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Souhrn:

Bakalafska prace se zabyva zavedenim metody anti-MCV do bézného provozu laboratofe.
V radmci praktické ¢asti byla metoda fadné validovana a verifikovana a bylo provedeno eko-
nomické zhodnoceni vyuzivané diagnostické sady od vyrobce ORGENTEC. Vysledky této

préace ukazaly, Ze je metoda vhodna pro pouziti v béZném provozu laboratofe.

V posledni ¢asti je porovnana senzitivita a specifi¢énost metody anti-MCV s jinymi serolo-
gickymi markery z vysledku stanovovanych vzorku z FN Plzen. Vysledky neukazali vyhodu
stanovovani anti-MCV oproti ostatnim markerim. Pfi analyze korelaci mezi anti-MCV

a ostatnimi serologickymi markery mélo anti-MCV nejvyssi korelaci s anti-CCP.



Abstract
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Summary:

The bachelor thesis deals with the implementation of the anti-MCV method into the routine
laboratory operation. In the practical part, the method was properly validated and verified,
and an economic evaluation of the diagnostic kit from ORGENTEC was performed. The
results of this work showed that the method is suitable for use in routine laboratory opera-

tions.

In the final section, the sensitivity and specificity of the anti-MCV method were compared
with other serological markers from samples collected at the FN Pilsen. The results did not
show an advantage of using anti-MCV over other markers. When analyzing correlations be-
tween anti-MCV and other serological markers, anti-MCV had the highest correlation with
anti-CCP.



Predmluva

Revmatoidni artritida je autoimunitni onemocnéni s velkym sociélnim dopadem. Pa-
cienti s revmatoidni artritidou musi omezit své kazdodenni aktivity kvuli bolesti a ztuhlosti
kloubt. To mize mit negativni dopad jak na jejich pracovni, tak i osobni Zivot. Néktefi pa-
cienti s revmatoidni artritidou se mohou potykat s dalSimi zdravotnimi problémy, jako je
napiiklad tnava, deprese, nebo problémy s travenim, coz mize jeste¢ vice omezit jejich
schopnost plnit denni Ukoly. VEasna diagnoza a spravna 1ééba revmatoidni artritidy maze
pomoci minimalizovat vliv onemocnéni na kvalitu Zivota pacientil a umoznit jim udrzet jeho

kvalitu.

Anti-MCV je nova diagnostickd metoda, ktera miize pomoci pfi zjiStovani diagnozy
a sledovani pribéhu onemocnéni. Cilem mé bakalarské prace bylo dokazat, Ze je metoda
vhodna stanovovat v bézné laboratorni praxi. Nasledné jsem anti-MCV porovnala s anti-
CCP, RF, RF-IgG, RF-IgA a RF-IgM, které se stanovuji pii diagnostice revmatoidni artri-

tidy, abych dokazala, zda je tato nova metoda skute¢né lepsi.
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Autoimunitni onemocnéni jsou rozsahlou skupinou nemoci, pti kterych organismus
napada své vlastni tkané a organy. Jednim z nejCastéjSich onemocnéni, patiici do této sku-
piny, je revmatoidni artritida. Pfi tomto onemocnéni se klade diiraz na ¢asnou diagnostiku,

diky které mutize 1ékat zacit s brzkou 1écbou.

V imunologickych laboratofich se pfi diagnostice revmatoidni artritidy miizeme set-
kat se stanovenim RF a anti-CCP. Toto jsou pomérné dobré serologické markery, které ale
nedokézi odhalit nemocného v dostatecném piedstihu pocatku onemocnéni. Od toho by mél
slouzit nov¢ zavadény serologicky marker anti-MCV, ktery by mél byt schopny odhalit ne-

mocného jiz v ¢asné fazi onemocnéni.

V teoretické casti bakalafské prace se zabyvam autoimunitnimi onemocnénimi
obecné, tedy jejich vznikem, faktory, které je zpusobuji a jejich délenim. Nasledné se zaby-
vam revmatoidni artritidou, kde popisuji toto onemocnéni, jeho patogenezi a ¢aste¢né i jeho
terapii. Posledni ¢ast teorie je 0 samotnych serologickych markerech RF, anti-CCP a anti-
MCV.

V prakticke ¢asti mé bakalarské prace se zabyvam postupy, které jsou nutné v labo-
ratofi provést, aby se metoda mohla vyuZivat v bézné praxi. V laboratofi Ustavu imunologie
a alergologie ve FN Plzen vyuzivaji na stanoveni anti-MCV diagnostickou sadu od vyrobce
ORGENTEC Diagnostika GmbH. Tuto diagnostickou sadu jsem porovnala z ekonomického
hlediska i s jinou dostupnou diagnostickou sadou. Na zavér se Vv této ¢asti bakalaiské prace
nachazi porovnani senzitivit a specifi¢nosti stanoveni jednotlivych serologickych markert
(RF v riznych tfidach imunoglobulind, anti-CCP a anti-MCV), a nakonec porovnani kore-

laci mezi anti-MCV a témito ostatnimi markery.

Diskuze je vé€novana zhodnocenim vysledkl bakalatské prace a porovnanim vy-

sledkti s odbornymi ¢lanky od riznych autord.

15



TEORETICKA CAST

1 AUTOIMUNITNI ONEMOCNENI

1.1 Autotolerance a autoimunita

Jednim ze z&kladnich homeostatickych mechanismti je schopnost imunitniho sys-
tému rozeznat neSkodné antigeny od nebezpe¢nych, které mohou poskodit organismus. Tyto
antigeny mohou byt z vnéjsiho prostiedi, tedy exoantigeny, nebo z organismu samotného,
které nazyvame endoantigeny. Imunitni systém fyziologicky rozeznava vlastni butiky a udr-
zuje toleranci vii¢i nim. Tento proces se nazyva autotolerance. Pokud imunitni systém za¢ne

reagovat a poskozovat vlastni tkiné, hovofime o autoimunité. (1)

Autoimunita je tedy stav, kdy selzou mechanismy autotolerance. T a B-lymfocyty
nasledné za¢nou poskozovat vlastni tkiné. Nemoci zptisobené autoimunitou se nazyvaji au-
toimunitni onemocnéni. (2) Tyto antigeny, proti kterym je imunitni systém namifen, nazy-

vame autoantigeny. (3)

1.2 Autoimunitni reakce

Autoimunitni reakce mohou byt bunécného nebo humoralniho typu. V piipad¢ hu-
moralniho typu se uplatituji imunopatologické reakce II. a Ill. typu. Pfi bunééném typu au-

toimunitni reakce se jedné o imunopatologickou reakci IV. typu. (1)

Pfi imunopatologickych reakcich I1. typu se uplatiiuji cytotoxické protilatky. Reakce
je namifena proti autoantigentim, které jsou p¥itomné v ur¢ité tkani nebo bunééné linii. Tento

typ je zejména u organové specifickych autoimunitnich onemocnéni. (1)

U autoimunitnich onemocnéni zptsobenymi imunopatologickymi reakcemi Il1. typu
dochazi k tvorbé autoprotilatky typu IgG, ktera se vaze na autoantigen. Dochdzi tak k tvorbé
imunokomplext. Ty se nasledné vazou na Fc receptory fagocyti, predev§im neutrofilti nebo
mohou aktivovat komplement. Pfi reakci maji pomocnou tlohu i zirné burniky. Vznika zanét,

ktery kvuli pfetrvavani autoantigenu v téle prechazi do chronického stavu. (1)

Imunopatologické reakce IV. typu jsou zpiisobeny CD4* T-lymfocyty, které aktivuji
makrofagy nebo CD8" T-lymfocyty. (1; 3)
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1.3 Vznik autoimunitnich onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni vznikaji jako dusledek selhani mechanismu tolerance. (1)
Z&kladni otazkou je, z jakého duvodu autotolerance selhava. Znalost odpovédi na tuto
otadzku by nd&m mohlo pomoci odhalit pfi¢inu vzniku a patogenezi riznych autoimunitnich
onemocnéni. Védomosti 0 autoimunitnich onemocnénich se zlepsili v poslednich dvou de-
kadach, hlavné diky zvifecim modelim a odhalenim gent predisponujici jedince k autoimu-
nité. (2)

Faktory, které se uplatiiuji pfi rozvoji téchto onemocnéni délime na vnitini faktory

a faktory vnéjsiho prostiedi. (1)
1.4 Vnitini faktory

1.4.1 Dédi¢nost
O tom, Ze se uplatiiuji genetické faktory neni pochyb. Tomu svéd¢i naptiklad vyssi

vyskyt téhoZ autoimunitniho onemocnéni v rodinach. Po objevu lidského genomu mohli byt
uréeny geny, které se Castéji vyskytuji s riznymi autoimunitnimi chorobami. U né€kterych
autoimunitnich onemocnéni se pro jejich rozvoj uplatiiuji polymorfismy vice nez jednoho

genu. To zpasobuje problém s diagnostikou a zvySuje obtiznost studie téchto chorob. (4)

Po vytvoreni rodokmenu mizeme sledovat vyssi akumulaci riznych autoimunitnich
onemocnéni v jednotlivych rodinach. T u zdravych piislusnika téchto rodin mizeme v krvi
nalézt autoprotilatky. Tito lidé ale nemusi nikdy onemocnét, kvuli naptiklad riznym protek-
tivnim geniim (to znamena, ze maji jiné geny, které je chrani proti onemocnéni). Vétsinou
to tak ale neni. Pacienti s autoprotilatkami v krvi maji vyssi riziko rozvinuti autoimunitniho
onemocnéni nez lidé bez nich. Je proto tieba, aby tito pacienti byli kviili svému zvySenému

riziku pozorovani 1ékati a ptipadny vyskyt onemocnéni se zachytil co nejdiive. (4)

Dalsi diikaz o dédi¢nosti autoimunitnich onemocnéni miizeme ziskat pfi sledovani
jednovaje¢nych dvojcat, tedy osob, které maji stejné geny. Vyzkumy, pozorujici rizna au-
toimunitni onemocnéni, vedly k zavéru, ze se u téchto jednovaje¢nych dvojcat vyskytuji
stejna autoimunitni onemocnéni asi v 20 az 50 % ptipadi. V piipade, kdyby autoimunitni
choroby mély ¢isté geneticky vyskyt, byla by frekvence onemocnéni u jednovaje¢nych dvoj-
cat 100%, coz tak ale neni. Z toho se da vyvodit, ze pro vznik autoimunitnich onemocnéni

je potieba i dalSich faktori nez jen téch genetickych. (4)
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Geny, které maji nejvétsi asociaci s autoimunitami, jsou geny pro MHC skupiny. Pro
spoustu autoimunitnich onemocnéni, jako je naptiklad diabetes mellitus I. typu, je identifi-
kovano vice nez 20 s onemocnénim asociovanych genu, ale HLA lokus piispiva k onemoc-
néni vice nez ostatni geny. Toto plati i u jinych autoimunitnich onemocnéni, kdy HLA lo-
kusy, oproti ostatnim asociovanym gentim, ptispivaji vice jak z poloviny k citlivosti k témto
onemocnénim. Diky HLA otypovani 0sob S riznymi autoimunitnimi onemocnénimi a bez
nich se zjistilo, Ze u nemocnych lidi se vyskytuje vyssi frekvence nékterych alel, nez je v ji-
nak zdravé populaci. Diky tomu dnes miizeme vypocitat relativni riziko rozvoje autoimunity
u lidi s rtaiznymi HLA znaky. Nejznaméjsi je asociace HLA B27 s Bechtérevovou nemoci

s relativnim rizikem az 87,4 %. (2)

1.4.2 Hormonalni pFifiny
Epidemiologické studie nam ukazuji skutecnost, ze Zeny trpi autoimunitnimi one-

mocnénimi Castéji nez muzi. Tento fakt je ¢aste¢né dan tim, ze Zenam chybi nékteré protek-
tivni faktory pfitomné na chromozomu Y. I pfesto nejvétsi roli v nerovnosti ¢etnosti hraji
hormonalni rozdily mezi pohlavimi. Hormony jsou sami o sob& ovliviiovany vnéj$im pro-
stfedim, kvili ¢emuz musime myslet a davat je do souvislosti s ostatnimi vlivy. Dle statistik,
vznika nejvice autoimunitnich chorob v reprodukénim véku, diky ¢emuz je ziejmé, ze estro-
geny maji velikou roli v rozvoji autoimunit. Z experimentii na zvifatech se zjistilo, ze od-
stranéni vajecnikl zabrafiovalo rozvoji autoimunitnich onemocnéni. Naopak estrogen vznik

autoimunitnich nemoci urychloval. (3)

Estrogen zvysuje efektivitu imunitniho systému, diky ¢emuz jsou Zeny oproti muzim
odolngjsi proti infekcim. Tento silngj$i imunitni systém ma ale nevyhodu toho, Ze jeho vli-

vem Castéji vznikaji autoimunitni onemocnéni. (4)

Dals$im takovym hormonem ovliviiujici vznik autoimunitnich chorob je prolaktin.
Ten ma imunostimulaéni G¢inky, na které reaguji predevsim T-lymfocyty. Hladiny prolak-
tinu se zvySuji pfedevs§im po porodu, coZ ma nejspise vztah s tim, Ze se mnoho autoimunit-

nich onemocnéni objevi pravé v tomto obdobi. (3)

1.5 Vnéjsi faktory
Diky riznym poznatkiim v dne$ni dob& neni pochyb, Ze spoustécim mechanismem
autoimunitnich chorob jsou i rizné vné&jsi faktory. Ty jsou zodpovédné za to, pro¢ se one-
mocnéni vyskytne pravé v urCitém Case zivota, za typ onemocnéni, i za jeho klinické pro-
jevy. (4)
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1.5.1 Infekce
Virové a bakterialni infekce ptispivaji k rozvoji a zhorSeni autoimunitnich chorob.

