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Bevezetées

Az antifoszfolipid szindroma (APS) patoldgids tegiek szerepével dsszefiiggésbe
hozhaté autoimmun mediélt thromboticus tlineteggutbez APS diagnoézisa akkor allithatd
fel, ha egy bizonyitotthromboticus folyamat mellett konzekvensen kinhdad autoantitest van
jelen az alabbiak kozll: lupus antikoagulans (LB)G és/vagy IgM tipusu antikardiolipin
antitest (aKL) kbzepes vagy magas titerben, illgRelycoprotein | f2GPI) ellenes antitest
(1, 2). A thromboticus folyamat barmely szerv daédiévagy vénait érintheti. A szindréma egy
speciadlis formaja, az antifoszfolipid antitestelPl( altal ebidézett vetélések. Tekintettel
arra, hogy egy potencialisan patogén autoantilesan szo, elkilonitiink egy Klinikai ttinet
nélkuli aPL pozitiv csoportot is (3). Az APS kutsdaiak kozéppontjdba az utdbbi években az
aPL antitestek, ezen belll kitlintetettg2@P| antitest atherosclerosisban bet6ltott pataiogi
szerepe kerilt. Nyilvanvalova valt, hogy az atheatwsus plakk autoantigénjei kozill, a
hésokk protein (HSP) és az oxidalt LDL (oxLDL) metletB2GPlis egy olyan antigén, mely
részt vesz a plakk immunoldgiai folyamataiban,gartidependens T-sejt proliferaciot indukal,
valamint az ellene beindulé autoantitestes mecharsz tovabbi thrombofil tényékéent
jelenik meg az athrerothrombosis komplex folyamatagt, 5, 6, 7).

Az antitestek thromboticus hatdsmechanizmusai réfildk. Hatasukra valtozik a
szoveti faktor (TF) expresszid, képesek inaktivannak gatlé proteinjét. Befolyasoljdk az
eikozanoid metabolizmust, az annexin Vddiist, a pre-pro-endothelin 1 szintézist, valamint
az apoptosist. Ezen hataspRGPI aktivitashoz kotottek és a transzkripcids dakt NFkB
kulcsszerepet tolt be e folyamatokban.

Az aPL antitestek hatdsara az endothelsejtek pgpitéas és proinflammatorikus
fenotipusiva valnak, fellletikon adhéziés molelatidkexpresszalnak, valtozik a
prosztaglandin metabolizmus, proinflammatorikuslkiiieket és chemokineket termelnek (IL-
1, IL-6, IL-8, MCP-1). Ezen folyamatok 0sszesség@y ehiperkoagulacios és
proinflammatorikus allapot létrejottehez vezet. &zparhuzamosan az atheroscleroticus
plakkban kimutathat®2GPI, mint autoantigén vesz részt a plakkban Bj@s immuno-
inflammatorikus folyamatokban (8, 9).

Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre az aPLliestgk atherosclerosis folyamataban
betdltott koroki szerepére is. Az atherosclerodialuk ebidézett akceleraciojanak egyik
mechanizmusa p2GPI keresztreakcidja az oxLDL ellenes antitestelkke32GPI gyorsitja a
makrofagok oxLDL felvételét. Az oxLDL és &2GPI ugyanis komplexet alkotva



helyezkednek el az atherosclerosisos plakkbanmazunoreaktiv limfocitak kdzelében. Az
oXLDL/B2GPI komplexeket a makrofagok azyFeceptorokhoz kéds IgG tipusu A2GPI
antitestek segitségével fagocitaljak (9), jaeleah felgyorsitva ezaltal a makrofagok oxLDL
felvételét. Az oxLDL, az LDL partikulak/oxLDI2GPI autoantigén-komplexek fagocitdzisa
habos-sejtekbe egy tartosan aktivalt allapot hozlédke. Ennek eredményeként litikus
enzimeket, szoveti faktor és gyulladasos citokiheleemelnek, valamint rupturdlva karos
lipid-cseppeket Uritenek a subendothelialis térlmeely folyamatok a tovabbiakban
robbanasszéen felebsitik a gyulladasos és thromboticus kaszkadot. Blovaa vascularis
eltérést sulyosbito effektus a makrofagok IL-1 seeidjan keresztili simaizom proliferacios
hatas.

Az érelmeszesedés évekig lappangd, krénikus gyadiasl folyamat, melyre gyakran
mar csak a manifeszt célszervkarosodas létrejdtfeelink fel. Az alattomosan @ehalado
folyamat korai szakaszaban @ént egy funkcionalis karosodas megléte jellemmnely az
endothelsejtek csdkkent nitrogén-monoxid (NO) téémieapacitasval jar. A funkcionalis
eltérést kovet korai morfologiai elvaltozas az artéria carotismoounis intima-média
falvastagsaganak (IMT) novekedése. Fontos, hogyatherosclerosis folyamatat mar a
szubklinikus szakban felismerjuk, és azt lékéy szerint kezeljik. A belgydgyaszati
angioldgia elmult évtizedében igen intenziv kutdtdgtat az endothel diszfunkcio és a korai
atherosclerosis iranyaban. Toébb non-invaziv, Gjartvevezetett és értékes vizsgaldmaodszer is
létezik, melyekkel a korai elvaltozasok detektalkatCelermayer €s munkatarsai 1992-ben
kozoltek az artéria brachialis aramlas-, valaminhitat-medialt vazodilataciojanak nagy
felbontasu ultrahang készulékkel tokédetektdldsa (10). A mddszer elve, hogy az artéria
brachialisban kialakulé aramlasnévekedés folytatrej@o6 nyirdek kovetkeztében az
endothelsejtekben aktivalodik a NO szintetdaz, ig9 Nzintetizalddik, mely elvalasztasra
kerllve az endothelsejtefdbiétrehozza a vazodilataciot. Az aramlasnévekddéstkeztében
kialakulo dilatacio egészséges populacibban szZézsdéd kifejezve mintegy 8%. Ha ez a
vazodilatacios valaszképesség 5% ala csokken, lgldtiszfunkciordl beszélink, mely mar a
szubklinikus atherosclerosist kialakulasanaks dispése lehet (10, 11, 12). Igen hasznos
vizsgalati médszer az artéria carotis communis IdTetektadlasa nagy felbontasa ultrahang
segitségével, mely alkalmas az atherosclerosis kuwdologiai eltérésének kimutatasara (13,
14). Az utébbi években kerult a belgyogyaszati aldgiai kutatdsok frontvonaldba az érfali
merevség meghatarozasa, az artérias merevségndssff mérése. Az artérias stiffness
jellemzésére jelenleg a legelterjedtebb funkcienpgliraméterek az augmentacios index (Alx)

