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1. BEVEZETES

A hemosztazis lehetévé teszi, hogy a vér az érpalyan beliil megtartsa folyékony allapotat,
abbol kikerililve viszont megszilarduljon, ezzel megakadalyozva, hogy egy érfal sériilés
elvérzést okozzon. A  hemosztazis kényes egyensulyanak felbomlasa  sulyos
kovetkezményekkel jar, ezek egyik véglete a vérzékenység a masik a thrombosis.

Thrombus képzddéshez harom tényezd megvaltozasa vezethet, melyet Rudolf Virchow,
német patologus fogalmazott meg eldszor a XIX. szdzadban. A harom tényezd a véraramlas
(sztazis), az érfal (érfal rendellenessége) vagy a vér alvadékonysaganak (hypercoagulabilitas)
a megvaltozdsa. A hypercoagulabilitishoz vezetd velesziiletett tényezdk koz¢é tartoznak az
antithrombin (AT), protein C és S (PC, PS) deficiencidk, az aktivalt protein C rezisztencia
(APC rezisztencia, melynek f6 oka a FV Leiden mutécio, p.Arg506Gln), a protrombin gén
(F2) 20210A allél és egyes dysfibrinogenaemiak. Ezek az dallapotok fokozott vénas
thromboembolia (VTE) kockazatot okoznak. A VTE kockéazatit noveli tovabbd a
hyperhomocysteinaemia, illetve az antifoszfolipid szindréma, melyben lupus anticoagulans és
antifoszfolipid antitestek jelenléte mutathat6 ki a keringésben.

Az AT a szerin proteaz inhibitorok (SERPIN) csalddjaba tartozd, a majban szintetizalodo
glikoprotein, melynek 6 feladata a thrombin és az aktivalt X-es faktor gatldsa. Ez 6Gnmagaban
lassu folyamat, melyet a heparan-szulfat proteoglikdnok és a heparin akar 500-szorosara
gyorsithatjak. A vérplazma antithrombin szintjének csdkkenése noveli a thrombosis veszelyét.
Az antithrombin deficiencia (ATD) a stlyos thrombophilidk kozé tartozik, az elsé esetet
Egeberg és munkatarsai kozolték 1965-ben. Ezt kovette az elsé funkciondlis AT deficiencia
(AT Budapest) leirasa, mely 1974-ben Sas és munkatarsai nevéhez fizédik. Az ATD-t két
csoportra oszthatjuk fel, az I-es tipusu (kvantitativ) és a II-es tipusu (kvalitativ) csoportra. A
IT-es tipust tovabb bonthatjuk 3 alcsoportra a defektus elhelyezkedése szerint, igymint a
reaktiv helyet érintd (IIRS), a heparin kotd helyet érintd (IIHBS) vagy pleiotrop hatasu (IIPE).
A Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.cf.ac.uk, utolsé belépés 2023.
november 11) alapjan 529 kiilonb6zé mutéciot irtak le eddig a SERPINC1 génben. A
mutaciok részletes klinikai és molekularis karakterizalasa értékes informacidkat szolgaltat a
hozzdjarulhatunk az adatbéazisok bdvitéséhez.

Jelen tanulmény elsé része hdrom ismert IIHBS tipusut mutacié (ATBp3, AT Basel, AT

Padua) részletes biokémiai, kiilonds tekintettel a heparin kotés vizsgdlatara, €s magas szintii in



silico mddszerekkel nyert eredményeit mutatja be. Korabbi tanulmanyok mar vizsgaltak
kiilon-kiilon a harom ITHBS mutacié abnormalis AT-heparin kolcsonhatasat. Az AT Basel
mutaciordl leirtdk, hogy kapcsolatba hozhatd artérids thrombosisal, és heparin-Sepharose
affinitds kromatografidval egy rendellenes cslicsot mutat. Bebizonyitottdk tovabba, hogy
monoklondlis antitest alapti heparin kotési affinitas vizsgalatban az AT Basel 40-szeres
csOkkenést mutat a normal AT-hoz képest. Az AT Padua mutéci6 egy tanulmany szerint 30-
szoros csOkkenést eredményez a heparin kotésben. Az ATBp3 esetében is tobb cikket talalunk
redukalt heparin kot képességérdl. A harom mutaciot egyiitt vizsgald, és a heparinnal vald
kapcsolatukat egységes modszerekkel dsszehasonlitd tanulmany eddig még nem sziiletett.

Az értekezés masodik része kilenc 0j (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg,
p.Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14, p.Asn450Ile, p.Gly456delins Ala Thr, p.Pro461Thr),
irodalomban eddig nem szerepld, AT muticid klinikai ¢és biokémiai jellemzését,
patogenitasuk igazolasat irja le. Ehhez hasonld, G AT muticidk részletes in vitro

karakterizalasat bemutatd vizsgalatbol csak kevés talalhato az irodalomban.

1.1. A SERPINCI gén és az antithrombin fehérje szerkezete

A huméan AT génje a SERPINC1 az egyes kromoszéman helyezkedik el az 1q23-q25.1
pozicidban, hét exont és hat intront tartalmaz, hossza 13,5 kilobazis. Az AT heparin kot
részét a masodik €s a harmadik exon kodolja, a C-termindlis részen elhelyezkedd reaktiv
helyet a hetedik exon. Kilenc teljes és egy részleges Alu ismétlédoé szakaszt azonositottak az
1, 2, 4, 5 és 6-o0s intron esetében. Az AT fehérje a szerin protedz inhibitorok (SERPIN)
csaladjaba tartozo6 egylancu glikoprotein, molekulatomege 58 kDa. A mdjban szintetizalodik,
a vérkeringésben koncentracidja kb. 250 pg/ml, féléletideje 2-3 nap. A 32 aminosav
hosszusagu szignalpeptid lehasadasa utan az érett fehérje 432 aminosavbol all és harom belsé
diszulfid hidat tartalmaz (Cys40-160, Cys53-127 és Cys279-462). A fehérje érése sordn az
endoplazmatikus retikulumban (ER) N-glikozilacion megy keresztiil és négy aszparagin
reziduumon (Asnl28, 167, 187 és 224) N-glikozilalt lesz. A keringésben 2 glikoforma van
jelen, 90-95%-ban az a-glikoforma és kevesebb, mint 10% -ban a B-glikoforma. A B-AT
Asnl67-es reziduuman a glikozilacidé hidnyzik, ennek kovetkeztében erdsebben kotddik a
heparinhoz és hasonlé molekuldkhoz. Példaul a heparan-szulfathoz, mely az endothel sejtek
felszinén és a legtobb sejtben is jelen van. Az AT jellegzetes masodlagos és harmadlagos
szerkezettel rendelkezd szerin protedz inhibitor, mely 9 a hélixet (A —1I) és 3 B redét (A — C)
tartalmaz. A reaktiv kozponti hurok (reactive center loop RCL) a molekula tetején

helyezkedik el, ez a rész tartalmazza a szerin protedazok aktiv helyével komplementer
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szekvencidkat. A SERPIN-ek jelentds strukturdlis flexibilitassal rendelkeznek, a
szerkezetiikben bekovetkezé valtozasok hozzajarulnak a szerin protedzok gatlasahoz.
Hasitatlan allapotban két f6 konformacios allapotot kiilonboztetiink meg, a nativ és a latens
format. A nativ forma esetében a reaktiv kozponti hurok az AT molekula felszinén
helyezkedik el, a latens konfiguracional a RCL a B redok kozé keriil be. A latens forma
termodinamikailag stabilabb, mégis a keringésben a nativ, magasabb energiaszinten csapdaba
esett forma van jelen. A pentaszacharid vagy pentaszacharid egységet tartalmaz6 heparin
kotése konformacids valtozasokat okoz az RCL-ben és annak kozelében. A pentaszacharid
egység ¢és az AT kozotti kolesonhatas két 1épésben jatszodik le, egy kezdeti gyengén kotott

intermedier alakul at erdsen kotott formava.

1.2. Az antithrombin fehérje szerepe a véralvaddasban és egyéb funkcioi

A véralvadas fiziologias szabalyozasa sziikségessé teszi a thrombin keletkezésének ¢&s
hatdsanak idobeli és térbeli korlatozasat. A fiziologids inhibitorok Ordokletes hidnya vagy
diszfunkcidoja fokozott thrombosis kockdzattal jarhat. A véralvadds inhibitorrendszerét
kiilonb6zé protedz inhibitorok (antithrombin, ol-antitripszin, a2-makroglobulin, szdveti
faktor ut inhibitor és a heparin kofaktor II) alkotjak, melyek megtalalhatéak a vérkeringésben,
a vérplazmafehérjék tobb mint 10 %-at teszik ki. Hatdsmechanizmusuk kétféle lehet: az egyik
mechanizmus esetében az enzim kotdédik az inhibitorhoz, de az enzim aktiv centruma
mukodoképes marad (példaul a2-makroglobulin), a masik mechanizmus sordn kovalens kotés
jon létre az enzim aktiv centruma és az inhibitor kozott. Igy mikodik az AT, al-antitripszin
¢s a heparin kofaktor II. Mindharom inhibitor a véralvadasi szerin-protedzok szubsztratjaként
foghato fel. A gatolandd enzim ekvimolaris komplexet hoz 1étre az inhibitorral, igy tovabbi
funkciot kifejteni nem lesz képes. Az AT gatld hatasa legkifejezettebb a thrombin és az aktiv
X-es faktor (FXa) irdnyaba, de egyéb szerin protedz alvadasi faktorokat is gatol. Az AT
molekula nagy affinitassal kotddik heparinhoz vagy heparan-szulfat proteoglikdnokhoz. Ez a
kotodés az AT gatlo hatdsat az aktivalt koagulacids faktorokra (pl. thrombin, FXa)
nagymértékben felerdsiti.

A thrombin gétlasa soran az AT és a thrombin is nagy affinitdssal kotddik a heparinhoz, majd
azon az enzim aktiv centruma és az inhibitor kozott kovalens kotés jon létre (a thrombin
gatloédik). E kolcsonhatas heparin nélkiil is bekovetkezik, de heparin jelenlétében sokkal
nagyobb reakciosebességgel. Mivel a mar kialakult thrombin-antithrombin komplex affinitasa
a heparinhoz kicsi, a heparin szabadda valik és beléphet ijra egy kdvetkezd reakcioba. A FXa

gatlasanak mechanizmusa kissé eltér a thrombin gatlé mechanizmustdl, itt nincs sziikség arra,
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hogy a FXa heparinhoz ko6tédjon, igy ennek gétlasa rovidebb szacharidos egységek
jelenlétében is hatékonyan bekovetkezik (LMWH, vagy pentaszacharid jelenléte elég). A
thrombin gatlasdhoz — mivel annak heparinhoz kdétddnie kell — legalabb 18 szacharidos
egységbdl allo heparin jelenlétére van sziikség.

Az AT elsédleges funkcidja tehat a thrombin medialt fibrin alvadék kialakulasanak
megakadalyozasa és a FXa altal 1étrehozott thrombin generacié megfékezése, illetve az un.
intrinzik és extrinzik utvonalon szerepld egyéb aktivalt alvadasi faktorok (FIXa, FXIa, FXIIa,
FVIla-szoveti faktor komplex) gatlasa.

Az AT hatast jelentdsen gyorsitd tulajdonsdga miatt a heparin mar tobb évtizede az egyik
leggyakrabban hasznalt gyogyszer a thromboembolids betegségek megeldzésében,
kezelésében. A nem frakcionalt heparin (pl. Heparibene) mukopoliszacharid-polikénsav-
észter, glik6zamin-N-kénsavbdl és gliikkuronsav-kénsav-észterekbdl all, amelyek egyméssal
glikozidikus uton kapcsolodnak (polimer). Erds negativ téltése miatt bizonyos proteinekkel
komplexet alkot (pl. AT). A kis molekulastlyt heparinok (LMWH) csoportba tartozik az
enoxaparin (Clexane), mely alacsony, hozzavet6legesen 4500 dalton molekulatomegii
heparin. A készitmény hatéanyaga egy natriumso, amely erds anti-FXa aktivitassal és gyenge
anti-FIla aktivitassal rendelkezik. A heparin hatas legkisebb egysége a fondaparinux-natrium
(pl. Arixtra), amely egy szintetikus pentaszacharid. Az aktivalt FX-nek a szelektiv inhibitora,
ez a hatds AT éltal medidlt. Nem inaktivalja a thrombint. (Forrds: Heparibene, Clexane,
fondaparinux gyodgyszerek alkalmazasi eldirasai).

Az AT fehérjének antikoaguléns funkcioja mellett szamos mas funkcidja is ismert az emberi
szervezetben. Az AT az endothel sejtek felszinén levd specifikus heparan szulfat proteoglikan
receptorokhoz (szindekan 4) tud kotédni a D-helixen keresztiil, a terapids célbol adott heparin
kotéshez hasonloan. Ez a szignalizacios aktivitdsa az AT-nak prosztaciklin szintézist indukal
az endothel sejtekben, ezzel gatolva a nuklearis faktor — kappaB utvonalat illetve
proinflammatérikus citokinek és adhézids fehérjék szintézisét. Az AT erds anti-
angiogenetikus aktivitassal is rendelkezik, azonban ez csak a hasitott és/vagy latens
is nagyon kicsi heparin affinitdssal rendelkezik. Ezek az alacsony affinitdsi AT formak nem
mutatnak anti-inflammatérikus funkcidkat sem, de erds proapoptotikus szignalizacios
aktivitassal rendelkeznek az endothel sejteken. Leirtak, hogy mind az anti-inflammatorikus €s
anti-angiogenetikus/proapoptotikus  tulajdonsaga az AT-nak a D-hélixen keresztiili
kolcsonhatassal valosul meg. Az AT antibakteridlis hatdsanak egy tanulmany azt

tulajdonitotta, hogy a B-AT kotddik a Gram negativ baktériumokhoz, beleértve az E. colit is
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¢s a baktériumok tisztitott sejtfal komponenséhez is. A B-AT kotddése a baktérium sejtfaldhoz
novelheti a makrofagok fagocita aktivitasat és ezaltal a baktérium elimindlodasat a
szervezetbdl. Ezt a hipotézist a kovetkezo kisérlettel timasztottak ald a kdzlemény szerzoi: B-
AT-t overexpresszald egerek vérét E. coli-val inkubdalva a baktériumok lizisét figyelték meg
¢és ennek kovetkeztében alacsony baktérium szamot mértek. Az antibakterilis hatasnal is a D-
hélix szerepét feltételezik.

Az AT anti-inflammatorikus szignalizacios funkcidjat endothel sejtekben vizsgaltak és
kimutattdk a D hélix fiiggd kolcsonhatéds sziikségességét a szindekan 4 receptorral. T6bben
bizonyitottak a jelenséget, példaul egy kisérletben a szindekdn receptor kilitését érték el
siRNS technikéval, és megfigyelttk az AT szignalizacidos funkcidojanak a gatlasat.
Monocitakon is vizsgaltak a szignalizaciot és kimutattdk, hogy esetiikben a szindekén 4
receptor specifikus a B-AT-ra.

Mindezek alatdmasztjdk az AT nélkiilozhetetlen szerepét a szervezetben, mely nemcsak az
antithromboticus hatasan keresztiill, hanem anti-inflammatorikus, valamint anti-

angiogenetikus/proapoptotikus hatasain keresztiil is megvalésul.

1.3. Az antithrombin deficiencia

Az antithrombin deficiencia (ATD) lehet szerzett vagy oroklott. A szerzett formdrdl csak
roviden par okot megemlitve: kialakulhat majelégtelenség miatti csokkent AT szintézis
kovetkeztében, nephrosis szindroméban a megnovekedett AT vesztes€ég miatt, szepszisben
vagy akut disszemindlt intravascularis koagulidcioban a fokozott AT felhasznéalas ¢s
inaktivacié miatt. Leirtak gyogyszer indukalta eseteket is, példaul L-aszparagindz terapia,
hosszl tavi, nagy do6zist heparin terapia esetén.

