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1. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

Az antifoszfolipid szindroma az orvostudomany talan egyik legenigmatikusabb
betegsége. A szindroma barmely vaszkularizalt szovetet érintheti, ezért szinte minden klinikai
orvostudomanyi teriilethez van kotédése. Ha egy beteg tiineteivel kapcsolatban trombotikus

folyamatok gyanuja meriil fel, antifoszfolipid szindrémara mindig gondolnunk kell.

1.1. Torténeti attekintés — A szifilisztol az antifoszfolipid szindromaig

Az antifoszfolipid szindroma torténete a XX. szazad elején, a szifilisz laboratoriumi
kérisméjével kezdddik. A szifilisz elsd vértesztjét a Wassermann-tesztet mar az 1900-as évek
elejétél kezdve hasznaltak,! amellyel nem elhanyagolhatd ardnyban nehezen magyarazhatd
eredményeket kaptak, mivel a teszt olyan egyénekben is pozitiv volt, akik sem a klinikai
tiineteit nem mutatta a betegségnek, sem a fert6zést megerdsitd tesztekben nem tudtak
kimutatni a kérokozot. Az ellentmondéasos eredmények évtizedeken at tartd fejtérést okoztak
orvosoknak, kutatoknak. A médszer egy allati és emberi szovetekbdl is kivonhato, foszfolipid
természetli antigént hasznalt, ehhez kotddott a reagin, a szifiliszben megjelend ellenanyag.
Pangborn és mtsai. 1941-ben marhasziv alkoholos kivonatabdl kimutatta, hogy ez a foszfolipid
antigén egy addig még ismeretlen, ,,4j” anyag, melyet kardiolipinnek neveztek el.

A 1. vilaghabort alatt tomeges szifiliszszlirést végeztek katondkon, terhes ndkon,
hazassag eldtt allokon, és a fejtorést az okozta, hogy viszonylag magas volt azon reaginpozitiv
esetek szdma, melyekben a beteg szifilisz tiineteit nem mutatta, illetve a megerdsitéteszt, a
Treponema pallidum immobilizacids teszt eredménye is negativ volt. Ezeket az eseteket Moore
¢s Mohr biologiailag alpozitivaknak (BFP, biologically fals positive) irta le. Mar ekkor
felismerték, hogy a BFP-eseteket két csoportba tudjdk osztani: akut — valamilyen nem
treponemalis fertéz¢s utan, atmenetileg kimutathatod —, illetve kronikus — akér egy életen at

fennallo, fertézésekhez nem kothetd, ismeretlen eredetii — BFP-esetek.?> Az 50-es években sajat



klinikai megfigyelések alapjan Moore ¢és Lutz a BFP-t mar egyértelmiien a szisztémas
kotdszoveti betegségekre, elsdsorban az SLE-re (szisztémads lupusz eritematézusz) jellemzd
jelenségnek tekintette.’ Ezzel egyid6ben Conley és Hartmann két SLE-s beteget mutatott be,
akikben a BFP-jelenség mellett leirtak egy héérzékeny, keringd antikoagulanst is, amelynek az
alvadast gatlo hatdsa egészséges plazmadba is atvihetd volt, ez a jelenség a lupusz antikoagulans
(LA),* amely egy maig hasznélatos helytelen elnevezés, mivel az LA nem csak lupuszban
jelenik meg, illetve in vivo nem antikoaguléns hatast. Ekkor mar megvoltak a kirakds fobb
elemei, el6szor azonban 1983-ban Hughes rakta Ossze Oket, amikor leirta: a laboratdriumi
oldalrol ~BFP-vel, antikardiolipin ellenanyagokkal, lupusz antikoagulanssal ¢&s
trombocitopéniaval, a klinikai oldalrdl pedig artérids vagy vénas trombozissal és/vagy
terhességi szovodményekkel jellemzett korallapot 6ndllo entitds, amelyet ekkor még csak
egyszerlien antikardiolipin szindromanak nevezett.> ¢ Néhany évvel kés6bb azonban inkabb a
ma is ismert antifoszfolipid szindroma (APS), illetve els6 leirdja utan a Hughes-szindroma
elnevezés terjedt el.

Az APS torténetében a 90-es években kovetkezett a masodik nagyobb felfedezés,
amikor harom kutatocsoport egymastol fliggetleniil bizonyitotta, hogy az antikardiolipin
ellenanyagok megkotéséhez bar sziikséges a kardiolipin, a ligandum nem kozvetleniil maga a
lipid, hanem egy mar az 50-es évek Ota ismert, a keringésben megtalalhato, 50 kDa
molekulatomegli, negativ toltésti foszfolipid felszinekhez kotédé fehérjekofaktor, az
apolipoprotein H vagy mas néven a Pr-glikoprotein-1.” Ezutdn még szamos, foszfolipid
felszinhez k6tddd fehérjekofaktort azonositottak (pl. protrombin, annexin V, protein C, protein
S stb.), melyek a hozzajuk kot6doé auto-ellenanyagokkal egylitt szerepet jatszhatnak az APS
patogenezisében. A korfolyamat szerepldinek sora mara mar tisztdzodni latszik, viszont az

APS torténete még korantsem zarult le.



1.2. Az antifoszfolipid szindroma meghatarozasa

Az antifoszfolipid szindréma olyan autoimmun betegség, melyben az artériakat,
vénakat vagy kisereket érintd trombdzis, illetve terhességi szovodmények alakulhatnak ki, és
a tiinetek koroki dsszefiiggésben allnak a betegségben megjelend keringd antifoszfolipid auto-
ellenanyagokkal (aPL). Az APS kérismézése a 2006-ban Sydney-ben modositott szapporoi
kritériumok alapjan torténik.'? Akkor beszéliink APS-rdl, ha annak legalabb egy klinikai tiinete

jelentkezik és legalabb egy laboratoriumi eltérése kimutathato, és az utobbit legalabb 12 hét

elteltével legalabb egyszer megerdsitik —hogy kizérjak a fertézések utan egyébként gyakran
megjelend, csak néhany hétig tartd, atmeneti pozitivitast.!! Az APS kivizsgalasanak menetét

az 1. abra foglalja 6ssze.

TROMBOZIS
KLINIKAI . . ,
RIS SZULESZETI SZOVODMENYEK

EGYEB TUNETEK
(neurologiai, kardiologiai, szemészeti stb.)

APS KORISMEJE

IMMUNSZEROLOGIAI ELTERESEK

(IgG/IgM anti-B,GPI, IgG/IgM anti-KL)

LUPUSZ ANTIKOAGULANS
LABORATORIUMI
ELTERESEK

EGYEB ELLENANYAGOK
(anti-PS/PT, anti-protrombin, anti-annexin stb.)

HEMATOLOGIAI ELTERESEK
(trombocitopénia, hemolitikus anémia)

1. abra Az antifoszfolipid szindroma korisméjének 0"sszef0glaldsa.: kritériumtiinetek, sarga
hattér: nem-kritériumtiinetek, APS: antifoszfolipid szindroma, anti-pGPI: anti-f>glikoprotein-I,
anti-KL: antikardiolipin, anti-PS/PT: anti-foszfatidilszerint/protrombin

1.3. Az antifoszfolipid szindroma klinikai tiinetei
1.3.1. Trombozis

APS-ben vérrogképzodés torténhet véndkban, artéridkban és kiserekben is, igy a

betegség barmely vaszkularizalt szovetet vagy szervet érinthet, és a szerv milkddésének



megfeleld tiineteket okozhat. A szapporo6i kritériumok alapjan a trombodzist képalkoto eljarassal
vagy szovettani modszerrel kétséget kizardan igazolni kell.!”
Az APS leggyakoribb trombotikus manifesztdicoit az 1. tdblazat az Euro-Phospholipid

kohorsztanulmany alapjan foglalja 6ssze. A tanulmanyban 1000 APS-ben szenvedd beteget

kovettek 10 éven 4t, ez az eddigi legnagyobb, APS-sel foglalkoz6 epidemioldgiai tanulmany.

1. tablazat Az APS gyakoribb trombotikus manifesztacioi az Euro-Phospholipid kohorsztanulmany'
alapjan. A tanulmanyban 1000 APS-es beteget kovettek, a tablazat a tanulmany kezdetén talalt
trombotikus manifesztaciok prevalencidjat mutatja.

Trombotikus manifesztaciok (%) Trombotikus manifesztaciok (%)
Periférias trombozis Hasiireget érinté manifesztaciok
e . Renalis manifesztaciok (glomerulusok/a.
Mélyvénatrombozis 38,9 renalis/v. renalis tromb(')(;gisa, veseinfarktus) 2,7
Artérias trombozis Gastrointesztinalis manifeszaciok
az als6 végtagban 11,7 (oesophagealis/mesentericus ischaemia) 1,5
Neurologiai manifesztaciok Bort érintd manifesztaciok
Migrén 20,2 Livedo reticularis 24,1
Sztrok 19,8 Fekélyek 5,5
TIA 11,1 Pszeudovaszkulitiszes elvaltozasok 3,9
Epilepszia 7,0 Oszteoartikularis manifesztaciok
Pulmonalis manifesztaciok Oszteonekrozis 2,4
Tiidéembolia 14,1 Szemészeti manifesztaciok
Pulmonalis hipertonia 2,2 Amaurosis fugax 5,4
Kardialis manifesztaciok A. retinae trombozisa 1,5
SZ,,IVPﬂl,eI.Ityuk megvastagoddsa, V. retinae trombozisa 0,9
miikodési zavara 11,6
Miokardialis infarktus 5,5 Hematol6iai manifesztaciok
Angina pectoris 2,7 Trombocitopénia (<100 G/1) 29,6
Miokardiopatia 2,9 Hemolitikus anémia 9,7

TIA: atmeneti iszkémidas roham (transient ischaemic attack)

Az APS leggyakoribb megjelenési formaja a mélyvénatrombozis. Altaldnossagban is
elmondhat6, hogy APS-ben a vénas trombdzis gyakoribb az artéridssal szemben. Ritkabban
egyeb nagyvéndk is trombotizalhatnak, mint pl. a kar vénai, v. subclavia, v. jugularis, v. cava
superior/inferior vagy megjelenhet akar thrombophlebitis superficialis az alsé végtagokban
(11,7%). Idegrendszeri érintettség esetén az APS nagyon valtozatos forméakban jelentkezhet
(pl. migrén, sztrok, epilepszia, szinusztrombozis, neuropszichiatriai zavarok), ilyenkor mindig

az érintett idegrendszeri teriilet miikodésének megfeleld tiinetek alakulnak ki.!* A bels szervi
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manifesztaciok koziil eléfordul még a szivben billentylivegetacid (2,7%), illetve sziviiregi
trombdzis (0,4%). A hasiiregi szervi manifesztaciok koziil jelentkezhet 1épinfarktus (1,1%),
hasnyalmirigy-infarktus (0,5%) ¢és még kisebb szdzalékban Addison-kér, Budd—Chiari-
szindrobma vagy a v. hepatica tromboézisa is. Szintén a vérellatas zavara miatt a borben,
nyalkahartydkon nekrdzis alakulhat ki, ami gyakran az ujjak gangrénéjaban vagy a septum nasi

Az APS-ben kialakulo tiinetek kezelése nem kiilonbozik az egyéb okbol kialakult
trombotikus esetekétdl, viszont kés6bb minden esetben kronikus antikoagulalasra szorul a

beteg.

1.3.2. Terhességi sz6vodmények
Az APS sziilészeti szovoddményei mar kordn nyilvanvalova valtak, hiszen mar a
betegség 1983-as leirasakor bekeriiltek a meghatarozéasba. A jelenleg hasznélatos szapporoi
kritériumok alapjan a kovetkezOk tartoznak az antifoszfolipid szindroma terhességi
szovédményeihez:
e [Legalabb egy, mas okkal nem magyarazhat6, morfologiailag egészséges magzat
haléla a 10. terhességi héten vagy azt kovetden, vagy
o legalabb egy a 34. terhességi hétnél kordbban bekovetkezd, morfologiailag
egészséges magzat korasziilése (i) eklampszia vagy preeklampszia vagy (ii)
placentainszufficiencia miatt, vagy
e legaldbb harom, mas okkal nem magyarazhat6 spontdn abortusz a 10. terhességi
hét elott.
Az APS-ben kialakulo szovédmények érinthetik csak a kismamat, illetve a kismamat
¢és a magzatot egyarant. A leggyakoribb, izolaltan a kismamat érint6 forma a preeklampszia és

az eklampszia, melynek prevalencidja rendre 9,5% ¢és 4,4% (2. tdblazat). A magzatot — és igy
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a kismamat is — érintd leggyakoribb terhességi manifesztacié a habitudlis vetélés, melyet a

magzat 10. terhességi hét el6tti halala okoz. APS-ben az élve sziiletés aranya 47,7%.

2. tablazat Az APS gyakoribb terhességi manifesztacioi az Euro-Phospholipid kohorsztanulmany'
alapjan. A tanulmanyban 1000 APS-es betegek vizsgaltak, a tablazat a tanulmany kezdetén talalt
terhességi manifesztaciok prevalenciajat mutatja.

Terhességi manifesztaciok (%)
Kismamat érint6 manifesztaciok
Preeklampszia 9,5
Eklampszia 4,4
Abruptio placentae 2,0

Posztpartum kardiopulmonalis szindroma 0,5
Magzati manifesztaciok

Korai magzati halalozas (< 10 hét) 35,4
Kés6i magzati halalozas (> 10 hét) 16,9
Korasziilott 10,6

Az APS-ben kialakulo terhességi szovodmények korai felismerése, illetve a kockazati
csoportok prekoncepciondlis azonositdsa kiemelkedden fontos. Egyes forrdsok szerint a
prevencid nélkiili APS-terhességek akar 80%-aban szovédmények alakulhatnak ki, viszont
megfeleld gyogyszeres prevencidval ez az arany megfordul, és az élvesziiletés aranya 70% folé
emelkedik.'*

Terhességi szovédményeket okozd APS-ben a terhesség teljes ideje alatt kis dozist
acetilszalicilsav ¢és profilaktikus dozist kis molekulastlyG heparin (LMWH) javasolt,
trombotikus APS-ben javasolt az addig adagolt véralvadasgatlok, pl. warfarin vagy
acenokumarol azonnali elhagyésa, és valtani kell a terhesség teljes idejére kis dozist

acetilszalicilsavra és terapias dozist LMWH-ra.!4

1.4. Laboratoriumi eltérések az antifoszfolipid szindromaban

Az autoimmun betegségek laboratoriumi kivizsgalasa leggyakrabban az auto-
ellenanyagok mindségi és mennyiségi vizsgalatat jelenti. Az APS ebbdl a szempontbol
kiilonleges, mivel az ellenanyag-vizsgalat még kiegésziil egy harmadik, funkcionalis teszttel

1S.
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Az APS laboratdriumi eltéréseire vonatkozo szapporoi kritériumok alapjan az alabbiak koziil
legalabb az egyik vizsgalatnak pozitiv eredményt kell adnia:

e IgG vagy IgM izotipusu anti-f,-glikoprotein-I (anti-B2GPI)

e IgG vagy IgM izotipusu antikardiolipin (anti-KL)

e lupusz antikoaguldns (LA)

A fenti vizsgalatokat legalabb egy alkalommal, legaldbb 12 hét elteltével meg kell ismételni,
amivel elkiilonithetd a fertézések utdn gyakran megjelend, atmeneti aPL-pozitivitas a valodi,
APS-ben megjelendtdl. Az APS kivizsgalasanak ez a 1épése a mar csak torténeti jelentdségi,

heveny ¢s kronikus BFP elkiilonité kérisméjének ,,hagyatéka”.