Casto se u lidi, a i na zvifecich modelech autoimunitni onemocnéni vyskytnou v souvislosti
s infekci, nebo jim nékdy infekce piedchéazela. Ve vétsing pripadt infekéni mikroorganismus
neni pfitomen v 1ézi, a ani neni jiz detekovatelny u ¢lovéka s rozvinutym autoimunitnim
onemocnénim. To nam svédéi o tom, ze se tato onemocnéni nerozvinula kvili infekci sa-
motné, ale kvili imunitni odpovédi organismu, ktera muze byt spusténa nebo dysregulovana

témito patogeny. (2)

Infekce urcitych tkani mohou vyvolat lokdlni imunitni odpovéd’. Do této poskozené
tkan¢ dochazi k verbovani leukocytil a aktivaci APC bunék, které zacnou produkovat vétsi
mnozstvi kostimula¢nich molekul a cytokint aktivujici T-lymfocyty. (2) To se déle proje-
vuje zménou Sté€peni a prezentaci vlastnich antigent T-lymfocytim. (3) Tato reakce vede
Kk poruseni T buné¢né tolerance. T-lymfocyty aktivované touto infekci jsou specifické nejen

pro patogen vyvolavajici infekci, ale i pro prezentovany autoantigen. (2)

Dalsi fenomén, pii kterém vznikaji autoimunitni onemocnéni, jsou molekularni mi-
mikry. Ty vznikaji v ptipad¢, ze infekéni mikroorganismus ma antigeny, které¢ jsou podobné
uréitym antigentim vlastniho téla. (3) Prikladem cross-reakce mezi autoantigenem a mikro-
bem je revmaticka horecka. (2) Ta mtize vzniknout po infekci streptokoky, produkujici SLO
(streptolysin O), ktery je produkovén téméf vSemi pyogennimi kmeny. 3 aZ 6 tydnd po in-
fekci nasledné stoupa ASLO (antistreptolysin O), ktery nema vyznam kvuli jeho dynamice
stanovovat k prukazu streptokokové infekce. Titr téchto protilatek ma smysl stanovovat
pouze pii podezieni na akutni revmatickou horecku. (5) ASLO protilatky zkiizené rea-

guji s kardiomyocyty, coz nasledné zptisobuje myokarditidu. (2)

Nekteré epidemiologické studie na mysSich ukazuji, Ze redukce urcitych infekci vede
ke zvySené Cetnosti diabetu mellitus I. typu a mnohocetné sklerdzy. To, jak tento systém

funguje neni znamé. (2)

1.5.2 Mikrobiom
Lidské télo je bohat¢ osidleno symbiotickymi mikroorganismy. VétSina téchto mi-

kroorganismil jsou bakterie. Tyto bakterie obyvaji rtizné ¢asti téla, jako jsou stfeva, vagina
nebo dutina Ustni. U riznych jedinci se vyskytuji v jednotlivych typech organt rizné typy
bakterii v rizném mnozstvi. Faktory, jako jsou naptiklad vyziva, zivotni prostiedi a genetika

jedince je vysledkem této diverzity. (6)
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U systémového lupusu erythematodes byla popsana zména v poméru dvou bakterii
ve stfevni mikroflote. DalSim piikladem jsou zmény ve stievni mikroflote a periodontitidam,
které byly navrzeny jako faktory v patogenezi revmatoidni artritidy. Nakonec naptiklad
i u systémove sklerodermie, Sjégrenové syndromu a antifosfolipidovém syndromu se nacha-

zeji modifikace v mikrobiomu stiev a dutiny ustni. (6)

153 Léky
Nekteré 1éky se mohou podilet na rozvoji autoimunitnich onemocnéni. Bud’to auto-

imunitni proces miize byt vyvolany samotnym lékem, anebo imunitni reakce miize vznik-
nout ptimo na latku 1é¢ebnou, na jeji metabolit, nebo na komplex latky, ktera se navaze na
vlastni molekuly nebo bunky. To se nazyva 1ékova hypersenzitivita, kterd ¢asto zmizi po
tom, co se 1€k prestane brat. Pokud ale 1ék jiz vyvolal autoimunitni proces, i po jeho vysazeni
onemocnéni dale pokracuje. I pfes to, ze existuji piipady, kdy staci 1é¢ivo pouze vysadit,
nejcastéji je potieba, aby se této osob¢ nasadila imunosupresivni 1é¢ba. Mechanismy auto-
imunity zptsobujici 1ékem indukované autoimunitni onemocnéni, mohou byt podobné mo-
lekularnim mimikram, anebo se mohou léky samy piimo vazat na ptislusnou MHC molekulu

a spustit odpovéd’ T-lymfocyti. (3)

Pouze u malé ¢asti pacientli se indukuje autoimunita pii uzivani urcitych 1éc¢iv. Di-
vodem tohoto jevu mtizou byt urcité genetické predispozice. Naptiklad variabilita gend pro
MHC molekuly mize vést k riznym reakcim T-lymfocytu na urcity 1ék. Pfikladem je HLA-
DR2, ktera se spojuje s penicilaminem indukovanou myasthenii gravis, zatimco HLA-DR3

molekula je asociovana s penicilaminem indukovanou nefritidou. (3)

Je zde dana i metabolicka variabilita 1¢k1, ktera je mezi jednotlivci uréena geneticky.
Nejlépe popsana je u leky indukovaného lupusu erythematodes. (3) Je znamo vice jak
80 1ékt, schopné toto onemocnéni vyvolat, napiiklad prokainamid, hydralazin, methyldopa,
nebo penicilamin. Onemocnéni se mize objevit klidné aZ po nékolika mésicich, dokonce
I letech po podani 1éCiva, s jeho predpokladanym kumulativnim efektem. Predpoklada se, ze

divodem je riizna rychlost acetylace, a tudiz i rozdilna rychlost odbouravani latek jatry. (7)

Léky mohou zplisobovat 1 imunomodulaéni €1 vnitini adjuvantni efekt, ktery vede
k poruse mechanismi autotolerance. (3) Dochazi k tomu naptiklad pti imunoterapii interfe-
ronem o, ktery se vyuziva naptiklad pii 1é€bé karcinomu ledvin. Jednim z nezadoucich
uc¢inkt interferonu o je schopnost indukovat autoimunitu. Jsou popsany indukce autoimunity

u endokrinniho systému, hematopoetického systému, ale i autoimunitni poSkozeni ledvin
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nebo kozni nemoci. Pfiblizné€ u 1 % pacienti 1éCenych interferonem o mize dojit k autoimu-

nitnimu onemocnéni §titné zlazy. (8)

1.5.4 Chemické latky
Typickym onemocnénim zpusobenym chemickymi latkami je systémova skleroder-

mie. Jednd se o zadvazné onemocnéni, jehoz pfesnd pii¢ina neni zcela objasnéna. Lze u ne-
mocnych prokézat autoprotilatku, zasahujici enzym topoizomerazu, ktera ma za ukol dohli-
zet na to, ze se tvori spravna struktura DNA. Toto onemocnéni, které vede ke ztlusténi ktize,
je Castéjsi u zen nez u muzd. (4) U muzt vznika systémova sklerodermie nejcastéji ve spo-
jitosti s jejich pracovnim prostiedim, pii praci s chemickymi latkami, indukujici toto one-
mocnéni, kterymi jsou napiiklad aromatické uhlovodiky, vinyl chlorid, epoxidova prysky-

fice, anebo vystaveni pesticidim. (9)

1.5.5 Psychika
I stres se podili na autoimunité. Lidé s autoimunitnimi onemocnénimi prochazi ob-

dobimi relapsu a remisi. Casto se stava, Ze pied propuknuti onemocnéni se &lovék stresuje.
(4) To, ze fyzicky a psychicky stres ma souvislost s vyskytem autoimunitnich onemocnéni,
bylo naznaceno ve spousté studiich jak na lidech, tak i na zviratech. Az 80 % pacientd ve
spousté retrospektivnich studiich ptiznalo, Ze byli v neobvyklém stresu pfed tim, neZ u nich
onemocnéni propuklo. Problémem je, Ze stres u pacienta miiZze zpiisobit vznik autoimunit-
niho onemocnéni, coz zase zplsobuje vEtsi stres a mize to pribéh onemocnéni jesté o to

zhorsit. (10)

1.5.6 Transplantace
V soucasné dobé, se mohou nékteré autoimunitni onemocnéni 1é¢it transplantaci

kostni dfené. Timto se ¢asto pacient zbavi onemocnéni a dostane se do obdobi dlouhodobé
remise. Problémem je mensi ¢ast pacientl, u kterych se vyvine jiné sekundarni autoimunitni

onemocnéni, které muize nastat za par mésict az let od transplantace. (11)

1.6 Faze vzniku autoimunitnich onemocnéni

Prvni faze se nazyva faze vnimavosti. U osoby v této fazi jesté nevznikaji zadné
znamky autoimunitni reakce, ale kviili snizené hranici pro vznik imunitni reakce nebo poru-
Seni stavu autotolerance je tento jedinec k onemocnéni predisponovan. Vyssi Sance ke
vzniku téchto typili onemocnéni mizeme napiiklad zjistit vySetienim riznych genetickych

faktort, které jsou popsané vyse. (1)
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Nasleduje faze iniciace, ve které jedinec nejevi klinické ptiznaky, ale v jeho téle se
jiz odehréavaji zndmky autoimunitni reakce. Vyvolavajicimi faktory byva celéd rada vnéjsich
faktorti. V ramci nahodného laboratorniho vySetfeni, napiiklad v predisponovanych rodi-
nach, je mozno odhalit pfitomnost autoprotilatek v séru, nékdy jiz mnoho let pted tim, néz

propukne samotné onemocnéni. (1)

Ve fazi propagace jsme jiz schopni detekovat specificky typ autoprotilatky pro urcity
druh autoimunitniho onemocnéni. V téle nemocného dochazi k poskozovani bunék a tkani

cilového organu a vznika zanét. (1)

Pti predchozi fazi se spousti regulaéni mechanismy, které mohou bud’ sami, nebo
pomoci protizanétlivé nebo imunosupresivni 1é€by rozvoj onemocnéni zastavit. Cilem 1écby
je udrzovat tuto fazi tak, aby nedochazelo k poskozovani organti a dal§imu rozvoji onemoc-

néni. (1)

Dale muze dojit bud’ k fazi rezoluce nebo progrese. K rezoluci dochazi pti zastaveni
autoimunitniho procesu. Toto mize vzniknout spontanné, nebo pomoci lécebnych zasahti
z vn&jsku. Pokud ale tyto regulaéni mechanismy selZzou, dojde k fazi progrese a k rozvoji
autoimunitni reakce. Imunitni systém si zacne tvotit autoprotilatky proti fadé novych autoa-
ntigent az dojde k Gplnému selhani tolerance proti cilovému organu nebo tkanim. Lécebné

se doktofi snazi zastavit tuto progresi. (1)

Posledni fazi je faze ireverzibilniho poskozeni. U nemocného dochazi k nevratnému
poskozeni tkadn€. Pokud se jednalo o tkan s Zivotné dilezitou funkci, dochazi ke smrti paci-
enta. Pokud ale ¢lovek piezije, dochazi ¢asto ke snizeni az uplnému vymizeni autoprotilatek
a autoreaktivnich klont T-lymfocytu. Nékdy se ale mize stat, Ze se rozvine z duvodu selhani

procesu tolerance autoimunitni reakce v doposud nezasazenych tkani. (1)

1.7 Klasifikace

Autoimunitni onemocnéni mizeme piiblizné rozd€lit na systémova a organove spe-
cifickd. Tato hranice ale neni zcela jasna, jelikoz existuji autoimunitni onemocnéni, které
jsou na rozhrani obou téchto definic. Jedna se o organové lokalizovana autoimunitni one-
mocnéni, ktera se manifestuji v uréitém organu, ale jsou doprovazena vyskytem protilatek,

které nejsou organové specifické. (1)
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1.7.1 Organové specificka autoimunitni onemocnéni
Onemocnéni, kterd jsou limitovana pouze na jeden organ, se nazyvaji organove spe-

cifickd autoimunitni onemocnéni. Autoprotilatky nebo autoreaktivni lymfocyty jsou nami-
fené proti strukturam, které se nachazeji pouze u jedné tkané, nebo jejim buiikam. Jednou
Z nejznamé;jsSich onemocnéni patfici do této skupiny je jubilejni diabetes mellitus, kdy do-
chazi k destrukci B-bun¢k Langerhansovych ostrivka. Existuji i choroby, které poskozuji
nervovou tkan, jako naptiklad roztrousena skleroza, kterd poskozuje mozek a zplisobuje
ochrnuti. Jinou velkou skupinou autoimunitnich chorob organové specifickych jsou cyto-
penie. U téchto onemocnéni je autoimunitni reakce namifena proti erytrocytlim, leukocytim

nebo trombocytim. (4)

1.7.2 Systémova autoimunitni onemocnéni
Druhou skupinou jsou choroby, které postihuji najednou celou fadu organti nebo

tkani. Tuto skupinu nazyvame systémova autoimunitni onemocnéni. Klasickym ptikladem
onemocnéni v této skupiné je systémovy lupus erytematodes. Jedna se o multisystémoveé
onemocnéni, pii kterém dochazi k poskozeni mozku, ledvin, kiize, kloubu a dalSich tkani.
Pti¢inou tohoto onemocnéni je vznik autoprotilatek proti jadernym antigenim (ANA, anti
ds-DNA a anti-Sm). Dal$imi onemocnénimi, patticimi do této skupiny je Sjogrenova cho-

roba, Bechtéreova choroba nebo revmatoidni artritida. (4)

1.7.3 Organové lokalizovana autoimunitni onemocnéni
Do skupiny organové lokalizovanych onemocnéni patii choroby, na jejichz vzniku

se podileji imunopatologické mechanismy, vedouci k poskozeni pievazné jen jednoho or-
ganu. Tato onemocnéni jsou ale nadale provazena fadou systémovych pifiznaku. Do této sku-
piny patii naptiklad nespecifické stfevni zanéty, jako jsou ulcerdzni kolitida nebo Crohnova

nemoc, dale celiakie, autoimunitni hepatitidy a plicni fibréza. (1)

1.7.4 Vznik dalSich autoimunitnich onemocnéni
U clovéka s jednim autoimunitnim onemocnénim, je vyssi riziko, Ze se u néj objevi

dalsi autoimunitni onemocnéni, obvykle ve stejné skupiné, do které patii jeho prvni. Ptiklad
ze systémovych onemocnéni: Clovek trpici lupusem nebo revmatoidni artritidou ma vetsi
Sanci onemocnét Sjdgrenovou chorobou nez ¢loveék zdravy. Stejné tak organové specifické
autoimunitni onemocnéni, kdy u ¢lovéka s vitiligem (kdy vznikaji autoreaktivni klony lym-
focytl a autoprotilatky proti melanocyttim), miizeme soucasn¢ patrat po onemocnéni Stitné

zlazy nebo diabetu. (4)
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2 REVMATOIDNI ARTRITIDA

2.1 Definice

Jedna se o systémové autoimunitni onemocnéni, projevujici se chronickym zanétem.
Jednim ze zakladnich projevii tohoto onemocnéni je infiltraci kloubniho prostredi zanétli-
vymi bunikami, hyperplazie synovialni tkan¢, a nakonec postupna destrukce chrupavky s pfi-
léhajici kosti. (12) Svétové ma toto onemocnéni prevalenci 0,5 az 1 %. V Ceské republice je

prevalence revmatoidni artritidy 0,61 %. (13)

2.2 Etiologie

Etiologie tohoto onemocnéni neni zcela zndma. Piedpokladé se ale, Ze na vzniku
tohoto onemocnéni se podili fada vnéjsich a vnittnich faktort. Z genetickych faktort se spo-
juje s nosi¢stvim alel HLA-DR4 nebo HLA-DRI1. Tyto alely se u pacienti s revmatoidni
artritidou vyskytuji v 70 az 90 % piipadu. (12)

Pii srovnani HLA-DR alel asociovanych s revmatoidni artritidou oproti tém bez aso-
ciace s touto chorobou se ukazalo, ze HLA-DR alely maji typickou sekvenci aminokyselin
blizko peptid-vazajici oblasti DR fetézce. Této sekvenci se fika tzv. ,sdileny epitop®.
Osoba se dvémi kopiemi sdileného epitopu ma kromé vyssiho rizika vzniku revmatoidni

artritidy i vysoké riziko zavazného prub&éhu onemocnéni. (3)

Cetnost vyskytu revmatoidni artritidy u jedincii se sourozencem trpicim timto one-
mocnénim stoupd na 8 % a v pripadé jednovajecnych dvojcat tato Cetnost stoupa az na 30 %.
I ptes to, Ze je riziko u jednovajecnych dvojcat takto masivné zvyseno, stale se onemocnéni
projevi pouze u mensiny, ¢imz se nam potvrzuje fakt, ze velikou roli V rozvoji onemocnéni

hraji i faktory vnéjsi. (3)

Onemocnéni se vyskytuje dvakrat ¢astéji u Zen neZ u muzi s maximem vyskytu ve

véku 25 az 55 let. Rozdil v prevalenci mezi pohlavimi hraji v tomto ptipadé roli hormony.