Az oroklott ATD-t két csoportra oszthatjuk fel, az I-es tipusu (kvantitativ) és a Il-es tipusu
(kvalitativ) csoportra. Tobbnyire autoszomalis dominans mdédon 6roklédik, férfiakat és ndket
egyarant érint. Az Oroklott ATD altaldban heterozigéta formaban fordul eld, mivel a
homozigota esetek kevés kivételtdl eltekintve intrauterin haldlos kimeneteliiek. A kvantitativ
defektusra jellemzd, hogy az AT antigén szint és az aktivitas aranyosan csOkkent (1. tablazat).
A Tl-es tipust tovabb bonthatjuk 3 alcsoportra a defektus elhelyezkedése szerint, ugymint a
reaktiv helyet érintd (IIRS), a heparin ko6to helyet érinté (IIHBS) vagy pleiotrop hatasu (IIPE).
A kvalitativ defektusra altalaban referencia tartomanyon beliili AT antigén szint mellett az AT
molekula aktivitdsanak csokkenése lathatod, melyet a defektiv AT fehérje okoz. A kevésbé
stlyos ITHBS altipusban homozigéta betegek is eléfordulhatnak. Az ATD prevalencidjat

koriilbeliil 1:2000-re becsiilik. Azonban ez a szdm nagyobb a thrombosisos betegek kozott,
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esetlikben feltehetden 1:20 és 1:200 kozott van, de pontos adataink erre vonatkozdéan nem
lehetnek, foként populacids sajatossagok, mddszertani kiillonbségek és a betegség ritka volta
miatt. Oroklott AT deficiens egyének megndvekedett kockéazattal rendelkeznek a
thromboembolids eseményekre, elsésorban vénds, de artérias thrombosisokat is leirnak. Ma
mar ismert (részben sajat kutatocsoportunk kordbbi eredményeibdl), hogy az ATD
alcsoportok nem sziikségszertien mutatnak azonos klinikai fenotipust. Tovabba még az azonos
alcsoporton beliil is lehetnek fenotipusbeli kiilonbségek, amelyek egyes mutaciokra
jellemzdek. Egy japan tanulmany szerint az I-es tipus sokkal gyakoribb és sokkal sulyosabb
volt, mint a Il-es tipusut ATD. Az I-es tipusi ATD-ben a funkciovesztéses mutaciok
kovetkezménye jart sokkal sulyosabb tiinetekkel (fiatalabb életkorban bekdvetkezd vagy
ismétlédé VTE), Osszehasonlitva mas mutdcio tipusokkal. A legnagyobb szamu beteget
bevoné francia tanulméanyban a vénas thromboembolia (VTE) kockazata alacsonyabb volt a
IIHBS tipusban az I-es tipushoz hasonlitva. A IIHBS tipusi ATD gyakrabban hozhat6
Osszefliggésbe artérias thromboemboliaval (ATE) mint az I-es tipus és mas Il-es tipust
deficiencidk. Egy Déaniabol szarmazé kisebb esetszamu tanulmany megfigyelése szerint az I-
es tipusu és a IIRS tipusok sokkal sulyosabbak voltak (gyakrabban okoztak VTE-t), mint a
ITHBS Basel. Erdekes modon a ITHBS AT deficiencidk kozott a klinikai tiinetek szignifikans
heterogenitdst mutatnak, ezt 246 AT deficiens beteg bevonasaval késziilt klinikai
tanulmanyunkban meg is figyelhettiik, ugyanis a betegek 75 %-a IIHBS tipust beteg volt
valtozatos klinikai fenotipussal. Egy Finnorszagbo6l szarmazé tanulmanyban, ahol az AT
Basel (p.Pro73Leu) prevalenciaja viszonylag magas, ez a tipus magasabb thrombosis
kockézattal jart, s6t az ATE és a terhességi komplikaciok szintén gyakoriak voltak. Egy masik
tanulmany 82 ITHBS ATD beteget vizsgalt 6 kiillonb6z6 mutacioval, koztiik AT Basel és AT
Padua (p.Arg79His) mutéacidoval. Megallapitottdk, hogy a vizsgalati csoportjukban a VTE
gyakori volt, és ATE is gyakrabban kapcsolddott az AT Basel és a Padua mutaciokhoz, az I-es
tipushoz hasonlitva. Mivel az AT Budapest 3 (p.Leul31Phe) alapité mutécio
Magyarorszagon, adott volt a lehetdéség nagy szamu, ilyen beteg vizsgalatara és klinikai
fenotipusuk Osszehasonlitasdra mas IIHBS tipusokkal. Mig az AT Budapest 3 (ATBp3)
homozigotasag képviseli kiemelkedden a legstilyosabb thrombophiliat (I-es tipusnal is
sulyosabb) és dontéen VTE-vel tarsul, az AT Basel inkabb ATE-vel tarsul és az AT Padua
tobb terhességi komplikaciot mutat. Valogatott ATE betegeknél az ATBp3 heterozigdta
allapot is megfigyelhetd volt. Figyelembe kell venniink azonban azt, hogy az azonos 6roklott
ATD esetén az ahhoz tarsuld, thrombosisra hajlamositd szerzett rizikotényezdk eléfordulasi

gyakorisaga jelentdsen eltérhet a kiilonbozd vizsgélati populaciok esetén.
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Az ATD laboratoriumi diagnosztikdja egy funkciondlis teszten alapszik, ahol az AT aktiv
faktor X-re (FXa) vagy thrombinra (FIla) kifejtett gatld hatasat mérjiik heparin jelenlétében.
Megfigyelték, hogy a jelenleg elérhetd funkcionalis tesztek bizonyos ATD alcsoportokat
kiilonb6z6 érzékenységgel mutatjdk ki, ami megneheziti a laboratériumi diagnozist. Az
(p.Ala416Ser) IIRS tipusu mutacio, amelyrdl kimutattak, hogy esetiikben a FXa alapu tesztek
nem eléggé szenzitivek. Ezzel ellentétben altalanossdgban elmondhat6, hogy a FXa alapu
tesztek heparin jelenlétében (hc-anti-FXa) sokkal érzékenyebbek a IIHBS ATD-re
Osszehasonlitva a Flla alapt tesztekkel [64]. A tesztet heparin nélkiil végrehajtva a
progressziv AT aktivitds (p-anti-FXa) eredményét kapjuk. A progressziv AT aktivitds a
heparin kofaktor AT aktivitds ardnyaban hatarozottan fokozott IHBS ATD-ben. Kimutattak,
hogy a IIHBS betegek korében a hc-anti-FXa AT aktivitas a specifikus mutacio fiiggvényében
valtozik. Mivel a kiilonb6z0, kereskedelemben elérhetd tesztek kiilonb6z6 szenzitivitassal
detektaltdk az ATBp3 homozigota, ATBp3 heterozigota, AT Basel és AT Padua heterozigota
mutansokat, feltételezhetd, hogy nem csak az enzim (Flla vagy FXa), de még mas reakcid
koriilmény, példaul a heparin koncentracié vagy az ionerdsség volt felelds a heterogén
az AT Basel és AT Padua esetekben, mint ATBp3 esetén ramutatva ezéltal az AT-heparin
kotés erdsségében €s az AT aktivacioban 1évo kiillonbségekre ezen mutansok kozott.

Az ATD laboratériumi diagnosztikaja soran, ha csokkent heparin kofaktor AT aktivitast
kapunk (hc-anti-FXa), kovetkezd 1épésként AT antigén meghatdrozast végziink, amely
alapjan I-es vagy Il-es tipusba sorolhatjuk a beteget. Normal AT antigén szint II-es tipusra
utal és ilyenkor elvégzésre keriil a progressziv AT aktivitds. Alacsony progressziv AT
aktivitas a IIRS és IIPE tipusra jellemz6, mig a normdl progressziv aktivitas [IHBS mutacio
jelenlétét veti fel. IIHBS gyan esetén laboratoriumunkban elészor az ATBp3 mutécio
kimutatasa torténik meg egy ATBp3-ra kidolgozott specifikus genotipizalasi modszerrel (ez
azért van igy, mert hazankban az ATBp3 az alapit6 hatds miatt kiemelkedéen gyakori). Ha ez
negativnak bizonyul, akkor még néhany gyakori IIHBS mutéaciéra specifikus genotipizalas
torténik. Ha ezek sem fedik fel az okozati mutaciot, akkor torténik meg a teljes SERPINC1
gén szekvenalasa. Uj mutacié detektaldsa esetén megtorténhet azok biokémiai és in silico
vizsgalata, patogenitdsuk megallapitasa. A mutacidé mutagenizalé primerekkel torténd
létrehozasa utan lehetdségiink van HEK-293 sejtek tranziens és stabil transzfekciojara €s a

mutans AT fehérje expresszidjara. A sejtek stabil transzfekcidja optimalis nagyobb



mennyiségli rekombindns fehérje termeltetésére, melyet tisztitds utdn a funkcionalis
vizsgalatokban felhasznalunk.

Az ) mutaciok patogenitasa csak direkt és indirekt bizonyitékok alapjan allapithatdo meg, a
mutéacid besorolasaban guideline-ok segitenek.

Az 0j mutdciokat — a kiilonbozd genetikai/genomikai ajanlasok alapjan - a kovetkezd
csoportokba sorolhatjuk be: benignus, valésziniileg benignus, ismeretlen jelentoségli varians,
valoszinlileg patogén és patogén. Egy mutacionak a beteg fenotipusdra gyakorolt hatasa
sokféle lehet. Az adott mutécio lehet joindulata vagy patogén. Egy adott mutacid patogenitisa
mellett szolhatnak erds bizonyitékok (pl. a mutdcié kovetkezménye null varians) vagy

kevésbé erdsek (pl. a fehérje hosszusagat megvaltoztatd mutacio).

2. CELKITUZESEK

A DE AOK LMI Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszéken diagnosztizalt ATD betegeknél
gyakran el6forduld harom, ismert, kifejezetten az AT heparin-koté helyet érintd mutacid
(ATBp3, AT Basel ¢s AT Padua) 6sszehasonlitd biokémiai és in silico vizsgalatat terveztiik,

részletesen a heparin kotés mechanizmusat jellemezve.

A DE AOK LMI Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszéken diagnosztizalt ATD betegeknél
talalt kilenc 4j SERPINC1 mutéci6 (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl121Arg,
p.Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14, p.Asn450Ile, p.Gly456delins Ala Thr ¢és p.Pro461Thr)
biokémiai és in silico karakterizalasat terveztiik. Ezaltal patogenitasuk igazoldsat tliztiik ki

célul.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Antithrombin deficiens betegek klinikai és rutin laboratoriumi jellemzése

A DE AOK LMI Klinikai Laboratoriumi Kutaté Tanszéken 2007 januér és 2021 december
kozott ATD-val diagnosztizalt betegek (n=478) mutacioit vizsgaltuk. A betegektdl szarmazo
vért 3,2% Na-citrat tartalmt vacutainer vérvételi csobe (Beckton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) gytjtottek. Centrifugdlds utan a plazma mintdkat -80 °C-on taroltuk a
felhasznalasig. Az o©roklott trombofilia (protein C és S deficiencia, APC rezisztencia,
FII120210A all¢l, diszfibrinogenémia) vizsgalatai rutin hemosztdzis laboratoriumi
modszerekkel torténtek BCS-XP koagulométeren (Siemens, Marburg, Germany), illetve a FV
Leiden mutaci6 és a FII20210A allél esetében rutin genetikai modszerekkel LightCycler 480
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késziilékben (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Az ATD diagnosztizalasara
heparin kofaktor anti-FXa AT aktivitast és progressziv anti-FXa AT aktivitast (Labexpert
Antithrombin H + P, Labexpert Ltd., Debrecen, Hungary) mértiink BCS-XP koagulométeren.
Az AT antigén immunonefelometrids moddszerrel lett meghatirozva BN-Prospec
nefelométrben (Siemens, N Antiserum to Human Antithrombin III). A klinikai adatok
retrospektiv mdédon lettek Osszegylijtve a betegektdl. Az elsé thromboticus esemény ideje €s

tipusa az orvosi dokumentaciobol ismert. Etikai engedély: 3166/2012/HER.

3.2. Antithrombin deficiens betegek SERPINCI génmutdcio analizise

A genomi DNS-t periférids vérmintabdl izolaltuk a QIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) segitségével. A SERPINC1 gén kodold régidja, az exon-intron
hatarok €s a promoter régié Sanger szekvenaldsa ABI3130 késziiléken Sequencing Analysis
5.4 szoftverrel (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) tortént. Ha a Sanger
szekvenalas nem taldlt okozati mutacidt, akkor multiplex ligacio fliggd proba amplifikécio
(MLPA) vizsgalatot végeztiink SALSA MLPA KIT P227 (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) felhasznalasaval. Az MLPA termékeket GeneMapper szoftver 4.1 verzidjaval

elemeztiik (Thermo Fisher Scientific).

3.3. Keresztezett Immunoelektroforézis (Crossed Immunoelectrophoresis CIE)

A keresztezett immunoelektroforézis (crossed immunoelectrophoresis CIE) Sas ¢és
munkatarsai cikke alapjan volt kivitelezve. Az els6 elektroforézis 16,3 U/ml frakcionalatlan
natrium heparin tartalma 1%-os agaréz gélen 150 V-on 60 percig futott. Az elektroforézis
masodik dimenzidja 1% nyul anti-human AT antiszérumot (Sigma, Saint Louis, MO, USA)
tartalmazd 1%-os agaroz gélen futott 100 V-on 180 percig. A kisérletet az ATBp3
heterozigdta és homozigdta, AT Basel ¢s AT Padua betegek Na-citrattal antikoagulalt plazma

mintain végeztiik el. Kontrollként egészséges személyekbdl nyert poolozott plazma szolgalt.

3.4. Nano DSF

A fehérje feltekeredés és stabilitds pontos mérésére a Nano DSF (Differential Scanning
Fluorimetry) modszert alkalmaztuk. A NanoDSF mérés a belsé triptofan vagy tirozin
fluoreszencidjanak mérésén alapszik. A fehérjék letekeredése (unfolding) kdzben a fehérjét
alkot6 triptofan hidratalt lesz és a fluoreszencia intenzitdsanak maximuma eltolodik 330 nm-
r6l 350 nm-re. A fehérjék hostabilitdsa leirhatd a thermal unfolding transition midpoint (Tm)

értékkel, melynél a fehérje populacid fele letekeredett (unfolded) allapoti. A hdstabilitast
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jellemezhetjiik még a denaturacid kezdeti homérsékletével (Tkezdeti). A Tm meghatarozasa a
denaturacios gorbe meredekségének kezdeti pontjabol, ami a 330 és 350 nm-en mért triptofan
fluoreszencia a hdmérséklet fliggvényében dbrazolva vagy az els6 derivatjanak maximuma. A
Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies GmbH, Munich, Germany) kettds
hulldmhossza rendszere lehetévé tette az AT fehérje vad tipust és ATBp3 mutans formainak
hé hatasara lejatsz6do letekeredési (unfolding) folyamatanak vizsgalatit. A mintak 8 pM
koncentracioban triplikdtumban voltak inditva standard iiveg kapillarisokban. A minta
térfogata 10 pl volt kapillarisonként. Az analizis soran a mintakat felmelegitettiik 20 °C-rol 95
°C-ra fokozatosan percenként 1 °C-ot emelve a hémérsékleten. A Tm €s a Tkezdeti értékek a
PR.ThermControl szoftver 2.1.2 verzidjaval (NanoTemper Technologies GmbH, Munich,
Germany) lettek kiszdmitva a hoémérséklet fliggvényében 4abrazolt 350 nm/330 nm
fluoreszencia ardnyok els® derivaltja alapjan. A Tm értékeket 3 fliggetlen kisérletbdl
hataroztuk meg. A kisérletet egészséges (azaz nem ATD személyek) és ATBp3 homozigdta

betegek Na-citrattal antikoagulalt plazma mintaibol végeztiik el.

