Magyar Reumatoldgia, 1998, 39, 207-211.

Klinikai tanulmdny

Antifoszfolipid antitestek primer Sjogren-szindromaban

Veres Katalin dr.!, Lakos Gabriella dr.!, Kappelmayer Janos dr.?, Zeher Margit dr.!

1. Debreceni Orvostudoményi Egyetem, II1. sz. Belgydgyaszati Klinika
2. Debreceni Orvostudomanyi Egyetem, Klinikai Kémiai Intézet

Az antifoszfolipid antiestek (aPL) csoportjiba tartozé
immunglobulinok foszfolipidek, az ezekhez kapcsolé-
doé fehérjék, illetve ezek dltal alkotott komplex ellen
iranyulnak. A szerzdk az aPL antitestek és ennek egy
alcsoportjat képezd cardiolipin ellenes antitestek
(aCL) elofordulasat és az egyes klinikai tiinetekkel
valé esetleges Osszefiiggését vizsgaltak Sjogren szind-
romas betegeken.

Megallapitottiak, hogy a kiilonb6zé aPL antitestek
eléfordulasi gyakorisaga magasabb a Sjogren-szind-
romas betegcsoportban, mint a normal populaciéban.
Az aPL antitest pozitiv Sjogren-szindrémas betegek-
ben az antifoszfolipid szindroma részjelenségeként
vénas és artérias thrombosisok és neuropsychiatriai
tiinetek fordultak el6, mig a Sjogren-szindroma ext-
raglandularis tiinetei koziil a polyarthritis és a neu-
ropsychiatriai eltérések voltak gyakoribbak.

KULCSSZAVAK: antifoszfolipid antitestek, Sjogren-
szindréma, extraglandularis tiinetek

Bevezetés

Az antifoszfolipid antitestek (aPL) csoportjaba olyan
immunglobulinok tartoznak, melyek negativ toltési
foszfolipidek ellen iranyulnak. Az aPL antitestek k6zé
tartoznak a lupus anticoagulans (LA), a cardiolipin
ellenes (aCL) és a fals pozitiv syphilis tesztért felelSs
antitestek. Leggyakrabban autoimmun betegségek-
ben, pl. szisztémas lupus erythematosusban (SLE)
fordulnak eld, de kimutattdk Sket lymphoproliferativ
korképekben, egyes gyogyszerek szedése mellett és az
egészséges populdcidban is [1, 2, 3, 4, 5, 6].

Jelenlétiik a szervezetben Osszefliggésbe hozhaté arté-
rias, valamint vénas thrombosisokkal; visszatérd veté-
1ésekkel és thrombocytopenidval [7, 8, 9, 10]. Ezeket a
tiineteket egyiittesen ,,antifoszfolipid szindréma”-nak
nevezzik. Az emlitett f6 tiineteken kiviil jellegzetes
bérelvaltozasokkal jarhat, igy livedo reticularissal,
melyhez neuroldgiai tiinetek is tarsulhatnak (Sneddon
szindroma) [1, 2]. Ezek valamint a ritkan el6fordul6
silyos tiinet, a bdérnecrosis és a fatdlis kimeneteld,
hirtelen kialakult occlusiv vasculopathia is tarsulhat az
antifoszfolipid szindrémahoz.

Az aPL antitestek hatdsmechanizmusaval kapcsolat-
ban feltételezték, hogy ezek direkt kotddnek a negativ
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SJOREN’S SYNDROME
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pid antibodies (aPL) are targeted against phospholi-
pids, their binding globulins and complexes. The
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observed that the incidence of different aPL antibodi-
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the antiphospholipid syndrome venous and arterious
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patients while polyarthritis and neuro-psychiatric
disorders were more frequent out of the extraglandu-
lar manifestations of Sjégren’s syndrome.
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toltési foszfolipidekhez. A legiijabb elméletek szerint
az antitestek nem kozvetlenill a foszfolipidek ellen
irdnyulnak, hanem a foszfolipidekhez k6t6d6 plazma-
fehérjékhez kapcsolddnak. Ezek a fehérjék szerepet
jatszanak a véralvadés és az alvadéasgétlas rendszeré-
ben, igy ezen antitestek jelenlétében a haemostasis
normdlis egyensilya felborulhat [11-24]. Az emlitett
fehérjék kozé tartozik a B2-glikoprotein I (B2GPI) is,
melyet az utobbi idében az aPL antitestek kapcsoloda-
sahoz sziikséges, gyakran el6fordulé kofaktornak tar-
tanak [25, 26, 27, 28, 29, 30]. A B2GPI egy 40 kDa
molekulatomegl plazmaprotein, amely elektrosztati-
kus kélesonhatds révén kotddik a foszfolipidekhez.
Gétolja a véralvadas intrinsic Gtjanak kontakt fazisat,
az ADP-dependens thrombocyta-aggregaciot és a
thrombocytak prothrombindz aktivitdsdt. Mintegy
40%-ban lipoproteinekhez kotddik, ezért apolipopro-
tein H-nak is nevezik, de szerkezeti hasonlésagot nem
mutat a lipoproteinekkel [25, 26, 31, 32, 33].

