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1. BEVEZETES

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

Thrombus képzédéshez harom tényezé 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 megvaltozasa. A hypercoagulabilitashoz vezetd velesziiletett tényezok kozé tartoznak az
antithrombin (AT), protein C és S (PC, PS) deficiencidk, az aktivalt protein C rezisztencia
(APC rezisztencia, melynek f6 oka a FV Leiden mutaci6, p.Arg506GIn), a protrombin gén
(F2) 20210A allél és egyes dysfibrinogenaemidk. Ezek az allapotok fokozott vénas
thromboembolia (VTE) kockazatot okoznak. A VTE kockazatait ndveli tovabba a
hyperhomocysteinaemia, illetve az antifoszfolipid szindroma, melyben lupus anticoagulans és
antifoszfolipid antitestek jelenléte mutathato ki a keringésben.

Az AT a szerin proteaz inhibitorok (SERPIN) csalddjaba tartozd, a majban szintetizalodo
glikoprotein, melynek f6 feladata a thrombin és az aktivalt X-es faktor gatlasa. Ez 6nmagaban
lassu folyamat, melyet a hepardn-szulfat proteoglikdnok és a heparin akér 500-szoroséra
gyorsithatjdk. A vérplazma antithrombin szintjének csdkkenése noveli a thrombosis veszélyét.
Az antithrombin deficiencia (ATD) a stlyos thrombophilidk kozé tartozik, az elsd esetet
Egeberg ¢s munkatérsai kozolték 1965-ben. Ezt kovette az elsé funkciondlis AT deficiencia
(AT Budapest) leirasa, mely 1974-ben Sas és munkatarsai nevéhez fliz6dik. Az ATD-t két
csoportra oszthatjuk fel, az I-es tipusu (kvantitativ) és a Il-es tipusu (kvalitativ) csoportra. A
II-es tipust tovabb bonthatjuk 3 alcsoportra a defektus elhelyezkedése szerint, igymint a
reaktiv helyet érintd (IIRS), a heparin kotd helyet érinté (IIHBS) vagy pleiotrop hatasu (IIPE).
A Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.cf.ac.uk, utolsé belépés 2023.
november 11) alapjan 529 kiilonb6z6 mutaciét irtak le eddig a SERPINCI génben. A
mutaciok részletes klinikai és molekularis karakterizalasa értékes informacidkat szolgéltat a
hozzajarulhatunk az adatbazisok bdvitéséhez.

Jelen tanulmany elsd része harom ismert [IHBS tipustt mutaci6 (ATBp3, AT Basel, AT

Padua) részletes biokémiai, kiilonos tekintettel a heparin kotés vizsgalatara, €s magas szintll in



silico modszerekkel nyert eredményeit mutatja be. Kordbbi tanulményok mar vizsgaltak
kiilon-kiilon a harom ITHBS mutacié abnormalis AT-heparin kolcsonhatasat. Az AT Basel
mutaciorodl leirtdk, hogy kapcsolatba hozhatd artérids thrombosisal, és heparin-Sepharose
affinitds kromatografiaval egy rendellenes csticsot mutat. Bebizonyitottak tovabba, hogy
monoklondlis antitest alapi heparin kotési affinitds vizsgalatban az AT Basel 40-szeres
csokkenést mutat a normal AT-hoz képest. Az AT Padua mutacié egy tanulmany szerint 30-
szoros csOkkenést eredményez a heparin kotésben. Az ATBp3 esetében is tobb cikket talalunk
redukalt heparin koté képességérol. A harom mutacidt egyiitt vizsgald, és a heparinnal valo
kapcsolatukat egységes modszerekkel 6sszehasonlito tanulmany eddig még nem sziiletett.

Az értekezés masodik része kilenc uj (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl121Arg,
p-Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle, p.Gly456delins Ala Thr, p.Pro461Thr),
irodalomban eddig nem szerepld, AT muticido klinikai ¢és biokémiai jellemzését,
patogenitasuk igazolasat irja le. Ehhez hasonld, 0 AT mutaciok részletes in vitro

karakterizalasat bemutatd vizsgalatbol csak kevés talalhatd az irodalomban.

1.1. A SERPINCI gén és az antithrombin fehérje szerkezete

A human AT génje a SERPINCI az egyes kromoszoman helyezkedik el az 1q23-g25.1
pozicidban, hét exont és hat intront tartalmaz, hossza 13,5 kilobazis. Az AT heparin kot
rész¢ét a masodik €s a harmadik exon kodolja, a C-termindlis részen elhelyezkedd reaktiv
helyet a hetedik exon. Kilenc teljes €s egy részleges Alu ismétlédd szakaszt azonositottak az
1, 2, 4, 5 és 6-o0s intron esetében. Az AT fehérje a szerin protedz inhibitorok (SERPIN)
csaladjaba tartozo egylancu glikoprotein, molekulatomege 58 kDa. A m4jban szintetizalodik,
a vérkeringésben koncentracidja kb. 250 pg/ml, féléletideje 2-3 nap. A 32 aminosav
hosszusagu szignalpeptid lehasadasa utdn az érett fehérje 432 aminosavbol all és harom belsd
diszulfid hidat tartalmaz (Cys40-160, Cys53-127 és Cys279-462). A fehérje érése soran az
endoplazmatikus retikulumban (ER) N-glikozilacion megy keresztiill €s négy aszparagin
reziduumon (Asnl28, 167, 187 és 224) N-glikozilalt lesz. A keringésben 2 glikoforma van
jelen, 90-95%-ban az o-glikoforma és kevesebb, mint 10% -ban a B-glikoforma. A B-AT
Asnl67-es reziduuman a glikozilaciéo 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 €s harmadlagos
szerkezettel rendelkezd szerin protedz inhibitor, mely 9 o hélixet (A —I) 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 flexibilitdssal rendelkeznek, a
szerkezetliikben bekovetkezd valtozasok hozzajarulnak a szerin protedzok gatlasahoz.
Hasitatlan allapotban két {6 konformécios 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 [ redék 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 tartalmazd heparin
kotése konformacids valtozasokat okoz az RCL-ben és annak kozelében. A pentaszacharid
egység ¢s 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 véralvadasban és egyéb funkcioi

A véralvadas fiziologids szabdlyozésa szilikségessé teszi a thrombin keletkezésének ¢és
hatasanak idébeli és térbeli korlatozasat. A fiziologias inhibitorok orokletes hianya vagy
diszfunkcioja fokozott thrombosis kockazattal jarhat. A véralvadas inhibitorrendszerét
kiilonb6z6é protedz inhibitorok (antithrombin, ol-antitripszin, o2-makroglobulin, szdveti
faktor ut inhibitor és a heparin kofaktor II) alkotjak, melyek megtaldlhatoak a vérkeringésben,
a vérplazmafehérjék tobb mint 10 %-at teszik ki. Hatdasmechanizmusuk kétféle lehet: az egyik
mechanizmus esetében az enzim kotdédik az inhibitorhoz, de az enzim aktiv centruma
mitkddéképes marad (példaul a2-makroglobulin), a méasik mechanizmus sordn kovalens kotés
jon létre az enzim aktiv centruma és az inhibitor kozott. Igy miikédik az AT, al-antitripszin
¢és a heparin kofaktor II. Mindh&rom inhibitor a véralvadasi szerin-protedzok szubsztratjaként
foghat6 fel. A gatolandé enzim ekvimolaris komplexet hoz 1étre az inhibitorral, igy tovabbi
funkcidt kifejteni nem lesz képes. Az AT gatld hatasa legkifejezettebb a thrombin és az aktiv
X-es faktor (FXa) irdnydba, de egyéb szerin protedz alvadasi faktorokat is gatol. Az AT
molekula nagy affinitdssal kotddik heparinhoz vagy heparan-szulfat proteoglikanokhoz. Ez a
kotddés az AT gatld hatdsat az aktivalt koagulacios faktorokra (pl. thrombin, FXa)
nagymértékben felerdsiti.

A thrombin gétldsa soran az AT és a thrombin is nagy affinitassal kotddik a heparinhoz, majd
azon az enzim aktiv centruma és az inhibitor kozott kovalens kotés jon 1étre (a thrombin
gatlodik). 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 Gjra egy kovetkezd reakcidba. A FXa

gatlasdnak mechanizmusa kissé eltér a thrombin gatl6 mechanizmustdl, itt nincs sziikség arra,
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hogy a FXa heparinhoz kotodjon, igy ennek gatlasa rovidebb szacharidos egységek
jelenlétében is hatékonyan bekovetkezik (LMWH, vagy pentaszacharid jelenléte elég). A
thrombin gatlasdhoz — mivel annak heparinhoz kotddnie kell — legaldbb 18 szacharidos
egyseégbdl allo heparin jelenlétére van sziikség.

Az AT elsodleges funkcidja tehat a thrombin medidlt fibrin alvadék kialakuldsanak
megakadalyozasa ¢és a FXa altal 1étrehozott thrombin generacié megfékezése, illetve az n.
intrinzik és extrinzik Gtvonalon szerepld egyéb aktivalt alvadasi faktorok (FIXa, FXIa, FXIIa,
FVIla-szoveti faktor komplex) gatlasa.

Az AT hatast jelentosen gyorsitd tulajdonsaga miatt a heparin mar tobb évtizede az egyik
leggyakrabban haszndlt gyodgyszer a thromboembolids betegségek megeldzésében,
kezelésében. A nem frakcionalt heparin (pl. Heparibene) mukopoliszacharid-polikénsav-
¢észter, glik6zamin-N-kénsavbol és gliikkuronsav-kénsav-észterekbdl all, amelyek egymadssal
glikozidikus uton kapcsolodnak (polimer). Erds negativ toltése miatt bizonyos proteinekkel
komplexet alkot (pl. AT). A kis molekulasilyt heparinok (LMWH) csoportba tartozik az
enoxaparin (Clexane), mely alacsony, hozzéavetélegesen 4500 dalton molekulatdmegi
heparin. A készitmény hatdanyaga 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 altal medidlt. Nem inaktivalja a thrombint. (Forras: Heparibene, Clexane,
fondaparinux gyodgyszerek alkalmazasi el6irasai).

Az AT fehérjének antikoagulans funkcidja mellett szamos mas funkcidja is ismert az emberi
szervezetben. Az AT az endothel sejtek felszinén levd specifikus heparan szulfat proteoglikdn
receptorokhoz (szindekan 4) tud kotdédni a D-helixen keresztiil, a terapias célbdl adott heparin
kotéshez hasonloan. Ez a szignalizacids aktivitdsa az AT-nak prosztaciklin szintézist indukal
az endothel sejtekben, ezzel gatolva a nukledris faktor — kappaB utvonalat illetve
proinflammatorikus citokinek ¢és adhézids fehérjék szintézisét. Az AT erds anti-
angiogenetikus aktivitdssal is rendelkezik, azonban ez csak a hasitott és/vagy latens
is nagyon kicsi heparin affinitassal rendelkezik. Ezek az alacsony affinitdsi AT formak nem
mutatnak anti-inflammatérikus funkciokat sem, de erds proapoptotikus szignalizacios
aktivitassal rendelkeznek az endothel sejteken. Leirtak, hogy mind az anti-inflammatorikus és
anti-angiogenetikus/proapoptotikus  tulajdonsaga az AT-nak a D-hélixen keresztiili
kolcsonhatassal valosul meg. Az AT antibakteridlis hatdsdnak egy tanulmany azt

tulajdonitotta, hogy a B-AT kotédik 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 kovetkezd kisérlettel timasztottak ald a kozlemény szerzoi: -
AT-t overexpresszalo egerek vérét E. coli-val inkubdlva a baktériumok lizisét figyelték meg
¢s ennek kovetkeztében alacsony baktérium szamot mértek. Az antibakterialis hatasnal is a D-
hélix szerepét feltételezik.

Az AT anti-inflammatorikus szignalizacidés funkciojat endothel sejtekben vizsgaltak és
kimutattak a D hélix fiiggd kolcsonhatas sziikségességét a szindekan 4 receptorral. Tobben
bizonyitottdk a jelenséget, példaul egy kisérletben a szindekan receptor kiiitését érték el
siRNS technikdval, és megfigyelték az AT szignalizacios funkcidjanak a gatlasat.
Monocitakon is vizsgaltdk a szignalizacidt és kimutattadk, hogy esetiikkben a szindekan 4
receptor specifikus a B-AT-ra.

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

angiogenetikus/proapoptotikus hatasain keresztiil is megvaldsul.

1.3. Az antithrombin deficiencia

Az antithrombin deficiencia (ATD) lehet szerzett vagy oroklott. A szerzett formardl csak
roviden par okot megemlitve: kialakulhat majelégtelenség miatti csokkent AT szintézis
kovetkeztében, nephrosis szindromaban a megndvekedett AT veszteség miatt, szepszisben
vagy akut disszeminalt intravascularis koagulacidban a fokozott AT felhaszndlas ¢és
inaktivacidé miatt. Leirtak gyogyszer indukalta eseteket is, példaul L-aszparagindz terépia,
hosszu tava, nagy dozist heparin terapia esetén.

