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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

-przeciwciata przeciwko B,-glikoproteinie I

-przeciwciata antykardiolipinowe

-aktywna forma biatka C (activated protein C)

-przeciwciata antyfosfolipidowe (antiphospholipid antibodies)

-zespot antyfosfolipidowy (antiphospholipid syndrome)

-czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji

-B,-glikoproteina I

-czas protrombinowy ze znacznym rozcienczeniem tromboplastyny

-czas krzepnigcia aktywowany jadem zmii Russela (DV'V test)

-test normalizacji czasu DVV po dodaniu nadmiaru fosfolipidéw
(DVYV confirm)

-metoda immunoenzymatyczna (enzyme linked immunosorbent assay)

-srédblonkowy receptor dla biatka C (endothelial cell protein C
receptor)

-mysie, humanizowane przeciwciala monoklonalne przeciwko ludzkiej
B> _glikoproteinie |

-antykoagulant toczniowy (lupus anticoagulant)

-inhibitor aktywatora plazminogenu -1

-pierwotny zespot antyfosfolipidowy (primary antiphospholipid
syndrome)

-czas protrombinowy

-czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji, o wysokiej wrazliwos$ci
na LA

-metoda radioimmunoenzymatyczna

-wtérny zespot antyfosfolipidowy (secondary antiphospholipid
syndrome)

-toczen rumieniowaty uktadowy (systemic lupus erythematosus)

-zespo6t toczniopodobny (lupus-like syndrome)
-czas neutralizacji fosfolipidami ptytek krwi w formie heksagonalnej
-inhibitor czynnika tkankowego (tissue factor pathway inhibitor)

-odczyn kitowy nieswoisty (veneral disease research laboratory test)



23H9 -mysie przeciwciata monoklonalne o wtasnosciach antykoagulantu
toczniowego, zaleznego od [,-glikoproteiny I
28F4 -mysie przeciwciata monoklonalne o wlasno$ciach antykoagulantu

toczniowego, zaleznego od protrombiny



1.WSTEP

Przeciwciata antyfosfoplipidowe (aPL) stanowia zréznicowana, niejednorodna grupg
immunoglobulin. Skierowane sa one przeciwko biatkom zwigzanym w kompleksy z
fosfolipidami (gléwnie ujemnie natadowanymi). Najwazniejsze z nich to B,-glikoproteina I
(B2-GPI) oraz protrombina. Poniewaz fosfolipidy sa niezbgdne dla proceséw hemostazy,
autoprzeciwciata te interferuja z procesami krzepnigcia krwi, sprzyjajac powstawaniu
zakrzepicy.

Wspdtistnienie przeciwcial antyfosfolipidowych z charakterystycznymi dla ich
obecno$ci objawami klinicznymi to kryteria pozwalajace na rozpoznanie zespolu
antyfosfolipidowego, uwazanego obecnie za jedna z najczgstszych  chorob
autoimmunologicznych na $wiecie.

Zespot antyfosfolipidowy najczegsciej wystepuje u chorych z toczniem rumieniowatym
uktadowym (wtérny zespot antyfosfolipidowy), ale rozpoznawany jest takze u oséb bez cech
innej choroby autoimmunologicznej (pierwotny zespot antyfosfolipidowy).

Przeciwciala antyfosfolipidowe wykrywa si¢ dwiema niezaleznymi metodami:
koagulometryczna (antykoagulant toczniowy) 1 immunoenzymatyczna (np. przeciwciala

przeciwko kardiolipinie, czy B,-glikoproteinie).



1.1. Rys historyczny.

Pierwszym odkrytym przeciwcialem z grupy antyfosfolipidowych byla tzw. reagina,
opisana przez A.Wassermana w 1906 roku, u chorych zakazonych kretkiem kily'. Antygenem
stosowanym do jej wykrywania w tescie VDRL (veneral disease research laboratory test) byt
alkoholowy wyciag z serca wolu nazwany przez Pangborna kardiolipina®. Okazato si¢ jednak,
ze testy te nie sa swoiste dla kily, a falszywie dodatnie odczyny pojawiaty si¢ szczegolnie
czesto u chorych z toczniem rumieniowatym uktadowym (systemiec lupus erythematosus -
SLE).

W 1952 roku Conley i Hartman stwierdzili u dwoch oséb cierpiacych na SLE
przedtuzenie czaséw krzepnigcia osocza, zwiazane z obecno$cia krazacego antykoagulantu,
ktory blokowat fosfolipidy aktywujace krzepnigcie osocza in vitro®. Po 11 latach Bowie i
wspotpracownicy odkryli, ze wystepowanie krazacego antykoagulantu paradoksalnie wiaze
si¢ ze zwigkszong czestoscia wystgpowania powiklan zakrzepowo-zatorowych4. W 1972 roku
Feinstein 1 Rappaport nazwali t¢ grupg przeciwcial antykoagulantem toczniowym (lupus
anticoagulant — LA)’.

W 1983 roku E.N. Harris stosujac metodg radioimmunoenzymatyczna (RIA) odkryt
przeciwciata przeciwko kardiolipinie (aCL), a nastgpnie, po uptywie zaledwie dwoch lat,
opracowal metode imunoenzymatyczna (ELISA) wykorzystywana do dnia dzisiejszego®.

To takze Harris w 1987 roku wprowadzit definicje zespolu antyfosfolipidowego
(antiphospholipid syndrom — APS). Charakteryzuje go wspotwystepowanie przeciwciat
antyfosfolipidowych z objawami zakrzepicy zylnej lub tgtniczej, a u kobiet powiktan
potozniczych, gléwnie w postaci nawykowych poronien oraz przedwczesnych porodow’.

Przelom w badaniach nad przeciwcialami antyfosfolipidowymi to rok 1990, kiedy to
trzy niezalezne grupy badaczy odkryly niezbedny do wiazania si¢ przeciwcial

antykardiolipinowych z kardiolipina biatkowy kofaktor — B,-glikoproteine I (B,GPI), **1°.



W rok pdzniej wykazano, ze takze protrombina moze by¢ podobnie dziatajacym
kofaktorem.''. Podobna role moga takze odgrywa¢ migdzy innymi: biatko C, biatko S,
aneksyna V, trombomodulina, wysoko lub niskoczasteczkowy kininogen, czynnik XI,
inhibitor czynnika tkankowego (TFPI, tissue factor pathway inhibitor), kompleks aktywnego

czynnika VII z czynnikiem VII (VIIa/VIIT)'> 1% 14 1516,

1.1.1. Bialkowe kofaktory przeciwcial antyfosfolipidowych: fB,-glikoproteina I

i protrombina.

1.1.1.1. B,-glikoproteina I (B,GPI, apolipoproteina H).

B2GPI, po raz pierwszy opisana przez Schulza w 1961 roku, jest syntetyzowana przede
wszystkim w watrobie, a w mniejszych ilo§ciach przez komorki $rédbtonka i lozyska.
Wystepuje w osoczu w stezeniu okoto 150 pg/ml. Biatko o masie 44 kD posiada cztery
boczne tancuchy wodorowegglanowe, ktore stanowia okoto 15% catkowitej masy czasteczki
biatka. Czasteczke tworzy pojedynczy tancuch polipeptydowy (326 aminokwasow), ktory
sktada si¢ z pigciu struktur - domen (tzw. “sushi domain’). Kazda domena sktada si¢ z 60
aminokwaséw (domeny od I do IV) z wyjatkiem domeny V, ktora sklada si¢ z 82
aminokwasoéw 1 zawiera dodatkowe czasteczki cysteiny, ktore nadaja jej wlasciwosci
hydrofobowe. Stad domena ta staje si¢ miejscem wigzania ,GPI do ujemnie natadowanych

fosfolipidow'’. Wiazanie B,GPI z fosfolipidami nie wymaga obecnosci jondw wapnia.
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Rys.1 Czasteczka B,GPI A. schemat struktury molekularnej B.GPI; B. obraz czasteczki

B2GPI z mikroskopu elektronowego; C. obraz domeny V z mikroskopu elektronowego.

Potencjalny wptyw B,GPI na zjawiska hemostazy zwiazany jest m.in. z hamowaniem
aktywacji wewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia'®, aktywacja protrombinazy'®, zalezna od

ADP agregacja ptytek”” oraz hamowaniem uktadu biatka C*'.

1.1.1.2. Protrombina

Protrombina jest syntetyzowana w watrobie z udzialem witaminy K. Czasteczka
protrombiny jest pojedynczym tancuchem glikoproteinowym o masie 72 kD, sktadajacym si¢
z 579 aminokwasow. W osoczu krazy w postaci nieczynnego zymogenu, w st¢zeniu okoto 1,5
umol/l.

Jest prekursorem trombiny, kluczowego enzymu w tworzeniu skrzepu poprzez

przeksztalcenie czasteczki fibrynogenu w monomery fibryny, aktywacje czynnika XIII,
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stabilizujacego skrzep, oraz dzialanie nasilajace wlasna produkcje w wyniku aktywacji
czynnika V i VIII. Trombina aktywuje takze antykoagulacyjny uktad biatka C.

Epitopy rozpoznawane przez autoprzeciwciala skierowane przeciwko protrombinie nie
zostaly jeszcze w peini scharakteryzowane. Opisano mechanizmy wiazania tych przeciwciat
do pretrombiny, Fy.» i fragmentu 1?* *. Puurunen opisata epitopy dla przeciwcial przeciwko

protrombinie usytuowane pomigdzy aminokwasami 210-229, na kringlu 2**.

1.2. Rola fosfolipidow w procesach hemostazy.

Fosfolipidy to lipidy zbudowane z glicerolu, dwéch tancuchéw kwasu thuszczowego i
fosforylowanego alkoholu (np. choliny, seryny, inozytolu lub etanolaminy). Wystgpuja one
we wszystkich blonach biologicznych, asymetrycznie rozmieszczone po obu jej stronach, co
jest niezbedne do prawidlowego funkcjonowania komorek. Po stronie zewngtrznej najczgsciej
wystepuja  fosfolipidy obojetne (np. fosfatydylocholina), a ujemnie natadowane
(fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol, kwas fosfatydowy) znajduja si¢ po wewngtrznej

stronie blony *> ¢

. Kardiolipina, powszechnie wykorzystywana w testach in vitro do
diagnostyki przeciwcial antyfosfolipidowych, nie wystgpuje w btonach komdrkowych lecz w
wewngtrznej btonie mitochondrialnej. Tak wigc nie jest ona prawdopodobnie prawdziwym
antygenem dla przeciwciatl antyfosfolipidowych, a jedynie reaguje krzyzowo z wigkszo$cia
przeciweciat skierowanych przeciwko ujemnie natadowanym fosfolipidom®”.

Fosfolipidy wspoluczestnicza w wielu reakcjach procesu hemostazy, wchodza m.in. w
sktad kompleksu protrombinazy, oraz jako kofaktor czynnika VIIla i IXa w kompleksie
tenazy. Potgguja takze aktywacj¢ czynnika X przez czynnik VIla. Podczas aktywacji komorek
ujemnie natadowane fosfolipidy ukazuja si¢ po stronie zewngtrznej (tzw. ruch ,,flip-flop”), co

zapoczatkowuje wiele procesow, zachodzacych na ich powierzchni. Odstonigcie

fosfatydyloseryny w plytkach krwi powoduje przylaczenie si¢ do niej kompleksu
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protrombinazy, co prowadzi do generacji trombiny®*. Przemieszczenie i odstoniecie
fosfolipidow na komorkach $rodbtonka umozliwia natomiast aktywacje uktadu biatka C,
hamujacego procesy krzepnigcia krwi. Sa one takze niezbedne dla rozwinigcia pelnego
dziatania inhibitora czynnika tkankowego (TFPI).

Udowodniono takze, ze erytrocyty wykazujace na swojej powierzchni obecno$é
fosfatydyloseryny maja zdolno$¢ inicjowania alternatywnej drogi aktywacji uktadu
dopetniacza. Erytrocyty te, traktowane juz jako uszkodzone, sa rozpoznawane przez fagocyty

i wychwytywane przez $ledziong™.

1.3. Rodzaje przeciwcial przeciwfosfolipidowych.
Przeciwciata przeciwfosfolipidowe to heterogenna grupa immunoglobulin (IgG, IgM,

% oraz inne choroby

IgA) wystepujaca u okolo jednej trzeciej chorych na SLE
autoimmunologiczne -  gléwnie = maloptytkowos¢  samoistng,  niedokrwisto$¢
autoimmunohemolityczna, rzadziej inne’'.

Moga wystepowac jako alloprzeciwciata lub autoprzeciwciata™.

Alloprzeciwciata, czyli tzw. prawdziwe przeciwciala przeciwfosfolipidowe
(skierowane przeciw fosfolipidom), nie wymagaja biatkowych kofaktorow i nie wiaza si¢ ani
ze zjawiskiem antykoagulantu toczniowego, ani z ryzykiem zakrzepicy>. Pojawieniu sie tych
przeciwcial moga sprzyja¢ infekcje bakteryjne, wirusowe, a nawet pasozytnicze (Tabela 1)**.
Moga towarzyszy¢ takze schorzeniom hematologicznym i nowotworowym, np. rakowi pluca,

prostaty, chloniakom nieziarniczym lub biataczce wiochatokomorkowej™ a takze byé

indukowane przyjmowaniem niektérych lekéw (chloropromazyny, prokainamidu)®.
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Tabela I. Infekcje, ktorym towarzysza przeciwciata przeciwfosfolipidowe.

Infekcje Adenowirusy, CMV, EBR, Hepatitis C, HIV, wirus rézyczki, parwowirus
wirusowe B19, wirus ospy

Infekcje gruzlica, Salmonella, trad, goraczka Q krwotoczna, zakazenia
bakteryjne Staphylococcami i Streptococcami, leptospiroza, kita

Infekcje malaria, toksoplazmoza, choroba Kala-Azar

pasozytnicze

Autoprzeciwciala, spotykane w chorobach tkanki lacznej, odpowiadaja za zjawisko
antykoagulantu toczniowego, falszywie dodatniego odczynu kilowego oraz zwiazane sa
ryzykiem powiktan zakrzepowych. Skierowane sa przeciwko kompleksom biatek i
fosfolipidow .

Przypuszcza sig, ze istnieja predyspozycje genetyczne do wytwarzania przeciwcial
przeciwfosfolipidowych. Moze to mie¢ zwiazek z antygenami uktadu HLA (np. DR 53, DR

4)*7,

1.4. Etiologia i mechanizm prozakrzepowego dzialania przeciwcial
przeciwfosfolipidowych.

Brak jednoznacznej odpowiedzi jakie sa przyczyny powstawania przeciwcial
przeciwfosfolipidowych. Najbardziej prawdopodobna wydaje si¢ by¢ hipoteza Arnouta z
1996 roku. Ujemnie natadowane fosfolipidy, przede wszystkim fosfatydyloseryna, znajduja
si¢ po wewngtrznej stronie btony komorkowej, pojawiajq si¢ na jej powierzchni w trakcie
aktywacji lub uszkodzenia komorki a takze podczas apoptozy. Do fosfolipidow tych
wykazuje powinowactwo f-glikoproteina I, ktéra wiazac si¢ z nimi zmienia swoja

konformacjg, a tak powstaly kompleks w okreslonych warunkach moze zapoczatkowac
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reakcj¢ autoimmunologiczna 1 pojawienie si¢ skierowanych przeciwko niemu
autoprzeciwcial’®.

Etiopatogeneza prozakrzepowego dziatania przeciwciatl przeciwfosfolipidowych in
vivo pozostaje wciaz niewyjasniona. Istnieje kilka hipotez, ktoére probuja wyjasni¢ ten
mechanizm, aczkolwiek zadna z nich nie daje peinej odpowiedzi.

Jedna z nich dotyczy hamowania antykoagulacyjnego uktadu biatka C.

Biatko C to endogenny inhibitor krzepnigcia syntetyzowany w watrobie w sposob
zalezny od witaminy K. Jego kofaktorem jest biatko S (réwniez produkowane w watrobie w
sposob zalezny od witaminy K), ktore wielokrotnie zwigksza aktywnos$¢ biatka C. W sktad
uktadu antykoagulacyjnego biatka C wchodza takze: trombomodulina (biatko receptorowe
srédblonka naczyniowego dla trombiny) i $rédblonkowy receptor dla biatka C (EPCR,
endothelial cell protein C receptor). Aktywna forma biatka C (APC, activated protein C)
powstaje na powierzchni ujemnie natadowanych fosfolipidow, a sygnatem do rozpoczgcia tej
reakcji jest wigzanie trombiny z trombomoduling. Przeciwzakrzepowe dziatanie APC polega
na inaktywacji i degradacji aktywnych czynnikéw V i VIII. APC inaktywuje takze inhibitor
aktywatora  plazminogenu  (PAI-1). Przeciwciata  antyfosfolipidowe  blokuja
fosfatydyloetanolaming, niezbgedna dla inaktywacji aktywnego czynnika Va przez
aktywowane biatko C. Stad by¢ moze zjawisko nabytej opornosci na dziatanie aktywnego

biatka C, spotykane u ludzi z obecnymi przeciwciatami antyfosfolipidowymi™.
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Nieaktywny

PAI-1

przepfyw krwi APC

Nieaktywne
Villa i Va

Trombomodulina

=~ Trombina

Fosfolipidy btonowe

Fosfolipidy btonowe

Rysunek 2. Schemat antykoagulacyjnego dziatania uktadu biatka C (PC - biatko C; APC -
aktywne biatko C; PS - biatko S; PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu; Va, VIlla, Xa —

aktywne formy czynnikéw krzepnigeia V, VIII 1 X).

