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Antiprothrombin antibodies
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Izvleéek

Pri bolnikih z antifosfolipidnim sindromom
(APS) povzrodajo patogena avtoprotitelesa,
imenovana antifosfolipidna protitelesa, trom-
boze in zaplete v nose¢nosti. Najpogostej$i an-
tigenski tar¢i antifosfolipidnih protiteles sta p2-
glikoprotein I (P2GPI) in protrombin, vezana
na fosfolipidno povr§ino. V. mednarodno spre-
jetih smernicah se za postavitev diagnoze APS
narekuje prisotnost tromboze in/ali znacilnih
zapletov v nosec¢nosti ter hkratno trajno povi-
$ane vrednosti lupusnih antikoagulantov (LA),
antikardiolipinskih protiteles (aCL) ali protiteles
proti p2GPI (anti-p2GPI). Novejse teznje pri di-
agnosticiranju APS predlagajo meritev ve¢ raz-
liénih skupin antifosfolipidnih protiteles, med
njimi tudi protiteles proti protrombinu, katerih
skupen izra¢un poda oceno tveganja za trombo-
zo pri posamezniku z APS. Protitelesa proti pro-
trombinu so pri bolnikih z APS pogosto prisotna
in véasih tudi edina povi$ana. Metode za njihovo
dolo¢itev se razlikujejo in so nestandardizirane.
Veliko novejsih $tudij je potrdilo, da ima metoda
za dolocanje protiteles proti protrombinu s kom-
pleksom protrombin/fosfatidilserin na trdnem
nosilcu (aPS/PT ELISA) ve¢jo diagnosti¢no upo-
rabnost v primerjavi z metodo, ki ima na trdnem
nosilcu vezan samo protrombin. Naga razisko-
valna skupina je razvila izvedbo aPS/PT ELISA
z izbolj$ano analitsko ob¢utljivostjo, ki omogoca
dolo¢itev kliniéno pomembnih protiteles. Ve¢ji
delez protiteles aPS/PT je imel aktivnost LA v
primerjavi s protitelesi aCL in anti-p2GPI. Izka-
zalo se je, da so aPS/PT pomembno povezana z
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venskimi trombozami in predstavljajo med vse-
mi antifosfolipidnimi protitelesi najvisje tveganje
za zaplete v nose¢nosti.

Abstract

In patients with antiphospholipid syndrome
(APS), the presence of a group of pathogenic au-
toantibodies called antiphospholipid antibodies
causes thrombosis and pregnancy complications.
The most frequent antigenic target of antiphos-
pholipid antibodies are phospholipid bound p2-
glycoprotein I (B2GPI) and prothrombin. The in-
ternational classification criteria for APS connect
the occurrence of thrombosis and/or obstetric
complications together with the persistence of
lupus anticoagulant (LA), anti-cardiolipin an-
tibodies (aCL) and antibodies against p2GPI
(anti-B2GPI) with APS. Current trends for the
diagnostic evaluation of APS patients propose
the determination of multiple antiphospholipid
antibodies, among them also anti-prothrombin
antibodies, to obtain a common score for esti-
mating the risk of thrombosis in APS patients.
Antiprothrombin antibodies are common in
APS patients and are sometimes the only an-
tiphospholipid antibodies elevated. Methods for
their determination differ and have not yet been
standardized. Many novel studies confirmed that
the method using phosphatidylserine/prothrom-
bin (aPS/PT ELISA) as an antigen on solid phase
had higher diagnostic accuracy compared to the
method using prothrombin alone (aPT ELISA).
Our research group developed an in-house aPS/
PT ELISA with increased analytical sensitivity,
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which enables the determination of all clinically
relevant antiprothrombin antibodies. aPS/PT
exhibited the highest percentage of LA activity
compared to aCL and anti-B2GPI. aPS/PT anti-
bodies measured by the in-house method were

associated with venous thrombosis and present-
ed the strongest independent risk factor for the
presence of obstetric complications among all
tested antiphospholipid antibodies.

Uvod

Protitelesa proti protrombinu so avto-
protitelesa, katerih prisotnost je znacilna za
nekatere imunske bolezni. Spadajo v hete-
rogeno druzino antifosfolipidnih protiteles,
katerih poimenovanje zdruzuje protitelesa
proti fosfolipidom, kompleksom fosfolipi-
dov s plazemskimi proteini in nekaterim
plazemskim proteinom.! Kljub svojemu
imenu ve¢inoma niso usmerjena proti ani-
onskim fosfolipidom, kot so sprva domne-
vali, ampak proti Stevilnim proteinom, ki
se vezejo na negativno nabite fosfolipide.
Najpogostejsi in najbolje proucevani anti-
genski tarc¢i antifosfolipidnih protiteles sta
B2-glikoprotein I (B2GPI)>* in protrombin,’
ki sta oba vklju¢ena v proces hemostaze.
Trajno povi$ana antifosfolipidna protitelesa
najdemo v plazmi bolnikov z antifosfolipi-
dnim sindromom (APS), pri katerem rusijo
hemostatsko ravnotezje, lahko pa se poja-
vljajo tudi prehodno pri razli¢nih infekcij-
skih boleznih (gobavost, leptospiroza, sifilis,
tuberkoloza, hepatitis A in druge).