1.4.1. A klasszikus antifoszfolipid ellenanyagok és a kimutatasukra szolgalo tesztek

Az els6 aPL-teszt radioimmunvizsgalat volt, és az anti-KL kimutatasat célozta meg.!>
Ma a klasszikus aPL-ek (IgG és IgM izotipust anti-B2GPI és anti-KL) kikutatasara az egyik
elterjedt moédszer az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), melyben mikrolemezek
mianyag felszinére a vizsgalando ellenanyagnak megfeleld ligandumot kotik, kardiolipint
vagy P2GPI-et, majd a lemezt mossak, blokkoljak és hozzdadjék a higitott betegmintat. Az
ellenanyagok kotddése utan a lemezt 0jbol mossak, majd alkalikus foszfatdzzal vagy
peroxidazzal konjugalt anti-human-IgG, illetve anti-humén-IgM ellenanyaggal jelolik a mintat,
¢s kromogén szubsztratum hozzdadédsa utan az optikai denzitast a tesztben hasznalt enzim—
szubsztratum parostdl fiiggden 405 és 492 nm kozotti hullamhosszon mérik.

Az 1990-es felfedezés, hogy a B2GPI kofaktorként segiti az anti-KL kardiolipinhez valo
kotddését természetesen ma is megéllja a helyét, ezért fontos tisztdzni, hogy mig az anti-f.GPI
liganduma O6nmagaban a B>GPI, az anti-KL-¢ a B>GPI/kardiolipin komplex. Az anti-KL-

teszthez a sziikséges kofaktort a betegplazma PoGPI-tartalma szolgaltatja (2. abra).
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2. dabra Anti-pGPI (A) és anti-KL (B) mérési elve ELISA-val. Az abra az IgG izotipusu aPL-ek mérésén
keresztiil abrazolja a két ellenanyag liganduma kézotti kiilonbséget. Az anti-f-GPI liganduma, a >GPI
kozvetleniil a miianyag lemezhez rogziil, az anti-KL ligandumat a p>GPl/karidolipin komplex alkotja.

Az ELISA egy viszonylag régota hasznalt modszer, specificitasa és szenzitivitdsa igen
nagy, de az aPL-ek mennyiségi meghatdrozasaban nagy az egyes laboratériumok kozotti
eltérés. %17 A probléma kikiiszobolésére megoldas volt az automatizalt modszerek bevezetése,
melyek egyre inkabb atveszik az ELISA helyét az aPL-ek kimutatdsaban. Az egyik ilyen
automatizalt megoldds az elektrokemilumineszcencia (ECL) elvén miikodé modszer (pl.
BioFlash, AcuStar), melyben a megfeleld szubsztratumot (kardiolipin, B.GPI) gydngyok
felszinére kotik, a betegmintaban 1évé aPL ezekhez kotddik, majd egy mosasi 1épés utan a
vizsgalt mintdhoz ECL-molekuldval konjugélt jelold ellenanyagot adnak, a felesleget egy
mosasi 1épéssel eltavolitjak, majd elektromos aram hatdsara az ECL-molekula lumineszcens
jelet ad, amelynek erdsségét kalibracidos gorbe segitségével onkényes egységben (U/ml)
fejeznek ki.'® A betegmintat — amely lehet plazma vagy szérum — az automata két kiilonb6z6
higitasban is képes mérni, amivel szélséséges mértékben kiterjeszthetd a mérési skala
(6,4 U/ml — 120.000 U/ml). A gyart6 ajanldsa szerint mind a négy mérési tesztben (IgG/IgM
anti-B2GPl/anti-KL) a pozitivitasi hatarérték 20 U/ml, viszont javasolja minden

laboratoriumnak a sajat hatarérték meghatarozasat.
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1.4.2. A lupusz antikoagulans fogalmi meghatarozasa és laboratoriumi vizsgalata

A lupusz antikoagulans egy paradox jelenség, amely a nevét az in vitro tapasztalhato
antikoagulans hatdsarol kapta, viszont in vivo ezzel épp ellentétben, protrombotikus hatast valt
ki. Meghatdrozasa nem egyszert, attdl fiigg, hogy miként tekintiink rd. Utalnak ra Gigy is, hogy
az egyik a harom klasszikus ellenanyag koziil, tehat tekinthetjiik ellenanyagnak; viszont azt is
tudjuk, hogy amikor az LA-t mutatjuk ki laboratériumi kivizsgalds sordn, akkor egy
funkcionalis tesztet végziink, tehat tekinthetiink ra egy a plazmaban kimutathat6 gatlohatasként
is — mindkét megkdozelités igaz.

A vizsgalt plazmat akkor tekintjiik LA-pozitivnak, ha a plazma alvadasi ideje
foszfolipidfiiggd médon megnyuilik.”’

Ha az LA természetét szeretnénk megismerni, akkor ez a megfogalmazas még mindig nem arul
el réla sokat, viszont mégis megallja a helyét, mert az LA-r6l még ma is csak azt tudjuk
bizonyosan, hogy mi a kivaltott hatas, de azt nem, hogy melyik antitest hozza azt 1étre. Ezt
tamasztja ald az APS egy kiilonleges esete a szeronegativ forma, amikor mind az anti-B>GPI,
mind az anti-KL negativ, a betegplazméaban azonban mégis kimutathaté LA-hatas.?

Az LA-teszt soran két dolgot kell bizonyitanunk: (i) a plazma alvadasi ideje megnyult,
(i1) ez a megnyulas foszfolipidfiiggd. Az LA-kivizsgalas el6tt egyéb alvadasi rendelleneségek
kizarasara javasolt elvégezni egy teljes alvadasi szlirOpanelt, amely a protrombinidét (PI), az
aktivalt parcialis tromboplasztinid6t (aPTI) és a trombinid6t (TT) foglalja magaba. Az LA-teszt
harom [épésbol all: (i) szlirteszt, (ii) keveréses vizsgalat, (iii) megerdsitdteszt. Az LA
szlirOtesztjére vonatkozd irdnyelvek két kiillonbozd elven miikodd tesztet javasolnak,
els6sorban a higitott Russel-vipera méreg id6 tesztet (hRVMI) és az alacsony foszfolipid-
tartalmt, LA-érzékeny aPTI-t. Ha a szlir6tesztben a betegplazma alvadasi ideje megnyulast
mutat, ugyanazzal a reagenssel keveréses vizsgalatot végeznek. Ehhez a vizsgalt betegplazmat

kevert kontrollplazmaval 1:1 ardnyban keverik, ahol az LA-pozitiv plazma inkorrigabilis
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megnyuldst fog mutatni, ami valamilyen inhibitor jelenlétét valosziniisiti, ellenkezd esetben
— korrigdbilis megnytlads esetén — faktorhianyt gyanithatunk. A harmadik 1épésben, a
megerdsitétesztben megemelik a foszfolipid-koncentraciot, ami — LA-pozitivitds esetén —
normalizdlja a szlirGtesztben tapasztalt megnyulast, és bizonyitja az alvadasi 1d6

megnyulasanak foszfolipidfiiggését.

1.4.3. Hematologiai eltérések antifoszfolipid szindromaban

A trombocitopénia vérzéses, az aPL-ek jelenléte pedig trombotikus szovodményeket
okozhat, mégis, a két ellentétes hatast allapot gyakran jelentkezik egyszerre. Bar nem tartozik
az APS kritériumtiinetei kozé, a trombocitopénia viszonylag magas — forrdsonként
kiilonbozé —, 30-40%-o0s prevalencidval fordul el6 APS-ben.?!> 22 Ritkabban (~10%) akar
<50 G/l, illetve visszatérd is lehet.?! A trombocitopénidval jar6 APS atfedést mutat az
idiopatias trombocitopénias purpuraval (ITP), melyet ekkor masodlagos ITP-nek neveziink.?
Egy 68 APS-es beteget vizsgald tanulmanyban a betegek mintegy 40%-aban volt emelkedett
az ITP-re jellemzd anti-GPIIb/Illa és/vagy anti-GPIb/IX szintje.?* Az APS ritkabb
szOvodménye lehet autoimmun hemolitikus anémia (ATHA), ami erds dsszefiiggést mutat az
aPL-ek jelenlétével, leggyakrabban azonban SLE-hez tarsult masodlagos APS-ben
jelentkezik.> Az ATHA és az ITP egyiitt is megjelenhet APS-ben, a két allapot egyiitt Evans-

szindromanak nevezzik.

1.5. Az antifoszfolipid szindroma osztalyozasa

Az APS-t az SLE-hez kotddd betegségként fedezték fel és irtak le. Voltak arra
vonatkoz6 feltételezések, hogy a kettd ugyanannak a betegségnek mas megjelenési formédja
vagy az APS az SLE el6futara.?® Az APS-re ma mar egyértelmiien 6nallo entitasként
tekintiink,?’ és a tobbi autoimmun betegséghez vald viszonya alapjan két tipusra oszthatjuk.

Amikor az APS 6nmagaban, autoimmun tarsbetegség(ek) nélkiil jelentkezik, elsédleges APS-
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16l (PAPS, primary antiphospholipid syndrome) beszéliink. Az APS-t masodlagosnak (SAPS,
secondary antiphoshpolipid syndrome) nevezziik, ha masik autoimmun betegséggel egyiitt

jelentkezik, az APS leggyakoribb tarsbetegsége az SLE.?® 2° Ezenkiviil tarsulhat reumatoid

1,30 32

artritissze Sjogren-szindromaval,>!  szisztémas  szklerozissa polimiozitisszel,
dermatomiozitisszel®? és egyéb autoimmun betegségekkel is. Az els6dleges és masodlagos
APS klinikai megjelenési formai megegyeznek, viszont a ketté kozotti egyértelmi
kiilonbségeket irtak le genetikai hatteriikben, ami tovabb bizonyitja a PAPS 6nallé voltat.?’

A két f6 kategoria mellett elkiilonitenek még tovabbi harom, ritkabb tipust is. Az APS
legsulyosabb, életet veszélyeztetd formaja a katasztrofalis APS (CAPS, -catastrophic
antiphospholipid syndrome) vagy elsé leirdja utan Asherson-szindroma.** A CAPS-t
klinikailag rovid id6én beliil kialakuld tobbszervi elégtelenség, korszovettanilag fOleg a
kisereket érintd trombozis és laboratoriumi oldalrdl hemolitikus anémia és aPL-pozitivitas
jellemzi. Az APS-es betegek minddssze 1%-at érinti, viszont mortalitasa igen magas, 30-40%
koz¢é tehetd még a korszer(i, adekvat terapia ellenére is.>>3¢ Az APS ritkabb, a kisereket érintd
formajanak, a mikroangiopatids APS-nek (MAPS, microangiopathic antiphospholipid
syndrome) az elkiilonitését Asherson javasolta 2006-ban.>” Jellemzé ra, hogy hianyoznak a
nagyereket érintd trombozisok, a kisértrombozis miatt pedig kovetkezményes trombocitopénia
¢s hemolitikus anémia alakul ki. Az APS kiilonleges formdjat képviseli az un. szeronegativ
APS (SN-APS, seronegative antiphospholipid syndrome), amelyben az egyetlen kiilonbség a
klasszikus APS-hez képest, hogy mindkét ellenanyagteszt (anti-B2GPI és anti-KL) vagy csak
atmenetileg pozitiv vagy tartésan negativ. A jelenség legvalosziniibb magyarazata, hogy olyan
egyéb auto-ellenanyagok jelennek meg a beteg szervezetében, melyeket rutinszerien nem

vizsgalnak.®® Az SN-APS jo bizonyitéka annak, hogy az antifoszfolipid szindromaval

kapcsolatban még szamos tisztazando kérdés van.
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1.6. Az antifoszfolipid szindroma okozta trombozis lehetséges pathomechanizmusai

Az antifoszfolipid szindréma leirdsa 6ta maig nagy kérdés, hogy az aPL-ek milyen
mechanizmussal okozzdk az egymasnak ellentmondo klinikai protrombotikus tiineteket és a
laboratoriumi antikoagulans eltéréseket. A tiinetek kialakuldsahoz vezetd eseményeket a ,,két
csapas” elmélet irja le, mely szerint az aPL-ek jelenléte (els6 csapas) szubklinikai
protrombotikus allapotot, lappangd veszélyt jelent. Az aPL-ek prokoaguléns allapotot
eldidézve elokészitik a terepet egy esetlegesen megjelend protrombotikus inger (masodik
csapas) szamara, amelynek mar csak annyi a dolga, hogy ,,meghuzza a ravaszt”.3% 40 Tobbek
kozott ebben rejlik az APS alattomos kiszamithatatlansaga, bizonyos mértékig azonban mégis
fel lehet késziilni egy ilyen eseményre. A leggyakoribb, mésodik csapasnak szamit6 ingerek
koz¢ tartoznak a fertézések, miitétek (dtmeneti bakterémia) sebgyogyulas vagy barmely olyan
folyamat, amely az immunrendszert védekezésre kényszeriti.>

Az aPL-ek hatdsmechanizmusa igen Osszetett. A hemosztazis sejtes (vérlemezke,
endotél, monocita, neutrofil granulocita) ¢s humoralis (koagulacids kaszkad, fibrinolitikus

rendszer, komplementrendszer) alkotoira is bizonyitottan hatassal vannak.

1.6.1. Az aPL-ek hatasa a sejtes véralvadasra

Veérlemezkék — Szédmos kutatdsi eredmény bizonyitotta, hogy az aPL-ek képesek
aktivalni a véralvadas kozponti sejtes szerepldjét, a vérlemezkét.*1-*3 Vérlemezke-aktivacids
allatkisérletes eredményekkel is sikeriilt alatimasztani a két csapas elméletet, miszerint az aPL
jelenléte dGnmagaban in vivo nem okoz trombozist, viszont egy protrombotikus hatasu agens,
pl. intraperitonealisan lipopoliszacharid és az intravénasan aPL egyiittes adasa utan az erekben
vérlemezkében dus trombusok keletkeznek.** A vérlemezkék foszfolipid felsziniikon meg
tudjak kotni a BoGPl-et, és ugy tiinik, hogy a B2GPI dimerizalodasa is sziikséges az aPL-ek
vérlemezke-aktivalod hatasanak kivaltasahoz, amit a 2” apolipoprotein-E-receptoron (apoER2’)

keresztiil fejtenek ki.*?
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Endotélsejtek — Az endotélsejtek feladata, hogy a vérnek olyan kozvetlen kdrnyezetet
biztositsanak, amelyben véralvadas csak a sziikséges helyen €s mértékben indulhat be. Ehhez
az érbelhartyanak egy egészséges pro- és antikoagulans egyensulyt kell fenntartania. Ebbdl az
egyensulybdl az aPL-ek képesek a sejteket kibillenteni és endotéldiszfunkciot eldidézni.*> Az
aPL-ek endotélsejtekre kifejtett koros hatdsa tobbnyire a sejt altal kifejezett fehérjekészlet
megvaltozasaban nyilvanul meg. Az aPL-ek az endotélsejteket monocita-kemoattraktans
protein-1 (MCP-1) fokozott termelésére sarkallja, az MCP-1 a monocitdkban kdzvetleniil
fokozza a szovetifaktor-kifejezddést, ami végiil prokoagulans iranyba billenti a hemosztatikus
egyensulyt.*® Az aPL-ek kozvetleniil az endotélsejteken is fokozzak a sejtfelszini szoveti faktor
¢és vaszkularis adhézids molekula-1 és a Weibel-Palade-testekben tarolt interleukin-8
kifejez6dését, ami végeredményben fokozza a vér koagulacios készségét, illetve eldsegiti a
fehérvérsejtek érfalhoz tapadasat és igy a szervezet gyulladasos valaszat.*’

Monocitdik — APS-ben a fent emlitett az endotélse;jt altali MCP-1-termelés fokozhatja a
monocitak szovetifaktor-termelését, azonban szdmos kisérlettel igazoltdk, hogy az aPL-ek
kozvetleniil is fokozzak a monocitak felszinén a szoveti faktor kifejezddését, ami kdzvetleniil
hozzajarul a koagulacio beinditasdhoz.*®

Neutrofil granulocitak — A neutrofil granulocitdk hemosztazisban bet6ltott szerepének
kutatdsa még gyerekcipdben jar. Egy uj, tobbek kozott a véralvadast beindité mitkddésiiket
nemrégiben fedezték fel, ez a neutrofil extracelluléris csapdak (NET, neutrophil extracellular
trap) képzddése vagy mas néven NET-osis. A NET-ek a neutrofil granulocitdk maganyagéabol
allo, a sejtbdl felszabaduld, de attol el nem valo haloszeri képzddmények, melyet a sejt a
kozvetlen kornyezetébe ,,vet ki”. A DNS-haloébol allo6 NET-ek tele vannak antimikrobialis
hatasu fehérjékkel, igy elsddlegesen a korokozok elpusztitasdban jatszanak fontos szerepet, de

nemfert6zéses gyulladasban is leirtdk mar 6ket, és jelentds protrombotikus hatéssal is birnak.*
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APS-ben is megfigyelték az aPL-ek — elsGsorban az anti-BoGPI — NET-osist kivalto hatasat. Az

aPL-eken kiviil ehhez a mechanizmushoz is sziikséges a ligandum, a BoGPI jelenléte % !

