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REZIME

Antifosfolipidni sindrom (APS) je autoimunsko oboljenje koje klinicki
karakteriSe ponavljana pojava tromboze i/ili poremecaji u trudno¢i, a seroloski prisustvo
antifosfolipidnih antitela (aPL). Prisustvo aPL predstavlja najces¢i steCeni faktor rizika
za gubitak trudnoce i komplikacije u trudnoc¢i. Smatra se da je glavni antigen u APS 3,-
glikoprotein I (B.GPI), evolutivno konzerviran protein, koji je po sekvenci i
konformaciji slican velikom broju proteina mikrobskog porekla. Do nedavno se
smatralo da su tromboza i inflamacija u placenti najznacajniji mehanizmi kojima aPL
ostvaruju patoloski uticaj na tok i ishod trudnoce, ali novija saznanja ukazuju da aPL
antitela direktno uticu na proces placentacije.

U ovom radu je ispitivan uticaj imunoglobulina sa specifi¢nos¢u znacajnom za
antifosfolipidni sindrom na ekstravilusni trofoblast coveka in vitro. Studija je obuhvatila
ispitivanje efekata poliklonskih aPL koja su preciS¢ena iz seruma pacijenata sa APS i
monoklonskog antitela 26 (MAb 26) prema tetanus toksoidu, koje poseduje i
specifiénost prema B,GPI. Time je omoguceno bolje razumevanje uloge heterogene
populacije aPL koja je prisutna u serumu pacijenata, kao i antitela jasno definisane
specifi¢nosti prema B,GPI u procesima koji dovode do defektne placentacije.

Ispitivanjem in vitro uticaja imunoglobulina sa specificno$¢u znac¢ajnom za APS
na invazivnost ekstravilusnog trofoblasta ¢oveka, testom celijske invazije u Matrigel,
pokazano je da aPL+ IgG i MAb 26 smanjuju invazivnost trofoblasta. Uoceni efekat
nije bio posledica smanjene vijabilnosti i proliferacije ¢elija, niti povecane apoptoze.
Oba ispitivana antitela su uticala na ekspresiju karakteristi¢nih proteina koji imaju ulogu
u celijskoj invazivnosti. Efekat aPL+ IgG na trofoblastnu invaziju je posredovan
inhibitornim delovanjem na matriksnu metaloproteinazu (MMP)-9, integrinske
subjedinice oy, as i B; i sekretovani galektin-1, dok MAb 26 svoje efekte ostvaruje
inhibitornim delovanjem na MMP-2 i -9, a; subjedinicu integrina i galektin-1.

Vezivanje aPL+ IgG i MADb 26 za ekstravilusnu trofoblastnu celijsku liniju
HTR-8/SVneo, kao i vezivanje MAb 26 za citotrofoblast (CT) izolovan iz placente
prvog trimestra, je potvrdeno imunocitohemijskom analizom. Ispitivana antitela se
vezuju za celije trofoblasta i u odsustvu egzogenog B>GPI i drugih faktora prisutnih u

fetalnom teleCem serumu, ukazujué¢i na ekspresiju endogenog B,GPI ili jo§ uvek



nedefinisanog receptora koji bi mogao da direktno vezuje antitela. Iz literature je
poznata internalizacija aPL u pojedine celijske tipove (endotelne celije, makrofage,
sinciciotrofoblast), Sto predstavlja nov koncept na osnovu koga bi aPL mogla ostvariti
patoloski efekat. Analiza HTR-8/SVneo ¢elija nakon inkubacije sa aPL+ IgG 1 MAD 26
je pokazala lokalizaciju antitela unutar celija. Broj celija kod kojih se uocava
intracelularna lokalizacija imunoglobulina, kao i intenzitet bojenja, u direktnoj je
korelaciji sa duzinom trajanja inkubacije. Internalizacija MAb 26 u HTR-8/SVneo celije
je aktivan proces koji zavisi od temperature na kojoj se inkubacija odvija, Sto ukazuje na
endocitozu kao mogu¢i mehanizam internalizacije antitela. Sa druge strane, odsustvo
internalizacije imunoglobulina koji su koris¢eni kao kontrola (aPL- IgG i mlgG)
ukazuje da proces internalizacije verovatno nije posredovan Fc receptorom. Nije uocena
zavisnost od tipa ekstravilusnih trofoblastnih celija za internalizaciju MAb 26.
Ispitivanje lokalizacije MADb 26 u odnosu na odeljke unutar celije, primenom
odgovarajucih markera, je potvrdilo unutaréelijsko prisustvo MAb 26. Nakon 2 h
najveca blizina u detektovanim signalima kod dvojnog bojenja je uo¢ena za MAD 26 i
kaveolin-1, kao i klatrin, $to ukazuje na lokalizaciju MADb 26 neposredno uz ¢elijsku
membranu.

Dobijeni rezultati predstavljaju napredak u razumevanju mehanizama i molekula
ukljucenih u patoloske promene placente pod delovanjem aPL. Pored toga, bioloski
efekat izazvan koris¢enim anti-f,GPI antitelom, obzirom na nacin njegovog nastanka

posredstvom molekulske mimikrije, otvara nove pravce u istraZzivanju autoimunosti.
Kljuéne reci: antifosfolipidna antitela, anti-f3,-glikoprotein I antitela, B,-glikoprotein I,
antifosfolipidni sindrom, placenta, molekulska mimikrija, izolovani -citotrofoblast,
HTR-8/SVneo, ¢elijska invazija, internalizacija.
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ABSTRACT

Antiphospholipid antibody syndrome (APS) is an autoimmune multisystemic
disorder clinically characterized by recurrent thrombosis and pregnancy morbidity, and
presence of antiphospholipid antibodies (aPL) in sera of affected individuals. Presence
of aPL is the most common acquired risk factor for pregnancy loss and pregnancy-
related  complications. Main antigen in APS is  By-glycoprotein I
(B2GPI), an evolutionarily conserved protein, which shows similarity in sequence and
conformation with a number of microbial proteins. Until recently, thrombosis and
inflammation were thought to be the main aPL related mechanisms leading to
complications in pregnancy. More recent findings, however, indicate that aPL can exert
direct effects of on placentation.

This research was conducted to investigate the effects of immunoglobulins with
specificity significant for APS on human extravillous trophoblast in vitro. The study
included polyclonal aPL derived from APS patients (aPL+ IgG) and monoclonal
antibody 26 (MADb 26) raised to tetanus toxoid with additional B,GPI specificity,
originating from conformational similarity between tetanus toxoid and 3,GPI.

Effects of immunoglobulins with specificity important for APS on human
extravillous trophoblast invasion in vifro were investigated using Matrigel invasion
assay. The test showed that both aPL+ IgG and MAb 26 induce a decrease in
trophoblast invasiveness, which did not result from a change in cell viability,
proliferation, or apoptosis. Both antibodies, however, did affect the expression of
characteristic proteins that are known to act as mediators of cell invasion. The aPL+ IgG
induced decrease in trophoblast invasiveness was accompanied by reduction in matrix
metalloproteinase (MMP)-9, integrin subunits o, a5 and B;, and in levels of secreted
galectin-1. Similarly, the inhibitory effect of MAb 26 on trophoblast invasion was
accompanied by a decrease in MMP-2 and -9, integrin subunit o;, and galectin-1
expression.

Immunocytochemistry revealed binding of both aPL+ IgG and MAb 26 to
extravillous trophoblast cells. The observed binding was persistent in the absence of
exogenous B,GPI and other factors derived from fetal calf serum used for cell culture.

