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1. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

Az antifoszfolipid szindroma az orvostudoméany 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 gyantja meriil fel, antifoszfolipid szindroméra mindig gondolnunk

kell.

1.1. 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 Osszefiiggésben allnak a betegségben megjelend keringd antifoszfolipid
auto-ellenanyagokkal (aPL). Az APS koérismézése a 2006-ban Sydney-ben moddositott
szappordi kritériumok alapjan torténik. Akkor beszéliink APS-r6l, ha annak legalabb egy

klinikai tiinete jelentkezik és legalabb egy laboratériumi eltérése kimutathatd, és az utdbbit

legalabb 12 hét elteltével legalabb egyszer megerdsitik —hogy kizarjdk a fertézések utan
egyébként gyakran megjelend, csak néhany hétig tartd, atmeneti pozitivitast.

Amikor az APS Onmagaban, autoimmun tarsbetegség(ek) nélkiil jelentkezik,
els6dleges APS-r6l (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.
Ezenkiviil tarsulhat reumatoid artritisszel, Sjogren-szindromaval, szisztémas szklerdzissal,
polimiozitisszel, dermatomiozitisszel és egyéb autoimmun betegségekkel is. Az elsédleges és
masodlagos APS klinikai megjelenési formai megegyeznek, viszont a kettd kozotti
egyértelmii kiilonbségeket irtak le genetikai hatteriikben, ami tovabb bizonyitja a PAPS

0nalld voltat.

1.2. Az antifoszfolipid szindroma klinikai tiinetei

Az APS klinikuma alapjan két f6 csoportra oszthatd: a trombotikus és a terhességi
APS.

Trombotikus APS — Az APS leggyakoribb klinikai megjelenési formaja a
mélyvénatrombozis. Altalanossagban is elmondhaté, hogy APS-ben a vénas trombozis

gyakoribb az artéridssal szemben. APS-ben vérrogképzddés torténhet vénakban, artéridkban



¢s kiserekben is, igy a betegség barmely vaszkularizalt szovetet vagy szervet érinthet, és a
szerv mikodésének megfeleld tiineteket okozhat. A szappordi kritériumok alapjdn a
trombozist képalkotd eljarassal vagy szovettani mddszerrel kétséget kizdrdan igazolni kell.
Az APS-ben kialakul6é trombotikus tiinetek kezelése nem kiilonbozik az egyéb okbol
kialakult trombotikus esetekétdl, viszont kés6bb minden esetben kronikus antikoaguldldsra
szorul a beteg.

Terhességi APS — Az APS-ben kialakul6 sziilészeti szovédmények érinthetik csak a
kismamat, illetve a kismamat és a magzatot egyarant. A leggyakoribb, izolaltan a kismamat
érintd forma a preeklampszia és az eklampszia, melynek prevalenciaja rendre 9,5% ¢és 4,4%.
A magzatot — ¢s igy a kismamat is — érintd leggyakoribb terhességi manifesztacio a habitudlis
vetélés, melyet a magzat 10. terhességi hét eldtti haldla okoz. APS-ben az élve sziiletés

aranya 47,7%.

1.3. Laboratoriumi eltérések az antifoszfolipid szindromaban

Az autoimmun betegségek laboratoriumi kivizsgalasa leggyakrabban az auto-
kiilonleges, mivel az ellenanyag-vizsgalat még kiegésziil egy harmadik, funkcionalis teszttel
is.
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-B.GPI)

e IgG vagy IgM izotipusu antikardiolipin (anti-KL)

e lupusz antikoagulans (LA)

A fenti vizsgalatokat legalabb egy alkalommal, legaldbb 12 hét elteltével meg kell
ismételni, amivel elkiilonithetd a fertézések utan gyakran megjelend, atmeneti aPL-
pozitivitas a valodi, APS-ben megjelen6tol.

Ma a klasszikus aPL-ek (IgG és IgM izotipust anti-B2GPI és anti-KL) kikutatasara
elterjed modszer az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), melynek szerepét
azonban ma mar egyre inkdbb kezdi atvenni az elektrokemilumineszcencia (ECL) elvén
miikddd automatizalt modszer.

A lupusz antikoaguldns egy paradox jelenség, amely a nevét az in vitro tapasztalhato

antikoagulans hatdsardl kapta, viszont in vivo ezzel épp ellentétben, protrombotikus hatast



valt ki. Az LA-teszt soran két dolgot kell bizonyitanunk: (i) a plazma alvadasi ideje
megnyult, (i1) ez a megnyulés foszfolipidfiiggo.

Béar nem tartozik az APS kritériumtiinetei kozé, jellemz0 még laboratoriumi
eltérésekre a trombocitopénia, amely viszonylag magas — forrdsonként kiilonb6zd —, 30—
40%-o0s prevalencidval fordul eld APS-ben. Ritkdbban (~10%) akdr <50 G/, illetve
visszatérd is lehet. A protrombotikus hatdsti immunologiai eltérések és a vérzést okozd

hematologiai eltérés gyakran jelentkezhet egyszerre.

1.4. Az antifoszfolipid szindroma osztalyozasa

Az APS-t a tobbi autoimmun betegséghez vald viszonya alapjan két tipusra
oszthatjuk. Amikor az APS Onmagédban, autoimmun tarsbetegség(ek) nélkiil jelentkezik,
els6dleges APS-r6l (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.
Ezenkiviil tarsulhat reumatoid artritisszel, Sjogren-szindromaval, szisztémas szklerdzissal,
polimiozitisszel, dermatomiozitisszel és egyéb autoimmun betegségekkel is. Az elsédleges és
masodlagos APS klinikai megjelenési formai megegyeznek, viszont a kettd kozotti
egyértelmii kiilonbségeket irtak le genetikai hatteriikkben, ami tovabb bizonyitja a PAPS

0nalld voltat.

1.5. 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
laboratériumi 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 prokoaguldns allapotot
eldidézve elokészitik a terepet egy esetlegesen megjelend protrombotikus inger (masodik
csapds) szamdra, amelynek mar csak annyi a dolga, hogy ,meghlizza a ravaszt”. A
leggyakoribb, masodik csapasnak szamité ingerek kozé tartoznak a fertézések, miitétek
(d&tmeneti bakterémia) sebgyodgyulas vagy barmely olyan folyamat, amely az immunrendszert
védekezésre kényszeriti.

A hemosztazis sejtes (vérlemezke, endotél, monocita, neutrofil granulocita) és
humordlis (koagulaciés kaszkad, fibrinolitikus rendszer, komplementrendszer) alkotoira is

bizonyitottan hatdssal vannak. Vérlemezke-aktivacios allatkisérletes eredményekkel is