és a pulzushullam terjedési sebesség (PWV)(15gmaban megjelent szamos 6sszefoglald



tanulmanyt attekintve bizonyos, hogy az artérid@ess fokozodasa, azaz az Alx emelkedése,
valamint a PWV ndvekedése maiglaz érelmeszesedés megjelenését. Ezen paramaterek
érelmeszesedés okozta sziv-, érrendszeri megbésaetliggetlen étejelzdinek tekinthetk
(16, 17, 18, 19). A flow-medialt vazodilatacié (FM@ nitrat—-medialt vazodilatacio (NMD),
az Alx, a PWV, az artéria carotis communis IMT, trangiolégiai paraméterek alkalmasak az
endothel diszfunkcié, valamint a korai atherosdero morfolégiai és funkcionalis
detektalasdra még a szubklinikus klinikai stadium{z, 21, 22).



Célkitiizések

1. Célunk volt primer APS-s betegek komplex angj@bvizsgalata, melynek soran 44 primer
APS-s beteg esetén elvégeztik az artéria brachiM® és NMD mérését, valamint
meghatéaroztuk esetiikben az artéria carotis commiMiBt. Megtorténtek a stiffness
paraméterek, ugymint a PWV és Alx meghatarozasoksszefiiggést kerestiink a stiffness,
valamint az endothel funkcios paraméterek (FMD, NMIS a fenndllé atherosclerosist §elz

artéria carotis IMT kozo6tt.

2. Osszesen 28 beteg esetében vizsgaltuk a pri8#ra jellemé immunoldgiai eltéréseket.
Limfocita szubpopulacios vizsgalatok és intraciégphatikus citokin meghatarozasok
torténtek annak monitorozasara, hogy milyen seje<itokin iranyultsagu elkotelezettség
mutathatd ki APS-ben. Parhuzamosan kéricigpkin vizsgalatok is folytak.

3. Kapcsolatot kerestlink az immunolégiai eltéréselaz angiologiai abnormalitasok kozott.
Azt kutattuk, hogy a periférias vérben észledhegyes immuno-inflammatorikus eltérések

0sszefliggést mutatnak-e az endothel diszfunkctaté angioldgiai eltérésekkel.

4. Felvebdott kérdesként, hogy a primer APS-ben észlélhahgioldgiai eltérések
megfigyelhebek-e mas tipust autoimmun megbetegedésben is. Ilieddle endothel
diszfunkcio, kéros artérias stiffness illetve kértdT, és ha igen, a funkciondlis és
morfoldgiai eltérések mutatnak-e 6sszefliggést eggalaEnnek analizisére egy 101 betégb
allé autoimmun betegcsoportot jeldltink ki, melylprmer APS mellett szisztémas sclerosis
(PSS), polymyositis és reumatoid arthritises (RAg¢ghetegedésekben szenieoetegek
vettek részt.

5. Prospektiv vizsgalatot inditottunk abbdl a cElihdgy meghatarozzuk a LA, az aKL és
aB2GPI antitestek éfordulasanak gyakorisagat akut coronaria szindr@amaB vizsgalat a DE
OEC lIl. sz. Belgydgyéaszati Klinika Intenziv osyt#da kerlb 111 akut coronaria szindromas
beteg bevonasaval tortént. Felmértik az akut caeosaindroma rizikofaktorainak jelenlétét és
az ebzetes cardialis, cerebralis és thromboticus tosEk@yakorisagat. Valaszt kerestiink arra,
hogy milyen az antitestek megoszlasa és milyenefigggés mutatnak a cardiovascularis

rizikétényesdkkel és a klinikai képpel.



6. Vizsgaltuk, hogy a klinikank altal gondozott ifEnids érbetegekben milyen az aPL antitestek
elsfordulasi gyakorisdga. Osszesen 139 als6 végtaliferaltiv artérias érbeteg esetében
meghataroztuk a LA, aKL ésp2GPI antitestek gyakorisagat. Felmértik a hagyowsny
cardiovascularis rizikbfaktorokat, valamint elentidza betegek cardialis €s cerebrovascularis
atherothromboticus érintettségét abbdl a célbdlyhisszefiiggést keressiink az aPL antitestek
jelenléte és az emlitett klinikai manifesztaciokzéid. Valaszt kerestink arra, hogy ezen
autoantitestek jelenléte mennyiben tekindhénallo rizikotényeének az adott vascularis

tarsulasok vonatkozasaban.

7. Tekintettel arra, hogy P2GPI mellett az oxLDL szintén epitépként viselkedikplakk
immuno-inflammatoikus folyamataiban, valamint a kéolekula komplexet alkotva kerdl
felvételre a habos-sejtbe, igy indokoltnékttezen immunogén epitdp ellenes autoantitestes
mechanizmus vizsgalata coronaria atherothrombasisha oxLDL ellen iranyulé antitestek
nemcsak akceleréljak ezen molekulak felvételét &rafidgokba, hanem olyan antitest-fidgg
immun-mechanizmusokat inditanak el, melyek fenméaatgyulladast hozzgjarulnak a plakk
rupturdjahoz. Osszefliggést kerestiink a plakk-skesifainti-oxLDL autoantitestek szintje és

az instabil coronaria események kdzott, esetlegasarker hasznosithatésagot keresve.

