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Artikelen

Nieuwe inzichten in B,-glycoproteine I en het antifosfolipidensyndroom

C. AGAR!, PG. de GROOT? en J.C.M. MEIJERS?

Het antifosfolipidensyndroom is een auto-immuun-
ziekte die gekenmerkt wordt door trombotische
complicaties of foetale verliezen en serologisch door
de aanwezigheid van antistoffen tegen eiwitten die
aan fosfolipiden binden. Tegenwoordig is het alom
geaccepteerd dat het belangrijkste antigeen voor de
auto-antistoffen B,-glycoproteine I is. De diagnose
antifosfolipidensyndroom wordt gesteld wanneer
bij een patiént met trombotische of zwangerschap
gerelateerde complicaties tweemaal antifosfolipi-
den antistoffen worden gemeten met een tussen-
periode van minstens 12 weken. Recentelijk is een
nieuwe functie ontdekt voor B,-glycoproteine I, tot
dusver een plasma-eiwit zonder bekende functie.
De expressie van de functie bleek samen te vallen
met majeure structuurveranderingen in het eiwit.
De nieuwe inzichten in de structuur en functie van
de B,-glycoproteine I hebben ons begrip over de
pathofysiologie van het antifosfolipidensyndroom
verdiept en mogelijkheden gecreéerd voor de ont-
wikkeling van aanvullende en verbeterde assays,
hetgeen een sprong voorwaarts zou betekenen voor
de diagnose en behandeling van het antifosfolipi-
densyndroom.

Het antifosfolipidensyndroom (APS) is een auto-im-
muunziekte die gekenmerkt wordt door de aanwezig-
heid van antifosfolipiden antistoffen in bloed van pa-
tiénten in combinatie met trombotische complicaties
in arterién of venen, of met zwangerschap gerelateerde
complicaties (1). Een trombosebeen is de meest voor-
komende veneuze complicatie, terwijl een beroerte het
meest voorkomt als arteri¢le trombose. Bij zwangere
vrouwen leidt APS tot zowel vroege miskramen (<12
weken) als tot zeer late miskramen (>34 weken). Naast
deze complicaties worden ook vaak placenta infarc-
ten, vroeg- en doodgeboortes gerapporteerd (2). De
voor de APS kenmerkende antifosfolipiden antistoffen
zijn te vinden in ~1% van de bevolking, maar nemen
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toe met de leeftijd en het bestaan van een chronische
ziekte (3). APS komt vooral voor bij jonge mensen
en veel meer bij vrouwen dan bij mannen; 8 op de 10
patiénten is vrouw. De antistoffen die worden gevon-
den bij personen ouder dan 50 jaar zijn klinisch veel
minder relevant. Bij patiénten met systemische lupus
erythematodes, of lupus, stijgt de prevalentie van anti-
cardiolipine antistoffen en lupus anticoagulans tot
40% (3). Het is tegenwoordig alom geaccepteerd dat
de relevante auto-antistoffen die gevonden worden in
het antifosfolipidensyndroom niet gericht zijn tegen
fosfolipiden, maar tegen eiwitten gebonden aan deze
fosfolipiden (4, 5). Eén van deze fosfolipiden bindende
eiwitten is [3,-glycoproteine I (3,GPI). B,GPI heeft een
relatief lage affiniteit voor negatief geladen fosfolipi-
den, maar de affiniteit verhonderdvoudigt wanneer
APS antistoffen binden aan het eiwit (6). De interesse
in het B,GPI eiwit nam snel toe toen in 1990 ontdekt
werd dat B,GPI een belangrijk antigeen in APS was
4, 5). Vele studies hebben uitgewezen dat van de
vele verschillende auto-antistoffen die gevonden kun-
nen worden bij deze patiénten, auto-antistoffen tegen
B,GPI klinisch het meest relevant zijn (6).

