanalyza, specificky z&mna na polymorfismus C677T
MTHFR genu a jeho asociaci s PE, prokazatadst zvySené riziko u no&k T alely
(MTHFR 677CT a TT) ve srovnani s homozygotnimi tkesini C alely (MTHFR 677 CC)
(72). Druhym analyzovanym polymorfismem genu proHFR byla mutace A1298C, jejiz
prevalence v heterozygotni a homozygotni forvmaSem souboru pacientek s BiEila
14,6 % a riziko pro vznik PE nebylo statisticky mgmné (OR 0, 85; 95% CI 0,29 -2,55).
Z vySe uvedeného vyplyva, Zé pySetovani trombofilnich stavjsme neprokazali tvrzeni,
Ze trombofilie pispivaji ke vzniku PE. NaSe vysledky jsou gistvlivnény velikosti
sestaveného souboru, ale jsou i vsouladu s jiZlikmanymi literarnimi pracemi,
prezentujicimi nizkou prevalenci mutaci FVL, protiminu G20210A a MTHFR C677 T
v homozygotni forridu Zen s PE (OR 0,6; 95% CI 0,3-1,3) (73).

Jednoznamé prokazani faktu, zda trombofili€igkuje jako kofaktor v patogenezi PE
nebo PE akceleruje jejicimek, bude vyzadovat sestaveni studie s dastate statistickou
vypowedni hodnotou

6 Zaveéry
6.1 Zdvery vysetieni antifosfolipidovych protildtek

V souboru pacientek s preeklampsii jsme prokassdtisticky vyznamé zvysené
nasledujici plazmatické hladiny nize uvedenychfasfblipidovych protilatek ve srovnani
s kontrolnim souborem zdravych Zen:
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proti fosfatidylethanolaminu v izotopu IgM (p<0,016
proti fosfatidylserinu v izotopu IgG p<0,001),
proti kardiolipinu v izotopu IgG a IgM (psOD1),
proti 32- glykoproteinu- izotopu IgA (p<0,01).

coop

S vyjimkou protilatek proti fosfatidylethanolami v izotopu IgM a proti kardiolipinu
v izotopu IgM byly roviZ nalezeny statisticky vyznamné rozdilgetnostech zkoumanych
parametii, uvedenych v badl, mezi sledovanymi skupinami.

V souboru pacientek s preeklampsii byla nalezeoztivni korelace BMI a hladinou
antifosfolipidové protilatky protp2- glykoproteinu-I v izotopu IgA (r= 0,5176; p<6)
Parametr zavazna preeklampsie poziikoreloval s hladinou antifosfolipidové protilatky
proti B2- glykoproteinu-I v izotopu IgA (r=0,7223; p<0,01)

Hodnota krevniho systolického a diastolickéhakul pozitivie korelovala s hladinou
hladinou antifosfolipidové protilatky proti kardipinu v izotopu IgG ( r=0,5397; p<0,05) a
v izotopu M (r=0,6169; p<0,05).

Domnivame se, Ze zvySené hladiny antifosfolipjdb protilatek zejména proti protR-
glykoproteinu-I v izotopu IgA, antifosfolipidové gtilatky proti kardiolipinu v izotopu 1gG
a proti serinu v izotopu IgG by mohly splinit rpliediktivniho markeru pro preeklampsii u
gravidit v pokrgilych stadiich.

6.2 Zdavery vysledkii trombofilnich stavii

V dosazenych vysledcich nebyla nami prokazanatipoi korelace vyskytu danych
mutaci a preeklampsieg¢koliv incidence zavazné preeklampsie v naSem sautinila 40
%. Davodem by mohla byt rozdilnostasné a pozdni formy preeklampsie, ale i mala
statisticka vypowdni hodnota sledovaného souboru. Na z&kla@dsSi analyzy vSak
nemizeme vySdeni €chto trombofilnich stav doporit jako marker ke stanoveni rizika
preeklampsie.

