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1. Bevezetés és célkitiizés

A cink (Zn) az emberi test alapvetd nyomeleme. Biologiai funkcioja
harom kategoriaba sorolhato: strukturalis, szabalyozo ¢és Kkatalitikus.
Hozzajarul a fehérjeszerkezethez, szabalyozza a génexpressziot és katalizalja
az enzimaktivitdst. A sejtek szintjén, a cink alapvetd szerepet jatszik a

proliferacidban, a differencidlodasban és az apoptdzisban.

Az elmult évtizedben felfedezték a fehérjék homeosztatikus rendszerét,
amelyek a cellularis cinket koordinaljak; a cink importja, exportja €s elosztasa
altal. A fehérjék mutacioi a homeosztatikus szabalyozast jelentosen képesek
befolyasolni. E rendszer részét képezik regulatorok és olyan transzmembran
transzporter fehérjék, melyek a cinkionokat a membranokon keresztiil
szallitjak. Két f6 cink transzporter csalddot azonositottak: az SLC30A (mas
néven Zn transzporter, ZnT) és SLC39A (mas néven Zrt-, Irt-kapcsolt fehérjék,
ZIP). Emberben tiz SLC30A/ZnT gént és 14 SLC39A4/ZIP gént azonositottak.

A ndk ¢lete folyaman az egyik leglatvanyosabb bioldgiai adaptacio a
kismedence és a hiively atalakuldsa a sziilésre valo felkésziilésre, illetve a
terhesség utdn a normalis allapot visszanyerése. A menopauza még jelentdsebb
valtozasokat hoz, ugyanis szamos koros folyamat indulhat meg ¢és ezek a

negativ folyamatok kihatassal vannak a ndk szervezetének egészére.

Ezek a wvaltozasok a hiivelyfalat jelentésen ¢érintik az emlitett
id6szakokban. Ezért is fontos, hogy megértsiik azokat a folyamatokat, amelyek
lassithatjak, vagy akar javithatjdk a hiivelyben kialakul6 karos hatdsokat. A
menopauza utdn a nyomelemek metabolizmusaban  bekovetkezd
tényez0 is befolyasolhatja, mint példaul az étrend, az elemek poétlasa, illetve a

cink transzport miitkddése. Mivel jelenleg a hiivelyszovet cinkszintjérdl, a cink



transzporter gének miitkodésérdl, a kozottiik 1évo dsszefiiggésekrdl viszonylag

keveset tudunk, igy a disszertacioban ezek megismerésére torekedtiink.

Feltételeztiik, hogy a hiivelyszovet €s a teljes vér cinkszintje korrelal, és
hogy a nyomelemek koncentracigja dsszefliggést mutat az Gregedéssel vagy a
menopauzaval. Hipotézisiink az volt, hogy a hiivelyi szovet cinkszintje az
oregedéssel csokken. Tovabbi hipotézisiink volt, hogy a cink transzporterek
kiilonb6z6 modon expresszalodnak a hiivelyi szdvetekben, és a menopauza
utan az expresszid szintje csokken, ami hozzajarulhat a posztmenopauzas
néknél fellépd megvaltozott hiivelyfal Osszetételhez. Hipotézisiink
teszteléséhez, pre- és posztmenopauzas ndk teljes vastagsagu hiivelyfal

mintainak vizsgalatat inditottuk el.
Célul tiiztiik ki, hogy

1. induktiv csatoldsu plazma optikai emisszids spektrometria (ICP-OES)
modszerrel meghatarozzuk a vér és a hiivelyi szovet cinkszintjét, és
megallapitsuk, hogy van-e 0Osszefliggés a teljes vér ¢és a hivelyi
szovetmintak cinkszintjei kdzott, és hogy a kapott értékek osszefliggenek-
e a beteg ¢letkoraval vagy a menopauza allapotaval.

2. meghatarozzuk a ZnT1-10 és ZIP1-14 transzporterek génexpresszios
profiljat valos idejli kvantitativ polimerdz lancreakcio (qPCR) modszerrel
¢s immunhisztokémiai (IHC) vizsgélattal az egyes gének altal kodolt
fehérjék termelddését a hiivelyszovetben.

3. bdvitsiik ismereteinket az SLC30A és SLC39A csalddokhoz tartozo cink
transzporter gének egyedi nukleotid polimorfizmusairol (SNP-k) és
megtudjuk, hogy van-e dsszefiiggés ezen SNP-k és a teljes vér, valamint

a hiivelyszovet cinkszintje kozott.