sikeriilt alatdmasztani a két csapds elméletet, miszerint az aPL jelenléte dnmagaban in vivo
nem okoz trombozist, viszont egy protrombotikus hatdsii dgens, pl. intraperitoneélisan
lipopoliszacharid és az intvavénasan aPL egyiittes addsa utan az erekben vérlemezkében dus
trombusok keletkeznek. Az aPL-ek az érbelhartyat monocita-kemoattraktdns protein-1
(MCP-1) fokozott termelésére sarkallja, az MCP-1 a monocitdkban kozvetleniil fokozza a
szovetifaktor-kifejez0dést, ami végiil prokoaguldns irdnyba billenti a hemosztatikus
egyensulyt. APS-ben a fent emlitett az endotélsejt 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 koagulaciéo beinditasdhoz. Egy 1j, tobbek kozott a véralvadast beinditd
mitkddésiiket nemrégiben fedezték fel, ez a neutrofil extracelluléris csapdak (NET, neutrophil
extracellular trap) képzddése vagy mas néven NET-osis. APS-ben is megfigyelték az aPL-ek
— elsésorban az anti-BoGPI — NET-osist kivaltd hatasat is. Azonban az aPL-ek legrégebb ota
ismert, koagulaciora kifejtett hatdsa a lupuszantikoagulans-hatds, ami az alvadas in vitro
megnyuldsat jelenti, de tudjuk, hogy ez egy paradox jelenség, és a lupuszantikoagulans-
pozitivitas in vivo fokozott trombdzishajlamra utal. A pontos molekuldris mechanizmust
illetd kérdésre egyeldre nincs egyértelmii valasz, bar Noordermeer és mtsai. nemrégiben
kozolt eredményei alapjan két egymastdl fiiggetlen mechanizmus magyarazhatja az LA-
hatast: az anti-B>GPI gatolja az V-06s 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 laboratériumi tesztjének elvét (alacsony €s magas foszfolipid-
koncentracid) is magyardzza. Szintén régebb Ota ismert, és mar szamtalan kisérlettel
(APC) rezisztenciat okoznak, aminek a mechanizmusa egyelére ismeretlen, azonban szoros
Osszefliggést sikeriilt kimutatni a PoGPI I-es doménje ellen termelddott ellenanyagok
(anti-B2GPI-DI) jelentléte és az APC-rezisztencia kozott. Az aPL-ek az extrinszik
koagulacids utvonalat sem hagyjdk zavartalanul, gatoljadk a szdvetifaktorutvonal-inhibitor
(TFPI, tissue factor pathway inhibitor) miikodését, kovetkezésképpen egy az extrinszik

utvonal miikodését korlatozo fontos tényez0 esik ki, és a koagulacio fokozaodik.

1.6. Az antifoszfolipid szindréma f6 autoantigénje, a B2-glikoprotein-I
Az APS egyik legfontosabb autoantigénje, a B2-glikoprotein-I-et (B2GPI) vagy mas
néven apolipoprotein H-t (apoH). A B2GPI egy 45-50 kDa (meghatarozasi modszertdl fiigg)



méretll, er0sen glikozilalt szérumfehérje, amely kb. 200 mg/l koncentracioban van jelen a
kerigésben. A molekula 6t egymds utdn gyongysorszerlien kapcsolodd doménbdl all,
melyeket rémai szdmokkal jeloliink (I-V). Az I-1V. domén a CCP (complement control
protein) szupercsaladba tartozik, és az azokra jellemzé 60 aminosavas ismétlédd
peptidszakaszokat tartalmaz. Az V. domén kiilonleges felépitésii, tartalmaz egy a molekula
felszinébdl kinyuld, horgony szerepét betdltd peptidhurkot, a hurok kozvetlen kdrnyezetében
pedig egy pozitiv toltési, lizinben gazdag teriilet talalhato. A B.GPI ezen eszkozok
segitségével képes stabilan rdgziilni negativ toltésii foszfolipid felszineken.

A molekulanak harom konformaciojat irtdk le, melyek egymasba atalakulhatnak, ezek
a zart vagy cirkularis, a nyitott vagy ,,J” alaka és a ketté kozotti atmenetet képviseld ,,S”
alakl. A keringésben legnagyobb aranyban a zart forma taldlhaté6 meg. Az aPL-ek a nyitott
formahoz kotddnek, illetve eldsegitik a molekula felnyilasat, igy a nyitott format tekinthetjiik
az aktiv formanak.

Egy fehérjének, génnek, vitaminnak az élettani szerepe altaldban annak hidny-
allapotdban vagy karosodasa esetén ismerhetd fel mikodésének kiesése vagy koros
mitkddése révén. Bar a B>GPI genetikai hidnya nagyon ritka, egy japan felmérésben 222
egészséges egyén 6,3%-aban a P.GPl-et kddold APOH gén kereteltolddasi mutécidja a
fehérje heterozigdta hianyat okozta, ami miatt a B2GPI szérumszintje a tanulményban mért
atlagos 243 mg/l-r6l 86 mg/l-re csokkent. Ugyanebben a tanulmanyban azonositottak két
csaladot homozigéta PoGPI-deficienciaval. Az egyének lipidprofiljat és a véralvadasi
allapotat vizsgalva a B2GPI-hianynak sem a heterozigdta sem a homozigoéta forméjdban nem

tudtak kimutatni a fehérje miikddésének kiesésére utalo eltérést.

A B2GPI eddig megismert miikddései:

e Kiilonb6zd mechanizmusok révén gatolja a vérlemezkék —elsésorban az ADP
(adenozin-difoszfat) indukélta— aggregéaciojat, amit az anti-B2GPI antitestek
felfliggesztenek, igy a trombocitak aggregacios készsége fokozodik.

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

e Gatolja a trombin prokoagulans miikddését.

e Megvédi a trombint a heparin és kofaktora altali inaktivaciotol.

e Kotddik a C3 komplementfaktorhoz, amelyben konformaciovaltozast idéz eld, és
elosegiti a faktor H és I altali lebomlasat, igy csokkentve a komplementrendszer

aktivacios készségét.



Egyre tobb adat gyiilik az irodalomban a B2GPI élettani miikdésével kapcsolatban,
azonban a C-vitamin-hidny — skorbut, vashidny — anémia vagy a CFTR gén mutécio — cisztas
fibrozis analogidja mentén egyelére nem sikeriilt kdzponti szerepet hozzéarendelni a

molekulahoz.



2. CELKITUZES

Munkank f6 célkitlizése az antifoszfolipid szindroma molekularis korélettananak

tanulmanyozéasa volt a betegség kozponti antigénjének, a B2-glikoprotein-I-nek és a vele

reagald ellenanyagnak, az anti-fB2-glikoprotein-I-nek az élettani és korélettani szerepét

vizsgalo molekularis biologiai és funkciondlis vizsgéalatokkal.

A kovetkezd célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1.

Az irodalomban fellelhetd adatok alapjan hipotézisiink az volt, hogy a B2GPI zart és
nyitott konformacidja — az ellenanyagatol fiiggetleniil — eltérd élettani miikodést, és
ez a kiillonbség megmutatkozik a véralvadasra kifejtett hatasaban. Ezért célul tiiztiik
intrinszik koagulacids utvonalakat vizsgdlo alvadési id6kre és a koaguldcid globalis
jellemzésére alkalmas trombingeneraciora.

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

Szdmos irodalmi adatbdl ismert, hogy az anti-BGPI hatdsai szinte kivétel nélkiil
B2GPI-fiiggd moédon valdsulnak meg, a lupuszantikoagulans-hatasardl pedig ismert,
hogy foszfolipidfiiggd. Célunk volt az anti-B>GPI trombingeneraciora kifejtett
hatdsdnak vizsgéalata kontrollplazméaban valtoztatva a [2GPI- ¢és foszfolipid-
koncentraciot, illetve VII-es, [X-es és XI-es faktorhidnyos plazméban az extrinszik és
intrinszik Gtvonalra kifejtett hatdsanak vizsgalata.

Tovabba célunk volt a ,két csapas” elmélet kiterjesztéseként vizsgdlni, hogy az
anti-B2GPI mint szerzett protrombotikus 4gens milyen hatdssal van a két leggyakoribb

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

crer

crer

Az anti-B2GPI bizonyitottan hatassal van a véralvadas sejtes szerepldire is, ezért a
k€t csapas” elmélet vizsgalatat atemeltiik sejtes kisérletekbe is. Hipotézisiink szerint
az anti-BoGPI-nek vérlemezke-aktivald, de legalabb a vérlemezkék aktivacios

ingerekre adott valaszara érzékenyitd hatasa van.



