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SUMMARY

We studied 99 patients with systemic autoimmune disease (5 males, 94 women,; mean age 37 year, range 16-72): 28
Primary Antiphospholipid Syndrome, 67 Systemic lupus Erythematosus, 1 Mixed Connective Tissue Disease, 2 Un-
differentiated Connective Tissue Disease and 1 Discoid Lupus. Based on the observation that native PT shows con-
formational changes in presence of Ca*" ions and discloses new epitopes available for binding with phospholipids, we
performed 3 different methods for the detection of aPT in presence and absence of Ca'", finding a different incidence
of specific autoantibodies, associated with clinical features of APS (aPT in presence of Ca'*) or non associated (aPT
in absence of Ca*™). The presence of aPT was significantly associated also with the presence of Lupus Anticoagulant
(LAC). The detection of aPT (in presence of Ca*™) significantly enhances diagnostic sensibility of APS allowing the
identification of a subset of patients (6/99) with clinical features of APS, but with negative LAC, aCL and af32-GPI;
in fact (limited to thrombotic episodes) the sensibility rises from 56.2% with one test (LAC) to 81.1% with the appli-

cation of LAC, aCL, a2GPI and aPT.

INTRODUZIONE

ell’Ottobre 1998 a Sapporo, in una riunione a

latere dell’ VIII® Simposio Internazionale sugli
Anticorpi Antifosfolipidi, un gruppo di esperti de-
lineava le prime linee di consenso internazionale
sui criteri di classificazione della Sindrome da An-
tifosfolipidi (APS) (1). I criteri diagnostici defini-
ti comprendono, come sintomi clinici, trombosi,
arteriosa e/o venosa, e/o patologia gravidica, e,
come segni di laboratorio, la persistente positivita
di Anticoagulante Lupico (LAC) e/o di anticorpi
anti-cardiolipina B2-glicoproteina I (32-GPI) di-
pendenti (aCL).
L’insieme degli altri test di laboratorio, esploranti
risposte anticorpali verso fosfolipidi diversi dalla
cardiolipina (CL) o verso proteine leganti i fosfo-
lipidi (PL), quali 2-GPI, protrombina (PT), an-
nessina V, Fattore V e proteina C o proteina S del-
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la coagulazione (2), viene giudicato come necessi-
tante di una ulteriore standardizzazione e/o di stu-
di dimostranti una effettiva associazione con la sin-
tomatologia clinica della sindrome.

Queste considerazioni sono particolarmente cal-
zanti specie per quanto riguarda la determinazione
degli anticorpi aPT.

In effetti, la dimostrazione che il prolungamento
dei tempi di coagulazione nelle metodiche PL, fe-
nomeno definito appunto LAC, ¢ mediato nella
larga maggioranza dei casi da aPT (3), unitamen-
te ai vantaggi offerti dalle metodiche ELISA che,
accanto ad una alta sensibilita, permettono 1’ana-
lisi di consistenti casistiche e la precisa identifi-
cazione sia del sistema antigene-anticorpo impli-
cato, sia della isotipia degli anticorpi evidenziati,
hanno fatto si che la prima introduzione di un te-
st ELISA aPT (4) sia stata seguita da una nutrita
serie di ricerche miranti a definire il ruolo di que-
sti anticorpi nella APS (5-14), con risultati asso-
Iutamente contrastanti. Mentre taluni studi infatti
negano una qualsiasi correlazione fra aPT e ma-
nifestazioni cliniche della APS, arrivando alla con-
clusione della non rilevanza clinica di questa me-
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todica (15), altri sottolineano invece una associa-
zione statisticamente significativa fra riscontro di
aPT ed i sintomi clinici della sindrome, inclusa la
piastrinopenia (14).

Questa estrema difformita di risultati puo trovare
una serie di giustificazioni. In primo luogo, la di-
mostrata larga eterogeneita degli aPT, per quanto
riguarda sia la fine specificita anticorpale (non tut-
ti gli aPT esibiscono infatti una attivita tipo LAC,
16), sia la affinita (gli aPT ad alta affinita che cau-
sano ipoprotrombinemia e facili emorragie sono
scarsamente rappresentati, 17). A questa eteroge-
neita consegue inevitabilmente una diversa com-
posizione delle casistiche studiate, e quindi una di-
versita dei risultati ottenuti.