3.5. A vad tipusu és a mutdans antithrombin fehérjék in vitro expresszioja

A vad tipust plazmidot (ORF-NM_ 000488 pcDNA3.1(+) vad tipusi AT) az ImaGenes
GmbH (Berlin, Germany) cégtdl rendeltiik meg. A 12 mutdns plazmidot (p.Leul31Phe,
p.Pro73Leu, p.Arg79His, p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn4501le, p.Gly456delins_ Ala_Thr, p.Pro461Thr) a Stratagene Quick
Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) segitségével
hoztuk létre. Mutagenizald primerek (BioScience, Integrated DNA Technologies, BVBA,
Miinchen, Germany):

p.Leul31Phe (ATBp3) mutécid esetében:

primer 1: 5> — GCCTGTAATGACACCTTCCAGCAACTGATG —3°

primer2: 5° — CATCAGTTGCTGGAAGGTGTCATTACAGGC -3’

p.Pro73Leu (AT Basel) mutacio esetében:

primer 1: 5> — GGCTCAGAACAGAAGATCCTGGAGGCCACCAAC -3’

primer 2: 5> — GTTGGTGGCCTCCAGGATCTTCTGTTCTGAGCC -3’

p-Arg79His (AT Padua) mutécio esetében:

primer 1: 5> — GCCACCAACCGGCATGTCTGGGAACTGTC -3’

primer 2: 5> — GACAGTTCCCAGACATGCCGGTTGGTGGC -3’

p.Argl4Lys mutacid esetében:

primer 1: 5> - TAACCTCTGGAAAAAAGAAGGTTTATCTTTTGTCCT -3’
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primer 2: 5° — AGGACAAAAGATAAACCTTCTTTTTTCCAGAGGTTA -3’
p.Cys32Tyr mutécio esetében:

primer 1: 5° — GGACTGCGTGACCTATCACGGGAGCCCTGTGGAC -3’
primer 2: 5° — GTCCACAGGGCTCCCGTGATAGGTCACGCAGTCC -3’
p-Arg78Gly mutécio esetében:

primer 1: 5> — AGGCCACCAACGGGCGTGTCTGGGAACTG -3’

primer 2: 5° — CAGTTCCCAGACACGCCCGTTGGTGGCCT -3’
p-Met121Arg mutacid esetében:

primer 1: 5> — CGGCTTTTGCTAGGACCAAGCTGGGTGCC -3’

primer 2: 5° — GGCACCCAGCTTGGTCCTAGCAAAAGCCG -3’
p-Leu245Pro mutaci6 esetében:

primer 1: 5° - CAATGAGCTCACTGTTCCGGTGCTGGTTAACACC -3’
primer 2: 5° — GGTGTTAACCAGCACCGGAACAGTGAGCTCATTG -3’
p-Leu270Argfs* 14 mutacio esetében:

primer 1: 5° — CACAAGGAAGGAACGTTCTACAAGGCTGAT -3’
primer 2: 5° — ATCAGCCTTGTAGAACGTTCCTTCCTTGTG -3’
p-Asn450Ile mutécio esetében:

primer 1: 5° — GAGAAGTTCCTCTGATCACTATTATCTTCATGGGC - 3°
primer 2: 5° — GCCCATGAAGATAATAGTGATCAGAGGAACTTCTC - 3’
p.Gly456delins_ Ala Thr mutécid esetében:

primer 1: 5’ - CTATTATCTTCATGGCTACAAGAGTAGCCAACCC -3’
primer 2: 5’ - GGGTTGGCTACTCTTGTAGCCATGAAGATAATAG -3’
p-Pro461Thr mutacio esetében:

primer 1: 5° - GGGCAGAGTAGCCAACCCTTGTGTTAAGTAA -3’
primer 2: 5° — TTACTTAACACAAGGGTTGGCTACTCTGCCC -3’

A mutagenizald PCR reakciok 0sszetétele minden esetben 25 pl végtérfogatban a kdvetkezdk

cre

125 ng primer 1, 125 ng primer 2, ANTP mix, steril desztillalt viz és 2,5 U/ul PfuTurbo DNS

polimeraz. A mutagenizalé PCR reakcid protokollja: denaturalds 95°C-on fél percig, amit 16

ciklus kovet az alabbiak szerint 95°C fél perc, 55°C 1 perc, 68°C 7 perc. Utolso 1épésként 10

U/ul Dpnl restrikcids enzimmel a mutaciot nem tartalmazd templat szal emésztése torténik

meg. A transzformaldshoz OneShot® TOP10 kompetens E. coli sejteket hasznaltunk, a

plazmidok izolalasa QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) segitségével a gyartd utasitasai

szerint. A helyspecifikus mutagenezis sikerességét szekvenalassal ellendriztiik. A human
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embryonic kidney (HEK-293) sejtek 10% FBS-el (Gibco), 2 mM L-glutaminnal és 25 pg/ml
antibiotikummal (gentamicin, Chinoin, Budapest, Hungary) kiegészitett Dulbecco’s Modified
Eagle’s médiumban (DMEM, High glucose, Biosera) 37 °C-on, 5% CO2 tartalmu
inkubatorban T25-6s flaskaban néttek. A kisérletekben felhasznalt sejtek 60-80% konfluencia
elérése esetén 2 naponta voltak passzalva standard tripszines modszer szerint maximum 20
alkalommal. A vad tipusu ¢és a kilenc mutans AT plazmid tranziens transzfekcidja a gyartod
utmutatdsa szerint X-tremeGENE HP DNA transzfekcios reagenssel (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) és a LacZ gén kotranszfekcidja pCMV Sport B-GAL
plasmiddal (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tortént. 48 6rds inkubacid utan a sejtfeliiliszot
Osszegyljtottiik, a sejteket lizis puffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% Nonidet P40,
0,5% natrium-dezoxikolat és protedz inhibitor tabletta, Roche Diagnostics GmbH)
hozzdadasaval lizaltuk. A mintékat centrifugalas utan eppendorf csdvekbe mértiik, aliquotokra
osztva -80 °C-on tdroltuk felhasznaldsig. A transzfekcié hatékonysaganak vizsgalatira a
FluoReporterlacZ/Galactosidase Quantitation Kitet (Molecular Probes, Life Technologies)

alkalmaztuk és az eredményeinket ennek megfeleléen korrigaltuk.

3.6. A vad tipusu és a mutdans antithrombin fehérjék stabil transzfekcidja

Stabil transzfekcid esetén a bejuttatott plazmidban taladlhatd rezisztencia génre a megfeleld
antibiotikum jelenlétében kell szelektalni tobb héten/honapon keresztil. A transzgén
integralddik a genomban.

meg. Szelekcios antibiotikumnak a Geneticin® Selective Antibiotic-ot (Gibco, ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk. A megfeleld koncentraciét dozis-hatés
vizsgalattal valasztottuk ki, melynek sordn a human embryonic kidney (HEK-293) sejteket
geneticinnel kezeltiink névekvd (0-1000 pg/ml) koncentracidban. A vizsgalat sordn azt a
minimalis koncentraciot kerestiikk meg, amely 10 nap alatt az dsszes sejtet elpusztitotta. Ez a
koncentracid6 400 pg/ml-nek adodott. A geneticin rezisztenciat a pcDNA3.1(+) konstrukt
neomycin rezisztencia génje biztositotta. A masodik 1épés a megfeleld szdmi HEK-293 sejt
transzfekcioja. A kovetkezd plazmidokat a Lipofectamine®3000 Transfection Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) segitségével jutattuk be a sejtekbe: huSERPINC1 pcDNA3.1(+) WT,
huSERPINC1 pcDNA3.1(+) _ATBp3, huSERPINCI pcDNA3.1(+) AT  Basel,
huSERPINC1 pcDNA3.1(+) AT Padua, huSERPINCI pcDNA3.1(+) p.Argl4Lys,
huSERPINC1 pcDNA3.1(+)  p.Cys32Tyr, huSERPINC1 pcDNA3.1(+) p.Arg78Gly,
huSERPINC1 pcDNA3.1(+) p.Metl21Arg, huSERPINCI1 pcDNA3.1(+) p.Leu245Pro,
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huSERPINC1 pcDNA3.1(+) p.Pro461Thr. A vad és a mutans plazmidok koncentraciojat
Nanodrop 2000 spektrofotométerrel hataroztuk meg, az eredmények alapjan allitottuk 6ssze a
transzfekcios elegyet a reagenshez mellékelt protokoll szerint.

A harmadik 1épés a sikeresen transzfektalt sejtek szelekcidja. A sejteket 400 pg/ml geneticin
tartalmu szelekciés médiumban tenyésztve tobb hét elteltével csak a plazmidot felvett sejtek
fognak talélni. A taléld sejteket 200 pg/ml geneticin tartalmiu médiummal tenyésztettiik
tovabb.

A sejtek egy részét poliklonalis sejtvonalként fagyasztottuk, majd folyékony nitrogénbe
helyeztiik hosszu-tavh tarolas céljabol. A sejtek masik részét tovabb tenyésztettiik tovabbi

kisérletekhez.

3.7. In vitro expresszalt rekombindns antithrombin fehérjék és plazmabol szarmazo (normal
és ATBp3 homozigota) antithrombin tisztitasa affinitdas kromatogrdfidaval

Az 6t mutans (ATBp3, AT Basel, AT Padua, p.Arg78Gly, p.Pro461Thr) ¢s a vad tipus
esetében a sejteket passzaltuk, mig 12-12 db T75-0s flaska allt rendelkezésiinkre. A feliiluszo
begytijtése eldtt 24 oraval a tapfolyadékot FBS-mentes tapfolyadékra cseréltiik (13 ml/T75-6s
flaska). Mintanként 156 ml feliilisz6 volt, amit Amicon® Ultra-30K (Merck Millipore,
Burlington, VT, USA) oszlop segitségével bekoncentraltunk. A koncentralas utan 25-30 ml
minta allt rendelkezésiinkre, melyet affinitds kromatografidss modszerrel tisztitottunk.
Sepharose 4B gél oszlopon kovalensen kotott kecske anti-human antithrombin IgG (Affinity
Biologicals, Ancaster, ON, Canada) felhasznélasaval tortént a tisztitas. A plazmabodl szarmazé

normdl és ATBp3 homozigota AT mintak tisztitasa is a fenti protokoll szerint tortént.

3.8. Feliileti Plazmon Rezonancia (SPR-Surface Plasmon Resonance)

A feliileti plazmon rezonancia vizsgalatok Biacore 3000 késziiléken torténtek (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). A kiilonb6z6 AT mutansok heparin kotd képességét heparin SPR szenzor
chip (Heparin Approx. 50 nm hidrogél chip, Xantec bioanalytics GmbH, Dusseldorf,
Germany) segitségével mértiik. A vad tipusu és a mutans AT fehérjék futtatdé pufferben
(HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3mM, feliiletaktiv anyag 0,005% (v/v), pH 8.,4)
voltak higitva és kiilonbozé koncentracidkban injektaltuk a heparinnal fedett szenzor chip
feliiletére 10 pl/min dramlasi sebességgel 7 percen keresztiil. Két mérés kozott a szenzor chip
feltiletét 30 pl regeneralod pufterrel (10 mM glicin-HCI, pH 2,5, GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) regeneraltuk. A kolcsonhatas optimalis pH értéke elézéleg mar meghatarozasra

kertilt, ennek értelmében a mérést pH 8,4-en végeztik. A Langmuir 1:1 kotési modellt
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alkalmaztuk a kotddési gorbe illesztésre. Az asszocidcids és a disszociacids sebesség
allandokat (ka és ka) és az asszociacids és disszociacios egyensulyi allandokat (Ka ¢és Kp) a
szenzorgramokbdl hataroztuk meg. BIAevaluation szoftver 3.2-es verzidjat (GE Healthcare,

Uppsala, Sweden) hasznaltuk a kdlcsonhatas vizsgalat kiértékelésére.

3.9. A rekombinans antithrombin fehérjék AT antigén és aktivitas mérései

A vad tipusu és a mutans AT plazmiddal transzfektalt HEK-293 sejtek feliiluszojabol és
sejtlizatumabol keriilt meghatdrozasra az AT antigén enzimhez kapcsolt immunoszorbens
assay (ELISA) modszerrel Abcam Human-Antithrombin-III-ELISA-Kit (Abcam, Cambridge,
UK) segitségével a gyartd utmutatasat kovetve. Az AT specifikus kotd antitestet a 96-lyuku
lemez aljan a gyart6 altal eldkészitve talaljuk, a lyukakba a standard sor tagjait és a
vizsgalandé mintdkat hozzamérjiikk és inkubaljuk szobahdmérsékleten 2 6ran keresztiil.
Mosasi 1épés utan hozzdadjuk a biotindlt AT specifikus antitestet és 1 oran at inkubaljuk
szobahOmérsékleten. Mosasi 1épést kovetden hozzdadjuk a Streptavidin-peroxidaz
konjugatumot, ami kapcsolddik az eldzetesen megkotott antigén-antitest komplexhez. 30 perc
varakozas utan, mosasi 1épést kdvetden hozzamérjilk a TMB (3,3°,5,5’-tetrametil-benzidin)
kromogén szubsztratot. 12 perc elteltével kialakul a kék szin, mivel a szubsztratot a peroxidaz
hidrolizalja. A leallitd oldat hozzdadasa utan a kék szin sargara valtozik. A sarga szin
intenzitdsa aranyos a mintaban 1évé AT mennyiségével. A szinintenzitast Infinite 200
mikrolemez fotométerrel (Tecan Austria GmbH, Salzburg, Ausztria) mértiik 450 nm-en, az
tagjaihoz tart6z6 abszorbancia értékek alapjan tortént.

A heparin kofaktor és a progressziv AT aktivitds méréseket a transzfektalt sejtek
feltiluszojabol végeztiik LX Antithrombin Hc + P, FXa reagens (Labexpert Ltd., Debrecen,
Hungary) felhasznéladsaval. A heparin kofaktor aktivitds meghatarozasa sordn a feliilisz6
mintdkat heparin tartalmu pufferrel higitjuk, majd feleslegben FXa-t adunk hozza. A nem
kotodott FXa aktivitasat egy specifikus kromogén szubsztrattal BIOPHEN CS-11(32) [Suc-
Ile-Gly-(y Pip)Gly-Arg-pNA, HCI] (HYPHEN Biomed., Neuville, France) mérjiilk. A FXa
lehasitja a para-nitro-anilin-t (pNA) a szubsztratrél, amely 405 nm-en mérhetd szines termék.
Minél tobb AT van a feliiliszoban, annal kevesebb szabad FXa marad a rendszerben ¢és
kevesebb szines termék keletkezik. A mérés soran 1:1 aranyban mértiik 6ssze a mintat és a
FXa reagenst 96-lyuka lemezen, duplikatumban. 60 masodpercig inkubaltuk 37 °C-on, majd a
kromogén szubsztrat hozzdadédsa utan 405 nm-en 300 masodpercig kovettiik az abszorbancia

valtozast. Progressziv aktivitas mérésekor a mintakat polibrén tartalmu pufferrel higitottuk az
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estleges heparin szennyezddés €s a heparin hatés teljes kizarasa céljabol. A mérés soran 1:1
aranyban mértiik 0ssze a mintat és a FXa reagenst 96-lyuku lemezen, duplikatumban. 5 percig
inkubaltuk 37 °C-on, majd a kromogén szubsztrat hozzdadasa utan 405 nm-en 300
masodpercig kovettiik az abszorbancia valtozast. Ismert AT tartalmt kalibracidos plazma
segitségével egy kalibracios egyenest készitlink, Excel program segitségével a mintdk

abszorbancia értéke alapjan szamoltuk az antithrombin aktivitast.

3.10. N-glikozidaz F emésztés

Az N-glikozidaz F az aszparagin kotott N-glikanokat hasitja le a glikoproteinekrdl. Az N-
glikdnokat a vad tipusu ¢és a p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450Ile,
p.Gly456delins Ala Thr mutans antithrombin fehérjék esetében tavolitottuk el az N-
Glycosidase F (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) enzim segitségével. A
PNGase F emésztés eldtt a mintdkat 150 mM Na-foszfattal denaturaltuk 95 °C—on 5 percig.
Ezutdn adtuk hozzéd a 6 pl 100 U/ml PNGase F enzimet és inkubaltuk a mintdkat 37 °C-on 15
oran keresztiil. Az emésztett mintakat a kontroll parjaikkal egyiitt Western blot technikéaval

vizualizaltuk.

3.11. Western blot

A transzfektalt (tranziens és stabil transzfekcio) HEK-293 sejtek feliiluszojat 6sszegytijtottiik,
majd a sejteket lizaltuk 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.5%
natrium-dezoxikolat €és protedz inhibitor koktél (Roche) tartalmu lizis pufferben. A feliiliszo
¢s a sejtlizatum mintdkat centrifugaltuk 4 °C-on 15 percig 12000 g-n, majd aliqvotokba
Pierce BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértilk meg és az
eredmény alapjan egységes mennyiségli fehérjét futtattunk 10%-os SDS-PAGE gélen majd
nitrocellul6z membranra blottoltuk at a fehérjéket nedves blot technikdval. A membrant 5%-
os zsirszegény tejpor TTBS pufferban (Tween 20-Tris buffered saline) blokkoltuk 1 o6ran
keresztiil szobahdmérsékleten, majd az elsddleges antitesttel egy éjszakan at hidegszobaban
inkubéltuk. Az AT detektdlasa kecske anti-human AT antitesttel (Affinity Biologicals,
Ancaster, ON, Canada) tortént, a sejtlizatum mintdk esetében loading kontrollnak beta tubulin
poliklonalis antitestet (Invitrogen) alkalmaztunk. Az elsddleges antitestek a blokkold oldatban
1:10000 higitasban voltak. Inkubaciét kovetden a membranokat mostuk haromszor 7 percig
TTBS pufferban, majd a megfeleld masodlagos antitesttel inkubaltuk 45 percig

szobahdmérsékleten. Torma-peroxidaz kapcsolt anti-kecske IgG (Abcam) és anti-nyul IgG
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(GE Healthcare) blokkold oldatban 1:10000 higitasban voltak alkalmazva. Az immunreakciot
ECL technikaval valtottuk ki a gyartd utasitasait kovetve (Thermo Fisher Scientific). A
kemilumineszcens detektalds C300 Azure késziilékkel tortént (Azure Biosystems, Dublin,

CA, USA).

3.12. RT-qPCR

Real-time quantitative RT-PCR technikét hasznaltunk a vad tipusu ¢és a kilenc mutans AT
forma mRNS expresszids szintjének meghatdrozasara tranziens transzfekciot kdvetden. Az
RNS izolaldas QIAamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN) segitségével tortént a tranziensen
transzfektalt HEK-293 sejtekbdl. A genomi DNS eltavolitasa RapidOut DNA Removal Kittel
(Thermo Scientific) tortént, majd a reverz transzkripcido (QPCRBIO ¢cDNA Synthesis Kit) utdn
kovetkezett a RT-qPCR LightCycler480 (Roche) késziiléken a kdvetkezd primerekkel:

AT RNA forward primer 5> -GCTAAACCCCAACAGGGTGA-3’;

AT RNA reverse primer 5> -TTACTTAACACAAGGGTTGGCTAC-3’;

OAZ RNA forward primer 5> -CACCATGCCGCTCCTAAG-3’;

OAZ RNA reverse primer 5° -GAGGGAGACCCTGGAACTCT-3’;

B-GAL RNA forward primer 5> -GCGTACATCGGGCAAATAAT-3’;

B-GAL RNA reverse primer 5 -TAATCACGACGCGCTGTATC-3".