1.6.2. Az aPL-ek hatasa a humordlis véralvadasra

Az aPL-ek legrégebb ota ismert, koaguldciora kifejtett hatdsa a lupuszantikoagulans-
hatas, ami az alvadas in vitro megnyulasat jelenti, de tudjuk, hogy ez egy paradox jelenség, és
a lupuszantikoagulans-pozitivitds in vivo fokozott trombozishajlamra utal.!” A pontos
molekularis mechanizmust illetd kérdésre egyeldre nincs egyértelmi valasz, bar Noordermeer
¢s mtsai. nemrégiben kozolt eredményei alapjan két egymadstol fiiggetlen mechanizmus
magyarazhatja az LA-hatast: az anti-B>GPI gatolja az V-6s véralvadasi faktor (FV) aktiv X-es
faktor (FXa) altali aktivaciojat, illetve az anti-protrombin (anti-PT) az FXa-val verseng a
foszfolipid felszinekért.”> Az utobbi az LA laboratoriumi tesztjének elvét (alacsony és magas
foszfolipid-koncentracid) is magyarazza. Szintén régebb Ota ismert, és mar szamtalan
protein C (APC) rezisztenciat okoznak.’>¢ Elettani koriilmények kozott a protein C
antikoagulans hatasa az FV és FVIII (FVIII-as faktor) hasitisan és inaktivaldsan keresztiil
valosul meg. Az, hogy aPL-ek milyen modon okoznak APC-rezisztenciat egyelére szintén
ismeretlen, viszont szoros Osszefiiggést sikeriilt kimutatni a P2GPI I-es doménje ellen
termel8dott ellenanyagok (anti-B.GPI-DI) jelentléte és az APC-rezisztencia kozott.>” Az aPL-
ek az extrinszik koaguldciés Uutvonalat sem hagyjdk zavartalanul, géatoljak a
szOvetifaktoritvonal-inhibitor (TFPI, tissue factor pathway inhibitor) miikodését,>s-60
kovetkezésképpen egy az extrinszik ttvonal miikodését korlatozo fontos tényezd esik ki, és a
koagulacié fokozodik. A B2GPI élettani mitkddésével kapcsolatban kimutattdk, hogy kotodik
a Xll-es és Xl-es faktorhoz és gatolja azokat,®! 62 igy kozvetve feltételezhetd, hogy az

anti-B2GPI-nek ezen véralvadasi faktorok miikddésére is lehet hatasa.
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1.7. Az antifoszfolipid szindroma Kkisérletes kutatasi vonatkozasai

1.7.1. Az antifoszfolipid szindroma fo autoantigénje, a f>-glikoprotein-1

Az APS egyik legfontosabb autoantigénjét, a f,-glikoprotein-I-et (B2GPI) vagy mas
néven apolipoprotein H-t (apoH) a 60-as évektdl ismerjiik, amikor Schultze és mtsai. leirtak
egy addig még ismeretlen fehérjét a szérumban.® Meglepd, hogy a felfedezése 6ta a legtobbet
az APS korélettandban betdltott szerepérdl tudunk, élettani miikodésérdl viszont annal
kevesebbet. A PB>GPI egy 45-50kDa (meghatdrozasi modszertdl fiigg) méretli, erdsen
glikozilalt szérumfehérje, amely kb. 200 mg/l koncentracioban van jelen a kerigésben.®* A
molekula 6t egymas utdn gyongysorszertien kapcsolodd doménbdl all, melyeket rémai
szdmokkal jelolink (I-V). Az I-IV. domén a CCP (complement control protein)
szupercsaladba tartozik, és az azokra jellemzd 60 aminosavas ismétlédd peptidszakaszokat
tartalmaz. Az V. domén kiilonleges felépitésii, tartalmaz egy a molekula felszinébdl kinylo,
horgony szerepét betoltd peptidhurkot, a hurok kozvetlen kornyezetében pedig egy pozitiv
toltést, lizinben gazdag teriilet talalhatd (3. abra, A, B).5% % A B,GPI ezen eszkdzok segit-

ségével képes stabilan rogziilni negativ toltésti foszfolipid felszineken (3. dbra, C).

A B C

negativ toltési
foszfolipid kettdsréteg

3. dbra A pr-glikoprotein-1 harom kiilonbozd konformacioja a zart vagy cirkularis (A), az ,,S” alaku
(B) ¢és a nyitott vagy ,,J” alaku (C). Az egyes doméneket romai szamok jelolik (I-V). Mindharom
konformacional az V. domén kiilsé felszinén lathato a molekulat a sejtmembranba horgonyzo

peptidhurok, illetve ,,+” jeloli a negativ toltésii foszfolipid felszinhez fekvo, pozitiv toltesi, lizingazdag
tertiletet.

peptidhurok pozitiv toltést,
lizinben gazdag teriilet
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A molekulanak harom konformaciojat irtdk le, melyek egymasba atalakulhatnak, ezek
a zart vagy cirkularis, a nyitott vagy ,,J” alaku és a kettd kozotti atmenetet képviseld ,,S” alaka
(3. abra).®” A keringésben legnagyobb aranyban a zart forma talalhatd meg.®® Az aPL-ek a
nyitott formahoz kotddnek, illetve eldsegitik a molekula felnyildsat, igy a nyitott format
tekinthetjiik az aktiv formanak.

Egy fehérjének, génnek, vitaminnak az élettani szerepe altaldban annak hidny-
allapotaban vagy karosodasa esetén ismerhetd fel miikodésének kiesése vagy koros miikodése
révén. Bar a f2GPI genetikai hidnya nagyon ritka, egy japan felmérésben 222 egészséges egyén
6,3%-aban a PGPI-et kodolo APOH gén kereteltolodasi mutédcidja a fehérje heterozigdta
hidnyét okozta, ami miatt a f2GPI szérumszintje a tanulmanyban mért atlagos 243 mg/I-rél
86 mg/l-re csokkent. Ugyanebben a tanulmanyban azonositottak két csalddot homozigdta
B2GPI-deficienciaval. Az egyének lipidprofiljat és a véralvadasi allapotat vizsgalva a B.GPI-
hidnynak sem a heterozigéta sem a homozigdta formajaban nem tudtak kimutatni a fehérje

mukodésének kiesésére utald eltérést.®”

A B2GPI eddig megismert mitkodései:

e Kiilonbdzd mechanizmusok révén gatolja a vérlemezkék — elsésorban az ADP (adenozin-
trombocitak aggregacios készsége fokozodik.”" 7!

o Kotédik a XI-es véralvadasi faktorhoz, és gatolja annak XII-es faktor altali aktivaciojat.®!

e Gatolja a trombin prokoagulans miikodését.”

e Megvédi a trombint a heparin és kofaktora altali inaktivaciotol.”
e Kotddik a C3 komplementfaktorhoz, amelyben konformacidvaltozast idéz eld, és eldsegiti

a faktor H és I altali lebomlésat, igy csokkentve a komplementrendszer aktivacios

készségét.”
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Egyre tobb adat gyiilik az irodalomban a BGPI élettani mitkddésével kapcsolatban,
azonban a C-vitamin-hidny — skorbut, vashidny — anémia vagy a CFTR gén mutécid — cisztas
fibrozis analogidja mentén egyelére nem sikeriilt koézponti szerepet hozzéarendelni a

molekulahoz.

1.7.2. Antifoszfolipid szindromaban megjelend, kritéeriumokon kiviili ellenanyagok

Valtozod jelentdséglinek tekintik az IgA izotipusu aPL-eket, mivel egyeldre
ellentmondasosak az adatok a klinikai értékiikrél. Az izolalt IgA aPL-pozitivitas ritka, igy
nehéz megitélni fontossagat, leginkdbb SLE-hez tarsult SAPS-ben lehet hasznositani a
trombozis- vagy terhességi morbiditasi kockazat megitélésére.”>”7 Egyes vizsgalatok felhivjak
a figyelmet az IgA anti-B.GPI ellenanyagok heterogenitasara, miszerint Osszefiiggést talaltak a
B2GPI IV-es és V-0s doménje elleni IgA ellenanyagok (IgA anti-B.GPI-DIV/V) és az APS
trombotikus tiinetei kozott. 75 7

Az APS kritériumain kiviil esé ellenanyagok koziil talan a legnagyobb figyelmet a
protrombin, illetve a foszfatidilszerin/protrombin komplexszel reagélo ellenanyag (anti-PT és
anti-PS/PT) kapott. Egy tobb mint 7000 betegeredményt fel6leld rendszerezett attekintd
kozlemény elemzése alapjan az anti-PS/PT-pozitivitds esetén a trombodziskockdzat 5,11-
szorosara, mig anti-PT-pozitivitds esetében 1,82-szorosara nd, igy az anti-PS/PT jobb
koérjoslati értékkel bir trombozisra vonatkozdan, és a tanulmany javasolja az anti-PS/PT
vizsgalatat APS-ben.%°

Az anti-B2GPI heterogén ellenanyagcsoportot jelol, melyhez a PB.GPI kiilonb6zo
doménjei elleni ellenanyagok tartoznak. Koziiliik trombdzissal a legszorosabb Osszefliggést az
I-es domén G40-R43 epitopja! elleni (anti-BoGPI-DI) mutat. Egy 442 anti-BGPI-pozitiv
beteget vizsgald klinikai tanulményban az anti-B.GPI-DI prevalencidja 243/442 (55%) volt,
eredményeik alapjan az anti-B>GPI-DI pozitivitdsa 3,5-szeresére novelte a trombozis, illetve

2,4-szeresére a terhességi szovédmények kockazatat.
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A teljesség kedvéért érdemes emlitést tenni a fentieken kiviil azokrél az
ellenanyagokrol, melyek az antifoszfolipid ellenanyag fogalmaval ellentétben nem fehérje—
foszfolipid komplexekkel, hanem kozvetleniil foszfolipidekkel, pl. foszfatidilszerinnel
(anti-PS), foszfatidsavval (anti-PA), foszfatidilinozitollal (anti-PI) vagy foszfatidiletanol-
aminnal (anit-PE) reagalnak. Ezeknek egyeldre ugy tlinik, hogy klinkai jelentdségiik kicsi, és
kisérleti koriilmények kozott is nagy az ezeket 0vezd bizonytalansag. Sokszor keresztreakciot
mutatnak az antikardiolipin-teszttel vagy anti-B>GPI-teszttel, és az ezeket vizsgald
tanulmanyok sem talaltak biztatd eredményeket,®> melyek hozzajarulnanak az antifoszfolipid

szindroma korélettananak alaposabb megismeréséhez.
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2. CELKITUZES

Munkank f6 célkitlizése az antifoszfolipid szindroma molekularis korélettananak

tanulméanyozéasa volt a betegség kozponti antigénjének, a Po-glikoprotein-I-nek és a vele

reagald ellenanyagnak, az anti-f2-glikoprotein-I-nek az élettani és korélettani szerepét vizsgald

molekularis biologiai és funkcionalis vizsgéalatokkal.

A kovetkezd célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1.

Az irodalomban fellelhetd adatok alapjan hipotézisiink az volt, hogy a B2GPI zart és
nyitott konformacidja — az ellenanyagatdl fiiggetlentil — eltérd élettani miikddési, és ez
a kiilonbség megmutatkozik a véralvadasra kifejtett hatdsaban. Ezért célul tuztik ki,
koagulacids ttvonalakat vizsgalo alvadasi idokre és a koagulacid globalis jellemzésére
alkalmas trombingeneraciora.

Ismert, hogy az anti-B>GPI a B2GPI nyitott formdjahoz kotddik, illetve segiti annak
nyitott konformacioba valo atalakulasat. Hipotézisink az volt, hogy felszini
kozott eltérd ellenanyag—ligandum kolesonhatas mutathat6 ki.

Az anti-B2GPI ellenanyagok altal kifejtett paradox hatas (in vitro antikoaguléns,
in vivo protrombotikus) egy ¢€s ugyanazon kisérleti koriilmények kozott nehezen
vizsgalhato, és egyeldre kevesen foglalkoztak ezzel a kérdéssel. Azt feltételeztiik, hogy
az anti-BoGPI az egymaéssal ellentétes hatdsait kiilonb6zd, egymastol fliggetlen,
parhuzamosan zajlo mechanizmusok révén fejti ki. Szamos irodalmi adatbol ismert,
hogy az anti-B>GPI hatasai szinte kivétel nélkiil B2GPI-fliggd mddon valdsulnak meg,

a lupuszantikoagulans-hatasarol pedig ismert, hogy foszfolipidfiiggd. Célunk volt az
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anti-BoGPI trombingeneracidra kifejtett hatdsdnak vizsgélata kontrollplazmaban
véltoztatva a P2GPI- és foszfolipid-koncentraciot, illetve VIl-es, 1X-es és Xl-es
faktorhidnyos plazmaban az extrinszik és intrinszik Utvonalra kifejtett hatdsanak
vizsgalata.

Tovabba célunk volt a ,két csapas” elmélet kiterjesztéseként vizsgdlni, hogy az
anti-B2GPI mint szerzett protrombotikus dgens milyen hatassal van a két leggyakoribb

velesziiletett protrombotikus betegségben, az V-0s véralvadasi faktor heterozigdta

crer

crer

Az anti-B>GPI bizonyitottan hatassal van a véralvadas sejtes szereploire is, ezért a ,,két
csapas” elmélet vizsgalatat atemeltiik sejtes kisérletekbe is. Hipotézisiink szerint az
anti-B2GPI-nek vérlemezke-aktivalo, de legalabb a vérlemezkék aktivacids ingerekre

adott valaszara érzékenyitd hatasa van.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. A betegek bevalogatasanak szempontjai, a betegek klinikai jellemzése

A kutatdsunkhoz a mintagytijtést a Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag Egészség-
gyl Tudoméanyos Tanacs engedélyével (engedélyszam: 45368-1/2017/EKU) végeztik. A
kisérleteinkbe bevalogatott betegeket két csoportba oszthatjuk: (i) antifoszfolipid szindro-
masok, akik vérsavjabol IgG anti-B2GPI ellenanyagot tisztitottunk, (ii) az V-0s véralvadasi
G20210A polimorfizmusat heterozigota formaban hordozé (Fllg202104) egyének, akik vérplaz-
majat trombingeneracids vizsgalatainkban hasznaltuk.

Az IgG anti-B2GPI ellenanyagok tisztitasdhoz az APS-es betegek bevalogatasi szem-
pontjai a kovetkezOk voltak: LA-pozitivitds, anti-KL-pozitivitds és anti-B2GPI-pozitivitds — az
utébbi szintje meghaladja a szeropozitivitéasi referenciahatar (20 U/ml) 25-szordsét. Osszesen
11 APS-es és egy LA-pozitiv beteget valogattunk be, akik koziil 4-nek volt valamilyen
tarsbetegsége, vagyis masodlagos antifoszfolipid szindroméja volt, 7-nek nem volt tarsbeteg-
sége, tehat elsddleges antifoszfolipid szindrémaban szenvedett, illetve 1 betegnek 12 hétnél
hosszabban fennall6 aPL-pozitivitdsa volt, de klinikai tiineteket nem mutatott, igy az APS
korisméjének feltételei nem teljesiiltek. Egy betegnek terhességi szovodménye és vénas
trombozisa is volt, mig két beteg esetében mind vénds, mind artérids trombdzis eléfordult,
illetve egy beteg az APS tekintetében tiinetmentes volt. A mintavétel idejében két beteg
semmilyen véralvadasgatlo kezelést nem kapott, a tobbi vagy antikoaguldns, vagy
vérlemezkegatlo szert kapott. (3. tablazat)

A TG-mérésekhez hemosztazeologiai diagnosztikai laboratériumbdl olyan betegektdl

gyljtottiink Na-citrattal alvadasgatolt plazmat, akiknél molekularis genetikai modszerrel
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polimorfizmusat heterozigdta formaban hordozzak, viszont a masikra nézve vad genotipustak.