2. Irodalmi attekintés

Szervezetiink fontos épitokovei az asvanyi anyagok. A bioldgiai szovetek
asvanyi alkotorészei koncentraciojuktol fliggéen két kategoriaba sorolhatok.
Az egyik csoport, a makroelemek, ezek a taplalkozas szempontjabol fontos
asvanyok. Napi beviteli kovetelmény egy feln6tt embernél magasabb, mint 100
mg/nap. Ebbe a csoportba tartoz6 elemek a natrium, kalium, klor, kalcium,
foszfor, magnézium [1, 2].

A masik csoport pedig a nyom- vagy mikroelemek, amelyek kis
mennyiségben taldlhatok meg, viszont elengedhetetlenek szervezetiink
megfelelé mikddéséhez. A nyomelemek kiilonb6z6 metabolikus jellemzokkel
¢s funkcidkkal rendelkeznek. Részt vesznek a szoveti, sejtes €s szubcelluldris
mukodésben; ezek kozé tartozik a humoralis €és sejtes mechanizmusok altali
immunszabalyozas, idegvezetés, izomodsszehuzodasok, membranpotencial
szabalyozasok, mitokondridlis aktivitds és enzimreakciok. A nyomelemek
kozé tartozik a vas, a cink, a réz, a kobalt, a krom, a jod, a fluor, a szelén, a

mangan és a molibdén [2, 3].

2.1. A cink homeosztazisa és szerepe

A cink az emberi szervezetben a masodik leggyakoribb nyomelem a vas
utan. Két vegyértékii kation (Zn?"), amely fiziologias koriilmények kozott nem
redukalodik [4].

A cink az ¢lethez feltétlentiil sziikséges nyomelem. Ezt el6szor 1869-ben
bizonyitottdk Aspergillus niger-ben [5], majd a késébbiekben ndvények [6],
madarak [7] és patkanyok [8] vizsgalata is igazolta elengedhetetlen szerepét.

1961-ben emberben is azonositottak esszencialis mikrotdpanyagként.



A cink elengedhetetlen nyomelem és katalitikus kofaktor, amely részt vesz
a sejtek novekedésében ¢és fejlodésében [9]. Szerepet jatszik a szénhidratok, a
zsirsavak, és a makrotdpanyagok anyagcseréjében. Hozzdjarul a sejtek
oxidativ stresszel szembeni védelméhez [10]. Sejtszinten a proliferacidban, a
differenciacioban €s az apoptdzisban egyarant szerepe van [11]. Tovabbi
cinkigényes funkciok: a nukleinsav (DNS) metabolizmus ¢€s helyreallitas, az
immunitas, a reprodukcid, a latas, az izlelés, a kognitiv funkciok és az
intermedier anyagcsere [12-15]. Ezeken feliil a cink elengedhetetlen a
neurogenezishez, a szinaptogenezishez, az idegsejtek novekedéséhez €s a
neurotranszmisszio folyamatahoz [16-18]. Glutamaterg neuronok specifikus
vezikulumaiban tarolodik és aktivitas-fliggdé modon szabadul fel, mint

neuromodulator [19].

A felndtt emberi szervezet hozzéavetdleg 2-3 g cinket tartalmaz [20].
Ennek korolbeliil 60%-a a vdzizomzatban, nagyjabol 30%-a a csontokban, 5%-
a a m3jban ¢és a borben, a maradék 2-3%-a pedig egyéb szévetekben példaul
agyban, emld mirigyben, hasnydlmirigyben és a vesében talalhato [20]. A
szérumban csupan a test cink tartalmanak 0,1%-a fordul eld, ennek 80%-a
albuminhoz kotott formaban, 20%-a pedig a2-makroglobulinhoz k&totten
(1.abra) [21- 23].

Naponta csupan 0,1%-a keriil potlasra az étkezéssel. A cink felszivodasa
a patkobélbdl (duodenum) és az ¢hbélbdl (jejunum) szigortian szabalyozott.
Amikor a taplalkozassal bevitt cink mennyisége limitalt [24], akkor a
felszivodas mértéke jelentdsen megnd, tobblet esetén pedig a felesleges
mennyiség a gasztrointesztinalis traktuson keresztiili szekrécioval, illetve a
vesén at torténd kivalasztodassal iiriil ki a szervezetbdl [25, 26] (1. abra).
Altalanosan tobb mint 30 fehérje vesz részt szigorl szabalyozas alatt, a cink

homeosztazisaban.
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1. abra: A cink eloszlasa a szervezetben. Piros és kék betiiszin jeloli azokat a ZIP és
ZnT transzportereket, melyek génjeiben taldlhato mutaciok szerepet jatszanak az
adott szerv orokletes betegségeiben vagy a betegségek fokozott kockazataban [21].