8. A periférias mononuklearis sejtek patogén geeievésse tisztazott APS-ben, illetve az
oxLDL ellen iranyuld immunologiai mechanizmusok seteljesen vilagosak, ezért
experimentalis vizsgalati rendszerben tanulmanyokniantuk a limfocita aktivaciot,

proliferaciot és citokin szekréciot oxLDL stimulégelenlétében APS betegekben.

9. Elemezni kivantuk, hogy plazmaferezis kezelésety immunologiai krizisallapotokban
gyorsan bevethét életmend beavatkozas - milyen immunmodulans hatassal biG-8P
betegekben. Ehhez 8 aPL antitest pozitiv SLE-sgbg@lazmaferezis kezelése kapcsan

megvizsgaltuk a plazmaferezis kezelés hatasat ArMALitokin egyensulyra.

10. Az APS, mint B-sejt medialt angiopathia kezéb&s logikusan felvétik az anti-CD20
(rituximab) biologiai terapia alkalmazasa. Mivel 888 betegekben erre jelenleg nincs
lehetséglnk, ezért kapcsolddo vizsgalatkent RA-ban taanyoztuk az anti-CD20 bioldgiai
terapianak az altalunk mért endothel funkcios ka@sic jeldd angiologiai paraméterekre

gyakorolt hatasat.



Betegek

44 primer antifoszfolipid szindromas beteg (25 @9 férfi) esetében tértént FMD,
NMD, carotis IMT, AIX és PVW meghatarozas. A betegilagéletkora 52,2% 25 év, 25
betegnek volt vénas thromboembdlids eseménye, € lesetében artérias thromboticus
folyamat zajlott, 1 betegnek ismé&db vetélései voltak.

28 primer antifoszfolipid szindromas beteg esetéégeetink immunoldgiai
vizsgalatokat (19 & és 9 férfi, atlagéletkor 53 10 év) Kontroll betegcsoportként 36
coronaria beteg laboreredményeit hasznaltuk.

Az angiologiai paraméterek vizsgalatat 101 autoimrbeteg esetében végeztik el.
APS = 50 beteg, scleroderma = 24 beteg, polymyositl3 beteg, rheumatoid arthritis = 17
beteg. 77 & és 24 férfi, atlagéletkor: 524313,3 év.

Az antifoszfolipid antitestek akut coronaria szimian belili gyakorisagat 111 beteg
bevonasaval végeztik el (66 ferfi és 45 aw atlagéletkor: 58,8 év volt).

Periférias érbeteg vizsgalataink 139, dént Fontaine Il stadiuml beteg esetében
torténtek.

Az oxLDL ellenes antitestek klinikai vizsgélatak®t akut coronaria szindréomas és 62
stabil coronaria beteg kerilt bevonasra. Az akubraria szindromas csoportba 14 férfi és 20
né kerdlt bevalasztasra, a betegek atlagéletkor85429,47 év.

Az oxLDL limfocita aktivaciot stimulalé hatasat PS beteg mintain teszteltik: 11
ferfi és 2 16, a betegek atlagéletkora 4#32,14 év.

A plazmaferezis kezelés immunmodulans hatasanalerését 8 antifoszfolipid
antitest pozitiv SLE-s beteg plazmaferezise kapusgeztik. 7 & és 1 férfi, atlagéletkoruk:
33 év (16-50 év) volt, az atlagos betegség fensiatld 3,5 év (0,5-7 év) volt.

Az anti-CD20 bioldgiai terapia endothel funkcidrgagorolt hatasat 5 rheumatoid
arthritisben szenvédnébeteg esetében mértiik meg. Atlagéletkor 41,6 évs@@v), az

atlagos betegség fennallash il év (1-9 év).



Modszerek

1. Az endothel funkcié vizsgalata — flow-medialt FMD) és nitrat-medialt

vazodilatacié (NMD) meghatarozasa

Az FMD és az NMD méréseket a nemzetkdzi ajanlaaklds a hazai konszenzusnak
megfeleb metodikaval végeztik 5-10 MHz-es linearis transediel, EKG-kapuzas mellett.
Az artéria brachialisrél, a konyodkhajlattél proxilisan hosszmetszeti képet nyertink, aztan
az alkaron elhelyezett vérnyomasthémandzsetta 4,5 perces felfljasdval, a szisztolés
vérnyomast 50 Hgmm-rel meghaladd szupraszisztoté&k denntartasaval, majd annak
hirtelen felengedésével reaktiv hyperaemiat vaitdtt ki. Az aramlasndvekedeés
kovetkeztében kialakult atmiéwaltozast a 60. masodpercben digitalisan rogzkefth perces
pihenés utan 0,4 mg szublingvélis nitroglicerinsdta kertlt sor, majd 3 perces varakozast
koveten detektaltuk az endothel independens vazodifdtaéi vizsgalati eredményeket
digitalisan rogzitettik és utélag a nyugalmi, alatbdt kovet 60. masodperces, illetve a
nitroglicerin adasa uténi 3-4 perces maximdlis abket AVITA kiértékeb szoftverrel
értékeltik. Az atlagos atmir 3 egymast kovét szivciklus R-hullammal szinkron meért
eredményeinek atlagaként adtuk meg (10, 11, 12)atAmbvaltozasok abszolat értekkent
(milliméter) és az alapatm#rdz viszonyitva szazalékos formaban keriltek learas\z
interobserver analizis variacios koefficiens 8,988#t, az intraobserver analizis variacios
koefficiense 4,6% volt.

2. Artéria carotis communis intima-meédia vastagsagiMT) vizsgalata
HP Sonos 5500 UH keészulékkel duplex ultrahanggélegot végeztink, 5-10 MHz-es

linearis transzducerrel az artéria carotis comnukn@, majd EKG-kapuzas mellett,
végdiasztolében rogzitett nagy nagyitasu képen dBrenproximalisan a carotis bulbustol
online carotis IMT méréseket végeztink. A cardtid it a vizsgaldfejjel szemben I&falon

megjeled el (lumen-intima hatar) és masodik (média-adventite&ar) echogen vonal
tavolsagaként adtuk meg a leading edge modszedtk@y Mindkét oldalon 10-10 mérést

végeztink, a mérési eredményeket atlagoltuk, ainggayeket milliméterben adtuk meg (23).



