Az OTKA kutatdsi projekt soran antifoszfolipid szindréma (APS) pathomechnizmusara
vonatkozo Uj megallapitasokat igyekeztiink tenni. Valamennyi fentebb felsorolt témakérben
az eredményekrdl in extenso nemzetkdzi publikacidk szilettek, (6sszesen 7 db) melyekben
egyetlen publikacid kivételével a kutatas vezetGje a szenior szerz6 vagy a levelez6 szerz6.

Osszefoglalas:

Az antifoszfolipid szindroma leirasa 6ta maig nagy kérdés, hogy az antifoszfolipid antitestek
(aPL) milyen mechanizmussal okozzdk az egymasnak ellentmondd klinikai protrombotikus
tlineteket és a laboratériumi antikoaguldns eltéréseket. A tlinetek kialakuldasahoz vezet6
eseményeket a ,két csapas” elmélet irja le, mely szerint az aPL-ek jelenléte (elsé csapas)
szubklinikai protrombotikus allapotot, lappangd veszélyt jelent. Az aPL-ek prokoagulans
allapotot el6idézve el6készitik a terepet egy esetlegesen megjelené protrombotikus inger
(masodik csapas) szdmara, amelynek mar csak annyi a dolga, hogy ,,meghuzza a ravaszt”. A
leggyakoribb, masodik csapasnak szamitd ingerek kozé tartoznak a fert6zések, miitétek
(atmeneti bakterémia) sebgyodgyulas vagy barmely olyan folyamat, amely az immunrendszert
védekezésre kényszeriti.

Az APS egyik legfontosabb autoantigénje, a [3:-glikoprotein-l-et (.GPl) vagy mds néven
apolipoprotein H-t (apoH). A B.GPI egy 45-50 kDa (meghatdrozdsi mddszertdl fligg) méretd,
erésen glikozilalt szérumfehérje, amely kb. 200 mg/I koncentracidéban van jelen a keringésben.
A molekula 6t egymads utan gyongysorszerlen kapcsolddé doménbdl all. Az irodalomban mar
kordbban leirtdk, hogy a B.GPI konformdacidja zartbdl (A panel) nyitotta (C panel) — és vice
versa — alakithaté a fehérjét tartalmazé olddszer pH-értékének és NaCl-koncentracidjanak
kiilonb6z6 irdnyd és mérték( valtoztatdsaval.
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kontrasztozassal |athatéva tettik, amivel sikerilt bizonyitanunk a zaré- és nyitdpufferes
kezelés hatdsossagat. Az elektronmikroszkdpias felvételeken egyértelmlen tudtuk
azonositani a gylrd alakd zart (A panel, 150 000x-es nagyitds) és a palcika alaku nyitott
konformaciéju (B panel, 120 000x-es nagyitds) [.GPl-et. A kezelés hatékonysaganak
szamszer(isitéséhez a P2GPlzart és @ B2GPlyyitorr mintaban 3-3 1atétérben megszamoltuk a zart
molekuldkat. A B2GPl.sx mintaban 6sszesen 103, a B2GPlyyitort-ban 3 db zart konformacidju
B2GPl-et taldltunk, ez alapjan ezt a mddszert igen hatékonynak itéltik.
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A kisérleteink soran elvégzett alvadasiid6-tesztek kett8s szerepet toltéttek be: elsésorban a
B2GPI két konformacidjanak fibrinképz6désre kifejtett hatasat szerettiik volna vellk vizsgalni,
masodsorban a konformacidatalakitds hatasossagat megerdsit6 tesztként is szolgdltak. Két
alvadasi szlrétesztet hasznaltunk: az aPTI egy a mindennapi gyakorlatban haszndlt alvadasi
szlir6teszt, amelyben kontaktaktivatort, foszfolipideket és Ca%-t hasznalnak az alvadas
beinditasara, mig a Pl egy olyan szlr6teszt, melyben a fibrinképz6dést kontaktaktivator
helyett szoveti faktorral valtjak ki; ennek megfelel6en az aPTl-vel az intrinszik, mig a Pl-vel az
extrinszik koagulacids utvonalat vizsgaljuk.