Tabela 1: Klasifikacij za diagnozo APS."®

Antifosfolipidni sindrom

APS je z antifosfolipidnimi protitele-
si posredovana trombofilija. Za to sistem-
sko avtoimunsko bolezen, prvi¢ opisano
leta 1983,° so znacilne tromboze razli¢nih
segmentov obtocil in/ali zapleti med no-
senostjo ter prisotnost antifosfolipidnih
protiteles. APS je lahko pridruzen drugi sis-
temsko vezivnotkivni bolezni, pri priblizno
polovici bolnikov pa se pojavlja kot samo-
stojna bolezen. Mednarodno sprejeta klasi-
fikacijska merila natan¢no dolo¢ajo pogoje
za doloc¢itev diagnoze APS (Tabela 1) in za-
povedujejo prisotnost vsaj enega klini¢nega
in vsaj enega laboratorijskega merila.”® Po-
leg klasi¢nih se pri APS lahko pojavi vrsta
klini¢nih in laboratorijskih znakov , ki sicer
niso vkljuceni v klasifikacijska diagnosti¢na
merila, so pa z APS, ¢eprav v manjsi meri,
povezani. Med slednjimi so tromobocitope-
nija, livedo reticularis, prizadetost srénih za-
klopk in centralnega Ziv¢evja ter prisotnost

Kliniéna merila

Tromboze:

Ena ali ve¢ dokumentiranih tromboz arterij, ven ali malih zil

(angiografija, Doppler UZ, CT, MRI, biopsija itd.).

Zapleti v nosecnosti

Ena/vet nepojasnjenih smrti morfolosko normalnega ploda med

10. in 34. tednom nosecnosti.

Ena/ve¢ eklampsij/preklampsij pred 34. tednom nose¢nosti.

Trije nepojasnjeni spontani splavi pred 10. tednom nosecnosti.

Laboratorijska merila
Lupusni antikoagulanti

Antikardiolipinska
protitelesa

Protitelesa proti beta 2
glikoproteinu |

Prisotni v plazmi dvakrat/vec¢krat v presledku vsaj 12 tednov.

IgG in/ali IgM prisotni v plazmi/serumu v srednjem ali visokem titru
(>99. percentil), dvakrat/veckrat v presledku vsaj 12 tednov.

IgG in/ali IgM prisotni v plazmi/serumu (> 99. percentil),
dvakrat/veckrat v presledku vsaj 12 tednov.
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Slika 1: Pretvorba
protrombina v trombin.
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antifosfolipidnih protiteles, katerih tarc¢a so
protrombin, protein C, protein S, aneksin V,
fosfatidilserin in fosfatidiletanolamin.”

Metode, ki se trenutno uporabljajo za
dolocanje antifosfolipidnih protiteles, lahko
delimo v dve skupini: encimsko imunske , s
katerimi dolo¢amo protitelesa proti kardio-
lipinu (aCL), anti-B2GPI in protitelesa proti
protrombinu, ter testi koagulacije, s katerimi
dolo¢amo lupusne antikoagulante (LA). Po
mednarodno sprejetih merilih za klasifika-
cijo APS sodijo med laboratorijska merila
LA, aCL in anti-p2GPI, ki so dolocena v in-
tervalu najmanj 12 tednov.”®

Nedavno sta dve raziskovalni skupini®°
predstavili svojevrsten matemati¢ni izra¢un
za oceno tveganja tromboze pri bolnikih z
APS (angl. antiphospholipid score oziroma
global antiphospholipid syndrome score,
GAPSS). To je nov pristop v diagnosticiranju
APS, pri katerem bi za oceno tveganja trom-
boze upostevali rezultate razli¢nih antifosfo-
lipidnih protiteles (LA, aCL, anti-p2GPI in
protitelesa proti protrombinu-izotipov IgG
in IgM). Skupen izra¢un bi zdravnikom lah-
ko pomagal pri odlo¢itvi za uvedbo, ukinitev
ali spremembo ustreznega zdravljenja.

Protrombin

Protrombin je od vitamina K odvisna be-
ljakovina z enojno verigo. Gen protrombina
je lociran na kromosomu 11, blizu centrome-
re, in je dolg 21 0oo baznih parov.'* Njegova
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a-Trombin

sinteza poteka v jetrih, znotraj hepatocitov,
kjer pride tudi do sekundarne modifikacije
proteina. V krvni obtok se sprosti kot gliko-
protein s 579 amino kislinami in molekul-
sko maso 72 kDa.'>'* Normalna plazemska
koncentracija je 100 mg/L z razpolovnim
¢asom 2-4 dni.'* Sestavljen je iz treh prede-
lov: domena “kringel”, domena Gla (bogata
s karboksi-glutaminsko kislino) in katali-
ticna domena serinske proteaze. Posttran-
slacijska modifikacija protrombina poteka
na predelu Gla in je od vitamina K odvisna
karboksilacija ostankov glutaminske kisline
v y-karboksi glutamatamske ostanke. Ob
prisotnosti kalcijevih ionov se protrombin
veZe na negativno nabite fosfolipide s prede-
lom Gla. Ta vezava je potrebna za pretvorbo
protrombina v biolosko aktiven a-trombin,
medtem ko je domena kringel odgovorna za
vezavo trombina na fibrin.