(3)

Vliv prostiedi dodnes neni zcela prozkouman. Casto se dava revmatoidni artritida do
souvislosti s koutenim, které se povazuje za slaby rizikovy faktor. (3) U ¢lovéka s HLA-
DRB1 ma kutéctvi silny vliv na riziko rozvoje revmatoidni artritidy. V¢etné koufeni, 1 ex-
pozice plic jinym latkam, jako je napiiklad oxid kiemicity, ktery miize vyvolat rozvoj ACPA

séropozitivni RA. (14)
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Souvislost revmatoidni artritidy s infek¢énimi onemocnénimi bylo testovano, ale stale

neexistuji dikazy o tom, ze by byla iniciovana néjakym konkrétnim agens. (3)

U cloveka s urcitou kombinaci vnitinich a vnéjSich rizikovych faktori dochézi
ke ztraté tolerance a vytvoreni zanétu v tkani kloubu. Tato reakce je nasledné udrzovana
setrvacnosti autoimunitnich a cyklickych pochodt, pfi kterych jiz neni potteba ptitomnosti
vyvolavajicich faktord. V postizeném kloubu dochazi k hromadéni zéanétlivych bunék
a k novotvorb¢ cév v synovialni membrané. Timto vznika granulacni tkan bohaté cévné za-
sobend, které se fika panus. Tato tkan piertsta pres chrupavku a kompaktu az do kostni
diené. Nakonec dochazi k destrukci chrupavky, kosti, vazi a §lach proteolytickymi enzymy,

které jsou tvotfené bunikami panu, synoviocyty, chondrocyty a osteoklasty. (15)
2.3 Mechanismus patogeneze

2.3.1 Synovie
Synovialni tkai pacienti mtizeme povazovat za terciarni lymfoidni tkan nebo ekto-

pickou lymfoidni strukturu. Jeji struktura ptipomina sekundarni lymfoidni tkan, kde dochazi
k diferenciaci B a T-lymfocytd. Tato terciarni lymfoidni tkan koreluje s titry autoprotilatek,
mnozstvim zanétlivych cytokintli a se zdvaznosti onemocnéni. To ndm poukazuje na to, Ze

terciarni lymfoidni tkan souvisi s pfetrvavanim zanétu pii revmatoidni artritidé. (16)

V synovii dochazi k aktivaci obou typt synoviocyti, kterymi jsou synoviocytim po-
dobné makrofagy (MLS) a synovioblastim podobné fibroblasty (FLS). Ty jsou ohromnym
zdrojem cytokini a proteaz. MLS produkuji prozanétlivé cytokiny, jako jsou IL-1, I1L-6
a TNF-a. FLS produkuji kromé& IL-6 i veliké mnoZstvi matricovych metaloproteinaz

a prostaglandiny s leukotrieny. (16)

Déle dochazi k infiltraci synovie butikami ziskané imunity. To vede k vytvofeni pan-
nusu na rozhrani chrupavky a kosti. V tomto misté se vyskytuji makrofagy, FLS, dendritické
buniky, zirné bunky a plazmatické bunky produkujici autoprotilatky. Polovinu buné€k pode-
stylky tvofi CD4+ pamétové bunky. Ty bud'to difuzné infiltruji tkdnim, anebo tvoti zaro-

decna centra pro proliferaci B-lymfocytu. (16)

2.3.2 T-lymfocytarni imunitni odpovéd’
Diky asociaci urcitych HLA lokust s revmatoidni artritidou piedpokladame ze na

indukci tohoto onemocnéni ma vliv selekce T-lymfocytl a prezentace antigenu.
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Revmatoidni artritida je pfevazné fizena CD4+ T-lymfocyty, coz znamena, ze IL-6, ktery

tento druh buné¢k reguluje, je dilezitym mediatorem pii destrukci kosti. (16)

Dale se uplatiiuji Th17-lymfocyty produkujici prozanétlivé cytokiny IL-17A, IL-17B
a IL-22. IL-17 indukuje tvorbu dalSich prozéanétlivych cytokinl v chrupavce, synovialnich
bunikach a makrofazich. Indukuje také tvorbu chemokint, které slouzi k naboru neutrofili,

makrofagt a lymfocytti do synovie. (16)

V zéanétlivych kloubech se také vyskytuje mnozstvi Treg-lymfocyti. Ty se ale v au-
toimunitnim zanétlivém prostredi stavaji méné funkénimi, nebo dokonce az patogennimi.
IL-1B a IL-6 snizuji expresi FOXP3, ktery je hlavnim regulatorem v Treg-lymfocytech, po-

dilejicich se na genové expresi, funkci a preziti tohoto subtypu. (16)

I ptes mnozstvi T-lymfocyti v synovii jejich pfesna role neni stale zndma. Cileni

1é¢by na T-lymfocyty nebyla pfili§ uc¢inna. (16)

2.3.3 B-lymfocytarni imunitni odpovéd’
Hlavni funkci B-lymfocytt v synovii pfi patogenezi revmatoidni artritidy je pro-

dukce autoprotilatek, prezentace antigent a sekrece cytokint. (16)

Autoprotilatky jsou sekretované a produkované B-lymfocyty po diferenciaci
v plazmatické bunky. K expanzi autoreaktivnich B-lymfocyti pii revmatoidni artritidé nej-
spiSe vede zk¥iZena reaktivita mezi né€kterymi proteiny s posttransla¢ni modifikaci a cizimi
antigeny. Déle dochazi v B-lymfocytech k nadmérné tvorbé aktivaci indukované cytidin de-
aminazy (AID), coz je asociovano s vysokymi hladinami Th-lymfocytarnimi cytokiny INF-
v a IL-17. To vede ke vzniku anti-CCP a RF. (16)

2.3.4 Prirozena imunita p¥i patogenezi onemocnéni
Bunky pfirozené imunity jako jsou monocyty, makrofadgy a dendritické bunky maji

zasadni roly pfi iniciaci a progresy revmatoidni artritidy. Tyto buiiky nasledné indukuji zis-

kany imunitni systém, ktery je dtlezity v pozd¢jsich stadiich onemocnéni. (16)

Makrofagy jsou nejhojnéjSim druhem imunitnich bunék nalézanych v postizené sy-
novii. Makrofagy produkuji prevladajici prozanétlivé cytokiny ucastnici se patogeneze, jako
jsou TNF-a., IL-1p a IL-6. Dalsi latky, které produkuji jsou CCL2, IL-8 a metaloproteinazy.
Klasicky aktivované makrofagy (M1) indukujici erozi kloubd, vyluéuji hlavné prozanétlivé
cytokiny. Alternativné aktivované makrofagy (M2) reguluji zanét a prispivaji k angiogenezi
a tkanové remodelaci. (16)
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Dendritické burky jsou schopné v zévislosti na obdrzenych signalech vyvolat bud’to
toleranci nebo autoimunitu. Tyto buiiky mohou podporovat rezistenci prostfednictvim riz-
nych mechanismil, jako je naptiklad generace a udrzovani Treg-lymfocyti. Jejich schopnost
prezentovat antigen muze podporovat aktivaci, anebo diferenciaci autoreaktivniho klonu T-
lymfocytii. V zanétlivé synovii pfi revmatoidni artritidé, je vétSina antigen prezentujicich
bunék prave plné diferencované dendritické bunky, které exprimuji vysoké hladiny kosti-

mula¢nich molekul pro T-lymfocyty a MHC 1. a I1. tfidy. (16)

2.3.5 NK buiky
Existuji tii skupiny ptirozenych lymfoidnich bunék s nazvy ILC 1, ILC 2 a ILC 3.

NK buiky, které patii do prvni skupiny, tedy ILC 1 se déle déli do podskupin CD56dim
a CD56bright. CD56bright NK buriky jsou schopné zvysit produkci TNF, pii kontaktné de-
pendentni signalizaci CD14+ monocyty, aktivované IL-12, IL-15 nebo IL-18. (16)

ILC jsou nejcastéji buniky integrované ve tkani. V nedavnych studiich se odhalilo, Ze
tyto bunky slouzi jako spoj mezi vrozenym a adaptivnim imunitnim systémem, které jsou

charakterizované absenci gent aktivujici rekombinaci. (16)

Ve studii, zkoumajici bioptické vzorky lymfatickych uzlin od 12 pacientd v nejéas-
néjsi fazi revmatoidni artritidy, nebyli nalezeny rozdily ve frekvenci celkovych ILC. Pacienti
s revmatoidni artritidou méli vyssi pocty ILC 1 a ILC 3 v lymfatickych uzlinach, nez maji
zdravi lidé. Diky tomuto zjisténi se ukazalo, ze distribuce ILC v lymfatickych uzlinach se
méni z normalniho stavu na vice zanétlivy stav béhem ¢asnych stadii revmatoidni artritidy.

(16)

2.4 Klinicky obraz
Klinické projevy revmatoidni artritidy miiZou byt rozdilné. Pacienti mohou trpét od
mirnych ptiznakl s lehkou synovitidou a kratkodobou ranni ztuhlosti az po téZké artritidy

s rychlou destrukci kloubnich tk&ni a s mimokloubnimi pfiznaky. (12)

Zacatek onemocnéni byva vétSinou plizivy a trva nékolik tydnd az mésict. Akutni
postizeni vice kloubli najednou byva méné Casté. Soucasné s artritidou se objevuje ranni

ztuhlost trvajici az nékolik hodin. (12)

V pocatku choroby byva nejcastéji postizeny metakarpofalangealni a radiokarpalni.

Déle proximalni interfalangealni a metafalengealni. Z vétsich kloubt byva ¢astéji postizen
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ramenni nez kolenni kloub. V celém pribéhu choroby se zvysuje pocet postizenych kloubd,

nez kolik jich bylo v po¢atku onemocnéni. (12)

Postizené klouby byvaji teplejsi a maji omezenou pohyblivost a jsou zvlasté pii po-
hybu bolestivé. Za¢ina se objevovat otok kvili mnozstvi vzniklého vypotku, synovialnim

zesilenim a popraskanim mékkych tkani. (12)

Pii dalsi progresy onemocnéni vedou tyto zmény v Kloubech k radialni rotaci karpal-
nich kosti a ulnarni deviaci prsti rukou. V zadvaznych piipadech zmény mohou postihnout

i kréni patet, predevsim v oblasti C1 a Ca. (12)

vvvvvv

stizeni. Nej¢astéjsi byvaji revmatoidni uzly s vyskytem u 20 az 30 % nemocnych. Jsou tvo-
feny nekrotickou centralni ¢asti obklopenou palisadovitymi fibroblasty, ktera naseda na ko-

lagenni tkan. Jejich vyskyt je nejcastéji v podkozi nad proximalni hranou ulny. (12)

Dal$im castym problémem byva tenosynovitida v oblasti rukou a zapésti. Jedna se
0 rupturu $lach, ktera vede k vyvoji deformit. (12) Kize pti onemocnéni byva na prstech
vyhlazend, leskla a atroficka. Dal§imi mén¢ ¢astymi postizenimi byva osteopordza, vaskuli-

tida, plicni postizeni a kardialni postizeni. (15)

2.5 Diagnostika

V roce 1987 byla vytvorena klasifikaéni kritéria, kterd zavisela na pfitomnosti poly-
artritidy, ranni ztuhlosti, vyskyt u revmatickych uzld, revmatoidnich faktort a rentgenovych
zmén. Toto nemohlo vyhoveét konceptu ¢asné revmatoidni artritidy, coz se v dneSni dobé
vymezuje do 3 mésict od zacatku pfiznaki. V roce 2010 byla vytvotena, validizovana a pu-
blikovana kritéria nova. Tato kritéria se jmenuji ACR/EULAR 2010 pti které je téeba pii-
tomnost alespoil jednoho artritického kloubu, ktery nemizeme vysvétlit jinym onemocné-
nim. V piipadé splnéni dalsich kritérii se vypocitava bodové skore dle tabulky. Pacient trpi

revmatoidni artritidou v ptipadé, ze dosahne skore 6 a vice. (17)
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Body se ptideluji ve ctyfech oblastech, kterymi jsou:

¢ Synovitida velkych a malych kloubd.

e Sérologie, ve které je tteba odhalit pfitomnost RF a ACPA.

e Trvani ptiznakd, které je delsi nez 6 tydnt.

e Reaktanty akutni faze, jako je naptiklad CRP, ktery je bud’to zvySeny nebo normalni.
7)

2.6 Prognoza

Jiz v ¢asnych stadiich onemocnéni vznika postiZeni kloubi, které je nevratné. V prv-
nim desetileti se kolem 70 % pacientti s revmatoidni artritidou setkava s mnoha relapsy a re-
misemi. Samotné remise netrvaji ve vétsing piipadu piilis dlouho. Pét let po stanoveni dia-
gnozy tietina téchto lidi jiz neni schopna pracovat. Nékteti pacienti s t€Zkou formou jsou po

10 letech kvuli progresi onemocnéni odkazani na péci okoli. (3)

Onemocnéni je spojovano se zvySenou mortalitou, kdy se délka Zivota zkracuje pfi-
blizné o 7 let v porovnani se stejnou vékovou skupinou a stejnym pohlavim. Pfic¢ina umrti
pacientd neni ¢asto zptsobena artritidou samotnou, ale mimokloubnimi komplikacemi, jako
jsou plicni fibréza, vaskulitida, amyloid6za. Nékdy miiZze pacient zemfit na nezadouci na-

sledky zptisobené 1é¢bou revmatoidni artritidy. (3)

Na vysoké mortalité téchto pacientli mé nejvétsi podil ischemicka choroba srde¢ni.
Umrtnost je u téchto pacientli dvakrat az t¥ikrat ¢ast&j§i. Zvysena umrtnost z této piidiny je
ale problémem 1 u jinych autoimunitnich onemocnéni, jako je tfeba naptiklad systémovy

lupus erythematodes nebo diabetes mellitus. (3)

2.7 Terapie

Vylécit osobu s revmatoidni artritidou neni uplné mozné. Pouze se dosahuje rtizné

dlouhych remisi. Terapeutické cile pfi terapii revmatoidni artritidy jsou:

1) Snizeni bolesti

2) Potlaceni zanétu, ktery je prokazatelny hladinou CRP a nepfitomnosti oteklych
kloubti

3) Zvladnuti kazdodennich aktivit

4) Udrzet maximalni kvalitu zivota (18)
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Osobg, u které je revmatoidni artritida v akutnim stavu, se doporucuje n€kolikadenni
klid na lazku. V této chvili je vhodné pies postizené klouby dat dlahy, které zabrani tvorbé
deformit a ulevi od bolesti. Lidé s revmatoidni artritidou by méli denné cvicit, za Gcelem

potlaceni bolesti, k odstranéni ztuhlosti kloubti a obnoveni pohyblivosti. (12)