Wplyw aPL na uktad biatka C moze tez tlumaczy¢ tzw. paradoks trombiny. Ot6z
trombina w niewielkich st¢zeniach jest przede wszystkim aktywatorem biatka C, natomiast jej
dziatanie prokoagulacyjne w tym zakresie stgzen jest niewielkie. Blokowanie tej minimalne;j
generacji trombiny przez aPA powodowatoby obnizenie aktywacji biatka C, a wigc
zwigkszone ryzyko powiktan zakrzepowych.

Inna hipoteza dotyczy hamowania antykoagulacyjnego dziatania aneksyny V.

Aneksyna V nalezy do rodziny biatek o wysokim powinowactwie do fosfolipidow w
obecnosci jonow wapnia. Po raz pierwszy zostala wyizolowana z tozyska (stad nazwa
tozyskowy czynnik przeciwkrzepliwy 1, placental anticoagulant-1), a nastgpnie takze z phuc,
watroby i $ledziony®’. W procesach krzepnigcia pelni rolg inhibitora czynnika X, protrombiny
oraz kompleksu czynnika tkankowego z czynnikiem VII*"** %

Rand opisal mechanizm antykoagulacyjnego dziatania aneksyny w zakrzepicy naczyn
lozyska®. Mikrokosmki syncytiotrofoblastu pokryte sa aneksyna V, ktora przylegajac do

powierzchniowych fosfolipidow chroni je przed kontaktem z osoczowymi czynnikami

krzepnigcia. Przeciwciata antyfosfolipidowe, w kompleksach z ich biatkowymi kofaktorami,
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wypieraja aneksyng z jej potaczen z fosfolipidami, uszkadzajac w ten sposodb ochronna
»tarcze aneksynowa”. Mechanizm ten mogltby by¢ przyczyna niepowodzen potozniczych.

Przeciwciata antyfosfolipidowe moga takze uposledzaé procesy fibrynolizy.

Opisano przeciwciala przeciwko tkankowemu aktywatorowi plazminogenu (anty-tPA)
obecne w osoczu pacjentow z zespotem antyfosfolipidowym, a skierowane przeciwko
katalitycznej domenie tego aktywatora, ktére hamuja jego aktywno$¢™.

B,GPI moze takze hamowaé¢ wytwarzanie plazminy. Plazmina powoduje proteoliz¢
czasteczki B,GPI pomigdzy Lys 317 a Thr 318 w domenie V, w wyniku czego traci ona
powinowactwo do fosfolipidéw a nabywa zdolnosci do wiazania si¢ z plazminogenem. To z
kolei moze zmniejsza¢ ilo§é tworzacej si¢ z plazminogenu plazminy™. Guerin wykazat, ze
jednym z czynnikéw przyspieszajacych proteolize B.GPI pod wpltywem plazminy jest
heparyna®’.

W zespole antyfosfolipidowym moga takze powstaé przeciwciala przeciwko TFPI,
obnizajac jego aktywnos¢.

TFPI (inhibitor zewnatrzpochodnego ukladu krzepnigcia — ftissue factor pathway
inhibitor), jest biatkiem osoczowym syntetyzowanym gtownie przez $rodblonek naczyniowy,
watrobg 1 megakariocyty. Czasteczka posiada trzy domeny, ktore zawieraja miejsca wigzace
dla kompleksu TF/VIla, czynnika Xa oraz heparyny. Aktywna posta¢ TFPI (aktywacja
czasteczki nastgpuje po przytaczeniu czynnika Xa) inaktywuje kompleks TF/VIIa.
Salemniak® jako pierwszy zauwazyl u pacjentéow z obecnymi przeciwciatami
antyfosfolipidowymi zwigkszona generacj¢ czynnika Xa i zmniejszone stgzenie TFPIL
Sugerowal on takze, ze aktywnos$¢ przeciwcial anty-TFPI jest konsekwencja obecnos$ci
przeciwcial przeciwko B.GPI. Anty-B,GPI hamuja inhibitorowa aktywno$¢ TFPI poniewaz
kompleksy anty-B,GPI/B,GPI konkuruja z kompleksami TFPI/FXa o miejsca wiazania na

powierzchni fosfolipidow. Tak wigc, zarowno przeciwciata przeciwko TFPI jak i przeciwko
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B>GPI moga wptywaé na obnizenie aktywnosci TFPI. Anty-TFPI, w obecnos$ci ujemnie
natadowanych fosfolipidow, in vitro, zmniejszaja zalezna od TFPI inhibicje¢ czynnika Xa.
Obecnos$¢ wysokich stezen anty-TFPI wydaje si¢ by¢ charakterystyczna dla pacjentow z
obecnymi przeciwciatami antyfosfolipidowymi i bardzo wysokim ryzykiem wystapienia
powiktan klinicznych®.

W patogenezie powiktan zakrzepowych istotne znaczenie przypisuje si¢ dimerycznej
formie B,-glikoproteiny I.

Dimeryczna forma [B,GPI powstaje podczas zwiazania si¢ jej dwu czasteczek
jednoczesnie z dwoma ramionami przeciwciata. Wykazuje ona zwigkszone powinowactwo do
fosfolipidow. W takiej postaci czasteczka B,GPI wiaze si¢ takze z siarczanem heparanu na
powierzchni blony komoérkowej. W wyniku tego na drodze receptorowej moze dochodzi¢ do
aktywacji komorek®. Konsekwencja aktywacji komoérek sérodblonka jest zwigkszona
ekspresja czynnika tkankowego. Przypuszcza sig, ze funkcje takiego receptora dla przeciwciat
antyfosfolipidowych na komérkach $rodblonka mogtaby pehni¢ aneksyna A2

Natomiast z plytkami krwi dimeryczne formy B,GPI wiaza si¢ za posrednictwem
receptora apoER2’ (apolipoprotein E receptor 2°) obecnego na btonie ptytki. Skutkiem jest
zwickszona adhezja ptytek do kolagenu w modelu in vitro **oraz wzrost syntezy tromboksanu
A2 w plytkach w modelu in vivo. Opisywano znacznie podwyzszone wydalanie koncowych
produktéw metabolizmu tromboksanu A2 u chorych z zespotem antyfosfolipidowym™.

Istotng rolg przypisuje si¢ takze mikroczastkom (microparticles) roznych typow.

Mikroczastki to fragmenty blon komorkowych, ktore ulegaja oderwaniu od
aktywowanych lub ulegajacych apoptozie komorek (plytki krwi, komorki $rodblonka,
monocyty oraz granulocyty). Zwigkszong ich ilo$¢ obserwuje si¢ migdzy innymi w stanach
zapalnych oraz pod wplywem czynnika martwicy nowotworéw (TNF-a) 1 stresu

oksydacyjnego.
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Morel w 2004 roku wykazal, ze mikroczastki pochodzenia ptytkowego i leukocytarnego
wiaza si¢ z aktywowanymi komorkami $§rodbtonka za posrednictwem E-selektyny i P-
selektyny. To powoduje lokalny wzrost czynnika tkankowego w osoczu, sprzyjajacy
aktywacji krzepnigcia i tworzeniu si¢ zakrzepu. Mechanizm ten wydaje si¢ by¢ znaczacy w
patogenezie nadkrzepliwosci i zakrzepicy w stanach zapalnych >,

Grupa Ferrary w 2004 roku udowodnita, ze aPL zwigkszaja ekspresj¢ czynnika
tkankowego na komorkach $rodbtonka u pacjentdw z pierwotnym i wtéornym zespotem
antyfosfolipidowym, u ktérych osoczowy poziom czynnika tkankowego jest zazwyczaj
podwyzszony™.

Dignat-George natomiast w swoich badaniach wykazata zwigkszona ilo$é
mikroczastek pochodzenia srodblonkowego w osoczu pacjentéw z PAPS 1 SAPS. Wiazanie
si¢ przeciwciat antyfosfolipidowych z komoérkami $rodbtonka zapoczatkowuje proces jego
aktywacji 1 zwigkszenie ekspresji czynnika tkankowego oraz molekut adhezyjnych, w wyniku
czego nastgpuje zmiana fenotypu srdédblonka z przeciwzakrzepowego na prozakrzepowy. Co
ciekawe zaobserwowano rowniez korelacj¢ pomigdzy stgzeniem mikroczastek w osoczu a
dlugos$cia czasu krzepnigcia aktywowanego jadem zmii Russella, ktory to test wykazuje silna

korelacje z epizodami zakrzepowymi™®.
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1.5. Zespol antyfosfolipidowy (APS) — kryteria rozpoznawania.

Aktualnie obowiazujace kryteria opracowano w 1998 roku w Sapporo, uaktualniono w

2004”7, a opublikowano dopiero w styczniu 2006 roku®.

Tabela II. Kryteria rozpoznawania zespotu antyfosfolipidowego.

Kryterium kliniczne

Kryterium laboratoryjne

1. Zakrzepica
- zylna
- tetnicza
- drobnych naczyn
2. Powiktania potoznicze
- samoistne poronienia do

tygodnia ciazy (> 3)

10

- martwe urodzenia przed 34 tyg.

ciazy (= 1)

1. dodatni LA

2. aCL IgG i (lub) IgM, w stezeniach

$rednich lub wysokich (tj. > 40 GPL* lub MPL*,
lub > 99 percentyla)

3. obecno$¢ ap,GPI IgG i (lub) IgM, w stezeniach

> 99 percentyla

* GPL (IgG), MPL (IgM) — umowne jednostki migdzynarodowe, odpowiadajace st¢zeniu

przeciwciat okoto 1 pg/ml.

W Sydney zaproponowano takze podzial APS na dwa typy (I i II) w oparciu o

rozszerzone kryteria laboratoryjne (tabela III).
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Tabela III. Laboratoryjne kryteria rozpoznawania APS

Typ Kryteria laboratoryjne

I. wigcej niz jedno jakiekolwiek kryterium laboratoryjne
IT a. LA dodatni

II b. aCL (IgG 1/lub IgM), 99 percentyl lub > 40 GPL, MPL
IT c. aP,GPI (IgG i/lub IgM), 99 percentyl

Do rozpoznania APS niezbgdne jest speilnienie co najmniej jednego kryterium
klinicznego i jednego laboratoryjnego. Dodatnie przeciwciata antykardiolipinowe, przeciwko
B2GPI i/lub obecno$¢ antykoagulantu toczniowego powinna by¢ stwierdzona co najmniej
dwukrotnie, w odstgpie nie krotszym niz 12 tygodni. Pomigdzy stwierdzeniem typowych
objawow klinicznych, a wykryciem przeciwcial antyfosfolipidowych nie moze uptynaé

wigcej niz 5 lat.

1.6. Antykoagulant toczniowy (LA).

LA to takze heterogenna grupa przeciwcial posrod przeciwcial antyfosfolipidowych,
wykrywana metodami koagulometrycznymi. Ich powinowactwo do fosfolipidow i
biatkowych kofaktoréw jest rozna. Uwaza sig, ze obecnos¢ LA wiaze si¢ z duzym ryzykiem

wystapienia powiklan zakrzepowych™: ¢,

1.6.1 Mechanizm atykoagulacyjnego dzialania LA in vitro.

Biwalentne przeciwciala o wlasnos$ciach LA, wiazac dwie czasteczki B,GPI znaczaco

zwigkszaja jej powinowactwo do fosfolipidéw (nawet 1000 krotnie), dzigki czemu moga
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konkurowa¢ z czynnikami krzepnigcia o katalityczna powierzchnig fosfolipidowa, opozniajac
reakcje prokoagulacyjne i antykoagulacyjne®' .

Uwaza sig, ze obecno$¢ antykoagulantu toczniowego zaleznego od przeciwcial przeciwko
B,GPI zwiazana jest z wickszym ryzykiem wystapienia powiktan zakrzepowych .

Takze przeciwciala przeciwko protrombinie wykazuja aktywnos$¢ antykoagulantu
toczniowego. Niektore z autoprzeciwcial antyprotrombinowych moga zwigkszaé wiazanie
protrombiny do ujemnie natadowanych fosfolipidéw, poprzez tworzenie biwalentnych
kompleksow ** . W tej postaci moga konkurowa¢ z czynnikami krzepniecia. Ich zwiazek z
powiklaniami zakrzepowymi jest mocno dyskusyjny®® ¢’.

Zaproponowano dwie metody, ktore mogtyby rozrézni¢ LA zalezny od przeciwciat

68 % Simmelink® do wykrywania LA zaleznego od

przeciwko B.GPI i protrombinie
przeciwcial przeciwko B.GPI zaproponowata test APTT z wykorzystaniem réznych st¢zen
kardiolipiny. Dodanie kardiolipiny powoduje skrocenie czasu krzepnigcia w przypadku
obecnosci przeciwcial przeciwko B.GPI. Efektu tego nie obserwuje si¢ jesli LA jest zalezny
od przeciwciat przeciwko protrombinie.

Pengo® natomiast wykazal, ze redukcja stezenia jonow wapnia w tescie dRVVT lub

dPT wydtuza czasy krzepnigcia tylko w przypadku LA zaleznego od af,GPI. Znaczenie

kliniczne takiego laboratoryjnego roznicowania LA nie zostato dotad potwierdzone.

1.6.2. Wykrywanie LA

Materiatem do badania jest ubogoplytkowe osocze cytrynianowe (liczba ptytek
powinna by¢ mniejsza niz 1 x 10'/1), aby uniknaé¢ kontaminacji fosfolipidami ptytek krwi.
Zaleca si¢ wykonanie oznaczen w dniu pobrania krwi (w czasie nie dtuzszym niz dwie
godziny). Jesli nie ma takiej mozliwos$ci osocze winno by¢ szybko zamrozone w temperaturze

-70°C; nalezy unikaé kilkakrotnego zamrazania i rozmrazania badanych probek’ "',

22



Ze wzgledu na trudnosci w prawidlowym rozpoznawaniu obecnosci LA (wyniki
falszywie dodatnie i1 falszywie ujemne) Migdzynarodowy Komitet Standaryzacyjny ISTH
(International Society of Thrombosis and Haemostasis) opracowal wytyczne do oznaczania i
rozpoznawania LA"* 7. Procedura oznaczania LA jest trojetapowa:

I etap - testy przesiewowe (screening tests), wykazanie przedtuzenia co najmniej jednego
czasu krzepnigcia zaleznego od fosfolipidow.

I etap — testy mieszania osocza badanego i osocza kontrolnego (mixing studies), wykluczenie
niedoboru czynnikow krzepnigcia, poprzez uzupetnienie ewentualnego niedoboru czynnika
krzepnigcia.

[T etap — testy potwierdzajace (confirmatory tests), potwierdzenie swoistosci antykoagulantu

wobec fosfolipidow (skrécenie czasu krzepnigcia po dodaniu nadmiaru fosfolipidow).

1.6.3. Kontrola jakoS$ci oznaczania antykoagulantu toczniowego.

Materiaty kontrolne sa niezbedne na kazdym etapie diagnostyki antykoagulantu
toczniowego. Stosowane sa bowiem rézne zestawy odczynnikowe i r6zne metody pomiarowe.
Aktualnie jako kontrole stosowane sa:

e LA-dodatnie i LA-ujemne probki uzyskiwane z osocza pacjentow (przygotowywane
samodzielnie przez laboratoria). Maja one zastosowanie praktycznie tylko dla
laboratorium, ktore przygotuje dane kontrole, ze wzgledu na ogromna zmiennos$¢
miegdzylaboratoryjna.

e komercyjne kontrole, w postaci liofilizatu. Sa przeznaczone tylko do pojedynczych
testow, nie ma wigc mozliwosci kompleksowej oceny diagnostyki LA.

W 1998 roku Arnout i wspdlpracownicy zaproponowali zastosowanie mysich przeciwcial

monoklonalnych przeciwko ludzkiej B,-glikoproteinie I ( 22 F 6 i 22 B 3) oraz protrombinie

(28 F 4) jako ewentualnego materiatu referencyjnego dla oznaczen LA™,
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1.7. Przeciwciala przeciwko kardiolipinie (aCL).