That implies expression of endogenous >GPI, or putative receptor(s) that can bind aPL



directly. Internalization of aPL in to various cell types (endothelial cells, macrofages,
syncitiotrophoblast) has been reported, and represents a novel mechanism of aPL
induced effects. Analysis of both types of trophoblast cells following incubation with
aPL+ IgG and MAb 26 revealed intracellular localization of the antibodies in some of
the cells. Number of cells with intracellular localization of the antibodies, as well as the
staining intensity, positively correlated with the duration of incubation. MAb 26
internalization into HTR-8/SVneo cell was active and temperature dependent process
indicating involvement of endocytosis. The absence of significant internalization of
immunoglobulins used as control (aPL- IgG or mIgG) implies that the process was not
Fc receptor mediated. No cell type specific difference was observed in the
internalization of MAD 26. Further analysis of MAb 26 cell localization, using confocal
microscopy and specific markers of cell compartments, confirmed the intracellular
presence of MAb 26. After 2 h of exposure the highest proximity of the signal to the
MAD 26 was determined for caveolin-1 and clathrin coated vesicles, indicating that
MAD 26 localizes near inner side of cell membrane.

The original results presented in this study contribute to the understanding of the
mechanisms and molecules that may be involved in defective placentation induced by
aPL. In addition, the effectiveness of anti-B,GPI antibody used, likely derived through

molecular mimicry, opens new avenues in research of autoimmunity.

Key words: antiphospholipid antibodies, anti-f,-glycoprotein 1 antibodies, f»-

glycoprotein I, antiphospholipid syndrome, placenta, molecular mimicry, isolated

cytotrophoblast, HTR-8/SVneo, cell invasion, internalization.
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SKRACENICE

ABC - avidin biotin peroksidazni kompleks

aCL - antikardiolipinska antitela

APC - antigen prezentujuée éelije

aPL - antifosfolipidna antitela

aPL+ IgG - imunoglobulini izolovani iz seruma pacijenata sa antifosfolipidnim
sindromom

aPL- IgG - imunoglobulini izolovani iz seruma zdravih davalaca krvi, neimuni IgG
APS - antifosfolipidni sindrom

BeWo - horiokarcinomska ¢elijska linija BeWo

BSA - govedi serumski albumin

CCP - proteini koji ucestvuju u kontroli komplementa

CELISA - imunoenzimski test na ¢elijama

CK - citokeratin

CMV - citomegalovirus

cPLA - citosolna fosfolipaza A2

CT - citotrofoblast

DAB - 3, 3’ diamino benzidin tetrahidrohlorid

DAPI - 4', 6-diamidino-2-fenilindol

DEPC - dietilpirokarbonat

DMEM/F12 - Dulbecco-va modifikacija Eagle-ovog medijuma sa Ham-ovom
hranljivom meSavinom

EGF - epidermalni faktor rasta

EVT - ekstravilusni trofoblast

FCS - fetalni tele¢i serum

Gal - galektin

H,0, - vodonik peroksid

HB-EGF - heparin-vezujuéi epidermalnom faktoru rasta-sli¢ni faktor rasta
HBYV - virus hepatitisa B

hCG - humani horionski gonadotropin

HCV - virus hepatitisa C



HGF - faktor rasta hepatocita

HIV - virus humane imunodeficijencije

HLA - humani leukocitni antigen

HRP - peroksidaza iz rena

HPL - humani placentni laktogen

HTR-8/SVneo - humana ekstravilusna trofoblastna ¢elijska linija
ICAM-1 - intracelijski adhezioni molekul-1

Ig - imunoglobulin

IGF - insulinu-sli¢an faktor rasta

IL - interleukin

IRAK - kinaza aktivirana receptorom za interleukin-1

iRNK - informaciona ribonuklinska kiselina

JAr - horiokarcinomska c¢elijska linija JAr

Jeg3 - horiokarcinomska ¢elijska linija Jeg3

LA - lupus koagulans antitela

LBPA - lizobisfosfatidna kiselina

LPS - lipopolisaharid

MAD 26 - anti-tetanus toksoid antitelo 26 sa specificnos¢u prema beta-2-glikoproteinu I
MAPK - mitogen-aktivirana protein kinaza

MHC - glavni kompleks tkivne kompatibilnosti

MMP - matriksna metaloproteinaza

MTT - 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolium bromid
MyD88 - faktor mijeloidne diferencijacije 88

NF«B - nuklearni faktor kB

PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza

PBS - fosfatni pufer

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze

PP - ponavljani pobacaji

RPMI 1640 - medijum za gajenje HTR-8/SVneo ¢elija

RT-PCR - lan¢ana reakcija polimeraze nakon reverzne transkripcije

RQ-PCR - PCR u realnom vremenu



SDS- natrijum-dodecil-sulfat

SLE - sistemski lupus eritematosus

ST - sinciciotrofoblast

STAT - signalni transducer i aktivator transkripcije
TF - tkivni faktor

TGEF - transformisuci faktor rasta

TIMP - tkivni inhibitor matriksnih metaloproteinaza
TLR - Toll-sli¢ni receptori

TNF - faktor nekroze tumora

TTd - tetanus toksoid

VCAM-1 - vaskularni ¢elijski adhezioni molekul-1
VCM - vanéelijski matriks

VT - vilusni trofoblast

VZV - varicela zoster virus

B2GPI - beta-2-glikoprotein I
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1.1. Autoimunost

Imunski sistem se sastoji od ¢elija i molekula uklju¢enih u odbranu organizma
od stanih substanci, prvenstveno mikroorganizama. Sposoban je da prepozna i pokrene
odgovor na ogroman broj raznovrsnih stranih antigena, uz odrzavanje tolerancije prema
sopstvenim antigenima. Razlikovanje imunogena (uglavnom antigeni mikrobskog
porekla) od tolerogena (sopstveni antigeni) zavisi od prirode antigen-specificnog
limfocita, prirode antigena i nacina na koji je prezentovan imunskom sistemu (Janeway,
1992). Neophodno je razlikovati pojam autoimunskog oboljenja od autoreaktivnosti i
autoimunosti. Odredeni bazalni nivo autoreaktivnosti je uvek prisutan i ima fizioloski
znacaj za normalno funkcionisanje imunskog sistema (Dighiero i sar., 1999), dok
autoimunsko oboljenje nastaje nakon narusavanja tolerancije i pokretanja imunskog
odgovora prema sopstvenim antigenima, Sto dovodi do oStecenja tkiva.

Prvi korak u uspostavljanju tolerancije je negativna selekcija T celija koja se
odvija u timusu (centralna tolerancija), kada nezreli T limfociti koji sa visokim
aviditetom prepoznaju sopstvene antigene bivaju eliminisani u procesu koji se oznacava
kao klonska delecija (Kappler 1 sar., 1987; Sha i sar., 1988; Starr i sar., 2003).
Medutim, jedan broj autoreaktivnih T ¢elija ipak prezivljava selekciju i dospeva u
perifernu cirkulaciju (Semana i sar., 1999; Bouneaud i sar., 2000). Na perifernom nivou
tolerancija se najCesce ostvaruje ignorisanjem sopstvenih antigena (Alferink i sar., 1998;
Kurts i sar., 1998). Ukoliko dode do prepoznavanja (auto)antigena, bez odgovarajuceg
nivoa kostimulatora eksprimiranih na antigen-prezentuju¢im delijama, tolerancija se
odrzava putem funkcionalne inaktivacije (anergije) T limfocita (Jenkins i sar., 1987),
putem izmene repertoara receptora za citokine i hemokine (Charles i sar., 1999; Walker
1 Abbas, 2002) ili putem smrti zrelih T ¢elija (Watanabe-Fukunaga i sar., 1992; Strasser
i Pellegrini, 2004). Vaznu ulogu u odrzavanju periferne tolerancije imaju i regulatorne T
celije. One nastaju mehanizmom tzv. klonske diverzije do koje dolazi kada su osim
sopstvenih u timusu prikazani i strani antigeni (Itoh i sar., 1999; Jordan i sar., 2001), a
imaju ulogu u suprimiranju imunskog odgovora produkovanjem anti-inflamatornih
citokina, modulisanjem aktivacije i funkcije dendriti¢nih ¢elija i direktnom interakcijom

sa autoreaktivnim limfocitima (Shevach, 2009).