Protrombin, ali tudi faktor II, igra osre-
dnjo vlogo v verizni reakciji strjevanja krvi.
V krvi krozi kot proencim, ki ga v kaskadni
reakciji koagulacije protrombinazni kom-
pleks proteoliti¢no aktivira v aktivno serin-
sko proteazo a-trombin (Slika 1). Pri tem se
sprosti velik peptid, fragment 1+ 2. Trombin
ali faktor Ila je serinska proteaza, ki odcepi
fibrinopeptida A in B od fibrinogena, pri tem
nastane netopni fibrin, ki je kon¢ni proizvod
strjevanja krvi.'"” Trombin ima v hemostazi
$tevilne funkcije: pretvori fibrinogen v fi-
brin, za$(iti fibrinske strdke pred fibrinolizo,
aktivira trombocite, aktivira faktorje V, VIII
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in XI (pozitivna povratna zanka), se veZe na
trombomodulin in preko poti proteina C
inaktivira kofaktorje V in VIII (negativna
povratna zanka).

Protitelesa proti protrombinu

Leta 1983 je Bajaj s sodelavci prvic¢ pred-
stavil dokaze o obstoju protiteles proti pro-
trombinu pri dveh bolnikih z LA in hipo-
protrombinemijo.'® Ta protitelesa so vezala
protrombin, ne da bi preprecila njegovo ak-
tiviranje v trombin. Avtorji so predposta-
vljali, da je hipoprotrombinemija posledica
vezave protiteles na protrombin in hitrega
odstranjevanja imunskih kompleksov iz ob-
toka. Leto dni kasneje so s protito¢no imu-
noelektroforezo potrdili obstoj kompleksov
protrombin-antiprotrombin v plazmi bolni-
kov z LA, vendar brez hude hipoprotrombi-
nemije.'” Fleck s sodelavci je te ugotovitve
potrdil, ko je pokazal, da imajo protitelesa,
ki vezejo protrombin, aktivnost LA in so
prisotna pri 72% bolnikov z aktivnostjo
LA.*® V $tudiji, v kateri so proucevali bol-
nike z aCL in LA, so izpostavili vlogo pro-
titeles proti protrombinu za aktivnost LA.°
Izmed 16 vzorcev bolnikov z LA je bilo pri 11
vzorcih mogoce zaznati vezavo na fosfolipi-
dno povrsino le ob prisotnosti protrombina
in kalcija. Kasneje so Oosting in sodelav-
ci pokazali, da protitelesa z aktivnostjo LA
zavirajo delovanje protrombinaznega kom-
pleksa na povrsini endotelijskih celic in da
frakcija IgG z aktivnostjo LA veze kompleks
fosfolipid-protrombin.’® Antigenski tar¢i za
vecino protiteles, ki izrazajo aktivnost LA,
sta protrombin in/ali f2GPI na fosfolipidih.
Izmed 10 bolnikov z LA so izolirane frakcije
IgG vsebovale protitelesa proti protrombinu
v vsaj 9 primerih.*

Protitelesa proti protrombinu so prvi¢
izmerili v zacetku go. let z dvojno imuno-
difuzijo in s protito¢no imunoelektrofore-
20.'*'®?! Pri obeh metodah protitelesa proti
protrombinu tvorijo imunske komplekse s
protrombinom v gelu, kar se kaze kot pre-

cipitacijska liniija. Vendar pa metodi ne po-
data kvantitativne ocene protiteles. V vecini
primerov je titer in/ali afiniteta protiteles
proti protrombinu celo prenizka, da bi na-
stale jasne precipitacijske linije. Kljub temu
so ta in vitro odkritja pokazala, da taksni
kompleksi verjetno obstajajo tudi v plazmi
in vivo. Protitelesa so v preteklosti dolocali
tudi z drugimi tehnikami, ki pa temeljijo na
oslabitvi encimske aktivnosti protrombina
po vezavi s protitelesi.'®*? Pri teh tehnikah
je potrebno prej izolirati protitelesa proti
protrombinu in odistiti faktorje strjevanja
krvi, kar naredi te metode neprimerne za
rutinsko delo.

V zadnjih nekaj letih je ve¢ raziskovalnih
skupin razvilo razli¢ne encimsko-imunske
metode na trdnem nosilcu (ELISA), ki so
do danes dale¢ najbolj uporabljane tehni-
ke doloc¢anja protiteles proti protrombinu.
Omogocajo hitro dolocitev koncentracije
in izotipa protiteles. Arvieux s sodelavci je
prvi dolo¢il protitelesa proti protrombinu z
ELISA, pri kateri je protrombin kot antigen
nanesen na mikrotitrske plo$ce z visoko afi-
niteto vezave.?* Na ta nacin so dolo¢ali pro-
titelesa, usmerjena proti samemu protrom-
binu, ki jih danes poimenujemo s kratico
aPT. Pri tem je zanimivo, da na¢in predstavi-
tve protrombina na trdnem nosilcu mo¢no
vpliva na njegovo prepoznavo s strani pro-
titeles proti protrombinu.** Protitelesa proti
protrombinu se vezejo na protrombin, ki je
ali imobiliziran na ustrezni anionski povrsi-
ni, kot so y-obsevane ali visoko vezavne po-
lovinilkloridne (PVC) mikrotitrske plosce,
ali pa je izpostavljen imobiliziranim ani-
onskim fosfolipidom. Nasprotno pa se pro-
trombin na navadne polistirenske mikrotitr-
ske plo§ce z nizko afiniteto vezave ne veze.*
V tem pogledu je reaktivnost protiteles proti
protrombinu v ELISA mo¢no podobna re-
aktivnosti nizko avidnih anti-p2GPI. Slednja
prepoznajo $2GPI le, kadar je le-ta vezan na
anionsko povrs$ino, medtem ko je vezava na
B2GPI v tekodi fazi minimalna.>*"’