Déle se v terapii vyuziva 1é¢eni 1éky neboli farmakoterapie. LéCba revmatoidni artri-
tidy by méla zahrnovat, kromé rezimovych opatieni a rehabilitaci, také léky modifikujici
prubéh choroby, glukokortikoidy, biologické 1éky a nesteroidni antirevmatika (NSA). (15)

ey wa1e

Tyto 1é¢iva inhibuji enzym cyklooxygenazu (COX), ktery se uplatituje pii pfeméné kyseliny
arachidonové na zanétlivé prostaglandiny. Do NSA spada spousta Iékti s rtiznym chemickym
sloZzenim, kter¢ se lisi délkou biologického polo€asu a vedlej$imi ucinky. Témito 1éky jsou
napiiklad diclofenac, ibuprofen, flurbiprofen, naproxen a dalsi. Vedlej$imi ucinky téchto
1€k byvaji rendlni a gastrointestinalni toxicita. Ty jsou zptisobené tim, ze velka ¢ast starych
nesteroidnich antirevmatik ma vlastnost neselektivni inhibice izoforem COX 1 a COX 2.
Kvuli tomu se pii vyvoji novych 1kt zamé&filo na objeveni latek, které by cilily hlavné na
COX 2. (18) Takovou novou skupinou 1éka jsou koxiby, které specifi¢téji inhibuji COX 2,
diky ¢emuz vznika mén¢ nezadoucich t€¢ink na GIT. Na druhou stranu ale koxiby u paci-
entl zvysuji kardiovaskularni riziko. Proto se jich vétsina jiz pfestala prodavat. V soucas-

nosti se vyuziva hlavné uz jen celecoxib. (12)

Léky modifikujici pribéh choroby, jejichz zkratka vychazi z anglického nazvu Di-
sease Modifying Drugs (DMD), nejsou 1é¢ivem prvni volby, ale jejich ¢asna indikace mize
vyrazné zmirnit prubéh onemocnéni. (18) DMD je mozné kombinovat. Podavani by mélo
byt dlouhodobé, po n€kolik let. Nejzndméjsim lékem v této skupiné je metotrexat, ktery se

podava jedenkrat tydné. (12)

Pii akutnich projevech revmatoidni artritidy se zacinaji podavat glukokortikoidy do
nastupu uc¢inku DMD. V poslednich studiich se ukazuje, Ze v malych davkach zpomaluji
rentgenovou progresi onemocnéni a maji sami modifikujici efekt. Velké davky se pouzivaji

jen na ptechodnou dobu. (15)

Biologicka lIécba je v dnesni dobé nejucinnéjsi v 16cbeé revmatoidni artritidy. Dokaze
zpomalit, nebo dokonce upln¢ zastavit postup onemocnéni, diky cilené inhibici TNF-a. Mezi

uzivand 1éciva patfi infliximab (chimérickd monoklonalni Ig proti TNF-a), adalimumab
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(pIn¢ humalni monoklonalni protilatka proti TNF-a) nebo etanercept (solubilni receptor pro
TNF). (12)

Intraartikulérni terapii je nazyvan proces, kdy se vpravuji depotni formy kortikoste-
roida do kloubti, coZz mé vyznamny protizanétlivy ucinek, ktery je ¢asto piechodny, ale pfe-
trvava az nékolik mésict. Problém pfi opakovaném podavani (vice jak Ctyfikrat rocn¢) se

mize projevit katabolicky efekt glukokortikoidt, coz mize vést k mistnim destrukcim. (12)

Chirurgicka terapie zahrnuje dva vykony: synovektomie, pfi které se odstranuje
velka ¢ast zanicené kloubni vystelky, anebo se provadi totalni ndhrada kloubi. To se provadi
predevsim pfi postizeni kycelnich a kolennich kloubt. V nékterych ptipadech je tteba pro-
vest artrodézu, pti které se fixuje kloub ve vhodné poloze, diky ¢emuz dojde k odstranéni

bolesti. (12)
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3 STANOVOVANE PROTILATKY PRI REVMATOIDNI
ARTRITIDE

3.1 Revmatoidni faktor (RF)
Jedna se o skupinu imunoglobulind, riznych izotypt a afinity. (19) RF v téle funguji
jako autoprotilatky, namifené proti Fc fragmentu pozménéného IgG. RF se mtze v téle vy-

skytovat ve vSech tiidach imunoglobulint (IgM, IgG, IgA, IgD a IgE). (20)

V roce 1922 byly Kurtem Myersem, poprvé pozorovany tyto protilatky u pacientl
s jaterni cirhdzou a chronickou bronchitidou. (19; 21) V prosinci roku 1940, norsky doktor
Erik Waaler pozoroval aglutinaci ovéich ¢ervenych krvinek senzibilizovanymi krali¢imi
protilatkami pii pfidani séra pacientim s revmatoidni artritidou. (21) Pozdg¢ji byl tento jev
nezavisle znovuobjeven Harrym M. Rosem a kol. roku 1948. (22) Jméno ,,revmatoidni fak-
tor* bylo pro tuto protilatku vybrano, kvuli jeji pfitomnosti u pacientt s revmatoidni artriti-
dou. Diky jejich ndzvu by nam mohlo ptipadat, Ze se jedna o specifické protilatky pouze pro
toto onemocnéni, coz tak ale neni. RF muze byt pozitivni i v séru lidi s jinymi autoimunit-

nimi onemocnénimi, neautoimunitnimi onemocnénimi, ale i u zdravych lidi. (19)

K produkci RF je potieba stimulace imunitniho systému faktory, jako jsou bakteri-
alni lipopolysacharidy nebo virové antigeny. Stejné tak je jejich tvorba vyvolana i autoanti-
geny a imunitnimi komplexy. RF ma roli pfi aglutinaci, fagocytdze a odstranovani imunit-
nich komplexti. Diky tomu by produkce RF mohla byt povazovana za fyziologicky jev. Pte-
chodné v téle pacientd s nékterymi infekcemi, ale i u zdravych lidi, se mize vyskytovat RF
s nizkou afinitou k Fc fragmentiim imunoglobulint. Vysokoafinitni RF vznika jako produkt
CD 5+ B-lymfocytd, pfi chronické stimulaci imunitniho systému. Tyto vysoko afinitni RF

funguji jako kryoglobulin, ktery zvysuje koagulaci. (21)

3.1.1 RF u zdravych pacienti
Pozitivita RF je stanovena az u 4 % zdravych mladych bélocht, s pfiblizné stejnou

distribuci mezi obéma pohlavimi. Jsou zde ale dany urcité geneticke a enviromentalni fak-
tory, které méni mnozstvi zdravich lidi s pozitivnim RF. Napiiklad u domorodych indiant

bylo pozorovano az 30 % zdravé populace s pozitivnim RF.

Protilatky u zdravych lidi jsou rozdilné nez u pacientii s RA. Jejich titr je docela
nizky a jsou malo afinitni. Bylo ale zji$téno, ze vysoka koncentrace RF u zdravych lidi pied-

povidda mozny vznik revmatoidni artritidy v budoucnosti. Protilatky RF-IgM jsou obcas
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pozorovany u zdravych lidi vy$siho véku, coz by mohl byt nasledek vékem podminéné

dysregulace imunitniho systému. (19)

3.1.2 RF u nerevmatickych onemocnéni
Tato protilatka mize byt detekovand i u pacientli bez revmatickych probléma. Je

znamé, ze chronické virové infekce, zvlaste takové, které cili na B-lymfocyty, jako je napfi-
klad virus Epstein-Barrové, vede k produkci RF. Ten je ale odlisny od toho nalézaného u pa-

cientt s revmatoidni artritidou. (19)

Kromé virovych infekci, se RF vyskytuje 1 u pacientii s bakteridlnimi, ale dokonce
I s parazitarnimi infekcemi. Protilatky pfi téchto stavech jsou piechodné a neposkozuji
osobu, kterd je ma ve svém téle. Jedna se o nizko afinitni, polyreaktivni IgM protilatky,
produkované B-lymfocyty. Ukazuje se, ze RF u lidi s témito problémy muze byt protektivni.
B-lymfocyty produkujici RF se mohou chovat jako antigen prezentujici buniky a pomahat pti

imunitni odpovédi proti infek¢nimu agens. (19)

Pozitivni RF mizeme nalézt u 40 az 70 % pacienti s HCV a 10 az 20 % pacient
s HIV. Z bakterialnich infekci se najde pozitivni RF u 40 % pacienti se subakutni bakteri-
alni endokarditidy a ptiblizné 15 % pacientl s tuberkul6zou. Z parazitarnich infekci se casto
vyskytuje pozitivni RF tieba v ptipadé¢ Chagasovy choroby u 15 az 25 % pacientii anebo
malarie u 15 az 18 %. (19)

3.1.3 RF u pacientii s autoimunitnimi onemocnénimi
Lidé se systémovymi autoimunitnimi onemocnénimi, jako je napiiklad systémovy

lupus erythematodes, mohou mit ¢asto detekovatelnou hladinu RF. U tohoto onemocnéni je
frekvence vyskytu RF 15 az 35 %. Kolem 60 % pacientd s primarnim Sjégrenovym syndro-

mem maji pozitivni RF s tim, Ze muzi mivaji vyssi hladinu RF-1gA nez Zeny. (19)

3.1.4 RF u pacientu s revmatoidni artritidou
Jak jiZ bylo popsano, RF se nachdzi 1 u pacientl s jinymi onemocnénimi pojivoveé

tkané. Pro potvrzeni diagn6zy revmatoidni artritidy musime ptihliZet na pfitomnost piiznaki
onemocnéni a v piipadé jejich ptitomnosti je potieba testovat i jiné serologické markery,

napiiklad ACPA. Test miva senzitivitu kolem 60 az 90 % a 85% specifi¢nost. (19)

Rizné izotypy RF jsou napomocné k diagnostice a k rozhodnuti o 1é¢b¢. Dokazi nam
predpovédet zacatek onemocnéni, podat informace o progndze a piredpovédét odpoved’ na

1éky. Bylo vytvofeno mnoho hypotéz pro vysvétleni role RF pfi revmatoidni artritid€, véetné
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divodu, pro¢ zvysSuji eliminaci imunitnich komplexti makrofagy, z jakych dtvodi zlepSuji
cytotoxicitu antivirovych protilatek, a i jejich schopnost zvysujici eliminaci parazitl. Jednou
hypotézou je to, Ze RF zesiluje prezentaci antigent T-lymfocyttim, diky mnozstvi imunitnich
komplexti s exogennimi antigeny piijatymi dendritickymi butikami. Nakonec je také mozné,

ze sekrece nizko afinitnich RF zastavuje tvorbu vysoce afinitnich RF B-lymfocyti. (19)

3.1.5 Role RF pfri diagnostice revmatoidni artritidy
RF ma zésadni roli pfi diferencia¢ni diagnostice polyartritidy, ktera se typicky vy-

skytuje u pacientt s revmatoidni artritidou. Proto se RF stal v roce 1987 jednim z klasifikac-
nich kritérii pro diagnostiku tohoto onemocnéni. Pro zvySeni specifi¢nosti se v posledni dobé

ke klasifikaci ptidalo stanoveni protilatky anti-CCP. (19)

3.2 ACPA

Koncept o ACPA (anti-citrullinated protein/peptide antibodies) byl poprvé vytvoren
ve chvili, kdy byly citrulinované epitopy urCeny jako spole¢ny znak, ktery je rozeznavan
anti-perinuklearnim faktorem a antikeratinovou autoprotilatkou. Pfi§lo se na to, ze ACPA je
moznd detekovat v Casném stadiu onemocnéni revmatoidni artritidy. Od té doby vzniklo
velké mnozstvi vyzkumu popisujicich diagnosticky vyznam stanoveni ACPA. V dne$ni
dob¢ existuje mnoho ACPA testd. Nejuzivanéjsi v dnesni dobé je cyklicky citrulinovany
peptid 2. generace (CCP2). (23) Kromé¢ anti-CCP test mezi ACPA patii i test anti-MCV,
nebo protilatka proti centriolinu (anti-CEP-1) a dalsi. (24)

ACPA je tedy koncept sjednocujici reaktivitu cilici na citrulinované peptidy fibrino-
genu, alfa-1 enolazy, vimentinu, filagrinu a histond, kdy se uziva anti-CCP, ktery odrazi

pfitomnost smiSenych autoprotilatek proti cyklickym citrulinovanym peptidim. (25)

3.3 Anti-CCP

V roce 1964, Nienhuis a kol. detekovali nepfimym imunofluorescen¢nim testem na
bunikach bukalni sliznice anti-perinuklearni faktor, ktery byl pfitomny az u 90 % pacient
s revmatoidni artritidou s 73 az 99 % specifi¢nosti. Pozdéji Young a kol. detekovali anti-
keratinové autoprotilatky pouZzitim nepiimého imunofluorescen¢niho testu na kryosektova-
nych krysich jicnech. Tento test mél taktéZ vysokou specifi¢nosti 88 az 99 % se senzitivitou
36 az 59 % u pacienti s RA. Tyto testy i pies své vysoké specifi¢nosti nikdy nebyly pfilis
uzivany, kvili jejich obtizné standardizaci ptirodnich substratii a nedokonalé interpretaci

vysledki. (26)
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Roku 1995 Sebbag zjistil, ze ob&é vyse zminéné protilatky, patii do skupiny autoan-
tigenli namitrenych proti citrulinovanému fillagrinu, coZz je protein v epiteliarnich bunkach.
Citrulinizace je posttransla¢ni modifikaci, kdy se enzym peptidyl arginin deiminaza (PAD)
ucastni pfemény argininu na citrulin. Tento proces probiha v téle piirozené pii zanétech,
apoptdze a keratinizaci. Fillagrin neni sam pfitomen v synoviu, ale jiné citrulinizované pro-
teiny ano. V synoviu pacientti s revmatoidni artritidou se nachazi naptiklad fibrinogen a fib-
ronektin, ale i jiné citrulinizované epitopy v kloubech byly identifikovany jako cil autopro-
tilatek. (26)

Nakonec v roce 1998 Schellekens vytvofil linearni citrulinizované peptidy z lidského
fillagrinu, které Ize snadno detekovat metodou ELISA. Pro zlepSeni sloZeni antigenu a vy-
lepseni schopnosti protilatek rozeznat tento antigen, byl vyvinut cyklicky citrulinovany pep-
tid (CCP). (26)

Prvni komer¢né dostupny test ACPA, byl ELISA test vyuzivajici 1. generaci CCP
(CCP1). (26) Pozdgji se vytvorila 2. generace CCP (CCP2), ktera ma vé&tsi sensitivitu nez
CCPL1. (27) Pozdgji jesté doslo k vytvoreni 3. generace CCP (CCP3). Tento test mél oproti
star$i generaci ve stejné proteinové struktufe dalsi citrulinované epitopy. CCP2 a CCP3 jsou
si svoji diagnostickou schopnosti podobné. CCP3 je drazsi nez CCP2 a jeho specifi¢nost je

jen o néco lepsi. (23)