3. Stiffness paraméterek meghatarozasa - pulzushét terjedési sebesséqg (PWV) és

augmentacios index (Alx)

A stiffness paraméterek kozil a pulzushullam tege sebesség meghatarozasa két
modszert alkalmaztunk:
I/1. Artéria carotis — artéria femoralis kozo6tt meulzushullam terjedési sebesség mérése
EKG-kapuzott pulzatilis Doppler ultrahangos rendsae
I/2. Pulzushullam terjedési sebesség meghatardarsaoClinic arteriograffal.
Az UH-s és az arteriografos modszerrel mért értékékszevetettik. A mérési eredmények
szignifikans korrelaciét mutattak (R = 0,73, p,8@L) 50 beteg vizsgalata alapjan. Baulmann
€s munkatarsai 0sszevetették az arteriograffal stiéimess paramétereket a Sphygmocorral
eés Complayerrel mért stiffness paraméterekkel, neysoran szoros korrelaciot igazoltak. A
harom modszer kézll az arteriograf reprodukalhg@sszonyult a legjobbnak (15).
Il. Az Alx meghatarozésa TensioClinic arteriogréftatént.

5. Von Willebrand faktor antigén (VWFAQ) kvantitati v meghatarozasa

A von Willebrand faktor antigénszint kvantitativ giatarozasa immunturbidimetrias
modszerrel tortént STA-Liatest VWF kittel (Diagnioat Stago, Asnieres, France) STA-
Compact automatan. A meéerés 540 nm-en tortént. Agatatok a Klinikai Biokémiai és

Molekularis Patoldgiai Intézetben torténtek.

6. Limfocita szubpopulaciok és aktivalt T-sejtek vzsgalata aramlasi citométerrel

A limfocita szubpopulaciok (T-helper, citotoxikdissejt, natural killer T-sejt - NKT,
B, NK-sejtek) és aktivalt T-sejtek vizsgalata sdgfini markerek ellen termelt monoklonalis
antitestek CD3, CD4, CD8, CD19 és CD56 (BD Biosc#n San Diego, CA, USA és
Immunotech, Marseille, Franciaorszag) felhasznakdgeparinnal alvadasgatolt vérmintabdl
tortént. Vizsgaltuk a T-limfocita aktivacios mark&r agy, mint HLA-DR és CD69
expresszidjanak mértekét is a CD3+ sejteken (BDsd@amces, San Diego, CA, USA). A
meéréseket Coulter EPICS XL aramlasi citométerrglezélik (Beckman Coulter Inc., Miami,
FL, USA), a feldolgozas Coulter Q-PREP protokoll ésndszer alapjan. A limfocita
szubpopulacidk aranyat szazalékban adtuk meg.



7. Intracitoplazmatikus citokin meghatarozas

A CD4+ és CD8+ sejteket heparinnal alvadasgatelies vérldl izolaltuk, az
intracitoplazmatikus citokin meghatarozas soralC24+ Thl (T-helper 1), Th2 (T-helper 2)
és ThO (T-helper 0) sejtek jellegzetes citokin i alapjan jellemezhék és kilonithdtk
el. A Thl sejtek elssorban IFNy-t, TNF-a-t, IL-2 és IL-12-t, mig a Th2 sejtek dominaléan
IL-4-t, IL-5-t, IL-6-t, IL-10-t és IL-13-t termelnke A progenitor, el nem kotelezett ThO sejtek
mind Th1, mind Th2 citokinek termelésére képesek.

Mivel a nyugvo limfocitak citokin tartalma nehezedetektalhatd, a sejteket
stimulaltuk 25 ng/ml phorbol-myrisztat-acetat — PNi®igma Aldrich Corp, St. Louis, MO,
USA) és 1 ng/ml ionomycin (Sigma Aldrich Corp, &buis, MO, USA) hozzaadaséaval. A
mintat tartalmazo csovet 37°C-on, 5%-0s,Q@ellett 4 o6ran at inkubaljuk, éranként 1-2
alkalommal keverve. A Golgi apparatusbdl felszalb@dde novocitokin szintézis gatlasa
céljabdl 10 pg/ml brefeldin-A-t (Sigma Aldrich Corp, St. LouisyilO, USA) mérink a
rendszerhez. A festés soran normal kisérleti kidtlyek kozott, a CD4 és CD8 sejtfelszini
antigének jeléléséhez kvantum-vords konjugdalt dis monoklondlis anti-CD4 és anti-
CD8 antitesteket hasznalunk (Sigma Aldrich Corp, l®uis, MO, USA). A rendszert 30
percig sotétben, szob@&hérsékleten inkubaljuk. Az intracitoplazmatikusokinek jeldlése
specifikus monoklonalis antitestekkel: FITC-jelédnti-human IFNy, phycoerythrein-
konjugalt anti-human IL-4 (BD Biosciences, San DieGA, USA), PE-konjugalt anti-human
IL-10 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) 30 marat, sotétben, szolimhérsékleten. A

festési eljaras utolso I1épéseként a sejtek fixdd@Saml 1%-os paraformaldehiddel torténik

8. A szérum szolubilis citokinek detektaldsa
A szérum IL-4, IL-10 és IFN- méréséhez BD OptEIA ELISA kitteket (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA) alkalmaztunk, atgwbirasait kovetve.