A hAPTI-tesztben (A panel) a B2GPl.4r 6,6%-kal (P < 0,001), a B2GPlnyitor: még tovabb, 6sszesen
18,5%-kal (P < 0,001) névelte meg a fibrinképz6dés idejét a kontrollhoz képest. A Pl-tesztben
(B panel) a B2GPl.sr-nak elhanyagolhatd hatdsat tapasztaltuk, ellenben a B2GPlayitorr €8y igen
erGteljes hatdst valtott ki: a PI-t 105%-kal (P <0,001) novelte 55,7 s-rél 114,1 s-ra.
Eredményeink alapjan a .GPI nyitott formaja megkozelitéleg husszor erésebb hatdst fejtett
ki az extrinszik koagulaciés utvonalra, mint a 3,GPI zart formaja.
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Az alvaddsiid6-tesztekkel ellentétben a TGT-nek az az el6nye, hogy a koaguldcids folyamat
alatt keletkezett trombin mennyiségét képes mérni, ami a trombin véralvadasban kifejtett
pleiotrép hatasa miatt globdlisabb képet ad a véralvadasi allapotrdl.

Az alvaddsi tesztekben tapasztalt hatashoz hasonléan a [,GPl —mindkét konformdcidja,
mindkét koncentraciéban— enyhe idGbeli nyujté hatdst fejtett ki: a B2GPlayitorr 30 pg/ml
koncentracidban 4,1%-kal nyljtotta meg a latenciaid6t, bar ez a valtozas statisztikailag nem
volt szignifikdns. Az ETP, a TGT alatt mért teljes trombinmennyiség is enyhe emelkedést
mutatott, de statisztikailg ez sem volt szignifikansan magasabb a kontrollértékekhez képest.



Vizsgalatainkban el8szo6r anti-B.GPl-et kotottink SPR-csip felszinére, és [2GPlzt-at és
B2GPlnyitort-at injektaltunk a mikrodaramlasi cellaba hat kiilénbz8 koncentracidban.

A nyitott és zart formdanak hasonlé disszociacids egyensulyi allandéit kaptuk: bar mind a
B2GPlzsrt, mind @ P2GPluyitorr @z anti-P2GPl-hez erds affinitdst mutatott (Kq-értékei rendre
5,17 x 108 M és 7,18 x 108 m, a két eredmény kdz6tt nem volt statisztikailag szignifikans
kilonbség. Bal oldali mutatja zart (A) és nyitott B) ligand két6dést. A B.GPI és heparin kozotti
kolcsdnhatas vizsgdlatdhoz a felszinén heparint kétott SPR-csipet hasznaltunk, majd B2GPlyar-
at és P2GPlyyitor-at 6-6 kilonbdz6 koncentracidban injektdltunk a mikrodramlasi cellaba.
Vdrakozasainknak megfelel6en a B2GPI jelentds affinitdst mutatott a heparinhoz (jobb oldali 2
panel), és statisztikailag szignifikans kiilonbség nélkil, a nyitott konformacidnal (B panel) egy
nagysagrenddel erésebb (Kq=2,98x 1077) affinitdst taldltunk a zarthoz (A panel)
(Ka = 3,50 x 107) képest.

A kutatasunkhoz az APS-ben szenved6 betegekt6l mintagy(ijtést a Tudomdnyos és
Kutatasetikai Bizottsag Egészséglgyi Tudomanyos Tandcs engedélyével (engedélyszam:
45368-1/2017/EKU) végeztik, azzal a céllal, hogy tiszta formaban el§allitsuk az anti-B,GPI
antitesteket in vitro kisérleteinkhez.

A kisérleteinkbe bevalogatott betegeket két csoportba oszthatjuk: (i) antifoszfolipid szindré-
mdsok, akik vérsavéjabdl IgG anti-B.GPI ellenanyagot tisztitottunk, (ii) az V-6s véralvadasi
faktor Leiden-mutacidjat heterozigéta formdban hordozé (FVieiden), Vagy a protrombin gén
G20210A polimorfizmusat heterozigéta formaban hordozd (Fllg202104) egyének, akik vérplaz-
mdjat trombingenerdcids vizsgdlatainkban haszndltuk. Az IgG anti-B.GPI ellenanyagok
tisztitdsahoz az APS-es betegek bevalogatasi szempontjai a kovetkezd6k voltak: LA-pozitivitas,
anti-KL-pozitivitas és anti-B,GPI-pozitivitds —az utdbbi szintje meghaladja a szeropozitivitasi
referenciahatar (20 U/ml) 25-sz6rosét.