3.3.1 Patogenni role anti-CCP protilatek p¥i revmatoidni artritidé
I pfes prozkoumanou patofyziologii revmatoidni artritidy role ACPA protilatek v je-

jim vyvoji stale neni zcela objasnéna. (28) U zdravych pacientt, kteti jsou ACPA pozitivni,
je zvySené riziko vzniku revmatoidni artritidy. (26) V klinickych a biologickych studiich
vznikaji velké argumenty o roli ACPA. (28) Jejich pfitomnost koreluje se zavaznosti posko-
zeni, strukturalnim poskozenim, radiografickymi progresy a horsi odpovédi na 1é¢bu. (26)
Zaroven se ukazuje na mySich modelech a in vitro mozny prozanétlivy efekt ACPA, ktery

vyvolava tvorbu TNF. (28)

Anti-CCP spousti organové a tkanové poskozeni u pacientii s revmatoidni artritidou
tak, ze aktivuje klasickou a alternativni cestu komplementu. CD4+ T-lymfocyty se aktivuji
V synovidlni membrané¢ kloubti, spousti tvorbu prozanétlivych cytokind, které jsou tvotrené
aktivovanymi makrofagy. Témito cytokiny jsou napiiklad TNF-a a IL-6. Dochazi ke stimu-
laci fibroblastii a nasledn€ angiogenezi zptisobené vaskularnim endotelialnim rstovym fak-

torem (VEGF). Diky tomu ma kloub sviij klasicky vzhled pannusu. Dalsi poskozeni kloubi
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je zpusobeno produkei matrix metaloproteindzy (MMP) a chondrolytickych enzymi. Oste-
oklastogeneze a kostni resorpce aktivovanymi osteoklasty jsou stimulovany prave anti-CCP.
Cely tento proces vede k vytvoreni klasickych deformit kloubti hornich a dolnich konéetin.
(29)

3.3.2 Relevance stanoveni anti-CCP
Piitomnost anti-CCP u pacienta vede k aktivaci cytokint a naslednému tkanovému

a organovému poskozeni. Toto poskozeni vede k tvorbé klasickych ptiznakti revmatoidni
artritidy, véetn& bolesti, zanétu a omezené pohyblivosti postizeného kloubu. Casna detekce
anti-CCP je tedy velice dulezita k brzkému zahajeni 1é¢by, ktera vede k mensimu poskozeni
kloubt postizenych jedinci. Je také znamo, Ze s pozitivitou anti-CCP souviseji i mimo-

kloubni projevy, které zvysuji zavaznost onemocnéni. (29)

3.3.3 Senzitivita a specificnost RF proti anti-CCP pri diagnostice RA
Je dillezité poznamenat, Zze 1 kdyz mé pacient pozitivni autoprotilatky ACPA nebo

RF, neznamena to automaticky, Ze trpi revmatoidni artritidou. Jelikoz je revmatoidni artri-
tida klinickou diagn6zou, jsou dulezité kromé laboratornich nalezi i nalezy klinické, které

souviseji s touto nemoci. (29)

Pokud je pacient pozitivni na anti-CCP a RF, je pravdépodobné, Ze tento pacient ma
skute¢né revmatoidni artritidu. Zaroven je tento vysledek spojovan s potencialnim agresiv-
néjSim prubéhem onemocnéni a horsi progndzou. V piipadé pozitivniho anti-CCP a nega-
tivniho RF je pravdépodobné, Ze je pacient teprve v ¢asném stadiu onemocnéni, nebo to, ze
onemocnéni u tohoto pacienta teprve vznikne. Pacient s negativnimi anti-CCP a RF mize

stale mit revmatoidni artritidu na zdklad€ zhodnoceni klinickych piiznakl a klasifika¢nich

Kritériich. (29)

Pozitivni vysledek anti-CCP muze indikovat i jind onemocnéni, nez je revmatoidni
artritida, napiiklad systémovy lupus erythematosus nebo Sjogrentiv syndrom. Toto jsou ale
velice vzacné ptipady a nejsou nalézany konzistentné pii jinych autoimunitnich onemocnéni.

Anti-CCP je tak povazovana za specificky ukazatel revmatoidni artritidy. (29)
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3.4 Anti-MCV

3.4.1 Historie
Despres a kol. pied par desitkami let objevili v séru pacienti s revmatoidni artritidou

novou protilatku, kterd byla pojmenovana Sa protilatka. Ta byla prvn¢ identifikovana u fran-
couzko kanadského pacienta, podle jehoz pfijmeni byla pojmenovana (Savoie). (30) Zjistilo
se, ze jejich senzitivita zalezi na stadiu onemocnéni. Senzitivita se pohybuje v rozmezi 20 az
25 % v casnych stadiich revmatoidni artritidy a kolem 47 % u pacientt s potvrzenou revma-
toidni artritidou. (31)

V roce 2004 Vossenaar a kol. zjistili, ze séra pacientti reagujici s antigenem Sa, rea-
guji zaroven s citrulinovanymi formami vimentinu. Nejdfive ziskali n¢kolik peptidovych
sekvenci z vysoce purifikovanych piipravki obsahujicich antigen Sa. Tyto peptidové sek-

vence byly unikatni pro vimentin, ktery je obsazen ve stfednim filamentu. (30)

Stiedni filamentum je rozmanita skupina bunécnych filament, které tvoii hlavni kom-
ponent cytoskeletu eukaryotnich bunék. Spole¢né s aktinovymi mikrofilamenty a mikrotu-
buli tvoii podpiirnou jednotku, zodpovédnou za mechanickou integritu buiiky. Tato jednotka
je zaroven dulezita pti déleni a pohybu buniky. Vimentin je dulezitou soucasti tohoto fila-
mentu, ktery je sou¢asti bunék mezenchymalniho ptvodu. V synovii existuji dva druhy bu-
nék, které obsahuji mnoho vimentinu. Témito buiikami jsou makrofagy podobné synovio-
cyttim a fibroblasty podobné synoviocytim. Tyto buiiky hraji dtlezitou roly v patofyziologii
revmatoidni artritidy. (30) Vimentin se vétSinou in vivo v citrulinované form¢ nevyskytuje.
Jeho citrulinizace miiZe nastat v apoptujicich makrofazich, a nasledn¢ se z divodu nedosta-
te¢ného clearance apoptického materialu s touto formou setkd imunitni systém. Ten roze-

znava citrulinizovany vimentin jako cizi a za¢ina proti nému tvofit protilatky. (31)

U pacientl s revmatoidni artritidou tvofi synovialni vystelku z 80 az 100 % synovi-
ocyty podobné makrofagim, kdezto u zdravych pacienti je to 20 az 30 %. Makrofagy do
synovie vede smrt bunék, na kterou jsou velice citlive. Jejich mnozstvi v zanétlivé synovii
je dale podporovano neustalym ptisunem cirkulujicich monocyta. Ty se v synovii nasledné
diferencuji ve zralé makrofagy. Hlavni mysSlenkou Vossenaara bylo to, Ze potencialni pii-
tomnost citrulinovaného vimentinu v revmatoidni synovii z néj déla mozny cil anti-Sa pro-
tilatek. Diky technikdm imunoblottingu a imunoprecipitace, dokazal prokazat, ze citrulini-
zace je dulezita pro schopnost vimentinu chovat se jako antigen pro protilatky anti-Sa a pro-

kazal tak, Ze citrulinovany vimentin je vskutku antigen Sa. (30)
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3.4.2 Vznik mutovaného citrulinovaného vimentinu
I ptes vysokou specificnost antigenu Sa, prevalence anti-Sa protilatek byla piilis

nizka na to, aby se mohla vyuzit pro diagnostiku revmatoidni artritidy. Tym védct v poptedi
s Bangem proto zac¢aly zkoumat, jak probiha exprese vimentinu v synovii pii patologickych
podminkach, aby zjistily, zda se zde nenachazi dalsi modifikace vimentinu, ktera by ovliv-
nila jeho antigenicitu. Za uziti hmotnostni spektrometrie purifikovaného vimentinu z lid-
skych fibroblastil synovialni tekutiny pacientt s revmatoidni artritidou, byly identifikovany
mutace v DNA pro vimentin, ve kterych byl glycin vyménén za arginin. Byla zji§téna zvy-
Sena reaktivita protilatek obsazenych v sérech pacient s revmatoidni artritidou proti muto-
vanému citrulinovanému vimentinu oproti klasickému citrulinovanému vimentinu. Zjistily

tedy, Ze mutace vimentinu je nezavislym spoustééem antigenich vlastnosti.

Diky tomuto zjisténi, Bang a kol. pouzili in vitro citrulinovany rekombinantni lidsky
vimentin (MCV) jako antigen v ELISA testech pro kvantitativni vyhodnoceni 1gG izotypu
autoprotilatky proti anti-MCV v séru nebo plazmé. (30)

3.4.3 Diagnosticka schopnost anti-MCV
Existuje mnoho studii, které se zabyvaly diagnostickou schopnosti anti-MCV pfi rev-

matoidni artritidé. Musime si ale uvédomit, Ze pfesnost testu zalezi na urcitych faktorech,
ze kterych je vyznamny vybér pacientt a kontrolnich vzorku. Zdravi jedinci v kontrolni sku-
piné urcuji specifi¢nost testu. Z nemocnych jedincti potom ziskavame senzitivitu testu, ktera
se mize ménit v zavislosti na tom, v jaké fazi onemocnéni se pacient nachazi. Skute¢né
diagnostické vlastnosti testu ziskdme v ptipad¢, kdy test provedeme na populaci lidi, ktefi
ptichazi do klinické praxe s artritidou nebo jinou zanétlivou artropatii. V zavislosti na studii
se specificnost testu pohybuje od 79 do 98 %. V testech, kde se jako kontrolni skupina vyu-

zivaji zdravi jedinci, byla specifi¢nost testu pro anti-MCV pies 95 %. (30)

Vétsina studii porovnavajici anti-MCV a anti-CCP zjistila, Ze anti-MCV miva o tro-
chu vétsi senzitivitu, zatimco specifi¢nost miva vyssi anti-CCP. Senzitivita testll anti-MCV
a anti-CCP vétsinou ale neni vySsi nez ta RF, kterd je klasickym serologickym markerem
revmatoidni artritidy. Studie tohoto serologického markeru ale poukézaly na to, Ze anti-
MCV by mohlo mit vyznam v brzkych stadiich revmatoidni artritidy, kdy je pacient sérone-
gativni v ostatnich serologickych markerech. Anti-MCV ma4 senzitivitu u seronegativnich
pacientl s revmatoidni artritidou 43,8 %, coz je lepsi vysledek, nez u anti-CCP, které ma
senzitivitu 30 %. Ukazuje se tedy, Ze test stanoveni anti-MCV ma pravé diagnosticky vy-

znam u pacientt s revmatoidni artritidou seronegativnich v RF a anti-CCP. (30)
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Stanoveni kombinace anti-MCV s anti-CCP se ukazala jako nejefektivnéj$i metoda
pfi diagnostice ¢asné revmatoidni artritidy. Pfitomnost jakéhokoliv z té€chto dvou serologic-

kych markerti ma senzitivitu 81,2 % se specifi¢nosti v piipadé piitomnosti obou dvou auto-

protilatek 97,8 %. (30)

3.4.4 Prediktivni hodnota anti-MCV protilatek v ¢asné fazi RA
Jelikoz pocatecni faze revmatoidni artritidy, jinych zanétlivych artritid nebo systé-

movych zanétlivych onemocnéni maji velice podobné pocéatecni piiznaky, diferencialni dia-
gnostika je v tomto obdobi velice slozita. Proto moznost predikce rozvoje revmatoidni artri-
tidy pomoci serologickych markert je zvlasté v pocatku tohoto onemocnéni dulezita. Bylo
prokazéano, ze pfi screeningu sér pacientll pied rozvojem onemocnéni miizeme stanovit pii-
tomnost anti-CCP az 14 let pted klinickou manifestaci revmatoidni artritidy, zatimco anti-
MCV mize byt stanovitelna maximalné 10 let pfed pocatkem nemoci. Anti-MCV maé srov-
natelné silnou prediktivni schopnost jako anti-CCP k identifikaci pacientii s nediferencova-

nou zanétlivou artritidou, které se rozvinou do revmatoidni artritidy v budoucnu. (30)

3.4.5 Asociace anti-MCV s aktivitou onemocnéni
Kromé schopnosti rozliSeni revmatoidni artritidy od jinych onemocnéni v ¢asném

stadiu, by idedalni serologickym marker mél dokazat i rozlisit pacienty, u kterych je potieba
zadit s agresivni 1é6¢bou. Cast studii nenasly zadnou korelaci mezi hodnotami anti-MCV
a aktivitou onemocnéni, ale vétsina néjakou korelaci odhalila. Ty ukazuji Ze anti-MCV od-
razi aktivitu onemocnéni a je v tomto sméru lep§im serologickym markerem nez anti-CCP.

(30)

Existuje také korelace mezi radiologickou progresi onemocnéni a hodnotami anti-
MCV. Sice je tato autoprotilatka silnym indikatorem radiologické progrese, jeho prediktivni

schopnost ale neni leps$i, nez ta anti-CCP autoprotilatky. (30)

3.4.6 Anti-MCYV pfi jinych onemocnéni
Studie dedikované na diagnostickou ptesnost anti-MCV pii diagnostice revmatoidni

artritidy poukazali na to, Ze jsou tyto autoprotilatky ¢astéji pfitomné u pacienti s nemocemi
podobné revmatoidni artritidé, na rozdil od anti-CCP. Frekvence pozitivity anti-MCV u ne-
mocnych se systematickym lupusem erythematosus je kolem 21,6 %, zatimco u anti-CCP
déla asi 9 %. Pii primarnim Sjogrenovo syndromu bylo anti-MCV pozitivnich u 16 %,
kdezto anti-CCP bylo pozitivni u 5 % pacientu. (30)
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PRAKTICKA CAST

4 CIiL AUKOLY PRACE

4.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem této bakalatské prace bylo provést zavedeni nové metody anti-MCV ELISA
od vyrobce ORGENTEC Diagnostika GmbH. Pro splnéni tohoto cile bylo tieba vypocitat
ekonomické naklady na provedeni metody a zjistit jeji linearitu. Nasledné bylo tfeba metodu

validovat a verifikovat.

4.2 Dildi cile

1. Ovéfit analytické vlastnosti metody.

2. Provést ekonomickou rozvahu metody anti-MCV ELISA od vyrobce ORGENTEC Dia-
gnostika GmbH, s porovnanim diagnostické sady nakoupené od MyBioSource (Cata-
log # MBS268942)

3. Provest klinické porovnani metody s jinymi uzivanymi k diagnostice revmatoidni artri-
tidy.
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5 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

e Je opakovatelnost metody anti-MCV ELISA vhodna pro klinické uziti?

e Je mezilehla pfesnost metody anti-MCV ELISA vhodna pro klinické uziti?
e Je metoda anti-MCV ELISA schopna odhalit pacienta s RA?

e Je linearita metody anti-MCV ELISA vhodna pro klinické uziti?

e Vyplati se laboratofi z ekonomického hlediska vyuzivat metodu anti-MCV ELISA

Vv praxi?

e Jaky je minimalni pocet vzorka v sérii, které se laboratofi z finan¢niho hlediska vyplati

provadét?

e Nebylo by vyhodnégjsi v laboratofi vyuZivat jinou diagnostickou sadu, nez tu od vy-

robce ORGENTEC?

e Je specificnost a senzitivita markeru anti-MCV lepsi nez ta ostatnich serologickych

markeru?

o Jaka je korelace anti-MCV s ostatnimi serologickymi markery revmatoidni artritidy?
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CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

5.1 Ovéreni analytickych vlastnosti metody
K zjisténi mezilehlé presnosti a opakovatelnosti metody byla potieba pozitivni kon-
trola z diagnosticke sady anti-MCV ELISA od vyrobce ORGENTEC Diagnostika GmbH.