3.2. A B2GPI ligandum és az anti-B>GPI ellenanyag tisztitasa

3.2.1. Emberi p>GPI tisztitasa plazmabol

A B2GPI tisztitasat egy Artenjak és mtsai. altal mar leirt modszer®® alapjan végeztiik,
(4. dbra). Egészséges donoroktdl vett, Na-citrattal alvadasgatolt teljes vért centrifugaltunk
(1.500 g, 15 min, szobahdmérséklet). A plazmat leszivtuk, kevertiik, majd még egyszer
centrifugaltuk (10.000 g, 10 min, szobahdmérséklet), az igy el6készitett plazmamintat
fagyasztottuk és felhasznalasig mélyhiitében taroltuk —80 °C-on. A fehérjetisztitasi folyamat
harom [épésbol allt: (i) fehérjekicsapas perklorsavval, (ii) heparin-affinitdskromatografia,

(ii1) kationcser¢ld kromatografia.

Perklérsavas Heparinaffinitas Ioncserélo Konformacié-

kicsapas -kromatografia kromatografia atalakitas

4. abra [>,GPI emberi vérplazmabol torténd preparalasanak fo lépései a tisztitastol a konformacio-
atalakitasig

Feherjekicsapas perklorsavval — Koriilbelil 200 ml, Na-citrattal alvadéasgatolt,
hemosztazeoldgiai  diagnosztikai laboratériumbol — gytijtott, kevert kontrollplazmat
olvasztottunk vizflirdén (37 °C, 15 min), majd azonnal <4 °C-ra hiitottiik jégen. A kicsapasi
1épést végig jégen végeztik. A plazmat fizioldgias sdoldattal kétszeresére higitottuk, majd
folytonos keverés mellett 20 perc alatt 60%-os toménységii perklorsavat 285 mM végto-
ménység eléréséig perisztaltikus pumpa segitségével cseppenként adtunk hozza. Ezutdn a
csapadékot centrifugaltuk (3.270 g, 20 min, 4 °C), majd a feliiluszot leszivtuk, amelynek a pH-

értekét 8,0-ra allitottuk 1 M toménységli NaOH-oldattal, majd az igy keletkezett preparatumot
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a kovetkezd, heparin-affinitdskromatografids lépésben hasznalt kotpufferrel (0,02 M trisz
[trisz- {hidroxi-metil}-amino-metan] / HCI, 0,03 M NaCl, pH 8,0) szemben 4 °C-on egy
¢jszakan at dializaltuk.

Heparin-affinitaskromatogrdfia — A dializatumot heparin-affinitaskromatografias osz-
lopra (HiTrap Heparin [5 ml], GE Healthcare, Svédorszag, Uppsala) vittiik fel. Ezt kovette egy
mosasi 1épés, amellyel megszabadultunk a heparinhoz nem kot6dé fehérjéktdl, majd a heparin
kototte fehérjéket 350 mM NaCl-ot tartalmazd, a trisz/HCl kotSpufferrel minden egyéb tekin-
tetben megegyezd oldattal 1,5 ml-es frakciokban eludltuk. A frakciok Osszfehérje-tartalmat
280 nm hullamhosszon spektrofotometridval mértiik, majd a fehérjét tartalmazé frakciokat
kevertiik, és a kovetkez0, kationcseréld kromatografias 1épésben hasznalt kdtépufferrel (0,05 M
CH3COOH/CH3COONa, 0,05 M NacCl, pH 4,8) szemben 4 °C-on egy ¢éjszakan at dializaltuk.

Kationcserélo kromatogrdfia — A dializdtumot erds kationcseréld kromatografias
oszlopra (UNOsphere S [5 ml], BioRad, USA) vittiikk fel. Az oszlopot az acetatalap
kotdpufferrel mostuk, amivel megszabadultunk az oszlop téltetéhez nem kotddd fehérjéktol,
majd a kotédo fehérjéket 300 mMm NaCl-ot tartalmazd, az acetat kotpufferrel minden egyéb
tekintetben megegyezd oldattal 1,5 ml-es frakcidkban elualtuk.

crer

meértik.

3.2.2. A B>GPIl-preparatum tisztasagi vizsgalata Western-blottal és MALDI-TOF-fal
Western-blot — A B2GPI-tisztitasi modszer utolso 1épése, a kationcseréld kromatografia
soran keletkezett eludtumsor egymastdl egyenld tavolsagra 1évo kiillonbozo pontjaibol mintat
vettiink. A fehérjéket 10%-0s nartium-dodecil-szulfat—poliakrilamid gélen redukald koriil-
mények kozott valasztottuk szét, majd a fehérjéket nitrocelluléz membranra vittiik &t.
A membrant TBS-ben (tris-buffered saline, trisz pufferelte séoldat; 20 mm trisz/HCl, 500 mm

NaCl) oldott 3%-o0s gelatinnal (BioRad, USA) 1 6ran at blokkoltuk. A membréanra kotott
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fehérjéket antihuméan-B,GPI (kecskében termeltetett; Novus Biologicals, USA, Colorado,
Littleton) elsddleges ¢és HRP-vel (horseraddish peroxidase, tormaperoxiddz) konjugalt
antikecske-IgG (nyulban termeltetett; Sigma-Aldrich, USA) masodlagos ellenanyaggal
jeloltiik. A jelolést a HRP egy kemilumineszcens szubsztratumaval (Immobilon Western,
Millipore, USA, Massachusetts, Billerica) hivtuk eld. Ezt kdvetéen a membrant a nemfajlagos
fehérjekimutatasra alkalmas Coomassie brilliant blue R250 (Sigma-Aldrich) festékkel
festettiik.

MALDI-TOF — A B2GPI-oldatot tomegspektrometrids vizsgalathoz C18 kromato-
grafids modositott pipettaheggyel (Pierce Biotechnology, Thermo Scietific, USA, Illinois,
Rockford) toményitettiik. A tomegspektrometriat 96 féréhelyes csiszolt acéllemez segitségével
MicroFlex LT MALDI-TOF tomegspektrométeren (Bruker Daltonics GmbH) végeztiik.
Matrixként mustarsavat (etanolban oldott transz-3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsav; Merck)

hasznaltunk. E16sz6r a mintat, majd a matrixot vittiik fel a lemezre 1-1 pl térfogatban.

crer
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kiilonbozd iranya és mértékli valtoztatasaval.®® Koriilbeliil 2-2 mg tisztitott PB.GPI-et
nyitopufferrel (20 mM HEPES [4-{2-hidroxietil }-1-piperazin-etanszulfonsav], 1,15 M NaCl,
pH 11,5) és zaropufferrel (20 mm HEPES, 150 mM NaCl, pH 3,4) szemben 48 6ran at
dializaltunk. Ezen kezelés utdn mindkét preparatumot HBS-sel (HEPES-buffered saline,
HEPES pufferelte so6oldat; 20 mm HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4) szemben 24 6ran at
dializaltuk. A dializist minden esetben 4-8 °C-on végeztiik. A konformacidatalakitas
hatadsossagat és hatékonysagat strukturalis tekintetben transzmisszios elektronmikroszkop

segitéségével, funkcionalis tekintetben pedig alvadasi tesztekkel ellendriztiik.
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rasztositassal

Szénfilmmel bevont rézracsot (Electron Microscopy Sciences, USA, Pennsylvania,
Hatfield) parazsfénykisiiléssel kezeltiink (10 mA, 30 s) — és tettlink hidrofébba —, majd 5-5 pl
450 pg/ml toménységli, HBS-ben oldott zart és nyitott B2GPI-preparatumot vittiink fel a racsra.
A fehérjeoldatcseppet 60 masodperc mulva leitattuk, a racsot 5-5 ul desztillalt vizzel
haromszor mostuk, majd 5-5 ul uranil-formiattal (Electron Microscopy Sciences, USA,
Pennsylvania, Hatfield) kétszer 20 masodpercig festettiik. A racsot félretettiik szaradni, majd
JEOL 1010 transzmisszios elektronmikroszkop (JEOL, USA) segitségével 80 kV gyorsito-
fesziiltség alkalmazdsaval vizsgaltuk a prepardtumot. Harom-harom, a teljes mintat jol
jellemzd latdmezdt valasztottunk ki. Mindkét preparatumban a kivalasztott latdmezdkben — a

crer

tudtuk jellemzi a konformacidatalakitas hatékonysagat.

3.2.5. IgG izotipusu anti-B2GPI ellenanyag tisztitasa vérsavobol

Az IgG anti-B2GPI ellenanyagot antifoszfolipid szindromas betegek vérsavojabol kétlé-
péses affinitaskromatografids maodszerrel tisztitottuk. Az elsd 1épésben a betegvérsavot koto-
pufferben (20 mM NaH>PO4/Na;HPO4, pH 7,0) 6tszorosére higitottuk, majd a mintat ligan-
dumként Protein G-t tartalmaz6 affinitdskromatografias oszlopra (HiTrap Protein G [5 ml], GE
Healthcare, Svédorszag, Uppsala) vittiikk fel. Az oszlopot kotdpufferrel mostuk, majd a
Protein G kototte 0ssz-IgG-t savas elucidoval (100 mm glicin/HCL, pH 2,7) nyertiik ki. A
masodik 1épést megeldzte egy kdzbensd 1épés, amelyben ligandumként B2GPI-et tartalmazd
affinitaskromatografias oszlopot készitettiink. Ehhez 6sszesen 3 mg nativ f2GPI-et kotottiink
fel NHS-sel (N-hidroxi-szukcinimid) eldaktivalt oszlopra (HiTrap NHS-activated [1 ml], GE

Healthcare, Svédorszag, Uppsala) primer aminocsoporton keresztiill a gyartd hasznalati
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utasitdsanak megfelelden. Az ellenanyag-tisztitdis masodik [épésében az elsd 1épésbdl
szarmazd IgG-eluatumot a foszfatalapi kotdpufferrel szemben egy éjszakan at dializaltuk,
majd felvittikk a BGPI-oszlopra, majd egy kotdpufferes mosasi 1épést kdvetden a kikotddott
ellenanyagokat a glicin/HCl-alapu savas pufferrel elualtuk. Ezen teljes folyamat végére az
antifoszfolipid szindromas betegek vérsavgjabol IgG izotipust anti-B2GPI ellenanyagokat

vontunk ki.

3.3. Az anti-B2GPI és a .GPI funkcionalis vizsgalatai

3.3.1. Trombingenerdcio-teszt

A trombingeneracio-tesztekben hét kiilonbozé plazmat hasznaltunk: (i) egészséges
egyénektdl szarmazd kevert kontrollplazmét (KK), (ii) az V-0s véralvadasi faktor Leiden-
a protrombin gén G20210A polimorfizmusat heterozigdta formaban hordozd egyénektdl
szdrmazo individualis plazmat (Fllg202104), (iv) FVII-, (v) FIX-, (vi) FXI-hidnyos plazmat
(Siemens Healthcare, Németorszag, Marburg) és (vii) egészséges egyénektdl szarmazd
mikropartikula-depletalt plazmat (MDP; részletes leirasat lasd: 3.3.4-es fejezet). A
plazmamintakhoz B.GPI-et és/vagy anti-B>GPI-et adtunk hozzé valtozo koncentracidban. Az
egyes trombingeneracié-mérések részletes Osszeallitdsat a 4. tablazat foglalja ossze.

TGT-méréseinket a kovetkezOk szerint végeztiik: minden esetben vérlemezkeszegény
plazmat (PPP, platelet poor plasma) hasznaltunk, amihez a donorokt6l szdrmazd vérmintat
centrifugaltuk (1.500 g, 10 min, 20 °C), majd a leszivott plazmat még egyszer centrifugaltuk
(10.000 g, 10 min, 20 °C). A plazma térfogatanak 10%-aban B>GPI-et és/vagy anti-B>GPI-et
kiilonb6zd végkoncentracioban adtunk hozza. Az igy eldkezelt plazmabol 80 pl-t 96 lyuka
fekete, miianyag mikrolemezbe (Greiner Bio-One North America Inc., USA, Monroe) mértlink

be, majd 20 ul 1 vagy 5 pMm TF-et (szoveti faktor) és 4 uMm FL-t (foszfolipid) tartalmazd
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reagenst (PPP-Reagent LOW vagy PPP-Reagent, Throminoscope BV, Hollandia, Maastricht)
adtunk hozza. (Egy kisérlet esetében 1 pM TF mellett 0,5 uM FL-t hasznaltunk, amihez —a

gyari reagensek megfeleld higitasat alkalmazva — sajat készitési reagenst hasznaltunk

[4. tdblazat, 3. sor].)

4. tablazat A trombingenerdcio-mérés kiilonbozo osszeallitdsai a vizsgdlt plazmatipus, a plazmamin-
tahoz adott anti-f:GPI és/vagy p:GPI végkoncentracioja és a reagens-osszetétel tekintetében.

Plazmatipus Anti-p2GPI (U/ml) B2GPI (ng/ml) Reagens-osszetétel
TF (pM)  FL (pM)

Anti-p2GPI hatasa kevert kontrollplazmaban
1. KK 15-125 — 1 4
2. KK 125-500 — 1

MP- és >GPI-szint befolyasolo hatdsa

3. KK, MDP 500 — 1 0,5, 4
4, KK — zart/nyitott; 15, 30 5 4
5. KK 15-125 nativ; 200—1000 1 4
Anti-f>GPI hatasa 6roklott trombofiliaban

6.  FVLciden, FllG202104 125-500 — 1 4
Anti-p2GPI hatasa az extrinszik és intrinszik utra

, FVIL, FIX-, FXI- 500 - 5 A

hianyos

anti-p:GPI: anti-p>-glikoprotein-1, f2GPI: pr-glikoprotein-1, TF: szoveti faktor (tissue factor), FL:
foszfolipid, KK: kevert kontroll, MP: mikropartikula, FV: V-6s véralvadasi faktor, FII: Il-es
véralvadasi faktor, FVII: Vll-es véralvadasi faktor, FIX: [X-es véralvadasi faktor, FXI: Xl-es
véralvadasi faktor, MDP: mikropartikula-depletalt plazma

A mikrolemezt fluoreszcens mikrolemez-olvasoba (Thermo Scientific Fluoroskan
Ascent FL Thermo Fisher Scientific, Kina, Shanghai) tettiik; a miiszer a plazmat és a reagenst
10 percig 37 °C-on inkubalta, majd automatikusan 20 pl, CaCly-t és AMC-t tartalmazo
inditoéreagenst (FluCa Kit; Thrombinoscope BV, Hollandia, Maastricht) adott hozzd. A

fluoreszcens jeleket 60 percen at detektaltuk. Az eredményeket a Thrombinoscope szoftver
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(Diagnostica Stago) segitségével értékeltiik ki. Az eredmények elemzése soran a latenciaidé6t
(Lag Time; az inditéreagens hozzaadasa és a trombingeneracio kezdete kozott eltelt id [min]),
a csucsértéket (Peak Thrombin; az egy iddpillanatban mért legmagasabb trombinmennyiség
[nM]) és a gorbe alatti teriiletnek megfeleld paramétert, az endogén trombinpotencialt (ETP;

[nM X min]) vettiik figyelembe (5. ébra).

Csucsérték (Peak Thrombin)
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5. abra A trombingenerdcio-teszt soran nyert trombogram részei.