Az o6roklott ATD-t két csoportra oszthatjuk fel, az I-es tipust (kvantitativ) és a Il-es tipust
(kvalitativ) csoportra. Tobbnyire autoszomalis domindns mdodon 6roklédik, férfiakat és ndket
egyarant érint. Az oOroklott ATD altalaban heterozigota formaban fordul eld, mivel a
homozigota esetek kevés kivételtdl eltekintve intrauterin haldlos kimeneteliiek. A kvantitativ
defektusra jellemz0, hogy az AT antigén szint és az aktivitas aranyosan csokkent (1. tablazat).
A II-es tipust tovabb bonthatjuk 3 alcsoportra a defektus elhelyezkedése szerint, ugymint a
reaktiv helyet érintd (IIRS), a heparin kotd helyet érinté (IIHBS) vagy pleiotrop hatast (IIPE).
A kvalitativ defektusra altalaban referencia tartomanyon beliili AT antigén szint mellett az AT
molekula aktivitdsanak csokkenése lathatd, melyet a defektiv AT fehérje okoz. A kevésbé
stulyos ITHBS altipusban homozigédta betegek is eléfordulhatnak. Az ATD prevalencidjat

koriilbeliil 1:2000-re becsiilik. Azonban ez a szdm nagyobb a thrombosisos betegek kozott,
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esetilkkben feltehetdéen 1:20 és 1:200 kozott van, de pontos adataink erre vonatkozéan nem
lehetnek, foként populacids sajatossagok, modszertani kiilonbségek €s a betegség ritka volta
miatt. Ordklott AT deficiens egyének megndvekedett kockazattal rendelkeznek a
thromboembolids eseményekre, elsésorban vénas, de artérias thrombosisokat is leirnak. Ma
mar ismert (részben sajat kutatocsoportunk korabbi eredményeibol), hogy az ATD
alcsoportok nem sziikségszertien mutatnak azonos klinikai fenotipust. Tovabba még az azonos
alcsoporton beliil is lehetnek fenotipusbeli kiilonbségek, amelyek egyes mutacidkra
jellemzoek. Egy japan tanulmany szerint az I-es tipus sokkal gyakoribb és sokkal sulyosabb
volt, mint a Il-es tipusi ATD. Az I-es tipusi ATD-ben a funkciovesztéses mutaciok
kovetkezménye jart sokkal sulyosabb tlinetekkel (fiatalabb életkorban bekovetkezd vagy
ismétlodo VTE), Osszehasonlitva mas mutécio tipusokkal. A legnagyobb szamu beteget
bevono francia tanulméanyban a vénas thromboembolia (VTE) kockazata alacsonyabb volt a
IIHBS tipusban az I-es tipushoz hasonlitva. A IIHBS tipusi ATD gyakrabban hozhatd
Osszefiiggésbe artérids thromboemboliaval (ATE) mint az I-es tipus és mas Il-es tipusu
deficiencidk. Egy Daniabol szarmazo kisebb esetszdmu tanulmany megfigyelése szerint az I-
es tipust ¢és a IIRS tipusok sokkal sulyosabbak voltak (gyakrabban okoztak VTE-t), mint a
IIHBS Basel. Erdekes modon a ITHBS AT deficienciak kozott a klinikai tiinetek szignifikans
heterogenitdst mutatnak, ezt 246 AT deficiens beteg bevondsaval késziilt klinikai
tanulmanyunkban meg is figyelhettiik, ugyanis a betegek 75 %-a IIHBS tipust beteg volt
véltozatos klinikai fenotipussal. Egy Finnorszagbol szdrmaz6 tanulméanyban, ahol az AT
Basel (p.Pro73Leu) prevalencidja viszonylag magas, ez a tipus magasabb thrombosis
kockazattal jart, s6t az ATE és a terhességi komplikaciok szintén gyakoriak voltak. Egy masik
tanulmany 82 IIHBS ATD beteget vizsgalt 6 kiillonb6zé mutacioval, koztiik AT Basel és AT
Padua (p.Arg79His) mutacioval. Megallapitottak, hogy a vizsgélati csoportjukban a VTE
gyakori volt, és ATE is gyakrabban kapcsolodott az AT Basel és a Padua mutaciokhoz, az I-es
tipushoz hasonlitva. Mivel az AT Budapest 3 (p.Leul31Phe) alapit6 mutacio
Magyarorszagon, adott volt a lehetdség nagy szamu, ilyen beteg vizsgélatara és klinikai
fenotipusuk Osszehasonlitdsara mas IITHBS tipusokkal. Mig az AT Budapest 3 (ATBp3)
homozigotasag képviseli kiemelkedden a legsulyosabb thrombophiliat (I-es tipusnal is
sulyosabb) és dontéen VTE-vel tarsul, az AT Basel inkabb ATE-vel tarsul és az AT Padua
tobb terhességi komplikaciét mutat. Valogatott ATE betegeknél az ATBp3 heterozigota
allapot is megfigyelhetd volt. Figyelembe kell venniink azonban azt, hogy az azonos 6roklott
ATD esetén az ahhoz tarsuld, thrombosisra hajlamositd szerzett rizikotényezok eléforduldsi

gyakorisaga jelentdsen eltérhet a kiilonb6zd vizsgalati populaciok esetén.
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Az ATD laboratériumi diagnosztikdja egy funkciondlis teszten alapszik, ahol az AT aktiv
faktor X-re (FXa) vagy thrombinra (FIla) kifejtett gatlo hatdsat mérjiik heparin jelenlétében.
Megfigyelték, hogy a jelenleg elérhetd funkciondlis tesztek bizonyos ATD alcsoportokat
kiilonbozo érzékenységgel mutatjak ki, ami megneheziti a laboratoriumi diagnozist. Az
(p-Ala416Ser) IIRS tipust mutéacio, amelyrdl kimutattdk, hogy esetiikben a FXa alapt tesztek
nem eléggé szenzitivek. Ezzel ellentétben altalanossdgban elmondhatd, hogy a FXa alapu
tesztek heparin jelenlétében (hc-anti-FXa) sokkal érzékenyebbek a IIHBS ATD-re
Osszehasonlitva a Flla alapa 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 fliggvényében
valtozik. Mivel a kiilonb6z0, kereskedelemben elérhetd tesztek kiilonb6z6 szenzitivitassal
detektaltak az ATBp3 homozigdota, ATBp3 heterozigota, AT Basel és AT Padua heterozigota
mutansokat, feltételezhetd, hogy nem csak az enzim (Flla vagy FXa), de még mas reakcio
koriilmény, példdul a heparin koncentracié vagy az ionerdsség volt felelds a heterogén
az AT Basel és AT Padua esetekben, mint ATBp3 esetén ramutatva ezaltal az AT-heparin
kotés erdsségében és az AT aktivacidban 1évo kiilonbségekre ezen mutansok kozott.

Az ATD laboratoriumi diagnosztikdja soran, ha csokkent heparin kofaktor AT aktivitést
kapunk (hc-anti-FXa), kovetkezd lépésként AT antigén meghatarozast végziink, amely
alapjan I-es vagy Il-es tipusba sorolhatjuk a beteget. Normal AT antigén szint Il-es tipusra
utal ¢€s ilyenkor elvégzésre keriil a progressziv AT aktivitds. Alacsony progressziv AT
aktivitas a IIRS és IIPE tipusra jellemzd, mig a normal progressziv aktivitds [IHBS mutacio
jelenlétét veti fel. IIHBS gyani esetén laboratoriumunkban eldszor az ATBp3 mutécio
kimutatasa torténik meg egy ATBp3-ra kidolgozott specifikus genotipizalasi mddszerrel (ez
azért van igy, mert hazdnkban az ATBp3 az alapit6 hatas miatt kiemelkedden gyakori). Ha ez
negativnak bizonyul, akkor még néhany gyakori IIHBS mutaciora specifikus genotipizalas
torténik. Ha ezek sem fedik fel az okozati mutaciét, akkor torténik meg a teljes SERPINCI1
gén szekvenalasa. Uj mutacio detektaldsa esetén megtorténhet azok biokémiai és in silico
vizsgalata, patogenitdsuk megallapitasa. A mutacid6 mutagenizald primerekkel torténd
létrehozasa utan lehetdséglink van HEK-293 sejtek tranziens és stabil transzfekcidjara és a

mutans AT fehérje expresszidjara. A sejtek stabil transzfekcidja optimalis nagyobb



mennyiségli rekombindns fehérje termeltetésére, melyet tisztitds utan a funkciondlis
vizsgalatokban felhasznalunk.

Az 1) mutaciok patogenitasa csak direkt és indirekt bizonyitékok alapjan allapithaté meg, a
mutacio6 besorolasdban guideline-ok segitenek.

Az 1) mutacidokat — a kiilonboz6 genetikai/genomikai ajanlasok alapjan - a kovetkezd
csoportokba sorolhatjuk be: benignus, valdszintileg benignus, ismeretlen jelentdségli varians,
valosziniileg patogén €s patogén. Egy mutacionak a beteg fenotipusara gyakorolt hatdsa
sokféle lehet. Az adott mutacid lehet joindulata vagy patogén. Egy adott mutacio patogenitasa
mellett szélhatnak erds bizonyitékok (pl. a mutacié kovetkezménye null varians) vagy

kevésbé erdsek (pl. a fehérje hosszusadgat megvaltoztatd mutacid).

2. CELKITUZESEK

A DE AOK LMI Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszéken diagnosztizalt ATD betegeknél
gyakran el6fordulé harom, ismert, kifejezetten az AT heparin-kotd helyet érintd mutaciod
(ATBp3, AT Basel ¢és AT Padua) 6sszehasonlité biokémiai €s in silico vizsgalatat terveztiik,

részletesen a heparin kotés mechanizmusat jellemezve.

A DE AOK LMI Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszéken diagnosztizalt ATD betegeknél
talalt kilenc uj SERPINCI1 mutacié (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl21Arg,
p.Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle, p.Gly456delins Ala Thr és p.Pro461Thr)
biokémiai és in silico karakterizalasat terveztiik. Ezaltal patogenitasuk igazolasat tiztiik ki

célul.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Antithrombin deficiens betegek klinikai és rutin laboratoriumi jellemzése

A DE AOK LMI Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszéken 2007 januar és 2021 december
kozott ATD-val diagnosztizalt betegek (n=478) mutacioit vizsgaltuk. A betegektdl szdrmazo
vért 3,2% Na-citrat tartalma vacutainer vérvételi csébe (Beckton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) gytjtotték. Centrifugdlds utdn a plazma mintdkat -80 °C-on taroltuk a
felhasznalasig. Az o6roklott trombofilia (protein C és S deficiencia, APC rezisztencia,
FII20210A allél, diszfibrinogenémia) vizsgalatai rutin hemosztazis 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 immunonefelometridas modszerrel lett meghatarozva BN-Prospec
nefelométrben (Siemens, N Antiserum to Human Antithrombin III). A klinikai adatok
retrospektiv modon lettek dsszegylijtve 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 vérmintabol izolaltuk a QIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) segitségével. A SERPINCI gén koédold régidja, az exon-intron
hatarok és a promoter régid Sanger szekvendlasa ABI3130 késziiléken Sequencing Analysis
5.4 szoftverrel (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) tortént. Ha a Sanger
szekvenalas nem talalt okozati mutéaciot, akkor multiplex ligaci6é fliggd proba amplifikacio
(MLPA) vizsgalatot végeztiink SALSA MLPA KIT P227 (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) felhasznéaldsaval. 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 elsd elektroforézis 16,3 U/ml frakcionalatlan
natrium heparin tartalma 1%-os agardz gélen 150 V-on 60 percig futott. Az elektroforézis
masodik dimenzidja 1% nyul anti-human AT antiszérumot (Sigma, Saint Louis, MO, USA)
tartalmazd 1%-0s agar6z gélen futott 100 V-on 180 percig. A kisérletet az ATBp3
heterozigdta és homozigota, AT Basel és 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 belsd triptofan vagy tirozin
fluoreszencidjanak mérésén alapszik. A fehérjék letekeredése (unfolding) kdzben a fehérjét
alkotd triptofan hidratalt lesz és a fluoreszencia intenzitdsanak maximuma eltolodik 330 nm-
r6l 350 nm-re. A fehérjék hdstabilitasa leirhaté a thermal unfolding transition midpoint (Tm)

értekkel, melynél a fehérje populacio fele letekeredett (unfolded) allapotd. A hdstabilitast
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jellemezhetjiik még a denaturacidé kezdeti homérsekletével (Tkezdeti). A Tm meghatarozéasa a
denaturacios gorbe meredekségének kezdeti pontjabol, ami a 330 és 350 nm-en mért triptofan
fluoreszencia a hdmérséklet fliggvényében abrazolva vagy az elsd derivatjanak maximuma. A
Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies GmbH, Munich, Germany) kettds
hullamhosszt rendszere lehetdvé tette az AT fehérje vad tipusti €s ATBp3 mutans forméinak
hé hatésara lejatszodo letekeredési (unfolding) folyamatdnak vizsgalatat. A mintdk 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 hdmérsékleten. A T és a Tikezderi €rtékek a
PR.ThermControl szoftver 2.1.2 verzidjaval (NanoTemper Technologies GmbH, Munich,
Germany) lettek kiszdmitva a homérséklet fliggvényében abrazolt 350 nm/330 nm
fluoreszencia ardnyok els@ derivaltja alapjan. A Tn értékeket 3 fliggetlen kisérletbdl
hataroztuk meg. A kisérletet egészséges (azaz nem ATD személyek) és ATBp3 homozigota

betegek Na-citrattal antikoagulalt plazma mintdibol végeztiik el.