7 Souhrn

VySefili jsme hladiny osmi neépsgjSich antifosfolipidovych protilatek (proti
fosfatidylserinu, fosfatidylethanolaminu, fosfatigpsitolu, fosfatidylglycerolu, kyselih
fosfatidové, annexinu V, kardiolipinu p2-glykoproteinu I) pomoci ELISA metody a
vybrané vrozené trombofilni stavy (mutace F V lesid mutace G20210A genu pro
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protrombin, mutace v genu pro methylen-tetrahydétfeeduktazu -MTHFR C677T a
mutaci v genu pro methylen-tetrahydrofolat-reduta® THFR A1298C, analyzou DNA
lymfocyti periferni krve pomoci metody real-time PCR) u sddie@ti Zen s preeklampsii
v obdobi &sre pred ukogenim gravidity. Vysledky jsme srovnali s kontremsouborem
zdravych Zen. Statistické hodnoceni jsme proveaitihngci Wilcoxonova neparametrického
testu, kategorické prainné jsme testovali Fisherovym exaktnim testem askosti mezi
hladinami jednotlivych protilatek v obou skupindofly zkoumany pomoci Spearmanova
koeficientu pdadové korelace.

Prokazali jsme, Zze Zeny s preeklampsiiélym signifikantr® vySSi hladiny
antikardiolipinovych protilatek v izotopu I1gG (p€d) a IgM (p<0.01), hladiny protilatek
proti fosfatidylserinu v izotopu IgG (p<0.01) a atiolaminu v izotopu IgM (p<0.01).
Parametr zavazna preeklampsie poziikoreloval s hladinou antifosfolipidové protilatky
proti B2- glykoproteinu-1 v izotopu IgA (r=0,7223; p<0.0 dosazenych vysledcich jsme
nenalezli pozitivni korelaci vyskytu sledovanycbritbofilnich mutaci a preeklampsie.

ZvySené hladiny antifosfolipidovych protilatelejména proti protip2- glykoproteinu-I
v izotopu IgA a antifosfolipidové protilatky prokiardiolipinu a serinu v izotopu 1gG by
mohly byt vhodné pro predikci preeklampsie u gravidpokrasilych stadiich. NaSe
vysledky sodasré podporuji mySlenku o autoimunitnim podkladu praekpsie.

8 Summary

Our objective was to evaluate plasma levelshefgight most common antiphospholipid
antibodies (antiphosphatidylserine, antiphosphé&tttignolamine, antiphosphatidylinositol,
antiphosphatidylglycerol, antiphosphatidic acidtiamexin V, anticardiolipin and ani2-
glycoprotein | antibodies) by ELISA method and stdd inherited thrombophilia (F V-
Leiden mutation, FIl mutation G20210A, C677T and288C variants of the gene for
methylene tetrahydrofolate reductase-MTHFR) by DMAalysis of peripheral blood
lymphocytes using the real-time PCR in fifty-fiveomen with preeclampsia in the period
immediately before urgent termination of pregnanEifty-five healthy women without
preeclampsia was considered as a controll groojeréd data were examined using a non-
parametric Wilcoxon'’s test, univariate analysis evperfomed using the Fisher's exact test
and statistical dependence between variables wasssed using Spearman's rank
correlation coefficient. We demonstrated that womeéth preeclampsia had significantly
higher levels of anticardiolipin antibodies in tisetope IgG (p <0.01) and IgM (p <0.01),
elevated levels of antiphosphatidylserine antibedie the isotope IgG(p <0.01) and
antiethanolamine antibodies in the isotope IgM ®0&) when compared to healthy
controls. Parameter severe preeclampsia correlptsitively with levels of antip2-
glycoprotein-1 antibodies in the isotope of IgA<r0.7223, p <0.01). The obtained results
didnt confirmed a positive correlation between decice of thrombophilic mutations and
preeclampsia. Elevated levels of antiphospholipictibadies particularly — anfi2-
glycoprotein | in the isotope IgA and anticardidli@nd antiphosphatidylserine antibodies
in the isotope 1gG could be useful for predictidpreeclampsia in pregnancies in advanced
stages. Our results also support the idea of antaime background of preeclampsia.
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