A fert6z6 betegségekben el6fordulé aCL antitestek
kotédéséhez nincs sziikség kofaktorra, azaz B2GPI-re,
sét, ezekben az esetekben a két fehérje kozotti kompe-
ticié gatolja az aCL antitestek kot6dését a foszfolipi-
dekhez. Ezek az antitestek kofaktor independensek.
Ezen tulajdonsigi ellenanyagok jelenléte altalaban
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Szerzék Primer Sjogren- Anticardiolipin antitest
szindrémas betegek | pozitiv betegek szima és
szdma szazalékos aranya
A. Jedryka-Goral et al. 31 5 (16%)
RA. Asherson et al. 65 13 (20%)
YL. Pennec et al. 54 24 (44%)

1. tablazat. A nemzetkozi irodalomban megjelent, nagyobb
primer Sjogren-szindromas betegcsoportra vonatkozo
vizsgalatok eredményei

nem tarsul thrombosisokkal, vetéléssel. Az autoim-
mun betegségekben szenveddk szérumabdl kimutat-
hat6 aPL antitestek viszont altaldban kofaktor fiiggd-
ek, tehat a foszfolipidekhez vald kapcsolddasuk csak
kofaktor-B2GPI jelenlétében megy végbe [34, 35, 36].
Ezekben az esetekben gyakran megtalalhatd a betegek
anamnézisében artérids vagy vénds thrombosis,
thrombocytopenia és nék esetében visszatér§ vetélé-
sek.

A primer Sjogren-szindrémaban végzett aPL antitest
vizsgalatok nagyrésze egy-egy eset kozlésére szoritko-
zik [37, 38, 39]. Nagyobb tanulméanyt eddig hirom
munkacsoport k6zolt [40, 41, 42]. Ezekben a vizsgala-
tokban az aPL antitestek eléfordulasi gyakorisaga 10
és 25% kozé tehetd (1. tabldzat). Egy méasik munkacso-
port poliszisztémas autoimmun betegségekben (rheu-
matoid arthritis, Sjogren-szindréma, szisztémas scle-
rosis) szenvedd nagyobb betegcsoportot vizsgalt,
ebben az esetben 45%-ban fordult el6 aPL ellenanyag,
de a vizsgalt Sjogren-szindrémés betegek adatait nem
kozolték [43]. A szerz8k nagy része nem talélt szoros
Osszefiiggést a thrombosis, vetélés, thrombocytopenia
és az aCL antitest pozitivitds kozott, viszont B2GPI
ellenes antitest vizsgalatok nem torténtek.

Mivel kevés adat all rendelkezésre a nemzetkézi iroda-
lomban, vizsgaltuk az aPL antitestek Sjogren-szindro-
maban valé elGforduldsat és esetleges kapcsolatat a
korkép egyes klinikai tiineteivel.

Betegek és modszerek

A vizsgélatba 100 primer Sjogren-szindréméaban szenvedd
beteget vontunk be (97 nét és 3 férfit), akik rendszeres
gondozas alatt 4llnak autoimmun betegségiik miatt. A bete-
gek kivélasztasa random médon tortént.

Atlagéletkoruk 53,64 (19-75) év, betegségiik atlagos fennél-
lasi ideje 5,76 (2-16) év volt.

Minden betegtdl vért vettiink haemostasis vizsgélatra (APTI
meghatarozas és Russel-venom teszt) és a szérumbdl aCL,
aB2GPI antitestek ELISA médszerrel torténd kimutatdsara.
A haemostasis vizsgalatok a DOTE Klinikai Kémia Intézet
laboratériumaban torténtek.

Az antitest kimutatdsokat 3 ELISA rendszer 6sszeallitasaval
végeztiik:

1. aCL antitest (immunglobulin-G tipus) kimutatés,

2. aB2GPI kimutatas,

3.aCL (IgG) + aB2GPI egyiittes kimutatésa.