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 Tandcs engedélyével (engedélyszam: 45368-1/2017/EKU) végeztik. A
kisérleteinkbe bevalogatott betegeket két csoportba oszthatjuk: (i) antifoszfolipid szindro-
masok, akik vérsavdjabol IgG anti-B2GPI ellenanyagot tisztitottunk, (ii) az V-0s véralvadasi
G20210A polimorfizmusat heterozigdta formaban hordoz6 (Fllgao210a) egyének, akik
vérplazmajat trombingeneracids vizsgalatainkban hasznaltuk.

Az IgG anti-B2GPI ellenanyagok tisztitdsahoz az APS-es betegek bevalogatasi szem-
pontjai a kovetkezOk voltak: LA-pozitivitds, anti-KL-pozitivitds és anti-B2GPI-pozitivitds —
az utobbi szintje meghaladja a szeropozitivitasi referenciahatar (20 U/ml) 25-sz06rosét.
A TG-mérésekhez hemosztazeologiai diagnosztikai laboratériumbol olyan betegektol
gyljtottiink Na-citrattal alvadasgatolt plazmat, akiknél molekularis genetikai modszerrel
polimorfizmusat heterozigdta forméaban hordozzdk, viszont a masikra nézve vad

genotipusuak.

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

3.2.1. Emberi BGPI tisztitasa plazmabol

A B2GPI tisztitasat egy Artenjak és mtsai. altal mar leirt mdodszer alapjan végeztiik,
fehérjetisztitasi folyamatot egészséges donoroktdl szarmazod, Na-citrattal alvadasgatolt
plazmabol végeztiik, és harom 1épésbdl allt: (i) fehérjekicsapas perklorsavval, (ii) heparin-

affinitdskromatografia, (ii1) kationcseréld kromatografia.

3.2.2. A B-GPIl-preparatum tisztasagi vizsgalata Western-blottal és MALDI-TOF-fal
Western-blot — A B.GPI-tisztitdsi modszer utolsd [épése, a kationcseréld

kromatografia sordn keletkezett eluatumsorbol mintat vettiink. A fehérjéket 10%-os nértium-

dodecil-szulfat—poliakrilamid gélen redukdld koriilmények kozott valasztottuk szét, majd a

fehérjéket nitrocelluloz membranra vittiik 4t. A membrant TBS-ben (tris-buffered saline, trisz



pufferelte sooldat; 20 mM trisz/HCI, 500 mM NaCl) oldott 3%-0s gelatinnal (BioRad, USA)
1 6rdn 4t blokkoltuk. A membranra kotott fehérjéket antihuman-BoGPI (kecskében
termeltetett; Novus Biologicals, USA, Colorado, Littleton) elsédleges és HRP-vel
(horseraddish peroxidase, tormaperoxidaz) konjugalt antikecske-IgG (nytlban termeltetett;
Sigma-Aldrich, USA) masodlagos ellenanyaggal jeloltik. A jelolést a HRP egy
kemilumineszcens szubsztratumaval (Immobilon Western, Millipore, USA, Massachusetts,
Billerica) hivtuk elé. Ezt kdvetden a membrant a nemfajlagos fehérjekimutatasra alkalmas
Coomassie brilliant blue R250 (Sigma-Aldrich) festékkel festettiik.

MALDI-TOF — A B:GPl-oldatot tomegspektrometrids vizsgalathoz C18 kromato-
grafids modositott pipettaheggyel (Pierce Biotechnology, Thermo Scietific, USA, Illinois,
Rockford) toményitettiik. A tomegspektrometriadt 96 férdhelyes csiszolt acéllemez
segitségével MicroFlex LT MALDI-TOF tomegspektrométeren (Bruker Daltonics GmbH)
végeztilk. Matrixként mustarsavat (etanolban oldott transz-3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsav;
Merck) hasznaltunk. El6szor a mintat, majd a matrixot vittiik fel a lemezre 1-1 pl

térfogatban.

crer

Az irodalomban mar kordbban leirtdk, hogy a 2GPI konformacidja zartbol nyitottd —

¢s vice versa— alakithatdé a fehérjét tartalmazd oldoszer pH-értékének ¢és NaCl-

crer

crer

dializaltunk. A dializist minden esetben 4-8 °C-on végeztilkk. A konformacioatalakitas
hatadsossagat és hatékonysagat strukturalis tekintetben transzmisszios elektronmikroszkop
segitéségével negativ kontrasztositdssal, funkcionalis tekintetben pedig 100x-os higitasu

aktivalt parcialis tromboplasztinidével és 500x-os higitast protrombinidével ellendriztiik.

3.2.4. IgG izotipusu anti-BGPI ellenanyag tisztitasa vérsavobol

Az IgG anti-B2GPI ellenanyagot antifoszfolipid szindromas betegek vérsavojabol
kétlépéses affinitaskromatografias modszerrel tisztitottuk. Az elsd 1épésben a betegvérsavobol
ligandumként Protein G-t tartalmazo affinitdskromatografias oszloppal (HiTrap Protein G
[5 ml], GE Healthcare, Svédorszag, Uppsala) kinyertik az 6ssz-IgG-t. Az IgG-eludtumot
tovabb tisztitottuk egy ligandumként B.GPI-et tartalmazd oszloppal, majd az oszlop altal
kotott fajlagos anti-B2GPI-et elualtuk.
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3.3. Az anti-B2GPI és a B2GPI funkcionalis vizsgalatai

3.3.1. Trombingenerdcio-teszt

A trombingeneracio-tesztekben minden esetben vérlemezkeszegény plazmat
hasznaltunk, amelyhez a plazma térfogatanak 10%-aban P.GPl-et és/vagy anti-B.GPI-et
kiilonbozd végkoncentracioban adtunk hozza, a teszthez hasznalt reagensek 1 vagy 5 pMm TF-
et (szoveti faktor) és 4 uM FL-t (foszfolipid) tartalmaztak. A trombingeneracio-tesztekben hét
kiilonb6zd plazmat hasznéltunk: (i) egészséges egyénektdl szarmazd kevert kontrollplazmat
egyénektdl szarmazo kevert plazma (FVieigen), (ii1)) a protrombin gén G20210A
polimorfizmusat heterozigota formaban hordozd egyénektdl szarmazé individualis plazmat
(Fllg202104), (iv) FVII-, (v) FIX-, (vi) FXI-hianyos plazmat (Siemens Healthcare,
Németorszag, Marburg) és (vii) egészséges egyénektdl szdrmazd mikropartikula-depletalt
plazmat (MDP).

Az eredmények elemzése soran a latenciaidét (Lag Time; az inditoreagens
hozzdadasa és a trombingeneracio kezdete kozott eltelt id6 [min]), a cstcsértéket (Peak
Thrombin; az egy iddpillanatban mért legmagasabb trombinmennyiség [nM]) és a gorbe alatti
terliletnek megfelelé paramétert, az endogén trombinpotencialt (ETP; [nM x min]) vettiik

figyelembe.