3.5. A vad tipusu és a mutdns antithrombin fehérjék in vitro expresszidja

A vad tipust plazmidot (ORF-NM_ 000488 pcDNA3.1(+) vad tipusu 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) mutacid esetében:

primer 1: 5> — GCCTGTAATGACACCTTCCAGCAACTGATG -3’

primer2: 5° — CATCAGTTGCTGGAAGGTGTCATTACAGGC -3’

p.Pro73Leu (AT Basel) mutacié esetében:

primer 1: 5> — GGCTCAGAACAGAAGATCCTGGAGGCCACCAAC -3’

primer 2: 5° — GTTGGTGGCCTCCAGGATCTTCTGTTCTGAGCC -3’

p.Arg79His (AT Padua) mutécid esetében:

primer 1: 5> — GCCACCAACCGGCATGTCTGGGAACTGTC -3’

primer 2: 5° — GACAGTTCCCAGACATGCCGGTTGGTGGC - 3°

p-Argl4Lys mutécio 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-Metl121Arg mutécio esetében:

primer 1: 5> — CGGCTTTTGCTAGGACCAAGCTGGGTGCC -3’

primer 2: 5° — GGCACCCAGCTTGGTCCTAGCAAAAGCCG -3’
p-Leu245Pro mutacio6 esetében:

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

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

primer 1: 5° — GAGAAGTTCCTCTGATCACTATTATCTTCATGGGC — 3’
primer 2: 5> — GCCCATGAAGATAATAGTGATCAGAGGAACTTCTC - 3’
p.Gly456delins Ala_Thr mutécio esetében:

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

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

A mutagenizalé PCR reakciok dsszetétele minden esetben 25 pl végtérfogatban a kovetkezok

ey

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

polimerdz. A mutagenizalé PCR reakcio protokollja: denaturdlas 95°C-on fél percig, amit 16

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

U/ul Dpnl restrikcios enzimmel a mutaciét nem tartalmazéd templat szal emésztése torténik

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

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

szerint. A helyspecifikus mutagenezis sikerességét szekvendldssal ellendriztik. 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% CO: tartalma
inkubdtorban T25-6s flaskaban ndttek. 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 gyarto
utmutatasa szerint X-tremeGENE HP DNA transzfekcids reagenssel (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) ¢és a LacZ gén kotranszfekcioja pCMV Sport B-GAL
plasmiddal (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tortént. 48 o6ras inkubacid utan a sejtfeliiluszot
Osszegyujtottiik, a sejteket lizis puffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, 1% Nonidet P40,
0,5% natrium-dezoxikolat és protedz inhibitor tabletta, Roche Diagnostics GmbH)
hozzédadasaval lizaltuk. A mintdkat centrifugalas utdn eppendorf csévekbe mértiik, aliquotokra
osztva -80 °C-on taroltuk felhaszndldsig. A transzfekcid hatékonysdganak vizsgdlatdra a
FluoReporterlacZ/Galactosidase Quantitation Kitet (Molecular Probes, Life Technologies)

alkalmaztuk és az eredményeinket ennek megfelelden korrigaltuk.

3.6. A vad tipusu és a mutdns antithrombin fehérjék stabil transzfekcioja

Stabil transzfekcid esetén a bejuttatott plazmidban talalhato rezisztencia génre a megfeleld
antibiotikum jelenlétében kell szelektdlni tobb héten/honapon keresztil. A transzgén
integralodik a genomban.

meg. Szelekcids antibiotikumnak a Geneticin® Selective Antibiotic-ot (Gibco, ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk. A megfeleld koncentraciot dozis-hatés
vizsgalattal vélasztottuk ki, melynek sordan a human embryonic kidney (HEK-293) sejteket
geneticinnel kezeltiink ndvekvd (0-1000 pg/ml) koncentracioban. A vizsgalat sordn azt a
minimalis koncentraciét kerestilk meg, amely 10 nap alatt az Gsszes sejtet elpusztitotta. Ez a
koncentraci6 400 pg/ml-nek adoddott. A geneticin rezisztenciat a pcDNA3.1(+) konstrukt
neomycin rezisztencia génje biztositotta. A masodik 1épés a megfeleld szami HEK-293 sejt
transzfekcidja. 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 mutdns plazmidok koncentraciojat
Nanodrop 2000 spektrofotométerrel hataroztuk meg, az eredmények alapjan allitottuk ossze a
transzfekcios elegyet a reagenshez mellékelt protokoll szerint.

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

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

kisérletekhez.

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

Az o6t mutans (ATBp3, AT Basel, AT Padua, p.Arg78Gly, p.Pro461Thr) és a vad tipus
esetében a sejteket passzaltuk, mig 12-12 db T75-0s flaska allt rendelkezésiinkre. A feliiluszo
begytljtése eldtt 24 oraval a tapfolyadékot FBS-mentes tapfolyadékra cseréltiik (13 ml/T75-0s
flaska). Mintanként 156 ml feliiliszé volt, amit Amicon® Ultra-30K (Merck Millipore,
Burlington, VT, USA) oszlop segitségével bekoncentraltunk. A koncentralas utdn 25-30 ml
minta allt rendelkezésiinkre, melyet affinitds kromatografids modszerrel tisztitottunk.
Sepharose 4B gél oszlopon kovalensen kotott kecske anti-human antithrombin IgG (Affinity
Biologicals, Ancaster, ON, Canada) felhasznalaséval tortént a tisztitas. A plazmdbodl szarmazé

normal 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 kiillonb6zd AT mutansok heparin kotd képességét heparin SPR szenzor
chip (Heparin Approx. 50 nm hidrogél chip, Xantec bioanalytics GmbH, Dusseldorf,
Germany) segitségével mértikk. A vad tipustu és a mutans AT fehérjék futtaté pufferben
(HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3mM, feliiletaktiv anyag 0,005% (v/v), pH 8,4)
voltak higitva és kiilonb6zé koncentraciokban injektaltuk a heparinnal fedett szenzor chip
feliiletére 10 pl/min aramlasi sebességgel 7 percen keresztiil. Két mérés kozott a szenzor chip
feliiletét 30 pl regenerald pufferrel (10 mM glicin-HCI, pH 2,5, GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) regeneraltuk. A kolcsonhatas optimalis pH értéke eldzéleg 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 asszociacios €s a disszociacidés sebesség
allandokat (ka és kq) és az asszociacios €s disszociacios egyensulyi allanddkat (Ka és Kp) a
szenzorgramokbdl hatiroztuk meg. BIAevaluation szoftver 3.2-es verziojat (GE Healthcare,

Uppsala, Sweden) hasznaltuk a kolcsonhatéas vizsgalat kiértékelésére.

3.9. A rekombindns antithrombin fehérjék AT antigén és aktivitas mérései

A vad tipusu és a mutans AT plazmiddal transzfektalt HEK-293 sejtek feliiluszojabol és
sejtlizatumabol keriilt meghatarozasra az AT antigén enzimhez kapcsolt immunoszorbens
assay (ELISA) moédszerrel Abcam Human-Antithrombin-III-ELISA-Kit (Abcam, Cambridge,
UK) segitségével a gyartd utmutatasat kovetve. Az AT specifikus kotd antitestet a 96-lyuka
lemez aljan a gyartd altal eldkészitve taldljuk, a lyukakba a standard sor tagjait és a
vizsgalandé mintdkat hozzadmérjiikk és inkubdljuk szobahOmérsékleten 2 oran keresztiil.
Mosasi 1épés utan hozzaadjuk a biotindlt AT specifikus antitestet és 1 6rdn 4t inkubaljuk
szobahOmérsékleten. Mosasi 1épést kovetéen hozzdadjuk a Streptavidin-peroxidaz
konjugatumot, ami kapcsolddik az eldzetesen megkotott antigén-antitest komplexhez. 30 perc
varakozés utan, mosasi 1épést kovetden hozzamérjik a TMB (3,3°,5,5’-tetrametil-benzidin)
kromogén szubsztratot. 12 perc elteltével kialakul a kék szin, mivel a szubsztratot a peroxidaz
hidrolizalja. A ledllité oldat hozzdadasa utdn a kék szin sargara valtozik. A sarga szin
intenzitdsa aranyos a mintdban 1évé AT mennyiségével. A szinintenzitast Infinite 200
mikrolemez fotométerrel (Tecan Austria GmbH, Salzburg, Ausztria) mértiilk 450 nm-en, az
tagjaihoz tart6z6 abszorbancia értekek alapjan tortént.

A heparin kofaktor és a progressziv AT aktivitdis méréseket a transzfektalt sejtek
feliiluszojabol végeztiik LX Antithrombin He + P, FXa reagens (Labexpert Ltd., Debrecen,
Hungary) felhasznalasaval. A heparin kofaktor aktivitds meghatarozasa soran a feliilusz6
mintdkat heparin tartalmu pufferrel higitjuk, majd feleslegben FXa-t adunk hozza. A nem
kotédott FXa aktivitasat egy specifikus kromogén szubsztrattal BIOPHEN CS-11(32) [Suc-
lle-Gly-(y Pip)Gly-Arg-pNA, HCl] (HYPHEN Biomed., Neuville, France) mérjiikk. A FXa
lehasitja a para-nitro-anilin-t (pNA) a szubsztratrol, 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 sordn 1:1 ardnyban mértiilk 6ssze a mintat €s a
FXa reagenst 96-lyuku lemezen, duplikatumban. 60 masodpercig inkubaltuk 37 °C-on, majd a
kromogén szubsztrat hozzdadasa utan 405 nm-en 300 masodpercig kovettiik az abszorbancia

valtozast. Progressziv aktivitas mérésekor a mintdkat polibrén tartalmt pufferrel higitottuk az
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estleges heparin szennyezddés és a heparin hatés teljes kizarasa céljabol. A mérés soran 1:1
aranyban mértiik 0ssze a mintat és a FXa reagenst 96-lyuku lemezen, duplikdtumban. 5 percig
inkubaltuk 37 °C-on, majd a kromogén szubsztrit hozziadasa utdn 405 nm-en 300
masodpercig kovettilk az abszorbancia valtozast. Ismert AT tartalmt kalibracios plazma
segitségével egy kalibracios egyenest készitiink, Excel program segitségével a mintak

abszorbancia értéke alapjan szamoltuk az antithrombin aktivitést.

3.10. N-glikozidaz F emésztés

Az N-glikozidaz F az aszparagin kotott N-glikanokat hasitja le a glikoproteinekrél. Az N-
glikdnokat a vad tipust ¢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 el6tt a mintdkat 150 mM Na-foszfattal denaturaltuk 95 °C—on 5 percig.
Ezutan adtuk hozzéd a 6 pl 100 U/ml PNGase F enzimet és inkubaltuk a mintakat 37 °C-on 15
oran keresztiil. Az emésztett mintdkat a kontroll parjaikkal egyiitt Western blot technikaval

vizualizaltuk.

3.11. Western blot

A transzfektalt (tranziens ¢€s stabil transzfekcid) HEK-293 sejtek feliiluszojat 6sszegytijtottik,
majd a sejteket lizaltuk 50 mM Tris-HCl1 (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.5%
natrium-dezoxikolat és protedz inhibitor koktél (Roche) tartalmu lizis pufferben. A feliiluszo
és a sejtlizatum mintdkat centrifugéaltuk 4 °C-on 15 percig 12000 g-n, majd aligvotokba
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 technikaval. A membrant 5%-
os zsirszegény tejpor TTBS pufferban (Tween 20-Tris buffered saline) blokkoltuk 1 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten, majd az elsddleges antitesttel egy éjszakan 4t hidegszobaban
inkubaltuk. Az AT detektdldsa kecske anti-human AT antitesttel (Affinity Biologicals,
Ancaster, ON, Canada) tortént, a sejtlizitum mintak esetében loading kontrollnak beta tubulin
poliklonalis antitestet (Invitrogen) alkalmaztunk. Az els6dleges antitestek a blokkolo oldatban
1:10000 higitasban voltak. Inkubaciot kdvetden a membranokat mostuk hdromszor 7 percig
TTBS pufferban, majd a megfeleld masodlagos antitesttel inkubaltuk 45 percig

szobahdmérsékleten. Torma-peroxidaz kapcsolt anti-kecske IgG (Abcam) és anti-nyal IgG
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(GE Healthcare) blokkol6 oldatban 1:10000 higitasban voltak alkalmazva. Az immunreakciot
ECL technikaval valtottuk ki a gyartd utasitdsait kovetve (Thermo Fisher Scientific). A
kemilumineszcens detektalas C300 Azure késziilékkel tortént (Azure Biosystems, Dublin,

CA, USA).