Tolerancija na nivou B celija 1 produkcije antitela obezbeduje odsustvo
imunskog odgovora prema lipidima, polisaharidima i nukleinskim kiselinama.
Uspostavljanje centralne tolerancije B c¢elija se odvija u kostnoj srzi kroz umiranje
(Nossal i Beverley, 1975) ili promenu repertoara autoreaktivnih B ¢elija (Gay i sar.,
1993; Tiegs i sar., 1993). Periferna tolerancija zrelih B limfocita se ostvaruje putem
anergije, nakon izlaganja viskim koncentracijama sopstvenog antigena u perifernom
limfnom tkivu (Nossal i Pike 1980; Goodnow i sar., 1988; Cambier i sar., 2007).
Tolerantnost B celija prema proteinima se ostvaruje zahvaljuju¢i regulatornoj ulozi T
pomo¢nickih ¢elija i prisustvu inhibitornih receptora koji, nakon S§to dode do
prepoznavanja autoantigena, pokrec¢u signalnu kaskadu koja rezultira smanjenim

pragom odgovora B ¢elija (Abbas, 2012).

1.1.1. NarusSavanje tolerancije i nastanak autoimunskih oboljenja

Narusavanje tolerancije prema sopstvenim antigenima je preduslov za nastanak
autoimunskih bolesti. Ove bolesti su uglavnom heterogene i multifaktorske, a klinicki se
ispoljavaju znatno kasnije od zapoCinjanja autoimunskih reakcija. Pripadaju
poremecajima imunskog sistema koji se oznacavaju kao bolesti preosetljivosti 1 koje
nastaju kao posledica odgovora imunskog sistema na sopstvene antigene ili
nekontrolisanog odgovora na strane antigene (Abbas i sar., 2012).

Antitela doprinose razvoju autoimunskih bolesti direktno ili u formi
imunokompleksa. Ukoliko su usmerena prema ¢elijskim ili tkivnim antigenima, imunski
odgovor se ispoljava na mestu lokalizacije antigena. Patoloski efekti imunskih
kompleksa zavise od mesta depozicije i odlika su sistemskih imunskih oboljenja. Do
oStecenja tkiva dolazi usled opsonizacije i fagocitoze sopstvenih c¢elija, aktivacije
sistema komplementa i zapaljenske reakcije nakon depozicije antitela (Davidson i
Diamond, 2001). Osim toga, vezivanje antitela za normalne ¢elijske receptore ili druge
proteine moze ometati njihovu fiziolosku funkciju (Takasu i sar., 1997; Merrill i sar.,
1999; Salemink i sar., 2000; Balasa i sar., 2000).

T limfociti dovode do oste¢enja tkiva izazivanjem kasne hipersenzitivnosti i

direktnim ubijanjem celija (O’Garra i1 sar., 1997; Thomas i Kay, 2000). Vecina



autoimunskih oboljenja nastaju kao posledica udruzenih efekata antitelima i T-¢elijama

posredovane autoimunosti (Abbas i sar., 2012).

1.1.2. Uloga genetskih i sredinskih faktora u nastanku autoimunskih oboljenja

Autoimunske bolesti, izuzimaju¢i reumatoidni artris 1 autoimuni tireoiditis, su
pojedinacno retke, ali posmatrano u celini pogadaju priblizno 5 procenata populacije u
zapadnim zemljama (Sinha i sar, 1990; Jacobson i sar, 1997). Veéina autoimunskih
bolesti ima multigensku osnovu. Ona je zasnovana na genskim polimorfizmima koji se
javljaju i u zdravoj populaciji, ali u odgovaraju¢em genetickom miljeu, tj. u kombinaciji
sa polimorfizmima u drugim genima, daju abnormalni fenotip. Polimorfizmi u
pojedinim genima, kao S§to su geni koji kodiraju za glavni kompleks
histokompatibilnosti (MHC molekule), su ve¢i nosioci rizika u poredenju sa drugim
genima (Klein i Sato, 2000). U vecini slucajeva genski lokus nosi rizik za viSe od
jednog oboljenja. Genetska predispozicija predstavlja rezultat neravnoteze protektivnih
gena i gena koji su nosioci rizika, Sto se ispoljava razli¢itom osetljivos¢u organa i
dostupnoscu autoantigena (Encinas i Kuchroo, 2000).

Uz genetsku predispoziciju, u nastanku autoimunskih poremecaja bitnu ulogu
imaju okidaci poreklom iz spoljasnje ili unutrasnje sredine: infektivni agensi, gubitak
regulatornih ¢elija, hormonalni status jedinke i vakcinacija (Noseworthy i sar., 2000;
Dahlquist, 1998; Lahita, 1999).

Mikrobski agensi imaju potencijal da dovedu do narusavanja tolerancije putem
molekulske mimikrije, poliklonske aktivacije, Sirenjem epitopa ili oslobadanjem
prethodno preuzetih antigena (Slika 1) (Oldstone i sar., 1991; Ohashi i sar., 1991;
Lehmann 1 sar., 1992; Behar i Porcelli, 1995; Horwitz i sar., 1998). Molekulska
mimikrija se, uz poliklonsku aktivaciju, smatra jednim od osnovnih mehanizama
nastanka autoimunskih bolesti. U njenoj osnovi je unakrsna reaktivnost antitela koja
nastaje kao posledica slicnosti (na nivou sekvence ili konformacije) antigena
mikrobskog porekla i autoantigena (Wucherpfennig i Strominger, 1995; Roudier i sar.,
1996). Neki od primera autoimunskih oboljenja koja u osnovi naruSavanja tolerancije
imaju molekulsku mimikriju su navedeni u Tabeli I. Kod pomenutih mehanizama se
istice odrzavanje imunskog odgovora prema sopstvenim antigenima, najverovatnije
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putem poliklonske aktivacije, tj. antigen-nespecificne stimulacije celija imunskog

sistema (Albert i Inman, 1999).

Tabela I. Primeri autoimunskih oboljenja koja u osnovi narusavanja tolerancije
prema sopstvenim antigenima imaju molekulsku mimikriju

Oboljenje Imunogen Autoantigen Referenca
Guillain-Barre- | lipopolisaharid gangliozid Yuki, 1999
ov sindrom Camphylobacter
jejuni
Dijabetes melitus | peptidi poreklom od dekarboksilaza Kukreja i
tip I Coxsackie virusa P2-  glutaminske kiseline Maclaren, 2000
C
Multipla peptidi poreklom od mijelin bazni protein  Wucherpfennig i
skleroza Epstain- Barr virusa, Strominger, 1995

virusa influence tipa A

1 humanog papiloma

virusa

Pored infektivnih aganesa, i neinfektivni agensi se mogu ponasati poput haptena

1 inicirati autoimunski odgovor (Arndt i sar., 1999). Razvoju autoimunskih oboljenja

doprinose i1 poremecaji u imunskom sistemu, kao $to su disregulacija idiotipske mreze

(Jerne, 1984) i poremecaji u apoptozi limfocita (Emlen i sar., 1994).
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Slika 1. Uloga infektivnih agenasa u nastanku autoimunosti: A. Znacaj sli¢nosti u
strukturi i/ili funkciji izmedu proteina mikrobskog porekla i sopstvenih antigena u
narusavanju tolerance T i B-celija; B. Infektivni agensi mogu dovesti do oSte¢nja tkiva
Sto rezultira ,,Sirenjem epitopa‘“ (epitope spreading), kada do tada zaSti¢eni autoantigeni
bivaju preuzeti od strane APC i prezentovani T-limfocitima; C. Prisustvo patogenih
antigena moze rezultirati nastankom superantigena koji stimuliSu autoreaktivne T-Celije;
D. Prisustvo patogenih antigena moze indirektno dovesti do antigen-nespecificene
aktivacije autoreaktivnih T-¢elija i posledi¢nog ostecena tkiva, na osnovu tzv. ,.efekta
posmatraca‘“ (bystander activation)

APC-antigen prezentujuéa ¢elija, Th (helper T cell)- pomoénicka T-¢elija (preuzeto, sa
izmenama, iz Sfriso i sar., 2010).