Kasneje so Matsuuda in sodobniki poka-
zali, da se lahko protitelesa proti protrombi-
nu ob prisotnosti ionov Ca*" dolo¢ijo tudi
z ELISA, pri kateri je protrombin vezan na
fosfatidilserin.?® Slednja so danes poimeno-
vana od fosfatidilserina odvisna protitelesa
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proti protrombinu (aPS/PT). ELISA z veza-

nim kompleksom protrombin-fosfatidilse-

rin (aPS/PT ELISA) je omogocila uc¢inkovi-
tejSo dolocitev protiteles proti protrombinu

v primerjavi z ELISA, s ¢imer so dolocali

aPT (aPT ELISA).” Ta pojav je mogoce ra-

zlozZiti na ve¢ nacinov:

1. Protrombin, vezan na fosfatidilserin, ni
omejen v svojem lateralnem gibanju,
za razliko od protrombina, vezanega na
visoko vezavne mikrotitrske plosce. To
omogoca kopicenje in pravilno usmeri-
tev protrombina, s tem pa nastanejo bolj-
§i pogoji za vezavo protiteles.

2. Na fosfatidilserin se lahko s pomocjo
Ca®" ujamejo tudi krozeéi deli membran
s pritrjenimi kompleksi protrombina in
protiteles, ki so lahko prisotni v nekate-
rih primerih.

3. Protitelesa morebiti reagirajo z neoepito-
pi, ki se pojavijo na protrombinu Sele, ko
se ta veZe na fosfatidilserin.

Nezanemarljivo pa je tudi dejstvo, da
aPS/PT ELISA bolje posnema samo in vivo
vezavo protrombina in protiteles. Prav tako
pomembno je odkritje Atsumija s sodelav-
ci, ki so pokazali, da so aPS/PT mocneje kot
aPT povezana z aktivnostjo LA.*® Ta sku-
pina v svoji $tudiji ni nasla korelacije med
ravami aPS/PT in aPT pri bolnikih z APS.
Zato meni, da se z aPS/PT ELISA dolocajo
vsaj deloma epitopsko razlicna protitele-
sa v primerjavi z aPT ELISA. Kasneje smo
v Laboratoriju za imunologijo revmatizma
Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana
(UKC Ljubljana) modificirali prvo opisano
metodo aPS/PT ELISA in s tem povecali
njeno analitsko obcutljivost.>' Nova izvedba
hidne metode aPS/PT ELISA je omogocila
zaznavo obeh domnevno razli¢nih popula-
cij protiteles in s tem dolo¢itev vseh klini¢no
pomembnih protiteles proti protrombinu z
eno metodo.

Po eni izmed teorij naj bi protitelesa pro-
ti protrombinu povzrocila podaljsano str-
jevanje krvi in vitro z zaviranjem aktivacije
protrombina v trombin.>? Vendar je to malo
verjetno, kajti taksen mehanizem ne more
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razloziti nevtralizacije aktivnosti LA ob do-
datku visje koncentracije fosfolipidov. Leta
2001 je Simmelink s sodelavci pokazal, da je
dodatek afinitetno ocis¢enih protiteles proti
protrombinu plazmi zdravega ¢loveka spro-
zil aktivnost LA, ki jo je bilo mogoce nev-
tralizirati z dodatkom prebitka fosfolipida.>?
Pokazali so tudi, da so kompleksi protrom-
bin s protitelesi proti protrombinu zavirali
tako protrombinazni kot tenazni kompleks.
Torej protitelesa proti protrombinu morebiti
povecajo afiniteto protrombina za negativno
nabite fosfolipide in tako tekmujejo s faktor-
ji strjevanja krvi za dostopno kataliti¢no fos-
folipidno povrsino.** Ta mehanizem pojasni
tudi, zakaj dodatek fosfolipidov iznici aktiv-
nost LA, ki jo povzrodijo protitelesa proti
protrombinu. Nekateri raziskovalci so po-
rocali o obstoju dveh tipov krozecih proti-
teles proti protrombinu, ki jih lahko lo¢imo
na osnovi njihovih ucinkov v koagulacijskih
sistemih. Prva so funkcionalna, ki povzro-
¢ajo aktivnost LA, druga pa so nefunkcio-
nalna, ki ne prispevajo k aktivnosti LA. *>**
Razlike v u¢inkih so verjetno posledica epi-
topske specifi¢nosti razli¢nih protiteles proti
protrombinu. Protitelesa proti protrombinu
lahko nastanejo tudi pri imunizaciji s plaz-
minogenom in slednja najverjetneje pripa-
dajo nefunkcionalni skupini.*® Po vezavi
protrombina na fosfolipide se razkrijejo ne-
oepitopi. Protitelesa proti tem epitopom naj
bi bila funkcionalna v nasprotju s protitele-
si, ki prepoznajo protrombin neodvisno od
njegove vezave na fosfolipide.