Inoltre, la PT stessa ¢ in grado di assumere diver-
si assetti conformazionali in situazioni chimico-fi-
siche diverse, con la esposizione di epitopi immu-
nogeni caratteristici e peculiari dei diversi assetti
conformazionali (18-22), cosi da permettere la pro-
duzione di anticorpi monoclonali specifici per le di-
verse conformazioni possibili, ossia per la forma
nativa in assenza di Ca™ioni (Ca"™), in presenza di
Ca™, ed in presenza infine di Ca™e PL (22-24).

E facilmente comprensibile come alla diversita
delle metodiche utilizzate, differenti per tipo di
plastica (polistirene, polistirene irradiato, PVC),
per tamponi (PBS, TBS con o senza Ca*™), per pre-
sentazione dell’antigene (PT, complesso PT-fo-
sfatidilserina), possano corrispondere risultati non
comparabili.

Considerato tutto questo, si & ritenuto interessante
analizzare una nutrita coorte di pazienti, affetti da
patologie autoimmuni includenti APS primarie e
secondarie, con tre diverse metodiche per la rile-
vazione di aPT, e di comparare i risultati ottenuti
con quelli della ricerca di LAC, aCL ed anti-B2GPL

PAZIENTI E METODI

Pazienti

Sono stati presi in esame 99 pazienti con malattia
autoimmune sistemica (5 M, 94 F; eta media 37 an-
ni, range 16-72), seguiti presso il Servizio di Reu-
matologia, Allergologia ed Immunologia Clinica
degli Spedali Civili di Brescia: 28 pazienti con Sin-
drome da Antifosfolipidi Primaria (PAPS), diagno-
sticata in accordo con i criteri classificativi recen-
temente stabiliti (1); 67 pazienti con Lupus Erite-
matoso Sistemico (LES), secondo i criteri classifi-
cativi ACR (25), di cui 17 con APS Secondaria; 1
Malattia Mista del Connettivo (MCTD); 2 Connet-

tiviti Indifferenziate (UCTD) ed 1 Lupus Discoide
(LED). La storia clinica dei pazienti ¢ stata esami-
nata retrospettivamente per la ricorrenza di trombosi
arteriose e/o venose, patologia gravidica, piastrino-
penia (conteggio piastrine < 150.000/mm’).

I pazienti sono stati sottoposti, previo consenso
informato, a prelievo venoso, ed il siero, aliquota-
to, € stato conservato a —25°C.

Come controllo ¢ stato utilizzato il siero, aliquota-
to e conservato a —25°C, di 116 soggetti sani, do-
natori volontari di sangue.

Determinazione del LAC
E stata condotta in accordo con Brandt et al (26).

Determinazione degli anticorpi anti-cardiolipina
E stata condotta in accordo con quanto preceden-
temente descritto (27).

Determinazione degli anticorpi anti-B2GPI

E stata condotta in accordo con con Balestrieri et
al (28), utilizzando B2GPI purificata da siero uma-
no secondo quanto descritto da La Rosa e coll. (29).

Radioiodinazione con 1251 della protrombina

PT umana purificata (Stago) ¢ stata radioiodinata
con Na'I, impiegando la metodica della clorami-
na-T (30). L’attivita specifica era 2.806 cpm/ng di
proteina.

Preparazione di liposomi
Sosfatidilserina-fosfatidilcolina (liposomi PS-PC)
Una soluzione di PS-PC (Sigma), nel rapporto
90:10, peso:peso, veniva essicata sotto flusso di
azoto. Dopo ulteriore permanenza sotto vuoto per
eliminare i residui di solventi organici, il campio-
ne veniva ripreso in tampone 0,05 M tris-(metili-
drossi)-aminometano, 0,1 M NaCl, pH 7.4 (TBS),
sottoposto a Vortex e, quindi, sonicato due volte per
30 secondi (Gen Probe, Elma).

Valutazione della interferenza dell’ EDTA

sul legame PT-PL

Sono state allestite diverse soluzioni di '*I-PT:

a) 0,5 ug I-PT in 1000 pl TBS — Albumina bo-
vina (BSA) 1%;

b) 0,5 ug I-PT e 900 pg di liposomi PS-PC in
1000 pl TBS - 3 mM CaCl, - BSA 1%;

¢) 0,5 pug "I-PT e 900 pg di liposomi PS-PC in
900 ul TBS- 10 mM EDTA- BSA 1%.