3.12. RT-qPCR

Real-time quantitative RT-PCR technikat hasznaltunk a vad tipust és a kilenc mutans AT
forma mRNS expresszids szintjének meghatarozasara tranziens transzfekciot kovetden. Az
RNS izolalas QIAamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN) segitségével tortént a tranziensen
transzfektalt HEK-293 sejtekbdl. A genomi DNS eltavolitdsa RapidOut DNA Removal Kittel
(Thermo Scientific) tortént, majd a reverz transzkripcié (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) mutdaciok (ATBp3, AT Basel, AT Padua)
vigsgdlata in silico modszerekkel

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

A mutaciok AT - heparin (pentaszacharid) kotésére gyakorolt hatdsanak vizsgalatira és a
fehérje stabilitdsanak vizsgalatara kétféle modell rendszert hoztunk létre. Elséként a 1T1F
rontgen-diffrakcios szerkezetet hasznaltuk a pentaszacharidokat nem tartalmazd rendszer
modellezéséhez, ezzel a nem aktivalt allapotot mutattuk be. Masodjara a pentaszacharidot
kotott, aktivalt AT-t modelleztiik az INQ9 rontgen-diffrakcids szerkezetbdl kiindulva. E

modelleket megszerkesztettiik mindkét aktivacios statusznak megfeleléen a vad tipust AT és
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mind a harom (ATBp3, AT Basel, AT Padua) mutans esetében. Az utoébbi varianst mind
semleges ¢és protonalt His79 (His47 az érett fehérjében) formaban szimuldltuk. Az 0sszes
rendszer szolvatdlva volt a TIP3P viz modell CHARMM valtozatat hasznalva. A szimulacios
dobozok kocka alaktiak voltak és a minimum tavolsadg a fehérje (vagy a ligand) és a doboz
falai kozott 12 A volt. Na* és Cl” ionok hozzaadasaval az ionerésséget 0,15 M-re allitottuk be,
¢s a munkacsoport korabbi tanulmanyahoz hasonloan a CHARMM36m erdteret valasztottuk
az AT fehérje, valamint a CHARMM szénhidrat FF erdteret a pentaszacharid esetében. A -
AT szerkezetnek megfelelden, a fehérje glikozilalva volt harom aszparagin reziduumon: Asn-
96, -155, és a -192 (a szamozas itt az érett fehérjének felel meg, a molekulamodellezés
kovetelményei szerint). A nagy méretilk miatt az oligoszacharid ldncok csonkitva voltak
hasonl6an, mint az elébb emlitett tanulmanyban. A CHARMM-GUI web szervert hasznaltuk
a topoldgiai file-ok generdldsara mind a harom rendszer esetében. Ennek kovetkeztében a
megfeleld mintavételezés ilyen konformdacios atmeneteknél gyakran megkoveteli a ,,javitott”
mintavételezési technikakat. A Gaussian Accelerated Molecular Dynamics (GAMD) modszert
valasztottuk ki, mert ez jelentdsen kiterjesztett mintavételezést biztositott, és nem fiiggott
elore definialt reakcio koordinataktol. Az AMBER 16 pmemd.cuda szoftvert alkalmaztuk a
molekula dinamikai (MD) és a GAMD szimulacidkhoz, (ambermd.org). Az dsszes modell
rendszer el6szor két egymast kovetd energiaminimalasnak volt alavetve, mindegyik 2000
1€pésbol allt. Az elsé energiaminimalds magaban foglalt egy 500 1épést, amely a ,,steepest
descent” mddszert hasznalta, és 1500 1épés konjugéat gradiens modszert, tigy, hogy a fehérje
¢s a ligand pozicidja korlatozott volt. A kovetkezé 2000 1épésben a reziduumok nem voltak
korlatozva ¢€s a konjugat gradiens modszert alkalmaztuk. A rendszert ezutan felfitottiik 0 K-
rol 310K-ig 2 ns MD szimulacidban, Gigy, hogy az dsszes nem-olddszer €s nem-ion atomok
korlatozva voltak. A flitést 2 ns nyomas kiegyenlités kovetett. Kettds gyorsitas (dual boost)
sémat alkalmaztunk a GAMD szimul4cionkban. A sigmaOP és a sigmaOD paraméterek az
alapértelmezett értékiikre (6,0) voltak beéllitva a GAMD szimulacidban. Az 6sszes GAMD
szimulacio tartalmazott egy 60 ns-os ekvilibraciods fazist a ,,produkcids” szimulacio elétt. Az
els6 10 ns-ben, nem alkalmaztunk GAMD potencialt a rendszeren és a 4-10 ns rész alatt
gyljtottiikk az adatokat. A kovetkezé 50 ns-ben hasznaltuk a GAMD potencialt a rendszeren.
A GAMD paraméterek rendszeres idokozonként frissitve voltak, kivéve az 50 ns-os fazis els6
5 ns szakaszdban. A ,produkcios” GAMD szimuldciok 310 K-n jatszodtak le NVT
korilmények alatt. A Langevin hdmérsékletszabalyozot alkalmaztuk a szimuldcidban 2,0
gamma konstanssal. A ,,produkcids” szimuldcidkban a Monte Carlo nyomés-szabalyozot

hasznaltuk a nyomas kapcsolasara. A nagy hatdotadvolsadgu elektrosztatikus kdlcsonhatasok a
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PME modszerrel voltak kiszdmolva. 12 A Coulomb ,cut-off” tavolsagot alkalmaztunk a
szimulaciokban. A CHARMM er6tér estében ajanlott az energia kapcsold hasznalata 10 A és
12 A kodzott a Lennard-Jones kdlcsdnhatasok miatt. Az dsszes ,,produkciés” szimulacié 600 ns
hosszusagli volt. Mindegyik mutans esetében két parhuzamos szimulacidé volt futtatva az
ITIF alapu és harom az INQ9 alapu rendszerek esetében. Ez megfelel 1,2 ps és 1,8 us
kombinalt szimuldciés idének mindegyik AT mutansra. Az dsszes ,,produkcids” szimulacios
idé 15 ps volt. A CPPTRA szoftvert hasznaltuk a legtdbb trajektoria analizis€¢hez, amely
tartalmazott RMSD és RMSF szamitasokat, valamint csoportositasokat. Az ,,altalanositott
korrelacio” szamitdsokat 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 kiilonbdzo, webes feliileten
elérhetd eszkozt hasznaltunk. A PolyPhen2 eszk6z a humdan fehérjékben bekdvetkezd
aminosav cserék kovetkezményeit jelzi elére. Tobb forrasbol szarmazo informacidt vesz
tekintetbe, ugymint homoldg szekvencidkat, szerkezeti sajatossagokat, és 3D struktirdkat. A
PolyPhen2 két kiilonb6z6 - HumDiv és HumVar - modellt alkalmaz, melyek kiilonb6z6
adatkészleten lettek betanitva. A HumVar jobban megfelel drasztrikus, betegséget okozd
hatdssal bir6 mutaciok detektalasara, mig a HumDiv alkalmas sokkal Osszetettebb
fenotipusban megjelend hatds és enyhébb hatasti varidnsok joslasara. A MutPred2 gépi
tanulasi modellt haszndl, hogy csoportositsa az emberekben taldlhaté mutaciokat aszerint,
hogy patogének vagy joindulatiak. Mindemellett megjosolja a mutaci6 hatasat a fehérje
szamos szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagara. A PhD-SNP egy Support Vector Machine
(SVM)-alapu csoportositd a misszensz mutaciok szamara, amely figyelembe veszi a mutaciot,
a szekvencia kornyezetét €s a szekvencia profiljat. A SIFT egy szekvencia homologia alap
modszer, amely kiilonbséget tesz a fehérjékben 1étrejott aminosav cserék hatasai kozott, gy
mint potencidlisan fenotipusos kovetkezménnyel jar6 vagy nem jard. Azok a mutaciok,
melyek 0,05 ponttal megegyezdek vagy anndl kisebbek, a karositd mutaciok csoportjat
képezik. A MutationTaster program a DNS szekvencia alapjan josolja meg a variansok és 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
mutacio kozott. A PolyPhen2, MutPred2, és a PhD-SNP moddszerek esetében, a mutaciod

patogénnek tekintendé 0,5 pont alatt. A szignal peptidben taldlhatd két misszensz mutécid
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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 mutdciok vizsgalatinak eredményei

4.1.1 A heparin kotohelyet érinté mutdaciot hordozo betegek klinikai és laboratoriumi
Jjellegzetességei

A vizsgalt idészakban 19 beteget diagnosztizaltunk AT Basel, 31 beteget AT Padua, és 291
beteget ATBp3 (52 homozigota €s 239 heterozigota formaban) mutacioval. Az AT Basel és az
AT Padua mutaciot hordozd 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 el6 VTE Kklinikai tiinet az adatgytijtés
idejében. Néhany beteg az ATBp3 és AT Padua csoportokbdl tiidéemboliat szenvedett el,
melynek nyilvanvald forrdsat a képalkotd eljardsok nem tudtdk megallapitani. Az artérids
thrombosis az AT Basel csoportban volt a leggyakoribb (44,4%). A stroke-os betegeket
szivultrahanggal is vizsgaltdk, hogy kizarjdk a nyitott foramen ovale jelenlétét. A
szivultrahang nem igazolt nyitott foramen ovale-t a vizsgalatba bevont betegeknél. A
terhességi komplikaciok gyakorisaga, tigymint a korasziilés vagy spontan abortusz, kissé
emelkedett volt az AT Padua betegek korében (42,9%), de ez a kiillonbség a masik két
mutacidt hordozo betegekkel Osszehasonlitdsban statisztikailag nem volt szignifikdns. Az
ATBp3 homozigotdk hc-anti-FXa AT aktivitds eredményeinek medidnja volt a
legalacsonyabb, az 0sszes AT aktivitds eredmény a hatarérték alatt volt az Innovance AT
madszerrel (Siemens). Négy ATBp3 heterozigota beteg hc-anti-FXa AT aktivitds eredménye
volt a 80%-os hatarérték feletti. A p-anti-FXa AT aktivitds (a mérés heparin hidnyaban
torténik) szignifikansan alacsonyabb volt az ATBp3 homozigota és heterozigdta betegekben
Osszehasonlitva az AT Basel és AT Padua betegekkel. A p-anti-FXa AT aktivitas és a hc-anti-
FXa AT aktivitas ardanya az ATBp3 homozigotaknal a legmagasabb érték, ami azt bizonyitja,
hogy ennek a genotipusnak van a legnagyobb hatdsa az AT heparin kolcsonhatasra. Az AT
antigén eredmények az ATBp3 csoportban szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a masik két
mutanshoz képest.

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

heparin affinitdsu frakci6 az Osszes heterozigdta plazma esetében. Az ATBp3 homozigota
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plazma esetében csak az alacsony heparin affinitdsi AT volt detektalhatd. A heterozigota AT
Padua plazma estében a kisebb, andd feldli szabalytalan cstics (azaz a csokkent heparin

affinitdsnak megfeleld frakcid) nagyobb volt a normal csucsnal.

4.1.2 A vad tipusu és a Budapest 3 homozigota antithrombin hostabilitasa

A nano DSF (Differential Scanning Fluorimetry) kisérletek soran szignifikans kiilonbségeket
figyeltiink meg a human plazmabol szeparalt ATBp3 homozigoéta mutans €és vad tipusa AT
Osszehasonlitasakor (n = 3 fliggetlen mérés). A vad tipusu és az ATBp3 mutans AT fehérjék
hostabilitasanak jellemzésére a triptofan fluoreszcencia 350 nm/330 nm arany véaltozasat
hasznaltuk a hémérséklet emelkedésnek megfeleléen. A fehérjék olvadasi gorbéjének
felhasznalasaval két paramétert, a denaturacido kezdetét jelentd (Tkeudeti) €s az atmenet
felezépontot (Tm), hatdroztunk meg. A vad tipus esetében a Tiezdeti €rtéke 46.2+1.3°C és a Ty
érteke 57.6+0.1°C volt, mig a mutans AT esetében a Tkezdeti €rtéke 42.7+1.47°C és a T értéke
57.1+0.03°C volt. Mind a T értéke (p=0.0031) és a Tkezdeti értéke (p=0.0371) szignifikansan
alacsonyabb volt az ATBp3 mutéans estében a vad tipushoz hasonlitva, ezzel a mutans fehérje

alacsonyabb hdstabilitasat sugallva.

4.1.3. Heparin koté képesség vizsgalatinak eredményei

Az AT Basel és az AT Padua mutaciot hordozd betegek mind heterozigotak, mivel a
homozigota formajuk feltehetden letalis. Ezért a heparin kotd képesség részletesebb vizsgalata
betegekbdl szdrmazd plazma mintdkon nem lehetséges a normal allélrdl atir6dé normal AT
zavar0 jelenléte miatt. Vizsgalatainkhoz ezért létrehoztuk a kiilonbozé II HBS tipusu
mutaciok €s a vad tipus AT in vitro eldallitott, tisztitott rekombinans valtozatat, majd SPR
vizsgalatnak vetettiik ald. A hatféle kiilonb6z6 AT koncentracional kapott szenzorgramokbol
szamolt paramétereket atlagoltuk az egyes antithrombinoknal. Ahogy vartuk, a legerésebb
AT-heparin kdtés a vad tipus estében volt megfigyelhetd (Kp = 6.4 x 10 M, Ka =2.2 x 10°
1/M). Az asszocidcios allando (ka) a legmagasabbnak (k. = 1.37 x 107 1/Ms) a vad tipusnal
adodott a vizsgalt tisztitott rekombinans AT fehérjék koziil. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy
az AT-heparin komplex a leggyorsabban a vad tipusi AT esetében alakul ki. A disszociacios
allandd az Osszes mutdns esetében hasonld nagysagrendii volt (107). (A vad tipusa AT
tekintetében kq = 6.75 x 107 1/s).

A mutans AT fehérjék koziil az ATBp3 alakitotta ki a legstabilabb komplexet a heparinnal
(Kp=2.15x 10 M, Ka=1.62 x 10® 1/M) és a komplex kialakul4sa is itt volt leggyorsabb (ka
=3.25x 10° 1/Ms). A disszociacios allando az ATBp3 mutansra vonatkozolag kq = 2.47 x 107
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3 1/s. A vad tipust fehérje eredményeivel 6sszehasonlitva az ATBp3 szignifikdnsan gyengébb
kolesonhatasba 1ép a heparinnal, lassabb asszociacios allandéval. Human plazmabdl izolalt
WT ¢és ATBp3 homozigota mutans fehérjékkel végzett SPR vizsgalatok is koriilbeliil két
nagysagrendil kiilonbséget mutattak a Kp értékekben (az eredményt itt nem mutatjuk be). Az
AT Basel mutans vonatkozasdban az asszocidcios/disszociacios kinetika és az egyensulyi
paraméterek a kovetkezok: ko = 1.03 x 10* 1/Ms és kd = 4.45x 107 1/s; Kp = 7.64 x 107" M
és, Ka = 2.40 x 10° 1/M. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy az AT Basel sokkal lassabban
kotédik a heparinhoz, mint a WT AT ¢és az ATBp3, és az asszociacids konstansa is majdnem
egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint az ATBp3 mutansnak. Az 6sszes mutans koziil az AT
Padua rendelkezik a leggyengébb kolcsdnhatassal 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 allandodja (4.51 x 107 1/s) majdnem megegyezé a tobbi mutans esetében mért kq

értékkel.