Eldinkubacié 10 perc 95° C 1 ciklus; amplifikacié 10 sec 95° C, 10 sec 51° C, 10 sec 72° C,
50 ciklus; olvadasi gorbe felvétele 1 perc 95° C, 1 perc 45° C, folyamatos 75° C, 1 ciklus;
majd hiités 30 sec 40° C 1 ciklus.

3.13. In silico modszerek

3.13.1. ATD II heparin-kotohely (IIHBS) muticiok (ATBp3, AT Basel, AT Padua)
vizsgdlata in silico modszerekkel

Az in silico mddszerekkel nyert eredmények Dr. Balogh Gabor munkai, a modszerek részletes
érthetdsége érdekében.

A muticiok AT - heparin (pentaszacharid) kotésére gyakorolt hatdsdnak vizsgélatara és a
fehérje stabilitasanak vizsgalatara kétféle modell rendszert hoztunk létre. Elsdként a 1T1F
rontgen-diffrakcids szerkezetet hasznaltuk a pentaszacharidokat nem tartalmazd rendszer
modellezéséhez, ezzel a nem aktivalt allapotot mutattuk be. Masodjara a pentaszacharidot
kotott, aktivalt AT-t modelleztiik az 1NQO9 rontgen-diffrakcios szerkezetbdl kiindulva. E

modelleket megszerkesztettiik mindkét aktivacios statusznak megfelelden a vad tipust AT ¢€s
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mind a hdrom (ATBp3, AT Basel, AT Padua) mutans esetében. Az utdbbi varianst mind
semleges és protonalt His79 (His47 az érett fehérjében) formaban szimulaltuk. Az Gsszes
rendszer szolvatalva volt a TIP3P viz modell CHARMM valtozatat hasznalva. A szimulacios
dobozok kocka alakuiak voltak és a minimum tévolsag a fehérje (vagy a ligand) és a doboz
falai kozott 12 A volt. Na* és Cl- ionok hozzaadasaval az ionerdsséget 0,15 M-re allitottuk be,
¢s a munkacsoport kordbbi tanulmanyahoz hasonléan a CHARMM?36m erdteret valasztottuk
az AT fehérje, valamint a CHARMM szénhidrat FF erdteret a pentaszacharid esetében. A [3-
AT szerkezetnek megfelelden, a fehérje glikozilalva volt harom aszparagin reziduumon: Asn-
96, -155, és a -192 (a szdmozas itt az érett fehérjének felel meg, a molekulamodellezés
kovetelményei szerint). A nagy méretilk miatt az oligoszacharid lancok csonkitva voltak
hasonldan, mint az elébb emlitett tanulmanyban. A CHARMM-GUI web szervert hasznaltuk
a topoldgiai file-ok generalasara mind a hdrom rendszer esetében. Ennek kovetkeztében a
megfeleld mintavételezés ilyen konformécids atmeneteknél gyakran megkoveteli a ,,javitott”
mintavételezési technikakat. A Gaussian Accelerated Molecular Dynamics (GAMD) modszert
valasztottuk ki, mert ez jelentdsen Kkiterjesztett mintavételezést biztositott, és nem fliggdott
elore definialt reakcid koordinataktol. Az AMBER 16 pmemd.cuda szoftvert alkalmaztuk a
molekula dinamikai (MD) és a GAMD szimulacidkhoz, (ambermd.org). Az dsszes modell
rendszer el@szor két egymast kdvetd energiaminimalasnak volt aldvetve, mindegyik 2000
1€épésbal allt. Az elsé energiaminimalas magéaban foglalt egy 500 1épést, amely a ,,steepest
descent” moddszert hasznalta, ¢s 1500 1épés konjugat gradiens modszert, ugy, hogy a fehérje
¢s a ligand pozicidja korlatozott volt. A kovetkezé 2000 1épésben a reziduumok nem voltak
korlatozva és a konjugat gradiens modszert alkalmaztuk. A rendszert ezutan felfiitottiik 0 K-
r6l 310K-ig 2 ns MD szimulacioban, tigy, hogy az Osszes nem-oldoszer és nem-ion atomok
korlatozva voltak. A flitést 2 ns nyomas kiegyenlités kovetett. Kettds gyorsitas (dual boost)
sémat alkalmaztunk a GAMD szimulacionkban. A sigmaOP és a sigma0D paraméterek az
alapértelmezett értékiikre (6,0) voltak beallitva a GAMD szimuldcidban. Az 6sszes GAMD
szimulacid tartalmazott egy 60 ns-os ekvilibracios fazist a ,,produkcios” szimulécio el6tt. Az
elsé 10 ns-ben, nem alkalmaztunk GAMD potencialt a rendszeren és a 4-10 ns rész alatt
gylijtottiik az adatokat. A kovetkezd 50 ns-ben hasznaltuk a GAMD potencidlt a rendszeren.
A GAMD paraméterek rendszeres idokozonként frissitve voltak, kivéve az 50 ns-os fazis elsd
5 ns szakaszaban. A ,produkcios” GAMD szimulaciok 310 K-n jatszodtak le NVT
koriilmények alatt. A Langevin homérsékletszabalyozot alkalmaztuk a szimulacioban 2,0
gamma konstanssal. A ,,produkciés” szimuldciokban a Monte Carlo nyomas-szabalyozot

hasznaltuk a nyomas kapcsolasara. A nagy hatotavolsagl elektrosztatikus kodlcsonhatasok a
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PME moddszerrel voltak kiszamolva. 12 A Coulomb ,,cut-off” tavolsagot alkalmaztunk a
szimulaciokban. A CHARMM erdtér estében ajanlott az energia kapcsold hasznalata 10 A és
12 A kodzott a Lennard-Jones kdlcsdnhatasok miatt. Az dsszes ,,produkcids” szimulacié 600 ns
hosszisagu volt. Mindegyik mutans esetében két parhuzamos szimulacid volt futtatva az
ITIF alapt és harom az INQY alapt rendszerek esetében. Ez megfelel 1,2 ps és 1,8 us
kombinalt szimuldciés idének mindegyik AT mutansra. Az dsszes ,,produkcios” szimulacids
1d6 15 ps volt. A CPPTRA szoftvert hasznaltuk a legtobb trajektoria analiziséhez, amely
tartalmazott RMSD és RMSF szadmitasokat, valamint csoportositdsokat. Az ,.altalanositott
korrelacid” szamitasokat az Ichiye és Karplus korabbi munkaja alapjan Lange és Grubmiiller

altal kifejlesztett modszer alkalmazasaval végeztiik el.

3.13.2. SERPINCI1 gén misszensz muticiok kovetkezményeinek in silico predikcidja

A 7 misszensz mutacio (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl121Arg, p.Leu245Pro,
p.Asn450Ile, p.Pro461Thr) kovetkezményének predikcidjara 5 kiilonb6zd, webes feliileten
elérhetd eszkdzt hasznaltunk. A PolyPhen2 eszkdz a humén fehérjékben bekovetkezo
aminosav cser¢k kovetkezményeit jelzi elére. Tobb forrasbol szarmazd informaciot vesz
tekintetbe, ugymint homoldg szekvencidkat, szerkezeti sajatossdgokat, és 3D struktirakat. A
PolyPhen2 két kiillonb6z6 - HumDiv és HumVar - modellt alkalmaz, melyek kiilonb6zd
adatkészleten lettek betanitva. A HumVar jobban megfelel drasztrikus, betegséget okozd
hatdssal bir6 mutaciok detektalasdra, mig a HumDiv alkalmas sokkal 0sszetettebb
fenotipusban megjelend hatas és enyhébb hatasti varidnsok josldsdra. A MutPred2 gépi
tanuldsi modellt hasznal, hogy csoportositsa az emberekben talalhatdé mutdciokat aszerint,
hogy patogének vagy joindulatiak. Mindemellett megjésolja a mutacid hatasat a fehérje
szamos szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagara. A PhD-SNP egy Support Vector Machine
(SVM)-alapt csoportositd a misszensz mutaciok szamara, amely figyelembe veszi a mutéaciot,
a szekvencia kornyezetét €s a szekvencia profiljat. A SIFT egy szekvencia homologia alapu
modszer, amely kiilonbséget tesz a fehérjékben 1étrejott aminosav cserék hatasai kozott, ugy
mint potencidlisan fenotipusos kovetkezménnyel jaré vagy nem jard. Azok a mutaciok,
melyek 0,05 ponttal megegyezdek vagy anndl kisebbek, a kérositd mutdciok csoportjat
képezik. A MutationTaster program a DNS szekvencia alapjan josolja meg a variansok ¢s a
mutaciok kovetkezményét. Ebben az esetben a kapott pont a korrekt eldrejelzés
valoszinliségét adja meg és nem egy érték, amely kiilonbséget tesz patogén és nem patogén
mutacid kozott. A PolyPhen2, MutPred2, és a PhD-SNP moddszerek esetében, a mutacid

patogénnek tekintendd 0,5 pont alatt. A szigndl peptidben talalhatd két misszensz mutaciod
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(p.Argl4Lys és p.Cys32Tyr) esetében a SignalP 6.0 (csak eukaridta szignal peptid) program

segitségével a szignal peptid hasitasanak predikcidjat végeztiik el.

4. EREDMENYEK

4.1. Antithrombin Budapest 3, Basel, és Padua mutdaciok vizsgalatanak eredményei

4.1.1 A heparin kotohelyet érinté mutdciot hordozo betegek klinikai és laboratoriumi
jellegzetességei

A vizsgalt iddszakban 19 beteget diagnosztizaltunk AT Basel, 31 beteget AT Padua, és 291
beteget ATBp3 (52 homozigo6ta és 239 heterozigota forméban) mutacioval. Az AT Basel és az
AT Padua mutéciot hordozé betegek mind heterozigotak, mivel a homozigota formajuk
feltehetéen letalis. Vénas thrombosist regisztraltak az ATBp3 homozigotdk esetében a
betegek tobbségénél (88,8%) és a heterozigdtaknal (42,1%) is relative gyakori volt, mig az
AT Basel betegek nagy hanyaddnal nem fordult eld6 VTE klinikai tiinet az adatgytijtés
idejében. Néhany beteg az ATBp3 ¢és AT Padua csoportokbdl tiidéemboliat szenvedett el,
melynek nyilvanvald forrasat a képalkotd eljarasok nem tudtdk megéllapitani. Az artérias
thrombosis az AT Basel csoportban volt a leggyakoribb (44,4%). A stroke-os betegeket
szivultrahanggal is vizsgéltdk, hogy kizarjdk a nyitott foramen ovale jelenlétét. A
szivultrahang nem igazolt nyitott foramen ovale-t a vizsgilatba bevont betegeknél. A
terhességi komplikaciok gyakorisdga, igymint a korasziilés vagy spontan abortusz, kissé
emelkedett volt az AT Padua betegek korében (42,9%), de ez a kiilonbség a masik két
mutaciot hordozd betegekkel Gsszehasonlitasban statisztikailag nem volt szignifikdns. Az
ATBp3 homozigotak hc-anti-FXa AT aktivitds eredményeinek medidnja volt a
legalacsonyabb, az Osszes AT aktivitds eredmény a hatarérték alatt volt az Innovance AT
modszerrel (Siemens). Négy ATBp3 heterozigota beteg he-anti-FXa AT aktivitas eredménye
volt a 80%-os hatarérték feletti. A p-anti-FXa AT aktivitds (a mérés heparin hidnyaban
torténik) szignifikdnsan alacsonyabb volt az ATBp3 homozigoéta és heterozigota betegekben
Osszehasonlitva az AT Basel és AT Padua betegekkel. A p-anti-FXa AT aktivitas és a hc-anti-
FXa AT aktivitas aranya az ATBp3 homozigotaknal a legmagasabb érték, ami azt bizonyitja,
hogy ennek a genotipusnak van a legnagyobb hatasa az AT heparin kolcsonhatasra. Az AT
antigén eredmények az ATBp3 csoportban szignifikansan alacsonyabbak voltak a masik két
mutanshoz képest.

A kiilonb6z6 mutaciokat hordozd betegek plazmdjanak keresztezett immunoelektroforézis
(CIE) vizsgalat eredményeként jol lathatd volt egy alacsony heparin affinitdsu és egy magas

heparin affinitdsu frakci6 az Osszes heterozigéta plazma esetében. Az ATBp3 homozigota
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plazma esetében csak az alacsony heparin affinitdsu AT volt detektalhatd. A heterozigdta AT
Padua plazma estében a kisebb, anod fel6li szabdlytalan csucs (azaz a csokkent heparin

affinitasnak megfeleld frakcid) nagyobb volt a normal csucsnal.

4.1.2 A vad tipusu és a Budapest 3 homozigota antithrombin hostabilitdisa

A nano DSF (Differential Scanning Fluorimetry) kisérletek soran szignifikans kiilonbségeket
figyeltiink meg a human plazmébol szeparalt ATBp3 homozigota mutans és vad tipusi AT
Osszehasonlitdsakor (n = 3 fliggetlen mérés). A vad tipust és az ATBp3 mutans AT fehérjék
hoéstabilitasanak jellemzésére a triptofan fluoreszcencia 350 nm/330 nm arany valtozasat
hasznaltuk a hémérséklet emelkedésnek megfelelden. A fehérjék olvadasi gorbéjének
felhasznalasaval két paramétert, a denaturacié kezdetét jelentd (Tkezdeti) €s az atmenet
felezépontot (Tm), hatdroztunk meg. A vad tipus esetében a Tkezdeti €rtéke 46.2+1.3°C és a Tm
érteke 57.6+0.1°C volt, mig a mutans AT esetében a Tkezdeti €rtéke 42.7+1.47°C és a Tm értéke
57.1£0.03°C volt. Mind a Tm értéke (p=0.0031) €és a Tkezdeti értéke (p=0.0371) szignifikdnsan
alacsonyabb volt az ATBp3 mutéans estében a vad tipushoz hasonlitva, ezzel a mutans fehérje

alacsonyabb hdstabilitasat sugallva.

4.1.3. Heparin koto képesség vizsgalatinak eredményei

Az AT Basel és az AT Padua mutéaciot hordoz6 betegek mind heterozigdtak, mivel a
homozigota formajuk feltehetden letalis. Ezért a heparin kot képesség részletesebb vizsgalata
betegekbdl szdrmazd plazma mintakon nem lehetséges a normal allélrdl atiroddo normél AT
zavard jelenléte miatt. Vizsgéalatainkhoz ezért létrehoztuk a kiillonbozé II HBS tipust
mutaciok €s a vad tipus AT in vitro eldallitott, tisztitott rekombinans valtozatat, majd SPR
vizsgalatnak vetettiik ala. A hatféle kiilonb6z6 AT koncentracidonal kapott szenzorgramokbol
szamolt paramétereket atlagoltuk az egyes antithrombinokndl. Ahogy vartuk, a legerdsebb
AT-heparin kotés a vad tipus estében volt megfigyelheté (Kp = 6.4 x 101" M, Ka = 2.2 x 10°
1/M). Az asszociacids alland6 (ka) a legmagasabbnak (ka = 1.37 x 107 1/Ms) a vad tipusnal
adddott a vizsgalt tisztitott rekombindns AT fehérjék koziil. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy
az AT-heparin komplex a leggyorsabban a vad tipusi AT esetében alakul ki. A disszocidcios
alland6 az Osszes mutdns esetében hasonlé nagysagrendii volt (107). (A vad tipusa AT
tekintetében ka = 6.75 x 10 1/s).

A mutans AT fehérjék koziil az ATBp3 alakitotta ki a legstabilabb komplexet a heparinnal
(Kp=2.15x10% M, Ka=1.62 x 10® 1/M) és a komplex kialakuldsa is itt volt leggyorsabb (ka
=3.25x 10° 1/Ms). A disszociacios allando az ATBp3 mutansra vonatkozélag ka = 2.47 x 10
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3 1/s. A vad tipust fehérje eredményeivel dsszehasonlitva az ATBp3 szignifikansan gyengébb
kolesonhatasba 1ép a heparinnal, lassabb asszociacids allandoval. Human plazmabdl izolalt
WT ¢és ATBp3 homozigdta mutans fehérjékkel végzett SPR vizsgalatok is koriilbeliil két
nagysagrendil kiilonbséget mutattak a Kp értékekben (az eredményt itt nem mutatjuk be). Az
AT Basel mutans vonatkozdsdban az asszociacios/disszociacids kinetika és az egyensulyi
paraméterek a kdvetkezOk: ka = 1.03 x 10* 1/Ms és kd = 4.45 x 107 1/s; Kp = 7.64 x 107 M
és, Ka = 2.40 x 10° 1/M. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az AT Basel sokkal lassabban
kotddik a heparinhoz, mint a WT AT és az ATBp3, €s az asszociacids konstansa is majdnem
egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint az ATBp3 mutansnak. Az 6sszes mutans koziil az AT
Padua rendelkezik a leggyengébb kdlcsdnhatassal a heparinnal (Kp = 1.08 x 10° M, Ka =
2.37 x 10° 1/M) és a leglassabb komplex kialakulassal (ka = 1.01 x 10* 1/Ms). Azonban a
disszociacios allanddja (4.51 x 10 1/s) majdnem megegyezd a tobbi mutans esetében mért kq

értékkel.