Az ELISA-vizsgélatok elvégzéséhez steril gamma-irradiélt
lemezeket hasznaltunk (Greiner Labortechnik, No.650180).
ElsG 1épésben az antigének felvitele tortént a lemezre. Az
aB2GPI antitestek diagnosztizalasahoz 50 pl, B2GPI-t 20
ug/ml koncentracidban tartalmazé PBS-oldat (pH: 7,4) be-
mérése volt az els§ 1épés, majd +4 °C-on egy éjszakan at
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kotdtek az antigének a lemez felszinéhez. Az aCL antites-
tek és az aCL + aB2GPI ellenes antitestek kimutatasara
hasznalt ELISA rendszerek esetén els§ lépésben 50 pl,
a kardiolipint 50 pg/ml koncentraciéban tartalmazé ethanol
bemérése tortént, majd +4 °C-on egy éjszakan at kotsdott
az antigén a lemez felszinéhez. Az aCL + aB2GPI antitestek
kimutatasdhoz az els§ 1épést kovetSen S50 pl, a B2GPI-t
20 pg/ml koncentraciéban tartalmazé PBS-oldat bemérését
végeztiik majd 1 6ras szobahSmérsékleten torténd inkubacié
kovetkezett.

Mindharom ELISA rendszer esetén ezutan haromszori, 200
ul PBS-sel torténd mosas, majd 200 pl 1%-os BSA-PBS
eleggyel blokkolds kovetkezett két éran keresztiil szobahd-
mérsékleten (BSA: Albumin, bovine, Essentially Fatty Acid
Free, SIGMA).

A blokkolas utan ismét hdromszori mosas, majd a szérumok
felvitelét végeztiik el. Minden mintat duplikdtumban, 1%-os
BSA-PBS oldatban 1:100 ardnyban higitva alkalmaztunk.
A B2GPI ellenes antitestek kimutatdsara szolgalét szobahd-
mérsékleten, a masik két ELISA rendszert +4 °C-on inku-
baltuk.

Két 6ras inkubacié utdn ismét moséds, majd 100 ul, 1%
BSA-PBS-ben 1:6000 ardnyban higitott anti-humén IgG-
HRPO felvitele tortént (Peroxidase-conjugated rabbit im-
munglobulins to human IgG - gamma-chains, DAKO).
A rendszereket egy 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk,
majd a mosas megismétlése kovetkezett.

Szubsztratként 100 pl, 0,34 mg/ml koncentraciéji OPD-t
(O-phenylene diamine) alkalmaztunk citrat-foszfat puffer-
ben (pH: 5). 15-30 perces sotétben vald inkubéciét kovetden
a reakciét 4N kénsavval dllitottuk le. Az abszorbancia
értékeket 492 nm-en, MEDICOR gyartmanyu fotométerrel
olvastuk le. Minden minta esetében a nem specifikus kots-
dés mértékét meghataroztuk, antigént nem tartalmazo,
ugynevezett hattér lemezeken, és ezeket az értékeket kivon-
tuk a specifikus abszorbancia értékekbdl.

Kontrollként 25 egészséges egyén szérumat hasznéltuk.
Pozitivnak tekintettiink egy mintat, ha az abszorbancia
értéke meghaladta a cut off értéket, amit az egészséges
kontrollok mintdinak abszorbancia atlaga + 2SD értékben
hataroztunk meg.

Eredmények

Az altalunk vizsgalt Sjogren-szindroméban szenvedd
betegcsoportban az aPL antitestek el6fordulési gyako-
risagat 14%-nak talaltuk. Egy beteg esetében észlel-
timk Onalléan LA pozitivitast, 5 betegnél sikertlt
kimutatnunk aCL antitesteket és 8 betegiink esetében

| Médszerek | Haemostasis ELISA
| Antitestek tipusa |  APTI (LA) aCL | aCL + aB2GPI |
Pozitiv
betegek 1 5 8
szdma

2. tablazat. Az aPL antitestek eléfordulasi gyakorisaga
az altalunk vizsgalt Sjogren-szindromas betegcsoportban