Az anti-B.GPI kevert kontrollplazma trombingeneracidjara kifejtett hatasat alacsony (15—
125 U/ml) és magas (125-500 U/ml) koncentracidtartomdanyban is vizsgaltuk. A reakciot 1 pm
TF-fel és 4 um FL-lel inditottuk be. Alacsony koncentracidtartomanyban a lupusz
antikoaguldns alvadasi id6t nyujté hatdsanak megfelel6en az anti-B.GPI a latenciaid6t 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 fokozédott (8,13 min; P < 0,001) (A panel). Ezzel ellentmonddsos médon viszont
az ellenanyag a mennyiségi paraméterekben névekedést okozott: bar a csucsértékben is
lattunk némi emelkedés, 31 U/ml anti-B.GPI szignifikdnsan, 1496 nM x min-rél 1619 nm x min-
re (P < 0,01) ndvelte a teljes reakcio alatt keletkezett trombin 6sszmennyiségét (C panel).
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A magasabb koncentraciétartomanyban végzett kisérletben az id6paraméterre valé hatasban
az el6z6 méréshez hasonl6 eredményeket kaptunk: 125 U/ml anti-B.GPl mar szignifikansan
nyujtotta a latenciaidét mely az A panelen lathato (P < 0,01), amely hatds 500 U/ml-nél még
er6sebbnek mutatkozott (P < 0,001). Az anti-2GPIl mennyiségi paramétereket névelS hatasat
magasabb koncentracidknal is sikeriilt kimutatni, azonban itt az ellenanyag az ETP-re nem volt
hatassal, viszont a csucsértéket 500 U/ml-nél szignifikdnsan novelte (P <0,05) mely a B-
panelen lathato
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Megvizsgdltuk, hogy a B.GPI koncentraciéjanak valtozasa hogyan befolydsolja az anti-B.GPI
trombingenerdaciora kifejtett hatasat. [.GPl-et 200-1000 ug/ml végkoncentracidban és
anti-B,GPl-et 15-125 U/ml végkoncentracidban kevert kontrollplazmahoz adtunk, majd a
trombingeneraciot 1 pm TF-fel és 4 um FL-lel inditottuk be.

A B2GPl befolyasolé hatdsat leginkabb az ETP-re valé hatdsaban I[attuk. A kordbbi
eredményekhez hasonléan az ellenanyag novelte az ETP-t, ami a 31 U/ml-nél volt a
legkifejezettebb, viszont a B.GPI koncentracidjanak egyidejd névekedésével az anti-3.GPI ETP-
novel6 hatasa csokkenni latszott, 1000 ug/ml esetében mar minden ellenanyag-
koncentracional.

Az eddig bemutatott hatasokért felel6s mechanizmus(oka)t is vizsgaltuk, amihez FVII-, FIX- és
FXI-hidnyos plazmat hasznaltunk. A plazméakhoz 500 U/ml végkoncentracidban anti-B.GPI-et
adtunk. A faktorhidnyos plazmaknak a trombingeneracidja jelent6sen gyengébb az egészséges
plazmaéhoz képest, 1 pm TF-fel nem kaptunk reprodukalhaté trombogramot, ezért ebben a
kisérletsorozatban magasabb koncentracioju, 5 pm TF-fel és 4 um FL-lel inditottuk be a
trombingeneraciot.

A latenciaid6 a KK-ban (A-panel), a FIX- és FXI-hidnyos plazmaban kontrolljaiban hasonléak
voltak, viszont a FVII-hidnyos plazmaban értheté mddon (mivel széveti faktorral inditjuk be a
reakcidt) latvanyosan hosszabb idét vett igénybe, hogy elinduljon a trombingeneracié. A FIX



és a FXI hidnya nem befolydsolta az anti-B>GPI latenciaid6t nyujtd hatdsat, viszont a FVII-
hidnyos plazmaban az idényujtd hatas teljesen elmaradt.