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

A 22-46 hurok konformacidja

A heparin kotd hely kozelében 1évo 22-46. aminosavak altal hatdrolt hurokrol feltételezziik,
hogy szerepet jatszik az AT-pentaszacharid kotés szabalyozasaban. Ez a hurok nagyon
hajlékony €s sok aminosavanak pozicidja nem tisztazott a rontgen-diffrakcios szerkezetekben.
Ezen kisérleti adatok hidnyanak ellenére a ,javitott” mintavételezési MD szimulaciok
soran az €rett fehérje szerkezetét hasznéltuk, ezért az egyes részek szamozasa az in silico
kisérletekben a klasszikus szamozast kdveti, vagyis az érett fehérje els6 aminosava a +1.
(ATBp3 megfeleldje igy a Leu99Phe, AT Basel megfeleldje a Pro41Leu és az AT Padua
megfeleldje a Argd7His.) A vizsgalt mutacidk altal érintett aminosavak koziil a Pro4l (AT
Basel pozicidja) helyezkedik el a 22-46 hurokban, igy a hurok konformacidja fontos faktor
lehet ezen varidns csOkkent heparin affinitasdban. A nem aktivalt AT Basel varians
tipusban a hurok a heparin kotd helyhez nagyon kozeli poziciot foglal el, s6 hidakat és
hidrogén kotéseket alakitva ki ezen rész aminosavaival. A mdasodik tipusban, leginkdbb a
masik 600 ns trajektoridban megfigyelve, a tavolsag a heparin koté helytdl nagy volt. Ez a
jelenség a hurok jelentdsen fokozott konformacios valtozékonysagara utal dsszehasonlitva a
vad tipussal, emiatt néhany konformacidé potencidlisan akadalyozd lehet a heparin

pentaszacharid kotésében.

23



Azonban a pentaszacharid kotott (aktivalt) AT szimulacioban nem volt megfigyelhetd a
szoros kapcsolat a hurok és a heparin kotd régio kozott. Ez azt sugallja, hogy a hurok
pentaszacharid kotésre, miutan egy ,,erds” komplex mar létrejott. A pentaszacharid erdsen
toltott természete €s a megvaltozott elektrosztatikus hatasok meg tudjak gatolni, hogy a hurok

atmenjen az alternativ konformécioba.

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 koto helyet, de nem
tartalmazza az ,,A” béta red6t) DSSP moddszer alkalmazasaval [81], a CPPTRAJ szoftver
segitségével. Ezt az elemzést elvégeztik mind a ,,nem aktivalt AT” (1T1F) és a ,, AT-
pentaszacharid komplex” (1NQ9) rendszerekben. Az 1TIF alapti rendszert illetéleg a
konformacios valtozasok nyilvanvaldak voltak az AT Basel szimulaciok esetében az el6z6
részben ismertetett terlileten a vad tipusi AT-al 0sszehasonlitva. Azonban nem volt lathato
szignifikans konformacié valtozas a heparin koté régiokban, beleértve a P hélixet (112-120
aminosavak). A ,komplex” szimuldciok koziil az AT Padua (Argd7His) varians (és foleg a
semleges formdja) mutatott konformaciés valtozasokat a 30-35 régidban. Hasonlbéan az 1T1F
alapt szimulaciokhoz, itt sem volt szignifikans konformacid valtozas a heparin koto teriileten.
Egy kis mértékli D hélix meghosszabbodas volt lathaté az ATBp3 (Leu99Phe) trajektoriak

esetében Osszehasonlitva a vad tipussal.

Root Mean Square Fluctuations (RMSF) analizis

A Root Mean Square Fluctuations (RMSF) egy altalanos vizsgalati mdodszer egy fehérjét
felepitd aminosavak flexibilitdsdnak leirasara. Hasznalhatjuk misszensz mutaciok altal
okozott fluktuacid novekedés meérésére. Tovabba konformacids valtozasok okozhatnak
novekedést vagy csokkenést a fluktudcioban a molekula specifikus részein. A ,,nem aktivalt”
AT szimulaciok koziil az ATBp3 varians mutatott mérsékelt novekedést a fluktudcidban a vad
tipusu fehérjéhez és az AT Basel varianshoz képest. Fluktudcidé novekedést figyeltiink meg a
fehérjében mind az érintett aminosavhoz (99. aminosav) kozeli részeken (aminosavak 50-
100), mind tavolabbi régidkban (aminosavak: 320-330, 360-380, és 420-430). A fluktuécio
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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stabilitasa mérsékelten csokkent, de még szamottevd mennyiségben szekréciora tud keriilni.
Az AT Basel varians esetében a fluktuacido novekedések foleg a 110-130 és a 300-320
aminosav régiokban voltak megfigyelhetéek. A legérdekesebb eredményt az AT Padua
varians esetében kaptuk, ahol jelentésen megnovekedett fluktuacio volt megfigyelhetd (8.
abra C) a 47-es reziduum mindkét féle protonalt allapotaban. A nodvekedések kiilondsen
nagyok voltak az F hélixhez kozeli régidban (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 stabilitasaban bekovetkezd valtozast, hasonléan a nem aktivalt statuszhoz. Azonban
azt tudjuk, hogy az atlagosnal nagyobb fluktuaciokkal rendelkezd teriiletek konformacios
valtozésai, 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 kolcsonhato
exosite. Az ATBp3 varidans ndvekedést mutatott a fluktuacidban a vad tipushoz képest,
hasonloan a ,nem kotott” statuszhoz. A D hélix C-terminalis vége (125-135 aminosavak)
jatszik fontos szerepet az alloszterikus aktivacioban. 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 jelentdsen megndvekedett fluktuaciok, amelyeket az 1T1F
alap, vagyis a nem kotott AT-t reprezentdld rendszerekben megfigyeltiink, szintén
megfigyelhetd volt ennek a varidnsnak a heparin kotott szimuldcidiban is. A legnagyobb
novekedést mutatd régiok megkdzelitéleg azonosak voltak a két tipust rendszerben az AT

Padua mutéciora vonatkozolag.

Az allosztérikus utvonalak vizsgalata

Az AT konforméciods aktivalasa alapvetden egy allosztérikus folyamat, amelyben a heparin
kot hely, a reaktiv hely hurok, és a koagulacios faktorokat kot exosite helyek vesznek részt.
Az el6z6 munkankhoz hasonldéan az allosztérikus Utvonalak vizsgéalata Lange és Grubmiiller
altal kifejlesztett moddszerrel tortént, amely Osszefiiggd (korrelalt) mozgasokat is képes
detektalni a molekuladinamikai trajektoridkban. Ezt az analizist az 1T1F és a 1INQ9 alapu
rendszerekben is végrehajtottuk. Altalaban elmondhatjuk, hogy az AT Basel varians hasonld

mintdzatot mutatott, mint a vad tipust AT, jelezvén ezen mutacio valdszintileg kicsi hatasat az
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allosztériara. Ezzel ellentétben a mintazat kiillonb6z6 volt az ATBp3 és kiilondsen az AT
Padua mutéacioknal. Ez valosziniileg azt jelenti, hogy e két varidns esetében az allosztérikus

folyamatokban érdemi véltozasok kdvetkeztek be.

A pentaszacharid kotés vizsgalata Root Mean Square Deviations meghatarozdssal

A rontgen-diffrakcids struktiranak megfelelé pentaszacharid gytirli és a glikozidos kotésben
részt vevo atomok Root Mean Square Deviations (RMSDs) értékeit alkalmaztuk a ligand
értékei kozott a WT, AT Basel és ATBp3 szimulacidok 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 erdsebb AT — heparin kolcsonhatds valosziniileg annak a kdvetkezménye, hogy az Gsszes
vizsgalt varians glikozilaciés mintazata a B-AT-nak megfeleld. A szimulaciokban a B-AT
hasznalatanak az oka az, hogy az a-AT-ban a koté helyhez kozel 1évé nagy oligoszacharid
megneheziti a megfeleld konformaciés mintavételt. Nagyon terjedelmes molekuladinamikai
szimulaciora lenne sziikség ahhoz, hogy pontosabb ,atlagot” kapjunk a glikin és a

pentaszacharid kozotti kdlcsonhatésra.

4.2. A kilenc uj antithrombin mutdns vizsgdlatinak 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 alapité hatdsi AT Budapest 3 (p.Leul31Phe) mutaciot
hordozta. Azonban talaltunk kilenc 0j SERPINCI mutaciét is, melyek az irodalomban eddig
nem szerepeltek vagy a mi munkacsoportunk altal voltak eldszor kdzolve. Ezek a mutaciok a
kiilonb6zé 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,

utolso belépés 2023. November 11) adatbazist is, ahol polimorfizmusként sem taldlhatdak
meg. Az altalunk vizsgalt dsszes beteg heterozigota volt ezekre az (1j mutaciokra nézve. Két
beteg (apa és fia) hordozta a c.41G>A (p.Argl4Lys) mutdciét. 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 kordban szenvedett el mélyvénds thrombosist, azéta nem

26


http://www.hgmd.cf.ac.uk/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://www.1000genomes.org/

tortént thromboticus klinikai esemény. Az apa is hordozza a kimutatott eltérést, de még nem
kovetkezett be ndla thrombosis. Az index beteg hosszl tavii K-vitamin antagonista kezelésben
részesiil, az apja nem kap antikoagulans terapiat. A masodik mutéaciot (c.95G>A, p.Cys32Tyr)
egy nObeteg hordozza, aki elsd thromboticus klinikai eseményét 20 évesen terhesség alatt
szenvedte el (mélyvénas thrombosis tiidéemboliaval). Két visszatérd thromboticus klinikai
eseményt regisztraltak: 41 évesen mesenterialis véna thrombosist és évekkel késébb
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 csaladi anamnézise is pozitiv thrombosis
tekintetében: harom fivére is szenvedett el mélyvénds thrombosist, kettd koziilik
tiiddemboliaban hunyt el. Azonban 6k nem voltak akkor thrombophilia iranyaban kivizsgalva.
A beteg lanytestvére sziilés utan szenvedett el mélyvénds thrombosist. A beteg heparin-
kofaktor-anti-FXa AT aktivitasa és a progressziv anti-FXa AT aktivitdsa alacsony volt és az
AT antigén szintje is ardnyosan csokkent volt. A harmadik mutacié (c.232C>G, p.Arg78Gly)
az AT heparin kot helyét érinti. A hordoz6 egy fiatal ndbeteg endometridzissal. Medddség
miatt vizsgaltdk, nem volt thromboticus klinikai tiinete. A csalddi anamnézis is negativ volt
thrombosisra. Az in vitro fertilizacids (IVF) kezelés elott diagnosztizaltak ATD-vel. Az IVF
terapia alatt és a terhessége folyaman LMWH-t kapott, de hosszitavl antikoagulans kezelés
nem indult. A beteg heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitasa alacsony volt, mig a progressziv
anti-FXa AT aktivitasa és az AT antigén szintje normal tartomanyba esett, ami Il-es tipusu
HBS ATD-at véleményez. A negyedik mutécio (c.362T>G, p.Met121Arg) érintettje egy fiatal
nobeteg, aki 34 évesen szenvedett el MVT-t. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-
FXa AT aktivitas ¢€s az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, I-es tipusit ATD-re
utaltak. A beteg hosszutava VKA antikoaguldcioban részesiil. Az 6todik mutacio (c.734T>C,
p.Leu245Pro) hordozdja egy férfi beteg, aki 42 évesen kapott proximalis MVT-t. A
kortorténetében nem szerepelt provokald tényezd. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv
anti-FXa AT aktivitds és az AT antigén értékek ardnyosan alacsonyak voltak, I-es tipusu
ATD-re utaltak. A diagndzis utan hosszitava warfarin antikoagulans terapia lett beéllitva a
betegnél. A tovabbiakban nem tortént visszatérd thromboticus klinikai esemény. A hatodik
mutacidt (c.807delT, p.Leu270Argfs*14) egy férfi betegnél diagnosztizaltuk, aki oOtszor
szenvedett el MVT-t. Az els6t 16 évesen. Klinikai nézOpontbdl tekintve ez az eset mutatta a

legsulyosabb thromboticus fenotipust. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa
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AT aktivitas és az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, I-es tipusu ATD-re
utaltak. A beteg ¢lethosszig tartd antikoagulans kezelést kap, jelenleg rivaroxabant szed (20
mg napi egyszer). A hetedik mutacid (c.1349A>T, p.Asn450Ile) hordozdja egy négytagu
csalad, akik koziil ketten szenvedtek el MVT-t 23 és 40 éves életkorban. A heparin-kofaktor-
anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitds ¢és az AT antigén eredményeik aranyosan
alacsonyak voltak, I-es tipusi ATD-t jeleztek. A 7 1 jelzésti beteg még nem szenvedett
thrombosist, mindamellett volt négy terhessége, melybdl az elsé spontan vetéléssel végzddott.
A kovetkezO harom terhessége alatt a beteg LMWH kezelést és AT koncentratumot kapott,
azok a terhességei sikeresen végzddtek. Hosszutavl antikoagulans kezelést nem vezettek be
nala. Az index beteg lanytestvére (7 2) a terhessége alatt LMWH ¢és AT koncentratum
terapiat kapott. Mivel az ¢ anamnézisében szerepelt MVT, ezért hosszatava VKA tipust
antikoagulaciora lett beallitva. A 7 3 jeli beteg is VKA antikoagulacioban részesiil, mig a
7 4 jelti beteg nem (6 még nem szenvedett el thrombosist). A nyolcadik mutacidt (c.1367-
1368del,c.1367-1371ins, p.Gly456delins_Ala-Thr) egy ndbetegben azonositottuk, aki 27
évesen terhessége alatt szenvedett el MVT-t, amit egy masodik (kivaltd ok nélkiili) kdvetett 5
¢v mulva. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas és az AT antigén
értékek aranyosan alacsonyak voltak, az I-es tipusi ATD-nek megfelelden. A beteg egész
¢leten at tartd antikoaguldns terdpidban részesiil apixaban alkalmazasaval (5 mg naponta
kétszer). Végiil a kilencedik mutécio (c.1384C>A, p.Pro461Thr), melyet harom nem rokon
betegnél is kimutattunk. Az egyikiik kivaltd ok nélkiil szenvedett el thrombosist, melyet
tiidéembolia kovetett viszonylag 1dds ¢életkorban (62 évesen), 6 jelenleg VKA kezelést kap. A
masik két beteg sokkal fiatalabb volt a thromboticus klinikai eseményiiknél, azonban
mindkettd 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 ¢érteckekhez képest, ezzel inkabb funkcionalis ATD-re utalva. A laboratoriumi
kivizsgalast illetdleg az alap koagulacios tesztek a normal tartomanyban voltak az Gsszes
beteg esetében, vagy csak az adott antikoagulans kezelésnek megfelelden tértek el. A
thrombophilia irdnya vizsgalatok két betegnél APC rezisztenciat és FV Leiden

heterozigotasagot mutattak ki, egy€b thrombofilidt nem igazoltunk.
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4.2.2. Antithrombin szekvencia homologia vizsgadlatanak eredménye