W 1985 roku opracowano 1 wprowadzono do oznaczania aCL metodg
immunoenzymatyczna (ELISA — enzyme linked immunosorbent assay)”. W metodzie tej
wykorzystuje si¢ mikroptytki o malej sile wiazania, a jako antygenu kardiolipiny bydlece;.
Przeciwciata antykardiolipinowe wiaza si¢ z kardioilipina, unieruchomiona na powierzchni
ptytki za posrednictwem [,GPI. Po przylaczeniu si¢ B,GPI do kardiolipiny poprzez domeng
V, biatko to ulega zmianom konformacyjnym i odstonigciu ulega kilka ukrytych epitopow, w
tym epitop G40-R43 na domenie I, umozliwiajac w ten sposéb zwiazanie przeciwcial
antykardiolipinowych. Kiedy czasteczki B,GPI zwiazane z ujemnie natadowanymi
fosfolipidami osiagaja wymagana gesto$¢, przeciwciala moga wiaza¢ po dwie czasteczki
biatka, zwigkszajac w ten sposob wzajemne oddzialywanie pomigdzy utworzonymi
kompleksami a anionowymi fosfolipidami, stabilizujac je76 (Rys.3). Czyli tak naprawdg w

metodzie tej wykrywamy nie aCL a kompleksy aCL z af},GPIL.

Lancuch wodoroweglanowy

B.-GPI 7 Przeciwcialo

Powinowactwo
zalezne od
fosfolipidow Zmiana
ﬂ : konformacyjna

stabilizacja

R

FOSFOLIPIDY

Rysunek 3. Mechanizm wiazania si¢ aPL do B,GPI (wg de Laat, 2006)
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Do czasu opublikowania nowych kryteriow z Sydney w 2006 roku, jedynym
ogolnodostgpnym standardem dla aCL byly standardy Harrisa, produkowane w USA. Sa to,
po osiem dla kazdej klasy, liofilizowane probki o okre§lonym stezeniu przeciwciata, podane
w migdzynarodowych jednostkach GPL (IgG) i MPL (IgM), ktére maja odpowiada¢ stgzeniu
przeciwciat okoto 1pg/ml”’.

Wigkszos¢ laboratoriow pracujacych metodami modyfikowanymi lokalnie (home
made) korzysta ze standardow wilasnych, tzn. surowicy pacjenta o wysokim mianie
przeciwcial w klasie IgG lub IgM.

Roéznorodnos¢ stosowanych standardéw, a takze metod do oznaczania aCL jest
przyczyna ogromnych réznic w ocenie uzyskiwanych wynikow. Czynniki, ktore wptywaja na
duza zmienno$¢ migdzylaboratoryjna w tych metodach to takze:

e pochodzenie, numer serii oraz rozcienczenie kardiolipiny, wykorzystywanej do
optaszczania ptytki

e dobor czynnika blokujacego (albumina ludzka czy zwierzeca)

e wlasciwy dobor buforu ptuczacego (z dodatkiem czy bez detergentu)

e czasy inkubacji na poszczegdlnych etapach procedury

e temperatura przechowywania surowicy pacjentdw oraz sposob jej rozcienczania (tylko
w surowicy bydlgcej czy wzbogaconej albuming i w jakim stosunku)

e sposob kalkulacji wynikéw w oparciu o krzywa kalibracyjna

e ustalenie punktu odcigcia (cut off) dla wartosci dodatnich

W 1999 roku Ichikawa i Hughes zaproponowali wykorzystanie jako referencyjnych

kalibratorow do oznaczania aCL mysich, humanizowanych, monokolnalnych przeciwciat

przeciwko p,GPI: HCAL dla IgG i EY2C9 dla IgM (tzw. ,,standardy Sapporo™)’®.
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Jako materialu kontrolnego (dodatniego oraz ujemnego) wykorzystuje si¢ obecnie
probki surowic pacjentéw o znanym st¢zeniu przeciwcial. Rzadziej jako kontroli uzywa si¢

standardow Harrisa, ze wzgledu na ich bardzo mata powtarzalno$¢ w réznych seriach.

1.8. Przeciwciala przeciwko B,-glikoproteinie I (ap,GPI ).

W 1992 roku, Viared jako pierwszy zauwazyl, ze przeciwciata skierowane przeciwko
B,GPI koreluja z przypadkami zakrzepicy "°. De Laat sugeruje nawet, ze tylko przeciwciata
antyfosfolipidowe o powinowactwie do B,GPI maja zwiazek z zakrzepica™. Kolejne badania
potwierdzaty przydatno$¢ oznaczania af;GPI u pacjentow z klinicznymi objawami zespotu

00818283 i w konsekwencji nowe wytyczne z Sydney uwzglednily

antyfosfolipidowego
obecno$é tych przeciwcial w klasach IgG lub IgM, jako laboratoryjne kryterium APS .
Przeciwciata przeciwko B,GPI oznacza si¢ metoda immunoenzymatyczng (ELISA),
opisana po raz pierwszy przez Arvieux w 1991 roku ®, w ktorej przeciwciata obecne w
surowicy badanej wiaza si¢ z czasteczkami ludzkiej B,GPI unieruchomionymi na powierzchni
ptytki. Wykorzystuje si¢ mikroptytki o duzej sile wiazania, ktére przed oplaszczeniem
napromieniowuje si¢ promieniami gamma. To utlenienie plytki ma indukowaé zmiany
konformacyjne w obr¢bie czasteczki B,GPI, zwigkszajac w ten sposob jej powinowactwo do

przeciwciat. De Laat w swoich badaniach potwierdzit jednak, Ze to powinowactwo, na skutek

braku ujemnie natadowanych fosfolipidow, jest niewielkie (Rys.4) .
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promienio-
wanie y

Mikroptytki ELISA

Rysunek 4. Schemat oznaczania a f,GPI metoda ELISA.

Sanmarco, w 2005 roku, jako pierwsza zwrdcila uwage na pochodzenie gatunkowe
BoGPI, oraz sposob optaszczania, jako ewentualna przyczyng¢ ogromnych rozbieznosci
pomiedzy wynikami uzyskiwanymi w réznych laboratoriach (testy firmowe badz wiasne)*’.

Do 2004 roku praktycznie nie byly dostgpne zadne materiaty kalibracyjne ani
kontrolne dla af},GPI. Wigkszo$¢ laboratoriow oznaczata przeciwciala metodami wtasnymi, a
jako kalibratory stosowano surowice pacjentow o wysokim mianie af,GPI. Takze zestawy
komercyjne cechowata ogromna ro6znorodno$¢ stosowanych kalibratorow. Stad na
Europejskim  Forum dotyczacym przeciwcial antyfosfolipidowych zaproponowano
stosowanie jako kalibratorow referencyjnych humanizowanych przeciwcial monoklonalnych
przeciwko B,GPI*®, wyprodukowanych w Japonii (prof.Koike)’® i udostepnionych
ograniczonej liczbie odbiorcow.

Podobnie jak w przypadku aCL, oprocz wtasciwego doboru B,GPI i kalibratora, szereg
innych czynnikoéw ma znaczacy wptyw na wynik oznaczania af,GPI. Sa to:
e dobor czynnika blokujacego
e wlasciwy dobor buforu ptuczacego (z dodatkiem czy bez detergentu)
e czasy inkubacji na poszczegolnych etapach procedury

e temperatura przechowywania surowicy pacjentow oraz sposob jej rozcienczania
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e sposob kalkulacji wynikow w oparciu o krzywa kalibracyjna

e ustalenie punktu odcigcia (cut off) dla wartosci dodatnich
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2. UZASADNIENIE I CEL BADANIA.

Jef Arnout, w 1998 roku, uzyskal mysie przeciwciala monoklonalne o wtasnosciach
antykoagulantu toczniowego, zaleznego od B,GPI (22F6 i 22B3) oraz protrombiny (28F4) i
zaproponowal wykorzystanie ich jako referencyjnego materiatu kontrolnego w diagnostyce
LA.

W 1999 roku grupa, pod kierownictwem prof. Koike, wyprodukowata z kolei mysie,
humanizowane przeciwciata przeciwko ludzkiej B,GPI (HCAL i EY2C9), i zasugerowala
wykorzystanie ich jako referencyjnych kalibratoréw do oznaczania aCL oraz a ,GPI.

Zgodnie z najnowszymi wytycznymi, opublikowanymi w 2006 roku, przeciwciala
antyfosfolipidowe stanowia kryterium klasyfikacyjne dla APS, jesli sa oznaczone metodami
wystandaryzowanymi, tzn. z wykorzystaniem uznanych kalibratorow tak dla aCL jak i
aP,GPI, a w przypadku LA - zgodnie z zaleceniami Komitetu Standaryzacyjnego ISTH'*"",
Dlatego tez konieczne jest przeprowadzenie wielu badan poréwnawczych, ktore
przyczynilyby si¢ do ujednolicenia metod oznaczen przeciwciat antyfosfolipidowych.

Przedstawiona praca miata na celu:

1. Prébe standaryzacji metod oznaczania przeciwciat antyfosfolipidowych w oparciu o
dostepne kalibratory w formie przeciwciat monoklonalnych.

2. Oceng powtarzalnosci wlasnych metod oznaczania antykoagulantu toczniowego oraz
przeciwcial przeciwko kardiolipinie 1 P,-glikoproteinie I; w obu przypadkach w
klasach IgG 1 IgM.

3. Weryfikacj¢ zmodyfikowanych (2006) kryteriow klasyfikacyjnych zespolu

antyfosfolipidowego w oparciu o wtasny material kliniczny.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Oznaczanie antykoagulantu toczniowego (LA).

Badanie przeprowadzono zgodnie z trdjstopniowa procedura zalecana przez Komitet
Standaryzacji Oznaczef Migdzynarodowego Towarzystwa Krzepniecia Krwi ' 7%,
I etap — testy przesiewowe:

e PT, czas protrombinowy (Thromborel S, Dade Behring, Niemcy; norma: 0,85-1,15
INR)

e aPTT, czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji (Pathromtin SL, Dade Behring,
Niemcy; norma: 28-40 s)

e PTTLA, czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji, o wysokiej wrazliwosci na LA
(Diagnostica Stago, Francja, norma: 24-46 s)

e dPT, czas protrombinowy ze =znacznym rozcienczeniem tromboplastyny (wg
Arnout)”; 50 ul osocza badanego inkubowano z tromboplastyna (Innovin, Dade
Behring, Niemcy) rozcienczona 1:200 w buforze weronalowym Owrena przez 7
minut, w temperaturze 37°C, a nastgpnie dodawano 50 ul chlorku wapniowego
(norma: do 54 s)

e dRVVT, czas krzepnigcia aktywowany jadem zmii Russela (DVV test, American
Diagnostica, USA; norma: 31-46 s).

Przedtuzenie co najmniej jednego czasu krzepnigcia osocza stanowilo podstaweg do
wykonania kolejnego etapu badania.

II etap — testy mieszania osocza badanego i osocza kontrolnego. Aby uzupehi¢ ewentualne
niedobory czynnikéw krzepnigcia osocze badane mieszano z osoczem kontrolnym w stosunku
1:1 i wykonywano te same testy co w pierwszym etapie badania. Catkowita (lub prawie

catkowita) korekcja czasu krzepnigcia $wiadczyta o niedoborze czynnikéw krzepnigcia lub
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interferencji ze strony doustnych antykoagulantéw. Brak skrocenia czasu testu wskazywat na
obecnos$¢ inhibitora krzepnigcia.
[T etap — testy potwierdzajace. Skrocenie przedtuzonego czasu krzepnigcia po dodaniu
nadmiaru fosfolipidow $wiadczy o swoistosci inhibitora wobec fosfolipidow 1 jest
ostatecznym dowodem na obecno$¢ LA. Zastosowano nastgpujace testy potwierdzajace:
e Staclot LA, czas neutralizacji fosfolipidami plytek krwi w formie heksagonalne;j
(Staclot LA, Diagnostica Stago, Francja; norma: ponizej 8 s)
e dRVVT confirm, test normalizacji czasu DVV po dodaniu nadmiaru fosfolipidéw
(DVV confirm, American Diagnostica, USA). Wynik przedstawia si¢ jako stosunek
testu przesiewowego (DVYV test) do testu potwierdzajacego (norma: ponizej 1,3).
Oznaczenia wykonywano na analizatorze Behring Coagulation Timer (BCT, Dade Behring,

Niemcy) oraz na aparacie Fibrintimer (Dade Behring, Niemcy).

3.2. Oznaczanie przeciwcial antykardiolipinowych (aCL).

aCL, w klasie IgG i IgM, oznaczano metoda immunoenzymatyczng (ELISA) opisana
w 1985 roku , w modyfikacji wtasnej’”.

Mikroptytki o $redniej sile wiazania (PolySorp, NUNC, Biokom, Dania) optaszczano
(30 pl/dotek) kardioliping bydleca (Sigma, USA) o stezeniu 50 pg/ml, w 96 % etanolu, i
pozostawiano do odparowania na 18 godzin, w temperaturze 4°C. Nastgpnie ptytki
dwukrotnie ptukano buforem fosforanowym (PBS, pH 7,4) i blokowano poprzez dodanie 150
ul/ dotek 1% albuminy wotowej (BSA-bovine serum albumin, Sigma, USA) rozpuszczonej w
PBS i pozostawiano pod przykryciem na 90 minut w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym
wyptukaniu ptytki roztworem PBS nakladano po 100 pl/dotek surowicy badane;j
rozcienczonej w stosunku 1:50 w 10% surowicy wotowej (NBCS - new born calf serum,

Gibco Life Technologies, Nowa Zelandia) i inkubowano pod przykryciem w temperaturze
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pokojowej przez 150 minut. Po kolejnym trzykrotnym plukaniu roztworem PBS dodawano po
100 pl/dotek kozich przeciwciat przeciwko ludzkim immunoglobulinom G lub M
sprzgzonych z peroksydaza chrzanowa, odpowiednio w rozcienczeniu 1:4000 1 1:3000, (Goat
F(ab’),Anti Human IgG, HRP; Goat F(ab’),Anti Human IgM, HRP; BIOSOURCE, USA) i
pozostawiano pod przykryciem na kolejne 90 minut. Po ostatnim cyklu ptukania ptytki
dodawano po 100 pl/dotek roztworu o-fenylenodiaminy (OPD, Sigma, USA) z nadtlenkiem
wodoru (Sigma, USA) w buforze cytrynianowo-fosforanowym (pH 5,0). Reakcj¢ barwna
hamowano 2N kwasem siarkowym (50 pl/dotek). Absorbancje mierzono na czytniku Elx 808
(BIOKOM, USA) przy dtugosci fali 492 nm.

Do wyznaczenia krzywej standardowej dla przeciwcial klasy IgG i1 IgM uzyto
standardu wtasnego (surowica pacjenta o wysokim mianie przeciwciat w klasie IgG lub IgM)
oraz ,,standardu Sapporo” (mysie przeciwciata monoklonalne; HCAL o stgzeniu 188 ng/ml
dla IgG oraz EY2C9 o stezeniu 156 ng/ml dla IgM; INOVA Diagnostics, USA).

Surowice oraz przeciwciala monoklonalne rozcienczano w postgpie, od 1:50 do 1:6400, a
przy wykreslaniu krzywej standardowej uzyto skali log-logit.

Do wyznaczenia punktu odcigcia wartosci dodatnich wykorzystano wartos¢ 99

percentyla obliczonego dla 147 0so6b grupy kontrolne;.

3.2.1. Ocena zmiennosci wewnatrz serii i mi¢gdzy seriami dla aCL.

e zmienno$¢ wewnatrz serii — wykonano oznaczenia aCL w obu klasach, w 7 probkach
surowicy pacjentdow o réznym mianie przeciwciat (od wartosci prawidtowych do
wysokich), w 20 powtorzeniach w jednej serii oznaczen.

e zmienno$¢ pomigdzy seriami — oznaczenia aCL w klasach IgG i IgM wykonano w 8
kolejnych seriach. Do pomiaru wykorzystano 10 probek surowicy pochodzacej od

zdrowej kontroli oraz 19 prébek surowicy pacjentdéw o réoznym mianie przeciwcial.
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W celu okres$lenia zmienno$ci wykonano obliczenia mediany, warto$ci $redniej (X ),

odchylenia standardowego (SD) oraz wspotczynnika zmiennosci (CV).

3.3. Oznaczanie przeciwcial przeciwko B,-glikoproteinie I (a;GPI).

aB,GPI w klasie IgG i IgM oznaczano metoda ELISA opisang przez Arvieux ', w
modyfikacji wlasne;.