4.1.4. A vad tipusu és a harom IIHBS tipusu mutdans AT fehérje in silico modellezése

A 22-46 hurok konformdcioja

A heparin kot hely kozelében 1év6 22-46. aminosavak altal hatdrolt hurokrol feltételezziik,
hogy szerepet jatszik az AT-pentaszacharid kotés szabalyozasaban. Ez a hurok nagyon
hajlékony és sok aminosavanak pozicidja nem tisztazott a rontgen-diffrakcios szerkezetekben.
Ezen kisérleti adatok hidnyanak ellenére a ,javitott” mintavételezési MD szimulacidok
soran az érett fehérje szerkezetét hasznaltuk, ezért az egyes részek szdmozasa az in silico
kisérletekben a klasszikus szdmozast koveti, vagyis az érett fehérje els6 aminosava a +1.
(ATBp3 megfeleldje igy a Leu99Phe, AT Basel megfeleldje a Pro41Leu és az AT Padua
megfeleléje a Argd7His.) A vizsgalt mutacidk altal érintett aminosavak koziil a Pro41 (AT
Basel pozicioja) helyezkedik el a 22-46 hurokban, igy a hurok konformacidja fontos faktor
lehet ezen varians csokkent heparin affinitdsiban. A nem aktivalt AT Basel varidns
tipusban a hurok a heparin kotd helyhez nagyon kozeli pozicidt foglal el, s6 hidakat ¢és
hidrogén kotéseket alakitva ki ezen rész aminosavaival. A mdasodik tipusban, leginkabb a
masik 600 ns trajektoridban megfigyelve, a tdvolsag a heparin kot6 helytdl nagy volt. Ez a
jelenség a hurok jelentdsen fokozott konformaciés valtozékonysagara utal 6sszehasonlitva a
vad tipussal, emiatt néhany konformécié potencialisan akadalyozd Ilehet a heparin

pentaszacharid kotésében.
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Azonban a pentaszacharid kotott (aktivalt) AT szimuladcioban nem volt megfigyelheté a
szoros kapcsolat a hurok és a heparin koté régido kozott. Ez azt sugallja, hogy a hurok
pentaszacharid kotésre, miutdn egy ,.erds” komplex mar 1étrejott. A pentaszacharid erdsen
toltott természete és a megvaltozott elektrosztatikus hatdsok meg tudjak gatolni, hogy a hurok

atmenjen az alternativ konforméacioba.

Az antithrombin fehérje N-termindlis részének DSSP (Define Secondary Structure of
Proteins) analizise

Elemeztiik az N-terminalis rész masodlagos szerkezetének valtozasait (az elemzésben az 1-
145 aminosavak szerepeltek, ez a szakasz tartalmazza az egész heparin kotd helyet, de nem
tartalmazza az ,,A” béta redét) DSSP moddszer alkalmazasdval [81], a CPPTRAIJ szoftver
segitségével. Ezt az elemzést elvégeztik mind a ,,nem aktivalt AT” (1T1F) és a ,,AT-
pentaszacharid komplex” (1NQ9) rendszerekben. Az ITI1F alapti rendszert illetéleg a
konformacids valtozasok nyilvanvaldak voltak az AT Basel szimulaciok esetében az el6z6
részben ismertetett teriileten a vad tipusu AT-al 6sszehasonlitva. Azonban nem volt lathatéd
szignifikans konformacié valtozas a heparin kotd régidkban, beleértve a P hélixet (112-120
aminosavak). A ,komplex” szimulaciok koziil az AT Padua (Arg47His) varidns (és foleg a
semleges formaja) mutatott konformacios valtozasokat a 30-35 régioban. Hasonloan az 1T1F
alapt szimulaciokhoz, itt sem volt szignifikans konformacié valtozas a heparin koto teriileten.
Egy kis mértékii D hélix meghosszabbodés volt lathato az ATBp3 (Leu99Phe) trajektoriak

esetében Osszehasonlitva a vad tipussal.

Root Mean Square Fluctuations (RMSF) analizis

A Root Mean Square Fluctuations (RMSF) egy altalanos vizsgalati modszer egy fehérjét
felépitdé aminosavak flexibilitdsanak leirdsara. Hasznalhatjuk misszensz mutaciok altal
okozott fluktudcid6 novekedés mérésére. Tovabba konformacids valtozasok okozhatnak
novekedést vagy csokkenést a fluktudcioban a molekula specifikus részein. A ,,nem aktivalt”
AT szimuléacidk koziil az ATBp3 varidns mutatott mérsékelt novekedést a fluktudcioban a vad
tipusu fehérjéhez és az AT Basel varidnshoz képest. Fluktuacio novekedést figyeltiink meg a
fehérjében mind az érintett aminosavhoz (99. aminosav) kozeli részeken (aminosavak 50-
100), mind tavolabbi régiokban (aminosavak: 320-330, 360-380, és 420-430). A fluktudcio
novekedések kis mértékiiek voltak viszont a harmadlagos szerkezet mas részein. Ezek az

eredmények Osszhangban megfelelnek egy varidnsnak, melyben a nativ konformacid
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stabilitdsa mérsékelten csokkent, de még szamottevé mennyiségben szekréciora tud keriilni.
Az AT Basel varians esetében a fluktuacié novekedések foleg a 110-130 és a 300-320
aminosav régiokban voltak megfigyelhetdek. A legérdekesebb eredményt az AT Padua
varians esetében kaptuk, ahol jelentdsen megnovekedett fluktudcié volt megfigyelhetd (8.
abra C) a 47-es reziduum mindkét féle protonalt allapotaban. A ndvekedések kiillondsen
nagyok voltak az F hélixhez kozeli régidoban (180-210) és a 290-310 régid hélixeiben. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy ez a varidns hatdssal van a molekula tavoli részeinek
aktivalt statuszra vonatkozolag az RMSF értékektdl azt vartuk, hogy tiikr6zzek a harmadlagos
szerkezet stabilitdsaban bekovetkezd valtozast, hasonléan a nem aktivalt statuszhoz. Azonban
azt tudjuk, hogy az atlagosnal nagyobb fluktuaciokkal rendelkezé teriiletek konformacios
valtozéasai, melyrdl ismert, hogy részt vesznek az allosztérikus mechanizmusban, szintén ki
tudja valtani az RMSF novekedést. Ebben a folyamatban résztvevd régiokhoz tartozik a D
hélix C-terminalis vége, a reaktiv hely hurok (RCL) és a FXa-val és a FIXa-val kdlcsonhato
exosite. Az ATBp3 varidns ndvekedést mutatott a fluktudcioban a vad tipushoz képest,
hasonldéan a ,,nem kotott” statuszhoz. A D hélix C-terminalis vége (125-135 aminosavak)
jatszik fontos szerepet az alloszterikus aktivacidban. A vad tipusi rendszer esetében
szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd a , kotott” allapotban, amikor dsszehasonlitottuk a
nem aktivalt WT AT-al. Azonban nem ez volt a helyzet az ATBp3 és az AT Basel
variansoknal, az RMSF értékek magasak maradtak a ,,kotott” allapotban is. Az AT Padua
varians tekintetében az eleve jelentésen megndvekedett fluktuaciok, amelyeket az 1T1F
alapt, vagyis a nem kotott AT-t reprezentdld rendszerekben megfigyeltiink, szintén
megfigyelheté volt ennek a varidnsnak a heparin kotott szimulacidiban is. A legnagyobb
novekedést mutatd régiok megkdzelitdleg azonosak voltak a két tipusti rendszerben az AT

Padua mutéciora vonatkozolag.

Az allosztérikus utvonalak vizsgalata

Az AT konformécids aktivalasa alapvetden egy allosztérikus folyamat, amelyben a heparin
kotd hely, a reaktiv hely hurok, és a koagulacids faktorokat kitd exosite helyek vesznek részt.
Az el6z6 munkankhoz hasonléan az allosztérikus Utvonalak vizsgalata Lange és Grubmiiller
altal kifejlesztett modszerrel tortént, amely Osszefiiggd (korrelalt) mozgasokat is képes
detektalni a molekuladinamikai trajektoridkban. Ezt az analizist az 1T1F és a 1INQ9 alapu
rendszerekben is végrehajtottuk. Altaldban elmondhatjuk, hogy az AT Basel varians hasonld

mintdzatot mutatott, mint a vad tipusti AT, jelezvén ezen mutacid valoszintileg kicsi hatdsat az
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allosztériara. Ezzel ellentétben a mintazat kiilonb6zd volt az ATBp3 és kiilondsen az AT
Padua mutacioknal. Ez valosziniileg azt jelenti, hogy e két varians esetében az allosztérikus

folyamatokban érdemi valtozasok kovetkeztek be.

A pentaszacharid kotés vizsgdalata Root Mean Square Deviations meghatdarozdassal

A rontgen-diffrakcios struktiranak megfeleld pentaszacharid gytiri és a glikozidos kotésben
részt vevo atomok Root Mean Square Deviations (RMSDs) értékeit alkalmaztuk a ligand
értekei kozott a WT, AT Basel és ATBp3 szimulaciok esetében. Ellenben az AT Padua
protonalt varidnsa emelkedést mutatott a pentaszacharid RMSD értékeiben az Osszes tobbi
megfigyelhetd egyik szimuldcidban sem a szimulacids idon beliil. Meg kell jegyezziik, hogy
az er0sebb AT — heparin kolcsonhatas valosziniileg annak a kdvetkezménye, hogy az Gsszes
vizsgalt varians glikozilaciés mintdzata a B-AT-nak megfeleld. A szimulaciokban a B-AT
hasznalatanak az oka az, hogy az a-AT-ban a kotd helyhez kozel 1évo nagy oligoszacharid
megneheziti a megfeleld konformacios mintavételt. Nagyon terjedelmes molekuladinamikai
szimulaciora lenne sziikség ahhoz, hogy pontosabb ,atlagot” kapjunk a glikan és a

pentaszacharid kozotti kdlcsonhatésra.

4.2. A kilenc uj antithrombin mutdns vizsgalatinak eredményei

4.2.1. Az antithrombin deficiens betegek klinikai és laboratoriumi jellegzetességei

2016 -2021 kozott a DE AOK LMI Klinikai Laboratoriumi Kutaté Tanszéken diagnosztizalt
AT deficiens betegek tobbsége az alapitdo hatdsi AT Budapest 3 (p.Leul31Phe) mutaciot
hordozta. Azonban talaltunk kilenc j SERPINC1 mutaciot is, melyek az irodalomban eddig
nem szerepeltek vagy a mi munkacsoportunk altal voltak eldszor kozolve. Ezek a mutaciok a
kiilonbozé adatbazisokban nem szerepelnek (Human Gene Mutation Database

http://www.hgmd.cf.ac.uk; és a ClinVar, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar, utolsé belépés

2023. November 11). Ellendriztiik a 1000 Genomes Project (http://www.1000genomes.org,

utolsd belépés 2023. November 11) adatbézist is, ahol polimorfizmusként sem taldlhatoak
meg. Az altalunk vizsgélt Osszes beteg heterozigota volt ezekre az 1j mutdciokra nézve. Két
beteg (apa ¢és fia) hordozta a c.41G>A (p.Argl4Lys) muticiot. A plazma mintdjukban
csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitds és csokkent progressziv anti-FXa AT
aktivitas volt mérhetd. Az AT antigén koncentraci6 is csokkent volt, ami inkabb kvantitativ

ATD-re utalt. A férfi beteg 16 éves koraban szenvedett el mélyvénas thrombosist, azdta nem

26



tortént thromboticus klinikai esemény. Az apa is hordozza a kimutatott eltérést, de még nem
kovetkezett be nala thrombosis. Az index beteg hossza tdva K-vitamin antagonista kezelésben
részesiil, az apja nem kap antikoagulans terapiat. A masodik mutaciot (c.95G>A, p.Cys32Tyr)
egy nobeteg hordozza, aki elsé thromboticus klinikai eseményét 20 évesen terhesség alatt
szenvedte el (mélyvénds thrombosis tiidéembolidval). Két visszatérd thromboticus klinikai
eseményt regisztraltak: 41 évesen mesenterialis véna thrombosist és évekkel késdbb
tiidéemboliat. Az elsé és a masodik thrombosis utan 1-1 évig K-vitamin antagonista (VKA)
terapian volt, azonban a harmadik thromboticus klinikai esemény utan élethosszig tartd
antikoagulans kezelésre allitottak, kezdetben VKA-t alkalmaztak, majd valtottak rivaroxaban
kezelésre (20 mg napi egyszer). A beteg csalddi anamnézise is pozitiv thrombosis
tekintetében: hdrom fivére is szenvedett el mélyvénas thrombosist, ketté koziilik
tiidéemboliaban hunyt el. Azonban 6k nem voltak akkor thrombophilia irdnyaban kivizsgalva.
A beteg lanytestvére sziilés utan szenvedett el mélyvénas thrombosist. A beteg heparin-
kofaktor-anti-FXa AT aktivitasa és a progressziv anti-FXa AT aktivitdsa alacsony volt és az
AT antigén szintje is aranyosan csokkent volt. A harmadik mutacio (c.232C>G, p.Arg78Gly)
az AT heparin kotd helyét érinti. A hordozo6 egy fiatal ndbeteg endometridzissal. Medddség
miatt vizsgaltdk, nem volt thromboticus klinikai tiinete. A csaladi anamnézis is negativ volt
thrombosisra. Az in vitro fertilizaciés (IVF) kezelés el6tt diagnosztizaltadk ATD-vel. Az IVF
terapia alatt és a terhessége folyaman LMWH-t kapott, de hosszutava antikoagulans kezelés
nem indult. A beteg heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitdsa alacsony volt, mig a progressziv
anti-FXa AT aktivitdsa és az AT antigén szintje normdl tartoméanyba esett, ami II-es tipust
HBS ATD-at véleményez. A negyedik mutacio (c.362T>G, p.Metl121Arg) érintettje egy fiatal
ndbeteg, aki 34 évesen szenvedett el MVT-t. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-
FXa AT aktivitas és az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, I-es tipust ATD-re
utaltak. A beteg hosszutavu VKA antikoagulacioban részesiil. Az 6todik mutacid (c.734T>C,
p.Leu245Pro) hordozoja egy férfi beteg, aki 42 évesen kapott proximalis MVT-t. A
kortorténetében nem szerepelt provokalo tényezd. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv
anti-FXa AT aktivitds és az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, I-es tipust
ATD-re utaltak. A diagndzis utdn hosszatavi warfarin antikoaguldns terapia lett beallitva a
betegnél. A tovabbiakban nem tortént visszatérd thromboticus klinikai esemény. A hatodik
mutaciot (c.807delT, p.Leu270Argfs*14) egy férfi betegnél diagnosztizaltuk, aki Otszor
szenvedett el MVT-t. Az elsét 16 évesen. Klinikai nézOpontbdl tekintve ez az eset mutatta a

legstlyosabb thromboticus fenotipust. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa

27



AT aktivitds és az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, I-es tipusu ATD-re
utaltak. A beteg élethosszig tartd antikoagulans kezelést kap, jelenleg rivaroxabant szed (20
mg napi egyszer). A hetedik mutacid (c.1349A>T, p.Asn450lle) hordozdja egy négytagh
csalad, akik kozil ketten szenvedtek el MVT-t 23 és 40 éves ¢életkorban. A heparin-kofaktor-
anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas és az AT antigén eredményeik aranyosan
alacsonyak voltak, I-es tipusu ATD-t jeleztek. A 7 1 jelzésti beteg még nem szenvedett
thrombosist, mindamellett volt négy terhessége, melybdl az elsé spontan vetéléssel végzddott.
A kovetkezd harom terhessége alatt a beteg LMWH kezelést és AT koncentratumot kapott,
azok a terhességei sikeresen végzddtek. Hosszatavu antikoagulans kezelést nem vezettek be
nala. Az index beteg lanytestvére (7 _2) a terhessége alatt LMWH és AT koncentratum
terapiat kapott. Mivel az 6 anamnézisében szerepelt MVT, ezért hosszitavi VKA tipust
antikoagulaciora lett beallitva. A 7 3 jeld beteg is VKA antikoagulaciéban részesiil, mig a
7 4 jelt beteg nem (6 még nem szenvedett el thrombosist). A nyolcadik mutaciét (c.1367-
1368del,c.1367-1371ins, p.Gly456delins Ala-Thr) egy ndbetegben azonositottuk, aki 27
¢vesen terhessége alatt szenvedett el MVT-t, amit egy masodik (kivaltoé ok nélkiili) kovetett 5
év mulva. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas és az AT antigén
értékek aranyosan alacsonyak voltak, az I-es tipusu ATD-nek megfeleléen. A beteg egész
¢leten at tartd antikoaguldns terdpidban részesiil apixaban alkalmazdsival (5 mg naponta
kétszer). Végiil a kilencedik mutacio (c.1384C>A, p.Pro461Thr), melyet harom nem rokon
betegnél is kimutattunk. Az egyikiik kivaltd ok nélkiil szenvedett el thrombosist, melyet
tiidéembolia kovetett viszonylag idds életkorban (62 évesen), 6 jelenleg VKA kezelést kap. A
masik két beteg sokkal fiatalabb volt a thromboticus klinikai eseményiiknél, azonban
mindketté MVT provokalt volt. Mindkét beteg direkt oralis antikoagulans kezelésben részesiil
(apixaban 5 mg napi kétszer, illetve rivaroxaban 20 mg napi egyszer). A heparin-kofaktor-
anti-FXa és a progressziv anti-FXa AT aktivitas értékek aranytalanul alacsonyak voltak az AT
antigén értékekhez képest, ezzel inkdbb funkciondlis ATD-re utalva. A laboratoriumi
kivizsgalast illetdleg az alap koagulacios tesztek a normal tartomanyban voltak az 0sszes
beteg esetében, vagy csak az adott antikoagulans kezelésnek megfeleléen tértek el. A
thrombophilia irdnyt vizsgalatok két betegnél APC rezisztencidt ¢és FV Leiden

heterozigdtasagot mutattak ki, egyéb thrombofilidt nem igazoltunk.
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4.2.2. Antithrombin szekvencia homolégia vizsgdlatinak eredménye

A patogenitas indirekt bizonyitékanak tekinthetd, amint az jol tudott, hogy a betegséget okozd
mutéaciok a fehérje erdsen konzervalt pozicidiban talalhatoak.