Z razlicnimi metodami dolo¢amo do-
mnevno razlicne populacije protiteles proti
protrombinu, kar je verjetno posledica pre-
poznave razli¢nih epitopov na protrombinu.
Kateri so specifi¢ni epitopi na protrombi-
nu, ki jih protitelesa prepoznajo, $e ni zna-
no, vendar pa se ve, da protitelesa ne vezejo
protrombina, ¢e je la-ta v raztopini. Po eni
izmed razlag protitelesa reagirajo z neoe-
pitopi, ki se pojavijo $ele, ko se protrombin
pritrdi na anionske fosfolipide. Wu in Lentz
sta pokazala, da se protrombin konformacij-
sko spremeni po vezavi na fosfatidilserin.’
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Kasneje je Galli s sodelavci ugotovila, da je
protrombin v ELISA prepoznan ucinkovite-
je, ¢e je vezan na fosfatidilserin. Predlagala
je,da je v teh pogojih antigen bolj nakopicen
in pravilno usmerjen, kar omogoc¢i optimal-
ne pogoje za vezavo protiteles.>® Porocali so
tudi o bivalentni vezavi protiteles proti pro-
trombinu na kovalentno povezane dimere
in multimere protrombina na povrsini mi-
krotitrske plosc¢e.’®** Navzkrizno povezani
dimeri in multimeri olaj$ajo vezavo nizko
afinitetnih protiteles. Ta odkritja nakazujejo,
da so protitelesa proti protrombinu najver-
jetneje nizko afinitetne narave in ne protite-
lesa proti neoepitopom.** Temu nasprotuje
odkritje Bajaja in sodelavcev, ki so v serumih
bolnikov z LA izmerili visoko afinitetna pro-
titelesa proti protrombinu z afiniteto vezave
Kd 107°-107.*! Tudi kasnej$a merjenja avi-
dnosti protiteles proti protrombinu s kao-
tropno ELISA so potrdila obstoj tako visoko
kot nizko avidnih protiteles.*® V eni izmed
$tudij so pokazali, da je interakcija med mo-
novalentnimi fragmenti Fab, pripravljenimi
iz IgG frakcije bolnika z LA, in protrombi-
nom zanemarljiva.*’ Iz kineti¢nih merjen;
asociacije in disociacije je bilo razvidno, da
pride do bivalentne vezave med protrombi-
nom in protitelesi na lipidni membrani. Na
osnovi omenjenih odkritij lahko povzame-
mo, da se protrombin na fosfolipidni povr-
§ini ob prisotnosti Ca*" kovalento poveze
(dimerizira), ob tem se pojavijo neoepitopi,
$ele nato pa je omogocena vezava protiteles
proti protrombinu.

Studije protrombinskih fragmentov so
pokazale, da se epitop za vezavo protiteles
najverjetneje nahaja na konservativnih re-
gijah, ki so homologne z drugimi od vita-
mina K odvisnimi proteini, protitelesa pa so
najverjetneje poliklonske narave.*? Frakcije
IgG, izolirane iz bolnikov z LA, so se vezale
tako na cel protrombin kot tudi na pretrom-
bin in na fragment 1 (Slika 1).** Nobeno od
izoliranih protiteles ni reagiralo z imobilizi-
ranim trombinom. Dominantni epitopi so
precej verjetno umesceni blizu vezavnega
mesta za fosfolipide, ¢eprav so lahko zelo
heterogeno razporejeni. Drugi so proucevali
epitope na protrombinu z uporabo rekom-
binantnih protrombinskih fragmentov. Po-
kazali so, da je 61,5 % protiteles prepoznalo

fragment 1 in 38,4 % pretrombin (fragment
2+ a-trombin).** Domene Kringel so ho-
mologne z drugimi od vitamina K odvisni-
mi proteini. Mozno je, da protitelesa proti
protrombinu prepoznajo epitop na teh do-
menah, kar potrjuje navzkrizna reaktivnosti
protiteles proti protrombinu s plazminoge-
nom.*?

Velik delez protiteles proti protrombi-
nu je specifien za humani protrombin® in
samo majhen delez le-teh reagira tudi z go-
vejim protrombinom.*® Ve¢inoma najdemo
pri bolnikih z APS le protitelesa proti huma-
nemu protrombinu. Pri nekaterih bolnikih
so nasli v plazmi samo protitelesa proti go-
vejemu protrombinu, vendar je bila klini¢na
slika teh bolnikov nejasna.*’