Dopo incubazione per 3 ore a 37°C con periodica

agitazione con Vortex, si sono determinati su gam-

ma-counter (Wizard 1470, Wallac) i cpm di 50 pl
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di surnatante dei diversi campioni, prelevati in dop-
pio, prima e dopo centrifugazione a 10.000 g per
10 minuti, considerando la eventuale diminuzione
della radioattivita del surnatante come misura del-
la formazione di complessi PT-liposomi.

Dopo questa prima fase, il campione b) ¢ stato por-
tato a 10 mM EDTA. Dopo incubazione per 3 ore
a 37°C con periodica agitazione con Vortex, sSono
stati rivalutati i cpm di 50 pl di surnatante, prele-
vati in doppio, prima e dopo centrifugazione.

Purificazione di 1gG da siero umano e di cavallo
Il precipitato in ammonio solfato (45%) dei sieri,
ripreso in PBS (0,14 M NacCl, 0,01 M fosfati), ¢ sta-
to sottoposto a cromatografia di affinita su Protei-
na G-Sepharose (Pharmacia).

Determinazione degli anticorpi anti-protrombina
E stata attuata secondo tre diverse metodiche, mi-
ranti a definire la presenza di anticorpi verso la for-
ma nativa della PT (metodica in 0,01M EDTA), o
verso lo stato conformazionale della PT indotto da
Ca*. Quest’ultima analisi ¢ stata condotta in pre-
senza o meno di alte concentrazioni di IgG di ca-
vallo, impiegate per competere con 1’eventuale le-
game aspecifico delle immunoglobuline umane al-
la fase solida. In breve:

a) ricerca di anticorpi IgG ed IgM aPT in assenza di
Ca" (aPT-EDTA). PT umana (Stago, 10 pug/ml in
tampone 0.05M calcio-carbonato, pH 9.6) viene
distribuita (100 pl/pozzetto) su piastra di polistire-
ne attivato (Combiplate EB, Labsystem). Dopo una
notte a 4°C, la piastra viene bloccata con 150 pl/poz-
zetto di tampone di bloccaggio (PBS, BSA 1%, 0.5
mg/ml di IgG di cavallo, pH 7.2) per 1 ora a tem-
peratura ambiente. Sono quindi seminati 1 sieri in
esame (100 pul/pozzetto), diluiti 1:50 in tampone di
diluizione (PBS, 1% BSA, 0.05% Tween 20, 0.5
mg/ml IgG di cavallo, 0.01 M EDTA, pH 7.2) e fil-
trati (filtri con porosita 0,2 1, Nalgene, Nunc). Do-
po 2 ore di incubazione a temperatura ambiente, se-
guono 3 lavaggi (PBS, 1% BSA, 0.05% Tween 20,
0.01 M EDTA, pH 7.2), 150ul/ pozzetto, e sono
quindi distribuiti 100 pl/pozzetto di antisiero (anti-
IgG o, alternativamente, anti-[gM umane, marcate
con fosfatasi alcalina, - Jackson Immunoresearch),
diluite 1:5000 in tampone di diluizione. Dopo 2 ore
a temperatura ambiente, i pozzetti sono lavati 3 vol-
te con tampone di lavaggio e viene distribuito il sub-
strato (Phosphatase Substrate, Sigma). La piastra
viene posta in incubazione a 37°C per lo sviluppo
della reazione cromogena, che ¢ poi letta allo spet-
trofotometro in assorbanza, ad una lunghezza d’on-

da di 405 nm, con automatica sottrazione del valo-
re letto a 655 nm (Novapath microplate reader, Bio-
rad). In ogni corsa sono inclusi sieri noti, testati a
differenti diluizioni, in modo da coprire I’intero ran-
ge di positivita. La reazione viene bloccata, quando
la lettura di questi campioni raggiunge i valori pre-
determinati. Il cut-off di normalita ¢ stato stabilito
utilizzando i1 99,5 percentile di 116 sieri da soggetti
sani, e risulta di 0,217 UO per gli anticorpi di clas-
se IgG e 0,318 UO per le IgM.

