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Nuestro grupo demostré la poca variabilidad del gen que codifica la antitrombina (AT) y su escasa
asociacion con los niveles de AT en poblacién sana, sugiriendo la existencia de genes moduladores.
Mediante un estudio GWAS asociamos el gen LARGE, que codifica una N-acetilglucosaminiltrans-
ferasa (NAcG-T) implicada en O-glicosilacién de proteinas, con los niveles de AT.

Objetivo: Validar y caracterizar el efecto modulador de LARGE sobre los niveles plasmaticos de
AT.

Métodos: En 10 sujetos sanos cuantificamos la expresion de LARGE en células mononucleadas
mediante qRT-PCR, asi como los niveles de AT en plasma mediante sistemas cromogénicos. Me-
diante analisis glicomico de alta resolucién analizamos la AT plasmatica purificada de los sujetos
con mayor y menor expresion de LARGE. El efecto del silenciamiento de LARGE, realizado con
siRNA, se evalué en 2 lineas celulares, HepG2 (con expresién constitutiva de AT) y HEK-EBNA
transfectada con cDNA de AT humana. Los niveles de expresion extracelular e intracelular de AT
se estudiaron mediante ELISA, Western Blot, microscopia confocal y analizando la actividad anti-
coagulante. Ademas, en HepG2 evaluamos la expresion de otras glicoproteinas con N-glicosilacién
(antitripsina, protrombina y transferrina).

Resultados: Observamos una correlacién significativa entre la expresion de LARGE vy la actividad
anti-FXa en sujetos sanos (12=0.8). Sin embargo, el analisis glicomico de la AT purificada de 2 sujetos
con alta y baja expresion de LARGE no mostré diferencias significativas en cuanto a niveles y caracte-
risticas de los componentes glucidicos de AT. Especificamente, el contenido de N-acetilglucosamina
era similar. Por otro lado, el silenciamiento de LARGE (en los dos tipos celulares fue del 50%) redujo
4 veces los niveles extracelulares de AT. La proteina secretada tenia el mismo tamano y funcionalidad
que la generada por células no silenciadas. Asi mismo, se observé un aumento de los niveles intra-
celulares de AT en las células silenciadas. El mismo efecto, pero menos intenso, se objetivd para las
otras glicoproteinas hepaticas evaluadas.

Conclusién: Nuestro estudio valida de forma experimental el papel del gen LARGE como mo-
dulador de los niveles de AT. La reduccién de niveles de LARGE provoca una reduccién en la
secrecién de AT y su retencién intracelular. El efecto se extrapola a otras glicoproteinas, lo que
sugiere que esta NAcG-T, implicada previamente sélo en O-glicosilacién, participa de forma directa
o indirecta en la secrecién de N-glicoproteinas. Defectos funcionales o reduccién de niveles de
LARGE podrian incrementar el riesgo trombético.
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