Vec¢ retrospektivnih in presec¢nih Studij,
ki jih je prvi¢ povzela Galli s sodelavci,*?
pred kratkim pa $e Sciasca s sodelavci,*® je
proucevalo klini¢ni pomen protiteles proti
protrombinu, dolo¢enih z ELISA. Razli¢ni
laboratoriji po svetu izvajajo svoje razlicice
hisnih metod ELISA ali uporabljajo komer-
cialno dostopne analizne komplete za dolo-
¢anje protiteles proti protrombinu. Vendar
so mednarodne $tudije, s katerimi so posku-
$ali standardizirati in poenotiti te metode,
zelo redke in do danes niso dale pri¢akova-
nih rezultatov.*® Razlike v postopkih in upo-
rabljenih reagentih ter dejstvo, da ni na voljo
mednarodnih standardov, so glavni razlogi
za velike razlike med objavljenimi $tudijami.
Primerjalne $tudije dveh nacinov dolocanja
protiteles proti protrombinu, aPT ELISA ali
aPS/PT ELISA, so pokazale, da se rezultati
obeh izvedb le delno prekrivajo, kar pome-
ni, da so nekateri bolniki pozitivni v samo
eni od obeh izvedb.**"** Rezultati tako aPT
ELISA kot tudi aPS/PT ELISA domnevno
ne pripadajo isti populaciji protiteles, ceprav
so oboji klini¢no povezani z APS. Mnogi so
zato ocenili, da je z vidika klini¢nega pome-
na nujno upostevati rezultate obeh izvedb.
V zadnjem sistematskem pregledu $tudij, ki
so proucevale aPT (38 studij) ali aPS/PT (10
$tudij), so povzeti rezultati ve¢ kot 7000 bol-
nikov in kontrol.** Oba tipa protiteles proti
protrombinu predstavljata povecano tvega-
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Slika 2: Patogeni
mehanizmi delovanja
protiteles proti
protrombinu. aPS/

PT, od fosfatidilserina
odvisna protitelesa proti
protrombinu; FcyR,
receptor za Fc predel
protiteles IgG; ICAM,
znotrajceli¢na adhezijska
molekula; LPS,
Llipoplisaharid; MAPK, z
mitogenom aktivirana
proteinska kinaza; NF«p,
transkripcijski jedrni
faktor; PAI-1, inhibitor
plazminogen aktivatorja;
SAA, serumski amiloid
A; TF, tkivni faktor; TNFaq,
tumor nekrotizirajoci
faktor alpha; VCAM:
adhezijska molekula
vaskularne celice;

Aklivacija komplementa

Interakcija protiteles s celicami
Aktivacija trombocitov

nje za tromboze. Vendar pregledni ¢lanek
pokaze, da aPS/PT predstavljajo ve¢jo ne-
varnost za arterijske in/ali venske tromboze
v primerjavi z aPT (OR 5,1; 95% CI 4,2-6,3
in OR 1,8, 95 % CI 1,4-2,8). Avtorji zakljucu-
jejo, da bi rutinsko merjenje aPS/PT, ne pa
tudi aPT, omogocilo boljso dolo¢itev trom-
boti¢nega tveganja pri bolnikih s sistemski-
mi avtoimunskimi boleznimi, prav tako pa
potrjujejo nesporno potrebo po nadaljnjem
raziskovanju v smeri vkljucitve teh protiteles
v laboratorijska merila APS.

Rezultati v Laboratoriju za Imunologijo
revmatizma UKC Ljubljana razvite hi$ne
metode aPS/PT ELISA so pokazali, da aPS/
PT predstavljajo povecano tveganje za ven-
ske tromboze (OR 3,5 95% CI 1,7-7,0) in
manj za arterijske tromboze (OR 1,9, 95 % CI
0,9-4,1).>* Zelo pomembno je bilo odkritje,
da so protitelesa proti protrombinu v pri-
merjavi z drugimi raziskovanimi protitelesi
predstavljala najvecje tveganje za zaplete v
nosec¢nosti (OR 9,3 95% CI 3,5-24,6). aPS/
PT so bila tudi edina antifosfolipidna pro-
titelesa, katerih vrednosti so bile znacilno
povisane pri bolnicah z zapleti v zgodnji no-
se¢nosti pred 12. tednom nose¢nost.>* Samo
povezavo med protitelesi proti protrombinu
in zapleti v nosec¢nosti je proucevalo precej
manj $tudij v primerjavi s Studijami o pri-
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sotnosti teh protiteles pri trombozah. Pri-
blizno polovica $tudij povezave protiteles
proti protrombinu z nose¢nostnimi zapleti
ni uspela potrditi.>>**">® Nasprotno pa sta
Akimoto in Bertolaccini s sodelavci pokaza-
la mo¢no in specifi¢cno povezavo med raz-
liénimi tipi protiteles proti protrombinu in
spontanimi splavi.®*®* Klini¢no povezavo
med protitelesi in zapleti v nose¢nosti sta
kasneje potrdili $e dve $tudiji,***> vendar
pa, nobena od omenjenih $tudij ni nasla
povezave med zapleti v zgodnji nose¢nosti
pred 12. tednom nosec¢nosti in prisotnostjo
protiteles proti protrombinu. Najnovejsa
odkritja Laboratorija za Imunologijo rev-
matizma UKC Ljubljana so pokazala, da so
aPS/PT povezana s ponavljajo¢imi se zgo-
dnjimi ali poznimi splavi neodvisno od dru-
gih antifosfolipidnih protiteles, zato avtorji
povzemamo, da njihovo dolocanje izboljsa
diagnosticno obravnavo bolnic z zapleti v
nose¢nosti, znacilnimi za APS.>*%®

Zaradi vedno ve¢ dokazov o Kklini¢ni
uporabnosti protiteles proti protrombinu
in teznje po njihovi vkljucitvi med labora-
torijska merila za klasifikacijo APS smo se
raziskovalci zdruzili tudi v multicentri¢no
$tudijo, katere namen je dolo¢iti uporabnost
aPS/PT v diagnostiki APS. Prvi izsledki so
pokazali, da dolo¢anje aPS/PT lahko poma-
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ga pri diagnosticiranju APS.°* V Laboratori-
ju za imunologijo revmatizma smo se tako
odlo¢ili, da med rutinske preiskave uvede-
mo preiskavo za aPS/PT s hi$no izvedbo
aPS/PT ELISA.