A patogenitas indirekt bizonyitékanak tekinthetd, amint az jol tudott, hogy a betegséget okozo
mutaciok a fehérje erésen konzervalt pozicidiban taladlhatoak.

Ezért elvégeztiik a kilenc 1) mutacid szekvencia homologia azonositasat hét kiilonboz6 fajban
az UniProt fehérjeszekvencia adatbazis segitségével. A vizsgalt aminosav poziciokban, mind
a hét faj esetében, azonos aminosavakat talaltunk (kivéve a 270-es pozicidt, ahol harom faj
esetében leucin helyett prolin van, ezek azonban hasonldéak egymashoz, nem polaros
aminosavak hidrofob oldallancokkal). Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy minden mutacio
esetében erdsen konzervalt poziciorol van szo. A Kozonséges csimpanz (Pan troglodytes)
esetében megfigyeltiik az aminosavak egyezését nemcsak a vizsgalt 6sszes pozicidban, hanem
az azokat koriilvevd régidkban is. Megfigyeltiik tovabba, hogy a 78-as és a 121-es pozicidk és
kornyezetiik is mind a hét faj esetében azonos. A szignal peptid szekvenciaja heterogén a hét
faj esetében, de elkiilonithetiink harom konzervalt részt: az N termindlis részen egy hidrofil
részt, egy hidrofob kozeépso részt €s a polaris C terminalis régiot. A 32-es pozicid a konzervalt

polaris C termindlis részen van, ahol a szignél peptid lehasitd helye talalhato.

4.2.3. A misszensz mutdciok kovetkezményeinek in silico predikcidja

A hét misszensz mutdciot vizsgaltuk hat kiilonbozé webes feliileten elérhetd alkalmazas
segitségével, amelyekkel megjosoltuk az egyes muticiok kovetkezményét. A PolyPhen2
eszkoz a human fehérjékben bekdvetkezé aminosav cserék kovetkezményeit jelzi elére. Tobb
forrasbol szarmazo6 informaciot vesz tekintetbe, ugymint homolog szekvencidkat, szerkezeti
sajatossagokat, €s 3D strukturakat. A MutPred2 gépi tanulasi modellt hasznal, a PhD-SNP egy
Support Vector Machine (SVM)-alapu csoportositd a misszensz mutaciok szdmara, amely
figyelembe veszi a mutacidt, a szekvencia kdrnyezetét és a szekvencia profiljat. A SIFT egy
szekvencia homologia alapi modszer, a MutationTaster program a DNS szekvencia alapjan
josolja meg a variansok és a mutaciok kovetkezményét. A kdvetkezd mutaciok esetében mind
a hat modszer patogénnek vagy betegséget okozonak josolta az eltérést: p.Metl21Arg,
p.Leu245Pro, p.Asn450lle, és p.Pro461Thr. A p.Arg78Gly mutacioval kapcsolatban, ami egy,
a heparin kotd hely kozelében 1évé aminosavat érint, nem voltak egységesek az eredmények.
Egyes alkalmazasok patogénnek, masok benignusnak josoltdk a kovetkezdk szerint: a
PolyPhen 2 program (mindkét érték) és a PhD-SNP joindulatiinak értékelte, de az dsszes tobbi
patogénnek. Két misszensz mutdcid, a p.Argl4Lys és a p.Cys32Tyr, az AT szignal
szekvencidjan helyezkedik el. A PolyPhen 2 és a SIFT programok artalmasnak josoltak ezeket
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a mutacidkat, mig a MutPred2 és a MutationTaster nem patogénnek itélte dket. A PhD-SNP
az elsé mutaciot joindulatinak a masodikat betegséget okozdnak sorolta be. Végrehajtottunk
egy in silico vizsgalatot a szignal peptid hasitasara a SignalP 6.0. program segitségével az
ezen a szekvencian elhelyezkedé mutaciok esetében. A SignalP 6.0. program a szignal peptid
hasité helyet a 32-es és a 33-as aminosav koz¢é josolta a vad tipust és a p.Argl4Lys mutans
esetében nagy megbizhatdsaggal (>0,999). A p.Cys32Tyr vonatkozasaban a program a hasito
helyet szintén a 32-es pozicid utan helyezte, de a predikcid megbizhatdsdga nagyon alacsony

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

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

A HEK-293 sejtek feliiliisz6jabal és sejtlizatumabdol Western blot technikaval a vad tipusa AT
58 kDa-nél erés savként detektdlhatd. Pozitiv kontrollnak 5 egészséges egyén poolozott
plazmajat hasznaltuk és erds savként detektaltuk az AT fehérjét. Negativ kontrollként a mock
transzfekcié mintdjat alkalmaztuk, €s ahogy vartuk, nem kaptunk szignalt. A tranziensen
transzfektalt HEK-293 sejtek feliilusz6jabol a kovetkezé mutacidk 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.Asn450Ile, és a p.Gly456delins Ala Thr. A tranziensen transzfektalt
sejtek sejtlizdtumaban 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, €s a p.Asn450Ile esetében az AT hidnyzik vagy csak nagyon
halvany savként jelenik meg.

A Western blot analizis alapjdn a mutacidkat harom csoportba soroltuk. Az elsé csoport
magaban foglalta a p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asn450Ile mutansokat, melyeknél
alacsony AT fehérje expressziot detektaltunk mind a feliiliszoban mind a sejtlizatumban, ami
alacsony szintli fehérjeszintézisre vagy akar az mRNS hidnyara is utalhat. A p.Asn450lle
mutans esetében a Western blot egy csokkent (koriilbeliil 56 kDa) molekula tomegli AT
fehérjét mutat. A  mésodik  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 szekrécidos zavarra utalva. A harmadik csoport
(p-Argl4Lys, p.Arg78Gly, p.Pro461Thr) azokat foglalja magéba, ahol az AT fehérje erds
savként jelenik meg mind a sejtlizatumban mind a feliiluszoban. Ezek a mutansok lehet, hogy

funkciondlis varidnsok vagy az AT szerkezetére és funkcidjara csak csekélyebb hatassal
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birnak. Hat mutaci6 esetében (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl21Arg,
p.Leu245Pro, és a p.Pro461Thr) stabil transzfekcidt is végeztiink annak érdekében, hogy
nagyobb fehérje hozamot érjiink el a tovabbi vizsgdlatokhoz. A stabil transzfekcid
mindségének ellendrzésére Western blot technikat alkalmaztunk és detektaltuk a vad tipusu és
a hat mutans AT fehérjét a sejtek feliiluszojabol. 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-gPCR vizsgalatot végeztiink a tranziensen transzfektalt HEK-293 sejtek AT mRNS
expresszidjanak meghatdrozasara hdrom fliggetlen transzfekciobol. A  transzfekcio
hatékonysaganak ellenérzésére a béta-galaktoziddz mRNS expressziojat mértilk. 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 aranyaban adtuk meg a kovetkezOképpen: 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
kiilonb6z6 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 4ll. Igy a p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asn450Ile mutaciok
esetében, melyeknél nagyon kevés AT fehérjét detektaltunk a sejtlizdtumokban, vagy
egyaltalan nem detektaltunk a lizdtumban AT-t, inkdbb a fehérje szintézis rendellenessége

valoszind.

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

A vad tipust és a mutans AT antigén szintek ELISA modszerrel voltak meghatarozva
duplikatumban a kiilonbozd transzfekcios kisérletekbdl. Az egyes AT antigén értékeket
normalizaltuk a transzfekcid hatékonysagara, mely wutobbit B-GAL  méréssel
szamszerisitettiink. Az AT antigén koncentracio a sejtek feliiluszojaban a kdvetkezOképpen

alakult (zarojelben a kiilonboz0 transzfekcios kisérletek szama):
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p-Met121Arg 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 koncentraci6 értékek a sejtlizatumokban a kdvetkezdek voltak (zardjelben a
kiilonbozo 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 koncentraci6 alacsony a p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a
p-Asn450Ile mutansok esetében mind a sejtlizatumban, mind a feliilliszoban, a Western blot
analizissel kapott eredményeinkkel Osszhangban. A madasik hat mutans 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
koncentracié a feliiluszokban 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 vonatkozéasaban a feliilisz6 AT antigén koncentracioja a sejtlizatumban talalt

mennyiséghez viszonyitva aranytalanul volt alacsony.

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

antiFXa) és progressziv aktivitast (p-antiFXa) hataroztunk meg a transzfektalt sejtek
feliiluszojabol legalabb két fiiggetlen transzfekcidbol spektrofotometrids mérési modszerrel. A
mutansok heparin kofaktor aktivitds (hc-antiFXa) és progressziv aktivitas (p-antiFXa)
eredményeit a vad tipus AT aktivitdsanak fliggvényében adtuk meg. E kisérletekben is a vad
tipus AT aktivitds értékeit vettiik 100%-nak. A heparin kofaktor aktivitds (hc-antiFXa)
értekek a kovetkezbdek voltak:

p-Leu245Pro 110,00 £ 25,07 %; p.Metl21Arg 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 kdvetkezdképpen 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 aktivitdis nem
mutatott csOkkenést a heparin kofaktor és a progressziv mérésekben, és a két mérés aranyos
eredményeket adott. A p.Arg78Gly mutanst illetdleg az AT heparin kofaktor aktivitas csak a
60%-a volt a vad tipusénak, és a progressziv AT aktivitds eredmények nagy szorast mutattak,
csokkent és normal értékeket is mértiink a kiilonbozd kisérletekben. A p.Pro461Thr

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

4.2.8. A p.Arg78Gly és a p.Pro461Thr mutdns antithrombin fehérjék heparin-koto
képességének jellemzése

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

A kolcsonhatas kinetikus ¢és affinitdsi paramétereit kiillonb6z6 AT koncentracional mért
szenzorgramokbol szamoltuk ¢és atlagoltuk az egyes antithrombinoknal. Ahogy vartuk, a
legerésebb AT-heparin kotés a vad tipus estében volt megfigyelhetd (Kp = 8.49 x107 M). Az
asszociacios alland6 k. = 2.66 x10° 1/Ms. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az AT-heparin
komplex a leggyorsabban a vad tipusti AT esetében alakult ki. A p.Arg78Gly AT muténsnal a
kovetkezé eredményeket kaptuk: Kp = 1.69 x10°® M és az asszocicios konstans ko = 1.15
x10° 1/Ms. A p.Pro461Thr AT mutins vonatkozasaban a kdvetkez6 eredményeket kaptuk: Kp
=1.61 x10° M és az asszociacids konstans k, = 1.38 x10* 1/Ms.

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

kolcsonhatast mutatott a heparinnal, a Ka €és a Kq értékeik hasonldak voltak.