9. OxLDL ellenes antitestek meghatarozasa

A betegek felvételre keriilésekor, a gyoégyszereapia megkezdése al nyert
periférias vérmintak (40 ml vér + 0,6 ml hepari®0Q@ U/ml) feldolgozdsa soran az IgG
tipusu anti-oxLDL antitesteket ELISA kitekkel (IMMZ — Buffalo, New York USA)

hataroztuk meg, a gyartésalasa szerint.
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10. OxLDL altal indukalt in vitro limfocita aktivacio APS-ban

In vitro stimulalt limfocita aktivacioA periférias mononuklearis sejtek (PBMC)
stimulalasa tisztitott oxidalt LDL autoantigénnkitacel, Frederick, MD, USA) tortént. Az
oxidalt LDL antigén kilonbdf 5 és 20ug/ml koncentracioju higitasait alkalmaztuk. A
sejtproliferacio értékelését ELISA teszttel (Ro&iagnostics GmbH, Penzberg, Germany) a
gyarto utasitasai szerint végeztik. A kolorimetisunoassay a sejtproliferacio mennyiségi
meghatarozasat teszi lebed a DNS szintézis soran bekovetkeBrdU inkorporacio
méresével.

In vitro stimulalt citokin szekréci6:a PBMC-ket 37°C-on proliferaltattuk 5 és 20
elteltével a mikrolemezt centrifugaltuk és a kedetkfellliszot analizaltuk. A citokineket
(IL-2, IL-4, IL-10, TNF-u, IFN-y) ELISA teszt segitségével értékeltik (BD Opt EIA™,

BD Biosciences, San Diego, USA) 450 nm-en..

Sejtproliferacios és citokin szekrécids indexekaatigénre adott proliferacios vélasz
meghatarozasa a proliferacios index (Pl) alapjaténd. Pl = proliferacié meértéke antigén
jelenlétében / proliferaci6 meértéke hozzaadott gani nélkil. A specifikus antigén-
stimulacioval mért kilonbdz citokin szekréciés szintek 0sszehasonlitasanak és
standardizaldsanak céljabol szintén egy hanyadmsigynevezett citokin szekrécios indexet
(CSI) képeztik, melyet a kovetk&ppen hataroztunk medZSI = (citokin szekrécid

meértéke antigén jelenlétében / citokin szekrécidakeé hozzaadott antigén nélkl) x100.
A 6-10. kozotti vizsgalatok klinikank Regionalis imunolégiai Laboratériumaban torténtek.
11. Plazmaferezis

A plazmaferezis kezeléseket Baxter Fenvall CS P3O0 folyamatos Uzein

sejtszeparatorral végeztik. A betegeknél 3 plazmzfte kezelésre kerllt sor, melynek soran

masnaponta 33 ml/tskg plazma kertlt eltavolitadsazesen 100 ml/tskg).
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Eredmények

l. Angiolégiai vizsgalatok primer antifoszfolipid szindréméaban

Az artéria brachialis FMD kifejezett k&rosodaséatteldgaltuk primer APS-ben,
0sszevetve az egészseéges kontrollcsoporttal (3,286% vs. 7,96 + 3,57%; p < 0,0001).
NMD tekintetében nem mutatkozott Iényeges kulonkesé&gt csoport kozott (13,71 + 6,98%
vs. 12,63 + 9,88%).

Vénas és artérias érintettség szempontjabdl méghoar APS-s betegeinket azt
talaltuk, hogy mindkét alcsoportban - artérias ARS beteg) és vénas APS (25 beteg) -
szignifikAnsan alacsonyabb az FMD, mint a kontsdfwortban (3,71 £ 2,77% és 3,21 *
2,96% vs. 7,96 + 3,57%). A két csoport FMD-je kéza#onban nem volt érdemi kilonbség.

Az APS-s betegcsoportban a carotis IMT jelentmegvastagodasat talaltuk a
kontrollcsoporthoz képest (0,74 + 0,2 mm vs. 0,38@G85 mm, p = 0,037).

A betegcsoportban az FMD és a carotis IMT kozégativ linearis korrelacio volt
kimutathat6 (R =-0,4725, p = 0,002).

A VWFAg szint szignifikansan magasabb volt a primddS-s betegek vérében a
kontrollokéhoz képest (157,91 + 52,5% vs. 125,82:8%, p = 0,012). Tovabbi 6sszefliggest
keresve az endothel diszfunkcio és egyes endoktigbaios paraméterek kdzott, emelkedett
VWFAg szintet talaltunk azon primer APS-es beteg&iében, akiknél a vénas oldalon alakult
ki thrombosis, és ezen emelkedett szint korrelaleadothel diszfunkcio mértékével ezen
alcsoporton beldl (R =-0,864; p = 0,003).

Il. Immunoldgiai paraméterek vizsgalata primer APS-ban
[I/1. Th1/Th2 citokin egyensuly

Primer APS vs. kontroll

A CD4+/IL-10+ (17,63 £ 12,97% vs. 4,32 + 5,83%,0pl) és a CD8+/IL-10+ (17,9
+10,76% vs. 6,44 £ 17,24%, p = 0,011) sejtek amasyignifikansan magasabbnak adddott a
primer APS-s betegek szérumdaban, a kontroll staijinas betegekhez képest, azonban a
CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ és CD56+ sejtek aranyaintek (70,3 + 10,23 % vs. 69,5 +
10,69 %, p = 0,91; 44,5 + 6,16% vs. 44,27 + 11,28%,0,95; 23,2 + 10,28% vs. 22,42% *
11,03%, p = 0,84; 10,5 £ 5,91% vs. 13,5 + 14,79%; 0,54 és 19,55 + 4,3% vs. 15,5 +
7,49%, p = 0,13) nem talaltunk Iényeges kiulonbsadeit csoport kozo6tt.
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Vénas APS és artérias APS vs. stabil coronaria beég

A CD4+/IL-10+ (17,63 = 12,97% vs. 4,32 + 5,83%) &sCD8+/IL-10+ (17,9 +
10,76% vs. 6,44 + 17,24%) sejtek aranya, szignifiedn magasabbnak adddott a primer APS-
s betegek szérumaban a kontroll stabil anginagbkbez képest.