3.3.2. Az anti-p>GPI és liganduma kozotti kélcsonhatas vizsgalata felszini plazmon-

rezonanciaval

A felszini plazmonrezonanciat (SPR, surface plasmon resonance) Biacore X készii-
léken (GE Healthcare, Svédorszdg, Uppsala) végeztikk. Az antifoszfolipid szindromas
betegektdl szarmazd anti-B2GPI-preparatumokbdl kivalasztottunk 5-6t, melyeket primer
aminocsoportokon keresztiil a gyartd hasznélati utasitdsdt kovetve kiilon-kiilon SPR
érzékeldesipre (500 nm, kozepes stirtiségli karboximetildextran hidrogéllel bevont csip,
XanTec bioanalytics GmbH, Diisseldorf) kotottiink fel. A P.GPI-heparin kolcsonhatas
tanulméanyozasdhoz heparinnal fedett SPR-csipet (Heparin, 50 nm hidrogéllel bevont csip,
hat kiilonb6z6 koncentracioban (50, 100, 150, 300, 500 ¢s 750 mM) fecskendeztiik be a
miiszer mikrodramlasi celldjaba. A rendszer dramlasi sebessége 10 pl/min, homérséklete

37°C volt a teljes kisérlet ideje alatt. A gorbeillesztéshez a Langmuir-féle 1:1 aranyu
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kotddési modellt hasznaltuk. Az egyensulyi disszocidcios allandot (Kq) és az asszocidcios
sebességi allandot (k.) a BIAevaluation szoftver (GE Healthcare, Svédorszag, Uppsala)

segitségével szamitottuk és elemeztiik.

3.3.3. A mikropartikulak befolyasa az anti->GPI trombingenerdciora kifejtett hatdasdra

Ahhoz, hogy a mikropartikuldk (MP) véralvadasra kiejtett hatasat az anti-B2GPI
trombingeneracidra 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 nagy sebességii
centrifugalassal (16.000 g, 30 min, 20 °C) eltavolitottuk az MP-ket, amit aramlasi citometriai
vizsgalattal erdsitettiink meg. Az MP-ket méretiik, foszfatidil-szerin- és a CD41-pozitivitasuk
(vérlemezkére jellemzd sejtfelszini molekula) alapjan azonositottuk. A KK-bol kivont MP-k
mennyiségét a mintaelokészités soran alkalmazott higuldsi aranyok és a mérés soran
alkalmazott térfogataram alapjan szdmoltuk.

Egy APS-es beteg vérsavojabol tisztitott anti-B2GPI-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-tartalmu inditéreagenst hasznaltunk.

3.3.4. Az anti-[>GPI vérlemezke-aktivacios hatasanak vizsgalata a sejtaktivaciot kozvetlen

és kozvetett modon kimutato aramlasi citometrias modszerekkel

Az altalunk hasznalt, vérlemezke-aktivaciot kozvetleniil kimutatd aramlasi citometriai
modszer a sejtfeszini P-szelektin-kifejezddés (PSE, P-szelektin-expresszio) vizsgélata, a
kozvetett modszer pedig a vérlemezke—fehérvérsejt heterotipikus aggregatumok
képzddésének kimutatdsa. A mintdkat FC500 Beckman Coulter dramlasi citométeren mértiik.

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, melyben a vérlemezkeszamot
250 G/l-re éallitottuk be. A PRP-hez 10 uM végkoncentracioji TRAP-ot (trombinreceptor-
aktivacioval egyidoben a vérlemezke azonositdsara alkalmas sejtfelszini fehérjét, a
glikoprotein IX-et (CD42a) és az aktivaciojat jelzé P-szelektint (CD62P) a megfeleld,
fluoreszcein-izotiocianattal és fikoeritrinnel konjugélt ellenanyaggal (anti-CD42a-FITC,

anti-CD62P-PE) jeloltiik. A vérlemezkéket 37 °C-os vizfiirdén inkubéltuk 5 percig. Ezen

12



mérésekben két szempont szerint kapuztuk a sejtpopuléciokat: (i) méret és granulaltsag és (ii)
CD42a- ¢és CD62P-pozitivitas alapjan. A méret—granuléltsag alapu kapuzassal meg tudtuk
allapitani a vérlemezkékbdl szarmazd 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 hasznaltunk. Teljes vér 100 pl-éhez
10 uM  végkoncentracioju  TRAP-ot, illetve 5 pg/ml és 10 pg/ml végkoncentracioji
anti-B2GPI-et adtunk. Az aktivaciéval egyidében a vérlemezkék (CD42a) és a monocitak
(CD14) azonositasara alkalmas sejtfelszini fehérjét a megfeleld ellenanyaggal
(anti-CD42a-FITC, anti-CD14-PE) jeloltiik. A mintdkat 37 °C-os vizflirdén 15 percig
inkubaltuk. Az vérlemezke—fehérvérsejt aggregatumok azonositdsahoz a monocitakat CD14-
pozitivitas alapjan kapuztuk, a granulocitdk méret és granuldltsdg alapjan biztonsagosan
elkiilonithet6k voltak. A fehérvérsejtek ¢€s vérlemezkék egyiittes jelenlétét az egyes

fehérvérsejtpopulacidkon beliil az események CD42a-pozitivitdsanak aranyaval 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 normadlis eloszldst nem
mutatd csoportokat Kruskal-Wallis-teszttel hasonlitottuk Ossze. Az SPR-vizsgéalatokban a
nyitott/zart f2GPI eredményeit parositott t-probaval hasonlitottuk dssze. 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

crer

lacios kaszkadra kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz human vérplazmabol nativ B2GPI-et tiszti-
tottunk. Western-blottal Osszfehérjefestés sordn egyetlen sdv rajzolddott ki a membranon
koriilbeliil az 55 kDa-os molekulaméretnek megfelelé magassdgban, amely megfelelt az
ellenanyag-jeldléssel fajlagosan kimutatott fehérjének. A MALDI-TOF-eredmények szintén
azt mutattdk, hogy a mintankban csak egy ~45,2 kDa méretli molekula volt jelen. A Western-
blot és a MALDI-TOF eredménye bar ellentmondéasosnak tlinhet, kiilon-kiilon mindkettd
megfelel az irodalomban kozolt adatoknak. A kettd kozotti kiillonbségre a magyarazatot a
B2GPI erdsen glikozilalt jellege adja (a cukor oldallancok kolcsonhatasba 1épve a
poliakrilamid géllel csokkentik a molekulak elektroforetikus futdsi sebességét). Western-
blottal és MALDI-TOF-fal végezett ellendrzd kisérleteinkkel sikeriilt igazolnunk, hogy a
fehérjetisztitasi folyamat sordn kinyert molekula B2GPI, és hogy a preparatum kisérleteink
szempontjabol jelentékeny szennyezddést nem tartalmazott.

negativ kontrasztozassal lathatova tettilk, amivel sikeriilt bizonyitanunk a zaro- és
nyitopufferes kezelés hatasossagat. Az elektronmikroszkopids felvételeken egyértelmiien
kezelés hatékonysaganak szamszertsitéséhez a PGPl és a PB2GPlayior mintaban 3-3
latétérben megszamoltuk a zart molekuldkat. A P2GPlax mintdban Gsszesen 103, a

crer

hatékonynak itéltiik.

4.1.2. A B-GPI keéslelteti a fibrinképzodést mind az intrinszik, mind az extrinszik utvonalon

A kisérleteink sordn elvégzett alvadasiidé-tesztek kettds szerepet toltttek be: elso-
vizsgalni, masodsorban a konformacioatalakitas 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
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alvadas beinditdsara, mig a Pl egy olyan sziir6teszt, 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.

A hAPTI-tesztben a B2GPLax 6,6%-kal (P <0,001), a B2GPlLuyittx még tovabb,
Osszesen 18,5%-kal (P <0,001) novelte meg a fibrinképzddés idejét a kontrollhoz képest. A
Pl-tesztben a B.GPlLar-nak elhanyagolhatd hatasat tapasztaltuk, ellenben a PBoGPluyion €gy
igen erételjes hatast valtott ki: a PI-t 105%-kal (P <0,001) novelte 55,7 s-r6l 114,1 s-ra.
Eredményeink alapjan a B2GPI nyitott forméja megkozelitéleg husszor erdsebb hatast fejtett

ki az extrinszik koaguléacios utvonalra, mint a f2GPI zart forméja.