Thans zijn er drie testen beschikbaar om de aanwezig-
heid van antifosfolipiden antistoffen te meten: (i) de
anti-cardiolipine ELISA detecteert de aanwezigheid
van auto-antistoffen tegen cardiolipine en B,GPI, (ii)
de anti-,GPI antistof ELISA detecteert auto-antistof-
fen tegen B,GPI, terwijl (iii) de lupus anticoagulans
test de aanwezigheid van ‘functionele’ anti-B,GPI an-
tistoffen en anti-protrombine antistoffen meet. Het is
te verwachten dat een ELISA die gebruik maakt van
gezuiverd B,GPI om deze antistoffen te detecteren
zeer goed zou correleren met de waargenomen klini-
sche verschijnselen. Echter, dit is niet het geval, lupus
anticoagulans is de test die het beste correleert met de
klinische manifestaties (7). Mogelijk worden met de
lupus anticoagulans test alleen de hoger affiene anti-
stoffen gedetecteerd. Daarnaast zijn alleen antistoffen
tegen bepaalde delen van B,GPI klinisch relevant en
deze subpopulatie van auto-antistoffen is verantwoor-
delijk voor de lupus anticoagulans verschijnselen. De
uitdaging bij de diagnose APS is de uitvoering van de
verscheidene testen die worden gebruikt om de aanwe-
zigheid van antifosfolipiden antistoffen in plasma aan
te tonen. Geen van de testen voldoet aan de normen
van Good Laboratoy Practice. Studies laten zien dat
er grote verschillen zijn in uitslagen van verschillende
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laboratoria op een rondzending van dezelfde monsters,
in het bijzonder bij plasma’s met laag affiene antistof-
fen (8-10). De invoering van aanbevelingen en richt-
lijnen hoe de verschillende tests uitgevoerd dienen te
worden, hebben een verbetering van de onderlinge re-
sultaten teweeg gebracht, maar de prestaties van deze
assays blijven ontoereikend voor een nauwkeurige di-
agnose (11-13). Meer kennis over het B,GPI eiwit, de
antilichamen en hun gedrag in de diagnostische testen
die gebruikt worden in klinisch chemische laboratoria
zou kunnen leiden tot een beter inzicht in (de diagnose
van) het APS.

Geschiedenis en biochemie van B,-glycoproteine I
B,-Glycoproteine I (3,GPI) werd voor het eerst in de
literatuur beschreven in 1961 (14) en zeven jaar later
werd de eerste B,GPI-deficiénte, schijnbaar gezonde
persoon geidentificeerd (15). B,GPI’s alternatieve
naam, apolipoproteine H, suggereert een functie in
vetmetabolisme, maar dit was gebaseerd op één enkele
publicatie uit 1979, waarin werd aangetoond dat 3,GPI
over de verschillende humane lipoproteinen was ver-
deeld (16). Vanaf 1983 werden de namen [B,GPI en
apolipoproteine H naast elkaar gebruikt voor hetzelfde
eiwit en werd APOH de offici€le benaming voor het
B,GPI gen (17).

B,GPI is een 43 kDa eiwit bestaande uit 326 amino-

Figuur 1. Kristalstructuur van B,GPI. De vijf complement
controle eiwit domeinen 1 tot en met 5 (CCP-I to CCP-V) zijn
weergegeven. In blauw de negatief en in rood de positief ge-
laden aminozuren. In geel een groot positief geladen regio in
het vijfde domein van B,GPI, wat een bindingsplek vormt voor
negatief geladen fosfolipiden. De figuur is gemaakt met Cn3D
versie 4.1 programmatuur, geproduceerd door the National
Center for Biotechnology Information (http:// www.ncbi.nlm.
nih.gov).
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zuren (figuur 1). Het wordt gesynthetiseerd in de lever
en circuleert in bloed in hoge concentraties; ongeveer
4-5 uM (18). B,GPI is een glycoproteine dat kan bin-
den aan negatief geladen fosfolipiden en is opgebouwd
uit vijf homologe complement controle eiwitdomeinen
(CCP-I tot en met CCP-V) (19, 20). Deze CCP’s wor-
den over het algemeen gevonden in eiwitten van het
complement systeem en zijn verantwoordelijk voor de
binding van complement factoren aan virussen en bac-
terién (21, 22). In 1999 werd de kristalstructuur van
B,GPI opgehelderd door twee groepen. Het molecuul
bleek een structuur vergelijkbaar met een hockeystick
te hebben (19, 20). De eerste 4 domeinen lagen in el-
kaars verlengde en het 5% domein vormde de krul van
de stick (figuur 1). De eerste 4 CCP domeinen bevat-
ten ieder 60 aminozuren, terwijl het vijfde domein een
extra 6 aminozuur insertie heeft met een additionele
19 aminozuur verlenging. Deze extra aminozuren zor-
gen voor een positief geladen regio in het 5% domein
(23) die de bindingsplaats vormt voor negatief geladen
fosfolipiden (figuur 1).