(n =100)
ROVIDITESEK:
ELISA: enzyme-linked immuno-sorbent assay
LA: lupus anticoagulans
aB2GPIL: beta-2 glycoprotein 1. ellenes antitest
APTIL: aktivélt partialis thromboplastin idé
aCL: cardiolipin ellenes antitestek
aPL: foszfolipid ellenes antitestek
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Bete- | Nem | Kor Sjogren-szindréma Antifoszfolipid szindréma Antifoszfolipid
gek (év) | extraglandularis tiinetei tiinetei antitestek tipusai
1. N& 33 |Polyarthritis Mélyvénas thrombosis LA pos.
aB2GPI pos.
aCL pos
aCL + aB2GPI pos.
2. Férfi | 67 |- - LA pos.
3. N6 65 |Polyarthritis Neuropsychiatriai tiinetek | LA pos.
Neuropsychiatriai tiinetek aCL + aB2GPI pos.
4. N& 42 | Polyarthritis - aCL pos.
aCL + aB2GPI pos.
5. N§ 53 |Polyarthritis a. cerebri media thrombosis |aCL + aB2GPI pos.
Neuropsychiatriai tiinetek |Neuropsychiatriai tiinetek
6. N& 40 | Polyarthritis - aCL pos.
7. N& 57 |Pleuritis - aCL pos.
8. N& 66 |- - aCL pos.
9. N& 60 |Polyarthritis - aCL + aB2GPI pos.
10. N& 32 |Polyarthritis Mélyvénas thrombosis aB2GPI pos.
aCL + aB2GPI pos.
| N6 4 Pt o pos, | 3-tablézat. Az aPL
12. | N6 | 46 |Polyarthritis - aCL pos. antitest pozitiv
13. NG 59 |Neuropsychiatriai tiinetek |Neuropsychiatriai tinetek |aCL pos. Sjogren-szindrémas
aCL + aB2GPI pos. betegek klinikai és
14. N§ 69 |Myositis Neuropsychiatriai tiinetek  |aCL pos. laboratériumi
Neuropsychiatriai tiilnetek paraméterei (n =14)

egyidejlileg aCL és aB2GPI antitestek is jelen voltak a
szérumban (2. tdbldzat).

Mivel az aPL antitest kifejezés gytjt6fogalom, vizsga-
latunk soran kétféle médszert alkalmaztunk az ellena-
nyagok detektdlasara: egyrészt haemostasis teszteket
(APTI és Russel-venom teszt), masrészt harom kiilon-
b6zG ELISA rendszert. Az igy kapott eredmények
kozott atfedés van, azaz volt olyan betegiink, akinél
tobbféle pozitivitast észleltiink, tehdt ezen betegek
szérumaban egyidejlileg az aPL ellenanyagok kiilon-
boz6 formai vannak jelen. Az aPL pozitivitason beliil
az antitestek megoszlasi aranya a kovetkezd volt: LA
pozitivitast 3 beteg esetében észleltiink a haemostasis
tesztek (inkorrigdbilis APTI megnyulas és a Russel-
venom teszt) alapjan. Az aCL immunglobulin kimuta-
tasara Osszedllitott ELISA vizsgédlat sordn 8%-ban
fordult el aCL antitest a vizsgalt betegcsoportban. Az
aPL ellenanyagok kotédéséhez sziikséges kofaktor-
B2GPI ellenes antitest onmagéaban 3 beteg széruma-
ban volt detektalhatd az alkalmazott ELISA rendszer-
ben. Az aCL és B2GPI antitestek egyidejiileg 8 Sjog-
ren-szindréméban szenvedd betegnél voltak kimutat-
hatéak (3. tdbldzat).

Osszességében 14 betegnél észleltiink valamilyen tipu-
si aPL antitest jelenlétét. A 14 aPL antitest pozitiv
beteg esetében 6 betegnél (42,85%) szerepelt az a-
namnesisben antifoszfolipid szindrémaéra utalé tiinet.
Ezen Sjogren-szindromas betegek esetén az antifosz-
folipid szindréma részjelenségeként vénds/artérids
thrombosisok és neuropsychiétriai tiinetek fordultak
el§ (3. tdbldzat). Az antifoszfolipid szindréma egyéb
jellegzetes tinetei (nék esetében a vetélések és a
thrombocytopenia) a vizsgdlatban résztvevd betege-
ken nem mutatkoztak.

A Sjogren-szindroma extraglandularis tiinetei koziil a
polyarthritis (n=8) és a neuropsychiétriai tiinetek
(n=3) fordultak el leggyakrabban az aPL ellenanyag-

gal rendelkezd betegesoportban, mig egyéb extraglan-
dularis tiinet nem mutatkozott nagyobb aranyban (3.
tabldzat).

Megbeszélés

Megallapitottuk, hogy a kiilonboz§ tipust aPL antites-
tek eléfordulési gyakorisaga eltérd, a normél populé-
ci6hoz viszonyitva magasabb a Sjogen-szindrémaés be-
tegcsoportban. Az irodalmi adatok alapjan ezen ellen-
anyagok a normal populdciéban 3-5%-ban vannak
jelen. Vizsgélataink soran az autoimmun szakrendelé-
stinkon gondozott Sjogen-szindrémaban szenvedd be-
tegcsoportban a kiilonb6z4 tipust aPL antitestek eld-
fordulési ardnya 14%-nak adédott. Ez j6l korrelal més
szerz6k eredményeivel, akik a Sjogren-szindrOémas
betegek korében 10 és 25% kozé teszik az aPL ellena-
nyagok jelenlétét [40, 41, 43].