Mainz, Germany.

5.2 Ekonomicka rozvaha

Pro vypocet ekonomické rozvahy byla vyuZzita cena diagnostické sady anti-MCV
ELISA od vyrobce ORGENTEC Diagnostika GmbH. Mainz, Germany nakoupena z webu
Asco-med s.r.o.. Tuto diagnostickou sadu, ktera je vyuzivana v Ustavu imunologie a alergo-
logie FN Plzen, jsem porovnala s diagnostickou sadou o podobné cenég, dostupnou z webu
MyBioSource (Catalog # MBS268942).

K vypoc¢tu dale bylo potieba zjistit bodovou hodnotu pro tento zdravotnicky vykon.

5.3 Porovnani anti-MCV s jinymi serologickymi markery

Pro zjisténi korelace mezi metodou anti-MCV a jinymi serologickymi markery, sta-
novovanymi pii revmatoidni artritidé byla vyuzita anonymizovana data z Ustavu imunologie
a alergologie Fakultni nemocnice v Plzni. Tato data byla ziskdna exportem z laboratorniho
informac¢niho systému z obdobi 3. 1. 2022 az 23. 8. 2022 pro metody anti-CCP, RF, RF-IgG,
RF-IgA, RF-1gM a anti-MCV. Pro muj kol byly dulezité jen vysledky vzorkda, kterym byly
stanoveny koncentrace vSech zminénych serologickych markerd. Tomuto pozadavku odpo-
vidalo celkem 217 vzorkt z toho 52 vzorki bylo od pacientd s diagnézou revmatoidni artri-

tidy.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Metoda anti-MCV ORG 548 od ORGENTEC Diagnostika GmbH

Jedna se o ELISA test, ktery slouZzi k in vitro kvantitativnimu stanoveni IgG tiidy

protilatek proti mutovanemu citrulinovanému vimentinu, ve vzorcich sér nebo plazmy.

6.1.1 Princip testu
Mikrotitrac¢ni desticka je potazena Cisténym antigenem MCV. Toto stanoveni je za-

loZzeno na nepiimé imunofluorescenéni reakci navazaného enzymu. V pozitivnich vzorcich
jsou protilatky, které se navdZzou na antigen vazany na povrchu jamky. V tomto misté se
vytvoii komplex antigenu s protilatkou. Po probéhlé inkubaci se promyje reakéni jamka
k odstranéni nenavazanych a nespecificky vazanych slozek. Nasledn¢ se ptfida enzymaticky
konjugat, ktery se vaze na imobilizovany komplex antigenu s protilatkou. Po inkubaci do-
chazi znovu k promyti jamky a odstranéni nenavazaného konjugatu. Poté se piida enzyma-
ticky substrat. V pribéhu inkubace dojde k hydrolyze a vzniku zbarveni. Nakonec se piida
kyselina, ktera reakci zastavi a vytvoii se finalni Zluty produkt. Koncentrace komplexu an-
tigenu s protilatkou je dana intenzitou Zlutého zbarveni, kterou lze fotometricky zméfit pii

vinové délce 450 nm.

6.1.2 Soucasti diagnostické sady
e Mikrotitracni desticka potazena ¢iSt€énym antigenem

Kalibratory A az F o vzrustajici koncentraci
e Pozitivni a negativni kontrola

e Vzorkovy pufr

e Enzymovy konjugat

e TMB substratovy roztok

e Ukoncovaci roztok

Promyvaci pufr

6.1.3 Laboratorni pomiicky poti‘ebné k provedeni metody
e Reader — ¢tecka mikrotitracnich desticek, ktera je schopna méfeni pii 450 nm

e Software schopny redukce dat
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e Vicekanalovy davkovac nebo pipeta pro opakované davkovani 100 pl
e \ortex mixer

e Mikropipety s jednorazovymi $pi¢kami na 10 ul, 100 ul a 1000 pl

e Laboratorni stopky

e Destilovana ¢i deionizovana voda

e  Odméry vélec na 100 ml a 1000 ml

Plastova nadoba ke skladovani promyvaciho roztoku

Metodu lze automatizovat na otevienych automatickych pfistrojich ELISA. Ve Fa-

kultni nemoci v Plzni se na oddéleni Imunologie a Alergologie vyuziva piistroj DS2.

6.1.4 Vzorky
K provedeni metody je tieba vyuzit sérum nebo plazmu. Krevni vzorky je nutné ode-

birat podle platnych pfedpist a je tfeba s nimi zachazet jako s infekénim materialem. Pro
ziskani séra je nejprve potieba krev nechat srazit a nasledné odstredit. Neméla by se vyuzivat
hemolyticka, ikterick4 nebo lipemicka séra. Vzorky se mohou skladovat pii 2 az 8 °C az
5 dni. Pfi delSim skladovani se vzorky rozd€li na alikvotni Casti a skladuji se pii -20 °C.
Je tieba se vyhnout opakovanému rozmrazovani a zmrazovani vzorku, jelikoZ to miiZze vést

ke ztraté aktivity autoprotilatek.

6.1.5 Priprava roztoki a vzorki
e Promyvaci pufr se musi nafedit padesatkrat destilovanou nebo deionizovanou vo-

dou na celkovy objem 1 1.
e Vzorkovy pufr o objemu 20 ml je tieba nafedit pétkrat na celkovy objem 100 ml.

e Vzorky pacientil je nutné pred pouzitim fedit v poméru 1:100. K tomuto poméru
dojdeme smichanim 990 ul ptediedéného vzorkového pufru s 10 ul vzorku séra

nebo plazmy.

e Kontrolni vzorky a kalibratory neni tfeba fedit.
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6.1.6 Postup stanoveni
Je tfeba si pfipravit dostatek jamek mikrotitracni desticky pro vSechny kontrolni a fe-

déné vzorky.

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)
8)

9)

Napipetovani 100 ul kalibra¢nich roztoka (A, B, C, D, E, F), kontrol (pozitivni

a negativni) a vzorkl pacientl do jamek mikrotitrani desticky.
Inkubace 30 minut pii pokojové teploté (20 az 28 °C).

Promyti jamek mikrotitra¢ni desti¢ky tiikrat pomoci 300 pl promyvaciho roz-
toku.

Napipetovani 100 ul enzymového konjugatu do jamek mikrotitra¢ni desticky.
Inkubace 15 minut pii pokojové teploté (20 az 28 °C).

Promyti jamek mikrotitra¢ni desti¢ky tiikrat pomoci 300 ul promyvaciho roz-
toku.

Napipetovani 100 ul TMB substratu do jamek mikrotitra¢ni desticky.
Inkubace 15 minut pii pokojové teploté (20 az 28 °C).

Napipetovani 100 ul ukonéovaciho roztoku do jamek mikrotitra¢ni desticky.

10) Inkubace 5 minut pfi pokojové teploté (20 az 28 °C).

11) Odecteni optické density pii vinové délce 450 nm a vypocteni vysledkt. Vznikla

barva je stabilni minimalné po dobu 30 minut.
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Tabulka 1: Priklad pipetovaciho schématu

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12

A A | Vzl

B B | Vz2

C C |Vz3

D D

E E

F | F

G | C+

H C-

Zdroj: ORG 548 Anti-MCV (32)

Legenda:
A B CD,EF Kalibratory
C+,C- Kontroly
Vzl, Vz2, Vz3... Vzorky

6.1.7 Validace testu
Test je platny pouze v piipadé, Ze opticka densita pii vinové délce 450 nm pro ka-

libratory a kontroly odpovida koncentraénim rozsahlim hodnot, dodané k diagnostické sadé.
V piipadé, ze by néktera z koncentraci nebyla v uvedeném rozsahu, test neni platny a je
nutné stanoveni opakovat.

6.1.8 Vlastnosti testu

Rozsah méieni: 0 az 1000 U/ml

Limit detekce: 1 U/ml

Cut-off hodnota: 20 U/ml.

Negativni vysledek: pod 20 U/ml

Pozitivni vysledek: nad 20 U/ml (32)
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6.2 Analytické vlastnosti metody

6.2.1 Opakovatelnost
Pro ovéteni opakovatelnosti metody bylo potieba provést stanoveni jednoho vzorku

0 zndmé koncentraci osmkrat za sebou. Stanovovanym vzorkem byla pozitivni kontrola z di-
agnostické sady ORG 548 Anti-MCV o koncentraci 200 U/ml.

Ridila jsem se postupem, ktery jsem popsala v kapitole 6.1.6 Postup stanoveni.
V prvnim bodé jsem po napipetovani kalibra¢nich a kontrolnich roztokd na misto vzorku
pipetovala do nasledujicich osmi jamek mikrotitraéni desticky pozitivni kontrolu. Nasledné

jsem pokracovala podle postupu beze zmény.

Pomoci ¢te¢ky mikrotitracnich desti¢ek jsem odecetla optickou densitu v jamkéch.
Vysledna data jsem si zapsala do tabulky a spocitala jsem pozadované udaje pro ovéfeni

opakovatelnosti metody.

6.2.2 Mezilehla presnost
Pro zji$téni mezilehlé piesnosti metody bylo potieba vzdy jednou za 14 dnti stanovit

koncentraci jednoho stejného vzorku. Toto stanoveni jsem musela provést celkem desetkrat.
Stanovovanym vzorkem byla pozitivni kontrola z diagnostické sady ORG 548 Anti-MCV
0 koncentraci 200 U/ml.

Zjisténi koncentrace kazdého vzorku bylo provedeno podle postupu metody, popsa-
nym v kapitole 6.1.6 Postup stanoveni. V prvnim bod¢ jsem po napipetovani kalibra¢nich
a kontrolnich roztokl vyuZila uz jen jednu jamku pro zjisténi koncentrace pozitivni kontroly.

Nasledné¢ jsem jiZ postupovala podle postupu beze zmény.

Pomoci ¢tecky mikrotitracnich desti¢ek jsem dale odecetla optickou densitu v jam-
kach. Vysledna data jsem si zapsala do tabulky a spocitala jsem pozadované tidaje pro oveé-

feni mezilehlé presnosti metody.

6.2.3 Schopnost metody odhalit pozitivni vzorek
K zjisténi schopnosti metody odhalit pozitivni vzorek je potfeba mit k dispozici

vzorky od lidi s nemoci a bez této nemoci. Nasledné je tieba spocitat, v kolika procentech
byla tato diagnosticka sada schopné vyjit pozitivné u vzorkll od nemocnych lidi a u kolika
vzorkl od zdravych lidi vysla naopak faleSné pozitivni. Toto stanoveni bylo provedeno po-
moci dvanacti pacientskych vzorka s potvrzenou diagnézou revmatoidni artritidy a deseti

vzorky od pacientli bez této diagnozy.
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Ridila jsem se postupem, ktery jsem popsala v kapitole 6.1.6 Postup stanoveni.
Vzorky pacientii bylo nejprve tieba pted pouzitim fedit v poméru 1:100. K tomuto poméru
jsem dosla smichanim 990 ul piediedéného vzorkového pufru s 10 ul vzorku séra nebo
plazmy. Podle postupu, jsem nasledné napipetovala do mikrotitra¢ni desticky kromé kalib-
raénich a kontrolnich roztoka také 12 vzorkt od pacientt s RA a 10 vzorkt negativnich. Poté

jsem jiz postupovala podle postupu beze zmény.

Pomoci ¢teCky mikrotitraénich desti¢ek jsem nakonec odecetla optickou densitu
v jamkéach. Vysledna data jsem si zapsala do tabulky a zjistila jsem, zda je metoda schopnéa
odhalit pacienty s revmatoidni artritidou. Tyto vysledky jsem porovnala s daty udavané vy-

robcem této diagnosticke sady.

6.2.4 Linearita metody
Linearitu metody jsem ovéfila tak, Ze jsem vzorek pacienta obsahujici vysokou hla-

dinu anti-MCYV sériové ziedila Pro ovéfeni dynamického rozsahu metody.

Pro stanoveni linearity jsem vyuzila vysoce pozitivni vzorek, ktery jsem musela sé-
riov¢ fedit, od fedéni 1:100 (toto fedéni jsem vytvotila smichanim 990 pul prediedéného vzor-
kového pufru s 10 ul vzorku), az do 1:12800. Timto mi tedy vzniklo osm roztoku s riznym
fedénim. Dale jsem postupovala podle postupu, ktery jsem popsala v kapitole 6.1.6 Postup
stanoveni. V prvnim kroku jsem do mikrotitracni desti¢ky napipetovala 100 pl kalibra¢nich
a kontrolnich roztoka. Poté jsem do nasledujicich osmi jamek napipetovala pfedem piipra-

vené roztoky o rtiizném fedéni. Dalsi postup byl jiz beze zmény.

Pomoci ¢teCky mikrotitracnich desticek jsem nakonec odecetla optickou densitu
v jamkach. Vysledna data jsem si zapsala do tabulky, z které jsem zjistila, zda je metoda

linearni.

6.3 Vypocet ekonomické rozvahy

Vypocet ekonomické rozvahy metody jsem provedla pro diagnostickou sadu anti-
MCV ELISA od vyrobce ORGENTEC Diagnostika GmbH, ktera je vyuzivana v laboratofi
Ustavu imunologie a alergologie FN Plzeti. Dale jsem provedla vypoget i pro jinou diagnos-
tickou sadu ke stanoveni anti-MCV z webu MyBioSource (Catalog # MBS268942). Tyto

dv¢ sady jsem porovnala z ekonomického hlediska.
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Vypocet jsem provedla v tabulkovém softwaru Microsoft Excel. V ekonomickém
zhodnoceni bylo tfeba zohlednit i cenu za stanoveni standardd a kalibratord, které je nutné

udé€lat s kazdou sérii vzorku.

6.4 Klinické porovnani metody anti-MCV s jinymi serologickymi
markery
Z dat, které mi byly poskytnuty Ustavem imunologie a alergologie FN Plzefi jsem
vybrala pouze ty, které byly stanoveny ve vSech potiebnych metodach, tedy metodami anti-
CCP, RF, RF-1gG, RF-IgA, RF-IgM a anti-MCV. Zjistila jsem, ktefi z téchto pacientd trpi
chorobou RA a ktefi ne. Diky tomu jsem byla schopna vypoc¢itat klinickou senzitivitu a spe-

cifi¢nost v§ech zminénych serologickych markert.