b) ricerca di anticorpi IgG ed IgM aPT in presenza
di Ca™ (aPT-Ca™ 1). Viene eseguita esattamente co-
me la metodica precedente, con la sola variante
dell’impiego di soluzione tampone TBS (0.05 M
Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.4), addizionato di 0.005 M
CaCl,, anziché PBS, 0,01 M EDTA. 1l cut-off di nor-
malita ¢ stato stabilito utilizzando il 99,5 percenti-
le di 116 sieri da soggetti sani, e risulta di 0,310 UO
per gli anticorpi sia di classe IgG, sia di classe IgM.
¢) ricerca di anticorpi IgG ed IgM aPT in presen-
za di Ca*™ (aPT-Ca™ 2). Viene condotta come la
precedente, fatta eccezione per: i) il mancato uti-
lizzo nei tamponi di bloccaggio e di diluizione di
IgG di cavallo, ii) la riduzione dei tempi di incu-
bazione da 2 ore a 1 ora. Il cut-off di normalita ¢
stato stabilito utilizzando il 99,5 percentile di 77
sieri da soggetti sani, e risulta di 0,120 UO per gli
anticorpi di classe IgG e 0,130 UO per gli anticor-
pi di classe IgM.

Esperimenti di inibizione
Si ¢ operato in accordo con Friguet et al (31), con
calcolo della costante di associazione (K,).

Analisi statistica

E stato applicato il test del %’ ed il test di Spear-
man per determinare il significato statistico dei ri-
sultati ottenuti.

RISULTATI

Casistica in esame

La tabella I riassume la distribuzione degli eventi
clinici rilevanti per la sindrome da anticorpi an-
tifosfolipidi (fatti trombotici e/o patologia gravidi-
ca e/o piastrinopenia) nella casistica considerata.

Anticorpi anti-protrombina
1) Metodica in EDTA (aPT-EDTA)

1.1 Dimostrazione della conformazione nativa del-
la PT in 0,001 M EDTA: La PT, in presenza di PL e
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Tabella | - Casistica esaminata.

Patologia (n. pz) Trombosi Patologia Piastrinopenia
arteriose venose artero-venose gravidica (<150/m’)

LES* (50) 9 3 2 1 15

LES+APS A (17) 5 9 3 3 4

PAPS (28) 8 7 4 22 7

MCTDe, UCTD#, LEDS(4) 2 1 0 2 1

TOTALI (99) 53 28 27

* LES=Lupus Eritematoso Sistemico; A(PJAPS =Sindrome da Antifosfolipidi (Primaria); MCTD= Malattia Mista del Connettivo; # UCTD= Connettivite Indifferenziata; § LED=

Lupus Discoide.

Ca™ (Tab. II, campione b-1), tende a complessarsi
in modo significativo con i liposomi di PS-PC, ve-
nendo quindi allontanata dalla fase fluida con la cen-
trifugazione, come dimostrato dalla riduzione del
59% della radioattivita del surnatante. ”EDTA, alla
concentrazione 0,01M, non solo inibisce la forma-
zione di tali complessi (Tab. II, campione c), ma € an-
che in grado di dissociare complessi fosfolipidi-pro-
trombina preformati (Tab. II, campione b-2). Il cam-
pione a, costituito da sola *I-PT, dimostra la perfet-
ta solubilita della molecola nelle condizioni in cui &
stato condotto I’esperimento.

1.2 sensibilita: come evidenziato in tabella III, nel
31,3% dei pazienti esaminati per aPT-EDTA ¢ sta-
to possibile rilevare una risposta anticorpale, con un
picco di incidenza nel gruppo delle APS secondarie

a LES (58,8%). In particolare, 18.1% dei pazienti
esaminati sono risultati positivi per anticorpi IgG
aPT-EDTA e 15.1% per anticorpi di classe IgM.

1.3 prove di inibizione: la aggiunta al mestruo di rea-
zione di quantita crescenti di PT ¢ in grado di inibi-
re fino a valori superiori al 90% la attivita di IgG pu-
rificate da sieri aPT-EDTA positivi. La costante di as-
sociazione (K,) determinata per IgG purificate da 7
sieri positivi risulta compresa fra 6,293 x 107 e 1,393
x 10°M, valori propri di anticorpi a bassa affinita.

2) Metodica in presenza di Ca*ioni (aPT-Ca*™ 1)
2.1 Sensibilita: come evidenziato in Tabella III, nel
48,4% dei pazienti esaminati per aPT-Ca*™1 ¢ sta-
to possibile rilevare una risposta anticorpale, con la
massima incidenza nuovamente nel gruppo delle

Tabella Il - Valutazione della interferenza di EDTA (0,01 M) sulla formazione di complessi fosfolipidi-protrombina (PL-PT).