A TGT-méréseket megelézden, a mérési koriilmények optimalizalasdhoz, 15—
500 U/ml végkoncentracioban anti-B2GPI-et adtunk kevert kontrollplazmahoz, és a trombin-
generaciot 1, 5 é 20pMm TF-fel és 4 um FL-lel (20pMm TF: PPP-Reagent HIGH,
Thrombinoscope BV, Hollandia, Maastricht) inditottuk be. Bar az idéparaméterek (latenciaidd,
csucsidé [Time-to-Peak; a csucsérték eléréséhez sziikséges id6 #6]) a lupuszantikoagulans-
jelenségnek megfeleléen mindhdrom TF-koncentracié esetében megnyultak, az id6-
paraméterekben a legjobb eredmény a legalacsonabb TF-koncentracional (1 pMm) kaptuk, igy a
késdbbi kisérleteinkben — ahol lehetdségiink volt rd — az 1 pM TF-koncentraciot hasznaltuk. A
faktorhidnyos plazmdk esetében a faktorhianybol eredéen a trombingeneracid jelentdsen

gyengébb, igy nagyobb mennyiségli TF sziikséges ahhoz, hogy értékelhetd trombogramot
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kapjunk, ezért a faktorhianyplazmakkal és a hozzdjuk tartozé kontrollplazmaval végzett

méréseknél 5 pM TF-koncentracidt alkalmaztunk (4. tablazat, 7. sor)

crer

crer

aktivalt parcidlis tromboplasztinidé (hAPTI) teszttel és higitott protrombiniddé (hPI) teszttel
vizsgaltuk. A hAPTI-tesztekben 100 x-o0s, a hPI-tesztekben 500 x-os higitasu, a teszteknek
megfeleld reagenst (APTI-reagens: PTT-LA Lupus Anticoagulant-Sensitive APTT Reagent,
Diagnostica Stago, Franciaorszag, Asnicres sur Seine; Pl-reagens: Dade Innovin, Siemens
Healthcare Diagnostics Products GmbH, Németorszag, Marburg) hasznaltunk. A reagenseket

fiziologias sooldatban (0,9% NaCl) higitottuk. Osszesen 80 ul kevert kontrollplazméhoz 20 pl

crer

B2GPI/HBS-t adtunk, és 37 °C-on inkubaltuk 1 percig. A hAPTI- vagy hPI-reagensbdl 100 pl-t
adtunk a plazméahoz, majd 37 °C-on inkubaltuk 3 percig. A fibrinképzdédést 100 pl 37 °C-ra
elomelegitett —a hAPTI esetében 25 mM-os, a hPI esetében 20 mM-os torzsoldata — CaCl,-

oldattal inditottuk be, és az alvadék keletkezéséig eltelt idot masodpercben mértiik.

3.3.3. Az anti-p>GPI és liganduma kozotti kolcsonhatdas vizsgalata felszini plazmon-

rezonanciaval

A felszini plazmonrezonanciat (SPR, surface plasmon resonance) Biacore X készii-
léken (GE Healthcare, Svédorszag, Uppsala) végeztik. Az antifoszfolipid szindromas
betegektdl szarmazd anti-B2GPI-preparatumokbdl kivalasztottunk 5-6t, melyeket primer
aminocsoportokon keresztiil a gyartd hasznélati utasitdsat kovetve kiilon-kiilon SPR
érzékeldesipre (500 nm, kozepes silirliségli karboximetildextran hidrogéllel bevont csip,
XanTec bioanalytics GmbH, Diisseldorf) kotottiink fel. A szabadon maradt, nem kétd NHS-

csoportokat a mérdcellaban, illetve a teljes NHS-feliiletet a referenciacellaban etanol-aminnal
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deaktivaltuk. A B2GPI-heparin kolcsonhatas tanulmanyozasahoz heparinnal fedett SPR-csipet
(Heparin, 50 nm hidrogéllel bevont csip, XanTec bioanalytics GmbH, Diisseldorf) hasznal-
tunk. Osszesen 90 pl nyitott és zart konformacioju B.GPI-et higitottunk futtatopufferben
(10 nm HEPES, 150 nm NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% feliiletaktiv anyag, pH 7,4), majd a
higitott analitikumot hat kiilonb6z6 koncentracioban (50, 100, 150, 300, 500 és 750 mMm)
fecskendeztiik be a miiszer mikroaramlési cellajaba. A rendszer aramlasi sebessége 10 pl/min,
hémérséklete 37 °C volt a teljes kisérlet ideje alatt. Két mérés kozott a csipet 30 pl
regeneralopufferrel (10 mM glicin/HCl, pH 2,5, GE Healthcare, Svédorszdg, Uppsala)
regeneraltuk. A gorbeillesztéshez a Langmuir-féle 1:1 ardnyt kotddési modellt hasznaltuk. Az
egyensulyi disszocidcios allandot (Kg) és az asszociacids sebességi allandot (ka.) a
BlAevaluation szoftver (GE Healthcare, Svédorszag, Uppsala) segitségével szamitottuk és

elemeztiik.

3.3.4. A mikropartikulak befolyasa az anti-f>GPI trombingeneraciora kifejtett hatasara
Ahhoz, hogy a mikropartikuldk (MP) véralvadasra kifejtett hatdsat az anti-B>GPI
trombingeneraciora kifejtett hatdsdnak vonatkozasaban vizsgaljuk, MP-k kevert kontroll-
plazmabol vald elvélasztasdval mikropartikula-depletalt plazmat (MDP) készitettiink. Ehhez
Ot egészséges donortdl vett, Na-citrattal alvadasgatolt teljes vért centrifugaltunk (1.500 g,
15 min, 20 °C). A plazmat leszivtuk, kevertiikk és még egyszer centrifugaltuk (10.000 g,
10 min, 20 °C), az igy keletkezett plazma egy részét félretettiik trombingeneracios kevert
kontrollplazmanak (KK). A plazma maradékabol ujabb centrifugalasi 1épéssel (16.000 g,
30 min, 20 °C) eltavolitottuk az MP-ket, amit dramlasi citometriai vizsgalattal erdsitettiink
meg. A centrifugalt minta térfogatanak felsé 90%-at, az MDP-t leszivtuk. A centrifugacsd aljan
maradt 10%-ot (mikropartikula-dis plazma) az dramlési citormetriai megerdsitd vizsgalatra

hasznaltuk.
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Az MP-ket méretiik, foszfatidil-szerin- és a CD4l1-pozitivitadsuk (vérlemezkére
jellemzd sejtfelszini molekula) alapjan azonositottuk. A méretkalibralashoz (mérettartomany:
0,3-1,0 um) kalibracios gyongyoket (Megamix-Plus, SSC, Biocytex, Franciaorszag)
hasznaltunk, az aramlasi citometriai méréscket BD FACSCanto II aramlasi citométeren
végeztikk. A KK-bol kivont MP-k mennyiségét a mintaeldkészités soran alkalmazott higulasi
aranyok és a mérés sordn alkalmazott térfogataram alapjan szamoltuk.

A 8-as beteg vérsavojabol tisztitott anti-BGPI-et adtunk mind KK-hoz, mind MDP-hez
500 U/ml végkoncentracidban. A trombingeneracidhoz alacsony (4 uM FL + 0,5 pM TF) és
magas (4 uM FL + 1 pM TF) TF-tartalmt inditoreagenst hasznaltunk. A TGT-t a 3.3.1-es

fejezetben leirtak szerint végeztiik.

3.3.5. Az anti-B>GPI vérlemezke-aktivacios hatasanak vizsgalata a sejtaktivaciot kézvetlen és
kozvetett modon kimutato aramlasi citometrids modszerekkel

Az altalunk hasznalt, vérlemezke-aktivaciot kozvetleniil kimutatd aramlasi citometriai
modszer a sejtfeszini P-szelektin-kifejezddés (PSE, P-szelektin-expresszid) vizsgalata, a
kozvetett modszer pedig a vérlemezke—fehérvérsejt heterotipikus aggregatumok képzddésének
kimutatésa.

A P-szelektin-kifejez0dés vizsgalatdhoz egészséges egyénektdl vett, Na-citrattal
alvadasgatolt teljes vérbdl, alacsony fordulatszdmu centrifugalassal (170 g, 15 min, 20 °C)
vérlemezkedus plazmat (PRP, platelet-rich plasma) nyertiink, majd a vérlemezkeszamot
250 G/l-re allitottuk be ugyanazon vérvételbdl szarmazo, nagy fordulatszamu centrifugalassal

(1.500 g, 15 min, 20 °C) nyert PPP-vel. A PRP-hez 10 uM végkoncentracioju TRAP-ot

cre

et adtunk. Az aktivacioval egyiddben a vérlemezke azonositasara alkalmas sejtfelszini fehérjét,

a glikoprotein IX-et (CD42a) és az aktivaciojat jelzd P-szelektint (CD62P) a megfeleld,
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fluoreszcein-izotiocianattal és fikoeritrinnel konjugélt ellenanyaggal (anti-CD42a-FITC,
anti-CD62P-PE) jeloltik. A vérlemezkéket 37 °C-os vizfiirddn inkubaltuk 5 percig, majd az
aktivaciot 60 perces, 1%-0s PFA-val (paraformaldehid) torténd fixalassal allitottuk le, majd a
mintdkat FC500 Beckman Coulter éaramldsi citométeren mértiik. Az anti-CD62P-PE
nemfajlagos k6tddésébol szarmazo jelek torzitd hatasat, minden mérési Osszedllitas esetében,
fajlagos ellenanyaggal jelolt mintak és izotipuskontrollal (IgG1-PE) jel6lt mintdk parhuzamos
mérésével, majd a nemfajlagos kotddésbdl szarmazod jelerdsség figyelmen kiviil hagyasaval
kiiszoboltiik ki. Ezen mérésekben két szempont szerint kapuztuk a sejtpopulaciokat: (i) méret
¢s granulaltsag és (ii) CD42a- és CD62P-pozitivitds alapjan. A méret—granulaltsag alapu
kapuzéssal meg tudtuk allapitani a vérlemezkékbdl szarmazo mikropartikuldk, a sejtfelszini
fehérjék pozitivitasa alapjan torténdvel pedig az aktivalodott vérlemezkék aranyat.

A vérlemezke—fehérvérsejt heterotipikus aggregatumok vizsgalataban a vérlemezke—
monocita ¢és vérlemezke—granulocita aggregatumokat azonositottuk. Ehhez egészséges
egyénektdl vett, Na-citrattal alvadasgatolt teljes vért hasznéltunk. Teljes vér 100 pl-éhez 10 um
adtunk. Az aktivacioval egyiddben a vérlemezkék (CD42a) és a monocitdk (CD14)
azonositasara alkalmas sejtfelszini fehérjét a megfeleld ellenanyaggal (anti-CD42a-FITC,
anti-CD14-PE) jeloltik. A mintdkat 37 °C-os vizfiirdén 15 percig inkubaltuk. Az aktivalas
utdn a mintakban a vorosvértesteket lizaltuk (BD FACS lysing solution), 3-szor mostuk PBS-
sel (foszfat pufferelte sdoldat, phosphate-buffered saline), majd 30 percig fixaltuk 1%-os PFA-
val. A mintadkat FC500 Beckman Coulter aramlasi citométeren mértiik. A vérlemezkék
azonositdsdra ¢és ardnyanak meghatarozasara alkalmas anti-CD42a-FITC nemfajlagos
kotddésébdl szarmazo jelek torzitd hatasat az P-szelektin-kifejez0dés vizsgalatahoz hasonld
modon, izotipuskontroll (IgG2a-FITC) hasznalataval kiiszoboltik ki. Az vérlemezke—

fehérvérsejt aggregdtumok azonositdsdhoz a monocitakat CD14-pozitivitas alapjan kapuztuk,
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a granulocitdk méret és granulaltsdg alapjan biztonsagosan elkiilonitheték voltak. A
fehérvérsejtek €s vérlemezkék egyiittes jelenlétét az egyes fehérvérsejtpopulacidkon beliil az

események CD42a-pozitivitdsanak aranyéaval vizsgaltuk.

3.4. Statisztika

A statisztikai elemzést GraphPad Prism szoftverrel végeztiik. Az egyes csoportok
normalis eloszlasat Kolmogorov—Smirnov-teszttel vizsgaltuk. A normadlis eloszlast mutatd
csoportokat egyutas varianciaanalizissel (one-way ANOVA), a normalis eloszlast nem mutat6
csoportokat Kruskal-Wallis-teszttel hasonlitottuk dssze. Az SPR-vizsgélatokban a nyitott/zart
B2GPI eredményeit parositott t-probaval hasonlitottuk 6ssze. A csoportok kozotti statisztikai

kiilonbséget P < 0,05 esetében tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A B2GPI véralvadasban betoltott élettani és korélettani szerepe

crer
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6. abra A [>GPIl-preparatum mindségi vizsgalata Western-blottal (A; dsszfehérjefestés: I-es sav,
fajlagos fehérjekimutatas: 2-es sav) és MALDI-TOF-fal (B, az egyes csucsok a fehérjemolekula

kiilonbozo toltottségi allapotanak felelnek meg). m/z: tomeg/toltés, AU: onkényes egység (arbitrary
unit)

cre

lacios kaszkadra kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz human vérplazmabol nativ B2GPI-et tiszti-
tottunk. Western-blottal Osszfehérjefestés soran egyetlen sdv rajzolddott ki a membranon
koriilbeliil az 55 kDa-os molekulaméretnek megfelelé magassagban (6. dbra, A, 1-es sav),
amely megfelelt az ellenanyag-jeloléssel fajlagosan kimutatott fehérjének (6. abra, A, 2-es
sav). A MALDI-TOF-eredmények szintén azt mutattdk, hogy a mintdnkban csak egy
~45,2 kDa méretli molekula volt jelen (6.4abra, B). A Western-blot ¢s a MALDI-TOF
eredménye bar ellentmondésosnak tlinhet, kiilon-kiilon mindketté megfelel az irodalomban
kozolt adatoknak.®* 85 A ketté kozotti kiilonbségre a magyarazatot a B2GPI erdsen glikozilalt
jellege adja (a cukor oldalldncok kolcsonhatasba 1épve a poliakrilamid géllel csokkentik a

molekuldk elektroforetikus futasi sebességét). Western-blottal és MALDI-TOF-fal végezett
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ellendrzd kisérleteinkkel sikeriilt igazolnunk, hogy a fehérjetisztitasi folyamat soran kinyert
molekula B2GPI, és hogy a preparatum kisérleteink szempontjabol jelentékeny szennyezddést

nem tartalmazott.

........

ey

alakitani, hogy vizsgalni tudjuk a két konformacié funkcionalis kiillonbségeit a koagulacid
vonatkozasdban. Az eljards hatdsossdgat és hatékonysagat vizsgdlandd6 a molekulakat

elektronmikroszkopos képalkotas segitségével, negativ kontrasztozassal tettiik lathatova.
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A 7. ébra A részén lathatd, hogy a zaropufferrel kezelt B2GPI molekuldk gytirti alaku,
zart konformaciot vettek fel, az dbra B része mutatja a B2GPI hosszikas, palcika alakl nyitott
tettiik, amivel sikeriilt bizonyitanunk a zaro- és nyitopufferes kezelés hatasossagat. A kezelés
hatékonysaganak szdmszer(isitéséhez a oGPl és a B2GPluyior mintdban 3-3 latdtérben

megszamoltuk a zart molekulakat. A B>GPl.4« mintaban 6sszesen 103, a B2GPlayion-ban 3 db

crer

4.1.2. A B>GPI késlelteti a fibrinképzodést mind az intrinszik, mind az extrinszik utvonalon

A kisérleteink sordn elvégzett alvadasiidé-tesztek kettds szerepet toltttek be: elso-

crer
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vizsgalni, masodsorban a konformacidatalakitas hatdsossagat megerdsito tesztként is szolgal-
tak. Két alvadasi sziir6tesztet hasznaltunk: az aPTI egy a mindennapi gyakorlatban hasznalt
alvadési szliréteszt, amelyben kontaktaktivatort, foszfolipideket és Ca?'-t hasznalnak az
alvadas beinditasara, mig a PI egy olyan szilir6teszt, melyben a fibrinképzddést kontaktaktivator
helyett szoveti faktorral valtjak ki; ennek megfelelden az aPTI-vel az intrinszik, mig a PI-vel

az extrinszik koagulacids Utvonalat vizsgaljuk.
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crer

kontrollplazmaban. A két konformacio fibrinképzodésre kifejtett hatdasanak vizsgalatahoz LA-ra
erzékeny hAPTI-tesztet (A, 100 x-os reagenshigitas) és hPl-tesztet (B, 500 X-0s reagenshigitas)

......