Ezért elvégeztiik a kilenc ) mutécié szekvencia homologia azonositasat hét kiilonbozo fajban
az UniProt fehérjeszekvencia adatbazis segitségével. A vizsgalt aminosav pozicidkban, mind
a hét faj esetében, azonos aminosavakat talaltunk (kivéve a 270-es pozicidt, ahol harom faj
esetében leucin helyett prolin van, ezek azonban hasonléak egymashoz, nem polaros
aminosavak hidrofob oldallancokkal). Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy minden mutacid
esetében erdsen konzervalt poziciordl van szo. A Kozonséges csimpanz (Pan troglodytes)
esetében megfigyeltiik az aminosavak egyezését nemcsak a vizsgalt sszes pozicioban, hanem
az azokat koriilvevo régiokban is. Megfigyeltiik tovabba, hogy a 78-as és a 121-es pozicidk és
kornyezetiik is mind a hét faj esetében azonos. A szigndl peptid szekvencidja heterogén a hét
faj esetében, de elkiilonithetiink harom konzervalt részt: az N terminalis részen egy hidrofil
részt, egy hidrofob kozépso részt €s a polaris C terminalis régiot. A 32-es pozicio a konzervalt

poléris C terminalis részen van, ahol a szignal peptid lehasito helye talalhato.

4.2.3. A misszensz mutdciok kovetkezményeinek in silico predikcidja

A hét misszensz mutaciot vizsgaltuk hat kiilonb6zo webes feliileten elérhetd alkalmazas
segitségével, amelyekkel megjosoltuk az egyes mutacidk kovetkezményét. A PolyPhen2
eszk6z a humén fehérjékben bekdvetkezd aminosav cserék kdvetkezményeit jelzi eldre. Tobb
forrasbol szarmazé informacidt vesz tekintetbe, ugymint homoldg szekvencidkat, szerkezeti
sajatossagokat, €s 3D strukturakat. A MutPred2 gépi tanulasi modellt hasznal, a PhD-SNP egy
Support Vector Machine (SVM)-alapu csoportosité a misszensz muticiok szdmara, amely
figyelembe veszi a mutaciot, a szekvencia kdrnyezetét és a szekvencia profiljat. A SIFT egy
szekvencia homoldgia alapu modszer, a MutationTaster program a DNS szekvencia alapjan
josolja meg a variansok és a mutaciok kovetkezményét. A kdvetkezé mutaciok esetében mind
a hat moddszer patogénnek vagy betegséget okozonak josolta az eltérést: p.Metl21Arg,
p-Leu245Pro, p.Asn450Ile, és p.Pro461Thr. A p.Arg78Gly mutacidval kapcsolatban, ami egy,
a heparin koto hely kozelében 1évé aminosavat érint, nem voltak egységesek az eredmények.
Egyes alkalmazédsok patogénnek, masok benignusnak josoltdk a kovetkezdk szerint: a
PolyPhen 2 program (mindkét érték) és a PhD-SNP joindulatunak értékelte, de az 6sszes tobbi
patogénnek. Két misszensz mutacid, a p.Argl4Lys és a p.Cys32Tyr, az AT szignal
szekvenciajan helyezkedik el. A PolyPhen 2 és a SIFT programok artalmasnak josoltak ezeket

29



a mutéciokat, mig a MutPred2 és a MutationTaster nem patogénnek itélte 6ket. A PhD-SNP
az els6é mutaciot joindulatinak a masodikat betegséget okozonak sorolta be. Végrehajtottunk
egy in silico vizsgalatot a szigndl peptid hasitdsara a SignalP 6.0. program segitségével az
ezen a szekvencian elhelyezkedd mutaciok esetében. A SignalP 6.0. program a szignal peptid
hasito helyet a 32-es és a 33-as aminosav kozé josolta a vad tipusu és a p.Argl4Lys mutdns
esetében nagy megbizhatdsaggal (>0,999). A p.Cys32Tyr vonatkozasaban a program a hasito
helyet szintén a 32-es pozicio utan helyezte, de a predikcidé megbizhatésaga nagyon alacsony

volt, csak kicsivel volt 0,5 felett (0,542).

4.2.4. A vad tipusu és a kilenc mutins AT kimutatdsa a transzfektdlt sejtek sejtlizatumabol
és a feliiluszobol Western blot technikdval

A HEK-293 sejtek feliilusz6jabol és sejtlizatumabol Western blot technikéaval a vad tipust AT
58 kDa-ndl erds savként detektalhatod. Pozitiv kontrollnak 5 egészséges egyén poolozott
plazmajat hasznaltuk és erds savként detektaltuk az AT fehérjét. Negativ kontrollként a mock
transzfekcid mintdjat alkalmaztuk, és ahogy vartuk, nem kaptunk szignalt. A tranziensen
transzfektalt HEK-293 sejtek feliiluszdjabol a kovetkezé mutaciok esetében detektaltunk erds
savot 58 kDa-nal: p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, és p.Pro461Thr. Halvany savot vagy még annyit
se a kovetkezd esetekben detektaltunk: p.Cys32Tyr, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle, és a p.Gly456delins Ala Thr. A tranziensen transzfektalt
sejtek sejtlizatumdban a kovetkezd esetekben tudtunk AT-t kimutatni: p.Argl4Lys,
p-Arg78Gly, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Gly456delins Ala Thr és a p.Pro461Thr. A
p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asn4501le esetében az AT hianyzik vagy csak nagyon
halvany savként jelenik meg.

A Western blot analizis alapjan a mutaciokat harom csoportba soroltuk. Az els6é csoport
magaban foglalta a p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asn450Ile mutansokat, melyeknél
alacsony AT fehérje expressziot detektaltunk mind a feliiluszéban mind a sejtlizatumban, ami
alacsony szintli fehérjeszintézisre vagy akar az mRNS hidnyéra is utalhat. A p.Asn450Ile
mutans esetében a Western blot egy csokkent (koriilbeliil 56 kDa) molekula tomegii AT
fehérjét mutat. A  masodik  csoport  (p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, ¢és a
p.Gly456delins Ala_Thr) magas AT fehérje expressziot mutat a sejtlizatumban de alacsony
AT fehérje expressziot a feliiluszoban, ezzel szekrécios zavarra utalva. A harmadik csoport
(p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, p.Pro461Thr) azokat foglalja magaba, ahol az AT fehérje erds
savként jelenik meg mind a sejtlizatumban mind a feliilliszoban. Ezek a mutansok lehet, hogy

funkcionalis varidnsok vagy az AT szerkezetére és funkcidjara csak csekélyebb hatassal
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birnak. Hat mutaciéo esetében (p.Argld4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl21Arg,
p.Leu245Pro, és a p.Pro461Thr) stabil transzfekciot is végeztiink annak érdekében, hogy
nagyobb fehérje hozamot érjiink el a tovabbi vizsgéalatokhoz. A stabil transzfekcid
mindségének ellendrzésére Western blot technikat alkalmaztunk és detektaltuk a vad tipusu és
a hat mutans AT fehérjét a sejtek feliilisz9jabol. A vad tipusu AT és a hat mutans AT fehérje

sdvja a tranziens transzfekcié eredményével megegyez6 modon jelent meg.

4.2.5. Valos idejii kvantitativ PCR analizis eredménye

RT-qPCR vizsgalatot végeztiink a tranziensen transzfektalt HEK-293 sejtek AT mRNS
expresszidjanak meghatdrozasara harom fliggetlen transzfekciobol. A  transzfekciod
hatékonysaganak ellendrzésére a béta-galaktozidaz mRNS expressziojat mértiik. Az RNS
mennyiségének meghatarozasara a ,,comparative threshold cycle” (CT) modszert alkalmaztuk,
a vizsgalt gén CT értékeit az OAZ housekeeping génre normalizaltuk. A varidnsok mRNS
tartalmat a vad tipus értékének aranydban adtuk meg a kovetkezdképpen: p.Argl4Lys 1,09 +
0,03 p.Cys32Tyr 1,03 £+ 0,04 p.Arg78Gly 1,03 + 0,04 p.Met121Arg 1,00 + 0,03 p.Leu245Pro
1,01 = 0,01 p.Leu270Argfs*13 0,99 + 0,07 p.Asn450Ile 0,94 + 0,04 p.Gly456delins Ala Thr
0,96 + 0,05 and p.Pro461Thr 0,98 + 0,03. (Az értékek relative quantification (RQ) + SEM-
ben vannak megadva az egyes transzkriptumokra az OAZ génre normalizalva. Az RT-qPCR
alapjan az AT mRNS expresszids szintje a kilenc mutans esetén nem volt szignifikansan
kiilonboz6 a vad tipuséhoz képest. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a csokkent AT fehérje
mennyiség hatterében, még akkor is ha az a sejtlizatumban is csokkent, nem a mRNS
csokkent mennyisége all. Igy a p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asn450Ile mutaciok
esetében, melyeknél nagyon kevés AT fehérjét detektaltunk a sejtlizaitumokban, vagy
egyaltalan nem detektaltunk a lizatumban AT-t, inkdbb a fehérje szintézis rendellenessége

valdszind.

4.2.6. Antithrombin antigén szintek a HEK-293 sejtekben expresszdltatott vad tipusu és a
mutdans antithrombin fehérjék esetében

A vad tipusi és a mutdns AT antigén szintek ELISA modszerrel voltak meghatarozva
duplikatumban a kiilonbozd transzfekcids kisérletekbdl. Az egyes AT antigén értékeket
normalizaltuk a transzfekci6 hatékonysagara, mely utobbit p-GAL méréssel
szamszerlsitettiink. Az AT antigén koncentracié a sejtek feliiliszojaban a kovetkezOképpen

alakult (zarojelben a kiilonbozd transzfekcios kisérletek szama):
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p-Metl21Arg 210,00 + 92,11 % (n=4); p.Pro461Thr 147,00 = 30,09 % (n=4); p.Arg78Gly
141,75 + 29,77 % (n=4); p.Argl4Lys 131,00 £+ 16,39 % (n=4); p.Leu245Pro 100,75 + 45,55
% (n=4); p.Gly456delins_Ala Thr 43,66 + 17,42% (n=3); p.Leu270Argfs*14 28,33 + 9,56 %
(n=3); p.Asn450Ile 27,00 £ 8,50 % (n=3); és p.Cys32Tyr 26,25 + 5,72 % (n=4).

Az AT antigén koncentracid értékek a sejtlizatumokban a kovetkezdek voltak (zardjelben a
kiilonb6z6 transzfekcids kisérletek szama):

p-Metl21Arg 1706,25 + 585,45 % (n=4); p.Leu245Pro 1555,75 + 568,72 % (n=4);
p.Pro461Thr 262,50 + 67,22 % (n=4); p.Argl4Lys 188,25 + 11,69 % (n=4); p.Arg78Gly
134,25 + 13,14 % (n=4); p.Gly456delins_Ala_Thr 64,66 = 18,67% (n=3); p.Cys32Tyr 31,33
+ 0,88 % (n=3); p.Asn450Ile 20,00 + 6,55 % (n=3); és p.Leu270Argfs*14 0,00 + 0,00 %
(n=3).

Lathatjuk, hogy az AT antigén koncentracio alacsony a p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a
p-Asn450Ile mutdnsok esetében mind a sejtlizatumban, mind a feliiluszoban, a Western blot
analizissel kapott eredményeinkkel Osszhangban. A masik hat mutdns sejtlizatumaban
szamottevd AT fehérje mennyiség volt kimutathatd. Koziilik az AT antigén szint nagyon
magas volt a p.Metl21Arg és a p.Leu245Pro mutansok tekintetében. Az AT antigén
koncentraci6 a feliilaszokban a p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, p.Pro461Thr csoportban a vad
tipushoz volt hasonld, a p.Gly456delins Ala Thr esetében alacsony volt. A p.Met121Arg és
p.Leu245Pro vonatkozasaban a feliilisz6 AT antigén koncentracioja a sejtlizaitumban talalt

mennyiséghez viszonyitva aranytalanul volt alacsony.

4.2.7. A HEK-293 sejtekben expresszaltatott vad tipusu és mutins AT fehérjek AT
aktivitasa

antiFXa) és progressziv aktivitast (p-antiFXa) hatdroztunk meg a transzfektalt sejtek
feliiliszdjabol legalabb két fliggetlen transzfekciobol spektrofotometrias mérési modszerrel. A
mutansok heparin kofaktor aktivitds (hc-antiFXa) és progressziv aktivitds (p-antiFXa)
eredményeit a vad tipus AT aktivitdsanak fliggvényében adtuk meg. E kisérletekben is a vad
tipus AT aktivitas értékeit vettik 100%-nak. A heparin kofaktor aktivitas (hc-antiFXa)
értekek a kovetkezdek voltak:

p.Leu245Pro 110,00 £ 25,07 %; p.Met121Arg 106,5 £ 26,67 %; p.Pro461Thr 93,75 + 44,67
%; p.Argl4Lys 85,16 = 18,99 %:; és p.Arg78Gly 61,50 + 8,50 %.

A progressziv aktivitas (p-antiFXa) értékek pedig a kdovetkezOképpen alakultak:
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p.Pro461Thr 160,27 = 67,06 %; p.Metl21Arg 133,46 £ 46,10 %; p.Leu245Pro 120,14 +
43,47 % ; p.Argl4Lys 99,56 + 30,07 %; és p.Arg78Gly 67,54 £ 59,85 %.

A p.ArgldLys, p.Metl21Arg, és p.Leu245Pro mutansok esetében az AT aktivitds nem
mutatott csokkenést a heparin kofaktor és a progressziv mérésekben, és a két mérés ardnyos
eredményeket adott. A p.Arg78Gly mutanst illetdleg az AT heparin kofaktor aktivitas csak a
60%-a volt a vad tipusénak, és a progressziv AT aktivitas eredmények nagy szérast mutattak,
csokkent és normdl értékeket is mértiink a kiilonbozd kisérletekben. A p.Pro461Thr

vonatkozasdban nagy kiilonbséget mutattunk ki a hc-antiFXa és a p-antiFXa kozott.

4.2.8. A p.Arg78Gly és a p.Pro461Thr mutins antithrombin fehérjék heparin-kioto
képességének jellemzése

A funkciondlis mérések eredményei alapjan megvaltozott heparin kotést feltételeztliink a
p.-Arg78Gly ¢és a p.Pro461Thr AT esetében. Ezért ezen két mutacid heparin kotd
tulajdonsagat, és kontrollként a vad tipust, vizsgaltuk tisztitott rekombinans fehérjék
felhasznalasaval.

A kolcsonhatas kinetikus ¢€s affinitdsi paramétereit kiilonb6zé AT koncentracional mért
szenzorgramokbol szamoltuk és atlagoltuk az egyes antithrombinokndl. Ahogy véartuk, a
legerésebb AT-heparin kotés a vad tipus estében volt megfigyelhet (Kp = 8.49 x107 M). Az
asszociacios allandé ka = 2.66 x10° 1/Ms. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az AT-heparin
komplex a leggyorsabban a vad tipusu AT esetében alakult ki. A p.Arg78Gly AT mutansnal a
kovetkezd eredményeket kaptuk: Kp = 1.69 x10° M és az asszociacios konstans ka = 1.15
x10° 1/Ms. A p.Pro461Thr AT mutans vonatkozasaban a kdvetkez6 eredményeket kaptuk: Kp
=1.61 x10° M és az asszocidcids konstans ka = 1.38 x10* 1/Ms.

Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az AT-heparin komplex kialakuldsa a mutans
fehérjék esetében a vad tipustt AT-hoz képest lassabbnak latszik. Mindkét mutdns gyengébb

kdlcsonhatast mutatott a heparinnal, a Ka és a Ka értékeik hasonldak voltak.

4.2.9. A mutans AT fehérjék N-glikozidaz F emésztése

Az N-glikozilaci6o a fehérjék egyik dontd poszttranszlacids modositdé folyamata. Az N-
glikozidaz F az aszparagin kotott N-glikanokat hasitja le a glikoproteinekrdl. Az AT négy N-
glikozilacios hellyel rendelkezik (Asn128, Asnl167, Asnl187 és Asn224), az ezeket a helyeket
érintd misszensz variansokrol és még masokrdl is leirtak a glikozilacidé gatlasat. Azokat a
mutansokat (p.Met121Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450Ile, p.Gly456delins_ Ala Thr) valasztottuk

ki az N-glikoziddz F emésztésre, melyeknél kevés AT fehérjét mutattunk ki a feliiliszdban,
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ami utalhatott szekrécids problémadra, esetleg az N-glikozilacié megvaltozasa miatt. A sejtek
feliiliszojanak PNGase kezelése megvaltoztatta az elektroforetikus vandorlas mintazatat a vad
tipus €s mind a négy AT fehérje varians esetében. Ez azt bizonyitja szamunkra, hogy ezek a
mutans fehérjék N-glikozildlva voltak az endoplazmatikus retikulumban. A vad tipus és a
négy varidns AT fehérje megegyezd elektroforetikus vandorldsi mintdzatot mutatott. A nem
emésztett AT 58 kDa molekulatomegnél volt detektalhatdo egyetlen savként, a PNGase
emésztett AT 50 kDa molekulatomegnél volt detektalhato.

5. MEGBESZELES

5.1. Antithrombin Budapest3, Basel és Padua mutdciok vizsgalataval kapott eredmények
osszefoglaldasa

A 1IHBS ATD felismerése idében visszanyulik a 80-as évekbe, amikor az irodalomban
szamos abnormadlis AT-heparin kdlcsonhatasrol szoldo kozlemény sziiletett. Az AT Basel
mutaciorol Brennan és munkatarsai leirtdk, hogy kapcsolatba hozhat6 artérids thrombosisal,
¢s heparin-Sepharose affinitds kromatografidval egy rendellenes csiicsot mutat.
Bebizonyitottak tovabba, hogy monoklonalis antitest alapu heparin kotési affinitas
vizsgalatban az AT Basel 40-szeres csokkenést mutat a heparin kotés affinitidsban a normal
AT-hoz képest. Az AT Padua mutacié egy masik tanulmany szerint 30-szoros csokkenést
eredményez a heparin kotésben masféle modszereket felhasznalva a vizsgalatban. Az ATBp3
varians csokkent heparin affinitdst mutatott heparin-Sepharose kromatografiaval és nem
frakcionalt heparin jelenlétében vagy pentaszacharid kotott AT esetében az antiproteindz
aktivitdsa csokkent volt a normal AT-hoz hasonlitva. Martinez-Martinez és munkatarsainak
egy elegans vizsgalat soran kapott eredményei szerint az ATBp3 homozigota betegek plazma
mintadiban emelkedett volt az alacsony heparin affinitasi AT frakcio. A legfontosabb
megallapitdsa a tanulmanyuknak a B-AT kompenzalo hatdsanak bemutatésa volt az ATBp3 ¢és
AT Basel ITHBS tipusti mutaciok esetében. Ok ugyan nem vizsgaltak az AT Padua muténst,
de az azonos pozicidban kialakuld, egy arginin cisztein cserével jard6 mutacid esetében azt
tapasztaltdk, hogy a rekombinans [B-izoforma tudta kompenzalni ennek a mutacionak a
heparin kdlcsonhatasra gyakorolt markans hatdsat. Az 6sszes mutansra egységes modszereket
alkalmazo direkt Osszehasonlitdé vizsgalat az ATBp3, AT Basel, és AT Padua mutaciok
heparin kotd tulajdonsagainak tanulméanyozéasara azonban eldttiink még nem sziiletett. Mivel
AT Basel és AT Padua homozigdta betegek nem léteznek, csak rekombinans tisztitott
rendszerbdl volt nyerhetd nagy mennyiségli homozigota mutans AT varians, ami a biokémiai

vizsgalatok alapjaul tudott szolgalni. Osszetett in silico tanulményokat sem végeztek
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kordbban ezen IIHBS tipusi mutdnsok viselkedésének Osszehasonlitdsara. Hazankban,
viszonylag nagy AT deficiens beteg csoportunkban (n=449 beteg) a IIHBS tipusu alcsoport a
leggyakoribb. Bebizonyitottuk, hogy az ATBp3 mutacié gyakori eléforduldsa ebben az AT
deficiens populdcidban alapitd hatds eredménye. Szamos klinikai tanulmény sugall
kiilonbségeket a klinikai és laboratoriumi fenotipusokban, foként az AT-heparin kotés
erdsségében a IIHBS AT deficienciat okozo kiilonb6zé mutaciok korében. A ITHBS tipusu
ATBp3, AT Padua, ¢s AT Basel mutaciok Osszefliggésbe hozhatok MVT-vel, ATE-vel és
terhességi komplikaciokkal is. Heterogenitas volt megfigyelhetd a IIHBS AT deficiens
betegeink laboratoriumi eredményeiben is. A heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitas
csokkent volt. A progressziv anti-FXa AT aktivitas alacsony normal volt vagy a normal
tartomanyban esett. Az AT antigén szintek normal tartomanyban voltak az AT Basel és az AT
Padua betegek esetében. Azonban az ATBp3 homozigdta és heterozigdta egyének esetében az
AT antigén koncentraci6 szignifikdnsan alacsonyabb volt 6sszehasonlitva azokat az AT Basel
¢s AT Padua esetekkel. Ez felvetette annak lehetdségét, hogy az ATBp3 mutacié nemcsak a
heparinhoz val6 affinitast befolyasolja, de enyhe kvantitativ defektust is eredményez. A
nanoDSF kisérleteink eredményei alapjan a plazmabdl tisztitott homozigdta ATBp3 csokkent
termostabilitast mutatott a WT AT-al 6sszehasonlitasban. (Mivel homozigota AT Basel és AT
Padua plazma nem volt elérhetd, ezért ez a kisérlet ezen mutdnsok esetében nem volt
elvégezve.) Az ATBp3 instabilitasat az in silico vizsgélataink is megerdsitették, ahol a D
hélix meghosszabbodasat figyeltiilk meg a nativ formdban és megnovekedett RMSF-t talaltunk
a nem aktivalt allapotdban. Ezek a valtozasok nem latszanak ugyan végzetesnek, de
vezethetnek enyhe szekrécids defektushoz, vagy az ATBp3 gyorsabb eliminacidjat okozhatjak
annak instabilitdsa miatt. Tudomasunk szerint pulse-chase kisérleteket nem végeztek eddig a
feltételezések igazolasara, azonban két tanulmanyban az AT génben az ATBp3 pozicidhoz
kozel esd mutaciok csokkent szekrécidhoz vezettek.

Ebben a tanulményunkban az ATBp3, AT Basel és AT Padua mutansok AT-heparin kotd
tulajdonsdgaira fokuszaltunk és a heparin kotd affinitasuk kiilonbségeinek hatterét
szandékoztunk felderiteni. Poolozott normal human plazmat és ATBp3 heterozigota, ATBp3
homozigota, AT Basel heterozigbta és AT Padua heterozigota betegektdl szarmazd AT
deficiens plazmat vizsgaltunk meg keresztezett immunoelektroforézis modszerével.
Megallapitottuk, hogy a heparin affinitdisban az ATBp3 heterozigota és az AT Basel
heterozigdta plazmak nem kiilonboztek. Az AT Padua heterozigota plazmat vizsgéalva egy
erdsebb alacsony heparin affinitasti frakciot figyeltiink meg, mig az ATBp3 homozigota

plazmaban csak ez az alacsony heparin affinitast frakcio jelent meg. Ezek a megfigyelések
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azt sugalljak, hogy az AT Padua a legsulyosabban érintett AT mutans a heparin affinitas
szempontjabol. Amennyiben kiilonbozé IIHBS ATD betegek progressziv és heparin kofaktor
aktivitasat osszehasonlitottuk a kiilonb6z6 heterozigdta IITHBS mutaciokat dsszehasonlitva a
p-anti-FXa ¢és a hc-anti-FXa AT aktivitas ardnya az AT Padua esetében volt a legmagasabb.
Az AT Basel és AT Padua homozigéta betegek hidnya miatt ezen muticiok biokémiai
kovetkezményeinek direkt Osszehasonlitasa plazma mintdkban problémas. Ezért a tovabbi
vizsgalatokhoz létrehoztunk rekombinans modelleket. A rekombinans WT AT ¢és ATBp3, AT
Basel, AT Padua fehérj¢ket HEK-293 sejtekben expresszaltuk. A stabilan expresszalt
fehérjéket Osszegylijtottiik, koncentraltuk €s affinitas kromatografidval tisztitottuk. Ezeket a
tisztitott fehérjéket SPR modszerrel vizsgaltuk. A vad tipust és a mutins AT-ok heparin
affinitasat vizsgaltuk immobilizalt heparin felszinen. Az SPR modszer szamos elonnyel
rendelkezik a molekularis kolcsonhatasokat vizsgalo modszerek kozott. Jelolésmentes, valos
idejli, kdzepes ateresztOképességli tesztet biztosit és csak kis mennyiségli anyagot és reagenst
igényel. Optikai mddszert haszndl az arany felszinhez kozeli kozeg térésmutatod valtozasanak
a detektalasara, amikor az analit molekulak a fém felszinhez kotott ligand molekuldkhoz
kotédnek. A mai napig csak nagyon kevés szamu tanulmany jelent meg, amely az AT —
heparin kolcsonhatast SPR technikaval vizsgalja. Azonkiviil nem volt olyan irodalom, amely
a ITHBS mutéansok direkt 6sszehasonlitdsat mutatja be. Zhao és munkatarsai egy 0j modszert
fejlesztettek ki a heparinok antikoagulans aktivitdsanak egyszerti mérésére SPR modszerrel. A
vizsgalt heparin antikoagulans aktivitdsanak meghatarozasara kompetitiv. moddszert
alkalmaznak, melyben az oldott fazisban 1évd vizsgdlandd heparin és a chip felszinén
immobilizalt heparin verseng az AT kotésért. Kiilonboz6 4allati forrasokbol kinyert
heparinokat és alacsony molekulasulyu heparinokat analizaltak e moddszerrel és az
eredmények reprodukalhaténak bizonyultak, tovabba jol korreldltak a rutin hemosztazis
laboratériumban haszndlt kromogén meghatarozasbol szarmazé eredményekkel (korrelacios
egylitthatd r = 0,98 az anti-Xa és r = 0,94 az anti-Ila esetében). Ezt a jol kidolgozott
kompetitiv SPR modszert szamos tanulmany alkalmazta a heparin — fehérje kolcsonhatas
jellemzésére. Korabban SPR mérést alkalmaztak mar a prothrombin, thrombin, AT, és
fibrinogén heparin kotd tulajdonsdgénak vizsgélatira is. Biotindlt heparin, heparin-albumin
konjugatum, és albumin volt kikdtve a sztreptavidin-fedett szenzorra, mint ligandok. Az AT
kotodési mintazata heparinhoz és heparin-albumin konjugathoz, bar specifikus volt, de
bifazisos, valdsziniileg a kotési folyamat alatt lejatszodd konformaciovaltozas miatt. Az
egyensulyi allapot kinetikdjanak vizsgélata soran Kp érték 281 = 24 x 10 M volt a heparin
feliiletre. A konjugat feliiletre a Kp értéke 53 + 5 x 10" M-nak adédott, ami nagyobb affinitast
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jelent a heparin-albumin konjugat irdnydba. Ezen értékeket Osszehasonlitva a mi
eredményeinkkel, megallapithatjuk, hogy ezek a Kp értékek a mi vad tipust rekombindns AT
fehérjénk Kp értékéhez kozel vannak (Kb - 6,4 x 1071° M). Kisérleteinkben az AT Padudnak
volt a legkisebb heparin affinitasa (Kp - 1,08 x 10° M) és az ATBp3 mutans Kp értéke (Kp -
2,15 x 10 M) volt a legkdzelebb a vad tipusit AT-hoz, azonban még igy is két nagysagrend
kiilonbség van koztiik. Az AT Basel heparin affinitasa a ketté kozott volt (Kp=7,64 x 107 M).
A WT AT ¢és a mutans AT fehérjék biokémiai vizsgalataiban kapott kiilonbségeket az in silico
analizis eszkozével szdndékoztuk megmagyarazni. Az AT Basel varidns ligandum nélkiili
a pentaszacharid kotéssel. A vizsgalt variansok kozil az AT Basel mutacidé érintette a
legkevésbé a fluktudciokat €s az allosztérikus Gtvonalakat a vad tipussal 6sszehasonlitva, ezért
nem valdszinli, hogy ennek a muticionak erds destabilizald hatdsa lenne a mésodlagos ¢€s
harmadlagos szerkezetre. Az ATBp3 varidns vonatkozasdban novekedett fluktuaciot
figyeltiink meg a fehérjében a heparin kotd helyhez kozel és még tavolabbi régiokban is. A
»generalizalt korrelacio” szamitasokbol, azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy ez a varians
valoszinlileg azokat az allosztérikus utvonalakat érinti, melyek az AT konformacios
aktivaciojaban jatszanak szerepet. A szimulacidink alapjan az AT Padua variansnak van a
legstlyosabb kovetkezménye. Az RMSF moddszerrel mért a-szén atomok fluktuacidja
szignifikdnsan emelkedett volt a normal AT-hoz hasonlitva mind nem-aktivalt és aktivalt
allapotban. A ,,generalizalt korrelacié” szamitasok alapjan az allosztérikus utvonalak is
érintettek. Ugy tiinik, hogy ennek a varidnsnak a heparin kotési defektusan kiviil még
pentaszacharid komplex szimuldcioban sem volt megfigyelhetd. A szimulacios trajektoriakbol
csak mindségi kovetkeztetéseket tudtunk levonni a WT ¢€s a mutans AT pentaszacharid
kotésével kapesolatban, hiszen a részben, vagy teljesen disszocialt konformaciokbdl elégtelen
mintavételezést tudtunk csak kivitelezni, igy szabad energidkat sem tudtunk szamitani. Ezen
szamitasok elvégzéséhez mas, ,,javitott” mintavételezési technika sziikséges, példaul a nemrég
publikalt LiGaMD mddszer.

Tobb okbol is nehéz leforditani a tisztitott rendszer biokémiai vizsgalatainak eredményét és az
in silico analizis megfigyeléseit direkt modon a klinikai kovetkezményekre. El6szor azért
mert az in vitro tanulmanyok rekombindns tisztitott homozigdta AT varidnsokat hasznaltak,
mig a betegek a kiilonb6z6 mutacioval (kivéve az ATBp3 homozigdtakat) heterozigotak
voltak, igy a klinikai fenotipusukat egyértelmiien befolydsolta a normal alléljukrol

expresszalodo AT. Az a-AT és B-AT aranyok is valtozoak betegrdl betegre befolyasolva ezzel
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a heparin kot affinitast. Masodszor, mivel a thrombosis egy altaldnos komplex betegség az
AT deficienciabdl adodo kockazat moédosulhat mas genetikai vagy kornyezeti faktorok miatt,
ami szintén eltérd a betegek kozott. Raadasul lehetnek védd faktorok is (nem teljesen
tisztazott még most, melyek ezek), amik modositjdk a klinikai kép stlyossdgat AT

deficienciaban gén — gén vagy gén-kornyezet kdlcsonhatasokon keresztiil.