4.1.3. A BGPI elhanyagolhato hatast fejt ki a trombingeneraciora

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 globalisabb képet ad a véralvadasi allapotrol.

Az alvadasi tesztekben tapasztalt hatdshoz hasonléan a >GPI — mindkét konforma-
cidja, mindkét koncentracioban — enyhe id6beli nyu;jto hatast fejtett ki: a B2GPlayitore 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 szignifikdnsan magasabb a kontrollértékekhez képest.

4.1.4. A B>GPI auto-ellenanyagahoz és heparinhoz valo kotodésének jellemzése

Vizsgalatainkban el6szor anti-B2GPI-et kotottiink SPR-csip felszinére, és B2GPlzr-at
¢€s B2GPluyiton-at injektaltunk a mikroaramlasi cellaba hat kiillonb6zé koncentracidban.

A nyitott és zart forméanak hasonld disszocidcids egyensulyi allandoit kaptuk: bar
mind a B2GPlzt, mind a B2GPlayier az anti-B2GPI-hez erds affinitast mutatott (Kg-értékei
rendre 5,17 x 108M és 7,18 x 108 M, a két eredmény kozott nem volt statisztikailag
szignifikans kiilonbség.

A B2GPI és heparin kozotti kolcsonhatds vizsgdlatdhoz a felszinén heparint kotott
SPR-csipet hasznaltunk, majd B2GPlu-at és B2GPlayiwon-at 6-6 kiilonb6zé koncentracidoban
injektaltunk a mikrodramlasi celldba. Varakozéasainknak megfelelden a B2GPI jelentds
affinitast mutatott a heparinhoz, és bar statisztikailag szignifikans kiilonbség nélkiil, a nyitott
konformacidnal egy nagysagrenddel erdsebb (Kq=2,98 x 1077) affinitast talaltunk a zarthoz
(Kq= 3,50 x 107%) képest.
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4.2. Az IgG anti-B,GPI véralvadasban betoltott korélettani szerepe

4.2.1. Az anti-p>GPI egyszerre anti- és prokoagulans hatdst fejt ki a kontrollplazma

crer

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.

Alacsony koncentracidtartomanyban a lupusz antikoagulans alvadasi id6t nyu;jto
hatdsdnak megfelelden az anti-B2GPI a latenciaidét mar 62 U/ml-nél szignifikdnsan nytjtotta
(6,54 min-r6l 7,55 min-re; P <0,01), ami 125 U/ml-nél még tovabb fokozddott (8,13 min;
P <0,001). Ezzel ellentmondasos mddon viszont az ellenanyag a mennyiségi paraméterekben
novekedést okozott: bar a csucsértékben is lattunk némi emelkedés, 31 U/ml anti-B.GPI
szignifikdnsan, 1496 nM X min-r6l 1619 nM x min-re (P <0,01) novelte a teljes reakcio alatt
keletkezett trombin §sszmennyiségét.

A magasabb koncentracidtartomanyban végzett kisérletben az idOparaméterre valo
hatdsban az el6z0 méréshez hasonld eredményeket kaptunk: 125 U/ml anti-B2GPI mar
szignifikdnsan nyujtotta a latenciaiddt (P < 0,01), amely hatas 500 U/ml-nél még erésebbnek
mutatkozott (P <0,001). Az anti-B2GPI mennyiségi paramétereket ndveld hatasat magasabb
koncentracioknal is sikeriilt kimutatni, azonban itt az ellenanyag az ETP-re nem volt hatéassal,

viszont a csticsértéket S00 U/ml-nél szignifikansan novelte (P < 0,05).

4.2.2. Az anti-p>GPI trombingeneraciora kifejtett hatisa fiigg a plazma foszfolipid-

tartalmatol és >GPI-szintjétol

Kevert kontrollplazmabol tobbszords centrifugalassal eltavolitottuk az MP-ket, amit
aramlési citometriai vizsgalattal erdsitettiink meg. A kisérletben eldszor hagyomanyos modon
4 uM FL-t haszndltunk, 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. 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%-os
emelkedést mutatott. Az MP-k eltavolitasanak Onmagiban sem 4, sem 0,5 uM FL-

koncentracio mellett nem volt hatdsa a latenciaidore, viszont az MP-k eltavolitasaval az
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anti-B2GPI-nek eltiint az a markans, csucsértéket emeld hatdsa, amelyet 4 um FL-
koncentracid mellett lattunk. Ugyanezt a jelenséget, kisebb kiilonbséggel bar, az ETP
esetében is megfigyelhettiik.
anti-B2GPI  trombingenerdciora kifejtett hatasat. PoGPl-et  200-1000 pg/ml  vég-
koncentracioban  és anti-B2GPI-et 15-125U/ml  végkoncentracioban  kevert
kontrollplazméahoz adtunk, majd a trombingeneraciot 1 pM TF-fel és 4 uMm FL-lel inditottuk
be.

A B2GPI befolydsold hatasat leginkdbb az ETP-re valo hatdsdban lattuk. A korabbi
eredményekhez hasonléan az ellenanyag novelte az ETP-t, ami a 31 U/ml-nél volt a
ETP-noveld hatdsa csokkenni latszott, 1000 pg/ml esetében mar minden ellenanyag-

koncentracional.

4.2.3. Az anti->GPI eltéro hatast fejt ki a trombingenerdaciora az FVieiden- €s FIIG202104-
plazmaban

Megvizsgaltuk, hogy az anti-BGPI a kontrollplazmaban tapasztalt paradox hatasat ki
tudja-e fejteni a két leggyakoribb 6roklott trombofilidban, tovabb fokozza-e a protrombotikus
polimorfizmusanak heterozigota formédjaban. FVieiden- €s Fllga0210a-plazméhoz anti-B.GPI-et
125-500 U/ml végkoncentracioban adtunk, majd a trombingeneraciot 1 pM TF-fel és 4 um
FL-lel inditottuk be.

Az anti-B2GPI FVLciden-plazmaban az LA-hatast a kontrollplazmaban tapasztaltakhoz
hasonléan mutatta, mar a legalacsonyabb koncentracidoban is szignifikdnsan nytjtotta a
latenciaid6t (P <0,001). Az anti-B>GPI 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 jelentésebb a kontrollplazmaban tapasztaltnal.

A kisérletet a Fllgao210a-plazmaval is elvégezve azt kaptuk, hogy az anti-BoGPI a
latenciaiddt még erdsebben nyujtotta (P <0,0001), viszont a korabbi kisérletekben
tapasztaltakhoz képest a Fllga210a esetében a mennyiségi paramétereket (csucsérték, ETP)

nem emelte.
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4.2.4. Az anti->GPI anti- és prokoagulans hatasat eltéré koagulacios utvonalakon fejti ki

Az eddig bemutatott hatdsokért felelés mechanizmus(oka)t is vizsgéltuk, amihez
FVII-, FIX- ¢és FXlI-hidnyos plazmat hasznaltunk. A plazmékhoz 500 U/ml
végkoncentracidban anti-BGPI-et adtunk. A faktorhidnyos plazméknak a trombingeneracidja
jelentésen gyengébb az egészséges plazmaéhoz képest, 1 pm TF-fel nem kaptunk
5 pM TF-fel és 4 uM FL-lel inditottuk be a trombingeneraciot.