A cink sejteken beliili eloszlasa eltérd, 50% a citoplazmaban, 30-40% a
sejtmagban, tovabbi 10% pedig a membranban taldlhaté meg [27]. A
citoszolban megtalalhatd, szabad cink mennyiség nagyon alacsony, minddssze
a pikomol és a nanomol kozotti tartomanyban kifejezhetd a koncentracioja [28,
29]. A citoszoélban talalhato cink egy része (5-15%) metallothioneinhez (MT)
kotott allapotban fordul eld. Az MT molekulakbdl emberben 12 félét



azonositottak [30]. A metallothioneinek 61-68 aminosavbol allnak és 7 cink
atom, illetve mas kétértekli kation megkdtésére képesek. A cinkkoté domén
rész két alegységbdl all: egy stabilabb a részbdl, és egy reaktivabb B részbdl.
Az MT molekuldk nem csak a cink szallitdsaban nagyon fontosak, hanem cink

akceptor €s donor molekulaként is funkcionalnak [4].

A cinknek kelatképz6 és mobilizalhaté volta folytdn megvan az a
képessége, hogy felhalmozodik a kiilonbozo sejtekben és szovetekben. Erre j6
példa a glutamaterg neuronok a hippokampusz €s az agykéreg teriilete, ahol a
nagyobb mennyiségii cink talalhato szinaptikus vezikuldkba csomagolva [31].
A prosztatdban is jelentds mennyiség halmozddik fel, érdekes, hogy
prosztatardkban drdmaian cs6kken a cinkszint [32], ami jol jelzi, hogy a
prosztata metabolizmuséban milyen fontos szerepe van ennek a nyomelemnek
[33, 34]. A hasnyalmirigy (pancreas) [B-sejtjeiben szintén sok cink tud
akkumulalddni [35], aminek fontos szerepe van az inzulin kristdlyosoddsanak
folyamataban. Ezeken tul szamos sejt mitkodésében 1étfontossagu a megfeleld
cinkszint, példaul a nyéalmirigyek ham (epitelidlis) és mioepitelialis
sejtrétegében [36], a spermiumokban [37], a retina pigmentsejtjeiben [33, 38]
vagy a hizosejtekben [39].

A cink koriilbeliil 300 enzim aktiv centrumaban talalhatd meg, ahol
tobbféle szereppel rendelkezik. A matrix metalloproteinazok (MMP) ¢és a
prokollagén C-proteinaz alapveté kofaktora [40]. Az MMP-k a cink-fliggd
endopeptiddzok egyik csaladjat alkotjdk, amelyek Ilényegében az
extracellularis matrix (ECM) Osszes Osszetevdjét képesek lebontani [41]. A
cink szerkezeti szerepet jatszhat a fehérjékben. A cinkion féleg a fehérje tercier
struktardjat diszulfidkotésekkel analog modon stabilizalja, €s altalaban négy
aminosav oldallanccal tetraéderes geometridban koordindlodik. Tehat a cink
nemcsak az enzimkatalizisben jatszott szerepe szempontjabol fontos, hanem a

fehérje stabilitdsandl is. Négy cinkkotd helyet talaltak a kollagén és a
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prokollagén molekulakban [42]. A prokollagén C-proteinaz esszencialis
kofaktoraként elengedhetetlen szerepet jatszik a szervezet kollagén
metabolizmuséaban [40, 43]. Korabbi tanulmanyok adatai azt sugalljak, hogy a
kiilonbozé  kétérteki  kationok  kiillonb6zd  affinitds-konstansokkal
rendelkeznek a kollagénhez. A cink a MMP-k versenyképes gatlojaként
tekintheto [42].

A cinknek nagyon fontos szerepe van, mint szerkezeti, katalitikus ¢és
jelatviteli elem. Azaz, szamos reguldtor fehérjéhez kotddhet. Ilyen a
transzkripcids faktorok egy csoportja, ahol a cink-ujj DNS-k6té motivumban
a fehérje mikodoképes szerkezetének kialakitasdban vesz részt, s melyek mas
fehérjékkel, lipidekkel és nukleinsavakkal léphetnek interakcioba [44-46].
Katalitikus funkcidjdban a cink, enzimek szubsztratjaként szerepel, példaul
oxireduktazok (alkohol-dehidrogenaz, szorbitol-dehidrogenaz), transzferazok,
hidroldzok (karboxipeptidaz, alkalikus foszfataz, anginotenzin konvertalo
enzim), lidzok (karbonikus anhidrdz, o¢-aminolevulinsav-dehidrataz),
izomerazok (foszfomannéz izomerdz), ligazok [47, 48] esetében. A
fehérjékben a cink nitrogénnel, oxigénnel és kénnel koordinalodhat [49, 50].