Mikroplytki ELISA o duzej sile wiazania (MaxiSorp, NUNC, Dania) optaszczano 50
pl/dotek ludzka B,GPI (Diagnostica Stago, Francja) o stgzeniu 10 pg/ml w buforze TBS (pH
7,4) i pozostawiano pod przykryciem na okolo 18 godzin w temperaturze 4°C. Nastgpnie
ptytki ptukano dwukrotnie buforem TBS i blokowano 0,1% zelatyna (Sigma, USA) w TBS po
150 pl/dotek 1 pozostawiano pod przykryciem na 60 min w temperaturze 37°C. Po
trzykrotnym wyptukaniu ptytki roztworem TBS z 0,1% Tweenem dodawano po 50 ul/dotek
surowicy badanej, rozcienczonej w 1:50 w 0,1% zelatynie w TBS z 0,1% Tweenem i
inkubowano przez 60 minut w 37°C pod przykryciem. Po kolejnym ptukaniu ptytek
roztworem TBS/Tween nakladano po 50 ul/dotek kozich przeciwcial przeciwko ludzkim
immunoglobulinom IgG i IgM sprzgzonych z peroksydaza chrzanowa, odpowiednio w
rozcienczeniu 1:5000 i 1:3000, (Goat F(ab’),Anti Human IgG, HRP; Goat F(ab’),Anti Human
IgM, HRP; BIOSOURCE, USA) i pozostawiano pod przykryciem na kolejne 60 minut w
temperaturze 37°C. Po ostatnim cyklu plukania ptytki dodawano po 100 pl/dotek roztworu o-
fenylenodiaminy (OPD, Sigma, USA) z nadtlenkiem wodoru (Sigma, USA) w buforze
cytrynianowo-fosforanowym (pH 5,0). Reakcje barwna hamowano 2N kwasem siarkowym
(50 ul/dotek). Absorbancj¢ mierzono na czytniku Elx 808 (BIOKOM, USA) przy diugosci
fali 492 nm.

Do wyznaczenia krzywej standardowej dla przeciwcial klasy IgG i1 IgM uzyto

standardu wtasnego (surowica pacjenta o wysokim mianie przeciwciat w klasie IgG lub IgM)
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oraz ,standardu Sapporo” (mysie przeciwciata monoklonalne; HCAL o st¢zeniu 188 ng/ml
dla IgG oraz EY2C9 o stezeniu 156 ng/ml dla IgM, INOV A Diagnostics, USA).
Surowice oraz przeciwciala monoklonalne rozcienczano w postepie, od 1:50 do 1:6400, a
przy wykreslaniu krzywej standardowej uzyto modelu czteroparametrowego.

Do wyznaczenia punktu odcigcia wartosci dodatnich wykorzystano wartos¢ 99

percentyla obliczonego dla 147 0so6b grupy kontrolne;.

3.4. Analiza statystyczna.

Obliczenia wykonano na komputerze typu PC IBM z zastosowaniem programow
Microsoft Excel (Microsoft) oraz Statistica (Statsoft).

Wartosci przedstawiano jako mediang, §rednia arytmetyczna, odchylenie standardowe
oraz wspolczynnik zmiennosci.

Analizg rozktadu zmiennych ilosciowych wykonano przy pomocy testu W Shapiro-
Wilka. Dla oceny korelacji mi¢gdzy zmiennymi zastosowano test Spearmana. Analiz¢ ryzyka
wzglednego (OR, odds ratio) obecnos$ci objawow klinicznych APS w zalezno$ci od

. . . . . 2
podwyzszonego poziomu danego przeciwciala, przeprowadzono w oparciu o test .

3.5. Przebieg badania.

Badanie przeprowadzono w trzech etapach.

Etap I, wstgpny, mial na celu standaryzacj¢ metod oznaczania aCL i af,GPI, z
wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych jako kalibratora referencyjnego i wyznaczenie
granic warto$ci prawidtowych. Do badania postuzyta surowica pochodzaca od 0s6b zdrowych
sposrod losowej probki mieszkancéw Krakowa, dobranych pod wzgledem plci i wieku, do

grupy chorych z II Katedry Chorob Wewngtrznych, z uogdlnionymi chorobami
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autoimmunologicznymi (przebadanych w III etapie badania). Etap ten objat takze analizg
zmienno$ci wewnatrz serii i pomigdzy seriami dla aCL.

Powtarzalno$¢ testow do oznaczania LA 1 weryfikacja podawanych przez
producentéw zakreséw wartosci prawidtowych zostata okreslona w grupie 0s6b zdrowych.

W 1I etapie wykonano oznaczenia LA, aCL i af,GPI w probkach otrzymanych z
Belgii i Wioch, w ramach ogoélnoeuropejskiego projektu standaryzacji oznaczen przeciwciat
antyfosfolipidowych. Ta faza badania miata na celu kontrol¢ procedur standaryzacyjnych
przeprowadzonych w I etapie.

W 1III etapie badania wykorzystano osocze i surowice pacjentow z chorobami
autoimmunologicznymi, leczonych w Osrodku Choréb Immunologicznych i Poradni

Nadkrzepliwosci Krwi, II Katedry Chorob Wewngtrznych UJ w Krakowie.

3.5.1. 1i III etap badania.

Krew do badan laboratoryjnych, w I i III etapie badania pobierano z wykorzystaniem
systemu proézniowego firmy Sarstedt. Probki krwi do oznaczania LA pobierano do proboéwek
zawierajacych 3,2% cytrynian sodu (w stosunku 9 objetosci krwi do 1 objgtosci
antykoagulantu), a nast¢pnie dwukrotnie wirowano aby uzyska¢ osocze pozbawione ptytek
krwi (I wirowanie — 3500 obrotéw/10 minut; II wirowanie — 14000 obrotéw/10 minut).
Analiz¢ wykonywano w dniu pobrania, maksymalnie do 2 godzin od chwili pobrania krwi.

W celu uzyskania surowicy, wykorzystywanej do oznaczen immunoenzymatycznych, krew
pobierano do proboéwek pozbawionych antykoagulantu i pozostawiano do wykrzepienia.
Krew nastgpnie wirowano (3500 obrotow/10 minut) a uzyskana surowicg rozdzielano na

probki o mniejszej objetosci (300 ul) i przechowywano w -80°C do momentu oznaczenia.
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3.5.2. II etap badania.

Materiatem do badania LA, otrzymanym z Centrum Biologii Molekularnej i
Naczyniowej Uniwersytetu w Leuven (Belgia) byly 24 prébki osocza ludzkiego. Probki byty
zakodowane, a sposob ich przygotowania nieznany. Po odestaniu wynikow uzyskano
informacje, iz do probek dodawano wzrastajace stgzenia mysich przeciwciat monoklonalnych
przeciwko ludzkiej B,GPI (23H9) ludzkiej protrombinie (28F4) lub mieszaning obydwu tych
przeciwcial w rownowaznych stezeniach, a takze inhibitory czynnika VIII. Trzy probki byty
osoczami kontrolnymi.

Oznaczenia aCL i af,GPI wykonywane w ramach ogdlnoeuropejskiego programu
standaryzacyjnego, nadzorowanego przez Uniwersytet w Bresci, przeprowadzono w 5
probkach surowicy, przestanych do wszystkich osrodkéw partycypujacych w projekcie.
Krzywa kalibracyjna wyznaczano w oparciu o standard wlasny (surowica pacjenta o wysokim

mianie przeciwciat, aCL lub aB,GPI).
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka grup badanych.
4.1.1. Grupa oso0b zdrowych (grupa kontrolna).

Grupe te stanowito 147 oséb: 107 kobiet; wiek 20 — 81 lat 1 40 mezczyzn; wiek 20 —
82 lat, dobranych pod wzgledem pici i wieku do grupy chorych z uogdélnionymi chorobami
autoimmunologicznymi. Ich surowice wykorzystano w I etapie badania do standaryzacji
metod oznaczania aCL 1 a,GPI.

Oznaczenia LA wykonano u 28 oséb zdrowych (23 kobiet 1 5 mgzczyzn), w przedziale

wiekowym od 26 — 52 lat.

4.1.2. Grupa pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi (grupa badana).

Dane demograficzne badanych grup oraz charakterystyke grupy chorych

przedstawiono w Tabelach IV i V.

Tabela IV. Dane demograficzne badanych grup.

Liczba (n) | Wiek (lat)
X ; od-do
Osoby zdrowe:
Kobiety 107 48 (20-81)
Mezczyzni 40 44 (20-82)
Razem 147
Chorzy:
Kobiety 283 43 (21-77)
Mezczyzni 53 48 (21-73)
Razem 336
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Tabela V. Charakterystyka chorych.

SLE 235 osob (w tym SAPS* 82 osoby)
SLE-like* 44 osoby (w tym SAPS 14 oséb)
PAPS* 32 os6b

Inne choroby: 25 0s6b ( w tym 3 osoby SAPS)

- zespot Sjogrena 6 0s0b

- zapalenie wielomiesniowe 2 osoby

- mieszana choroba tkanki tqcznej 12 0sob

- zapalenie skorno-migsniowe 3 osoby

- wrzodziejqce zapalenie jelita grubego 1 osoba

- maloplytkowos¢ immunologiczna 1 osoba

*SLE-like — zespo6t toczniopodobny (< 3 kryteria ACR)
*PAPS — pierwotny zespot antyfosfolipidowy
*SAPS — wtérny zespot antyfosfolipidowy

4.2. 1 etap badania.
4.2.1. Antykoagulant toczniowy.

Celem tego oznaczenia bylo sprawdzenie zachowania sig¢ testow przesiewowych,
wykonywanych zgodnie z zaleceniami producenta, u 0s6b zdrowych.
LA w grupie 28 os6b zdrowych oznaczono poprzez pomiar czaséw PTT LA, DVV test oraz
dPT. Wyniki interpretowano zgodnie z zaleceniami producenta. U wszystkich osob czasy
krzepnigcia w/w testow miescity si¢ w przedziatach referencyjnych, a zatem nie byto potrzeby
przechodzenia do testdéw mieszania ani testow potwierdzajacych.
Nie bytlo rowniez konieczno$ci wyznaczenia wlasnego zakresu referencyjnego dla

poszczegblnych testow, przed przystapieniem do badania grupy pacjentow.
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4.2.2. Przeciwciala antykardiolipinowe (aCL).
4.2.2.1. Wyznaczenie punktu odcigcia (cut off) dla warto$ci prawidlowych aCL IgG i
IgM.

aCL oznaczono w grupie kontrolnej 140 os6b zdrowych.

W obu klasach (IgG i IgM) wyniki byly odczytywane w oparciu o dwie krzywe
standardowe; standard wilasny oraz standard oparty o przeciwciala monoklonalne (,,standard
Sapporo” — patrz ,,Metody”). Dla obu grup wynikéw obliczono mediang (uzyskane wartosci
nie maja rozktadu normalnego) oraz wartos¢ 99 percentyla. Podano takze wartosci Srednie
(x) oraz odchylenie standardowe (SD), poniewaz wcze$niej zalecanym punktem odcigcia
byly 2SD+Xx . Obecnie, zgodnie z aktualnymi wytycznymi, jako punkt odcigcia dla warto$ci
dodatnich przyjeto warto$¢ 99 percentyla populacji zdrowe;.

Zaréwno w klasie IgG jak 1 klasie IgM nie stwierdzono zasadniczych rdznic pomigdzy
wartosciami 99 percentyla uzyskanymi w oparciu o standard wilasny 1 przeciwciata

monoklonalne (Tabela VI).

Tabela VI. Wartosci odcigcia dla aCL IgG 1 IgM.

aCL IgG aCL IgM
Standard | Moabs | Standard | Moabs
wlasny | (HCAL) | wlasny | (EY2C9)
mediana 3,95 4,15 4,73 4,19
X 4,48 4,76 5,56 5,19
SD 2,94 3,11 3,68 3,80
2SD+Xx 10,36 10,97 12,92 12,79
99 percentyl 24,29 26,09 26,08 27,18
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4.2.2.2. Ocena zmiennoS$ci wewnatrz serii dla aCL

Doktadno$¢ oznaczen wewnatrz serii oceniano na podstawie wynikow uzyskanych dla
7 probek, o zroznicowanym stezeniu aCL IgG i IgM w 20 powtoérzeniach dla jednej serii
oznaczen. Warto$ci byty odczytywane tylko w oparciu o standard wtasny. Dla kazdej probki
obliczono mediang, warto$¢ srednia, SD oraz CV. Wyniki przedstawiaja tabele VII 1 VIII.

Tabela VII. Zmienno$¢ oznaczen wewnatrz serii dla aCL IgG.
(Warto$ci wyrazono w umownych jednostkach GPL (patrz ,,Metody”).

aCL Standard wlasny (GPL)
IgG
Nr mediana x * SD* CV(%)*
probki
1 31,61 31,22 | 2,66 9
2 89,75 91,67 | 10,96 12
3 8,86 8,79 0,64 7
4 9,97 9,79 1,19 12
5 31,91 31,36 | 3,06 10
6 19,47 19,07 1,61 8
7 7,42 7,53 0,78 10

*X — wartos¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmiennosci.

Tabela VIII. Zmienno$¢ oznaczen wewnatrz serii dla aCL IgM.
(Warto$ci wyrazono w umownych jednostkach GPL (patrz ,,Metody™).

aCL Standard wlasny (MPL)
IgM
Nr mediana x* SD* | CV(%)*
probki
1 20,63 20,73 0,83 4
2 174,04 178,49 | 26,2 15
3 20,85 20,77 1,20 6
4 13,69 13,92 1,30 9
5 4,86 5,05 0,60 1
6 20,98 21,20 | 2,59 12
7 31,02 31,33 1,68

*X — wartos$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmienno$ci.
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Zaréwno w klasie IgG jak i w klasie IgM powtarzalno§¢ wynikéw, praktycznie dla
kazdego zakresu miana aCL, byta zadowalajaca. Wartosci CV wahaly si¢ w zakresie 7-12%

dla klasy IgG oraz w zakresie 4-15 % dla klasy IgM.

4.2.2.3. Ocena zmiennoS$ci pomie¢dzy seriami dla aCL.

Zmienno$¢ oceniano na podstawie badan 7 surowic pochodzacych od oséb zdrowych
(oznaczonych literami A-J) oraz 19 probek surowicy pacjentdw o zrdéznicowanym stezeniu
aCL (oznaczonych cyframi 1-19), w 8 seriach oznaczen. W kazdej serii wyniki odczytywano
w oparciu o dwie krzywe standardowe (standard wtasny oraz przeciwciata monoklonalne).
Dla kazdej probki badanej obliczono mediang, warto$¢ §rednia, SD oraz CV (Tabele IX 1 X).

W grupie oséb zdrowych w obydwu klasach CV wahat si¢ w zakresach od 21-36 %
dla IgG 1 23-44 % dla IgM. Dla przeciwciat klasy IgG nie zaobserwowano istotnych réznic
pomigdzy wynikami dla préobek mierzonych wobec standardu wilasnego 1 przeciwciat
monoklonalnych. Zastosowanie tych ostatnich zmniejszytlo jednak zmienno$¢ przy

oznaczeniach przeciwcial antykardiolipinowych klasy IgM (Tabela X).
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Tabela IX. Zmienno$¢ miedzy seriami dla aCL IgG w grupie oséb zdrowych.

aCL IgG Standard wlasny Moabs *

Nr probki | Mediana | x * | SD* | CV (%)* | Mediana | X * | SD* | CV (%)*
A 4,75 4,29 | 1,38 32 4,69 4,55 | 1,48 33
B 6,6 5,83 2,12 36 6,3 6,07 | 2,22 37
C 6,5 6,3 1,89 30 6,61 6,56 | 1,88 29
D 5,89 6,01 | 1,92 32 6,62 6,3 | 1,86 30
E 4,42 443 | 1,32 30 5,11 4,7 | 1,19 25
F 4,66 4,63 | 0,98 21 5,26 4,89 10,88 18
G 7,59 6,69 | 1,87 28 7,64 6,95 | 1,85 27
H 7,16 6,28 | 2,1 33 7,52 6,58 | 2,24 34
I 12,29 | 11,25 3,22 29 12,3 11,25 | 3,1 28
J 5,69 5,38 | 1,72 32 5,9 5,65 | 1,76 31

*x — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmiennosci;
Moabs — przeciwciata monoklonalne (HCAL)

Tabela X. Zmienno$¢ migdzy seriami dla aCL IgM w grupie os6b zdrowych.

aCL IgM Standard wlasny Moabs *

Nr probki | Mediana | X * | SD* | CV (%)* | Mediana | X * | SD* | CV (%)*
A 4,26 4,7 | 1,32 28 5,04 52 | 1,23 24
B 2,83 3,38 | 1,48 44 3,64 3,67 | 0,97 26
C 12,03 | 13,61 | 4,68 34 15,34 | 15,38 | 3,57 23
D 11,15 | 11,76 | 3,1 26 12,85 13,47 ] 3,2 24
E 6,25 6,72 | 1,52 23 7,14 7,52 | 1,82 24
F 5,71 6,12 | 2,17 35 6,39 6,66 | 1,99 30
G 4,86 4,81 | 1,43 30 5,04 5,37 | 1,72 32
H 1,97 2,35 10,75 32 2,59 2,83 10,95 33
I 10,29 | 11,57 3,63 31 12,49 13,09 | 3,43 26
J 11,99 | 12,89 | 3,96 31 14,63 | 14,81 | 3,35 23

*x — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspolczynnik zmiennos$ci;
Moabs — przeciwciata monoklonalne (EY2C9).
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Ocena zmiennos$ci oznaczen pomigedzy seriami dla 0s6b chorych wskazuje na znaczne
roznice wyrazone wysokim wskaznikiem CV. [ tutaj mniejsza zmiennos¢ wykazuje
oznaczenia z uzyciem przeciwcial monoklonalnych (Tabela XI 1 XII).