Pojava autoimunskih bolesti je dovedena u vezu sa nizom vakcina: protiv
tetanusa, difterije, polia, malih boginja, rekombinantne vakcine protiv hepatitisa B,
vakcine protiv rubele, zauski i drugih. Veza imedu vakcinacije i pojave autoimunskih
bolesti nije nedvosmisleno utvrdena, ali se pretpostavlja da bi kod pojedinih osoba
ulogu u narusavanju tolerancije mogla da ima molekulska mimikrija antigena
koris¢enog u vakcini. Imunizacija kod podloznih osoba moze dovesti do nastanka i
depozicije imunskih kompleksa i posledicnog oste¢enja tkiva, a ne moze se iskljuciti ni
znacaj adjuvansa koriS¢enog pri vakcinaciji, koji bi mogao dovesti do poliklonske

aktivacije (Shoenfeld i Aron-Maor, 2000).

1.2.  Antifosfolipidni sindrom

1.2.1. Istorijat, klinicki i dijagnostic¢ki parametri

Antifosfolipidni sindrom (APS) je multisistemsko autoimunsko oboljenje koje
klini¢ki karakteriSe ponavljana pojava tromboze i/ili poremecaji u trudno¢i, a seroloski
prisustvo antifosfolipidnih antitela (aPL). Njegova ucestalost u populaciji iznosi oko 1%
(Hughes i sar., 1986).

Prvo otkriveno antifosfolipidno antitelo je bilo komplement fiksirajuce antitelo
detektovano kod pacijenata sa sifilisom (Wassermann i sar., 1906). Pangborn (1941) je
pokazao da je re¢ o antitelu koje reaguje sa mitohondrijalnim fosfolipidom-
kardiolipinom. Masovno kori$¢enje testa zasnovanog na detekciji antikardiolipinskih
antitela (aCL) u dijagnostici sifilisa je ukazalo na postojanje velikog broj pacijenata sa
sistemskim lupusom eritematosusom (SLE) koji imaju prisutna antikardiolipinska
antitela bez drugih seroloskih markera sifilisa (Haserick 1 Long, 1952). Imunotest na
¢vrstoj fazi, razvijen 1983. godine, je omogucio osetljiviju i precizniju detekciju aCL
kod pacijenata sa SLE i rezultati testiranja su posledi¢no doveli u vezu aCL sa lupus
antikoagulans antitelima (LA) i trombozom (Harris i sar., 1983). Pocetkom devedesetih
godina XX veka dve grupe istrazivaa otkrile su da vezivanje pojedinih aCL za
kardiolipin zavisi od prisustva fosfolipid-vezujuceg proteina iz plazme, [3,-glikoproteina
I (B2GPI) (Galli 1 sar., 1990; McNeil i sar., 1990). To je omogucilo razlikovanje aCL
poreklom od pacijenata koji imaju SLE ili APS, kao B,GPI-zavisnih, od antitela koja se
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detektuju kod pacijenata sa sifilisom ili drugim infektivnim bolestima, ¢ije vezivanje za
kardiolipin ne zavisi od prisustva 3,GPI kao kofaktora, ili je ¢ak inhibirano u njegovom
prisustvu (Hunt i sar., 1992). Takode su otkrivena autoantitela koja direktno vezuju
B2GPI, u odsustvu fosfolipida (Arvieux i sar., 1991).

Pored vaskularne tromboze i poremecaja u trudno¢i, APS obuhvata i tzv. ne-
kriterijumske manifestacije koje ukljucuju komplikacije u trudno¢i (preeklampsija,
hipertenzija), trombocitopeniju, neuroloske manifestacije (horea, epilepsija, migrena,
demencija i druge), oboljenja sréanog zalistka i druge kardioloske manifestacije, kozne
manifestacije (livedo retikularis, gangrenozni ulceri, ulceri na nogama i sl.) i ubrzan
nastanak ateroskleroze (Cervera i sar., 2002; Erkan i Lockshin, 2010).

U okviru antifosfolipidnog sindroma mogu se razlikovati dva podtipa.
,»Primarni‘ APS se definiSe kao antifosfolipidni sindrom kod pacijenata kod kojih nije
prisutno joS neko oboljenje. ,,Sekundarni APS je udruzen sa drugim oboljenjima, bilo
da su autoimunska ili ne. Zasebnu grupu €ini tzv. ,katastroficni* APS, koji karakteriSe
istovremena pojava tromboti¢nih epizoda koja zahvata bar tri organska sistema i ¢esto
ima smrtni ishod (Hughes i sar., 1986).

Prva jedinstvena preporuka za dijagnozu APS je bio Saporo (Sapporo)
kriterijum, donet 1998. godine (Wilson i sar., 1999). Revizija postojec¢ih kriterijuma je
uradena 2006. godine i donete su nove smernice koje su navedene u Tabeli II (Miyakis
isar., 20006).

Antifosfolipidna antitiela se detektuju ELISA testovima (za detekciju aCL, anti-
B2GPI, anti-protrombin i drugih antitela) i testom produzene koagulacije (LA test)
(Fischetti i sar., 2005; Pierangeli i sar., 2007). Pored znacaja aPL za dijagnostiku
antifosfolipidnog sindroma, vazno je da antitela i direktno ucestvuju u patogenezi. Jos
uvek je otvoreno pitanje da li razliCite podpopulacije aPL imaju drugacije patoloske

manifestacije i klini¢ki znacaj.



Tabela II: Kriterijumi prema kojima se dijagnostikuje APS (Miyakis i sar., 2006)