B,-Glycoproteine I en lupus anticoagulans

Om aan de diagnose APS te voldoen moet een patiént
voldoen aan twee voorwaarden: (i) de aanwezigheid
van ‘persistente’ antifosfolipiden antistoffen in plas-
ma, aangetoond door het hebben van anti- 3,GPI of
anti-cardiolipine antistoffen of een positieve antico-
agulans, met de voorwaarde dat deze minimaal twee
keer met een tussenperiode van 12 weken zijn waar-
genomen en (ii) een geschiedenis van trombose of
zwangerschap morbiditeit van de foetus (24). Tijdens
het ontwikkelen van een betere test voor de detec-
tie van auto-antistoffen tegen APS, werd ontdekt dat
verschillende batches van gezuiverd B,GPI anders ac-
teerden in een aPTT gebaseerde stoltest. Na het toe-
voegen van één van de batches van 3,GPI aan 3,GPI
deficiént plasma was er met een lupus anticoagulans
vergelijkbare activiteit waar te nemen in afwezigheid
van auto-antistoffen. Een verklaring hiervoor werd
gevonden in de conformatie van ,GPI. Naast de al
meer dan 10 jaar bekende hockeystick vorm werd een
tweede conformatie ontdekt voor 3,GPI (25). Met be-

Figuur 2. Elektronenmicroscopische opnamen van ,GPL

A. B,GPI gezuiverd uit humaan plasma laat een gesloten ronde
conformatie zien met een interactie tussen domein 1 en 5.

B. De open hockeystickachtige conformatie van 3,GPI, waarbij
domein 5 in een hoek zit ten opzichte van domein 4. Deze fi-
guur is aangepast van een eerdere versie die gepubliceerd was
in het tijdschrift Blood. Agar C, et al. B,-Glycoprotein I can
exist in 2 conformations: implications for our understanding
of the antiphospholipid syndrome. Blood 2010; 116(8): 1336-
1343. © The American Society of Hematology.
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hulp van elektronenmicroscopie bleek dat gezuiverd
B,GPI uit vers humaan plasma niet een open hockey-
stickachtige conformatie, maar juist een gesloten
circulaire conformatie heeft (figuur 2) (25). In deze
gesloten conformatie was er interactie tussen het an-
tistof bindende domein 1 en fosfolipiden bindende
domein 5. Deze observaties suggereerden dat plasma
B,GPI circuleert in een ronde, gesloten conformatie.
Na interactie met fosfolipiden ondergaat ,GPI een
verandering naar een open structuur, waarbij het do-
mein voor binding van auto-antistoffen, dat eerst op-
geborgen zat in het gesloten molecuul, wordt geéxpo-
seerd (figuur 2) (25). Wanneer gesloten natief 3,GPI
werd toegevoegd aan [3,GPI deficiént plasma, werd
geen effect gezien op de stoltijd (figuur 3). Daarente-
gen, wanneer open 3,GPI werd toegevoegd aan 3,GPI
deficiént plasma was er een met een lupus anticoagu-
lans vergelijkbaar effect waar te nemen. Toevoeging
van antistoffen tegen B,GPI bleek een additioneel
effect op het anticoagulante effect van open [3,GPI
te hebben (figuur 3). Hiermee werd een verklaring
gevonden voor de oorspronkelijke waarneming dat
verschillende batches van 3,GPI verschillend acteren
in een stoltest.