A latenciaidd a KK-ban, a FIX- és FXI-hianyos plazméban kontrolljaiban hasonldak
voltak, viszont a FVII-hidnyos plazmaban értheté médon (mivel szdveti faktorral inditjuk be
a reakciot) latvanyosan hosszabb id6t vett igénybe, hogy elinduljon a trombingeneracio. A
FIX ¢és a FXI hidnya nem befolyasolta az anti-B2GPI latenciaiddt ny(jtd hatdsat, viszont a
FVII-hidnyos plazméban az id6ny1;t6 hatas teljesen elmaradt.

A csucsérték mindharom faktorhidnyos plazmaban jelentdsen alacsonyabb a KK-hoz
képest. Az anti-B2GPI a KK-ban egy igen kifejezett emelkedést okozott a csucsértékben, amit
részben a FVII-hidnyos plazmdban is latunk, ellenben az intrinszik Utvonalhoz tartozd
faktorok hidnydban ez a csucsértéket fokozd hatds elmaradt, s6t enyhe csokkenés volt

megfigyelhetd.

4.2.5. Az anti->GPI fokozza a vérlemezkék aktivacios készségét

A vérlemezkék anti-BoGPI kivaltotta aktivacidjanak vizsgédlatdhoz kozvetlen ¢és
kozvetett vizsgalomodszereket hasznaltunk. A ,két csapas” elméletet aldtdmasztando, a
vérlemezkéket egyszerre inkubdltuk anti-B.GPI-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) koncentracidban 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
(5%) ¢és a granulocitakkal (9%) képzett heterotipikus aggregatumainak ardnya jelentéktelen
kiilonbséget mutatott kontrollértékhez képest. A szupraminimalis TRAP-koncentracio,
ahogyan ez varhat6 volt, a P-szelektin-pozitiv vérlemezkék ardnyat enyhén ndvelte (7,9%),
hasonléan a vérlemezke—monocita aggregdtumok ardnyat (16%). Annak ellenére, hogy az

ellenanyag Oonmagaban nem valtott ki aktivacidt, a TRAP hatasat eldsegiteni latszik, az
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crer

kifejez6désben (5 pg/ml anti-B2GPIL: 20%, 10 pg/ml anti-B2GPI: 25%), mind a vérlemezke—
monocita (5 pg/ml anti-B2GPI: 35%, 10 pg/ml anti-BoGPI: 46%), illetve a vérlemezke—
granulocita aggregdtumok (5 pg/ml anti-B2GPL:  16%, 10 ug/ml anti-BoGPL:  24%)

képzddésében.
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5. MEGBESZELES

A PB2-glikoprotein-I mar 60 éve ismert, kapcsolatardl az antifoszfolipid szindrémaval
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 gétldsa, vagy a trombin lebomlasanak gatlasa. A B2GPI jelenléte sziikséges
az auto-ellenanyaga altal kifejtett koros hatasok kivaltasahoz is. Genetikai hidnya nagyon
ritka, igy nehezen vizsgéalhat6 élettani szerepe is, s mivel részleges ¢€s teljes f2GPI-hidnyban
nem sikeriilt miikodésbeli kiesést leirni sem a véralvaddsban sem a zsiranyagcserében, a
B2GPI eddig talalt hatasai vagy mellékesebb szerepet tolthetnek be az élettanaban, vagy az az
eddig megismertnél sokkal dsszetettebb.

A B2GPI miikodésének megértéséhez figyelembe kell venni azt is, hogy két
sz¢lséséges konformacidjat irtak le: a zart (cirkuléris) és a nyitott (,,J”” alakt) format. Mivel a
keringésben féleg a zart forma fordul eld, és az anti-BoGPI hozzdjarul a molekula
felnyildsdhoz, inkabb a nyitott forma tekinthetd a bioldgiailag miikodének. Kisérleteinkben
B2GPI-et tisztitottunk, amelyet MALDI-TOF-fal 41,5 kDa molekulaméretlinek talaltunk, és a
pufferkoriilmények  valtoztatdsadval zart és nyitott konformaciojuva alakitottunk.
Elektronmikroszkopos modszer segitségével sikeriilt azonositanunk a zart és a nyitott
alvadasi idoket. A hPI-tesztben a nyitott forma latvanyos nyuldst okozott, mig a zart a
kontrollhoz nagyon hasonld eredményt adott, ami alapjan a hPI-teszt alkalmasnak tiinik a
biologiailag aktiv és inaktiv forma elkiilonitésére. Trombingeneracid-tesztben is vizsgaltuk a
B2GPI hatasat, amihez a gyartd ajanlasa alapjan az alapértelmezett 6sszetételll inditoreagenst
(5 pM szoveti faktor és 4 uMm foszfolipid) hasznaltuk, ebben a vizsgalatban azonban még a
megfelelnek az irodalomban talalhatokkal, Ninivaggi és mtsai. hasonlé mérési koriilmények
kozott ennek megfeleld eredményeket kaptak, a [2GPI nem volt hatdssal a
megfigyelhetd a hPI-tesztben talalt eredményeinkhez hasonldan.

A B2GPI V. doménje kiilonleges abbodl a szempontbol, hogy foszfolipidek kotésére
alkalmas részek talalhatoak a felszinén, viszont a molekula nemcsak foszfolipdekhez, hanem

heparinhoz is képes kotddni. A B2GPI sokoldalusagat példazza az is, hogy képes megkotni és
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megvédeni a trombint a heparinkofaktor II altali gatlastol. A B.GPI és a heparin kozotti
a heparinhoz, a nyitott egy nagysagrenddel nagyobb affinitdst mutatott a heparin irant.
Kolyada és mtsai. kimutattdk, hogy a heparin bar kotédik a B.GPI-hez, a kotddés nem a
foszfolipidk6td lizinoldallancokon keresztiil valosul meg, igy ezek miikodésére nincs
hatéassal. Elképzelhetd, hogy ez a koriilmény befolyasolja az APS-ben adott heparin- vagy
LMWH-terapia hatdsossagat és igy azok optimalis terapids dozisat is. Ez a kérdés azonban
tovabbi vizsgélatokat igényel, mivel a heparin a B2GPI-nek a véralvadasi faktorokkal a
foszfolipid felszinekért vald versengését, és az ilyen modon megvalosuld antikoagulans
hatasat nem akadalyozza meg, ugyanakkor a B2GPI a trombinlebomlds megakadalyozasaval
protrombotikus hatast fejt ki, igy nehéz lenne megjosolni, hogy a heparin doézisanak
valtoztatasaval melyik hatds érvényesiil jelentésebben.

erdsségét SPR-rel. Az vizsgalat szempontjabdl irrelevans ellenanyagokkal is elvégeztiik a
kisérletet a nemfajlagos kotddések kizarasa céljabol, ezekkel az ellenanyagokkal nem
kaptunk értékelhetd szenzorgramokat, ami arra utal, hogy a nemfajlagos kotddés
elhanyagolhatd mértékii. Mindkét konformacié kotédott az ellenanyagdhoz, a megfigyelt
kotddések erdssége a 1078 M tartomanyba esett mindkét konformacid esetében, amit forditott
allapotot, a legerdsebb Osszefiiggést a 2GPI I-es doménje ellen termelddott anti-B2GPI-nek
tulajdonitjak, amely kotddéséhez sziikséges az antigén nyitott konformacidja. Mivel az SPR-
csipek felszinén minden vizsgélat esetében ugyanannyi ligandum (anti-B.GPI) volt, illetve
ugyanolyan koncentracidban fecskendeztiik be az analitikumot (zart/nyitott B.GPI) a
mikroaramlasi celldkba, a szenzorgramok RU-értékeibdl levonhato az a kovetkeztetés, hogy
az ellenanyagok nagyobb mennyiségli nyitott P>GPI-et tudtak megkdtni, mint zartat.
Eredményeinket tovabb finomitotta volna az anti-B2GPI-DI ardnydnak meghatdrozasa a
mintainkban, ezek az eredmények azonban segithetnek még alaposabban megérteni a 3>GPI
miitkodésének részleteit.