Klinicki kriterijumi

Vaskularna tromboza
= >] klinicke epizode koja ukljucuje arterijsku, vensku ili trombozu
malih krvnih sudova, u bilo kom tkivu ili organu
= tromboza mora biti histopatoloski potvrdena
= tromboza mora biti prisutna bez znacajnih dokaza inflamacije u zidu
krvnog suda
Komplikacije u trudnodi
= >1 neobjaSnjene smrti morfoloSki normalnog fetusa (utvrdeno
prethodnim ultrazvu¢nim pregledom ili direktnim pregledom fetusa) u
ili pre 10-te nedelje gestacije
= >] prevremenog rodenja morfoloski normalnog fetusa pre 34-te
nedelje gestacije zbog eklampsije, teSke preeklapsije ili placentne
insuficijencije
= >3 neobjaSnjena uzastopna pobacaja pre 10-te nedelje gestacije, gde
kao uzrok mogu biti iskljuceni anatomski ili hromozomalni poremecaji

majke i oca

Laboratorijski kriterijumi

Lupus antikoagulans
= prisutan u plazmi u >2 slucaja medusobno vremenski udaljena bar
12 nedelja, detektovano u skladu sa smernicama Internacionalnog
Drustva za Trombozu i Hemostazu
Antikardiolipinska antitela IgG i/ili IgM izotipa
= prisutna u serumu ili plazmi u srednjem ili visokom titru u vise od
dva slucaja medusobno vremenski udaljena bar 12 nedelja, mereno
standardizovanim ELISA testom
Anti-B,GPI antitela IgG i/ili IgM izotipa
= prisutna u visokom titru u serumu ili plazmi u >2 slucaja
medusobno vremenski udaljena bar 12 nedelja, mereno

standardizovanim ELISA testom




Terapija tromboze u APS obuhvata antikoagulantne lekove, varfarin,
nefrakcionisani heparin i heparin niske molekulske mase i traje dozivotno. Varfarin i
aspirin se koriste i kao preventivna terapija kako bi se sprecile tromboembolijske
komplikacije kod pacijenata. Kod pacijentkinja sa APS, terapija izbora tokom trudnoce

su nefrakcionisani heparin, heparin niske molekulske mase i aspirin (Lim i sar., 2006b).

1.2.2. Antifosfolipidna antitela

Antifosfolipidna antitela su heterogena antitela IgG, IgM i IgA klase. Usmerena
su direktno prema anjonskim fosfolipidima i/ili prema fosfolipid/proteinskom
kompleksu. Fosfolipidni antigeni su fosfatidilserin, fosfatidilinozitol,
fosfatidiletanolamin i lizobisfosfatidna kiselina (LBPA) (Schick i sar., 1976; Galve-de
Rochemonteix i sar., 2000). Glavni antigen u antifosfolipidnom sindromu je 3,GPI, koji
deluje kao neophodni kofaktor za vezivanje fosfolipida i kao nezavisni antigen (Galli 1
sar., 1990; McNeil i sar., 1990; Gharavi i1 sar., 1992). Vezivanje antifosfolipidnih
antitela za fosfolipide moZe zavisiti od aneksina V, protrombina i proteina Z, a antitela
mogu biti usmerena i direktno prema ovim proteinima. Antifosfolipidna antitela
prisutna u cirkulaciji pacijenata su meSavina antitela usmerenih prema B,GPI, koja
zajedno sa antitelima na protrombin ¢ine vise od 90% aPL, i fosfolipidne epitope koji su

stabilizovani interakcijom sa drugim proteinima (Roubey, 1994).

1.2.2.1.  Prirodna antifosfolipidna antitela

Ucestalost ne-patoloskih aPL kod zdravih osoba je 4,7% kod mladih osoba i ¢ak
do 52% kod starijih (Durrani i sar., 2002). Javljaju se kao prolazna posledica infekcije
(Chamley i sar., 1991) ili mogu biti konstantno prisutna u niskom titru kod pacijenata sa
hroni¢nim infekcijama (HIV, HBV, HCV 1 dr.), malignitetom i kod pacijenata na
hemodijalizi (Greaves i sar., 2000). Prirodna aPL vecinom pripadaju IgM izotipu i
direktno se vezuju za neutralne i anjonske fosfolipide, bez potrebe za kofaktorom
(Greaves 1 sar., 2000). Na osnovu prisustva aPL (prvenstveno anti-B,GPI) sekretujucih
memorijskih B ¢elija kod zdravih osoba (Lieby i sar., 2003) pretpostavlja se da bar deo
antitela pripada repertoaru prirodnih polireaktivnih antitela prisutnih u cirkulaciji pre
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izlaganja antigenu (Merrill i sar., 2006; von Landenberg i sar., 2007). Fiziolosku ulogu
najverovatnije ostvaruju u urodenom imunskom odgovoru (von Landenberg i sar.,
2007) i uklanjanju apoptotskih tela (Abdel-Monem i sar., 2010). Nacin na koji prirodna
aPL mogu doprineti patogenezi APS je otvoreno pitanje. Najvise je dokaza da infekcija
doprinosi sazrevanju njihovog afiniteta, dovode¢i do otvaranja zasticenih epitopa na

B2GPI i stimulacije T ¢elija (Cheng i Chamley, 2008).

1.2.2.2.  Patoloska antifosfolipidna antitela

Patoloska aPL se izdvajaju po sposobnosti da:
e vezuju negativno naelektrisane fosfolipide u prisustvu serumskih kofaktora
e direktno se vezuju za razliite serumske proteine, najcesce 3,GPI i protrombin
e produzavaju vreme fosfolipid zavisne koagulacije u testovima kao $to je lupus

antikoagulans (LA) test (Miyakis i sar., 2006).

Znacaj patoloskih aPL za nastanak tromboze i reproduktivni neuspeh je
potvrden u brojnim studijama na zivotinjama. Pasivni transfer aPL i anti-f,GPI antitela
kod miseva dovodi do povecanja tromba, smanjenja fertilitita, fekunditeta, smanjene
tezine mladunaca na rodjenju i drugih komplikacija koje se srecu u APS (Ziporen i sar.,
1997; Radway-Bright i sar., 1999; Pierangeli i sar., 2000; Blank i sar., 2007).

U osnovi patoloskih procesa koji su aPL-posredovani je njihova direktna
interakcija sa monocitima (Lopez-Pedrera i sar., 2006), endotelnim ¢elijama (Pierangeli
i sar., 1999), trombocitima (Vega-Ostertag i sar., 2004), trofoblastom (Mulla i sar.,
2010) i endometrijalnim ¢elijama (Di Simone i sar., 2010). Kao potencijalni receptori
do sada su identifikovani Toll-sli¢ni receptori (TLR) 2, 4 i 8 (Satta i sar 2007; Raschi i
sar., 2003; Ddring i sar., 2010; Alard i sar., 2010), aneksin A2 (Zhang i McCrae, 2005),
glikoprotein 1ba (Shi i Sottile, 2006) i LRP8 (ApoER2), ¢lan familije receptora za LDL
(van Lummel i sar., 2005) (Slika 2).

Glikoprotein 1ba i ApoER2 su receptori za aPL na trombocitima. Vezivanje
aPL za trombocit zahteva eksternalizaciju anjonskih fosfolipida i1 vezivanje za
dimerizovani B,GPI (Lutters i sar., 2003). Vezivanje aPL za receptor dovodi do

aktivacije p38 MAPK (mitogen activated protein kinase) 1 dalje fosforilacije cPLA2
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(cytosolic phospholipase A2). U prenos signala se zatim ukljucuju i druge MAPK: p44
(ERK-1) i p42 (ERK-2) (Pierangeli i sar., 2004).

Antifosfolipidna antitela se za endotelne ¢elije i monocite vezuju preko Toll-
slicnih receptora i aneksina A2 (Vega-Ostertag i1 sar., 2007; Zhang i McCrae, 2005).
Aneksin A2 vezuje B,GPI /anti-B,GPI komplekse na oba ¢elijska tipa, Sto posledi¢no
dovodi do aktivacije celija i ekspresije prokoagulantnog fenotipa (Zhang i McCrae,
2005). Aneksin A2 nema transmembranski domen i kao koreceptor u transdukciji
signala ucestvuje TLR4, a dalji prenos signala ide preko MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) (Raschi i sar., 2003). U kompleksu jos ucestvuju i kalretikulin
i nukleolin (Allen i sar., 2012). MyD88 je molekul adapter koji ucestvuje u prenosu
signala preko TLR i receptora za IL-1, posSto poseduju homologe citoplazmatske
domene (TIR domen) ukljucene u signalnu transdukciju (Raschi i sar., 2003). Uloga
TLR je otkrivena zahvaljujuci tome Sto anti-B,GPI antitela aktiviraju IRAK put prenosa
signala (IL-1 receptor—activated kinase), preko TIR domena TLR (Sorice i sar., 2007).
Aktivacija monocita i ekspresija tkivnog faktora do koje dolazi nakon vezivanja aPL za
TLR4 je posredovana aktivacijom p38 MAPK i translokacijom nuklearnog faktora kB
(NFxB) (Raschi i sar., 2003; Vega-Ostertag i sar., 2007).