Patogenavloga

Vedno ve¢ je dokazov, da igrajo protite-
lesa proti protrombinu pomembno vlogo
v tromboti¢nem stanju, znacilnem za APS.
Prisotnost protiteles proti protrombinu vodi
v tromboti¢no stanje preko prepletanja raz-
licnih mehanizmov delovanja in razli¢nih
patoloskih ucinkov na endotelijske celice,
monocite, trombocite, aktivacije komple-
menta ter neposrednega vpliva na hemosta-
zo (Slika 2).>**»%%%® Upostevaje analogije
med imunoloskim vidikom in klini¢nim
u¢inkom aCL ali anti-B2GPI ter protitelesi
proti protrombinu je zelo verjetno, da se an-
tifosfolipidna protitelesa podobno vpletajo
v patofiziologijo APS. Nastanek antifosfo-
lipidnih protiteles se povezuje z razli¢ni-
mi dejavniki, kot so gensko ozadje, napake
imunskega sistema, hormonski ter okoljski
vplivi (infekcije, cepiva, stres, zdravila, tu-
mor). V zadnjem casu se je izoblikovala t.i.
“hipoteza dveh sprozilcev’, ki poskusi razlo-
Ziti, zakaj do tromboz pride le ob¢asno kljub
trajno povisanim ravnem antifosfolipidnih
protiteles.®*”7° Na osnovi te teorije obstoje-
¢a antifosfolipidna protitelesa predstavljajo
prvi sprozilec, ki vzpostavi primarno trom-
bofilno stanje. Do strdkov pa pride $ele ob
sekundarnem drazljaju, ki ga predstavlja pri-
sotnost drugih molekul, npr. lipopolisahari-
dov (LPS) ali proteinov akutne faze, kot sta
SAA in TNFa, ki se pojavljajo ob okuzbah.

Protrombin je vklju¢en v kaskadno reak-
cijo strjevanja krvi in tako, prisoten v plaz-
mi ter na celi¢ni povr$ini endotelijskih celic,
dostopen kroze¢im protitelesom. Moznih je
vec ucinkov, ki jih povzrocijo v plazmi kro-
Zela protitelesa proti protrombinu.

1. Interakcija z endotelnimi celicami,
monociti in trombociti

Protitelesa proti protrombinu, ki prepo-
znajo kompleks protrombina in anionskih
fosfolipidov na membrani endotelnih celic
ali monocitov, aktivirajo celice, ki nato spro-

stijo prokoagulantne snovi. Ko so endotelne
celice izpostavljene protitelesom, aktivirajo
signalno pot p38 z mitogenom aktivirane
proteinske kinaze (p38 MAPK) in izlocajo
trombofilne molekule, predvsem tkivni fak-
tor in adhezijske molekule.”*””* Po eni od
teorij se protitelesa proti protrombinu lah-
ko vezejo tudi na trombocite in povzrocijo
trombocitopenijo, ¢eprav so pri bolnikih z
antifosfolipidnimi protitelesi odkrili tudi
specificna protitelesa proti glikoproteinom
trombocitov.”®

2. Neposreden vpliv na hemostazo
Protitelesa proti protrombinu zavirajo s
trombinom posredovano spro$canje prosta-
ciklina iz endotelnih celic in s tem vplivajo
na aktiviranje proteina C." Protitelesa proti
protrombinu tudi dokazano povecajo afini-
teto protrombina za negativno nabite fosfo-
lipide.** Raziskave so pokazale, da tako misja
monoklonska protitelesa proti protrombinu
kot tudi izolirane frakcije IgG z aktivnostjo
LA povecajo vezavo protrombina na fosfoli-
pidne vezikle.”® Tako kompleksi protrombi-
na in protiteles proti protrombinu tekmujejo
z drugimi faktorji strjevanja krvi za razpo-
lozljivo fosfolipidno povrsino. Posledica tega
je podalj$an cas strjevanja, ki ga lahko izni-
¢imo z dodatkom fosfolipidov. Ta pojav in
vitro bi prenesen v okolje in vivo pomenil, da
membrane z vezanimi kompleksi protrom-
bina in protiteles zmanj$ajo koncentracijo
dostopnega protrombina in/ali fosfolipidnih
povrsin za optimalno sestavljanje protrom-
binaznega kompleksa.”” Tej teoriji nasprotu-
je dejstvo, da je tvorba trombina pri bolnikih
z LA ali z antifosfolipidnimi protitelesi po-
ve¢ana.”®”® Monoklonska protitelesa proti
protrombinu in frakcije IgG so vplivala na
precis¢ene komponente protrombinaznega
kompleksa in povecala tvorba trombina.”®

3. Aktiviranje komplementa

Sistem komplementa so v zadnjih raz-
iskavah povezali z nastankom tromboz pri
bolnikih z APS. Studije na misih so pokazale,
da so zivali brez komponent komplementa
C3 in Cs po dajanju antifosfolipidnih proti-
teles razvile izrazito manjse strdke v primer-
javi z zdravimi.®® Aktiviranje komplementa
je sprozilo ekspresijo tkivnega faktorja na
nevtrofilcih in zato spremenila cas strjeva-
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nja krvi.*' Nedavno pa so tudi objavili, da so
ravni komponent komplementa pri bolnikih
s primarnim APS nizji v primerjavi z zdra-
vimi.*?