A B2GPI élettani miikddésével kapcesolatban bar még szdmtalan tisztazando kérdés
van, a legtobbet mégis az antifoszfolipid szindromaban betoltott korélettani hatasardl tudunk,
mivel tobbek kozott az ellene termel6dd és vele reagald auto-ellenanyagokhoz és az altaluk
kivaltott hatdsokhoz kothetdk az APS korélettani folyamatai. Mar az APS 1983-as leirdsa

el6tt ismerték azt az onellentmond6 jelenséget, hogy ha egy beteg plazméja inkorrigabilis,
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foszfolipidfiiggd megnyuldst mutat az alvadasi tesztekben, akkor abban a betegben nem
vérzésre, épp ellenkezbleg trombdzisra lehet szamitani. A lupusz antikoagulans jelenségét az
antifoszfolipid ellenanyagok okozzak, viszont mivel azok egy heterogén csoportot képeznek,
nem egyértelmli, hogy melyik ellenanyag(ok) és milyen molekularis mechanizmus(ok)
felelos(ek) ezért az Osszetett hatdsért. Szamos klinikai és kisérletes eredmény utal arra, hogy
a B2GPI I-es doménjével reagald anti-B2GPI a koros antitest, és ez tehetd feleléssé a
trombozis fokozott kockazatéért.

APS-ben mar régdta megfigyelték, hogy fokozott trombingeneracid jellemzd a
betegségre, a protrombin Fi+» fragmentuma ¢és a fibrinopeptid A szintjének egyiittes
emelkedését irtdk le anti-KL-pozitiv. APS-es betegekben. Ezek a klinikai eredmények
azonban nem voltak elég meggy6zdek, mert fokozott trombingeneraciot csak alkalomszertien
tudtak kimutatni APS-ben. Kisérletes koriilmények kozott azonban mar sikeriilt bizonyitani,
hogy az APS-es betegekbdl szdrmazd anti-B2GPI dozisfiiggd modon képes fokozni a 1ézer
kivaltotta artérids trombozist egérmodellben. Az aPL-ek in vivo hatdsat egyéb
allatkisérletekben is bizonyitottdk mar, ahol szintén trombodzist fokozo hatasat irtak le.
Kisérleteinkben az anti-B>GPI koaguldciora kifejtett hatasat vizsgaltuk, hogy jobban
megértsiik a trombozist okozéd hatdsuk mechanizmusat. Ehhez APS-es betegek vérsavojabol
az ellenanyagok hozzdadasa utan. A tesztben 1 pM szoveti faktort hasznéaltunk, mert a
trombingeneracio-teszt ismerten érzékenyebb, amikor alacsonyabb mennyiségli szoveti
faktort alkalmazunk. Ezen koriilmények kozott jobban vizsgalhattuk az anti-B2GPI jol ismert
in vitro 1dényujtd hatdsat. Az LA-hatds mellett az anti-B2GPI trombinképzddést fokozd
hatasat is megfigyeltiik.

(FVLeciden) hordozokban a tiinetmentes egyének ETP-je nem kiilonbozik az egészségesekétol.
Vizsgalatinkban azt talaltuk, hogy a magas anti-B2GPI a heterozigota FVicigen-plazmaban is
a leggyakoribb 0roklott trombozishajlamban az aPL-ek jelenléte tovabb novelheti a
trombozis kockdzatat. Az anti-BoGPI egy masik, gyakori 6roklott trombozishajlamban, a
protrombint kodolé gén G20210A polimorfizmusdban (FIlga210a) 1is késleltette a
trombingeneraciot. Bar azt figyeltiik meg, hogy a cstcsérték és az ETP novekedni kezdett az
anti-B2GPI hatasara, statisztikailag szignifikdns hatdst nem sikeriilt kimutatnunk még a

legmagasabb ellenanyag-koncentracioban (500 U/ml) sem. Ezt magyarazhatja, hogy a
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Fllg20210a-plazméban taldltuk a legerdteljesebb, 79%-os latenciaidét nyujtdé hatast, ami a
prokoagulans hatast ellensulyozza, szemben a FVLciden- €s KK-ban talalt 34%-os és 21%-o0s
késleltetd hatassal.

Az APS-ben tapasztalhatdo aPL-szintek és a hozzajuk tartozé klinikai kép nagyon
valtoz6, akar 100 U/ml ellenanyagszint mellett is alakulhatnak ki trombotikus
szOvodmények, illtve kiugréan magas értékekkel is lehetnek a betegek tiinetmentesek. Emiatt
megvizsgaltuk, hogy az anti-B2GPI képes-e kifejteni az eddig tapasztalt hatasokat
alacsonyabb koncentraciotartomanyban is. Azt talaltuk, hogy a laboratdriumi pozitivitasi
hatart (20 U/ml) csupan 2-3-szor meghaladd aPL-értékek is képesek voltak a latenciaid6t
szignifikdnsan nyujtani, és emellett még az ETP-t is szignifikansan ndvelni, ami megegyezik
az in vivo tapasztaltakkal, miszerint az aPL koncentracidja nem feltétleniil fligg Ossze a
klinikai allapot sulyossagaval.

Az aPL-ek koaguléacios rendszerre kifejtett hatdsdnak magyardzatara tobb, egymast
kiegészitd elmélet és kisérletes eredmény sziiletett. Az egyik legrégebb ota ismert
mechanizmus, az APC-rezisztencia. Ezzel azonban az Aaltalunk 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.
Egyéb mechanizmusok, melyek viszont sejtmentes kornyezetben is szdmitasba johetnek, a
véralvadasi faktorokat, illetve az azokat szabalyozo rendszereket érintik. Ilyen lehet az
annexin-AS-rezisztencia, a fibrinolizis gyengitése vagy a szOvetifaktortitvonal-inhibitor
(TFPI) miikodésének gatldsa. Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a TG-
kisérleteinkben tapasztalt pro- és antikoagulans hatéast az anti-B2GPI milyen tutvonalakon fejti
ki, amihez KK-t és véralvadasifaktor-hianyos plazmat hasznaltunk. 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 inditoéreagens Osszetételébdl (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
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legalacsonyabb a FVII-hianyban volt. A hidnyplazméakban az IgG anti-B.GPI ellenanyag
hatdsa az idOparaméterekre és a mennyiségi paraméterekre elkiiloniilni latszott annak
megfelelden, hogy az extrinszik vagy az intrinszik Utvonal maradt ép a plazméaban. Az
extrinszik Ut karositdsakor az anti-B2GPI képes volt emelni a trombin mennyiségét, de a
latenciaidét nem tudta nyujtani, nem gy az intrinszik Ut karosodasakor, ahol az ellenanyag
képes volt késleltetni, de a trombin mennyiségi novekedése elmaradt. Ez az eredmény arra
enged kovetkeztetni, hogy az anti-B.GPI 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.