Uloga TLR2 u vezivanju aPL i prenos signala preko MyD88 je pokazan na
fibroblastima (Satta i sar., 2007), endotelnim ¢elijama i monocitima (Satta i sar., 2011).
Uloga TLR7 i TLR8 u vezivanju aPL je pokazana na monocitima i dendriti¢nim

¢elijama (Hurst i sar., 2009).
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Slika 2. Shematski prikaz najvaZznijih receptora za anti-B,GPI antitela i puteva
prenosa signala koji se njihovim vezivanjem pokreéu (preuzeto iz Meroni i sar.,
2011)

Podaci o membranskim receptorima za aPL na trofoblastu i decidualnim
¢elijama, kao i putevima transdukcije signala su oskudni. Aneksin A2 i TLR4 su
eksprimirani na membrani trofoblasta i Mulla i saradnici (2009) su pokazali da aPL
preko TLR4/MyD88 puta pokrecu inflamatorni odgovor u placenti koji dovodi do
smanjenog prezivljavanja trofoblasta. Ista grupa je pokazala da anti-B,GPI antitela u in
vitro uslovima smanjuju trofoblastnu migraciju tako Sto smanjuju sekreciju IL-6 i
aktivaciju signalnog transducera i aktivatora transkripcije 3 (STAT3) (Mulla i sar.,
2010). Primena antitela koja blokiraju funkciju razli¢itih receptora samo delimi¢no
smanjuje vezivanje anti-B,GPI antitela 1 posledi¢nu aktivaciju decidualnih celija
(Borghi i sar., 2007), §to ukazuje da viSe od jednog receptora posreduje u vezivanju
anti-B,GPI antitela za decidualne ¢elije 1 trofoblast.

Antifosfolipidna antitela su detektovana u unutaréelijskim organelama pojedinih
¢elijskih tipova (Galve-de Rochemonteix i sar., 2000; Kajiwara i sar., 2007; Chen i sar.,
2009), sto predstavlja nov koncept interakcije aPL sa ciljnim celijama i ostvarivanja
patoloskog efekta. Internalizacija (auto)antitela, medutim, nije nov fenomen. Od otkri¢a
da autoantitela prema ribonukleoproteinu prodiru u zive limfocite i reaguju sa
antigenima koji se nalaze u nukleusu (Alarcon-Segovia i sar., 1978), opisana je
internalizacija brojnih autoantitela u razliCite zivotinjske i celije Coveka, njihova
interakcija sa intracelularnim antigenima i posledi¢no narusavanje c¢elijskih funkcija
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(Ruiz-Argiielles i sar., 2003). Osim eksperimentalnih in vitro dokaza, internalizacija je i
klinicki potvrden proces. Imunoglobulinske depozicije unutar nukleusa zivih
epidermalnih ¢elija se uocavaju pregledom biopsija koze pacijenata koji imaju bolest
vezivnog tkiva (Golan i sar., 1997). Posledice penetracije autoantitela su naj¢esce dozno
zavisne 1 mogu biti razlicite. Internalizacija moZze biti bez posledica, ali moze dovesti i
do promena u ekspresiji pojedinih antigena, promena u intracelularom transportu
proteina i apoptoze (Alarcon-Segovia i sar., 1995; Portales-Pérez i sar., 1998; Dunoyer-
Geindre i sar., 2001). Celije verovatno toleri§u internalizovana antitela do odredene
koli¢ine, nakon ¢ega dolazi do patoloskih promena (Niu i sar., 2004).

lako ima neosporan patogenetski potencijal, brojne studije ukazuju da je
sposobnost antitela da ulaze u zive Celije normalan proces. Opsta karakteristika takvih
antitela je njihova polireaktivnost, tj. sposobnost da sa niskim afinitetom vezuju razliite
antigene. Analize familije gena koji kodiraju za VH region pojedinih antitela sa
specifi¢nos¢u prema dvolancanoj DNK su pokazala da antitela koja imaju sposobnost
ulaska u celije nastaju ranije tokom zivota u odnosu na antitela koja tu sposobnost
nemaju, kao i da nisu podlozna mutacionim i rekombinacionim promenama
(Dersimonian i sar., 1987; Mahmoudi i sar., 1997; Mouthon i sar., 1996; Sanz i sar.,
1989). Internalizacija antitela u limfocite u vecini slucajeva vodi do apoptoze Sto
ukazuje na njihovu ulogu u perifernoj deleciji autoreaktivnih klonova (Alarcon-Segovia
isar., 1979; Alarcon-Segovia i sar., 1996).

Internalizacija je uglavnom aktivan metabolicki proces koji zavisi od trajanja i
temperature inkubacije i tipa ¢elije. U veéini sluc¢ajeva nije naden dokaz o ukljucenosti
Fc receptora (Golan i sar., 1993; Ma i sar., 1993; Abedi-Valugerdi i sar., 1999; Deng i
sar., 2000). Mehanizmi kojima antitela prolaze kroz ¢elijsku membranu, a zatim i kroz
citosol, do antigena u razli¢itim organelama jo§ uvek nisu u potpunosti poznati. Jedno
od mogucih objasnjenja je da celije eksprimiraju membranske antigene koje antitela
mogu prepoznati specificno ili na osnovu ukrstene reaktivnosti (Ruiz-Argiielles 1 sar.,
1998).

Antifosfolipidna antitela su detektovana u kasnim endozomima endotelnih celija
(Galve-de Rochemonteix i sar., 2000). Pokazano je da B,GPI internalizuje u endotelne
¢elije, sam ili u kompleksu sa anti-f,GPI antitelima. U oba slucaja se detektuje na
membrani ¢elije i u perinuklearnim vezikulama koje odgovaraju kasnom endozomu
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(Dunoyer-Geindre i sar., 2001). Internalizacija aPL. u makrofage dovodi do nastanka
penastih Celija koje ucestvuju u formiranju aterosklerotskih plaka. B,GPI moze u¢i u
makrofage sam, u kompleksu sa oksidovanim LDL-om ili u kompleksu sa anti-B,GPI
antitelima. Podaci o ulasku aPL u trofoblast su oskudni, sa izuzetkom studije Chen i sar.
(2009) u kojoj je uocena internalizacija aPL u sinciciotrofoblast, bez detaljnijeg

objasnjenja samog mehanizma.

1.2.2.3.  Beta-2-glikoprotein I: struktura, funkcija i interakcija sa

antifosfolipidnim antitelima

B2GPI je otkriven 1961. godine (Schultze i sar.), period njegovog intenzivnog
proucavanja pocinje otkricem uloge u patogenezi antifosfolipidnog sindroma (McNeil i
sar., 1990; Galli i sar., 1990). B,GPI najve¢im delom nastaje u jetri (Rioche i MassayefT,
1974), ali se sintetiSe i u placenti (Chamley i sar., 1997). U cirkulaciji je prisutan u
koncentraciji 50-500 pg/ml (1-10 uM) (Rioche i Massayeff, 1974). Nesto visi nivoi
B2GPI su uoceni kod pacijenata sa antifosfolipidnim sindromom (Vlachoyiannopoulos i
sar., 1992).

