Uj Antithrombin muticiok karakterizalasa, fehérjebiokémiai vizsgalata
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Az Antitrombin (AT) a szerpinek csaladjaba tartozd progressziv inhibitor, a véralvadasi
rendszer egyik f6 szabalyozdja. Az AT deficiencia stulyos kockazati tényezd a vénas
tromboembolidk tekintetében. Az AT hidny mennyiségi és mindségi zavart jelenthet, mely a
heparin-kotés zavaraval jaro eltérések kivételével homozigbta formaban az élettel
Osszeegyeztethetetlen. A deficiencidk hatterében all6 mutéaciok heterogének, ma mar tobb
mint 230 okozati mutacidt ismeriink.

A Debreceni Egyetem Klinikai Laboratériumi Kutatdé Tanszékén 2007-2015. aprilisa
kozott 150 beteg (n=92 proband) esetében igazoltuk az AT deficienciat okozo genetikai
eltéréseket. Osszesen 16 féle mutaciot azonositottunk, melyek koziil 6-rol még nem szamoltak
be az irodalomban.

Munkank célja négy 10j, AT deficienciat eredményezd mutacié (p.Asnd50lle,
p.Gly456delins-Ala_Thr, p.Pro461Thr, p.Leu270ArgfsX13) biokémiai kovetkezményeinek
felderitése, genotipus-fenotipus sszefiiggések megallapitasa volt.

In vitro kisérletekben vizsgaltuk a HEK293 sejtekben expresszalt vad tipust és mutans
AT fehérjék tulajdonsagait. A sejtek médiumabdl és lizatumabol ELISA és Western blotting
madszerrel azonositottuk a termeltetett fehérjék mennyiségét. Pulse-chase analizist végeztiink
mennyiségét qPCR technikaval. A vad tipusi és mutdns AT fehérjék sejten beliili
elhelyezkedését immunfluoreszcens festéssel, konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopiaval
detektaltuk. A fehérjék szerkezetében torténd valtozasokat molekula modellezéssel
vizsgaltuk.

Az lle450 mutans esetében csekély mennyiségii fehérje termel6dését tapasztaltuk,
mely szekréciora keriilt a sejtek médiumaba. Az Ala-Thr456 varidns a vad tipushoz képest
kisebb mennyiségben termelddik, de szekréciora csekély mértékben keriil. A pulse-chase
kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a mutans fehérje gyorsabban lebomlik. Az intracellularis
lokalizacié vonatkozdsaban nem tapasztaltunk jelentds eltérést a vad tipushoz képest. Az
ArgfsX13 270 mutans génrdl csokkent mRNS szintézis torténik, fehérjeszintézist nem
detektaltunk. A Thr461 varidans a vad tipushoz hasonldé mennyiségben termelddik és
szintetizalodik.

Az 1le450 és Ala-Thr456 mutansokra csokkent fehérjeszintézis és gyors fehérje
lebomlas, mig az ArgfsX13 270 mutansra csokkent mRNS szintézis jellemz6. A Thr461
varians esetében funkciobeli zavar allhat fenn.