Warto zwrdci¢ uwage, iz zmienno$¢ ta jest porownywalna dla warto$ci niskich (osoby

zdrowe) jak 1 bardzo wysokich (niektore probki oséb chorych).
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Tabela XI. Zmienno$¢ migdzy seriami dla aCL IgG w grupie osob z chorobami

autoimmunologicznymi
aCL IgG Standard wlasny Moabs *
Nr probki | Mediana | X * SD* | CV (%)* | Mediana | x* | SD* | CV (%)*
1 53,16 48,1 | 12,01 25 43,66 | 41,71 | 9,78 23
2 12,14 10,77 | 3,42 32 11,88 10,8 | 3,12 29
3 31,23 29,45 | 7,28 25 27,67 26,96 | 5,89 22
4 3,09 3,24 | 1,02 32 3,69 3,46 | 0,95 27
5 8,65 7,73 | 3,17 41 8,7 7,89 | 3,02 38
6 114,99 |108,83 | 17,01 16 105,47 |95,27 | 25,56 27
7 4,56 4,15 | 1,31 32 4,81 443 | 1,33 30
8 15,89 15,31 | 4,15 27 15,92 114,94 | 3,72 25
9 3,62 3,77 | 147 39 4,1 3,98 | 1,39 35
10 2,19 242 | 0,83 34 2,56 2,52 | 0,6 24
11 45,5 45,76 | 14,76 32 41,4 |39,26 | 10,06 26
12 24,85 | 22,34 | 6,93 31 23,02 | 20,89 | 5,64 27
13 9,71 8,53 | 2,46 29 9,58 8,69 | 2,35 27
14 44,56 | 44,45 | 12,48 28 38,49 [38,53| 8,42 22
15 34,35 32,73 | 7,99 24 32,45 [29,51| 59 20
16 43,01 40,68 | 11,58 28 38,21 [35,69| 8,28 23
17 105,37 | 101,34 | 13,93 14 79,66 | 81,92 | 2347 29
18 9,38 8,32 | 2,78 33 9,68 8,5 | 2,99 35
19 12,86 12,98 | 4,63 36 12,82 | 12,61 | 3,78 30

*x — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmiennosci; Moabs
— przeciwciato monoklonalne (HCAL).
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Tabela XII. Zmienno$¢ miedzy seriami dla aCL IgM w grupie oséb z chorobami

autoimmunologicznymi
aCL IgM Standard wlasny Moabs *
Nr probki | Mediana | X * SD* | CV (%)* | Mediana | X * SD* | CV (%)*
1 158,89 | 160,98 | 15,89 10 159,8 | 155,75 ] 27,23 17
2 7,27 7,88 | 1,78 23 8,31 8,860 | 1,97 22
3 3,46 3,75 | 0,94 25 4,2 4,25 | 1,12 26
4 61,39 | 68,46 | 2447 36 70,76 | 88,19 | 39,41 45
5 4,85 5,84 | 1,68 29 6,12 6,6 1,96 30
6 14,15 18,43 | 7,14 39 19,82 | 21,31 | 6,65 31
7 37,02 | 40,12 | 10,99 27 44,37 | 48,39 | 12,31 25
8 6,43 7,61 | 241 32 7,81 8,42 | 243 29
9 6,77 7,87 2,5 32 8,28 8,72 | 2,58 30
10 16,68 17,74 | 6,74 38 19,34 | 20,05 | 3,17 16
11 4,55 547 | 1,81 33 5,43 6,14 | 2,19 36
12 71,05 87,68 | 42,68 49 86,01 | 101,61 | 40,2 40
13 25,34 | 27,63 | 10,58 38 30,76 | 32,23 | 6,87 21
14 10,32 11,69 | 3,27 28 12,27 13,38 | 3,63 27
15 9,57 11,15 | 34 30 11,77 12,7 4 32
16 46,04 | 53,03 | 15,12 28 61,83 64,16 | 9,31 15
17 40,18 | 45,23 | 14,5 32 50,2 53,08 | 8,13 15
18 4,28 5,1 1,6 31 5,37 5,66 | 1,74 31
19 13,48 16,18 | 4,32 27 17,38 19,03 | 5,22 27

*x — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmiennosci;
Moabs — przeciwciato monoklonalne (EY2C9).
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4.2.3. Przeciwciala przeciwko B,-glikoproteinie I (ap,GPI).
4.2.3.1. Wyznaczenie punktu odcigcia (cut off) dla wartosci prawidlowych a,GPI IgG i
IgM.

aP,GPI oznaczono w grupie 140 oséb zdrowych, stanowiacych kontrole. W obu
klasach (IgG i1 IgM) wyniki odczytywano w oparciu o dwie krzywe standardowe; z uzyciem
standardu wtlasnego oraz standardu opartego o przeciwciala monoklonalne (,,standard
Sapporo” — patrz ,,Metody”). Takze w tej grupie przeciwcial uzyskane wyniki nie miaty
rozktadu normalnego, dlatego tez dla obu grup wynikéw obliczono mediany, wartosci srednie
(X ), odchylenia standardowego (SD) oraz wartosci 99 percentyla.

Analogicznie jak dla aCL, nie zaobserwowano znaczacych réznic dla warto$ci punktu
odcigcia w oparciu o 99 percentyl uzyskanych przy uzyciu dwu réznych standardéow (Tabela
XIIT).

Tabela XIII. Warto$ci odcigcia dla a,GPI IgG 1 af,GPI IgM.

ap,GPI IgG ap,GPI IgM
Standard | Moabs | Standard | Moabs
wlasny | (HCAL) | wlasny | (EY2C9)

mediana 0,56 0,65 1,69 1,51

X 0,84 0,95 2,20 2,12

SD 1,01 1,21 1,58 1,79
2SD+Xx 2,86 3,37 5,35 5,70
99 percentyl 6,42 8,41 7,03 8,30

Wartosci wyrazono w ng/ml.
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4.3. 1I etap badania.
4.3.1. Antykoagulant toczniowy (przeciwciala monoklonalne o wlasnosciach LA,
skierowane przeciwko B,GPI i protrombinie).

Po odestaniu wynikow nieznanych probek do Uniwersytetu w Leuven (prof. J.
Arnout) uzyskano informacje, iz do probek dodawano wzrastajace stezenia mysich
przeciwcial monoklonalnych przeciwko ludzkiej B.GPI (23H9) w kolejnych st¢zeniach (3,1;
6,2; 12,5; 25; 50; 100 pg/ml), ludzkiej protrombinie (28F4) w takich samych st¢zeniach, lub
mieszaning obydwu tych przeciwciat w rownowaznych stezeniach (poczynajac od poziomu
50 pg/ml kazdego z nich). Do pozostatych czterech probek dodano inhibitory czynnika VIII w
kolejnych stezeniach 5, 10, 20, 40 pg/ml. Trzy probki byly osoczami kontrolnymi.

W prébkach osocza, do ktorych dodano przeciwciata anty-f,GPI (23H9)
zaobserwowano wydluzenie czasu aPTT. Dla testu z Pathromtinem SL, ktory jest stabo
wrazliwy na obecnos¢ LA, zjawisko to wystepowato gdy stezenie przeciwcial wynosito
przynajmniej 25 pg/ml. Natomiast w teScie z PTT LA, ktéry jest bardzo wrazliwy na
obecno$¢ LA, wydluzenie czasu krzepnigcia obserwowano juz przy st¢zeniu przeciwcial 6,2
nug/ml. Testy mieszania osocza nie korygowaly tych zmian. Test Staclot LA (potwierdzajacy)
byl wyraznie dodatni dla probek o stezeniu przeciwciat 6,2; 12,5; 25; 50; 100 pg/ml. Testy
dPT oraz DVV uleglty wydluzeniu w zakresie stezen od 100 do 12,5 pg/ml. Wyniki testow
potwierdzajacych dla DVV (DVVtest/ DVVconfirm) nie wskazywaly jednak na obecno$¢
LA. Na podstawie tych wynikéw probki osocza z monoklonalnym przeciwcialem anty-f,GPI
w zakresie 6,2-100 pg/ml zostatly zakwalifikowane jako LA-dodatnie, a tylko probka o

stezeniu przeciwciata 3,1 pg/ml jako LA-ujemna (Tabela XIV).
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Tabela XIV. Wyniki testow wykonanych dla probek osocza wzbogaconych przeciwciatami

anty-B.GPI (23H9)o wilasnosciach antykoagulantu toczniowego.

Przeciwciata | INR | APTT | APTT | PTT PTT dPT DVV |DVVt DVV | DVVt/ | Staclot LA | Konkluzja
1:1 LA LA test 1:1 conf | DVVe
1:1
23H9100 | 1,30 | 66,7 55,6 | 102,9 | 91,9 112,25 | 643 66,7 57,2 1,12 17,1 Dodatni
23H9 50 1,22 | 47,5 48,2 80,8 74,8 89,95 56,2 58,7 47,4 1,18 25,8 Dodatni
23H9 25 1,24 | 429 | 438 70,8 61,6 89,15 52,5 74,7 41,2 1,27 15,1 Dodatni
23H912.5 | 1,15] 34,1 # 61,6 53,1 61,4 47,9 57,4 43,6 1,1 20,9 Dodatni
Stabo dodatni

23H96.2 | 1,14 | 334 # 53,7 | 47,7 53,15 44,7 # 42,2 1,06 16

23H9 3.1 1,12 | 34,5 # 43,6 # 49,9 40,2 # # # # Ujemny

23H9 100 — 23H9 3.1 — koncowe stezenie dodanego przeciwciata (ng/ml).

W osoczu wzbogaconym w przeciwciata przeciwko ludzkiej protrombinie (28F4), we
wszystkich 6 probkach zaobserwowano przedtuzenie czasu protrombinowego, wyrazonego
jako INR, natomiast dla testu dPT wydtuzenie to wystapito tylko dla trzech najwyzszych
stezen przeciwciata. aPTT oznaczany z uzyciem Pathromtinu SL byt nieznacznie wydtuzony
tylko dla najwyzszego stezenia przeciwciata, a w tescie mieszania ulegt nieznacznej korekcji.
Dla testu PTT LA wydluzenie czasu odnotowano dla trzech st¢zen przeciwciala - od 25 pg/ml
wzwyz. Test potwierdzajacy Staclot LA byt dodatni tylko dla dwéch najwyzszych stezen, tj.
50 1 100 pg/ml. Test krzepnigcia DVV byt dodatni w zakresie stezen 25 do 100 pg/ml. Ale
podobnie jak to miato miejsce dla przeciwcial przeciwko B,GPI takze i w tej grupie nie
uzyskano potwierdzenia zjawiska LA w tescie DVV confirm. W oparciu o uzyskane wyniki
tylko probki zawierajace przeciwciata w najwyzszym stezeniu (50 i 100 pg/ml) zostaty
zakwalifikowane jako LA-dodatnie, probka o stezeniu przeciwciata 25 pg/ml jako watpliwa, a

probki o najnizszych stgzeniach przeciwciala (3,1 1 6,2 pg/ml) jako ujemne (Tabela XV).
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Tabela XV. Wyniki testow dla probek osocza wzbogaconych przeciwciatami przeciwko

ludzkiej protrombinie (28F4) o wlasnos$ciach antykoagulantu toczniowego.

Przeciwciata | INR | APTT | APTT | PTT |PTT |dPT DVV |DVVt |DVV | DVVt/ | Staclot LA | Konkluzja
1:1 LA LA test 1:1 conf |DVVc
1:1
28F4100 |[1,36| 534 | 488 87 72,7 | 100,45 | 84,1 77,4 66 1,27 34,5 Dodatni
28F4 50 1,28 | 39,3 # 63,3 54,3 71,7 62,6 54,2 51,8 1,21 13,5 Dodatni
28F4 25 1,19 | 352 # 511 45,5 67,6 55,1 67,3 53,5 1,03 5,5 Watpliwy
28F412.5 | 1,20 37,1 # 46 # 53 43,2 # # # # Ujemny
28F4 6.2 1,19 34,6 # 45,4 # 46,75 40,2 # # # # Ujemny
28F4 3.1 1,27 | 35,2 # 46,5 | 422 42,6 36,7 # # # # Ujemny

28F4 100 do 28F4 3.1 — koncowe stezenie dodanego przeciwciata (ug/ml).

W probkach, do ktorych dodano zaréwno przeciwciata przeciwko B.GPI jak i
przeciwko protrombinie wydluzenie czasu protrombinowego zaobserwowano tylko
dla dwoch najwyzszych stezen (25 i 50 pg/ml), a czasu dPT juz dla zakresu stezen od
6,2 do 50 pg/ml. aPTT mierzony przy pomocy Pathromtinu SL byl nieznacznie
wydhuzony tylko dla dwoch najwyzszych stezen przeciwciata, praktycznie nie ulegajac
korekcji do warto$ci prawidtowych w testach mieszania. Stosujac natomiast PTT LA
zaobserwowano istotne wydluzenie czasu krzepnigcia dla wszystkich probek osocza.
W testach mieszania korekcja do wartosci prawidtowych nastapita tylko dla dwoch
najnizszych st¢zen dodanego przeciwciala. Test Staclot LA potwierdzit obecno$¢ LA
w probkach osocza zawierajacych mieszaning obu przeciwciat, za wyjatkiem probki o
ich najnizszym stezeniu. Test DVV byt dodatni w zakresie stezen od 6,2 do 50 pg/ml,
ale ponownie nie znalazt potwierdzenia w tescie DVV confirm. Osocza zawierajace
réwnoczes$nie przeciwciala przeciwko B>GPI i1 protrombinie w st¢zeniach 6,2 - 50
ug/ml zostaty zakwalifikowane jako LA-dodatnie a probka ze stezeniem przeciwciat

3,1 pg/ml jako LA-ujemna (Tabela XVI).
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Tabela XVI. Wyniki testow dla probek osocza wzbogaconych mieszaning obu rodzajow

przeciwcial.
Przeciwciala | INR | APTT | APTT | PTT PTT dPT DVV [DVVt DVV | DVVYV | Staclot LA | Konkluzja
1:1 LA LA test 1:1 conf |DVVe
1:1
Mix 50 1,33 | 58,8 | 53,1 | 110,5 | 101,9 | 128,8 88,8 76,7 69,1 1,28 41,6 Dodatni
Mix 25 1,31 454 45,8 82,6 76,7 67,55 65,1 56 52,2 1,25 22,8 Dodatni
Mix 12.5 | 1,16 | 40,6 | 433 | 61,3 | 52,9 97,6 52,7 61,3 442 | 1,19 14,6 Dodatni
Mix 6.2 1,16 | 335 # 54,5 | 443 61,05 49,2 54,9 45,6 | 1,08 17,7 Dodatni
Mix 3.1 1,15| 324 # 47,3 | 43,1 49,9 44,5 55,6 43 1,03 4,7 Ujemny

Mix 50 do Mix 3.1 — stezenie koncowe dla obu przeciwciat (ng/ml).

Inhibitor czynnika VIII w stezeniach 5, 10, 20 i 40 pg/ml znaczaco wydtuzyt
czasy aPTT (oceniajace wewnatrzpochodna droge kaskady krzepnigcia), mierzone
zardwno przy pomocy Pathromtinu SL jak 1 PTT LA. Za wyjatkiem probki o
najwyzszym stezeniu inhibitora czasy PTT LA ulegaty znacznej korekcji w testach
mieszania. Natomiast test potwierdzajacy Staclot LA wypadt ujemnie dla wszystkich
probek osocza. Wartosci PT, wyrazonego w postaci INR jak i1 dPT byly prawidlowe
dla calego zakresu stgzen dodanego inhibitora. Test dPT okazat si¢ ponadto przydatny
dla rozréznienia obecnosci inhibitoréw i heparyny. dPT jest bowiem wrazliwy na
obecno$¢ heparyny, w odréznieniu od PT. Test DVV ulegt nieznacznemu
przedtuzeniu tylko przy najwyzszym stgzeniu inhibitora, ale test potwierdzajacy

wypadt oczywiscie ujemnie. Wszystkie probki uznano za LA-ujemne (Tabela XVII).
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Tabela XVII. Wyniki testow dla probek osocza, do ktorych dodano inhibitora czynnika VIII.