Tacna uloga B,GPI jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljena. Osobe deficijentne u
ovom proteinu su zdrave (Haupt i sar., 1968), a misji model deficijencije za BGPI ne
pokazuje poseban fenotip (Sheng i sar., 2001; Robertson i sar., 2004). Ipak, ukrstanje
miSeva deficijentih za B,GPI sa normalnim miSevima daje manji udeo B,GPI
deficijentnog potomstva nego $to bi se to moglo ocekivati, Sto ukazuje na potencijalnu
ulogu u embrionalnom razvoju (Robertson i sar., 2004). Na osnovu antikoagulantnog
(Nimpf'i sar., 1985; Ieko i sar., 1999) i antifibrinolitiCkog dejstva (Yasuda i sar., 2004),
kao 1 zbog toga $to ucestvuje u uklanjanju apoptoti¢nih Celija (Price i sar., 1996) smatra
se da B>GPI ucestvuje u hemostazi. Uloga B,GPI u urodenom imunskom odgovoru je
nedavno otkrivena, pri ¢emu je nadeno da B,GPI uklanjanja LPS i atenuira celijski i
citokinski odgovor na infekciju Gram negativnim bakterijama (Agar i sar., 2011).

B.GPI pripada familiji proteina koji ucestvuju u kontroli komplementa
(complement control proteins, CCP.) Cine ga 326 aminokiselina organizovanih u pet
ponavljaju¢ih domena (CCP, sushi domeni). Svaki domen sadrzi oko 60 aminokiselina 1
dve evolutivno konzervirane disulfidne veze. Sekvence prva cCetiri domena su
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konzervirane, dok je peti domen izroden i sadrzi umetak od 25 ak. Domen V odreduje
afinitet 3,GPI za anjonske fosfolipide i druge negativno naelektrisane molekule i
povrsine (DNK, heparin, oksidovani LDL, endotelne ¢elije i dr.) (Lozier i sar., 1984;
Kristensen i sar., 1991). B,GPI Coveka ima 4 mesta N-glikozilacije i jedno mesto O-
glikozilacije, u domenima III i IV. Glikani ¢ine oko 20 % mase proteina (Bouma i sar.,
1999). Ukupna molekulska masa B,GPI iznosi oko 50 kDa (Lozier i sar., 1984).

Kristalna struktura B,GPI pokazuje da se prva Cetiri domena nalaze u opruzenom
polozaju, dok je peti domen postavljen pod pravim uglom u odnosu na njih (struktura
,udice”, odnosno slova J). Fosfolipid vezuju¢e mesto se nalazi sa donje strane domena
V 1 sastoji se iz 14 pozitivno naelektrisanih amnokiselina i fleksibilne hidrofobne petlje
koja moze da se umetne u membranu (Schwartzenbacher i sar., 1999). Postojanje ove
strukture je potvrdeno direktnom vizuelizacijom precis¢enog PGPl primenom
elektronske mikroskopije (Agar i sar., 2010). Data studija je pokazala da 3,GPI postoji
u dve razli¢ite konformacije, u zavisnosti od intrakcije sa anjonskim povrSinama. U
plazmi, B,GPI je zastupljen kao cirkularni protein, zahvaljujuéi interakciji domena Il 1V,
Sto omogucava odrzavanje tolerogenosti ovog proteina. Nakon kontakta i interakcije sa
anjonskim povrS§inama, protein se otvara i zauzima prethodno opisani oblik ,,udice”.
Konformacija u obliku slova S koja je uoCena rasejavanjem X zraka pod malim uglom
(Hammel i sar., 2002) najverovatnije predstavlja posledicu interakcije ,GPI i okolne
vodene sredine u rastvoru i ne moze se detektovati elektronskom mikroskopijom (Agar i
sar., 2010) (Slika 3).

Domen I B,GPI je odgovoran za in vitro vezivanje aPL (Iverson i sar., 1998;
Ioannou i sar., 2007, 2009). De Laat i de Groot (2011) su pokazali da je dovoljno
imunizovati miSeve samo domenom I da bi doslo do nastanka patoloskih aPL. Finom
epitopskom analizom utvrdeno je da kriptini epitop za vezivanje aPL Cine pozitivno
naelektrisane aminokiseline od glicina na poziciji 40 do argininina 43 (Iverson i sar.,
1998; de Laat i sar., 2005; loannou i sar., 2007), dve asparaginske kiseline na
pozicijama 8 1 9, kao i interlinker sekvenca koja povezuje domene I i II. aPL ne mogu
da se vezu za denaturisani [,GPI, §to ukazuje da ta tri regiona zajedno Cine

konformacioni epitop (Ioannou i sar., 2007).
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Slika 3. Struktura beta-2-glikoproteina I. Vezivanje 3,GPI za anjonske fosfolipide na
membrani ¢elije se ostvaruje preko regiona pozitivno naelektrisanih aminokiselina u
domenu V, §to dovodi do konformacione promene kojom antitelo-vezujuci epitop na
domenu I postaje dostupan za interakciju. Preuzeto iz de Laat i de Groot (2011).

Na osnovu literaturnih podataka pretpostavljen je slede¢i mehanizam interakcije
B2GPI 1 aPL: B,GPI cirkuliSe u plazmi u zatvorenom obliku koji ima nizak afinitet za
anjonske povrsine. Kada dode u kontakt sa ¢elijama na kojima su (privremeno) izloZeni
anjonski fosfolipidi, vezuje se za njih $to dovodi do konformacione promene, otvaranja
proteina i zauzimanja strukture ,,udice”. Time se do tada zasti¢eni epitop u domenu I
otkriva 1 za njega se vezuju antifosfolipidna antitela. Vezivanje antitela dodatno
stabilizuje otvoreni oblik B,GPI. Tako nastali kompleks pokazuje visok afinitet (i do
100 puta veci) za celijske receptore i anjonske fosfolipide. Ovaj koncept ,,otvaranja
kripti¢nog epitopa” (Wang i sar., 2000; Merrill i sar., 2001) nije u suprotnosti sa do tada
vazec¢im pretpostavkama da B,GPI mora posti¢i odredenu gustinu antigena, prvenstveno
kroz dimerizaciju, da bi se aPL vezala za njega (Arnout i sar., 1998; Lutters i sar.,
2001). Dimerizacija nije neophodan preduslov, ali s obzirom na to da su aPL antitela

niskog aviditeta, sigurno da pozitivno doprinosi vezivanju aPL.
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1.2.3. Uloga genetskih i sredinskih faktora u nastanku APS

Epidemioloske studije su pokazale da postoje meduetnicke varijacije u
ucestalosti 1 klinickim komplikacijama antifosfolipidnog sindroma (Wilson, 2000). U
osnovi ovih razlika mogu biti genetski i/ili sredinski faktori koji odreduju podloznost
pojedinca ili populacije antifosfolipidnom sindromu. U prilog genetske osnove APS idu
prikazi povecane incidence aPL kod ¢lanova porodice pacijenata sa SLE (Exner i sar.,
1980), kao i pojava aPL kod parova jednojajcanih blizanaca (Cevallos i sar., 1994). Na
osnovu rezultata segregacione analize uradene na sedam porodica sa visokom
ucestalos¢u APS pretpostavljeno je dominantno ili ko-dominantno nasledivanje (Goel 1
sar., 1999).