Jako posledni jsem vytvorila grafy korelaci mezi anti-MCV a jednotlivymi serolo-
gickymi markery v tabulkovém softwaru Microsoft Excel. Diky témto grafiim jsem roz-

hodla, do jaké miry anti-MCV koreluje s ostatnimi stanovovanymi serologickymi markery.
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

7.1 Analytické vlastnosti metody

7.1.1 Mezilehla piesnost
Vzorek: pozitivni kontrola z ORG 548 Anti-MCV

Ocekavana hodnota: 200 U/ml

Tabulka 2: Koncentrace roztoku pozitivni kontroly v case

Vzorek Den: ¢ [U/ml]
1 1. 243,32
2 14. 227,39
3 28. 265,241
4 42. 225,451
5 56. 243,854
6 70. 222,033
7 84. 240,942
8 98. 220,707
9 112. 247,541

10 126. 193,851

Zdroj: Vlastni

Tabulka 3: Parametry mezilehlé presnosti

AM: 233,03
SD: 19,52
CV: 8,4 %
bias: 16,50 %
n: 10

Utot 16,70 %

Zdroj: Vlastni

Celkova povolena analyticka chyba Uit je do 18 %. Metoda tedy vyhovuje svoji me-

zilehlou piesnosti.

7.1.2 Opakovatelnost
Vzorek: pozitivni kontrola z ORG 548 Anti-MCV

Ocekavana hodnota: 200 U/ml
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Tabulka 4: Koncentrace roztoku pri testovini opakovatelnosti

Vzorek

c [U/mi]

1

207,794

189,597

206,939

211,668

201,375

220,446

211,876

ONOO|BW|IN

199,609

Zdroj: Vlastni

Tabulka 5: Parametry opakovatelnosti

AM: 206,16
SD: 9,34
CV: 4,5 %
bias: 3,1%
n: 8
Utot 3,50 %

Zdroj: Vlastni

Celkové povolend analytické chyba Ut je do 18 %. Metoda tedy vyhovuje svoji opa-
kovatelnosti.

7.1.3 Schopnost metody odhalit pozitivni vysledek

Tabulka 6: Schopnost metody odhalit pozitivni vysledek

. Vysledek | Ocek. hodn.
Studované populace n n poz. [%] [%]
Revmatoidni artritida 12 10 83,3 81,2
negativni 10 0 0,0 0,4

Zdroj: Vlastni

Ocekavané hodnoty dané piibalovym letdkem metody ORG 548 Anti-MCV

ORGENTEC Diagnostika GmbH odpovidaji vlastnim vysledkiim stanoveni.
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7.1.4 Linearita metody

Tabulka 7:Linearita metody

Redéni Ocekavana hodnota Zjisténa hodnota P/O %
1:100 1342,0 1340 100,1
1:200 671,0 669 100,3
1:400 3355 338 99,3
1:800 167,8 165 101,7
1:1600 83,9 83,1 101,0
1:3200 41,9 40,6 103,2
1:6400 21,0 22,1 95,0

1:12800 10,5 11,6 90,5

Zdroj: Vlastni
Ocekavané hodnoty odpovidaji hodnotdm zjisténym. Metoda je tedy linearni.
7.2 Ekonomicka rozvaha

7.2.1 Diagnosticka sada ORG 548 Anti-MCV
Tato diagnosticka sada byla nakoupena pies web Asco-med s.r.0..

Kaod stanoveni: 91567

Bodové ohodnoceni: 313 bodl
Hodnota jednoho bodu je kolem 1 K¢&
Cena diagnostické sady: 9 529 K¢

Pocet moZznych stanoveni v jedné sadé: 96

Na kazdé stanoveni je potfeba:

Kalibra¢ni kiivka: 6 testu

Kontroly: 2 testy

Cena jednoho testu: 99,26 K¢
Cena za provedeni metody u roztokii na kalibrac¢ni kiivku a kontroly: 794,08 K¢&

Vydelek za vySetteny pacientsky vzorek: 313,00 K¢
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Tabulka 8: Ekonomické naklady za stanoveni urcitého poctu vzorkii

Pocet stanovo- | Cenazastano- | Vydglek zasta- | Cisty vydélek | Cisty vyde-
vanych vzorki: veni [K¢] noveni [K¢] [K&] ekicena za sta-
noveni
1 893,34 313,00 -580,34 -0,65
2 992,60 626,00 -366,60 0,37
3 1 091,36 939,00 -152,86 0,14
4 1191,13 1 252,00 60,88 0,05
5 1290,39 1 565,00 274,61 0,21
6 1 389,65 1878,00 488,35 0,35
7 1488,91 2 191,00 702,09 0,47
8 1588,17 2 504,00 915,83 0,58
9 1 687,43 2 817,00 1129,57 0,67
10 1 786,69 3 130,00 1343,31 0,75
11 1.885,95 3 443,00 1557,05 0,83
12 198521 3 756,00 1770,79 0,89
13 2 084,47 4 069,00 1 984,53 0,95
14 2 183,73 4 382,00 2 198,27 1,01
15 2 282,99 4 695,00 2 412,01 1,06
16 2 382,25 5 008,00 2 625,75 1,10
17 2 481,51 5 321,00 2 839,49 1,14
18 2 580,77 5 634,00 3 053,23 1,18
19 2 680,03 5 947,00 3 266,97 1,22
20 2 779,29 6 260,00 3 480,71 1,25

Zdroj: Vlastni

V tabulce ¢. 8 jsem spocitala naklady a vydélek laboratote pti stanoveni urcité¢ho

poctu vzorku. Pti vypoctu bylo tieba zohlednit potfebu stanoveni kalibra¢nich roztokd a kon-

trol, které je tfeba provést pfi stanovovani série vzorkl o ur¢itém poctu.

Z vypoctu jsem zjistila, Ze kdyby se provadéla stanoveni pouze jednoho az ti vzorkl

Vv sérii, laboratof by pouze prodélavala penize. AZ od stanoveni 4 vzorkil najednou laboratot

vydéla 60,88 K&. Cim vice vzorki se stanovi v sérii, tim je to pro laboratof vynosn&jsi.

7.2.2 Diagnostické sada od MyBioSource (Catalog # MBS268942)
Jedna se o kvantitativni sendviCovou metodu, jejiz vysledky se udavaji v ng/ml (na-

misto U/ml, jak je tomu v piedchozi metod¢). Jedna se 0 RUO (Research Use Only) metodu.

Kaod stanoveni: 91567

Bodové ohodnoceni: 313 bodu

53




Hodnota jednoho bodu je kolem 1 K¢
Cena diagnostické sady: 9 122,22 K¢ ($405 pievedeno na K¢ ke dni 1. 1. 2023)

Pocet moznych stanoveni v jedné sad¢: 96

Na kazdé stanoveni je potfeba:

Kalibra¢ni kiivka: 8 testl

Kontroly: 0 testy

Pozn.: Kontrola je soucasti kalibra¢ni kiivky, kdy se fedi standardni roztok. V prvni jamce
bude netedény standard a do dalsich jamek se fedi k vytvoteni kalibra¢ni kiivky. V 8. jamce

se nach&zi standartni roztok o koncentraci 0 ng/ml

Cena jednoho testu: 95,02 K¢
Cena za provedeni metody u roztokt na kalibra¢ni kiivku a kontroly: 760,19 K¢

Vydélek za vySetieny pacientsky vzorek: 313,00 K&

Tabulka 9: Ekonomické naklady za stanoveni urcitého poctu vzorkii

Pocet stanovo- | Cenazastano- | Vydélek zasta- | Cisty vydélek | Cisty vyde-
, . A R 9 ek/cena za sta-
vanych vzork: veni [K¢] noveni [K¢] [K¢] noveni
1 855,21 313,00 -542,21 -0,63
2 950,23 626,00 -324,23 -0,34
3 1 045,25 939,00 -106,25 -0,10
4 1 140,28 1 252,00 111,72 0,10
5 1 235,30 1 565,00 329,70 0,27
6 1 330,32 1 878,00 547,68 0,41
7 1425,35 2 191,00 765,65 0,54
8 1 520,37 2 504,00 983,63 0,65
9 1 615,39 2 817,00 1201,61 0,74
10 1710,42 3 130,00 1419,58 0,83
11 1 805,44 3 443,00 1 637,56 0,91
12 1 900,46 3 756,00 1 855,54 0,98
13 1 995,49 4 069,00 207351 1,04
14 2 090,51 4 382,00 2291,49 1,10
15 2 185,53 4 695,00 2 509,47 1,15
16 2 280,56 5 008,00 2 727,45 1,20
17 2 375,58 5321,00 2 945,42 1,24
18 2 470,60 5 634,00 3163,40 1,28
19 2 565,62 5947,00 3 381,38 1,32
20 2 660,65 6 260,00 3 599,35 1,35

Zdroj: Vlastni
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V porovnani s piedchozi diagnostickou sadou je vyuzivani této diagnostické sady
ekonomicky vyhodnéjsi, nez vyuzivani ORG 548 Anti-MCV. Pfi provadéni metody dia-
gnostickou sadou od MyBioSource laboratoi také za¢ne vydé€lavat od 4. vzorku. Vydélek je
pii vyuziti této diagnostické sady 111,72 K¢, tedy presné o 50,85 K¢& vys§i nez pii vyuziti
sady prvni. Pii odecteni ¢istych vydelka prvni diagnostické sady od ¢istého vydélku dia-
gnosticke sady druhé jsem zjistila, ze vyuzivanim druhé diagnostické sady by laboratof vy-

d¢lala na kazdy stanoveny vzorek 0 4,24 K¢ vice nez pfi vyuzivani sady prvni.

Jednim z problémii této metody by mohla byt jeji vétsi pracnost, kvili potiebé fedéni

standardu, coz by se mohlo odrazet ve vétsi praci pro laboratorni pracovniky.

7.3 Klinické porovnani metody anti-MCV s jinymi serologickymi

markery

7.3.1 Senzitivita

Tabulka 10:Senzitivita serologickych markeru

anti-CCP RF RF-1gG RF-1gA RF-IgM | anti-MCV
Spravné pozitivni 13 14 12 15 18 19
Fale$né negativni 39 38 40 37 34 33
Senzitivita: 25 % 27 % 23 % 29 % 35 % 37%

Zdroj: Vlastni

Senzitivita serologickych markeri pti vybéru pacientll s riznymi druhy revmatoidni
artritidy (celkem 52 pacientdl) vysla pfilis nizka. V tabulce ¢. 11 jsem tedy vybrala pouze
pacienty se séropozitivni revmatoidni artritidou (celkem 25 pacientl), ¢imZ se senzitivita

vSech serologickych markert zlepsila.

Tabulka 11: Senzitivita serologickych markerii pacientii se séropozitivni revmatoidni artri-
tidou

anti-CCP RF RF-19G RF-1gA RF-IgM | anti-MCV
Spravné pozitivni 12 13 12 15 16 13
Fale$n¢ negativni 13 12 13 10 9 12
Senzitivita: 48 % 52 % 48 % 60 % 64 % 52 %

Zdroj: Vlastni
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7.3.2 Specifi¢nost

Tabulka 12: Specificnost serologickych markeri

anti-CCP RF RF-1gG RF-1gA RF-IgM | anti-MCV
Fale$n¢ pozitivni 11 14 6 17 23 14
Spravné negativni 154 151 159 148 142 151
Specifi¢nost 93 % 92 % 96 % 90 % 86 % 92 %

Zdroj: Vlastni

Specificnost vSech serologickych markert je dostateéné vysoka, aby byly vsechny
metody dostatecné dobie schopny rozlisit zdravé pacienty (tedy pacienty bez nemoci) od

nemocnych (tedy pacient s RA).

7.3.3 Korelace anti-MCV s jinymi serologickymi markery revmatoidni artritidy
Z dat, které jsem obdrzela jsem vybrala a vytvotila tabulku pouze z téch, jejichz

vzorky byly stanovené ve vsech serologickych markerech. Diky této tabulce jsem nasledné

vytvotila grafy korelaci anti-MCV s ostatnimi jednotlivymi serologickymi markery.
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Graf ¢. 1: Korelace mezi anti-MCV a anti-CCP
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Zdroj: Vlastni

Korelace mezi markery anti-MCV a anti-CCP byla nejvy$si v porovnani s jinymi se-

rologickymi markery. R? je 62,92 %, coz uréuje docela vysokou korelaci.

Korelaéni koeficient (r = 0,7932)
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Graf'¢. 2: Korelace mezi anti-MCV a RF

1000.00
900.00
800.00
700.00
600.00

500.00

RF [IU/ml]

400.00
y =0.1078x + 29.922

2 _
300.00 R*=0.0358

200.00
100.00

0.00
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00

anti-MCV [IU/ml]

Zdroj: Vlastni

4

Korelace anti-MCV s RF byla nejnizsi v porovnani s korelacemi anti-MCV s ostat-
nimi serologickymi markery. Korelace téchto markert je pouze 3,58 %. Anti-MCV a RF

spolu témét vibec nekoreluji.

Korelaéni koeficient (r = 0,1892)
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Graf ¢. 3: Korelace mezi anti-MCV a RF-1gG
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Zdroj: Vlastni

Korelace anti-MCV a RF tfidy IgG ma taktéz nizkou korelaci, pouhych 4,77 %. Tyto

serologické markery spolu taktéz viibec nekoreluji.

Korela¢ni koeficient (r = 0,2184)
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Graf ¢. 4: Korelace mezi anti-MCV a RF-1gA
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Zdroj: Vlastni

Korelace anti-MCV a serologického markeru RF-IgA je taktéz nizka s pouhymi

5,08 %. Tyto markery spolu témét nekoreluji.

Korela¢ni koeficient (r = 0,2254)
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Graf ¢. 5: Korelace mezi anti-MCV a RF-1gM
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Korelace anti-MCV a RF-IgM je nejvyssi korelaci v porovnani s ostatnimi tfidami
revmatoidnich faktorii. Korelace mezi témito serologickymi markery je 23,83 %. I tak je ale

korelace téchto markerti pomérné slaba.

Korelaéni koeficient (r = 0,4882)
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DISKUZE
Provéfila jsem diagnostickou sadu anti-MCV ELISA od vyrobce ORGENTEC Dia-

gnostika GmbH. Mainz, Germany, pro jeji zavedeni do béhu v klinické laboratofi.

Provedla jsem stanoveni opakovatelnosti metody a mezilehlé piesnosti. Zjistila jsem,

ze metoda v téchto vlastnostech vyhovuje a je tudiz vhodna pro uziti v klinické laboratofi.

Metoda vyhovuje i v linearité a schopnosti rozeznat nemocné pacienty. Vysledky
méfeni odpovidaji vysledkim v ptibalovému letaku metody anti-MCV ELISA od vyrobce
ORGENTEC. (32)

Vypoctem ekonomické rozvahy bylo zjiSténo, ze by laboratot prodélavala, kdyby
provadéla stanoveni méné nez 4 vzorkt v sérii. Pfi stanoveni pfesné 4 vzorki v sérii labora-
tot dosahuje Cistého zisku ve vysi 60,88 K&. Z vypoctu vyplyva, ze ¢im vice vzorkl laboratof
udéla v jedné sérii, tim vyssi bude celkovy zisk. Laboratot by si méla sama urcit, od kolika

vzorki je pro ni ekonomicky vyhodné stanoveni provadét.