Attekintve a nemzetkozi irodalmat, hdrom szerzé [40,
41, 43] vizsgélta nagyobb Sjogren- szindrémdés beteg-
csoportban az aDL antitestek el6forduldsat, de
aB2GPI antitest vizsgalatok nem torténtek, igy érde-
kesnek igérkezett ilyen irdnyd vizsgalatok elvégzése.
8 betegnél kaptunk pozitiv eredményt abban az
ELISA rendszerben, mely az aCL + aB2GPI egyiittes
kimutatédsat tette volna lehetévé. Ezek az eredmé-
nyek alatdmasztjék az aCL ellenanyagok kofaktor-de-
pendencidjat. A 8 beteg koziil 5 beteg esetében volt
antifoszfolipid szindrémédra utalé tiinet a klinikumban,
mig 3 beteg esetében nem észleltiink ilyen irdnyd
tiineteket. Nem kizart, hogy a betegek hosszitavi
nyomonkévetése soran az § esetiikben is jelentkeznek
antifoszfolipid szindrémaéra jellemz§ tiinetek.

Ot olyan betegiink volt a vizsgalt populacidban, akik-
nél csak aCL antitest pozitivitdst észleltlink, de
aB2GPI nem volt detektalhat6 az ELISA rendszerben.
4 beteg esetében nem volt antifoszfolipid szindroméra
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utalo tiinet. Ezeknél a betegeknél valdsziniileg kofak-
tor-independens antitestekrdl van szd. Ismert, hogy az
aCL antitestek infekcidkhoz tarsuldan is jelen lehet-
nek a szérumban, valamint néhdny szdzalékban az
egészséges populécidban is kimutathatéak [5, 6, 10, 12,
18, 21]. Ilyen esetekben 4ltaldban nem vonhaté parhu-
zam az aPL ellenanyag pozitivitas és a klinikai kép
kozott, nem figyelhet6 meg a thrombosisok, vetélés,
thrombocytopenia nagyobb ardnyd elGfordulasa.
Az 6todik beteg anamnesisében neuropsychiatrai tii-
netek fordultak el6, melyek az antiphospholipid szind-
réma részjelenségének tekinthetGk. Ebben az esetben
elképzelhetd esetleges véletlen tarsulds. Azonban ma-
gyarazhat6 ez a kofaktor-B2GPI alacsony szérumbeli
koncentracidjaval is. Lehetséges, hogy az ELISA rend-
szerbe bemért szérumban 1év6 B2GPI segitségével
kot6dott az aCL antitest az antigénjéhez, de a kis
koncentracié miatt az ELISA vizsgilatban nem kap-
tunk pozitivitdst a kofaktor jelenlétét illetéen. Igy
feltételezhetd, hogy ebben az esetben valéjaban kofak-
tor-dependens aCL ellenanyagot mutattunk ki és
ezeknél nagyobb ardnyban szdmithatunk thrombosis
kialakuldsara.

Osszefoglalva eredményeinket, az 4ltalunk vizsgalt
100 primer Sjogren-szindrOmdas betegcsoportban az
aPL antitestek el6fordulasi gyakorisdga 14% volt. Az
irodalomban eddig ilyen nagyszdmu Sjogren-szindro-
més beteganyagon még nem torténtek hasonld vizsgé-
latok, melyek aPL antitestek, illetve B2GPI ellenes
ellenanyagok kimutatdsdra irdnyultak. Vizsgélatunk
soran egy alkalommal tortént aPL antitest meghataro-
zés a betegek szérumébdl, ezért a jovében indokolt
ezen betegek ismételt vizsgalata és kovetése.
Megfigyelésiink klinikai jelent&ségét az adja, hogy a
kofaktor-dependens aPL antitestek pathogén tulaj-
donsdganak ismeretében a kofaktor-B2GPI ellenes
immunglobulinok jelenléte a betegek szérumaban fo-
kozott rizikdt jelent a vénds ¢és az artérids thrombosi-
sok vonatkozdséaban.

Az aPL antitestek kimutatdsanak terdpids kévetkez-
ményei is lehetnek. Az antithromboticus terapia
mellett steroid adasa is indokolt lehet, kiilondsen a
Sjogren-szindroma bizonyos extraglandularis tiinetei-
nek egyidejd fennalldsakor, hiszen ebben az esetben
stlyosbodhatnak a neuropsychidtriai tiinetek.
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