A kettos pozitiv T-limfocitak (CD4+/IL-10+ és CD8+/IL-104tekintetében nem volt
szignifikans kulonbség a két primer APS-s alcsopkéz6tt, azonban kilon-kilén
mindkettben szignifikAnsan magasabbnak adédott a CD4+ ¢véhé 61 + 13,42% és
artérias: 19,31 + 12,39% vs. kontroll: 4,32 + 5,83 0,0014 és p < 0,0001) és CD8+ sejtek
aranya a kontroll stabil anginas betegcsoporthqgeste(vénas: 17,82 + 12,42% és artérias:
17,82 + 10,56% vs. kontroll: 6,44 + 7,24%, p = A,0@s p < 0,001).

/2. ThO/Th1/Th2 sejtarany vizsgalata — intracelldaris citokin profil alapjan

Primer APS vs. kontroll

Az APS-s betegcsoport immunfunkcioit vizsgalva aalaltuk, hogy a ThO
(CD4+/IFN<y+/IL-4+) és a TcO (CD8+/IFN=/IL-4) sejtarany (0,54 + 0,85% vs. 1,4 + 1,68%,
p = 0,008 és 0,49 £ 0,47% vs. 1,46 + 2,08%, p 4)0s@ignifikAnsan alacsonyabb volt, mint
stabil angina esetén, ugyanakkor a Thl (22,78,&5P4 vs. 24,98 + 9,48%) és Th2 (0,31 +
0,35% vs. 0,45 * 2,08%) sejtek szazalékos araekéitze nem volt |lényeges kilénbség a két
csoport kozott.
Vénas APS vs. artérias APS

A ThO, TcO, Thl, Th2 sejtek ardnyat tekintve neait wzignifikans kilonbség az
alcsoportok kozott.
Vénas APS és artérias APS vs. stabil coronaria beég

A ThO, TcO, Thl és Th2 sejtek szazalékos aranygégalva, a ThO (CD4+/IFN+/IL-
4+) és a TcO (CD8+/IFN+/1L-4) sejtek szignifikAnsan alacsonyabb arangifltuk vénas és
artérias érintetts@égAPS-s betegekben, stabil coronaria betegséghezskép,29 + 0,27% és
0,72 £ 1,05% vs. 1,4 + 1,68%, p = 0,01 és p = 0,&$5(0,5 £ 0,58% és 0,46 + 0,39% vs.
1,46 + 2,08%, p = 0,039 és p = 0,031).
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/3. Kering 6 citokinek

Primer APS vs. kontroll

A szérum citokinek k6zll az IFM{99,89 * 243,98 pg/ml vs. 31,03 £ 69,05 pg/ml) és
az IL-1 (9,18 = 20,2 vs. 4,89 + 10,93 pg/ml) madpsanig az IL-4 (31,46 + 60,69 pg/ml vs.
1,4 + 3,23 pg/ml, p = 0,015) és IL-6 (24,76 £ 13,8d4/ml vs. 10,23 + 11,97 pg/ml)
szignifikhnsan magasabb titere volt kimutathaté ARS. A szérum IL-10 (8,18 + 10,21
pg/ml vs. 27,03 £ 70,18 pg/ml) és IL-8 (79,28 +Bpg/ml vs. 128,65 + 241,5 pg/ml) szint
jelentbsen ugyan, de nem szignifikans mértékben volt ata@bb primer APS-ban, stabil
coronaria betegséggel dsszehasonlitva.
Vénas APS és artérias APS vs. stabil coronaria

A kering citokinek szintjeben nem volt jeldist kilonbség a két alcsoport kdzott,
azonban érdekesség, hogy a szérum IL-1 (18,36 2320g/ml vs. 4,89 + 10,93 pg/ml, p <
0,05) és IL-4 (48,71 + 80,05 pg/ml vs. 1,4 + 3,2@mpl, p = 0,0031) szint artérias érintettéeg
APS-s betegcsoportban szignifikansan alacsonyalttbavetabil coronaria betegek szérum

szintjehez képest.

l1l. Az immunstatusz és az angioldgiai paraméterekapcsolata

A carotis IMT, az Alx és a PWV és pozitiv linearis 6sszefliggést mutatott az I1L-4
szérumszintjével (R = 0,7 és p = 0,085= 0,7 és p = 0,015; R = 0,899 és p = 0,00016).

A PWV és a CD8+/IL-10+ sejtarany kozott negatheliris 6sszefliggest talaltunk (R
= -0,395; p = 0,045), ugyanakkor a PWV és a CD8#0L sejtarany pozitiv lineéaris
Osszefliggést mutatott egymassal (R = 0,46; p 50,01

V. Artériads stiffness, FMD és carotis IMT 6sszehasnlitd vizsgalata szisztémas

autoimmun korképekben

IV/1. Endothel diszfunkcio, atherosclerosis és aités stiffness vizsgalati eredmények

A 101 autoimmun beteg 0sszesitett adatai alapj@mtollhoz képest szignifikdnsan
rosszabb endothel dependens vazodilatacié nteBed6 + 3,82% vs. 8,39 £ 4,03%, p <
0,0001), a carotis IMT Iényegesen vaskosabb vord(@ 0,18 mm vs. 0,58 + 0,08 mm, p =
0,001), valamint az érfali merevséget §eklx és PWYV is jelertisen rosszabbak voltak (1,22
+ 32,25% vs. -41,15 + 22,47%, p < 0,0001; 9,66 402n/sec vs. 8,00 + 1,46 m/sec, p =
0,0002).
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IV/2. FMD, carotis IMT és stiffness paraméterek @=fliggése szisztémas autoimmun
betegségekben

Korrelacios vizsgalatokat végeztiink a betegekbért iMD, carotis IMT, PWV és
Alx paraméterek kozott. Szignifikans és negativr&dicidé mutathatd ki az Alx és FMD
ertékek kozott (R = -0,64, p < 0,0001). Lazabbszietén szignifikans negativ korrelacio volt
kimutathaté a PWV és FMD kdzétt (R = -0,37, p =018). Pozitiv korrelacié adodott a
carotis IMT és az Alx kozott (R = 0,34, p = 0,000&lamint a carotis IMT és a PWV kdzott
(R =0,44, p <0,0001). Elvégeztiuk a ket stiffnpasameéter 6sszefiiggesét is, melyek szintén
jO korrelaciot mutattak (R = 0,47, p < 0,0001).