4. Vpletanje v mehanizme fibrinolize
Protitelesa proti protrombinu navzkrizno
reagirajo s plazminogenom, vendar imata
obe skupini protiteles razli¢ne funkcionalne
lastnosti.*® Se vedno je vprasljivo, ali so pro-
titelesa proti plazminogenu sploh povezana
s trombozami. V eni od $tudij so bila pro-
titelesa proti protrombinu in plazminogenu
pogosta pri bolnikih s SLE, vendar pa ni bilo
dokazane nobene korelacije med njimi.*
Protitelesa proti protrombinu so bila znacil-
no povezana s trombozami, protitelesa proti
plazminogenu pa ne. Ve¢ina klini¢nih $tudij
je enotnih, da protitelesa proti protrombinu
in proti plazminogenu niso povezana.®>**

5. Drugi dejavniki

K razvoju tromboz pa verjetno prispeva-
jo tudi drugi prirojeni ali pridobljeni dejav-
niki, kot so mutacija protrombinskega gena,
prisotnost faktorja V Leiden, hiperhomo-
cisteinemija, povecana raven protrombina,
faktorja VIII in von Willenbrandtovega fak-
torja v plazmi ter zmanj$ana aktivnost pro-
teina C in proteina S.**

Enako kot tromboti¢ni zapleti so tudi
zapleti v nose¢nosti pri APS posledica pre-
pletanja po eni strani prej navedenih meha-
nizmov, po drugi pa neposrednega vpliva
protiteles na posteljico. Histoloska odkritja
so pokazala, da protitelesa proti protrom-
binu povzrocijo tromboze malega Zilja na
posteljici.*® Trofoblast posteljice je glavni
organ, pri katerem je fosfatidilserin v veliki
meri izpostavljen na zunanji plasti celi¢ne
membrane. Med embrionalno in placentno
diferenciacijo pride do poru$enja membran-
ske lipidne asimetrije in izpostavitve fosfa-
tidilserina na zunanji membrani.*® Protite-
lesa proti protrombinu bi lahko navzkrizno
povezala protrombin na celi¢ni povrsini in
tako sprozila aktiviranje komplementa in
motila znotrajceli¢no signalizacijo.®® Prav
tako so opazili povecano Stevilo apoptoz ce-
lic velikank na ekto placentni coni z izposta-
vljenim fosfatidilserinom, kar lahko vodi v
nepravilen razvoj placente in/ali zarodka.®’
Po drugi stani pa so pri misih opazili, da igra
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protrombin pomembno vlogo v razvoju za-
rodka in da odsotnost protrombina vodi v
embrionalno smrt.*® Zelo verjetno je tudi,
da protitelesa proti protrombinu, kot druga
aPL, porusijo zas¢itni antikoagulantni ane-
ksinski pla$¢ na povrsini trofoblastov in en-
dotelijskih celic.*

Zdravljenje

V prvi vrsti je zdravljenje usmerjeno v
preprecevanje tromboz z uporabo acetilsa-
licilne kisline, varfarina ter heparina nizke
molekularne mase kot najpogostejsa ucin-
kovita zamenjava varfarina. Za zdravljenje
pri nosecnicah se uporabljajo nizki od-
merki acetilsalicilne kisline (50-100 mg) v
kombinaciji z nefrakcioniranim heparinom
ali heparinom nizke molekulske mase. Ce
zdravljenje ni dovolj uc¢inkovito, se upora-
bljajo tudi hidroksiklorokin, nizki odmerki
prednizolona, zdravljenje z intravenskimi
imunoglobulini, plazmafereza in imunoad-
sorpcija.”*** Nosecnice, ki so ustrezno zdra-
vljene, imajo zelo dobre obete za uspesno
nosec¢nost.”

Zakljucki

Protitelesa proti protrombinu so pogosto
prisotna pri bolnikih z APS. Stevilne studije
so pokazale, da je dolocanje protiteles pro-
ti protrombinu, predvsem aPS/PT, klini¢no
uporabno. Nekateri bolniki s klini¢nimi zna-
ki APS imajo med vsemi merjenimi antifos-
folipidnimi protitelesi povisane samo vre-
dnosti aPS/PT. Prav tako se $tevilni strinjajo,
da merjenje ve¢ razli¢cnih antifosfolipidnih
protiteles natan¢neje ovrednoti tveganje za
tromboze pri bolnikih z APS. Z novimi spo-
znanji bodo v prihodnje vedno bolj tezili k
vkljucitvi aPS/PT med laboratorijske krite-
rije APS, saj aPS/PT pomembno prispevajo
predvsem k diferencialni diagnostiki oziro-
ma k bolj natan¢ni opredelitvi bolnic z za-
pleti v nosec¢nosti, zlasti v prvem trimesecju.
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