Een nieuwe functie voor B,-glycoproteine I

In de halve eeuw waarin we het eiwit B,GPI kennen
is er tot op heden geen overtuigende functie aan het
eiwit toegeschreven. Functies in de stolling via bin-
ding aan factor XI of XII werden geopperd door ver-
scheidene groepen (26-29). Daarnaast werden er ook
functies toegeschreven aan [,GPI als regulator van
plaatjes protrombinase activiteit en ADP-gemedieerde
plaatjes aggregatie (30, 31). Vooralsnog hebben geen
van deze mogelijkheden kunnen overtuigen als dé fy-
siologische functie van 3,GPI. Onlangs is er een publi-
catie verschenen waarin een nieuwe functie geclaimd
wordt voor B,GPI, niet in de stolling, maar in de af-
weer (32). In vitro en in vivo werd bevestigd dat 3,GPI
een lipopolysaccharide (LPS, de membraancompo-
nent van Gram-negatieve bacterién die onder andere
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Figuur 3. Effect van 3,GPI op de stoltijd in een aPTT. Wan-
neer gesloten natief 3,GPI wordt toegevoegd aan 3,GPI defici-
ent plasma is er geen effect te zien op de stolling in een aPTT.
Wanneer open [3,GPI wordt toegevoegd aan de assay wordt een
verlenging van de stoltijd waargenomen, met een extra verlen-
ging na toevoeging van antistoffen tegen 3,GPL
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de ontstekingsreactie initieert) bindend, neutraliserend
en opruimend eiwit is. Wanneer gesloten natief 3,GPI
en LPS samen worden geincubeerd, bindt 3,GPI aan
LPS en ondergaat een conformatie verandering naar
de open structuur. Dit B,GPI-LPS complex kan dan
aan receptoren op monocyten en macrofagen binden,
waarna het complex wordt opgenomen en waarschijn-
lijk afgebroken in de monocyten. Hierdoor worden de
schadelijke effecten van LPS geremd (32). Uit bin-
dingsstudies bleek dat het bindende deel van 3,GPI
aan LPS een 7 aminozuur tellende sequentie is, die ge-
lokaliseerd is in domein CCP-V (33). Binding van LPS
aan deze regio in domein CCP-V veroorzaakte een
structurele verandering van gesloten 3,GPI, waarbij de
interactie tussen domein CCP-1 en CCP-V verbroken
werd en 3,GPI een open structuur kreeg (32). Verder
onderzoek in het genoom van 40 zoogdieren toonde
aan dat het LPS bindend gedeelte in 3,GPI evolutio-
nair 100% geconserveerd is in alle zoogdieren (32).
Er zijn een aantal publicaties die de rol van B,GPI als
een ‘stofzuiger’ in onze bloedsomloop ondersteunen.
B,GPI bindt aan apoptotische cellen, micropartikels,
geoxideerd LDL en stikstofoxide radicalen en kan
dus zo een rol spelen in de neutralisatie en klaring
van deze ongewenste componenten (34-38). Het weg-
vangen van deze toxische componenten en cellulair
afval is een fundamenteel proces in de bescherming
van ons lichaam tegen infecties. Het is dan ook niet
verwonderlijk dat er verschillende mechanismen be-
trokken zijn bij dit proces. Een tekort aan 3,GPI zal
daarom ook niet onmiddellijk resulteren in een ziekte.
Dit verklaart waarom ,GPI deficiénte personen ogen-
schijnlijk gezond zijn (15). Het is wel van belang om
te onderzoeken of mensen die een tekort aan dit eiwit
hebben, meer vatbaar zijn voor allerlei infecties.

Wat betekent dit voor de klinische chemie?