Pfi porovnani diagnostické sady Anti-MCV ELISA od vyrobce ORGENTEC a té
z webu MyBioSource s catalog # MBS268942, jsem zjistila, Ze vyuzivanim této druhé dia-
gnosticke sady by laboratof pti stanoveni 4 vzorkll v porovnani s prvni metodou vydélala
pouze 0 50,84 K¢ vice. Pti vyuziti diagnostické sady z MyBioSource by laboratof na kazdém
provedeném vzorku vydélala o 4,24 K¢ vic neZ pfi vyuZiti diagnostické sady od vyrobce
ORGENTEC. Nicméng, je tfeba brat v tivahu, Ze diagnosticka sada z webu MyBioSource
vyZzaduje fedéni standardniho roztoku, a tedy vyssi pracovni zatiZeni laboratornich pracov-
nik. PiestozZe je dostupnych mnoho raznych diagnostickych sad na stanoveni autoprotilatky
anti-MCV, pri prostudovani riznych studii z celého svéta jsem dosla k zaveéru, ze témér ni-
kdo nevyuziva jinou diagnostickou sadu nez tu, kterou nabizi ORGENTEC. (24; 25; 26; 31,
33; 34; 35; 36)

Pii vypoctu senzitivit serologickych markert pro vSechny typy RA (z 52 vzorki)
jsem pozorovala pomérné nizké senzitivity, které vysly nasledovné: anti-CCP (25 %), RF
(27 %), RF-19G (23 %), RF-IgA (29 %), RF-IgM (35 %) a anti-MCV (37 %). Pokud jsem
vSak vybrala pouze vysledky vzorku s diagndzou séropozitivni revmatoidni artritidy
(25 vzorki), senzitivita vSech markert se zvysila. Anti-CCP mélo senzitivitu 48 %, RF
52 %, RF-1gG 48 %, RF-1gA 60 %, RF-IgM 64 % a anti-MCV 52 %. Pii srovnani s ostat-

nimi serologickymi markery méla metoda anti-MCV v prvnim piipad€ nejvyssi senzitivitu.
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Nicméné pii vybéru vzorki s diagndzou séropozitivni revmatoidni artritidy, senzitivita anti-
MCV v porovnani s ostatnimi markery jiZz neni nejvyssi. V tomto pfipadé ma RF stejnou

senzitivitu a RF-IgA a RF-IgM maji vyssi.

Specifi¢nosti Serologickych markerti vySly bezpochyby 1épe nez senzitivity. Vy-
sledné hodnoty specifi¢nosti serologickych markera byly nasledujici: anti-CCP (93 %), RF
(92 %), RF-1gG (96 %), RF-IgA (90 %), RF-1gM (86 %) a anti-MCV (92 %). Pti srovnani
specificnosti anti-MCV s ostatnimi serologickymi markery se ukazalo, ze anti-MCV je az

tieti v pofadi spoleéné s RF za markery RF-1gG a anti-CCP, kter¢ vykazuji lepsi specifi¢nost.

Pti porovnavani vysledki je dulezité vzit v ivahu, Ze pacienti, u kterych jsou testo-
vany tyto serologické markery, jsou lidé s revmatickymi potizemi, ktefi pravé ¢asto z tohoto
duvodu navstivili revmatologickou ordinaci ve FN Plzen. Kvuli tomu je populace zdravych
pacientu pro stanoveni specifi¢nosti metod ze vzorka, které nejsou od pacientti s RA ale od
lidi s jinou diagndzou. Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, u nékterych infekenich a ji-
nych autoimunitnich onemocnéni mohou vychazet tyto serologické markery pozitivné. Dia-
gnodzy, které byly uvedené u vysledkt stanoveni nemusi vzdy odpovidat realité. Pro potvr-
zeni RA je potieba védét, zda ma pacient tyto markery zvysené. Pokud l1ékai v ndvaznosti

na vysledky z laboratofe nediagnostikoval pacientovi RA se zpétné jiz nemohu dozveédét.

Pfi porovnani senzitivity a specifi¢nosti anti-MCV v mé bakalaiské praci s hodno-
tami udavanymi piibalovym letakem (32), ktery je soucasti diagnostické sady, se specific-
nost piili§ neliSila (specifi¢nost udavana vyrobcem: 98 %). Opak ale nastal u senzitivity,
kterou vyrobce udava o 29,2 % vyssi nez ta, ktera vysla v této bakalaiské praci vypoctem za
vyuziti pouze vzorku s diagnozou séropozitivni revmatoidni artritidy (senzitivita udavana
vyrobcem: 81,2 %). Vyrobce miize vybirat populaéni skupiny tak, aby dosahl uspokojivych

vysledkil, coz mize vysvétlovat pozorované rozdily mezi metodami.

Pii porovnavani vysledkt v mé bakalaiské praci se studii od Song a kol. (33), (ktefi
provadéli porovnani stejnych markerti az na RF) jsem zjistila, Ze rozdily ve specifi¢nostech
se lisily vzdy jen o 2 az 4 %. Senzitivity v mé bakalarské praci se v porovnani se senzitivi-
tami ve studii lisily vyznamngji. Anti-MCV i anti-CCP maji ve studii stejnou hodnotu
89,6 %, coz je v porovnani s mymi vysledky u anti-MCV o 37,6 % vyssi a u anti-CCP
0 41,6 %. Senzitivity RF ve tiidach IgM (ve studii senzitivita 43,0 %) a IgA (ve studii sen-
zitivita 29,0 %) se pfrili$ neliSily od hodnot senzitivit v mé bakalaiské praci, ktera vyuzivala

vétsi soubor 52 vzorkt. Na rozdil od toho se senzitivita RF-IgM ve studii (77,1 %) zase
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ptiblizuje vice k vysledku mé senzitivity, vyuZivajici uzsi soubor 25 vzorkl pacientt se sé-
ropozitivni RA. Studie dospéla k zavéru, ze anti-MCV a anti-CCP maji lepsi senzitivity
a specifi¢nosti nez RF v ruznych tiidach Ig a jsou srovnatelné mezi sebou. Toto tvrzeni se

vSak v me praci nepotvrdilo.

Dalsi studie, se kterou jsem porovnala své vysledky je od Al-Shukaili a kol. (34).
V této studii vySetfovali senzitivitu a specificnost anti-MCV, anti-CCP a RF. Ve studii vysli
taktéz podobné specifi¢nosti jako v mé bakalaiské praci. Senzitivity jsou anti-MCV (72 %),
anti-CCP (52 %) a RF (57 %). Zde m¢lo anti-MCV vyznamné vy$$i senzitivitu, oproti ostat-
nim stanovovanym markerum. V porovnani s mymi vysledky jsou senzitivity anti-CCP a RF
o pouhych 4 a 5 % niz$i, zatimco senzitivita anti-MCV je ve studii vyssi o 20 %. Autofi
studie Al-Shukaili a kol. tedy dospéli k zavéru, ze anti-MCV ma véEtsi senzitivitu neZ anti-

CCP. To se bohuzel neshoduje s vysledky této bakalaiské prace.

V dalsi ¢asti mé bakalatské prace jsem se zabyvala korelaci mezi anti-MCV a ostat-
nimi serologickymi markery. Korelaéni koeficienty se ¢asto v porovnani mezi riznymi stu-
zpisobeno vybérem rtiznych populaénich skupin nebo vyuzivanim riznych diagnostickych
sad. Dalsim diivodem miiZe byt to, Ze n¢které studie vybiraji rizné populacni skupiny, které
k zjisténi svych korelaci vyuzily. Vzorkem v této bakalaiské préci jsou lidé nemocni i zdravi,
ruzného véku i pohlavi. Nicméné korelace, které jsem vypocitala v mé bakalaiské praci, se

obecné nachdzeji v priméru zminovanych studii.

Nejcasteji zkoumanou korelaci ve védeckych studiich je vétSinou ta mezi serologic-
kymi markery anti-MCV a anti-CCP. Korela¢ni koeficient, ktery jsem ziskala z mych dat
byl 0,7932, coz je o néco nizsi korelace nez v ptipadé studie od Eldina a kol. (35), jejichz
korela¢ni koeficient u pacient s RA byla 0,842 (s ¢asnou RA byla 0,840). Naopak hodnoty
ze studie Shazly a kol. (36) se od piedeslych hodnot i mych vysledkti docela 1isi, s pomérné
nizkym korela¢nim koeficientem 0,49. Dalsi studie podporujici vysoky korelaéni koeficient
je ze studie od Tawfik a kol. (37), podporuje existenci vysokého korela¢niho koeficientu.
Jejichz korelace byla 0,6. Korelacni koeficient ve védecké studii od Song a kol. vysel 0,596
(33). Z vysledk mé bakalarské prace a jinych studii vyplyva, Ze korelace mezi anti-MCV
a anti-CCP je stfedné pozitivni. Pfi zvySeni jednoho markeru je tedy pravdépodobnost, Ze

bude zvyseny i ten druhy. I tak tato korelace neni zcela dokonala.
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V mé bakalaiské praci jsem dale vypocitala korela¢ni koeficient mezi anti-MCV
dobn¢ je na tom vysledek ze studie od Kim a kol. (38) jejichz korelace je dokonce nizsi a to
pouhych 0,023 u pacienti s RA. V ptipad¢ studii od Tawfik a kol. (37) vysel korela¢ni koe-
ficient mezi témito markery vyssi nez v této bakalarské praci, a to 0,3. Z vysledku vyplyva,
ze korelace mezi anti-MCV a RF je velmi nizka a tato korelace neni zcela dokonala. To

podporuji i vysledky jinych studii.

Korelace mezi anti-MCV a RF-IgG vykazuje velmi nizkou hodnotu, pouhych
0,2184. Nicmén¢ jsem nenalezla referenéni zdroj, ktery zjistoval korela¢ni koeficient mezi

témito dvéma serologickymi markery.

Déle korelace mezi anti-MCV a RF-IgA vysla pouze 0,2254. Tento vysledek se vSak
neshoduje s jedinou nalezenou referen¢ni studii od Nass a kol. (39), kterd zjistila vyssi ko-
relacni koeficient mezi témito markery, a to 0,41. Pfi zhodnoceni mého vysledku a vysledku

zminéné studie lze fici, Ze anti-MCV a RF-1gG spolu také nekoreluji.

Korela¢ni koeficient mezi anti-MCV a RF-IgM doséahl hodnoty 0,4882. Tento kore-
laéni koeficient je vyssi neZ v referen¢ni studii od Nass a kol. (39), ve které dosahly korelace
0,38. Zaroven je muj korela¢ni koeficient nizsi, nez ten ve studii od Eldin a kol. (35), ve
které vysel korelac¢ni koeficient 0,667 u pacientd S RA a 0,846 u pacienti s casnou RA. Po-
sledni korela¢ni koeficient ve védecké studii od Song a kol. vysel 0,301 (33) coz je znovu
niz8i nez v mych vysledcich. Celkové lze tedy fici, ze mezi anti-MCV a RF-IgM je slaba

pozitivni korelace, jak naznacuji vysledky mé bakalafské prace i zminéné studie.

Nejvyznamnéjsi korelaci mezi sebou maji anti-MCV a anti-CCP. To je podporovano
i vysledky z jinych studii. Tyto dva markery pravdépodobné vykazuji takto silnou korelaci

kvuli tomu, Ze oba patii do skupiny autoprotilatek ACPA a jsou si v urc¢ité mife podobné.
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ZAVER
V bakalatské praci jsem se zaméfovala na revmatoidni artritidu, serologické markery
stanovované pii tomto onemocnéni, a hlavné postupy provadénymi v laboratofi pfi zavedeni

metody anti-MCV do bézného provozu imunologické laboratoie.

V Gvodu teoretické Casti jsem popsala autoimunitni onemocnéni, a faktory jejich
vzniku. Nasledné jsem se zaméfila konkrétné na revmatoidni artritidu. Popsala jsem vznik
onemocnéni, klinické pfiznaky a mozZnosti terapie. Nakonec jsem popsala jednotlivé serolo-
gické markery, stanovované o potvrzeni diagnézy tohoto onemocnéni, tedy RF, anti-CCP
a anti-MCV.

Provedla jsem validaci a verifikaci metody, pti které jsem zjistila, Ze metoda vyho-
vuje pozadavkiim pro uziti v laboratofi. Z ekonomickeho hlediska se vyplati vyuzivat dia-
gnostickou sadu od vyrobce ORGENTEC. Az pii testovani ¢tyf a vice vzorki nebude labo-
ratof na jejich stanoveni prodélavat penize. Metodu by laboratot méla provadét s co mozna

nejveétsim mnozstvim vzorka v sérii.

Pfi porovnani senzitivit a specifi¢nosti metod anti-MCV s RF, RF-1gG, RF-IgA, RF-
IgM a anti-CCP mi vysledky nepoukazovali na to, Ze by bylo anti-MCV vyhodngjsi stano-
vovat nez anti-CCP nebo RF. Tento fakt, ale nepodporuji referen¢ni studie, se kterymi jsem

vysledky porovnavala.

Pfi porovnani jednotlivych korelaci mezi anti-MCV a ostatnimi serologickymi mar-
kery jsem dosla k zavéru, ze anti-MCV nejvice koreluje s anti-CCP, zatimco RF a RF v rtz-

nych ttidach Ig koreluje pouze méné nebo vibec.

Jednim z problému bakalaiské prace byl nedostatek vzorku, stanovovanych ve vSech
potiebnych serologickych markerech, obzvlasté pak u pacientt, ktefi jiz maji diagnostiko-
vanou revmatoidni artritidu. Lékati u téchto osob malokdy vyzaduji stanoveni vsech serolo-
gickych markert, které jsem potifebovala pro tuto praci. Pro lepsi zhodnoceni senzitivit
a specifi¢nosti metod k jejich porovnani, a ndsledné i zhodnoceni korelaci by to vyzadovalo
vétsi spolupraci s 1ékafem, a tedy provadéni stanoveni vSech potiebnych serologickych mar-

ker( u pacientii, obzvlasté téch, s revmatoidni artritidou.
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zékladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro vnéjéi vztahy a spolupraci s IékaFskou fakultou
FN Plzen udéluji souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledk( laboratornich metod,
v&etn& porovnani dvou metod, pouzivanych v Ustavu imunologie a alergologie (UIA) FN Pizeri. Tento souhlas
je vydavan, pfi splnéni nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovanim Vasi bakalafské prace s na-
zvem ,Stanoveni protilatky anti-MCV, zavedeni nové metody”. Provadéni ekonomické kalkulace Vam vsak

dovoleno neni.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vrchni sestra UIA souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. VaS$e Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic FN Plzen,

ochrany dat pacientt a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setfeni bude provedeno za
dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na platnost zakona ¢. 372/2011 Sh., o
zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani, v platném znéni.
. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, které budou uvedeny ve Vasi bakalafské praci, musi
byt zcela anonymizovéany.
Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené odborné praxe na UIA a pod pfimym
vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vlas, odborny pracov-
nik v laboratornich metodéch UIA FN Pizer.

Po zpracovani Vami zjisténych tdajl poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i organizaénimu celku FN
Plzen zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a budete se aktivné
podilet na pfipadné prezentaci vysledk( Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich pofadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikG s Vami spolupracovat, pokud by spoluprace
s Vami narusovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace zaméstnanct FN Plzer na Vasem

Setfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspéchi pfi studiu.
Mgr. Bc. Svétluse Chabrova
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