4.2.9. A mutans AT fehérjék N-glikozidaz F emésztése

Az N-glikozilacio a fehérjék egyik dontd poszttranszlaciés modositd 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 variansokrél és még masokrol is leirtdk a glikozilacid gatlasat. Azokat a
mutansokat (p.Met121Arg, p.Leu245Pro, p.Asn4501le, p.Gly456delins_Ala Thr) valasztottuk

ki az N-glikoziddz F emésztésre, melyeknél kevés AT fehérjét mutattunk ki a feliilaszoban,
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ami utalhatott szekrécios problémara, esetleg az N-glikozilaci6 megvaltozasa miatt. A sejtek
feliiliszojanak PNGase kezelése megvaltoztatta az elektroforetikus vandorlas mintazatat a vad
tipus és mind a négy AT fehérje varidns esetében. Ez azt bizonyitja szdmunkra, hogy ezek a
mutans fehérjék N-glikozildlva voltak az endoplazmatikus retikulumban. A vad tipus ¢€s a
négy varians AT fehérje megegyezo elektroforetikus vandorlasi mintazatot 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 mutdaciok vizsgadlataval kapott eredmények
osszefoglaldsa

A TIHBS ATD felismerése iddben visszanyulik a 80-as évekbe, amikor az irodalomban
szamos abnormadlis AT-heparin kdlcsonhatasrol szolo kozlemény sziiletett. Az AT Basel
mutaciordl Brennan €s munkatarsai leirtak, hogy kapcsolatba hozhatd artérias thrombosisal,
¢s heparin-Sepharose affinitds kromatografiaval egy rendellenes csiucsot mutat.
Bebizonyitottdk tovabba, hogy monoklonalis antitest alapi heparin kotési affinitas
vizsgalatban az AT Basel 40-szeres csokkenést mutat a heparin kotés affinitdsban a normal
AT-hoz képest. Az AT Padua mutacidé 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
aktivitasa csokkent volt a normal AT-hoz hasonlitva. Martinez-Martinez és munkatarsainak
egy elegéans vizsgalat sordn kapott eredményei szerint az ATBp3 homozigota betegek plazma
mintdiban emelkedett volt az alacsony heparin affinitdsi AT frakci6. A legfontosabb
megallapitasa a tanulmanyuknak a B-AT kompenzald hatdsanak bemutatdsa volt az ATBp3 és
AT Basel ITHBS tipust mutaciok esetében. Ok ugyan nem vizsgaltak az AT Padua muténst,
de az azonos pozicidoban kialakuld, egy arginin cisztein cserével jar6 mutacid esetében azt
tapasztaltadk, hogy a rekombindns [-izoforma tudta kompenzalni ennek a muticionak a
heparin kolcsonhatasra gyakorolt markans hatdsat. Az 6sszes mutansra egységes modszereket
alkalmazo direkt Osszehasonlitd vizsgalat az ATBp3, AT Basel, és AT Padua mutéaciok
heparin k6td tulajdonsdgainak tanulméanyozasara azonban eldttiink még nem sziiletett. Mivel
AT Basel és AT Padua homozigota betegek nem léteznek, csak rekombindns tisztitott
rendszerbdl volt nyerhetd nagy mennyiségli homozigéta mutans AT varidns, ami a biokémiai

vizsgalatok alapjaul tudott szolgalni. Osszetett in silico tanulményokat sem végeztek

34



kordbban ezen IIHBS tipust mutiansok viselkedésének Osszehasonlitdsara. Hazéankban,
viszonylag nagy AT deficiens beteg csoportunkban (n=449 beteg) a IIHBS tipusu alcsoport a
leggyakoribb. Bebizonyitottuk, hogy az ATBp3 mutacié gyakori el6fordulasa ebben az AT
deficiens populacioban alapitdé hatds eredménye. Szamos klinikai tanulmany sugall
kiilonbségeket a klinikai és laboratoriumi fenotipusokban, foként az AT-heparin kotés
erdsségében a IIHBS AT deficienciat okoz6 kiilonb6z6é mutaciok korében. A ITHBS tipusu
ATBp3, AT Padua, és AT Basel mutaciok dsszefiiggésbe hozhatok MVT-vel, ATE-vel ¢és
terhességi komplikaciokkal is. Heterogenitds volt megfigyelhetd a IITHBS AT deficiens
betegeink laboratoriumi eredményeiben is. A heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitas
csokkent volt. A progressziv anti-FXa AT aktivitds 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 €s heterozigota egyének esetében az
AT antigén koncentracio szignifikdnsan alacsonyabb volt dsszehasonlitva azokat az AT Basel
¢s AT Padua esetekkel. Ez felvetette annak lehetdségét, hogy az ATBp3 mutacié nemcsak a
heparinhoz valé affinitdst befolyasolja, de enyhe kvantitativ defektust is eredményez. A
nanoDSF kisérleteink eredményei alapjan a plazmabol tisztitott homozigoéta ATBp3 csokkent
termostabilitast mutatott a WT AT-al 6sszehasonlitdsban. (Mivel homozigota AT Basel és AT
Padua plazma nem volt elérhetd, ezért ez a kisérlet ezen mutansok esetében nem volt
elvégezve.) Az ATBp3 instabilitasat az in silico vizsgdlataink is megerdsitették, ahol a D
hélix meghosszabbodasat figyeltiikk meg a nativ forméaban és megndvekedett RMSF-t talaltunk
a nem aktivalt allapotdban. Ezek a valtozdsok nem latszanak ugyan végzetesnek, de
vezethetnek enyhe szekrécios defektushoz, vagy az ATBp3 gyorsabb eliminacidjat okozhatjak
annak instabilitdsa miatt. Tudomasunk szerint pulse-chase kisérleteket nem végeztek eddig a
feltételezések igazoldsara, azonban két tanulmanyban az AT génben az ATBp3 pozicidhoz
kozel esé mutaciok csokkent szekrécidhoz vezettek.

Ebben a tanulmanyunkban az ATBp3, AT Basel és AT Padua mutdnsok AT-heparin kot
tulajdonsagaira fokuszaltunk ¢és a heparin kotd affinitdsuk kiilonbségeinek hatterét
szandékoztunk felderiteni. Poolozott normal human plazmat és ATBp3 heterozigota, ATBp3
homozigota, AT Basel heterozigéta és AT Padua heterozigdta betegektdl szarmazo AT
deficiens plazmat vizsgaltunk meg keresztezett immunoelektroforézis modszerével.
Megallapitottuk, hogy a heparin affinitasban az ATBp3 heterozigbta és az AT Basel
heterozigota plazmak nem kiilonboztek. Az AT Padua heterozigdta plazmat vizsgalva egy
erdsebb alacsony heparin affinitast frakciot figyeltink meg, mig az ATBp3 homozigbta

plazmaban csak ez az alacsony heparin affinitasu frakcio jelent meg. Ezek a megfigyelések

35



azt sugalljdk, hogy az AT Padua a legsulyosabban érintett AT mutans a heparin affinitas
szempontjabol. Amennyiben kiilonb6zé IIHBS ATD betegek progressziv és heparin kofaktor
aktivitasat 6sszehasonlitottuk a kiilonb6zd heterozigota [IHBS mutacidkat dsszehasonlitva a
p-anti-FXa ¢és a hc-anti-FXa AT aktivitds ardnya az AT Padua esetében volt a legmagasabb.
Az AT Basel ¢s AT Padua homozigota betegek hidnya miatt ezen mutdciok biokémiai
kovetkezményeinek direkt Osszehasonlitdsa plazma mintdkban problémaés. Ezért a tovabbi
vizsgalatokhoz 1étrehoztunk rekombinans modelleket. A rekombinans WT AT és ATBp3, AT
Basel, AT Padua fehérjéket HEK-293 sejtekben expresszaltuk. A stabilan expresszalt
fehérjéket 6sszegylijtottiik, koncentraltuk és affinitas kromatografiaval tisztitottuk. Ezeket a
tisztitott fehérjéket SPR modszerrel vizsgaltuk. A vad tipusi és a mutdns AT-ok heparin
affinitasat vizsgaltuk immobilizalt heparin felszinen. Az SPR mddszer szamos elénnyel
rendelkezik a molekularis kolcsonhatasokat vizsgalé modszerek kozott. Jelolésmentes, valos
idejli, kdzepes ateresztOképességli tesztet biztosit €s csak kis mennyiségili anyagot és reagenst
igényel. Optikai mddszert haszndl az arany felszinhez kozeli kozeg torésmutatd valtozasanak
a detektaldsara, amikor az analit molekuldk a fém felszinhez kotott ligand molekuldakhoz
kotddnek. A mai napig csak nagyon kevés szdmu tanulmény jelent meg, amely az AT —
heparin kdlcsonhatast SPR technikaval vizsgalja. Azonkiviil nem volt olyan irodalom, amely
a [IHBS mutansok direkt 6sszehasonlitdsat mutatja be. Zhao és munkatarsai egy 1j modszert
fejlesztettek ki a heparinok antikoagulans aktivitasanak egyszeri mérésére SPR modszerrel. A
vizsgalt heparin antikoaguldns aktivitdsanak meghatirozésara kompetitiv modszert
alkalmaznak, melyben az oldott fazisban 1évé vizsgilandé heparin és a chip felszinén
immobilizalt heparin verseng az AT kotésért. Kiilonboz6 allati forrasokbol kinyert
heparinokat ¢s alacsony molekulasulya heparinokat analizaltak e modszerrel és az
eredmények reprodukalhatonak bizonyultak, tovabba jol korrelaltak a rutin hemosztazis
laboratoriumban hasznalt kromogén meghatarozasbol szarmazo eredményekkel (korrelacios
egylitthatd r = 0,98 az anti-Xa ¢és r = 0,94 az anti-Ila esetében). Ezt a jol kidolgozott
kompetitiv SPR moddszert szdmos tanulmany alkalmazta a heparin — fehérje kdlcsonhatas
jellemzésére. Kordbban SPR mérést alkalmaztak mar a prothrombin, thrombin, AT, és
fibrinogén heparin kotd tulajdonsaganak vizsgalatara is. Biotinalt heparin, heparin-albumin
konjugéatum, és albumin volt kikdtve a sztreptavidin-fedett szenzorra, mint ligandok. Az AT
kotédési mintdzata heparinhoz és heparin-albumin konjugéathoz, bar specifikus volt, de
bifazisos, valdsziniileg a kotési folyamat alatt lejatsz6dd konformaciovaltozas miatt. Az
egyensulyi allapot kinetikajanak vizsgalata 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 iranyaba. Ezen értékeket Osszehasonlitva a mi
eredményeinkkel, megéllapithatjuk, hogy ezek a Kp értékek a mi vad tipusti rekombindns AT
fehérjénk Kp értékéhez kdzel vannak (Kp = 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 tipusi 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 szandékoztuk megmagyarazni. Az AT Basel varians ligandum nélkiili
a pentaszacharid kotéssel. A vizsgalt variansok koziil az AT Basel mutacid érintette a
legkevésbé a fluktuaciokat €s az allosztérikus utvonalakat a vad tipussal 6sszehasonlitva, ezért
nem valdszinli, hogy ennek a muticionak erds destabilizald hatidsa lenne a mésodlagos ¢és
harmadlagos szerkezetre. Az ATBp3 varians vonatkozasdban ndvekedett fluktuédciot
figyeltiink meg a fehérjében a heparin koté helyhez kozel és még tavolabbi régiokban is. A
»generalizalt korrelacid” szamitasokbol, azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy ez a varians
valdszinlileg azokat az allosztérikus utvonalakat érinti, melyek az AT konformdacios
aktivaciojaban jatszanak szerepet. A szimulacidink alapjan az AT Padua varidnsnak van a
legsulyosabb kovetkezménye. Az RMSF modszerrel mért a-szén atomok fluktudcidja
szignifikansan emelkedett volt a normal AT-hoz hasonlitva mind nem-aktivalt és aktivalt
allapotban. A ,,generalizalt korrelaci6” szamitasok alapjan az allosztérikus tutvonalak is
érintettek. Ugy tiinik, hogy ennek a varidnsnak a heparin kotési defektusan kiviil még
pentaszacharid komplex szimul4dcidban sem volt megfigyelhetd. A szimulacids trajektoridkbol
csak mindségi kovetkeztetéseket tudtunk levonni a WT és a mutins AT pentaszacharid
kotésével kapcsolatban, hiszen a részben, vagy teljesen disszocialt konformaciokbol elégtelen
mintavételezést tudtunk csak kivitelezni, igy szabad energidkat sem tudtunk szamitani. Ezen
szamitasok elvégzéséhez mads, ,,javitott” mintavételezési technika sziikséges, példaul a nemrég
publikalt LiGaMD modszer.

Tobb okbol is nehéz leforditani a tisztitott rendszer biokémiai vizsgalatainak eredményét és az
in silico analizis megfigyeléseit direkt modon a klinikai kovetkezményekre. El0szor azért
mert az in vitro tanulmanyok rekombinéns tisztitott homozigdta AT varidnsokat hasznaltak,
mig a betegek a kiilonbozé mutacidval (kivéve az ATBp3 homozigotakat) 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 kotd affinitdst. Masodszor, mivel a thrombosis egy altalanos komplex betegség az
AT deficienciabol adodo kockazat modosulhat més genetikai vagy kornyezeti faktorok miatt,
ami szintén eltérd a betegek kozott. Raadasul lehetnek védd faktorok is (nem teljesen
tisztdzott még most, melyek ezek), amik modositjdk a klinikai kép sulyossagat AT

deficienciaban gén — gén vagy gén-kornyezet kdlcsonhatasokon keresztiil.