5.2. A kilenc uj antithrombin mutdcio biokémiai kovetkezményeinek osszefoglalasa

Kilenc 4j AT mutacio (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn450Ile, p.Gly456delins Ala Thr, p.Pro461Thr) klinikai ¢és
molekularis karakterizalasat végeztiik el. Indirekt és direkt bizonyitékokat gytijtottiink, hogy
meghatarozzuk patogenitdsuk mértékét, és hogy ATD alcsoportokba csoportositsuk oket. A
misszensz varidnsok koziil a p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450lle, és a p.Pro461Thr
mutacidkat mind a hat (PolyPhen2 HumDiv, PolyPhen2 HumVar, MutPred2, PhD-SNP, SIFT
¢s MutationTaster) in silico mddszerrel vizsgalva patogénnek talaltuk, és az AT szekvencia
homologia vizsgalata is aldtdmasztotta az artalmas hatasukat. Két misszensz mutacid, a
p.-Argl4Lys és a p.Cys32Tyr, az AT szekvencia szignal peptid részén van. Két in silico
modszer patogénnek josolta ezeket a muticidkat, mig két masik modszer semlegesnek. A
szekvencia homoldgia vizsgélat is Osszhangban volt ezzel, mivel az AT szignal peptid
szekvencia heterogén volt a vizsgalt hét fajban. A p.Arg78Gly mutans in silico predikcioja
eléggé ellentmondasos volt (harom moddszer sorolta nem patogén mutacidonak), azonban a
homoloégia vizsgélat erdsen konzervalt poziciot jelzett a mutacidra. A p.Argl4Lys mutaciot
hordozé beteg plazma mintajdban csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitds ¢és
csokkent progressziv anti-FXa AT aktivitas volt mérhetd. Az AT antigén koncentracio is
csokkent volt, ami inkabb kvantitativ ATD-re utal. Azonban a rekombinans p.Argl4Lys AT
mennyisége nem volt szignifikdnsan alacsonyabb, mint a WT AT fehérje (a Western blot, az
AT antigén ¢s aktivitads eredmények alapjan). Ezek és a varians pozicidja (a szignal peptid N-
erOsitik meg kétségteleniil a mutacid patogén voltat, és azt sugalljak, hogy az index beteg
MVT-jének és alacsony AT szintjének hatterében egyéb okozati tényezd is allhatott. Corral és
munkatarsai azt javasoljak, hogy abban az esetben, ha a SERPINC1 génben nem taldlunk
okozati mutéciot, akkor a kdvetkezd gének befolyasolhatjak a plazma AT szintjét: az AT gén
transzkripcids kontrolljaban vagy poszttranszlacids modositdsaban részt vevo gének mutécioi,
vagy az AT eltavolitasaban részt vevo fehérjék génjei. Az is elképzelhetd, hogy a p.Argl4Lys

mutacidhoz kapcsolddik egy masik mutacio a SERPINC1 gén tavoli promoter vagy introni
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szintet. Sajnos nem tudtunk kiterjesztett csaladvizsgalatot végrehajtani a varians és az okozott
betegség kapcsolatanak tovabbi elemzésére. A p.Cys32Tyr mutécidé a betegben alacsony
heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitast és alacsony progressziv anti-FXa AT aktivitast
okozott és az AT antigén szintje is ardnyosan csokkent volt. A rekombinans p.Cys32Tyr
fehérje Western blot analizise nagyon alacsony AT expressziét mutatott ki mind a
feltiliszoban ¢€s a sejtlizaitumban, melyet az AT antigén mérés is megerdsitett. Normal mRNS
szintet mutattunk ki RT-qPCR modszerrel, mely transzlacids vagy poszttranszlacios defektet
valosziniisit. A p.Cys32Tyr mutacié a szigndl peptid konzervalt poléris C-termindlis
abnormalis hasité hely 1étrejottét a 32-es pozicid utan. A szignal peptid fontos szerepet jatszik
a riboszomak altali transzlacié folyamataban, a keletkezd fehérje a szignal peptiden keresztiil
kot a szignal felismerd részecskéhez, amely a komplexet az endoplazmatikus retikulumba
iranyitja. Ezért bizonyos poziciok a szignal peptidben kiemelkedden fontosak a szignal peptid
funkcié szempontjabol. Jochmans és munkatarsai leirtak egy varidnst I-es tipusit ATD
betegben, ahol a cisztein argininre valtozott ebben a pozicidban, és patogénnek talaltak. Az in
silico és biokémiai vizsgalataink alapjan a p.Cys32Tyr mutacidt karos varidnsnak tudtuk
mindsiteni, amely I-es tipusi ATD-hez vezet. A p.Arg78Gly mutacié az AT heparin kotd
helyét érinti. A beteg heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitdsa alacsony volt, mig a
progressziv anti-FXa AT aktivitdsa és az AT antigén szintje normal tartomanyba esett, ami II-
es tipusi HBS ATD-at véleményez. A rekombinans p.Arg78Gly mutins Western blot
analizise és az AT antigén mérés nem mutatott eltérést, azonban a heparin-kofaktor-anti-FXa
AT aktivitds aranytalanul alacsony volt. Az SPR mérések megerdsitették a megvaltozott
heparin — AT kolcsonhatast. Bravo-Pérez ¢és munkatéarsai leirtak egy varidnst azonos
pozicidban, a p.Arg78GIn muticiot, amely az alacsony heparin affinitdisi AT forma
mennyiségének a megnovekedéséhez vezetett a plazmaban. Ok ezt a varianst Il-es tipusit HBS
deficiencianak soroltdk be, ami egyezd a mi eredményeinkkel. A p.Metl21Arg mutacid
hatdsara a betegben a heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas és az
AT antigén értékek ardnyosan alacsonyak voltak, I-es tipusu ATD-re utaltak. A rekombinans
p-Metl21Arg AT fehérje Western blot vizsgalata szekrécids zavarra utalt, mivel a
sejtlizatumban magas AT fehérje expressziot de a feliiluszoban alacsonyat detektaltunk. Ezzel
megegyezOen az AT antigén szint nagyon magas volt a sejtlizdtumban és alacsony volt a
médiumban a sejtlizatum AT szintjéhez hasonlitva. Megvizsgaltuk az N-kapcsolt glikozilaciot

N-glikozidaz F emésztéssel, ami megegyez6 volt a vad tipussal normal glikozilaciot jelezve
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az ER-ban. Egy feltételezett magyarazat a sejtlizitumok nagyon magas AT antigén szintjére
az unfolded protein response (UPR) jelensége. Az abnormalis fehérjék felhalmozodnak az
ER-ban ¢és az ER stressz csokkentésére aktivalodik ez a mechanizmus. Amikor az UPR
kapacitasa a fehérje-egyensuly fenntartasara kimertil, a sejtek belépnek az altalanos apoptozis
utvonalra. Az irodalomban két masik mutaciét is talaltunk ebben a pozicidban, p.Metl211le,
¢s a p.Metl121Lys, azonban ezekben az esetekben expresszios tanulmanyok nem sziilettek. A
kisérletes eredményeink alatdmasztjak a p.Metl21Arg mutdcid patogén természetét. A
p.Leu245Pro mutacid hordozdja egy férfi beteg, aki proximalis MVT-t szenvedett el. A
heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitds és az AT antigén értékek
aranyosan alacsonyak voltak, I-es tipusi ATD-re utaltak. A rekombinans p.Leu245Pro fehérje
Western blot analizise szekrécios zavarra engedett kovetkeztetni, mivel magas AT fehérje
expressziot detektaltunk a sejtlizatumokban de alacsonyat a médiumban. Ezzel megegyezden
az AT antigén szint nagyon magas volt a sejtlizatumban és alacsony volt a médiumban a
sejtlizatum AT szintjéhez hasonlitva. Megvizsgaltuk az N-kapcsolt glikozilaciot N-glikozidaz
F emésztéssel, ami megegyezo volt a vad tipussal normal glikozilaciot jelezve az ER-ban. Az
irodalomban megtalaltuk az AT Murcia (p.Lys241Glu) mutacidt, mint egy szomszédos
varianst. Bizonyos misszensz mutéciok I-es tipusu ATD-t tudnak okozni a protein foldingot
érintd hatasukkal, azaltal, hogy a rosszul feltekeredett fehérjék lebomlanak a lizoszomékban
vagy felgyiilemlenek az ER belsejében. Ezen mutaci6 esetében, a p.Met121Arg mutacidhoz
vald hasonlésaga miatt, feltételezzilk az UPR mechanizmust, amely a ATD I-es tipusu
fenotipus oka. A p.Leu270Argfs*14 mutaciot egy férfi betegnél diagnosztizaltuk, aki 6tszor
szenvedett el MVT-t. Klinikai nézépontbodl tekintve ez az eset mutatta a legsulyosabb
thromboticus fenotipust. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas és
az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, igy I-es tipusai ATD-re utaltak. A
rekombinans p.Leu270Argfs*14 fehérje Western blot vizsgélata és az AT antigen mérés
alacsony AT szinteket tart fel mind a feliilusz6 és a sejtlizdtum mintdkban. Az RT-qPCR
mérés normal RNS szintet mutatott, amely transzlaciés problémara hivta fel a figyelmet. A
270-es pozici6 utan egy stop szekvencia jon létre, ami a transzlacio korai terminalasat okozza.
A p.Asn450Ile mutacido hordozdja egy csalad. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv
anti-FXa AT aktivitdsuk ¢és az AT antigén eredményeik ardnyosan alacsonyak voltak, I-es
tipusi ATD-t jeleztek. A rekombindns p.Asn450Ile fehérje Western blot analizise alacsony
AT expressziot mutatott ki mind a médiumban mind a sejtlizatumban. Kimutattunk egy
abnormalis AT fehérjét gyorsabb elektroforetikus mobilitassal az SDS-PAGE gélen, ami

sériilt poszttranszlaciés modositast sugall. Ezért megvizsgaltuk az N-kapcsolt glikozilaciot N-
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glikozidaz F emésztéssel, ami megegyezd volt a vad tipussal, normal glikozilaciot jelezve az
ER-ban. Azonban mads poszttranszlaciés mechanizmusok defektusai is felelések lehetnek a
kifejlodott I-es tipusa ATD-ért. A p.Gly456delins Ala-Thr mutacid (egy aminosavval
hosszabb fehérje képzddik) a betegben aranyosan alacsony heparin-kofaktor-anti-FXa,
progressziv anti-FXa AT aktivitds és AT antigén értékekben nyilvanult meg, az I-es tipusu
ATD-nek megfeleloen. A rekombinans p.Gly456delins Ala-Thr fehérje Western blot
vizsgalata magas AT expresszidt mutatott a sejtlizaitumban de alacsonyat a feliiliszoban. Ezek
az eredmények szekrécids zavarra utalnak, de nem a sériilt N-kapcsolt glikozilacié miatt.
Jochmans ¢és munkatarsai leirtak egy glicin arginin cserével jard szekvencia valtozast a 456-os
pozicidban (p.Gly456Arg), amit patogénnek talaltak. A p.Pro461Thr mutdciot harom nem
rokon betegnél is kimutattunk. A heparin-kofaktor-anti-FXa és a progressziv anti-FXa AT
aktivitds értékek aranytalanul alacsonyak voltak az AT antigén értékekhez képest, ezzel
inkabb funkcionalis ATD-re utalva. A rekombinans p.Pro461Thr fehérje Western blot
analizise és az AT antigén meghatdrozas magas AT fehérje szinteket mutatott a médiumban ¢és
a sejtlizatumban is. A heparin kofaktor aktivitds csokkent volt a progressziv aktivitashoz
képest. Az SPR mérések aldtdmasztottak a mddosult heparin — AT kolcsonhatast, ami IIPE
variansra utal. Az eredményeinket megerdsiti az irodalomban talalt p.Pro461Leu mutacio,
amit [IPE tipustnak csoportositottak a szerzok, és a p.Pro461Ser mutécid, amit szintén IIPE
tipusba soroltak. Uj mutaciok esetében azok patogenitisdnak igazolasa vagy megcafolasa
nagyon fontos a beteg tovabbi gondozasa szempontjabol. Tovabba a mutaciok ¢és
kovetkezményeik Osszegytlijtése adatbazisokba, segiti a tovabbi betegek diagnosztikdjat is.
Mivel az ATD laboratériumi kivizsgalasanak vannak limitalo tényezdi, és a beteg plazma
mintdjaban mért AT aktivitas gyakran nem felel meg a klinikai fenotipusnak, fontos felmérni
az 0j mutaciok hatasat az AT szerkezetére ¢és funkcidjara in vitro kisérletekkel.
Tanulmanyunkban sulyos I-es tipusi ATD-t igazoltunk a kovetkezd mutacidkban:
p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és p.Asn450Ile (megvaltozott szintézis) és a p.Met121Arg,
p.Leu245Pro és a p.Gly456delins_ Ala_Thr (megvaltozott szekrécio). Ezek a betegek legalabb
egy thrombosist elszenvedtek, sot a legtobb esetben tobb thrombosist is regisztraltunk. A
I[IHBS ATD tipusu (p.Arg78Gly) esetében, ami kevésbé sulyosnak tiint, a beteg nem
szenvedett el thrombosist és az ATD diagnozisa egy alapos laboratériumi kivizsgalas
részeként lett megéllapitva in vitro fertilizacio el6tti vizsgélatok részeként. E beteg a
diagnozist kovetden LMWH kezelést kapott a terhessége alatt, de hosszatavu antikoagulaciot
nem vezettek be nala sziilés utdn, jelenleg is tiinetmentes. A p.Pro461Thr mutacidonak

pleiotrop hatidsa van az AT-ra, klinikai stulyossdga szdmottevd, az Osszes ezt a mutaciot
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hordozé beteg szenvedett el thrombosist. Azonban vagy provokal6 tényezot fedeztiink fel a
hattérben vagy a beteg iddsebb volt a thrombosis idején. Végiil a p.Argl4Lys patogenitasanak
szerepe kérdéses a vizsgalataink alapjan. Az egyik ezt a varianst hordozo beteg tiinetmentes, a
masik egy thrombosist szenvedett el. Nem tudjuk kizarni egy 6 (nem regisztralt) provokald
faktor jelenlétét a thrombosisanak hatterében vagy hogy az alacsony AT szintet egy masik, a
csaladjaban eddig még nem azonositott genetikai defektus okozza. Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy kiilonb6z6 SERPINC1 mutaciok patogenitasanak természetét tartuk fel in
Vitro expresszios vizsgalatokkal és in silico analizissel, melyek kiilonféle mechanizmusokat

vetnek fel a patogenitas okaként.

6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkank soran harom mar ismert AT mutaci6 (ATBp3, AT Basel, AT Padua)
karakterizalasat ¢és kilenc ) AT mutacid (p.Argld4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly,
p-Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle, p.Gly456delins Ala Thr,
p.Pro461Thr) részletes biokémiai és in silico elemzését, patogenitasuk igazolasat végeztik el.
Az eredményeink alapjan a ITHBS tipusu mutaciok médosult AT-heparin kdlcsonhatasanak
hatterében kiilonb6zé molekularis mechanizmusok allhatnak. A p-anti-FXa és a hc-anti-FXa
AT aktivitds aranya az AT Bp3 homozigotakndl a legmagasabb, ami azt bizonyitja, hogy
ennek a genotipusnak van legnagyobb hatdsa az AT-heparin kolcsonhatasra. A heterozigotak
Osszehasonlitasakor azonban az AT Padua esetében észleljiik a legmagasabb p-anti-FXa ¢és a
hc-anti-FXa AT aktivitas ardnyat, ami Osszhangban van azzal, hogy e mutédcionak van a
legerésebb hatdsa az antithrombinon. Ez esetben figyeltik meg a leglassabb AT-heparin
komplex kialakulast ¢és a leggyengébb kolcsonhatast a heparinnal. A  keresztezett
immunoelektroforézis vizsgéalatban az AT Padua mutatott a normal frakcidhoz képest
nagyobb alacsony-affinitast frakciot. A molekula modellezd tanulmanyok megerdsitik ezeket
az eredményeket, mivel az AT Padua konformacids valtozasokat mutatott az AT N-terminalis
hogy a mutaci6 érinti mind a konformaciot és az allosztériat tavoli részein az AT Padua
molekulanak. Az AT Basel sokkal lassabban k&t a heparinhoz, mint mds mutdnsok
feltehetden a 22 — 46 hurokban bekovetkezett konformacids valtozas miatt. Amint az AT-
heparin komplex kialakult, az allosztérikus aktivitdsa e mutansnak, valamint az AT Basel —
heparin komplex stabilitasa valdsziniileg csak kis mértékben érintett. Az ATBp3 mutatta a

leggyorsabb és legerdsebb AT-heparin komplex kialakulast az SPR vizsgéalatokban. Azonban
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megnodvekedett fluktuacidja felveti ennek a varidnsnak a destabilizdlo hatasat. Ezek
egylttvéve a human plazmabol izolalt homozigota ATBp3 csokkent termostabilitasaval,
felvetik ennek a mutacionak a pathogenitasaban egy mennyiségi komponens jelenlétét is.

A kilenc ) mutans (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn450Ile, p.Gly456delins Ala Thr, p.Pro461Thr) esetében in vitro
expresszios kisérletekkel €s in silico analizissel bizonyitottunk kiilonb6zé mechanizmusokat a
pathogenitds hatterében. Harom mutans esetében (p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14,
p-Asn450Ile) a protein szintézis zavara, masik harom esetben (p.Met121Arg, p.Leu245Pro,
p.Gly456delins Ala_Thr) szekrécids zavar okoz I-es tipusi ATD-t. A p.Arg78Gly mutacio
[THBS, mig a p.Pro461Thr IIPE tipusba sorolhato, a szignalpeptidet érintd p.Argl4Lys

mutacio patogén szerepe nem igazolodott.
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