V. aPL antitestek akut coronaria szindrémaban

LA a vizsgalt betegek egyikében sem volt kimutathakL antitestet 6 betegben tudtunk
kimutatni (5,4%), két esetben 1gG, négy esetben tgMsu ellenanyagot. Tizenhat betegben
(14,4%), 6sszesen 19 esetben talaltunk visz@BP| elleni antitestet: 3 esetben IgG, 5 esetben
IgA, és 11 esetben IgM tipusu ellenanyagot. Harated szérumaban kést aPL antitest
pozitivitas volt jelen: egy esetben IgG + IgA, kéetben IgA + IgM.

Az g32GPI antitestek harom izotipust egyuttesen tekitvalalt 14,4%-os RGPI
antitest gyakorisag az egészséges egyénekben yedgiRyo-hoz képest ésen szignifikans
Osszefiiggést jelent az ellenanyag jelenléte ékazardialis torténés kdzott (p < 0,02).

Figyelemre mélto, hogy a vizsgalt betegek kozileyhalt, és kozuluk 3 beteg (33,3%)
szérumaban mutattunk kiP2GPI antitestet.

Az IgG, IgA és IgM 82GPI antitestelszintjét 6sszevetve, az IgA tipusu ellenanyagok
mennyisége egyértelian magasabb volt az akut coronaria szindrémabamnvediben (p =
0,0003).

Megvizsgalva a korabbi betegségekof@ldulasat, a stroke-on és mélyvénas
thrombosison atesett betegekben volt magasabp24zPa antitestek éfordulasi gyakorisdga a
tobbi beteghez viszonyitva (40% ill. 28,5%), ésaxz 0sszefliggés a stroke esetéfsar

szignifikdnsnak bizonyult (p = 0,008).

VI. aPL antitestek periférias érbetegekben

A vizsgalt betegek kozil egy beteg bizonyuX pozitivnak, aKL antitestet 30 beteg
szérumaban talaltunk, valamint 41 beteg vR@PI antitest pozitiv. Tébbes pozitivitast 7
beteg esetében észleltiink, melyek kdzul 6 beteigakdl és &2GPI antitest pozitiv, mig 1

beteg esetében volt harmas pozitivitas kimutatha#édnem gyakoribb, mint az egészséges
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kontrollcsoportban, de az aKL és #2&PI ellenes ellenanyagok aranya jebeeth magasabb
periférias artérias érbetegségben.

Osszefiiggést keresve a periférias érbetegséghegulétarcoronaria illetve
cerebrovascularis megbetegedések és az aPL akijeldnléte kozott az aKL és ag245Pl
antitest pozitiv csoportban is szignifikansan magbasa periférias érbetegséghez tarsulo

cerebrovascularis érintettség.

VIl.  OXxLDL ellenes autoantitestes mechanizmus akutoronaria szindromaban

SzignifikAnsan magasabb 1gG izotipust anti-oxLDlitast szinteket talaltunk akut
coronaria szindrémas betegekben (21,6 + 26,45 BUlalamint stabil coronaria betegekben
(15,25 + 16,64 EU/mI), szemben a kontrollcsopora®5 + 6,21 EU/ml)(p = 0,0002 és p =
0,0016). Ezen tulmémn az akut coronaria szindromas betegek esetédentogen
emelkedett antitest szinteket talaltunk a stahiboaria betegekkel 6sszevetve (p = 0,0288).
Az akut coronaria szindromas betegeket magas jizik$oportjaban a keriganti-oxLDL
antitestek szintje 32,97 = 31,715 EU/ml volt, m@genbsen magasabbnak bizonyult az
alacsony rizikéju csoporthoz viszonyitva (10,87,28EU/ml, p = 0,0018).

VIIl. OxLDL altal indukalt in vitro limfocita aktivacio APS-ban

APS-s betegek és egészséges kontrollok sejtpratifénak dsszehasonlitasa

A 20 ug/ml koncentraciéban alkalmazott oxLDL-stimulusejgEtében az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva az APS-s betegeknél ghigmsan magasabb proliferacios
indexeket talaltunk (Rlontron: 0,56; Plaps 1,76; p = 0,032).

A 20 pg/ml koncentraciéban alkalmazott oxLDL-stimulusejdiétében az artérias és
vénas APS-s betegek PBMC-inek proliferacios kapaait 6sszehasonlitva a vénas APS-s
betegeknél szignifikhnsan magasabb proliferacia@exaket talaltunk (Phrgrias aps 0,98;
Plyenas aps 2,1; p = 0,03).

Mindezeken tulmefen a vénas APS-s betegek és az egészséges kantP&MC
proliferacios kapacitasait 6sszevetve@fdml oxLDL stimulus mellett jeledsen emelkedett
proliferacios indexeket kaptunk a betegek csopoatja(Plkontror: 0,56; Plyenas aps 2,1; p =
0,002).
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Az APS-s betegek és az egészséges tnkentesek ahakirécios kapacitasanak értékelése

Az IL-2 szekrécidban jeleés$, négyszeres emelkedés kdvetkezett be oxLDL sisnul
hatasara az APS-s betegekben a kontrollokhoz wizan(p = 0,018). Az APS-s betegekben
az IFN«y szekrécio is jeledsen emelkedett, 6sszehasonlitva a kontrollokéval f&s 163,2,
CSlyontron: 77,4; p = 0,025).

IX. Plazmaferezis kezelés aPL antitest pozitiv SLE-s tegjekben

Plazmaferezis kezelés hatdsa az aPL antitest daiate

A plazmaferezis kezeléssel az IgG aKL antitestt zmegeizo atlagos 67 U/l értékit a
3. kezelés utan 35 U/l értékre csokkent.
Plazmaferezis kezelés hatasa a Th1/Th2 egyensulyra

Intracitoplazmatikus citokin meghatarozassal kéeed Thl (CD4+/IFN¢t+) és Th2
(CD4+/IL-10+ illetve CD4+/1L-4+) iranyultsagot azddalmazhatd meg, hogy a harmadik
plazmaferezis kezelés utdn mérve, a kérosan mekgadett Th2 dominancia lecstkkent az
IFN-y/IL-4 és az IFNy/IL-10 értékek valtozasai alapjan (p < 0,05).