P < 0,001, ns: nem szignifikans

A hAPTI-tesztben a B2GPLr 6,6%-kal (P < 0,001), a B2GPlyyitorr még tovabb, dsszesen
18,5%-kal (P < 0,001) ndvelte meg a fibrinképzddés idejét a kontrollhoz képest (8. dbra, A). A
Pl-tesztben a B2GPL.a-nak elhanyagolhatd hatasat tapasztaltuk, ellenben a B2GPlayiwor €gy igen
erdteljes hatast valtott ki: a PI-t 105%-kal (P < 0,001) novelte 55,7 s-r6l 114,1 s-ra (8. abra, B).
Eredményeink alapjan a B2GPI nyitott forméja megkdzelitdleg husszor erdsebb hatast fejtett ki

az extrinszik koagulacios utvonalra, mint a B2GPI zart forméja.
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4.1.3. A p>GPI elhanyagolhato hatast fejt ki a trombingenerdciora

Az alvadasiidé-tesztekkel ellentétben a TGT-nek az az eldnye, hogy a koagulacios
folyamat alatt keletkezett trombin mennyiségét képes mérni, ami a trombin véralvadasban
kifejtett pleiotrop hatdsa miatt globélisabb képet ad a véralvadasi allapotrol.

Az alvadasi tesztekben tapasztalt hatdshoz hasonléan a B2GPI — mindkét konforma-
cidja, mindkét koncentracioban — enyhe idébeli nyujto hatast fejtett ki: a f2GPlayitore 30 pg/ml
koncentracioban 4,1%-kal nytjtotta meg a latenciaid6t, bar ez a valtozas statisztikailag nem
volt szignifikdns. Az ETP, a TGT alatt mért teljes trombinmennyiség is enyhe emlekedést
mutatott, de statisztikailg ez sem volt szignifikansan magasabb a kontrollértékekhez képest

(9. abra, C, D).
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4.1.4. A p>GPI auto-ellenanyagdhoz és heparinhoz valo kotédésének jellemzése

A B2GPI nyitott és zart formajanak és auto-ellenanyagéanak a kdlcsonhatasat egészséges
donorok plazmdjabal tisztitott f2GPI és 5 APS-es beteg vérsavojabol tisztitott anti-B2GPI-gyel,
SPR segitségével vizsgaltuk. Vizsgélatainkban eldszor anti-B2GPI-et kotottiink SPR-csip
felszinére, €s PoGPlzr-at és P2GPluyiton-at injektaltunk a mikroaramlasi cellaba hat kiilonb6z6

koncentracioban (10. abra).
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10. abra A zart (A) és nyitott (B) konformacioju p:GPI 6-6 kiilonbozo koncentracioja és az anti-f>GPI
kozotti kélesonhatast jellemzd szenzorgram. RU.: vailaszegység (response unit; onkényes egység)

A nyitott és zart forméanak hasonl6 disszocidcids egyensulyi allandoit kaptuk: bar mind
a P2GPLar, mind a B2GPluyior az anti-P2GPI-hez erds affinitdst mutatott (K¢-értékei rendre
5,17 x 108 M és 7,18 x 1078 M, a két eredmény kozott nem volt statisztikailag szignifikans

kiilonbség (5. tablazat).

crev

.....

B2GPI-anti-B.GPI

ka (M 's7h) Ka (M)
Zart Nyitott Zart Nyitott
B.GPI B.GPI B.GPI B.GPI
Atlag 3,13 x 10° 8,31 x 10* 5,17 x 1078 7,18 x 1078
SD 1,86 x 10° 6,89 x 10* 6,41 x 1078 7,10 x 1078

Ky disszociacios egyensulyi allando, k,: asszocidcios sebességi allando, n = 5

Az ellenanyag ¢és liganduma kozotti kdlcsonhatés vizsgalata soran masodik 1épésben

crer
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B2GPI-et kotottiink SPR-csip felszinére, majd harom betegbdl (1., 2., 5. beteg [3. tablazat])
szarmazd anti-P2GPI-et aramoltattunk a ligandum fol6tt. Ezzel a megerdsité 1épéssel
megbizonyosodtunk arrdl, hogy eredményeink a valésagnak megfeleléek. A forditott orienta-

Ci0j mérés sordn az elsé méréshez hasonldan nagy affinitasra jellemzd, 10°® M nagysagrendii

K-t kaptunk (6. tablazat).

6. tablazat Nativ [.GPI és anti-f.GPI kélcsonhatasanak forditott orientacioban elvégzett SPR-
meérésébol szarmazo disszociacios egyensulyi allandok

1. beteg 2. beteg 5. beteg
Ka(M) 1,14x10% 262x10% 1,14x1078

Ky disszociacios egyensulyi allando

A B2GPI és auto-ellenanyaga kozotti kolesonhatas vizsgélataban elvégeztiik a kisérletet
egy az altalunk vizsgalat ellenanyaggal azonos izotipusu, de a kisérletiinkben irrelevans
fajlagossagtt (IgG anti-FXIII), illetve kontrollellenanyaggal (kontroll-IgG) is, amivel

kizarhattuk a nemfajlagos kotédésbol szarmazo, esetleges téves eredményt.
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11. abra Kontrollkisérlet a f>GPI és anti-$:GPI kozotti kolesonhatas vizsgalatahoz. A kontroll-1gG (A),
illetve az IgG anti-FXIIl (B) és az SPR-csipre kétott, nativ [.GPI kozétti kolcsonhatast jellemzo
szenzorgramok. RU: vailaszegység (response unit; onkényes egység)

Az anti-FXIII-mal és a kontroll-IgG-vel végzett kontrollkisérletben nem kaptunk
értékelhetd jeleket, ami arra utal, hogy a B2GPI ¢és az IgG ellenanyagok kozotti nemfajlagos

kotddés, és az abbol szarmazd SPR-jelek elhanyagolhatok (11. 4bra).

46



A B2GPI és heparin kozotti kdlcsonhatés vizsgalatdhoz a felszinén heparint kotott SPR-
csipet hasznaltunk, majd PoGPlux-at és P2GPluyion-at 6-6 kiillonb6z6 koncentracidban

injektaltunk a mikrodramlasi cellaba (12. 4bra).
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12. abra A zart (A) és nyitott (B) konformacioju [.GPI 6-6 kiilonbozé koncentrdcioja és a heparin
kozotti kélesonhatast jellemzd szenzorgram. RU.: vailaszegység (response unit; onkényes egység)

Virakozéasainknak megfelelden a B2GPI jelentds affinitdst mutatott a heparinhoz, és bar
statisztikailag szignifikans kiilonbség nélkiil, a nyitott konformécional egy nagysagrenddel

erésebb (Kgq = 2,98 x 1077) affinitast talaltunk a zarthoz (Kq = 3,50 x 107%) képest (7. tablazat).

crer

.....

B.GPI-heparin

ka (M 's7h) Ka (M)
Zart Nyitott Zart Nyitott
B.GPI B.GPI B.GPI B.GPI
Atlag 3,78 x 103 9,09 x 103 3,50 x 107¢ 2,98 x 1077
SD 3,48 x 10 9,21 x 102 1,81 x 10°¢ 9,03 x 1078

K. disszociacios egyensulyi allando, k.. asszocidcios sebességi allando, n = 5
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4.2. Az IgG anti-B,GPI véralvadasban betoltott korélettani szerepe

4.2.1. Az anti-B>GPI egyszerre anti- és prokoagulans hatast fejt ki a kontrollplazma trombin-

s rer

crer

(15-125 U/ml) és magas (125-500 U/ml) koncentracidtartomanyban is vizsgaltuk. A reakciot
1 pM TF-fel és 4 um FL-lel inditottuk be.

magasabb koncentracioban. Alacsony koncentracidtartomanyban a lupusz antikoagulans
alvadasi 1d6t nyujtd hatdsanak megfeleléen az anti-f.GPI a latenciaidét mar 62 U/ml-nél
szignifikdnsan nyujtotta (6,54 min-rél 7,55 min-re; P <0,01), ami 125 U/ml-nél még tovabb
fokozodott (8,13 min; P <0,001; 13. abra, A). Ezzel ellentmondasos modon viszont az
ellenanyag a mennyiségi paraméterekben novekedést okozott: bar a csticsértékben is lattunk
némi emelkedés, 31 U/ml anti-B2GPI szignifikansan, 1496 nM x min-r6l 1619 nM X min-re

novelte a teljes reakcid alatt keletkezett trombin 6sszmennyiségét (13. abra, B, C).
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........

nokon az dtlagot és a kozépérték kozepes hibajat (SEM) abrazoltuk. n =9, ns: nem szignifikans,
* P <005 *%: P <001, ***%: P <0001

A magasabb koncentracidtartomanyban végzett kisérletben az idOparaméterre valo
hatasban az el6z0 méréshez hasonld eredményeket kaptunk: 125 U/ml anti-B>GPI mar

szignifikdnsan nyujtotta a latenciaiddt (P < 0,01), amely hatas 500 U/ml-nél még erdsebbnek
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mutatkozott (P <0,001; 14. abra, A). Az anti-B2GPI mennyiségi paramétereket ndveld hatasat
magasabb koncentracioknal is sikeriilt kimutatni, azonban itt az ellenanyag az ETP-re nem volt

hatassal, viszont a csticsértéket 500 U/ml-nél szignifikdnsan novelte (P < 0,05; 14. 4bra, B, C).
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........

nokon az atlagot és a kozépérték kozepes hibajat (SEM) abrazoltuk. n = 14, ns: nem szignifikans,
* P <005 *%: P <001, ***%: P <0001

4.2.2. Az anti-fGPI trombingenerdciora kifejtett hatdsa fiigg a plazma foszfolipid-

tartalmatol és f2GPI-szintjétol

Kevert kontrollplazmabol tobbszords centrifugalassal eltavolitottuk az MP-ket, amit
aramlasi citometriai vizsgalattal erdsitettiink meg (15. abra, A-D). A kisérletben alkalmazott
higulasi ardnyok és a mérés soran alkalmazott térfogatdram alapjan szamolva, a KK-bol
1287 MP/ul-t sikertiilt eltdvolitanunk. A kisérletben el6szor hagyomanyos modon 4 uMm FL-t
hasznaltunk, igy az eddigiekhez hasonléan az anti-B>GPI az idéparamétert 11%-kal nyujtotta,
a csucsértéket és az ETP-t pedig rendre 27%-kal és 19%-kal novelte (15. abra, E). A kisérlet
masodik felében a reagens FL-tartalmat 0,5 uM-ra csokkentettiik, hogy az ellenanyag hatasat
minél inkdbb fliggdvé tegyiik a rendszer FL- és MP-tartalmatdl. Ezen koriilmények
felfliggesztették az ellenanyag latenciaid6t nyujtd hatasat (a latenciaidé megkozelitdleg 10%-
kal csokkent a kontrollhoz képest), viszont a csucsérték sokkal kifejezettebb, 73%-o0s
emelkedést mutatott (15. abra, F). Az MP-k eltdvolitdsanak 6nmagédban sem 4, sem 0,5 uM FL-
koncentracio mellett nem volt hatdsa a latenciaidore, viszont az MP-k eltavolitasaval az

anti-B2GPI-nek eltlint az a markans, csticsértéket emeld hatasa, amelyet 4 uM FL-koncentracio
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mellett lattunk. Ugyanezt a jelenséget, kisebb kiilonbséggel bar, az ETP esetében is

megfigyelhettiik (15. 4bra, E, F).
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15. abra Az abra A-D része a mikroparikulak kevert kontrollplazmabol valo eltavolitasanak dramlasi
citometrias vizsgalatat mutatja, az E, F részen lathato, hogy a mikropartikula-deplécio hogyan
befolyasolta az anti-p2GPI trombingenearciora kifejtett hatasat. Az MP-ket méret (C) és
CD41 — annexin V dupla pozitivitas (D, ,,D++" jelzésii kvadrans) alapjan azonositottuk. Az MP-k
mérettartomanyat (A, a—c: 0,3—1,0 um) méretkalibracios gyongyokkel hataroztuk meg (A, B). Az
anti-fGPIl-et 500 U/ml veégkoncentracioban kevert kontrollplazmahoz (E, F, tele oszlop) és
mikropartikula-depletalt plazmahoz (E, F, iires oszlop) adtuk hozza, és a trombingeneraciot 1 pM
szoveti faktor mellett 4 uMm (E) vagy 0,5 uM (F) foszfolipidel inditottuk be. Az oszlopdiagramokon egy
mérés harmas ismétlésének atlagait abrazoltuk. Az oszlopokdiagramokon 500 U/ml anti-fGPI
hatasanak eredményei és a vak kontroll eredményei hanyadosat abrazoltuk. n = 1, SSC: oldaliranyu
fényszoras (side-scatter), FSC: elore iranyulo fényszoras (forward-scatter), PE: fikoeritrin, FITC:
fluoreszcein-izotiocianat, FL:  foszfolipid, MDP: mikropartikula-depletalt plazma, MP+:
mikropartikula jelen van, MP—: mikropartikula nincs jelen

Az anti-B2GPI a B2GPI-hez kotddve fejti ki a hatdsat a véralvadasra, illetve APS-ben az

¢lettanindl sokkal magasabb B.GPI-szinteket irtak le. Ez alapjan megvizsgaltuk, hogy a f2GPI

crer

hatasat. B2GPI-et 200-1000 pg/ml végkoncentracioban ¢és anti-foGPI-et 15-125 U/ml
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végkoncentracidban kevert kontrollplazméhoz adtunk, majd a trombingeneraciot 1 pM TF-fel
¢és 4 uM FL-lel inditottuk be.

A B2GPI befolyasolo hatdsat leginkabb az ETP-re valo hatdsdban lattuk. A korabbi
eredményekhez hasonléan az ellenanyag novelte az ETP-t, ami a 31 U/ml-nél volt a legkifeje-

crer

hatdsa csokkenni latszott, 1000 ng/ml esetében mar minden ellenanyag-koncentracional

(16. abra).
1800
‘= 1700-
: 1 1
g B 400 ug/ml B,GPI
fm 1500 B 1000 pg/ml B,GPI

0 16 31 63 125
anti-B>GPI-koncentraci6 (U/ml)

16. abra A B:GPI befolyasolo hatasa az anti-B.GPI trombingeneracioban kifejtett hatisara. Az
oszlopdiagramon az atlagot és a kozépérték kozepes hibajat (SEM) abrazoltuk. n = 4

4.2.3. Az anti-B>GPI eltéré hatast fejt ki a trombingeneraciora az FVieiden- €s FIIG202104-

plazmaban

Megvizsgaltuk, hogy az anti-B2GPI a kontrollplazméban tapasztalt paradox hatasat ki

tudja-e fejteni a két leggyakoribb 6roklott trombofilidban, tovabb fokozza-e a protrombotikus

crer

polimorfizmusanak heterozigota formajaban. FVieiden- és Fllc20210a-plazmahoz anti-B.GPI-et

125-500 U/ml végkoncentracioban adtunk, majd a trombingeneraciot 1 pm TF-fel és 4 um FL-

lel inditottuk be.
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Az anti-B2GPI FVLicigen-plazméaban az LA-hatast a kontrollplazmaban tapasztaltakhoz
hasonléan mutatta, mar a legalacsonyabb koncentracidoban is szignifikdnsan nytjtotta a
latenciaid6t (P <0,001). Az anti-B2GPI 500 U/ml koncentracidja az FVicigen-plazmaban is
képes volt fokozni a mennyiségi paraméterek koziil a csucsértéket 189 nM-rol 243 nM-ra
(P <0,05), azonban ez a hatds nem volt jelentdsebb a kontrollplazméaban tapasztaltnal

(17. abra, B, C).
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17. abra Az anti-f:GPI hatasa a FVieiden-plazma trombingeneraciojara. A grafiknon az eredmények
atlagat és a kozépértéek kozepes hibajat (SEM) abrazoltuk. n = 5, ns: nem szignifikans, *: P < 0,05,
*x% P < 0,001

A kisérletet a Fllgao210a-plazméval is elvégezve azt kaptuk, hogy az anti-B.GPI a
latenciaidét még erdsebben nyujtotta (P < 0,0001, 18. dbra, A), viszont a korabbi kisérletekben

tapasztaltakhoz képest a Fllga210a esetében a mennyiségi paramétereket (csucsérték, ETP)

nem emelte (18. abra, B, C).
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18. abra Az anti-B>GPI hatiasa a Fllg104-plazma trombingenerdaciojara. A grafiknon az eredmények
atlagat és a kozépeérték kézepes hibajat (SEM) dabrazoltuk. n =5, ns: nem szignifikans, **%*:
P <0,0001
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4.2.4. Az anti-B>GPI anti- és prokoagulans hatdsat eltérd koagulacios utvonalakon fejti ki

Az eddig bemutatott hatasokért felelés mechanizmus(oka)t is vizsgaltuk, amihez FVII-,
FIX- ¢és FXI-hidnyos plazmat hasznéaltunk. A plazmdkhoz 500 U/ml végkoncentraciéban
anti-B2GPI-et adtunk. A faktorhidnyos plazmaknak a trombingeneracioja jelentésen gyengébb
az egészséges plazmacéhoz képest, 1 pM TF-fel nem kaptunk reprodukélhaté trombogramot,
inditottuk be a trombingeneraciot.