Przeciwciala | INR | APTT | APTT | PTT PTT dPT DVV |DVVt DVV | DVVt/ | Staclot LA | Konkluzja
1:1 LA LA test 1:1 conf | DVVc
1:1

AntiFVIII | 1,10 | 109,7 # 125,6 | 1259 39,4 48,6 50,2 40,2 1,21 6,8 Ujemny
40

AntiFVIII | 1,07 | 93,6 # 1124 | 79,8 36,5 43,3 # 38,7 1,12 4,1 Ujemny
20

AntiFVIII | 1,07 | 84,9 # 126,8 | 59,8 42,7 41,6 # # # 1,2 Ujemny
10

AntiFVIII5 | 1,08 | 75,7 # 1173 | 51,7 42,3 41,5 # # # 0,7 Ujemny

Anti FVIII 5 do anti FVIII 40 — koncowe stezenie inhibitora czynnika VIII w probce (ng/ml).

Wyniki czaséw krzepnigcia dla 3 probek kontrolnych miesécity si¢ w zakresach

wartosci prawidlowych 1 zostaty rozpoznane jako LA-ujemne (Tabela XVIII).

Tabela XVIII. Wyniki testow dla probek kontrolnych.

Przeciwciata | INR | APTT | APTT | PTT PTT dPT DVV [DVVt DVV | DVVV | Staclot LA | Konkluzja
1:1 LA LA test 1:1 conf | DVVce
1:1
Contr 1,22 34 # 44,6 42,1 42,5 34,6 # # # # Ujemny
Contr 1,24 | 36,2 # 442 425 423 34,7 # # # # Ujemny
Contr 1,13 309 # 42,4 # 40,1 39,3 # # # # Ujemny
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4.3.2. Przeciwciala antykardiolipinowe (aCL).

Zgodnie z zaleceniami (A.Tincani, Brescia, Wtochy) wyniki dla 5 prébek testowych
zostaly odczytane tylko wobec standardu wilasnego i podane jako GPL dla klasy IgG oraz
MPL dla klasy IgM.

Obliczono warto$ci $rednie, odchylenie standardowe oraz wspo6lczynniki zmiennosci
wynikow uzyskanych w 34 osrodkach wspotuczestniczacych w programie i przedstawiono je
w postaci tabel (Tabela XIX 1 XX). Wartosci $rednie 1 SD zostaly policzone w osrodku

wloskim, ale nie zostaty opublikowane. UzyskaliSmy zgodg na ich wykorzystanie.

Tabela XIX. Oznaczenia aCL IgG dla 5 probek testowych; wyniki z 34 osrodkow.

Nr aCL IgG X SD [ CV(%)
probki (GPL)*
1 58,267 68,644 | 40,100 | 58
2 12,027 12,296 | 7,770 63
3 59,978 49298 [ 25423 | 52
4 3,234 3,839 | 4835 | 126
5 3,391 4,701 | 3,940 84

*na niebiesko wyrdzniono wyniki wiasne.

Tabela XX. Oznaczenia aCL IgM dla 5 probek testowych; wyniki z 34 osrodkow.

Nr aCL IgM X SD CV(%)
Prébki (MPL)*
1 1,102 6,039 | 15,456 256
2 57,30 46,043 | 22,261 48
3 4,661 12,543 | 14,462 115
4 2,444 3,171 | 3,277 103
5 12,608 16,040 | 10,780 67

*na niebiesko wyrdzniono wyniki wiasne.
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Zarowno w klasie IgG jak 1 [gM uzyskane w naszym osrodku wyniki nie odbiegaty
znaczaco od wartosci $redniej obliczonej dla pozostatych 34 osrodkow. Zwracaja natomiast
uwage ogromne rozrzuty wynikow pomigdzy poszczegdlnymi osrodkami, (w klasie 1gG
rozrzut od 3,94 do 40,1 GPL; a w klasie IgM od 3,277 az do 22,261 MPL), co odzwierciedla

wspotczynnik zmiennosci.

4.3.3. Przeciwciala przeciwko B,GPI (ap,GPI).

Podobnie wyniki dla 5 probek testowych zostaly odczytane tylko wobec standardu
wlasnego 1 przedstawione jako wartosci absorbancji (OD), ze wzgledu na brak referencyjnego
kalibratora dla poréwnan.

Wartosci $rednie, odchylenia standardowe oraz wspolczynniki zmiennosci dla 33

uczestniczacych osrodkow przedstawiono w postaci tabel (Tabela XXI 1 XXII).

Tabela XXI. Oznaczenia af3,GPI IgG dla 5 probek testowych; wyniki z 33 osrodkow.

Nr ap,GPI IgG X SD [ CV(%)
probki (OD)*
1 0,527 0,913 | 0,504 55
2 0,103 0,282 | 0,205 73
3 0,098 0,301 | 0,154 51
4 0,023 0,117 | 0,093 80
5 0,039 0,139 ] 0,158 | 114

*na niebiesko wyrdzniono wyniki wlasne
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Tabela XXII. Oznaczenia aB,GPI IgM dla 5 prébek testowych; wyniki z 33 osrodkow.

Nr ap,GPI IgM X SD | CV(%)
Prébki (OD)*
1 0,051 0,182 | 0,211 116
2 1,224 0,970 | 0,487 50
3 0,740 0,719 | 0,345 48
4 0,075 0,190 | 0,159 84
5 0,688 0,536 | 0,307 57

*na niebiesko wyr6zniono wyniki wiasne.

W klasie IgG absorbancja dla probek testowych w naszym os$rodku byta nieco nizsza
od warto$ci $redniej obliczonej dla 33 uczestnikow. Nie miato to jednak wplywu na poprawna
klasyfikacje probek jako ujemnych i dodatnich. W klasie IgM warto$ci absorbancji nie
odbiegaty juz tak znaczaco od wartos$ci $rednich.

Podobnie jak to miato miejsce dla aCL, takze i dla ap,GPI widoczne sa ogromne
réznice wynikéw uzyskanych przez poszczegdlnych uczestnikow badania. Wartosci CV
wahaja si¢ w zakresie od 51 do 114 % dla klasy IgG 1 w zakresie od 48 do 116 % dla klasy
IgM. Przyczyna tak ogromnych rozrzutow dla obu przeciwcial sa najprawdopodobniej istotne

roéznice metodyczne pomigdzy procedurami stosowanymi przez kazdego z uczestnikow.
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4.4. 111 etap badania.
Po wustaleniu punktu odcigcia dla aCL 1 aB,GPI oraz po uzyskaniu wynikéw
programéw standaryzacyjnych (aCL 1 af,GPI) i kontrolnych (LA), wykonano oznaczenia

przeciwcial antyfosfolipidowych w populacji pacjentoéw z chorobami autoimmunologicznymi.

4.4.1. Antykoagulant toczniowy (LA).

Sposrod 336 osdb, ktore stanowity grupe badana, obecno$¢ LA wykazano u 95. U 54
0s6b LA rozpoznano w oparciu o trzy testy (PTT LA, DVV, dPT); u 26 przy pomocy dwéch
(PTT LA + dPT — 22 osoby: DVV + dPT — 7 os6b). Tylko u 15 oséb LA rozpoznano na
podstawie jednego dodatniego testu — w kazdym przypadku byt to PTT LA. Zespét
antyfosfolipidowy na podstawie dodatniego wyniku LA 1 obecno$ci co najmniej jednego
kryterium klinicznego® rozpoznano u 16 chorych (14 posta¢ wtorna, 2 postaé pierwotna).
Sposrod 244 osob, u ktorych nie wykryto obecnosci LA, PTT LA ulegl przedtuzeniu u 55
osOb, ale u wszystkich test potwierdzajacy (Staclot LA) wypadt ujemnie. DVV byt
przedtuzony u 37 oséb, ale i tu test potwierdzajacy (DVVconfirm) wypadt ujemnie. U 19
0sOb, przyjmujacych doustne antykoagulanty, wykazano wydluzenie wszystkich trzech
czasOw krzepnigcia, tj. PTT LA, DVV i dPT. Ulegly one istotnemu skréceniu, nawet do
wartosci prawidlowych, w testach mieszania z osoczem kontrolnym. Testy potwierdzajace

(Staclot LA 1 DVVconfirm) byly we wszystkich przypadkach ujemne.

4.4.2. aCL w grupie pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi.

Przeciwciata antykardiolipinowe oznaczono u wszystkich 336 chorych. Stgzenia aCL
odczytywano wedlug dwoch standardow: wlasnego i zaproponowanego w Sapporo (swoiste
przeciwciata monoklonalne). W oparciu o standard Sapporo nieprawidlowo podwyzszony

poziom aCL wykryto u 120 pacjentdw, z czego 79 oséb mialo przeciwciata w klasie IgG, a 75
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w klasie IgM. Dodatnie wyniki w obu klasach stwierdzono u 34 os6b. W oparciu o standard
wilasny podwyzszony poziom aCL stwierdzono natomiast u 125 osdéb, z czego 81 oséb
wykazywato przeciwciala w klasie IgG, a 79 osob w klasie IgM. Dodatnie wyniki w obu
klasach wystapity u 46 osob.

Zespot antyfosfolipidowy na podstawie dodatniego wyniku oznaczania aCL przy
wspblistnieniu swoistych objawéw klinicznych™ rozpoznano u 52 chorych (u 27 — zespét

pierwotny, u 25 — wtorny).

4.4.3. ap,GPI w grupie os6b z chorobami autoimmunologicznymi.

Stezenia aP,GPI oznaczono takze u wszystkich 336 chorych. Wartosci odczytywano
wedtug dwoch standardow: wlasnego i Sapporo. Na tej podstawie wyniki klasyfikowano jako
dodatnie i uyjemne. W oparciu o standard Sapporo podwyzszony poziom af3,GPI stwierdzono
u 101 os6b (u 46 IgG, u 83 IgM, u 28 oba), a w oparciu o standard wiasny u 112 oséb (u 52
IgG, u 89 IgM, u 29 oba).

APS wylacznie w oparciu o dodatni wynik aP,GPI (przy wspétistnieniu kryterium

klinicznego) rozpoznano u 29 chorych (u 6 posta¢ pierwotna, u 23 — wtorna).

Ostatecznie, zmodyfikowane w 2006 roku kryteria klasyfikacyjne zespolu

antyfosfolipidowego spetnito 112 chorych z 336 badanych.
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4.4.4. Wspolwystepowanie przeciwcial antyfosfolipidowych.

Aby oceni¢ zalezno$¢ wystepowania przeciwciat aCL 1 ap,GPI, postuzono si¢
badaniem korelacji liniowej (Tabela XXIII). Natomiast do oceny korelacji pomigdzy
wystepowaniem LA, ktorego wynik nie jest wartoscia liczbowa, a aCL 1 a3;GPI, zastosowano

test Rang Spearmana (Tabela XXIV). Dla wszystkich korelacji za warto$¢ istotna przyjeto p<

0,05.

Tabela XXIII. Wspotwystepowanie aCL i a3, GPI.

Wspolezynnik
korelacji
aCL IgG vs. ap,GPI IgG 0,484
aCL IgG vs. aB,GPI IgM 0,150
aCL IgM vs. aB,GPI IgG 0,176
aCL IgM vs. aB,GPI IgM 0,624

Wartosci istotne wyttuszczono.

Tabela XXIV. Wspotczynniki korelacji dla LA, aCL 1 aB,GPI.

Wspolezynnik
korelacji
LA vaCL 0,415
LA v aCL IgG 0,493
LA v aCL IgM 0,298
LA v aB,GPI 0,496
LA v aB,GPI IgG 0,480
LA v aB,GPI IgM 0,391

Wartosci istotne wyttuszczono.
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Dla przeciwciat aCL i1 ap,GPI najsilniejszy zwiazek obserwowano w obrgbie tych
samych klas - IgG lub IgM (Rys.5 1 6). Obecnos¢ LA koreluje natomiast silniej z obecnoscia
aP,GPI w jakiejkolwiek klasie niz z aCL. Najstabiej obecno$¢ LA wiaze si¢ z przeciwciatami

aCL 1 aB,GPI klasy IgM.
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aB2GPI IgG = 0,55191 + 0,20559 * aCL IgG aB2GPI IgM = 13,734 + 0,21600 * aCL IgM
Korelacja: r = 0,48409 Korelacja: r = 0,62382
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Rys 5. Korelacja liniowa aCL IgG z aB,GPI IgG. Rys 6. Korelacja liniowa aCL IgM z a3,GPI IgM.
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4.4.5. Przeciwciala antyfosfolipidowe a ryzyko wystgpienia powiklan klinicznych
(zakrzepicy i powiklan polozniczych).

Wszystkie trzy grupy przeciwciat (tj. aCL, ap,GPI i LA) zwiazane byty z istotnym
ryzykiem wystapienia zakrzepicy. Najwigksze ryzyko zwiazane bylo z obecnos$cia
przeciwciat a>GPI IgG, nieco mniejsze z obecnoscia aCL IgG oraz LA. Zdecydowanie
mniejsze ryzyko niosla za soba obecnos¢ aCL i1 aP,GPI w klasie IgM (Tabela XXV).
Aktualne kryteria klasyfikacyjne dla APS®® zalecaja laczne ujecie przeciwciat klasy IgG i
IgM. Takie ujecie obniza jednak znacznie ryzyko wzgledne (OR) wystapienia zakrzepicy
zwigzane z tymi przeciwcialami w poréwnaniu z obecnoscia LA. Ryzyko ro$nie wyraznie
przy wspotwystepowaniu réznych przeciwcial; najwigksze obserwujemy gdy wspdtistnieja
wszystkie trzy typy przeciwciat (aCL, a,GPI i1 LA) (Tabela XXV).

Wzgledne ryzyko dla niepowodzen potozniczych jest najwigksze w przypadku
wspolistnienia trzech lub dwoch typow przeciwceial (aCL, ap,GPI i LA). Jest nieco nizsze w
obecnosci przeciwciat af3,GPI klasy IgG oraz aCL IgM (Tabela XXVI). Bardzo stabe sa
natomiast relacje pomigdzy powiktaniami potozniczymi a przeciwciatami aCL IgG 1 af3,GPI
I[gM. Warto zauwazy¢, ze w przypadku niepowodzen potozniczych warto$¢ ryzyka
wzglednego wystapienia objawdéw klinicznych zwiazana z kryteriami laboratoryjnymi jest

znacznie nizsza niz dla zakrzepicy.
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Tabela XXV. Ryzyko wzgledne* wystapienia zakrzepicy u os6b z przeciwcialami
antyfosfolipidowymi.

Iloraz | Przedzial | Swoistos¢ | Czulosé | Predykcja Predykcja

szans | ufnosci (%) (%) dodatnia (%) | ujemna (%)
LA 4,04 | 2,44-6,68 84 44 66 67
aCL 3,71 | 2,32-5,92 77 53 63 69
aCL IgG 4,15 | 2,42-7,12 87 38 68 66
aCL IgM 2,20 | 1,31-3,70 84 30 57 62
aP,GPI 2,57 | 1,60-4,15 78 42 58 65
aP,GPI IgG 4,77 | 2,37-9,61 94 24 74 63
aP,GPI IgM 1,90 | 1,15-3,14 80 32 54 62
LA i1aCL 3,91 | 2,18-7,00 90 31 69 64
LA iaf,GPI 3,78 | 2,11-6,78 90 30 68 64
LAiaCL1aB,GPI | 4,00 | 2,15-7,44 91 28 70 64
aCL 1 af3,GPI 3,19 | 1,89-5,38 85 36 64 64

Tabela XXVI. Ryzyko wzgledne* wystapienia niepowodzen potozniczych u oséb z
przeciwcialami antyfosfolipidowymi.

lloraz | Przedzial | Swoistos¢ | Czulosé | Predykcja Predykcja

szans | ufnos$ci (%) (%) dodatnia (%) | ujemna (%)
LA 1,94 | 1,02-3,71 81 32 46 70
aCL 2,01 | 1,12-3,62 71 45 45 71
aCL IgG 1,75 | 0,89-3,43 82 27 44 69
aCL IgM 2,54 | 1,32-4,88 83 34 51 71
aPB,GPI 1,96 | 1,06-3,60 76 38 45 70
aP,GPI IgG 2,76 | 1,25-6,12 91 22 55 69
aPB,GPI IgM 1,78 | 0,94-3,37 79 32 44 69
LA i1aCL 2,39 | 1,14-4,98 88 25 51 69
LA iaB,GPI 2,96 | 1,40-6,25 89 26 56 70
LAiaCL1iaB,GPI| 3,52 | 1,59-7,80 91 25 60 70
aCL i aB,GPI 2,67 | 1,38-5,16 84 34 52 71

do obu tabel *ryzyko wzgledne = iloraz szans (OD — odds ratio).
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5. DYSKUSJA

Do rozpoznania zespotu antyfosfolipidowego niezbedne jest spetnienie przynajmniej
jednego kryterium klinicznego 1 jednego laboratoryjnego (obecno$¢ LA i/lub aCL i/lub
aP,GPI). Nowe wytyczne klasyfikacyjne APS z 2006 roku zalecaja aby LA byl oznaczany
zgodnie z zaleceniami Komitetu Standaryzacyjnego ISTH, natomiast aCL i a3;GPI mierzone
byly wystandaryzowanymi metodami immunoenzymatycznymi’®.