La PT, in presenza di PL e Ca™ (campione b-1), tende in modo significativo a complessarsi con i liposomi di fosfatidilserina-fosfatidilcolina,
venendo quindi allontanata dalla fase fluida con la centrifugazione, come dimostrato dalla riduzione del 59% della radioattivita del surnatante.
L’EDTA, alla concentrazione 0,01M, non solo inibisce la formazione di tali complessi (campione c), ma é anche in grado di dissociare complessi
PL-PT preformati (campione b-2). Il campione a, costituito da sola 1251-PT, dimostra la perfetta solubilita della molecola nelle condizioni in

cui é stato condotto I'esperimento.

Campione Tampone CPM di 50 ml di surnante D%
prima dopo
centrifugazione
a) I-PT *TBS 1% BSA 52301 51703 -1.14
b-1) ™I-PT + PL TBS 1% BSA, 50028 20494 -59
6 mM CaCl2,

b-2) al camp. b-1

€ aggiunto 10 mM EDTA 63189 62132 -1.67
¢) "I-PT + PL 10 mM EDTA 55562 55765 +0.3
*0.05 M tris- (metilidrossi)-aminometano, 0.1 M NaCl, pH 7.4
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Tabella Ill - Incidenza dei diversi tipi di aPT nella casistica considerata.

PAZIENTI Ne pazienti positivi per IgG e/o IgM
aPT-EDTA aPT-Ca™ 1 aPT-Ca* 2
LES* (50) 12 (24%) 18 (36%) 17 (34%)
LES+APS A (17) 10 (58.8%) 15 (88.2%) 13 (76.4%)
PAPS (28) 9 (32%) 15 (53.5%) 19 (67.8%)
MCTD®, UCTD#, LEDS(4) 0 0 2 (50%)
TOTALI (99) 31 (31.3%) 48 (48.4%) 51 (51.5%)
0 LES:Lup:ls Eritematoso Sistemico; A(P)APS =Sindrome da Antifosfolipidi (Primaria); "MCTD= Malattia Mista del Connettivo; # UCTD= Connettivite Incifferenziata; § LED= Lu-
pus Discoide.

Tabella 1Va - Valutazione della associazione fra le diverse popolazioni di anticorpi esaminate (aCL, antib2GPI, aPT-EDTA, aPT-Ca™ 1, aPT-
Ca* 2). Test di Spearmann.

aCL ap2GpPI aPT-EDTA aPT-Ca” 1 aPT-Ca" 2

aCL
ap2GPI IgG p<.001

IgM p=ns*
aPT-EDTA 1gG p=ns 1gG p=ns

IgM p=ns IgM p=ns
aPT-Ca™ 1 1gG p=ns 1gG p=ns IgG p=.02

IgM p=ns IgM p=ns IgM ns
aPT-Ca™ 2 1gG p=ns IgG p=ns 1gG p=ns IgG p=ns

IgM p=ns IgM p=ns IgM p=.01 IgM p=ns
*n.s.= associazione non significativa.

APS secondarie a LES (88,2%). Complessiva-
mente, il 28.3% dei pazienti esaminati sono risul-
tati positivi per anticorpi di classe IgG e il 35% per
anticorpi di classe IgM.

2.2 Prove di inibizione: la specificita della reazio-
ne ¢ stata documentata dalla possibilita di inibire
il legame alla fase solida di IgG, purificate dal sie-
ro di pazienti aPT-Ca™ 1 positivi. La costante di as-
sociazione (K,) determinata per IgG purificate da
sieri positivi risulta compresa fra 2,802 x 10* e
1,810 x 10" M e 1,393 x 10°M, indicanti una ener-
gia di legame ca. 10 volte superiore a quella evi-
denziata dagli anticorpi rilevati in aPT-EDTA.

3) Metodica condotta in presenza

di Ca* (aPT-Ca*™ 2)

3.1 Sensibilita: I’'impiego di questa metodica ha
ulteriormente incrementato (Tab. III) il numero di

pazienti positivi per aPT, fino al valore di 51,5%,
con una incidenza massima (76,4%) ancora nel
gruppo delle APS secondarie a LES. Per quanto
riguarda le classi anticorpali, il 18.2% dei pazien-
ti ha anticorpi IgG, il 41.4% IgM.