A csucsérték (B-panel) mindharom faktorhianyos plazmaban jelent6sen alacsonyabb a KK-hoz
képest. Az anti-B.GPI a KK-ban egy igen kifejezett emelkedést okozott a csucsértékben, amit
részben a FVII-hidnyos plazmaban is latunk, ellenben az intrinszik Utvonalhoz tartozé faktorok
hidnyaban ez a csucsértéket fokozd hatas elmaradt, sét enyhe csékkenés volt megfigyelhetd.
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A vérlemezkék anti-B,GPI kivaltotta aktivacidjanak vizsgdlatdahoz kozvetlen és kozvetett
vizsgaldomaddszereket hasznaltunk. A , két csapds” elméletet alatdmasztandd, a vérlemezkéket
egyszerre inkubdltuk anti-B,GPI-gyel és egy mdr ismert aktivalé dgenssel, TRAP-pal, amely a
trombin receptoron keresztil erés aktivacids ingert jelent a vérlemezkéknek. A TRAP-ot olyan
(szupraminimalis) koncentracidban alkalmaztuk, amely tallépi az aktivacidhoz szikséges
kiiszobkoncentraciot, de a lehet§ legkisebb mértékl vérlemezke-aktivaciot valtja ki, ez
el6kisérletek alapjan 10 um-nak adddott.

Amikor a vérlemezkéket (A-panel) csak anti-B.GPI-gyel inkubaltuk, a P-szelektin-kifejez6dés
nagyon hasonlé volt a kontroll értékhez (1,3%), hasonldan a vérlemezkéknek a monocitakkal
(5%) és a granulocitakkal (9%) képzett heterotipikus aggregatumainak aranya jelentéktelen
kilonbséget mutatott kontrollértékhez képest. A szupraminimalis TRAP-koncentracio,
ahogyan ez vérhaté volt, a P-szelektin-pozitiv vérlemezkék aranyat enyhén noévelte (7,9%),
hasonldéan a vérlemezke—-monocita aggregdtumok aranyat (16%). Annak ellenére, hogy az
ellenanyag 6nmagaban nem valtott ki aktivaciét, a TRAP hatdsat el6segiteni latszik, az
anti-B2GPI koncentracidjanak novelésével a TRAP-hatas is fokozédik mind a P-szelektin-
kifejez6désben (5 pg/ml anti-B.GPI: 20%, 10 pug/ml anti-B,GPI: 25%) (lasd, B-E panelek), mind
a vérlemezke—monocita (5 pg/ml anti-B2GPI: 35%, 10 ug/ml anti-B,GPI: 46%) (G-J panelek),
illetve a vérlemezke—granulocita aggregatumok (K-N panelek) (5 ug/ml anti-B.GPl: 16%,
10 pg/ml anti-B2GPI: 24%) képz&désében.
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F6bb megallapitasainkat részletesen bemutaté publikacidk:

- Az APS kardiovaszkularis szévédményeinek kialakuldsa (Loczi L et al, Kardiol Pol, 2019).

-Az APS-ben kimutathaté antifoszfolipid antitestek (aPL) és ligandjuk interakcidjanak
elemzése. (Szabo G et al, ) Immunol Methods, 2020)

-Az aPL funkcionadlis vizsgalatai (Szabo G et al, Seminars in Thromb Haemost, 2021).

-Az aPL prothrombotikus hatdsainak részletes vizsgdlata (Szabo G et al, Thromb Res, 2021)

-A sulyos APS-ben hasznalt kezelés (bortezomib) prothrombotikus hatdsa (Ghansah H et al, Int
J Mol Sci, 2021)

-Egyéb hematoldgiai korképekben hasznalt kezelések prothrombotikus hatdsainak vizsgalata

(Beke Debreceni | et al, Int J Mol Sci, 2019, Mezei G et al, Anticancer Res, 2021)