Stwierdzenie obecno$ci LA, przeciwcial antykardiolipinowych, lub przeciwcial przeciwko
B.GPI ma istotne znaczenie w ocenie ryzyka pojawienia si¢ powiklan klinicznych oraz przy

podejmowaniu decyzji o wlaczeniu leczenia przeciwkrzepliwego.

Antykoagulant toczniowy

Pomimo aktualnie obwiazujacych wytycznych Komitetu Standaryzacyjnego ISTH>",
ktore wydaja si¢ jasne i1 klarowne, diagnostyka LA nadal nie nalezy do najtatwiejszych.
Spowodowane jest to gtownie heterogenicznoscia badanych przeciwcial.

W diagnostyce istotna rol¢ odgrywaja w rownym stopniu btedy przedlaboratoryjne
(wlasciwe przechowywanie 1 przygotowanie probek osocza do badania) jak i1 laboratoryjne
(dobér odczynnikéw o odpowiednio wysokiej czuto$ci 1 swoistosci wobec LA, aparatura
pomiarowa, przestrzeganie pelnej, trojetapowej procedury oznaczania LA). To wilasnie
nieprzestrzeganie petnej procedury jest gldwna przyczyna bi¢dnej interpretacji wynikow LA,
w tym identyfikacji tzw. slabych antykoagulantow. Stosowanie tylko jednego testu
przesiewowego, zaniechanie oceny testu potwierdzajacego lub pomigcie testOow mieszania
osocza to najczgstsze przyczyny blednych ocen, szczegdlnie w przypadku obecnosci
czynnikow interferujacych, tj.: doustnych antykoagulantéw, heparyny, niedoborow

czynnikow krzepniecia lub tez obecnosci ich inhibitorow’ " 888,
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Spodziewano sig, ze wprowadzenie dodatniej kontroli poprawi doktadno$¢ oznaczania
LA. Od poczatku lat dziewigédziesiatych w ramach programoéw standaryzacyjnych (ECAT —
European Concerted Action on Thrombosis, UK NEQAS — United Kingdom Quality
Assessment Scheme) probowano wprowadzi¢ osocza kontrolne, ktore posiadatyby aktywnos¢
LA. Najpierw byly to liofilizowane osocza od pacjentow z dodatnim antykoagulantem
toczniowym, potem probki osocza, do ktérych dodawano przeciwciata przeciwko ,GPI klasy
1gG? %192,

Arnout i Le Querrec’* ** kierujac si¢ tym, ze za aktywno$é LA odpowiada zapewne
grupa przeciwcial (przeciwko B.GPI, protrombinie lub kombinacja obu tych przeciwciat)
zaproponowali aby, jako kontroli dodatniej uzy¢ ludzkiego osocza, do ktoérego dodano
monoklonalnych mysich przeciwcial skierowanych przeciwko ludzkiej B,-glikoproteinie
(23H9) 1 protrombinie (28F4), wykazujacych aktywnos$¢ LA.

Badania w naszym o$rodku probek osocza, do ktorych dodane zostalty w/w
przeciwciata monoklonalne potwierdzily, ze efekt antykoagulantu toczniowego (LA) zalezny
od B2GPI jest znacznie wyrazniejszy przy zastosowaniu testow krzepnigcia zaleznych od
fosfolipidow (w naszych r¢kach - PTT, dPT oraz DVV), w poréwnaniu z przeciwciatami
zaleznymi od protrombiny, dodanymi w tym samym st¢zeniu. Spos$rod zastosowanych testow
przesiewowych najwyzsza czuloScia charakteryzowal si¢ test PTT LA, nieco slabsza
czutoscia DVV. Niestety w zadnym przypadku uzycia monoklonalnych przeciwciat o
wiasnosciach LA nie udato si¢ potwierdzi¢ jego obecnosci testem potwierdzajacym DVV, o
zwigkszonym stezeniu fosfolipidow. Najpewniej jest to zwiazane z wadliwym
przygotowaniem tego handlowego testu. Monica Galli w swoich badaniach zwrocila uwage
na ogromne rozbiezno$ci wynikéw uzyskiwanych dla tych samych prébek przy pomocy testu
DVV pochodzacego od roznych producentéw lub wykonywanych przy uzyciu réznych

analizatorow’*. Zaobserwowane roznice moga takze wynika¢ z rozpoznawania odmiennych
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epitopoéw przez przeciwciata monoklonalne w poréwnaniu z naturalnymi autoprzeciwcialami.
Cho¢ monoklonalne przeciwciala dobrze nasladuja naturalny antykoagulant toczniowy
zalezny od B,GPI, to jednak nie sa one z nimi identyczne.

Wyniki te wskazuja réwnoczesnie na warto§¢ wykonywania co najmniej dwoch
réznych testow przesiewowych. Opierajac si¢ bowiem tylko na tescie DVV, wiele probek
okreslono by btednie jako LA ujemne.

Testem niezwykle pomocnym w prawidtowej interpretacji probek zawierajacych
inhibitory czynnika VIII okazat si¢ dPT — modyfikacja klasycznego czasu protrombinowego.
Jego zasada jest rozcienczanie fosfolipidow, dzigki czemu zwigksza si¢ czuto$¢ wzgledem
LA. Test wykazuje takze wrazliwo§¢ w stosunku do doustnych antykoagulantéw i heparyny,
ulegajac w ich obecno$ci znacznemu wydtuzeniu.

Niewielkie przedtuzenie czasow krzepnigcia w probkach osocza, do ktérych dodano
przeciwciata monoklonalne w najnizszych st¢zeniach wskazuja na konieczno$¢ okreslenia
dolnej granicy czuto$ci takich testow, szczegélnie w odniesieniu do oceny ryzyka powiktan
klinicznych. Jest to osobne, dotad niebadane zagadnienie.

Stabszy efekt, wywolywany przeciwcialem przeciwko protrombinie moze mie¢ co
najmniej dwie przyczyny. Po pierwsze, sama aktywno$¢ typu LA tego sztucznie
wytworzonego przeciwciata moze by¢ po prostu znacznie stabsza, niz przeciwciala
skierowanego przeciwko B,GPI. Po drugie, dzialanie tego przeciwciata stabiej nasladuje
naturalny efekt LA. Najpewniej dziataty tu tacznie oba mechanizmy. Ostatnio publikowane
badania wskazuja, ze z punktu widzenia klinicznego test laboratoryjny, ktéry pomogiby
rozrdznié, czy LA jest zalezny od B,GPI czy od protrombiny bytby niezwykle pozadany. *

Konieczno$¢ stosowania materiatéw kontrolnych (standardéw referencyjnych) w
diagnostyce LA nie podlega dyskusji. Optymalne bylyby materialy pozwalajace na oceng

antykoagulantu w kazdych warunkach, bez wzgledu na rodzaj uzytego testu czy aparatury.
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Przedstawione wyniki sugeruja, iz przeciwciala monoklonalne przeciwko ludzkiej
B>GPI i protrombinie mogly by by¢ przydatne zard6wno w procedurach kontrolnych jak i
standaryzacyjnych. Otwarta pozostaje na razie tylko kwestia ich powszechnej dostgpnosci.
Ich przydatno$¢ powinna by¢ takze oceniona w badaniach wieloosrodkowych i skorelowana,

najlepiej prospektywnie z symptomatologia kliniczng. Takich badan dotad nie prowadzono.

Przeciwciala antykardiolipinowe (aCL) i przeciwko p,-glikoproteinie I (ap,GPI).

Duze badania wieloosrodkowe organizowane od 1986 roku przez European
Antiphospholipid Forum, dotyczace przeciwcial antyfosfolipidowych wykazaly, iz
kluczowym problemem dla oznaczen aCL 1 ap,GPI jest ogromna zmiennos¢

- .95, 96, 97, 98
migdzylaboratoryjna’™> °% 7> 95 9% 100

. Konsekwencje tak duzej zmiennosci przektadaja si¢
bezposrednio na decyzje kliniczne. Wyniki tego samego chorego w réznych laboratoriach,
ocenione przy pomocy innych metod, moga si¢ diametralnie r6zni¢, co utrudnia rozpoznanie,
a co wazniejsze wdrozenie leczenia. W ostatnich latach przeprowadzono wieloosrodkowe
badania (36 europejskich osrodkéw medycznych), w ktorych jako kalibratoréw uzyto, obok
standardow wtlasnych, pochodzacych z Japonii przeciwcial monoklonalnych (HCAL i
EY2C9). Komitet Standaryzacyjny European Antiphospholipid Forum, uznat w 2004 roku, ze
te przeciwciala monoklonalne beda referencyjnymi kalibratorami dla wszystkich
immunoenzymatycznych metod oznaczania aCL i aB,GPI (komercyjnych i wiasnych)’™.
Zalecono jednoczes$nie, aby kazde laboratorium ustalito wlasny zakres wartosci
referencyjnych, w oparciu o wyniki uzyskane dla co najmniej 50 0s6b zdrowych (optymalnie
50-100), dobranych pod wzgledem pici i wieku do badanej populacji chorych. Punktem
odcigcia dla wartos$ci dodatnich ustalono 99 percentyl, poniewaz rozktad warto$ci w grupie

0s6b zdrowych i chorych nie jest normalny. Podjeto takze decyzjg, iz zewngtrzna kontrola

dodatnia dla obu grup przeciwcial beda takze przeciwciala monoklonalne w dwoch
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rozcienczeniach: pierwsze — odpowiadajace stezeniu na poziomie punktu odcigcia a drugie —
odpowiadajace warto$§ciom S$rednio dodatnim. Kontrola zewngtrzna powinna by¢

101, 102

wykonywana 2 lub 3 razy w roku . Zalecenia te nie zostaly jak dotad zweryfikowane w

badaniach wieloosrodkowych.

W przedstawionej pracy, zgodnie z zaleceniami, uzyto przeciwcial monoklonalnych
(standardy Sapporo) jako kalibratorow, rownolegle ze standardami wtasnymi, do wyznaczenia
punktu odcigcia dla warto$ci dodatnich przeciwcial antykardiolipinowych i skierowanych
przeciwko [B,-glikoproteinie 1. Zar6wno dla aCL jak i dla af,GPI, w klasach IgG i IgM,
stwierdzono zaskakujaca zgodno$¢ wartosci 99 percentyla obliczonego dla wynikow
odczytanych wobec standardu wlasnego i1 standardu monoklonalnego. Ta zgodnos¢
uzyskanych wynikow pozwala stwierdzi¢, ze surowice pacjentow uzywane wczesniej jako
standardy wlasne zostaly dobrane we wiasciwy sposob. Warto$ci odczytane wobec
przeciwcial monoklonalnych dla obu grup przeciwcial w obydwu klasach byly tylko nieco
wyzsze. Trzeba tez pamigtac, iz w surowicy pacjenta (standard wlasny) mamy do czynienia z
przeciwciatami poliklonalnymi, ktérych dostgpno$¢ i powinowactwo jest z pewnoscia inne
niz przeciwcial monoklonalnych. Juz we wczesniejszych doniesieniach zwracano uwage, ze
taka poliklonalno§¢ przeciwcial pochodzacych od roéznych chorych moze by¢ jedna z
podstawowych przyczyn braku porownywalnos$ci wynikow aCL i af,GPI pomigdzy roznymi
laboratoriami””. Stad idea stworzenia jednego, referencyjnego kalibratora dla wszystkich
dostepnych metod oznaczania obu przeciwcial.

Taka potrzebg jasno potwierdzaja wyniki oznaczen aCL i af3,GPI, uzyskane w ramach
europejskiego programu standaryzacyjnego (II etap badania Europejskiego Forum), ktére
byly odczytywane tylko w oparciu o standard wlasny i oznaczane wg procedury wlasne;j.

Rozrzuty wynikow pomigdzy poszczegdlnymi laboratoriami byty ogromne, co w oczywisty
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sposob przetozylo sig¢ na wartosci wspotczynnikow zmiennosci (A. Tincani, wyniki nie
publikowane; patrz tabele XIX-XXII). Patrzac na te wyniki, pokusi¢ by si¢ mozna nawet o
stwierdzenie, ze obydwa testy nie spetniaja wymogoéw prawidlowego testu laboratoryjnego,
pozwalajacego na odseparowanie wynikéw ujemnych od dodatnich.

Oczywiscie, oprocz wlasciwego doboru standardu wlasnego, na tak duza zmiennos$é
miaty wptyw takze i inne czynniki metodyczne, w tym: dobor antygenu wykorzystywanego
do optlaszczania ptytki, czynnika blokujacego, roztworu pluczacego, roztworu do
rozcienczania probek surowicy badanej, drugiego przeciwciata, czaséw inkubacji czy po
prostu typu mikroptytek.

Poczatkowo wydawato si¢, iz unifikacja procedury immunoenzymatycznego
oznaczania  przeciwcial  przeciwko [.GPI  bedzie tatwiejsza niz = przeciwcial
antykardiolipinowych. A to dlatego, ze w przypadku af,GPI antygen jest dokladnie znany a
przeciwciata powinny by¢ bardziej homogenne, podczas gdy w przypadku aCL tak naprawdg
oznaczamy roznorodne przeciwciata skierowane przeciwko kompleksowi kardiolipiny z
B.GPI.

Guido Reber w oparciu o dane i wyniki uzyskane z 6 osrodkow europejskich, zebrat i
bardzo doktadnie opisal procedury wykorzystywane przez laboratoria do oznaczania
aP,GPI”’. Zaskoczeniem bylo stwierdzenie, iz wicle osrodkéw stosuje nadal B,GPI
pochodzenia zwierzgcego jako antygenu do optaszczania plytek, a do rozcienczania probek
surowicy bydlecej, w ktorej znajduje sig spora ilos¢ B,GPI. Z kolei Sanmarco zwrocita uwage
na bardzo duza heterogeniczno$¢ tej grupy przeciwcial, a stad zréznicowanie ich
powinowactwa do czasteczki P,GPI®. W chwili obecnej dominuje poglad, iz najbardziej
patogenne sa przeciwciata af,GPI klasy IgG. Nasze wyniki potwierdzaja te wczesniejsze

. . - 103,104, 108, 110, 111, 112
doniesienia " T e,
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O ile sposéb przedstawiania wynikow aCL byt jasny od 1986 roku (wyrazano je u
umownych jednostkach GPL i MPL)"’, o tyle w przypadku aP,GPI sposobu nie opracowano
praktycznie do tej pory. Najczesciej wyniki przedstawiano jako bezposrednie wartosci
ekstynkcji, czyli OD. Ostatnie wytyczne zalecaja podawanie wynikéw w nanogramach, jako
tzw. monoclonal antibodies equivalents®.

Kolejna czescia badan byta ocena zmiennos$ci wewnatrz serii i pomigdzy seriami dla
przeciwcial antykardiolipinowych. Potwierdzita ona spostrzezenia dotyczace wpltywu
poszczegolnych etapdw procedury na koncowy wynik oznaczenia.

Zmienno$¢ wewnatrz serii naszej metody byla zadowalajaca. Wspdtczynniki zmiennos$ci, w
obu klasach, nie przekroczyly zalecanej przez Komitet Standaryzacyjny wartosci 20%,
osiagajac warto$¢ 12% dla IgG i 15% dla IgM.

Wielkosci CV dla zmienno$ci pomigdzy seriami byty juz dla obydwu klas znacznie wyzsze;
w dwoch przypadkach przekraczaty nawet 40%, ale i tak byly znacznie nizsze (na kazdym
poziomie stezen) od warto$ci uzyskanych dla probek w II etapie badania Europejskiego
Forum. Wspoétczynnik zmienno$ci byl nizszy kiedy jako standardu uzywano przeciwcial
monoklonalnych (w kilku przypadkach nawet o kilkanascie procent), cho¢ w wigkszo$ci
nadal przekraczaty 20%. Dziwi to o tyle, ze poszczegdlnych etapdw procedury przestrzegano
W sposob bardzo rygorystyczny (zawsze uzywano doktadnie tych samych odczynnikow). By¢
moze najistotniejsze okazaly si¢ na tym etapie badania czasy inkubacji na finalnym etapie,
przed zablokowaniem plytki (przesunigcia rzgdu 30-60 sekund) lub tzw. czynnik ludzki.