De ontdekking dat open B,GPI een lupus anticoagu-
lans effect laat zien onafhankelijk van de aanwezig-
heid van antistoffen tegen B,GPI geeft nieuwe moge-
lijkheden voor de bepaling van lupus anticoagulans in
laboratoria wereldwijd (25). Hier volgt meteen ook de
eerste belangrijke vraag: “Kijken we nu naar geopend
B,GPI, antistoffen tegen B,GPI (die bekend staan om
hun lupus anticoagulans) of een gecombineerd effect
van B,GPI en anti-B,GPI?” Onderzoek in onze labo-
ratoria laat zien dat bij 35% van de bepalingen die een
positieve lupus anticoagulans laten zien, er geen anti-
stoffen tegen B,GPI of cardiolipine te vinden zijn. Dit
betekent dat we enerzijds naar het effect kijken van
antilichamen tegen protrombine die ook lupus anti-
coagulans kunnen geven (39) of anderzijds naar door
infecties geinduceerd open B,GPI. Zoals vermeld, ver-
andert 3,GPI van de gesloten vorm naar de open vorm
na binding aan LPS (32). Dit zou betekenen dat een
individu met een ontsteking, infectie of bacteriemie
in potentie een positieve lupus anticoagulans test kan
laten zien. De mogelijkheid bestaat dat op basis van
een infectie een individu als potenti€le APS patiént
aangemerkt kan worden. Het is daarom van belang
om bij een eerste positieve lupus anticoagulans ook te
kijken naar een eventuele onderliggende infectie. Pas
na behandeling van de infectie zou opnieuw gekeken

Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2012, vol. 37, no. 3



moeten worden naar een mogelijke lupus anticoagu-
lans. Het is echter nog niet bekend of open ,GPI in
afwezigheid van antistoffen al een risico voor trom-
bose of zwangerschapscomplicaties is.

Uit de recente ontwikkelingen op het antifosfolipiden
gebied valt op te maken dat we nog niet de juiste as-
says hebben om met een grote zekerheid te kunnen
concluderen of iemand op basis van de dubbel posi-
tieve testen een juiste diagnose krijgt. Er zijn steeds
meer aanwijzingen dat de auto-antistoffen tegen [3,GPI
tijdelijk worden aangemaakt door ziekteverwekkers
die een conformationele verandering in ,GPI kun-
nen verwezenlijken. Het mechanisme dat verantwoor-
delijk is voor de omzetting van auto-antistoffen van
voorbijgaande aard in persistente auto-antistoffen is
onbekend. Klinisch chemische laboratoria in combi-
natie met onderzoekslaboratoria zouden nieuwe assays
moeten ontwikkelen die de verschillende conformaties
van B,GPI kunnen onderscheiden als aanvulling dan
wel vervanging van de bestaande anti-f,GPI assays.
Hierdoor kunnen onjuiste diagnoses worden voorko-
men, en de nodige onkosten worden bespaard.
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Summary

Agar C, de Groot PG, Meijers JCM. New insights in b2-gly-
coprotein I and the antiphospholipid syndrome. Ned Tijdschr
Klin Chem Labgeneesk 2012: 37; 176-180.

The antiphospholipid syndrome is an autoimmune disease that
is clinically characterized by thrombotic events or foetal loss
and serologically by the presence of antibodies against phos-
pholipid binding proteins. The antiphospholipid syndrome is
diagnosed when there is persistent presence of circulating an-
tiphospholipid antibodies in plasma and a history of thrombo-
sis or pregnancy morbidity. Nowadays, it is widely accepted
that 3,-glycoprotein I is the major antigen for antiphospholipid
antibodies. Recently, besides the existence of two completely
different conformations, which give different results in blood
clotting tests, a new function has been discovered for a thus far
functionless protein. The progress on the structure and func-
tion of the B,-glycoprotein I have given new insights into the
pathophysiology of the antiphospholipid syndrome and thereby
created new opportunities for the development of alternative
assays for the existing ones. A novel assay that discriminates
between the conformations of f3,-glycoprotein I will most like-
ly be a breakthrough for the diagnosis and treatment of the
antiphospholipid syndrome.
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