5.2. A kilenc uj antithrombin mutdcio biokémiai kovetkezményeinek osszefoglalasa

Kilenc 0j AT mutacié (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asnd450Ile, p.Gly456delins Ala Thr, p.Pro461Thr) klinikai ¢&s
molekularis karakterizalasat végeztiik el. Indirekt és direkt bizonyitékokat gytijtottiink, hogy
meghatarozzuk patogenitasuk mértékét, és hogy ATD alcsoportokba csoportositsuk Oket. A
misszensz varidnsok koziil a p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450lle, és a p.Pro461Thr
mutaciokat mind a hat (PolyPhen2 HumDiv, PolyPhen2 HumVar, MutPred2, PhD-SNP, SIFT
¢s MutationTaster) in silico médszerrel vizsgalva patogénnek talaltuk, és az AT szekvencia
homologia vizsgalata is aldtdmasztotta az artalmas hatdsukat. Két misszensz mutacio, a
p.-Argl4Lys és a p.Cys32Tyr, az AT szekvencia szigndl 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 mutéans in silico predikcioja
eléggé ellentmondasos volt (harom modszer sorolta nem patogén mutacidnak), azonban a
homologia vizsgalat er6sen konzervalt poziciot jelzett a mutdciora. A p.Argl4Lys mutaciot
hordoz6 beteg plazma mintdjdban csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitds €s
csokkent progressziv anti-FXa AT aktivitds 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 aktivitas eredmények alapjan). Ezek €s a varians pozicidja (a szignal peptid N-
erdsitik meg kétségteleniil a mutacid patogén voltat, és azt sugalljadk, 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 SERPINCI génben nem taldlunk
okozati mutaciot, akkor a kovetkezd gének befolyasolhatjak a plazma AT szintjét: az AT gén
transzkripcids kontrolljaban vagy poszttranszlacidos modositdsaban részt vevé gének mutacioi,
vagy az AT eltavolitasaban részt vevo fehérjék génjei. Az is elképzelhetd, hogy a p.Argl4Lys

mutacidhoz kapcsolddik egy masik mutacido a SERPINCI gén tavoli promoter vagy introni
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szintet. Sajnos nem tudtunk kiterjesztett csaladvizsgalatot végrehajtani a varidns és az okozott
betegség kapcsolatanak tovabbi elemzésére. A p.Cys32Tyr muticid a betegben alacsony
heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitast és alacsony progressziv anti-FXa AT aktivitast
okozott és az AT antigén szintje is aranyosan csokkent volt. A rekombinans p.Cys32Tyr
fehérje Western blot analizise nagyon alacsony AT expresszidt mutatott ki mind a
feliiliszoban és a sejtlizatumban, melyet az AT antigén mérés is megerdsitett. Normal mRNS
szintet mutattunk ki RT-qPCR modszerrel, mely transzlacids vagy poszttranszlacios defektet
valoszintsit. A p.Cys32Tyr mutacié a szignal peptid konzervalt polaris C-terminalis
abnormalis hasit6 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 szempontjabdl. Jochmans és munkatarsai leirtak egy varianst I-es tipusit ATD
betegben, ahol a cisztein argininre valtozott ebben a pozicidban, és patogénnek taldltdk. Az in
silico és biokémiai vizsgalataink alapjan a p.Cys32Tyr mutaciot karos varidnsnak tudtuk
mindsiteni, amely I-es tipusu ATD-hez vezet. A p.Arg78Gly mutaci6 az AT heparin kot
helyét érinti. A beteg heparin-kofaktor-anti-FXa AT aktivitdsa alacsony volt, mig a
progressziv anti-FXa AT aktivitasa és az AT antigén szintje normal tartomanyba esett, ami II-
es tipusi HBS ATD-at véleményez. A rekombindns p.Arg78Gly mutdns Western blot
analizise és az AT antigén mérés nem mutatott eltérést, azonban a heparin-kofaktor-anti-FXa
AT aktivitas aranytalanul alacsony volt. Az SPR mérések megerdsitették a megvaltozott
heparin — AT kolcsonhatast. Bravo-Pérez és munkatarsai 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 tipustt HBS
deficiencianak soroltak be, ami egyezd a mi eredményeinkkel. A p.Metl21Arg mutacio
hatasara a betegben a heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas és az
AT antigén értékek ardnyosan alacsonyak voltak, I-es tipusa ATD-re utaltak. A rekombinans
p-Metl121Arg AT fehérje Western blot vizsgalata szekrécidos zavarra utalt, mivel a
sejtlizatumban magas AT fehérje expressziot de a feliiluszoéban alacsonyat detektaltunk. Ezzel
megegyezden az AT antigén szint nagyon magas volt a sejtlizdtumban ¢és alacsony volt a
médiumban a sejtlizdtum AT szintjéhez hasonlitva. Megvizsgaltuk az N-kapcsolt glikozilaciot

N-glikozidaz F emésztéssel, ami megegyezd volt a vad tipussal normal glikozilaciot jelezve
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az ER-ban. Egy feltételezett magyarazat a sejtlizatumok 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 apoptdzis
utvonalra. Az irodalomban két masik mutaciét is talaltunk ebben a pozicioban, p.Metl1211le,
¢és a p.Metl21Lys, azonban ezekben az esetekben expresszids tanulmanyok nem sziilettek. A
kisérletes eredményeink alatamasztjdk a p.Metl21Arg muticid patogén természetét. A
p.Leu245Pro mutacidé 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 tipusa 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 megegyezd volt a vad tipussal normal glikozilaciot jelezve az ER-ban. Az
irodalomban megtalaltuk az AT Murcia (p.Lys241Glu) mutaciot, mint egy szomszédos
varianst. Bizonyos misszensz mutaciok I-es tipusi ATD-t tudnak okozni a protein foldingot
érint0 hatdsukkal, azaltal, hogy a rosszul feltekeredett fehérjék lebomlanak a lizoszomakban
vagy felgyiilemlenek az ER belsejében. Ezen mutacié esetében, a p.Met121Arg mutacidhoz
valdé hasonlésdga miatt, feltételezziik az UPR mechanizmust, amely a ATD I-es tipust
fenotipus oka. A p.Leu270Argfs*14 mutaciot egy férfi betegnél diagnosztizaltuk, aki 6tszor
szenvedett el MVT-t. Klinikai nézépontbol tekintve ez az eset mutatta a legsulyosabb
thromboticus fenotipust. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv anti-FXa AT aktivitas €s
az AT antigén értékek aranyosan alacsonyak voltak, igy I-es tipusi ATD-re utaltak. A
rekombinans p.Leu270Argfs*14 fehérje Western blot vizsgalata és az AT antigen mérés
alacsony AT szinteket tart fel mind a feliilisz6 és a sejtlizatum mintadkban. Az RT-qPCR
mérés normal RNS szintet mutatott, amely transzlacids problémara hivta fel a figyelmet. A
270-es pozicid utan egy stop szekvencia jon létre, ami a transzlacid korai terminalasat okozza.
A p.Asn450Ile muticid hordozodja egy csalad. A heparin-kofaktor-anti-FXa, a progressziv
anti-FXa AT aktivitdsuk és az AT antigén eredményeik aranyosan alacsonyak voltak, I-es
tipusu ATD-t jeleztek. A rekombindns p.Asn450Ile fehérje Western blot analizise alacsony
AT expressziot mutatott ki mind a médiumban mind a sejtlizdtumban. Kimutattunk egy
abnormalis AT fehérjét gyorsabb elektroforetikus mobilitdssal az SDS-PAGE gélen, ami

sériilt poszttranszlaciés modositast sugall. Ezért megvizsgéltuk az N-kapcsolt glikozilaciot N-
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glikozidaz F emésztéssel, ami megegyezd volt a vad tipussal, normal glikozilaciét jelezve az
ER-ban. Azonban mas poszttranszlaciés mechanizmusok defektusai is felelések lehetnek a
kifejlodott I-es tipusa ATD-ért. A p.Gly456delins Ala-Thr mutacié (egy aminosavval
hosszabb fehérje képzdodik) a betegben aranyosan alacsony heparin-kofaktor-anti-FXa,
progressziv anti-FXa AT aktivitas és AT antigén értékekben nyilvanult meg, az I-es tipusu
ATD-nek megfelelden. A rekombindns p.Gly456delins Ala-Thr fehérje Western blot
vizsgalata magas AT expressziot mutatott a sejtlizatumban de alacsonyat a feliiliszoéban. Ezek
az eredmények szekrécids zavarra utalnak, de nem a sériilt N-kapcsolt glikozilacid6 miatt.
Jochmans és munkatarsai leirtak egy glicin arginin cserével jar6 szekvencia valtozast a 456-0s
pozicidban (p.Gly456Arg), amit patogénnek taldltak. A p.Pro461Thr muticiot harom nem
rokon betegnél is kimutattunk. A heparin-kofaktor-anti-FXa és a progressziv anti-FXa AT
aktivitds értékek ardnytalanul alacsonyak voltak az AT antigén értékekhez képest, ezzel
inkdbb 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 alatdmasztottdk a modosult heparin — AT kolcsonhatast, ami IIPE
variansra utal. Az eredményeinket megerdsiti az irodalomban talalt p.Pro461Leu mutacio,
amit [IPE tipustinak csoportositottak a szerzok, és a p.Pro461Ser mutacio, amit szintén 1IPE
tipusba soroltak. Uj mutaciok esetében azok patogenitasanak igazolasa vagy megcéfolasa
nagyon fontos a beteg tovabbi gondozdsa szempontjabol. Tovabba a mutaciok és
kovetkezményeik Osszegylijtése adatbazisokba, segiti a tovabbi betegek diagnosztikdjat is.
Mivel az ATD laboratoriumi kivizsgéaldsanak vannak limitalo tényezodi, €s a beteg plazma
mintdjadban mért AT aktivitads gyakran nem felel meg a klinikai fenotipusnak, fontos felmérni
az 0 mutdciok hatasat az AT szerkezetére és funkcidjara in vitro kisérletekkel.
Tanulmanyunkban sulyos I-es tipusu ATD-t igazoltunk a kovetkez6 mutaciokban:
p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és p.Asn450Ile (megvaltozott szintézis) és a p.Metl121Arg,
p.Leu245Pro és a p.Gly456delins Ala Thr (megvaltozott szekrécio). Ezek a betegek legalabb
egy thrombosist elszenvedtek, st a legtobb esetben tobb thrombosist is regisztraltunk. A
IIHBS ATD tipusu (p.Arg78Gly) esetében, ami kevésbé sulyosnak tlint, a beteg nem
szenvedett el thrombosist és az ATD diagndzisa egy alapos laboratoriumi kivizsgalas
részeként lett megallapitva in vitro fertilizacid el6dtti vizsgélatok részeként. E beteg a
diagnozist kovetéen LMWH kezelést kapott a terhessége alatt, de hosszutava antikoagulaciot
nem vezettek be ndla sziilés utdn, jelenleg is tlinetmentes. A p.Pro461Thr muticionak

pleiotrop hatdsa van az AT-ra, klinikai stulyossdga szamottevd, az Osszes ezt a mutaciot
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hordozé beteg szenvedett el thrombosist. Azonban vagy provokald tényezot fedeztiink fel a
hattérben vagy a beteg iddsebb volt a thrombosis idején. Végiil a p.Argl4Lys patogenitdsanak
szerepe kérdéses a vizsgalataink alapjan. Az egyik ezt a varianst hordoz6 beteg tlinetmentes, a
masik egy thrombosist szenvedett el. Nem tudjuk kizarni egy f6 (nem regisztralt) provokalo
faktor jelenlétét a thrombosisdnak hatterében vagy hogy az alacsony AT szintet egy masik, a
csaladdjiaban eddig még nem azonositott genetikai defektus okozza. Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy kiilonb6z6 SERPINCI mutaciok patogenitasanak természetét tartuk fel in
vitro expresszios vizsgalatokkal €s in silico analizissel, melyek kiilonféle mechanizmusokat

vetnek fel a patogenitas okaként.

6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkénk 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.Asn450Ile, p.Gly456delins Ala Thr,
p.Pro461Thr) részletes biokémiai és in silico elemzését, patogenitasuk igazolasat végeztiik el.
Az eredményeink alapjan a I[IHBS tipusi mutaciok méddosult AT-heparin kdlcsonhatasanak
hatterében kiilonb6z6 molekularis mechanizmusok allhatnak. A p-anti-FXa és a hc-anti-FXa
AT aktivitds aranya az AT Bp3 homozigotaknal a legmagasabb, ami azt bizonyitja, hogy
ennek a genotipusnak van legnagyobb hatasa az AT-heparin kolcsonhatasra. A heterozigotak
Osszehasonlitdsakor azonban az AT Padua esetében észleljiik a legmagasabb p-anti-FXa és a
hc-anti-FXa AT aktivitds ardnyat, ami Osszhangban van azzal, hogy e mutacionak van a
legerdsebb hatdsa az antithrombinon. Ez esetben figyeltiik meg a leglassabb AT-heparin
komplex kialakulast és a leggyengébb kolcsonhatast a heparinnal. A keresztezett
immunoelektroforézis vizsgalatban az AT Padua mutatott a normal frakcidhoz képest
nagyobb alacsony-affinitasu frakciot. A molekula modellezd tanulmanyok megerdsitik ezeket
az eredményeket, mivel az AT Padua konformécids valtozasokat mutatott az AT N-termindlis
hogy a mutéicio érinti mind a konforméciot és az allosztériat tavoli részein az AT Padua
molekulanak. Az AT Basel sokkal lassabban kot a heparinhoz, mint méas mutansok
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 stabilitdsa valdszinlileg csak kis mértékben érintett. Az ATBp3 mutatta a

leggyorsabb és legerdsebb AT-heparin komplex kialakulast az SPR vizsgélatokban. Azonban
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megnovekedett fluktuacioja felveti ennek a varidnsnak a destabilizalé hatasat. Ezek
egylittvéve a human plazmabol izolalt homozigéta ATBp3 csokkent termostabilitdsaval,
felvetik ennek a mutacionak a pathogenitasdban egy mennyiségi komponens jelenlétét is.

A kilenc 1) 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 és in silico analizissel bizonyitottunk kiilonb6z6 mechanizmusokat a
pathogenitds hatterében. Héarom mutans esetében (p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14,
p-Asn450lle) a protein szintézis zavara, masik harom esetben (p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p.Gly456delins Ala Thr) szekrécios zavar okoz I-es tipusi ATD-t. A p.Arg78Gly mutéacid
ITHBS, mig a p.Pro461Thr IIPE tipusba sorolhatd, a szignalpeptidet érintd p.Argl4Lys

mutacid patogén szerepe nem igazolddott.
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