X. Rituximab (anti-CD20 bioldgiai terapia) rheumatoid arthritisben

Gondozott RA-s betegeinknél az endothelium depenhaazodilatacié egyértelian
karosodott mértékvolt a kontrollokhoz képest (5,9 + 4,6% vs. 8,3,2%, p < 0,05).

Az anti-CD20 rituximab kezelés az FMD gyors ésdamrjavulasahoz vezetett. Az
atlagos %-os javulas a 2, 6 és 16 hét utan soreen80%, 22% és 81% voltak. Kismértékben
az IMT is javult (sorrendben 10%, 9% és 2% javulds)rituximab kezelés mellett az
0sszkoleszterin szint 3-11%-kal csokkent, a HDL4E35%-kal rétt.
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Uj meqgallapitasok

1. Komplex angiolégiai modszerekkel igazoltuk prim@&PS szindromdban az
endothel funkcionalis karosodasat, az atherosdterkarai morfoldgiai megjelenését és a
kérosan megnovekedett érfali merevséget. Kapcsoldt@ltunk az érfali reaktivitas
karosodasa és a carotis IMT-ban bekovetkezett kbimfoldgiai nbvekedés kozott.

2. Kimutattuk, hogy az észlelt angiologiai eltéréshktterében megndvekedett
endothel aktivacio igazolhaté a kérosan magas vVWBAgt alapjan. A vénas érintett§ég
APS-s betegek esetében az érfali reaktivitas kdesso korreldl a VWFAgQ szint
emelkedésének mértékével.

3. Az APS-ban Th2 irdnyu citokin valasz dominanciégalelhes. A solubilis IL-4 és
IL-6 szint megemelkedik. Ezzel parhuzamosan megkgrik a regulativ IL-10+
differencialédast hordoz6 CD4+ és CD8+ sejtek amany. Az APS-ban észlelliet
immunologiai folyamat ,elkotelezettségét” jelzi aarkans CD4+IL-10+ és CD8+IL-10+
mellett mutatkoz6 alacsony ThO (CD4+/IRMAL-4+) és TcO (CD8+/IFNg+/IL-4+)
sejtarany. A folyamat komplexitasat jelzi az oxLOHatasara bekovetké&zThl tipusua
differencialédéas (IL-2), valamint az artérias ésitséd APS-ban észlelhétiL-1 dominancia,
mely a ,klasszikus” atheroscleroticus Utvonal fésgrdéseét jelzi.

4. A fenti immunolégiai sajatossagok osszeflggéstatnak a vasculaturat érint
koros funkciondlis és morfoldgiai viszonyokkal. Artéria carotis megvastagodasa, az érfali
merevséget jelz PWV felgyorsuldsa és az Alx megndvekedése szamszefiiggést mutat az
emelkedett szolubilis IL-4 szérumszintekkel. A CD&jtek kdzul az IL-10+ sejtarany jobb
funkcionalis allapotot jekk érfali merevséggel mutat 6sszefliggést, ezzel szembh IL-10
negativitds a rosszabb artérias stiffness markere.

5. A 101 szisztémas autoimmun betegre kiterjesztetigtex angiologiai vizsgalat azt
igazolta, hogy az alkalmazott modszerekkel az eautain vasculopathia ol
diagnosztizalhatd. Az 6sszevetések azt mutatjay adkarosodott érfali reaktivitassal igazolt
kéros endothel funkcié dsszefligg a korai morfologtérések mértékével és az érfali
rigiditas parhuzamos névekedésével.

6. Akut coronaria szindromaban kozel 15%-@2@PI antitest pozitivitas észlelléet
Ezen pozitiv csoport &tetes klinikai adatai egyi@l fokozott morbiditasra utalnak, masiel
a betegek klinikuma az APS-nak megféé fokozott egyéb thromboticus veszélyeztettséget

V4

megvalasztasat hangsulyozzak.
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7. A periférids érbetegségben észlethetPL antitest pozitivitAsok kozil az aKL
antitest pozitivitas a tarsul6 cerebrovasculariérars manifesztaciora hivja fel a figyelmet.

8. Akut coronaria szindromaban az oxLDL ellenes auitesiek szintje jeledsen
megemelkedik a stabil coronaria szintekhez képAsgt.emelkedett anti-oxLDL szint a
hospitalis szak magasabb cardiovascularis rizilk@djamutat 0Osszefliggést: rekurralo
ischaemia, ritmuszavar, szivelégtelenség és gyakdiighs intervencios igény. Az
eredmények prognosztikai hasznosithatésagdebgét vetik fel.

9. Experimentalis modellben vizsgalva APS-s betegaitdcitait az oxLDL aktivalja.
Ennek hatasara magas proliferacidos aktivitas deslel valamint megé az IL-2 citokin
szekrecio.

10. SLE-hez tarsulé aPlantitest pozitivitds vagy secunder APS esetén ralkabtt
plazmaferezis terapia gyorsan és effektiven csdklkenlIgG tipusu aKL ellenes antitestek
szintjét. A kezelés hataséara a kiindulaskor éset@lifh2 dominancia csokken, az IFMNL-

10 és az IFNHIL-4 arany a kéros egyensulyi allapot javulasétije

11. A szisztémas autoimmun betegségek kezelésébelegldrevonuld bioldgiai
terapiak koézil a rheumatoid arthritisben alkalmazitiximab (anti-CD20 bioldgiai terapia)
pozitiv angiologiai hatasokkal bir, kulonds tekitee az artéria brachialis flow-medialt
vazodilaticids képességére. A 16 hetes kezeléédps végén az érfali reaktivitas kifejezett
javulasa figyelhét meg, felvetve e terapia hatékonysadgat mas tipussejtB medialt

angiopathiara is.
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