Glavni kandidat geni u vecini studija su geni HLA II klase antigena (genski
lokus koji ima veliki doprinos u razvoju autoimunosti), B,-glikoprotein I (glavni
proteinski antigen u APS) 1 geni koji kodiraju proteine uklju¢ene u formiranje tromba
(najces¢i patoloski ishod u APS). Za sada najvecu korelaciju sa nastankom bolesti
pokazuje valin—leucin (247) polimorfizam u petom domenu ,GPI (Hirose i sar., 1999;
Prieto i sar., 2003). Jasna determinacija pojedinacnih genetskih markera je otezana
visokom heterogenoS¢u antigena, antitela i1 samih patoloskih mehanizma u
antifosfolipidnom sindromu. Do sada uradene studije na zivotinjama (Gharavi i sar.,
1989; Hashimoto i sar., 1992) nisu uspele da izdvoje kandidat gene odgovorne za
nastanak APS.

Infekcije su glavni sredinski faktor koji doprinosi patogenezi i toku
antifosfolipidnog sindroma (Levy i sar., 2006). Medutim, ne moze se iskljuciti znacaj
vakcinacija, terapije pojedinim lekovima i prisustva maligniteta. U literaturi su poznati
slucajevi razvoja autoimunskih bolesti u periodu od nekoliko nedelja pa do nekoliko
godina nakon vakcinacije (Watanabe i Onda, 2001; Molina i Shoenfeld, 2005; Martinu¢
Porobi¢ i sar., 2005; Dimitrijevi¢ i sar., 2012). Lekovi kao $to su hloropromazin,
amoksicilin, propranolol, kinin, oralni kontraceptivi i drugi su dovedeni u vezu sa
pojavom aPL, ali, kao i u slucaju vakcinacija, definitivna potvrda je izostala (Levy i
sar., 2006). Prisustvo aPL je primeceno i kod pacijenata sa tumorima, $to ima poseban
znacaj u razvoju tromboze 1 katastroficnog APS kod tih pacijenata (Tincani i sar.,
2010).
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1.2.3.1. Znacaj molekulske mimikrije u nastanku APS

Infekcije su najucestaliji sredinski okida¢ APS. Pokazana je jasna veza izmedu
infekcije  citomegalovirusom (CMV), parvovirusom B19, virusom humane
imunodeficijencije (HIV), hepatitis B virusom (HBV), varicela zoster virusom (VZV) i
drugima i pojave antifosfolipidnog sindroma (Garcia-Carrasco i sar., 2009).

Vazna osobenost autoantitela koja ih razlikuje od antitela dobijenih namernom
imunizacijom je sposobnost da prepoznaju ciljni antigen ne samo poreklom iz vrste iz
koje i sama potic¢u, ve¢ i iz drugih vrsta. Razmere ove ukrStene reaktivnosti izmedu
vrsta zavise od konzerviranosti antigena (Tan, 1991), a B.GPI je evolutivno visoko
konzerviran protein. Homologija B,GPI ¢oveka i misa je Cak 85%, pri Cemu su najvise
ocuvani disulfidni mostovi u CCP domenima, vezivno mesto za fosfolipide i vezivno
mesto koje prepoznaju antifiosfolipidna antitela (Agar i sar., 2011). Zbog evolutivne
ocuvanosti i slicnosti sa brojnim infektivnim agensima, kao glavni mehanizam gubitka
tolerogenosti 3,GPI se namece molekulska mimikrija.

Imunizacija miSeva sintetskim peptidom (GDKV) koji se sastoji iz 15
aminokiselina koje odgovaraju fosfolipid-vezuju¢em mestu na domenu V ,GPI izaziva
pojavu aPL (Gharavi i sar., 1999a) koja u in vitro i in vivo modelima pokazuju patoloski
efekat (Gharavi i sar., 1998). Slican rezultat je dobijen nakon imunizacije miSeva
drugim peptidima mikrobskog porekla koji su funkcionalno ili po sekvenci slicni PL-
vezuju¢em mestu B,GPI (Gharavi i sar., 1999b). Koris¢eni TIFI i VITT peptidi iz CMV,
TADL peptid iz adenovirusa i SGDF poreklom iz Bacillus subtilis su bili sposobni da
izazovu produkciju aPL i anti-B,GPI antitela u miSevima. Antitela nastala nakon
imunizacije TIFI peptidom su u in vitro i in vivo eksperimentima pokazala patoloski
efekat karakteristican za APS (Gharavi 1 sar., 2002, 2004). Dalja ispitivanja su
ukljucivala imunizaciju miseva intaktnim patogenima ¢iji proteini sadrze heksapeptid
(TLRVYK) koji specificno prepoznaju anti-B,GPI antitela. Imunizacija sa Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae i tetanus toxoidom je rezultirala u nastanku anti-
TLRVYK i anti-B,GPI specificnih anititela, ¢iji je transfer u BALB/c miSeve (soj koji
nije prirodno sklon autoimunskim bolestima) dovodio do APS-specifi¢nih manifestacija

(Blank i sar., 2002).
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Tetanus toksoid (TTd, hemijski derivat tetanus toksina) je po konformaciji slican
interleukinu la, a po peptidnoj sekvenci B,-glikoproteinu I i lamininu (Blank 1 sar.,
2004), sto ga se izdvaja kao moguceg Cinioca u razvoju autoimunosti. Nadeno je da
hiperimunizacija miSeva sa TTd dovodi do pojave anti-B,GPI antitela, s tim da koli¢ina
produkovanih antitela, kao i njihove karakteristike, zavise od predtretmana Zzivotinja i
od adjuvansa koriS¢enog prilikom imunizacije (Blank i sar., 2002; Stojanovi¢ i sar.,
2009; Zivkovié i sar., 2012). Tako postoje podaci da anti-B,GPI antitela koja nastaju kao
posledica infekcije ne ucestvuju u patogenezi APS (Hunt i sar., 1992), imunizacija
miseva peptidnom sekvencom koju dele TTd i tre¢i domen ,GPI (TLRVYK) dovodi
do nastanka anti-B,GPI antitela sa punim patoloskim potencijalom (Blank 1 sar., 2002).
Studija u kojoj su analizirana antitela sekretovana od strane hibridoma dobijenih
fuzijom splenocita mi$a hiperimunizovanog sa TTd i ¢elija mijeloma (Seatovi¢ i sar.,
2004), pokazala je postojanje antitela prema TTd koje ima ukrStenu specificnost prema
B2GPI (MAD 26) (Ini¢-Kanada i sar., 2009a). Dalja analiza MAb 26 je potvrdila da ono
poseduje brojne karakteristike anti-B,GPI antitela, ukljucujuéi vezivanje za B,GPI
izolovan iz seruma ¢oveka, vezivanje za ,GPI koji je imobilisan na y ozracenoj plastici
ili je u kompleksu sa anjonskim fosfolipidima, vezivanje za ¢elije u apoptozi i druge
karakteristike. Pasivni transfer ovog antitela u gravidne misice je dovodio do APS-
sli¢nih patologkih promena (Zivkovi¢ i sar., 2011). In vivo efekti na misevima BALB/c
soja su ukljucivali resorpciju fetusa, smanjenje tezine fetusa i smanjenje broja
zivorodenih mladunaca (smanjenje fertiliteta). Efekat je bio nesto drugaciji na C57BL/6
soju gde je prvenstveno uoceno smanjenje fekunditeta, Sto je verovatno uslovljeno
razli¢itim geneti¢kim poreklom sojeva (Zivkovié i sar., 2011). Hiperimunzacija tetanus
toksoidom i administracija MAb 26 su u datim uslovima imali isti in vivo efekat, §to
dodatno potvrduje znagaj molekulske mimikrije TTd i B,GPI u razvoju APS (Zivkovi¢ i
sar., 2011).

Osim strukturne, konformacione ili funkcionalne sli¢nosti sa B,GPI koja moze
biti osnov za naruSavanje njegove tolerogenosti (Albert i sar., 1999; Séne i 