Tobb kisérlettel is igazoltdk, hogy az anti-B2GPI hatdsanak kialakuldsahoz sziikséges
maga a ligandum, a BoGPI 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 terveztiikk meg kisérleteinket, melyekben a 32GPI szintjét
emelve vizsgaltuk a ligandum befolyasolo hatasat az anti-BoGPI TGT-ben kifejtett hatasara.
Azt kaptuk, hogy a B2GPI magasabb koncentracioi képesek mérsékelni az anti-B2GPI 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 B2GPI/anti-B2GPI komplex kozott
versengés alakul ki a koagulacidoban 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 hatasahoz, mikropartikuldkat tavolitottunk el a KK-bol, és a
mikropartikula-depletalt plazmahoz adtuk hozzd az anti-BoGPl-et. A reagens-Osszetétel
megfelelt a KK-ban hasznéltéval (1 pm TF, 4 um PL), ekkor azonban nem kaptunk
kiilonbséget a KK-ban és az MDP-ben tapasztalt anti-B>GPI-hatasok kozott. Azért, hogy a
rendszer érzékenyebb legyen az FL-koncentraciora és az MP-k jelenlétére, csokkentettiik a
tartalma nem fedte el a KK és az MDP foszfolipid-koncentracioja kozotti kiillonbséget, és

MP-k jelenlétében az anti-BoGPI sokkal magasabb csucsérték-emelkedést valtott ki, mint
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azok hidanyaban. Ez a kisérlet is meger0siti azt az elképzelést, hogy az anti-B.GPI egyszerre,
egymastol fliggetlen, pro- és antikoagulans hatést fejt ki; magasabb FL-koncentracié mellett
az antikoagulans hatds elnyomja a prokoagulanst, alacsony FL-koncentracié mellett azonban
a prokoagulans tud érvényesiilni, és TGT-ben a cstcsérték drasztikusan megemelkedik.

A keringésben taldlhaté mikropartikuldk legnagyobb mennyisége sejtaktivaciobdl,
elsésorban vérlemezke-aktivaciobol szarmazik. Ugy tiinik, hogy az aPL-ek hemosztazisra
gyakorolt hatasa és az MP-k befolyasold hatasa két egymasba szovodo folyamat, mivelhogy
az aPL-ek sejtaktivacios készségét mar szdmos kozlemény kozvetlen és kozvetett modon is
bizonyitotta mind in vivo, mind in vitro. Vizsgalatainkban szintén megprobaltuk bizonyitani
az anti-B2GPI vérlemezkeaktivald hatasat, egyben a ,,két csapas” elméletet, miszerint az aPL-
ek jelenléte onmagaban csak megengedd tényezdje a fokozott trombdzishajlamnak. Mind a
vérlemezkék aktivaciojat kozvetleniil kimutatd P-szelektin-kifejezddési vizsgalatban, mind az
aktivaciot kozvetetten, a vérlemezke-fehérvérsejt aggregatumokat meghatarozo vizsgéalatban
azt tapasztaltuk, hogy az anti-foGPI jelenléte Onmagidban nem elegendd inger a
sejtaktivaciohoz, azonban egy kozvetlen aktivacios dgens hatasat, a TRAP-ét képes volt
fokozni koncentraciofiiggd modon. Allatkisérletek, in vivo eredményei is alatdmasztjak a , két
csapas” elméletet, miszerint az aPL-ek intravénas befecskendezése nem kozvetlen kivaltoja,
hanem fokozo6 tényezdje a trombosisnak.

Kisérleteinkkel bemutattuk és igazoltuk a B2GPI véralvadasban kifejtett kiilonb6zo
¢lettani hatasait. Sikeriilt kimutatnunk az aPL-ek &ltal kifejtett paradox hatast, miszerint
egyszerre anti- ¢és prokoaguldns hatassal is birnak, ami a trombin képzddésének
iddébeliségében és mennyiségében mutatkozott meg. Ezt a kettds hatast sikertilt elkiilonitve is
bemutatnunk, kiilon koagulaciés ttvonalakhoz rendelve a két eltérd miikodést. Ezekkel az
eredményekkel egy ujabb képkockdja rajzolodott ki az B2-glikoprotein-I élettani hatdsainak
¢s az antifoszfolipid szindroma korélettandnak. Még ma is szdmos alapvetd kérdés
megvalaszolatlan az antifoszfolipid szindromaval kapcsolatban. A PubMed adatbazisa
alapjan az antiphospholipid syndrome keres6sz6 alatt tobb mint 14.400 kdzlemény jelent meg
1977 és 2021 kozott, ami tetemes mennyiségli ismeretet feltételez. Ez azonban valdsziniileg
csak a jéghegy csucsa, amit jol jellemez az is, hogy a 2018-as dublini ISTH SSC konferencia
Lupus Anticoagulant vitaféruman Vittoro Pengo, az antifoszfolipid szindréma egyik neves
kutatdja azt mondta hallgatésaganak: ,,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/szereplék maig tisztazatlanok. Ismert, hogy antifoszfolipid
szindromaban artérids ¢és/vagy vénas trombozis, illetve terhességi szovédmények
alakulhatnak ki. Ezek a korfolyamatok bizonyitott dsszefiiggésben allnak az antifoszfolipid
szindroméban kimutathat6 auto-ellenanyagok jelenlétével, illetve egy az ezen ellenanyagok
altal kifejtett paradox hatdssal, a lupusz antikoagulanssal. A lupusz antikoagulans (LA)
pozitivitasa in vitro antikoagulans, in vivo protrombotikus kovetkezményekkel jar, azonban
ennek az Onellentmondé hatdsnak a molekuldris hatterére eddig még nincs egyértelmii
magyarazat.

Célul tiztik ki az LA-jelenség vizsgélatat, illetve az anti-B.GPI
(anti-PB2-glikoprotein-1) korélettani és az antifoszfolipid szindréma kozponti molekuldja, a
B2GPI élettani miikodésének vizsgalatdt. 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-BoGPI-nek szerepe van az LA-hatés
kialakulasadban, melynek mind az antikoagulans, mind a protrombotikus dsszetevdit ki tudtuk
mutatni trombingeneracios vizsgalattal. A trombingeneraciod-tesztekbdl nyert eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a két ellentétes hatas két kiilonb6zd koagulacids utvonalon
keresztiil valosul meg. A B2GPI hatésait sikeriilt 6sszefliggésbe hoznunk a molekula mar
eddig is ismert konformdacidvaltozasaival, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a nyitott

konformaciot tekinthetjiik a biologiailag aktivnak.
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7. AZ ERTEKEZES UJ EREDMENYEI, MEGALLAPITASAI, KLINIKAI JELENTOSEGE

A po-glikoprotein-1 (>GPI) élettani és korélettani hatdsdra vonatkozo uj megallapitdsok:

A B2GPI nyitott konformacidja statisztikailag szignifikansan nyujtja a foszfolipidfiiggd
alvadasi idoket, melyek koziil a protrombinidd alkalmas a biologiailag aktiv (nyitott) és
inaktiv (zart) konformacié elkiilonitésére.

A B2GPI konformaciotdl filiggetleniil kotdédik a heparinhoz, azonban a nyitott
konformacid egy nagysagrenddel nagyobb affinitdst mutat a heparin irnt.

crer

amelyek nagyobb mennyiségili nyitott B2GPI-et képesek megkotni.

Az anti-Po-glikoprotein-I (anti-B>GPI) korélettani hatdasdra vonatkozo uj megallapitdsok:

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

Az anti-B2GPI a prokoaguldns hatdsit az intrinszik, az antikoagulans hatasat az
extrinszik utvonalon fejti ki.

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

Az anti-BoGPI altal kifejtett hatast befolyasolja a plazma foszfolipid-koncentracidja.
Alacsony foszfolipid-koncentracidé mellett erdsebben érvényesiil az anti-B2GPI
protrombotikus hatésa.

Az anti-B2GPI éaltal kifejtett vérlemezke-aktivacios hatas megfelel a két csapas
elméletnek, miszerint a vérlemezkék fokozott aktivacidjahoz az ellenanyag jelenléte csak
megengedd tényezo, a fokozott aktivacid kialakulasahoz sziikséges valamilyen kozvetlen

aktivalo agens.
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