A latenciaidd a KK-ban, a FIX- és FXI-hianyos plazméban kontrolljaiban hasonldéak
voltak, viszont a FVII-hidnyos plazmaban érthetd modon (mivel szoveti faktorral inditjuk be a
reakciot) latvanyosan hosszabb id6t vett igénybe, hogy elinduljon a trombingeneracio. A FIX
¢s a FXI hidnya nem befolyésolta az anti-B2GPI latenciaid6t ny(jté hatasat, viszont a FVII-

hidnyos plazméban az id6ny1;t6 hatas teljesen elmaradt (19. abra, A).
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19. abra Az anti-p:GPI hatasa KK, FVII-, FIX- és FXI-hianyos plazma trombingenerdcidjara. KK:
kevert kontrollplazma, FVII: VIl-es faktorhianyos plazma, FIX: IX-es faktorhianyos plazma, FXI: XI-
es faktorhianyos plazma, ns: nem szignifikans, *: P < 0,05, **: P < 0,01, ***: P < 0,001

A csucsérték mindhdrom faktorhianyplazmaban jelentdsen alacsonyabb a KK-hoz
képest. Az anti-B>GPI a KK-ban egy igen kifejezett emelkedést okozott a csucsértékben, amit

részben a FVII-hidnyos plazméban is latunk, ellenben az intrinszik Gtvonalhoz tartozo6 faktorok
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hianyaban ez a csucsértéket fokozo hatds elmaradt, s6t enyhe csokkenés volt megfigyelhetd

(19. ébra, B).

4.2.5. Az anti-B>GPI fokozza a vérlemezkek aktivicios készséget

A vérlemezkék anti-BoGPI kivéltotta aktivacidjanak vizsgalatdhoz kozvetlen és
kozvetett vizsgalomodszereket hasznaltunk. A ,két csapas” elméletet alatdmasztando, a
vérlemezkéket egyszerre inkubaltuk anti-B2GPI-gyel és egy mar ismert aktivald agnessel,
TRAP-pal, amely a trombin receptoron keresztiil erds aktivacidés ingert jelent a
vérlemezkéknek. A TRAP-ot olyan (szupraminimalis) koncentracioban alkalmaztuk, amely
tullépi az aktivacidhoz sziikséges kiiszobkoncentracidt, de a lehetd legkisebb mértékii
vérlemezke-aktivaciot valtja ki, ez eldkisérletek alapjan 10 uM-nak adddott.

Amikor a vérlemezkéket csak anti-B2GPI-gyel inkubaltuk, a P-szelektin-kifejezddés
nagyon hasonld volt a kontroll értékhez (1,3%), hasonldan a vérlemezkéknek a monocitakkal
¢és a granulocitakkal képzett heterotipikus aggregatumainak aranya jelentéktelen kiilonbséget
mutatott kontrollértékhez képest. A szupraminimalis TRAP-koncentracio, ahogyan ez varhatd
volt, a P-szelektin-pozitiv vérlemezkék ardnyat enyhén nodvelte (7,9%), hasonldéan a
vérlemezke—monocita aggregatumok aranyat. Annak ellenére, hogy az ellenanyag 6nmagéaban
novelésével a TRAP-hatas is fokozodik mind a kozvetlen, mind a kozvetett aktivacios

vizsgalatban. (20. 4bra)
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20. abra Az anti-f-GPI hatasa a P-szelektin-kifejezddés és a vérlemezke—monocita, illetve vérlemezke—
granulocita aggregdatumok aranydra. Az anti-fGPI énmagaban nem okozott kimutathato aktivaciot
sem a kozvetlen sem a kozvetett vizsgdlomodszerben, azonban koncentraciofiiggben fokozta 107 M
TRAP kivaltotta P-szelektin-kifejezédést (B—E). Ezenkiviil a verlemezkék és monocitik kozotti (G-J),
illetve a vérlemezkék és granulocitak kozotti heterotipikus aggregatumok képzodeését (K—N) is
koncentraciofiiggéen fokozta. FS: elore szort fény (forward scatter), SS: oldalra szort féeny (side
scatter), FITC: fluoreszcein-izotiocianat, PE: fikoeritrin
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5. MEGBESZELES

A B2-glikoprotein-I mar 60 éve ismert, kapcsolatar6l az antifoszfolipid szindroméaval
pedig mar tobb mint 30 éve tudunk. A fehérje élettani sokoldalusagat mutatja, hogy tobbek
kozott anti- és prokoaguldns tulajdonsagai is vannak, ilyen pl. a Xl-es véralvadasi faktor
aktivalodasanak gatlasa, vagy a trombin lebomlasanak géatlasa. A BoGPI jelenléte sziikséges az
auto-ellenanyaga altal kifejtett koros hatasok kivaltasahoz is. Genetikai hianya nagyon ritka,
igy nehezen vizsgélhatd élettani szerepe is, és mivel részleges és teljes f2GPI-hidnyban nem
sikeriilt miikodésbeli kiesést leirni sem a véralvadasban sem a zsiranyagcserében,® a BoGPI
eddig talalt hatdsai vagy mellékesebb szerepet tolthetnek be az élettandban, vagy az az eddig
megismertnél sokkal 9sszetettebb. Allatkisérletekben etté] eltérd hatast figyeltek meg Sheng és
mtsai., akik egérkisérletben modellezték a részleges és teljes B2GPI-hidnyt. A B>GPI-szint
csokkenésével egyre alacsonyabb trombingneraciot tapasztaltak, igy eredményeik alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a B2GPI-nek in vivo prokoagulans hatasa lehet.

A B>GPI miikodésének megértéséhez figyelembe kell venni azt is, hogy két sz€élsGséges
konformacigjat irtak le: a zart (cirkularis) és a nyitott (,,J” alaku) format. Mivel a keringésben
féleg a zart forma fordul eld, és az anti-B2GPI hozzajarul a molekula felnyilasdhoz, inkabb a
nyitott forma tekinthetd a biologiailag miikdének.% %8 Kisérleteinkben B.GPI-et tisztitottunk,

amelyet MALDI-TOF-fal 41,5 kDa molekulaméretiinek taldltunk, és a pufferkdriilmények

crer

crer

forma jelentds mértékben nytjtotta a foszfolipidfiiggd alvadasi idoket. A hPI-tesztben a nyitott
forma latvanyos nytlast okozott, mig a zart a kontrollhoz nagyon hasonlé eredményt adott, ami
alapjan a hPI-teszt alkalmasnak tlinik a bioldgiailag aktiv és inaktiv forma elkiilonitésére.

Trombingeneracio-tesztben is vizsgéltuk a B2GPI hatasat, amihez a gyartd ajanlasa alapjan az

56



alapértelmezett dsszetételll inditoreagenst (5 pM szoveti faktor és 4 uM foszfolipid) hasznaltuk,
szignifikdns eredményt. Ezek az eredmények megfelelnek az irodalomban taldlhatokkal,
Ninivaggi ¢és mtsai. hasonld mérési koriilmények kozott ennek megfeleld eredményeket
kaptak, a B2GPI nem volt hatassal a trombingeneraciora, illetve a gatld hatas csak alacsony
hasonldan.

A B>GPI V. doménje kiilonleges abbol a szempontbdl, hogy foszfolipidek kotésére
alkalmas részek talalhatoak a felszinén, viszont a molekula nemcsak foszfolipdekhez, hanem
heparinhoz is képes kotédni.?* 87 A B.GPI sokoldalisagat példazza az is, hogy képes megkotni
és megvédeni a trombint a heparinkofaktor II altali gatlastol.”> A BoGPI és a heparin kozotti
a heparinhoz, a nyitott egy nagysagrenddel nagyobb affinitast mutatott a heparin irant. Kolyada
¢és mtsai. kimutattak, hogy a heparin bar kétddik a B2GPI-hez, a kotddés nem a foszfolipidkotd
lizinoldallancokon keresztiil valosul meg, igy ezek miikddésére nincs hatassal.’” Elképzelhetd,
hogy ez a koriilmény befolydsolja az APS-ben adott heparin- vagy LMWH-terapia
hatdsossagat ¢és igy azok optimdlis terapids dozisat is. Ez a kérdés azonban tovébbi
vizsgalatokat igényel, mivel a heparin a B2GPI-nek a véralvadasi faktorokkal a foszfolipid
felszinekért valod versengését, és az ilyen mdédon megvaldsuld antikoaguldns hatdsadt nem
akadalyozza meg, ugyanakkor a P>GPI a trombinlebomlas megakadalyozasaval
protrombotikus hatast fejt ki, igy nehéz lenne megjosolni, hogy a heparin dozisanak
valtoztatasaval melyik hatas érvényesiil jelentésebben.
erdsségét SPR-rel. Az vizsgalat szempontjabdl irrelevans ellenanyagokkal is elvégeztiik a

kisérletet a nemfajlagos kotddések kizarasa céljabol, ezekkel az ellenanyagokkal nem kaptunk
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értékelhetd szenzorgramokat, ami arra utal, hogy a nemfajlagos kotédés elhanyagolhatd
mértékli. Mindkét konformacié kotdédott az ellenanyagdhoz, a megfigyelt kotddések erdssége
a 10 M tartomanyba esett mindkét konformacio esetében, amit forditott orientacidju
kisérlettel is megerdsitettiink. Nem minden anti-B2GPI ellenanyag idéz el koros allapotot, a
legerdsebb Osszefiiggést a f2GPI I-es doménje ellen termelddott anti-B2GPI-nek tulajdonitjak,
amely kotddéséhez sziikséges az antigén nyitott konformacioja.’® Mivel az SPR-csipek
felszinén minden vizsgalat esetében ugyanannyi ligandum (anti-B2GPI) wvolt, illetve
ugyanolyan koncentracidban fecskendeztik be az analitikumot (zart/nyitott B.GPI) a
mikrodramlasi cellakba, a szenzorgramok RU-értékeibdl levonhato az a kovetkeztetés, hogy az
ellenanyagok nagyobb mennyiségli nyitott P.GPI-et tudtak megkotni, mint zartat.
Eredményeinket tovabb finomitotta volna az anti-B>GPI-DI ardnyanak meghatarozasa a
mintainkban, ezek az eredmények azonban segithetnek még alaposabban megérteni a 3>GPI
mitkddésének részleteit.

A B2GPI élettani miikddésével kapcsolatban bar még szamtalan tisztdzando kérdés van,
a legtobbet mégis az antifoszfolipid szindrémaban betoltott korélettani hatdsarol tudunk, mivel
tobbek kozott az ellene termelddd és vele reagald auto-ellenanyagokhoz és az altaluk kivaltott
hatasokhoz kothetk az APS korélettani folyamatai. Mar az APS 1983-as leirasa’ el6tt ismerték
azt az onellentmondo jelenséget, hogy ha egy beteg plazmaja inkorrigébilis, foszfolipidfiiggd
megnyuldst mutat az alvadasi tesztekben, akkor abban a betegben nem vérzésre, épp
ellenkezdleg trombdzisra lehet szdmitani. A lupusz antikoagulans jelenségét az antifoszfolipid
ellenanyagok okozzéak,'? viszont mivel azok egy heterogén csoportot képeznek, nem
egyértelmii, hogy melyik ellenanyag(ok) és milyen molekularis mechanizmus(ok) felelds(ek)
ezért az Osszetett hatasért. Szdmos klinikai és kisérletes eredmény utal arra, hogy a B>GPI I-es
doménjével reagald anti-BoGPI a koros antitest, és ez tehetd feleldssé a trombodzis fokozott

kockazataért.>7- 8990
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APS-ben mar régdta megfigyelték, hogy fokozott trombingeneracid jellemzd a
betegségre, a protrombin Fi» fragmentuma és a fibrinopeptid A szintjének egyiittes
emelkedését irtak le anti-KL-pozitiv APS-es betegekben.”! Ezek a klinikai eredmények
azonban nem voltak elég meggy6zdek, mert fokozott trombingeneraciot csak alkalomszeriien
tudtak kimutatni APS-ben. Kisérletes koriilmények kozott azonban mar sikeriilt bizonyitani,
hogy az APS-es betegekbdl szdrmazd anti-B>GPI dozisfiiggd modon képes fokozni a 1ézer
kivaltotta artérids trombodzist egérmodellben.”> Az aPL-ek in vivo hatdsat egyéb
allatkisérletekben is bizonyitottdk mar, ahol szintén trombozist fokozo hatasat irtak le.**
Kisérleteinkben az anti-B2GPI koagulaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk, hogy jobban megértsiik
a trombdzist okozo6 hatasuk mechanizmusat. Ehhez APS-es betegek vérsavdjabol IgG izotipust
hozzaadasa utan. A tesztben 1 pM szoveti faktort hasznaltunk, mert a trombingeneracio-teszt
ismerten érzékenyebb, amikor alacsonyabb mennyiségli szoveti faktort alkalmazunk. Ezen
koriilmények kozott jobban vizsgalhattuk az anti-B2GPI jol ismert in vitro 1dOny1jtd hatasat.
Az LA-hatas mellett az anti-B.GPI trombinképzddést fokozd hatasat is megfigyeltiik. Az egyes
betegmintakbol kiilon-kiilon tisztitottuk az ellenanyagokat, igy az eredményeket Ossze-
vethettiik a hozzdjuk tartozd betegek klinikai tulajdonsagival. Amikor a betegeket
vérlemezkeszam alapjan  (legalabb  kozépstlyos trombocitopénia < 100 G/1 < élettani
vérlemezkeszam vagy csak enyhe trombocitopénia) két csoportba osztottuk, a TGT-ben
tapasztalt eredményeik alapjan sem a latenciaidében, sem a csucsértékben nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. Ugyanigy jartunk el a betegek két csoportra
osztasdban az ex vivo mért anti-B>GPI-szint alapjén is (alacsony < 5000 U/ml < magas), az
eredmények alapjan itt sem tudtunk kiilonbséget kimutatni a két csoport kozatt.

crer

(FVLeiden) hordozokban a tiinetmentes egyének ETP-je nem kiilonbozik az egészségesekétdl.”?
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Vizsgalatinkban azt talaltuk, hogy a magas anti-B2GPI a heterozigota FVicigen-plazmaban is
a leggyakoribb 6roklott trombozishajlamban az aPL-ek jelenléte tovabb ndvelheti a trombdzis
kockéazatat. Az anti-B.GPI egy masik, gyakori 6roklott trombdzishajlamban, a protrombint
kodold gén G20210A polimorfizmusaban (Fllg2o210a) is késleltette a trombingeneracidt. Bar
azt figyeltik meg, hogy a cstcsérték és az ETP novekedni kezdett az anti-B>GPI hatasara,
statisztikailag szignifikdns hatdst nem sikeriilt kimutatnunk még a legmagasabb ellenanyag-
koncentracioban (500 U/ml) sem. Ezt magyarazhatja, hogy a Fllg20210a-plazméban taldltuk a
legerételjesebb, 79%-os latenciaidét nyujtd hatast, ami a prokoagulans hatast ellenstlyozza,
szemben a FVicigen- €s KK-ban talalt 34%-os és 21%-os késleltetd hatassal.