Associazione fra le diverse popolazioni di an-
ticorpi esaminate (LAC, aCL, antif2GPI, aPT-
EDTA, aPT-Ca™ 1, aPT-Ca*™ 2): L'utilizzo del
test di Spearman, applicabile solo per metodiche
con risultato espresso in termini numerici (aCL,
antib2GPI, aPT-EDTA, aPT-Ca™ 1, aPT-Ca™ 2),
ha evidenziato (Tab. IVa) una associazione stati-
sticamente significativa fra aCL/aB2GPI, fra aPT-
EDTA/aPT-Ca™1 relativamente agli anticorpi di
classe IgG e fra aPT-EDTA/aPT-Ca™2 relativa-
mente agli anticorpi di classe IgM. L’applicazio-
ne del test del %* (Tab. IVb) ha evidenziato un’as-
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Tabella IVb - Valutazione della associazione fra aCL, antif2GPI, aPT-
EDTA, aPT-Ca™" 1, aPT-Ca" 2 e LAC. Test del .

Metodica ELISA LAC
aCL P<.00001
ap2GPI P<.00001
aPT-EDTA P=.01
aPT-Ca* 1 P=.0001
aPT-Ca™ 2 P=.0001

sociazione altamente significativa fra LAC/aCL,
LAC/antif2GPI, LAC/aPT-Ca*1 ¢ LAC/aPT-
Ca™2.

Correlazione fra le diverse popolazioni di anti-
corpi esaminate (LAC, aCL, aB2GPI, aPT-ED-
TA, aPT-Ca* 1, aPT-Ca*™ 2), e i sintomi clinici
della APS: sia pure con indici di significativita di-
versi (Tab. V), LAC, aCL e aB2GPI risultano si-
gnificativamente correlati sia con i fenomeni trom-
botici, sia con la patologia gravidica. Delle 3 di-
verse metodiche aPT, aPT-Ca*1 ¢ significativa-
mente associata alla patologia trombotica e aPT-
Ca™2 sia alla patologia trombotica, sia alla patolo-
gia gravidica.

Utilizzo di diverse metodiche e sensibilita dia-
gnostica: come mostrato in tabella VI, prendendo
in considerazione solo il gruppo dei pazienti con
episodi trombotici, la possibilita di porre una dia-
gnosi di APS aumenta in modo significativo con
I’aumentare dei test applicati, dal 56.2% con 1’ uti-
lizzo del solo LAC all’ 81.1% con I’impiego di tut-
te le metodiche.

DISCUSSIONE

Sulla base dei dati qui esposti sono possibili, al-
meno a nostro avviso, talune conclusioni. In primo
luogo, la importanza, per le metodiche destinate
alla rilevazione degli aPT, della natura chimico-fi-
sica del mestruo di reazione. La semplice presen-
za o meno di Ca™ nel mezzo di reazione condizio-
na non solo una diversa incidenza nel rilievo di
specifici anticorpi, ma anche risultati significativa-
mente associati alla sintomatologia clinica della
APS (aPT-Ca™1 e 2) o con questi assolutamente
non correlabili (aPT-EDTA). Inoltre anche una va-
riazione di alcuni dettagli nella esecuzione di due
metodiche condotte in presenza di calcio, consen-
te di individuare due popolazioni di aPT (aPT-Ca*™1
e 2) che sembrano essere diverse fra loro. In effet-
ti, si € evidenziata una associazione fra aPT-
Ca™1\aPT-Ca™2 ed aPT-EDTA, ma non fra di lo-
ro; ed una differente associazione degli aPT-Ca™1
e 2 con la trombosi e I’aborto. Questa constatazio-
ne fornisce anche una concreta chiave di interpre-
tazione della discordanza in letteratura circa il si-
gnificato degli aPT.