Zatem, cho¢ przeciwciata HCAL 1 EY2C9 uzyte jako kalibratory nie pozwolity na
rewolucyjne zmiany w standaryzacji metody oznaczania aCL to niewatpliwie stanowia one
istotny postgp na drodze do unifikacji i standaryzacji metod oznaczania przeciwciat

antyfosfolipidowych. W chwili obecnej sa to jedyne uznane kalibratory referencyjne.
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Pozostawiono jednak nadal otwarta furtke, przede wszystkim dla firm diagnostycznych, dla
stworzenia lepszego i bardziej dostgpnego (tzn. tanszego) standardu dla tych przeciwcial.
Niezbedna jest dalsza unifikacja wszystkich etapow metod oznaczania przeciwcial
antyfosfolipidowych.

Oznaczajac aCL i aB,GPI nie nalezy zapomina¢ o czynnikach interferujacych. I tak,
stabo dodatnie wyniki aCL IgM i a};GPI IgM obserwuje si¢ czgsto w obecnosci krioglobulin

1 1 3 . . . ey .
0519 "3 §rednie stezenia aCL IgM towarzysza przejSciowo

lub czynnika reumatoidalnego
chorobom infekcyjnym®. Stad wymog powtarzania oznaczen w odstepie minimum 12

tygodni’®.

Przeciwciala antyfosfolipidowe a ryzyko wystapienia powiklan klinicznych.

Nie stwierdzono istotnych rozbiezno$ci w interpretacji wynikéw aCL 1 af,GPI,
oznaczanych przy pomocy obydwu standardow. Wobec standardu wlasnego obserwowano
nieco wigcej wynikow zaliczanych jako slabo dodatnie (przede wszystkim w klasie IgG).
Przyczyna moze by¢ obliczony, nieco nizszy punkt odcigcia wartosci nieprawidtowych. Stad
dla rozpoznania zespolu antyfosfolipidowego (i zgodnie z ostatnimi zaleceniami)

postugiwano si¢ jedynie wynikami uzyskanymi przy pomocy przeciwcial monoklonalnych.

Przeciwciata antykardiolipinowe, przeciwko [,-glikoproteinie I, oraz antykoagulant
toczniowy sa ze soba Scisle zwigzane, nie sg jednak tozsame. U czgsci chorych wykrywamy
wszystkie trzy typy, u czesci dwa, a u wielu tylko jeden rodzaj przeciwcial. Najcze$ciej,
przeciwcialom aCL IgG towarzysza przeciwciata a,GPI IgG i analogicznie przeciwcialom
aCL IgM towarzysza aGPI IgM. Poniewaz przeciwciata aCL sa w rzeczywisto$ci skierowane

przeciwko PGPl w kompleksie z fosfolipidami, takie wspotwystgpowanie tatwo
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wytlumaczy¢. Podobnie, obok antykoagulantu toczniowego najczesciej pojawiaja si¢ aCL i
aP,GPI w klasie IgG.

W naszych badaniach najwigksze ryzyko zakrzepicy i powiktan polozniczych wiaze
si¢ z obecnoscia przeciwciat przeciwko B,GPI w klasie IgG (pomimo ich niskiej czutosci). Na
ten fakt zwracano uwage juz we wezesniejszych doniesieniach®™ ' ' Nieco stabszym
czynnikiem ryzyka dla zakrzepicy, w naszych badaniach byta obecnos¢ aCL i LA; tu czuto$¢
byta wigksza lecz swoisto$¢ nizsza. Monica Galli w metaanalizie wielu badan, wskazata, ze to
LA silniej koreluje z objawami zakrzepicy niz aCL IgG i ap,GPI IgG (tylko w mianach
srednich 1 wysokich); te ostatnie korelowatly praktycznie tylko z zakrzepica tetnicza. Autorka
zwracala jednak uwage, ze nie w kazdym przypadku aCL i1 a,GPI oznaczano zgodnie z
akceptowanymi kryteriami'?’.

Dla powiktan potozniczych tak obecno$¢ LA jak i przeciwciat aCL IgG byla w
naszych badaniach dosy¢ stabym czynnikiem ryzyka. Tu znacznie wigksze ryzyko zwiazane
bylo z obecnoscia przeciwcial aCL IgM. Podobne wyniki publikowat w 1997 roku
Forastiero' .

Zgodnie z naszymi badaniami, najwigksze ryzyko wszystkich powiktan klinicznych
wigze si¢ ze wspoOlwystgpowaniem dwoch lub trzech réznych autoprzeciwcial. Jest to
szczegblnie widoczne dla powiktan polozniczych, gdzie przy obecnosci trzech przeciwciat
ryzyko to wzrasta do 3,52. Wyro6znienie chorych z obecno$cia jednego i wigcej typodw
przeciwcial zgodne jest z najnowszymi zaleceniami’®.

Duze ryzyko wystapienia powiklan klinicznych (zakrzepicy 1 niepowodzen
potozniczych) zwiazane z obecnoscia przeciwciat przeciwko B,GPI, w naszych badaniach i

107, 108, 110, 111, 112, 114 . ‘2 o
7. 108,110, 1L 12, potwierdza stuszno$¢ wiaczenia ich do

innych doniesieniach'*>
aktualnych kryteriow klasyfikacyjnych zespotu antyfosfolipidowego. Ponadto ich oznaczanie

ma istotne znaczenie gdy ewidentnym objawom klinicznym zespotu antyfosfolipidowego nie
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towarzysza przeciwciata aCL ani LA. Wedlug dostgpnych danych okoto 2-10% chorych z
kliniczna manifestacja APS wykazuje jedynie obecno$é¢ przeciwciat ap,GPI''> ' 14w
naszych badaniach APS, w oparciu o dodatnie ap,GPI rozpoznano az u 29 chorych (u 6
postac pierwotna, u 23- wtorna).

W chwili obecnej nie ma zatem jednego testu, ktory z wystarczajaca czuto$cia i
swoistoscia wskazywatby na istotng klinicznie obecno$¢ przeciwciat antyfosfolipidowych.
Nadal konieczne jest oznaczanie antykoagulantu toczniowego metodami koagulometrycznymi
oraz przeciwcial antykardiolipinowych 1 skierowanych przeciwko [B,GPI metodami
immunoenzymatycznymi.

Trzeba jednak zaznaczyé, ze istnieja doniesienia negujace zwiazek pomigdzy
obecnoscia przeciwcial antyfosfolipidowych a powiklaniami zakrzepowymi''> ''°,
Kwestionuje si¢ takze sens oznaczania przeciwcial antykardiolipinowych w ogdlnej populacji,
w nadziei wykrycia 0sob zagrozonych w przysztosci powiktaniami zakrzepowymi (badanie
HUNT)'. W obu przypadkach zasadniczym problemem jest jednak wiarygodnosé
stosowanych metod laboratoryjnych. Bowiem na dzien dzisiejszy metody oznaczania aCL i
aB,GPI, pomimo pojawienia si¢ kalibratorow referencyjnych nadal nie sa do konca
wystandaryzowane. Po czgéci dlatego wlasnie nie sa one wystarczajaco czute ani swoiste, co
przy oznaczaniu tak bardzo heterogenicznej grupy przeciwciat jest nieodzowne.

Kolejna trudnoscia jest precyzyjne okreslenie tych i tylko tych przeciwciat, ktore sa
rzeczywiscie silnie zwigzane z ryzykiem klinicznych powiktan zespotu antyfosfolipidowego.
Tu kolejna, cho¢ jeszcze nie zweryfikowana propozycja jest dodatkowy test, zaproponowany
przez De Groota''®, wykrywajacy jedynie ,,prawdziwe” przeciwciala antykardiolipinowe, tzn.
wiazace si¢ z kardiolipina bezposrednio, bez udziatu kofaktora jakim jest B,GPI. Test ten
mialby mie¢ warto$¢ predykcyjna ujemna i wykrywac niezwiazane z zakrzepica nieswoiste

przeciwciata antyfosfolipidowe, czgsto towarzyszace infekcjom.
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A zatem, w diagnostyce zespotu antyfosfolipidowego postep dokonuje si¢ mozolnie,

wolnymi krokami. Przetomowe odkrycia zapewne jeszcze przed nami.
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6. WNIOSKI

1.

Nie istnieje dotad zaakceptowana forma kontroli dodatniej dla oznaczania
antykoagulantu toczniowego. Funkcje t¢ moglyby pelni¢ mysie przeciwciata
przeciwko ludzkiej B,-glikoproteinie I (23H9) i protrombinie (28F4) o wlasnosciach

antykoagulantu.

Mysie, humanizowane przeciwciata przeciwko ludzkiej B.GPI (HCAL i EY2C9)
wydaja si¢ by¢ dobrymi kalibratorami dla immunoenzymatycznych metod oznaczania

przeciwciat antykardiolipinowych 1 przeciwko B,-glikoproteinie I.

Konieczne sg takze dalsze proby ujednolicenia metodyki oznaczania aCL 1 af,GPI w

celu zminimalizowania zmienno$ci migdzylaboratoryjne;.

Najsilniejszym (cho¢ malo czutym) czynnikiem ryzyka powiktan klinicznych
(zakrzepicy i niepowodzen polozniczych) sa przeciwciala af,GPI klasy IgG. Stad
konieczno$¢ stosowania w diagnostyce kilku testow koagulometrycznych i

immunoenzymatycznych.
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7. STRESZCZENIE

Przeciwciata antyfosfolipidowe skierowane sa przeciwko biatkom (przede wszystkim
B»-glikoproteinie I oraz protrombinie) zwiagzanym w kompleksy z ujemnie natadowanymi
fosfolipidami.

Wspdtistnienie przeciwciat antyfosfolipidowych (LA i/lub aCL i/lub ap,GPI) z
charakterystycznymi objawami klinicznymi (zakrzepica lub powiktania potoznicze) to
kryteria pozwalajace na rozpoznanie zespotu antyfosfolipidowego.

Przeciwciata antyfosfolipidowe wykrywa si¢ dwiema niezaleznymi metodami:
koagulometryczna (LA) i immunoenzymatyczna (aCL i aB,GPI).

Zgodnie z wytycznymi opublikowanymi w 2006 roku, aPL stanowia kryterium
klasyfikacyjne dla APS jesli sa oznaczone wystandaryzowanymi metodami, tzn. opartymi o
uznane kalibratory (standardy Sapporo) dla aCL i ap,GPI, a w przypadku LA — zgodnie z
zaleceniami Komitetu Standaryzacyjnego ISTH.

Przedstawiona praca miata na celu wykazanie przydatnosci zastosowania przeciwciat
monoklonalnych (23H9 i 28F4 dla LA, oraz HCAL i EY2C9 dla aCL i aB,GPI) dla
ujednolicenia metod oznaczania przeciwciat antyfosfolipidowych.

Zachowanie si¢ mysich przeciwcial monoklonalnych przeciwko ludzkiej [s-
glikoproteinie 1 (23H9) 1 ludzkiej protrombinie (28F4) wykazujacych wlasnosci
antykoagulantu toczniowego oceniono w 24 prébkach osocza ludzkiego, do ktérych dodano
w/w przeciwciata. Stwierdzono, ze efekt LA zalezny od obecnosci B.GPI jest znacznie
wyrazniejszy w testach krzepnigcia zaleznych od fosfolipidow (PTT LA, DVV test, dPT) w
poréwnaniu z LA zwiazanym z obecnos$cia przeciwcial przeciwko protrombinie. Testem
przesiewowym, najbardziej czutym wobec LA okazat si¢ PTT LA, nieco slabszym test

krzepnigcia aktywowany jadem zmii Russela (DVV).
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Mysie, humanizowane przeciwciala przeciwko ludzkiej B.GPI (HCAL i EY2C9; tzw.
standardy Sapporo) zostaly wykorzystane jako kalibratory referencyjne obok standardow
wiasnych (surowice pacjenta o wysokim mianie przeciwciat) do wyznaczenia punku odcigcia
dla wartosci dodatnich w grupie 0s6b zdrowych, dla aCL i aB,GPI, oraz do oceny
powtarzalno$ci wlasnej metody oznaczania aCL.

Zaréwno dla aCL jak i dla ap,GPI stwierdzono zgodno$¢ wartosci 99 percentyla
obliczonego dla wynikow odczytanych wobec standardu wiasnego 1 przeciwciat
monoklonalnych. Nie zaobserwowano takze wigkszych rozbiezno$ci w interpretacji wynikoéw,
jako dodatnie i ujemne, co mialo istotne znaczenie dla postawienia wlasciwego rozpoznania.
Ocena zmiennos$ci wewnatrz serii dla aCL byla dobra; wspotczynnik zmiennos$ci dla obydwu
klas nie przekroczyt zalecanej wartosci 20 %. Wartos¢ CV dla zmienno$ci pomigdzy seriami
byta wyzsza (dla obydwu klas), ale zaobserwowano, iz byta ona nizsza jesli uzyto jako
standardu przeciwciat monoklonalnych.

W pracy oceniono takze, w oparciu o dane kliniczne dla 336 pacjentéw z chorobami
autoimmunologicznymi, ryzyko wystapienia powiklan klinicznych. Stwierdzono, ze i dla
zakrzepicy 1 dla powiktan potozniczych najwigksze ryzyko zwiazane jest z obecnoscia

przeciwciat a,GPI w klasie IgG. Nieco mniejsze z obecno$cia LA i aCL IgG.

Wyniki badan potwierdzaja konieczno$¢ dalszych prob ujednolicenia metod
oznaczania aCL i af,GPI. Wskazuja takze na konieczno$¢ stosowania w codziennej praktyce
referencyjnych kalibratoréw i materiatow kontrolnych, ktorymi moglyby by¢ przeciwciata

monoklonalne.
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8. SUMMARY

Antiphospholipid antibodies are directed against proteins (mostly B,-glycoprotein I
and prothrombin) forming complexes with negatively charged phospholipids.

Association of antiphospholipid antibodies (LA and/or aCL and/or aB,GPI) with
characteristic clinical symptoms (thrombosis and obstretical complications) forms the criteria
of antiphospholipid syndrome.

The presence of antiphospholipid antibodies is detected by means of two independent
methods, coagulometric (LA) and immunoenzymatic (aCL and/or a3, GPI).

According to guidelines published in 2006, aPL antibodies are considered as
classification criteria for APS, as long as they are determined using standardized methods, i.e.
based on recognized calibrators for aCL and aB,GPI, and according to ISTH Standardization
Subcommittee in case of LA.

The purpose of the present study was to assess the usefulness of monoclonal
antibodies (23H9 and 28F4 for LA, and HCAL and EY2C9 for aCL and a,GPI, respectively)
as standards for antiphospholipid antibodies detection methods.

The interaction between mouse antibodies against human ,-glycoprotein I (23H9) and
human prothrombin (28F4), possessing the properties of lupus anticoagulant was analyzed in
24 human plasma samples. B.GPI-dependent LA effect observed in phospholipid-dependent
coagulation assays differed markedly from LA associated with the presence of antibodies
against prothrombin. PTT LA turned out to be the most sensitive screening test for LA; dilute
Russell Viper Venom Time (DVV) was found to be somewhat less sensitive.

Mouse humanized antibodies against human af},GPI (HCAL and EY2C9; “Sapporo
standards™) were used as reference calibrators in comparison to in-house standards (serum

from patients with known high antibody titer) to establish a cut-off point for positive values in
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healthy controls. They were also used for assessing intralaboratory reproducibility for aCL
determination method.

Ninety-ninth percentile values calculated for both aCL and aB,GPI with the use of in-
house standard and with monoclonal antibodies were very similar. Moreover, no significant
difference was observed while classifying the results as positive or negative; a very important
finding for establishing the proper diagnosis.

Intra-serial variation for aCL was good; coefficient of variation (CV) for both classes
did not exceeded recommended value of 20%. Inter-serial CV value was higher (for both
classes). It was lower, however, when monoclonal antibodies were used as a standard.

The present study also assessed the risk of clinical complications in 336 patients suffering
from autoimmune diseases. The stronger risk of both thrombosis and obstretic complications
was associated with the presence of IgG ap,GPI antibodies. The risk was somewhat lower for

IgG aCL and LA.

Our results confirm and justify further attempts to standardize methods of aCL and
aP,GPI determination. We also emphasize the need to use in daily practice generally accepted

reference calibrators and control materials such as monoclonal antibodies.
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