Az APS-ben tapasztalhatdo aPL-szintek és a hozzajuk tartozé klinikai kép nagyon
valtozo, akar 100 U/ml ellenanyagszint mellett is alakulhatnak ki trombotikus sz6védmények,
illtve kiugréan magas értékekkel is lehetnek a betegek tiinetmentesek. Emiatt megvizsgaltuk,
hogy az anti-B2GPI képes-e kifejteni az eddig tapasztalt hatdsokat alacsonyabb koncentracio-
tartomanyban is. Azt talaltuk, hogy a laboratdriumi pozitivitasi hatart (20 U/ml) csupan 2-3-
szor meghaladé aPL-értékek is képesek voltak a latenciaid6t szignifikdnsan nyujtani, és
emellett még az ETP-t is szignifikdnsan novelni, ami megegyezik az in vivo tapasztaltakkal,
miszerint az aPL koncentracioja nem feltétleniil fligg 0ssze a klinikai allapot stilyossagaval.

Az aPL-ek koaguléacios rendszerre kifejtett hatdsdnak magyardzatara tobb, egymast
kiegészitd elmélet és kisérletes eredmény sziiletett. Az egyik legrégebb oOta ismert
mechanizmus, az APC-rezisztencia.>* 3% 4 Ezzel azonban az altalunk is hasznalt, sejtmentes
koriilmények kozott feltételezhetéen nem kell szamolni — hacsak mesterségesen hozzd nem
adjuk a rendszerhez az aktivalt protein C-t vagy az annak aktivacidjat eldsegitd
trombomodulint — mivel a trombin szubsztratumfajlagossagdnak megvaltozasat és igy az

antikoagulans miikodését az endotélsejtek felszinén kifejez0d6 trombomodulin segiti eld.
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Egyéb mechanizmusok, melyek viszont sejtmentes kornyezetben is szdmitasba johetnek, a
véralvadasi faktorokat, illetve az azokat szabalyozo rendszereket érintik. Ilyen lehet az

> a fibrinolizis gyengitése®® vagy a szovetifaktortvonal-inhibitor

annexin-AS5-rezisztencia,’
(TFPI) miikodésének gatlasa.>® 7 Vizsgalatainkban arra kerestilk a valaszt, hogy a TG-
kisérleteinkben tapasztalt pro- és antikoagulans hatast az anti-B2GPI milyen tutvonalakon fejti
ki, amihez KK-t és véralvadasifaktor-hianyos plazmat haszndltunk. A faktorhidny miatt
alacsonyabb TF-koncentracidval (1 pM) sok esetben nem kaptunk értékelhetd trombogramot,
ezért ezekben a kisérletekben a kordbbiaktdl eltéréen magasabb, 5 pM szovetifaktor-
koncentracioval inditottuk be a reakciot. Ebbdl kifolyolag a KK csticsértéke is jelentdsen
magasabb lett. Onmagdban a faktorhianyok is erételjesen befolyasoltdk a trombingeneracio
paramétereit. Az inditéreagens 0sszetételébdl (TF + FL) érthetd, hogy a FVII-hianyos plazma
latenciaideje volt a leghosszabb ¢€s a csucsértéke a legalacsonyabb. A FIX- és a FXI-hianyban
a latenciaidok hasonldak voltak a KK-ban mértekéhez. A csucsértékek a FVII-tdl tdvolodva
néttek, a legmagasabb, a KK-¢éhoz kozeli volt a FXI-, majd kovetkezett a FIX-, és a
legalacsonyabb a FVII-hidnyban volt. A hidnyplazméakban az IgG anti-B.GPI ellenanyag hatasa
az idéparaméterekre és a mennyiségi paraméterekre elkiiloniilni latszott annak megfelelden,
hogy az extrinszik vagy az intrinszik utvonal maradt ép a plazmaban. Az extrinszik ut
karositasakor az anti-B2GPI képes volt emelni a trombin mennyiségét, de a latenciaidét nem
tudta nyuQjtani, nem Ugy az intrinszik ut kdrosodédsakor, ahol az ellenanyag képes volt
késleltetni, de a trombin mennyiségi ndvekedése elmaradt. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy az anti-BoGPI altal kifejtett lupuszantikoagulans-hatds paradoxonja
egymastol fiiggetlen, a koagulacios kaszkad kiilonb6zd pontjain megvalosuld, parhuzamosan
zajlo folyamatok eredménye, amelyek elképzehetd, hogy allando ,kotélhuzasban™ vannak
egymassal, és a trombozist véglegesen kivaltd hatds (masodik csapas) ezt a fesziild kotelet

rantja meg pro irdnyba.
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Tobb kisérlettel is igazoltdk, hogy az anti-B>GPI hatdsanak kialakuldsdhoz sziikséges
maga a ligandum, a B>GPI is.*’ Banzato és Pengo kimutatta, hogy a tripla pozitiv (LA,
IgG anti-KL, IgG anti-B2GPI) APS-es betegekben a B2GPI szintje szignifikdnsan magasabb.
Ezen eredmények mentén elindulva terveztiik meg kisérleteinket, melyekben a B2GPI szintjét
emelve vizsgaltuk a ligandum befolyasold hatasat az anti-B2GPI TGT-ben kifejtett hatasara.
Azt kaptuk, hogy a B2GPI magasabb koncentracioi képesek mérsékelni az anti-B>GPI hatasat,
ami mogott feltételezhetd egy ,higuldsi” mechanizmus, melynek lényege, hogy az Osszes
ellenanyag B.GPI-hez kotott formaban van, emellett nagy ardnyban van jelen olyan B.GPI,
melyhez nem kotddik ellenanyag, igy a szabad B2GPI és a f2GPI/anti-B2GPI komplex kozott
versengés alakul ki a koagulacidban betoltott szerepért.

A trombingeneracids vizsgalati rendszeriink bar sejtmentes volt, a TGT
mintaeldkészitése olyan volt, hogy mikropartikuldk maradhattak a plazmaban, melyek szintén
hozzajarulhattak az észlelt hatdsokhoz. Annak vizsgélatdra, hogy az MP-k milyen ardnyban
jérulnak hozza az anti-B>GPI hatdsdhoz, mikropartikuldkat tavolitottunk el a KK-bol, és a
mikropartikula-depletalt plazmahoz adtuk hozzd az anti-BoGPIl-et. A reagens-Osszetétel
megfelelt a KK-ban hasznaltéval (1 pMm TF, 4 um PL), ekkor azonban nem kaptunk kiilonbséget
a KK-ban és az MDP-ben tapasztalt anti-B2GPI-hatasok kozott. Azért, hogy a rendszer
érzékenyebb legyen az FL-koncentracidra és az MP-k jelenlétére, csokkentettiik a reagens FL-
fedte el a KK és az MDP foszfolipid-koncentracidja kozotti kiilonbséget, és MP-k jelenlétében
az anti-B2GPI sokkal magasabb csticsérték-emelkedést valtott ki, mint azok hidnyaban. Ez a
kisérlet is megerdsiti azt az elképzelést, hogy az anti-B.GPI egyszerre, egymastol fliggetlen,
pro- ¢és antikoaguléns hatast fejt ki; magasabb FL-koncentracid mellett az antikoagulans hatés
elnyomja a prokoagulanst, alacsony FL-koncentracido mellett azonban a prokoagulans tud

érvényesiilni, és TGT-ben a cstcsérték drasztikusan megemelkedik.
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A keringésben taldlhaté mikropartikuldk legnagyobb mennyisége sejtaktivaciobdl,
elsésorban vérlemezke-aktivaciobol szarmazik.”® Ugy tiinik, hogy az aPL-ek hemosztazisra
gyakorolt hatasa és az MP-k befolyasolo hatasa két egymasba szovodd folyamat, mivelhogy
az aPL-ek sejtaktivacios készségét mar szdmos kozlemény kozvetlen és kozvetett modon is
bizonyitotta mind in vivo, mind in vitro.** * 19 Vizsgalatainkban szintén megprobaltuk
bizonyitani az anti-B2GPI vérlemezkeaktivaldo hatdsat, egyben a ,két csapas” elméletet,
miszerint az aPL-ek jelenléte oOnmagdban csak megengedd tényezdje a fokozott
trombozishajlamnak. Mind a vérlemezkék aktivaciojat kozvetleniil kimutatdé P-szelektin-
kifejez6dési vizsgéalatban, mind az aktivaciot kozvetetten, a vérlemezke-fehérvérsejt
aggregatumokat meghatarozd vizsgalatban azt tapasztaltuk, hogy az anti-B2GPI jelenléte
onmagaban nem elegendd inger a sejtaktivacidhoz, azonban egy kdzvetlen aktivacids dgens
hatasat, a TRAP-ét képes volt fokozni koncentraciofiiggd modon. Allatkisérletek, in vivo
eredményei is aldtdmasztjdk a ,két csapds” elméletet, miszerint az aPL-ek intravénas
befecskendezése nem kozvetlen kivaltoja, hanem fokozo tényezdje a trombosisnak.*- 44

Kisérleteinkkel bemutattuk és igazoltuk a B2GPI véralvadasban kifejtett kiilonb6zo
¢lettani hatasait. Sikeriilt kimutatnunk az aPL-ek &ltal kifejtett paradox hatdst, miszerint
egyszerre anti- és prokoagulans hatdssal is birnak, ami a trombin képzddésének iddbeliségében
¢s mennyiségében mutatkozott meg. Ezt a kettds hatast sikeriilt elkiilonitve is bemutatnunk,
kiilon koagulacios utvonalakhoz rendelve a két eltérd miikodést. Ezekkel az eredményekkel
egy ujabb képkockija rajzolodott ki az [»-glikoprotein-1 élettani hatasainak ¢és az
antifoszfolipid szindroma korélettananak. Még ma is szdmos alapvetd kérdés megvalaszolatlan
az antifoszfolipid szindroméaval kapcsolatban. A PubMed adatbazisa alapjan az
antiphospholipid syndrome keresdszd alatt tobb mint 14.400 kozlemény jelent meg 1977 és
2021 kozott, ami tetemes mennyiségli ismeretet feltételez. Ez azonban valdsziniileg csak a

jéghegy cstcsa, amit jol jellemez az is, hogy a 2018-as dublini ISTH SSC konferencia Lupus
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Anticoagulant vitaféruman Vittoro Pengo, az antifoszfolipid szindroma egyik neves kutatdja
azt mondta hallgatosaganak: ,,Ha most feltenném 6ndknek a kérdést, hogy mi az a lupusz

antikoagulans, nem tudnak megvalaszolni, mert ezt ma még senki nem tudja!”
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6. OSSZEFOGLALAS

Az antifoszfolipid szindromaban kialakuld korfolyamatok hatterében megbuvo pontos
molekularis folyamatok/szereplok maig tisztazatlanok. Ismert, hogy antifoszfolipid
szindromaban artérias és/vagy vénas trombazis, illetve terhességi szovoidmények alakulhatnak
ki. Ezek a korfolyamatok bizonyitott dsszefliggésben allnak az antifoszfolipid szindrémaban
kimutathat6 auto-ellenanyagok jelenlétével, illetve egy az ezen ellenanyagok altal kifejtett
paradox hatéssal, a lupusz antikoaguldnssal. A lupusz antikoagulans (LA) pozitivitasa in vitro
antikoagulans, in vivo protrombotikus kovetkezményekkel jar, azonban ennek az
onellentmond6 hatasnak a molekuldris hatterére eddig még nincs egyértelmii magyarazat.

Célul ttztiik ki az LA-jelenség vizsgalatat, illetve az anti-B2GPI (anti-B2-glikoprotein-I)
koérélettani és az antifoszfolipid szindroma kdzponti molekuldja, a B2GPI élettani miikodésének
vizsgalatat. Ehhez az ellenanyagot, illetve a ligandumat tisztitottuk, és vizsgaltuk, hogyan
viselkednek kevert kontroll, 6roklott protrombotikus, illetve mesterségesen eldallitott
faktorhianyplazmakban.

Eredményeink ravilagitottak arra, hogy az anti-B2GPI-nek szerepe van az LA-hatés
kialakulasadban, melynek mind az antikoagulans, mind a protrombotikus dsszetevdit ki tudtuk
mutatni trombingeneracios vizsgalattal. A trombingeneracid-tesztekbdl nyert eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a két ellentétes hatas két kiilonb6zd koagulacids utvonalon
keresztiil valosul meg. A B2GPI hatasait sikeriilt 6sszefliggésbe hoznunk a molekula mar eddig
is ismert konformacidvaltozasaival, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a nyitott

konformaciot tekinthetjiik a biologiailag aktivnak.
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7. SUMMARY

The exact molecular processes/players underlying the pathophysiology of
antiphospholipid syndrome are still unclear. It is known that in antiphospholipid syndrome,
arterial and/or venous thromboses and pregnancy morbidity may develop. These pathological
processes are proved to be related to the presence of autoantibodies detectable in
antiphospholipid syndrome and to a paradox effect—exerted by these autoantibodies—the
lupus anticoagulant. LA (lupus anticoagulant) positivity entails in vitro anticoagulant effect
and in vivo prothrombotic events, however, still there is no clear explanation for the molecular
background of this contradictory effect.

Our objective was to investigate the LA phenomenon, the pathophysiology of
anti-B2GPI (anti-B2-glycoprotein-I) and the physiological function of P.GPI, the central
molecule of the antiphospholipid syndrome. To address this, we purified antibody and its ligand
and investigated the effect they exert on normal pooled, hereditary prothrombotic and artificial
factor deficient plasmas.

Our results demonstrated the role of anti-B2GPI in the development of LA effect, of
which both the anticoagulant and the prothrombotic components were detectable by thrombin
generation assay. Our thrombin generation test results suggest that the two opposing effects are
exerted via two different coagulation pathways. We were able to relate the effect of f2GPI to
its already known conformational changes, which suggests that the open conformation can be

considered the biologically active form.
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8. AZ ERTEKEZES UJ EREDMENYEI, MEGALLAPITASAI, KLINIKAI JELENTOSEGE

A pr-glikoprotein-1 (B2GPI) élettani és korélettani hatasara vonatkozo uj megallapitasok:

A B2GPI nyitott konforméciodja statisztikailag szignifikansan nyujtja a foszfolipidfiiggd
alvadasi idéket, melyek koziil a protrombinidd alkalmas a bioldgiailag aktiv (nyitott) és
inaktiv (zart) konformacié elkiilonitésére.

A B2GPI konforméciotdl fiiggetleniil kotddik a heparinhoz, azonban a nyitott konformacio
egy nagysagrenddel nagyobb affinitdst mutat a heparin irdnt.

crer

amelyek nagyobb mennyiségii nyitott B>GPI-et képesek megkotni.

Az anti-f2-glikoprotein-I (anti-p>GPI) korélettani hatdsdra vonatkozo uj megallapitasok:

Az anti-B2GPI szerepet jatszik a lupusz antikoagulans paradox hatasanak kialakulaséban.
Az ellenanyag egyszerre fejt ki a trombinképzddést késleltetdé és a trombinképzddést
fokoz6 hatast.

Az anti-B>GPI a prokoagulans hatasat az intrinszik, az antikoagulans hatasat az extrinszik
utvonalon fejti ki.

Az anti-B2GPI pro- és antitrombotikus hatasat egészséges plazman kivil az V-0s
protrombin gén G20210A polimorfizmusat heterozigota formaban hordozé plazmaban is
ki tudja fejteni, amivel a trombofiliat képes tovabb fokozni.

Az anti-B>GPI altal kifejtett hatast befolydsolja a plazma foszfolipid-koncentracidja.
Alacsony foszfolipid-koncentracié mellett erdsebben érvényesiill az anti-B2GPI

protrombotikus hatésa.
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Az anti-B2GPI altal kifejtett vérlemezke-aktivacios hatds megfelel a két csapas elméletnek,
miszerint a vérlemezkék fokozott aktivacidjahoz az ellenanyag jelenléte csak megengedd
tényez6, a fokozott aktivacio kialakuldsdhoz sziikséges valamilyen kozvetlen aktivald

agens.
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