Associare ad aCL e LAC, unici dati di laboratorio
riconosciuti nei recenti criteri preliminari per la
classificazione delle APS (1), anche altri test non
inclusi quali ab2GPI ed aPT, comporta comunque
un progressivo aumento della sensibilita diagno-
stica, come dimostrato dalla analisi del gruppo di
53 pazienti con fenomeni trombotici (Tab. VI). Si
passa infatti dal 56.2% dei pazienti riconosciuti
dall’utilizzo del solo LAC all’81.1% dei pazienti ri-
conosciuti con la applicazione di tutti i test, iden-
tificando inoltre un piccolo subset di pazienti (6)
con fenomeni trombotici e positivi solo per aPT fra

Tabella V - Valutazione della correlazione fra le diverse popolazioni di anticorpi esaminate (LAC, aCL, antib2GPI, aPT-EDTA, aPT-Ca™ 1, aPT-

Ca™ 2) e i sintomi clinici della sindrome da antifosfolipidi.

TEST N. positivi/pz con trombosi N. positivilpz con patologia gravidica Ne positivi/pz con piastrinopenia
LAC 27/48* p=.004 16/28 p=.007 23/27 p=ns
aCL 29/53 p=.0120/28 p=.0004 9/27 p=ns**
aP2-GPI 35/53 p=.02 23/28 p=.0008 11/27 p=ns
aPT-EDTA 21/53 p=ns 10/28 p=ns 9/27 p=ns
aPT-Ca™ 1 35/53 p=.0002 14/28 p=ns 14/27 p=ns
aPT-Ca™ 2 33/53 p=.02 20/28 p=.0114/27 p=ns

*in 5 pazienti con trombosi non & stato possibile valutare il LAC in quanto scoagulati.
**ns<.05
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Tabella VI - Incremento della sensibilita mediante 'associazione di
pill metodiche. Sono stati considerati i 53 pazienti (su 99 esamina-
ti), che hanno avuto episodi trombotici.

Metodica N. %
LAC 27/48* 56.2
LAC+aCL 33/53 62.2
LAC+aClL+ap2-GPI 37/53 09.8
LAC+aCL+ aP2-GPI+ aPT-Ca™ 1 43/53 81.1
*inI 5 pazienti con rombosi non & stato possibile valutare il LAC in quanto scoa-
gulat.

tutti i test per antifosfolipidi applicati. Gia nel 1996
Alar¢on-Segovia ha introdotto il concetto di “sin-
drome da anti-cofattore” per descrivere una situa-
zione simile relativa agli aB2GPI (32); questo par-
ticolare sottogruppo di pazienti sembra rappresen-
tare la esatta controparte per gli anticorpi aPT. Evi-
dentemente la importanza di questo dato non ¢ me-

RIASSUNTO

Si ¢ esaminata una casistica di 99 pazienti con patologia autoimmune con 3 diverse metodiche per la rilevazione di
aPT. La semplice presenza o assenza di Ca™ condiziona non solo una diversa incidenza nel rilievo di specifici anti-
corpi, ma anche risultati significativamente associati alla sintomatologia clinica della APS (presenza di Ca*™) o con
questi assolutamente non correlabili (assenza di Ca*™). La presenza di aPT & correlata con positivita al LAC. Gli aPT
permettono la identificazione di casi con sintomi propri della APS, ma negativi per gli altri anticorpi antifosfolipidi

(LAC, aCL, ap2GPI).

Parole chiave - Anti-protrombina, antifosfolipidi, trombosi, perdite fetali.
Key words - Anti-prothrombin, antiphosfolopid, thrombosis, fetal loss.

ramente classificativa, in quanto si riflette sulla ge-
stione della terapia, implicando un trattamento an-
ticoagulante a lungo termine, anziché per periodi
limitati.

Cosi come il riscontro di positivita per aCL e/o
LAC in soggetti senza segni clinici di APS tradi-
sce, come documentato dal follow-up, uno stato di
trombofilia (33-37), lo stesso significato predittivo
sembra sia da assegnarsi al riscontro di positivita
per aPT in pazienti senza la sintomatologia clinica
della APS (11). Se il rischio non ¢ tale da giusti-
ficare particolari atteggiamenti terapeutici (38), la
sua conoscenza permette perd una piu razionale
gestione di eventuali rischi trombofilici ulteriori
(ad esempio, terapie anticoncezionali).

In conclusione, I'insieme dei dati presentati, pur
sottolineando la necessita di una standardizzazio-
ne delle metodiche, gia da piu parti enfatizzata (1),
mette in luce, almeno a nostro avviso, il significa-
to e la rilevanza per la diagnosi di APS della in-
troduzione del test ELISA aPT-Ca™1 nello studio
di pazienti affetti da trombosi.
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