Emberben a fehérjék koriilbeliil 10%-aban talalhatdo meg a cink [4].

2.1.1. Cink deficiencia

A cink esszencialis mikrotapanyagként hozzdjarul a szervezet normalis
mitkddéséhez, mivel hianyaban sulyos anémia, ndvekedésbeli elmaradas,
hipogonadizmus, bdrelvaltozasok alakulhatnak ki [51]. Ezt kdvetden szamos,
cinkhidny altal okozott tiinetet irtak le, mint példaul visszatéré hasmenés,
kopaszodas, izérzékelési zavarok, immunhiany, agyfunkci6 zavarai,
sebgyogyulds zavara, étvagytalansag, kronikus gyulladéas, majelégtelenség és
neurofizioldgiai problémak, mint érzelmi labilitds, ingerlékenység, depresszio

[11, 52-55].



A cinkhiany napjainkban is globalis egészségiigyi probléma [53, 56]. A
fejlddé orszagokban a becslések szerint a gyermekhaldlozdsok 4%-a
bizonyitottan az elégtelen cinkszint miatt kovetkezik be [57]. A fejlett
orszagokban pedig az idésebb korosztalyt érinti jelentds mértékben a cink
deficiencia. Az elsddleges cinkhidny koriilbeliil a Fold lakossaganak 40%-at
érinti, oka a nem megfeleld cinkbevitel [58]. A mésodlagos cinkhianyt az
okozza, hogy a nyomelem vagy nem szivodik fel megfeleléen a
bélrendszerbodl, vagy valamilyen okbdl kifolydlag fokozott a cinkvesztés,
példaul acrodermatitis enteropathica, cisztas fibrozis [59], gyulladasos
bélbetegségek esetén [60]. Késoi jel altalaban a dermatitisz, amely jellemzden
az arcon, nemiszerveken jelenik meg [61]. Fokozott szOrvesztés, kopaszsag,
illetve rossz sebgyogyulas is gyakori tiinet lehet [62, 63]. A cinkhiany az
idegrendszer miikodését is érinti: csokken az idegek ingeriiletvezetd képessége
[64], ataxia, dezorientaltsdg [65], kéarosodott neurofizioldgiai teljesitmény
jellemzd [66]. A szaporitd szervrendszerre is hatdssal van a cinkhidnyos
allapot: elmaradt genitalis fejlédés, hipogonadizmus [67-69], nehezitett
teherbeesés, illetve gyakori vetélés jelentkezhet [70-72]. Fontos megjegyezni,
hogy a cinkhidny 4ltaldban nem Onmagaban, hanem mdas nyomelemek
deficienciajaval egyiittesen jelentkezik, legtobbszor tarsul hozza vashidny is
[11].

A cinkhiany igazoldsara leggyakrabban a szérum vagy a plazma cink
mennyiségét hasznaljak [73-75]. Az érték diurnalis ritmus szerint valtozik,
¢tkezések utan csokken és befolydsolja a nem és az életkor. A referencia
tartomany alsé hatara, reggeli, ¢hgyomorral torténd vérvételt kovetéen 700
mg/l, de menopauza el6tt 4llo6 ndknél valdsziniileg megbizhatobb a statusz
megitélésben, ha a referencia tartomany alsé hatarat 750 mg/l mennyiségben
allapitjdk meg a plazmaban [11]. A plazma cink tartalma vélhetéen nem

mutatja meg a sejtek cink tartalmat, ezért nem a legjobb jelzd a cink statusz



meghatarozasaban. A leukocitdk és limfocitdk cink mennyisége jobban
reflektal a cink statuszra, mint a plazmabdl mért cink koncentracidja [76]. A
cinkhiany megallapitasa kiilonb6zé bioldgiai tesztrendszerek (bioassay)
segitségével lehetséges, példaul fehérvérsejtekben a cinkfiiggd gének (pl.:
hZipl) mikodésének vizsgalataval vagy a CD4+/CD8+ T-sejtek aranyanak
meghatarozasaval. Az emberi vorosvérsejtek metallothionein tartalma reagal
mind a cinkpo6tlasra, mind a cinkhidnyra, ami mérhet6 [77].

A cink bevitelre vonatkoz6 ajanlasokat a kiilonboz6 orszagokban jellemzd
bevitel alapjan szdmoljak ki. Atlagosan a napi étrendi cinkfogyasztas értéke
4,7 mg ¢és 18,6 mg kozott alakul [78]. A cinkpotlas képes a gyermekek korében
a perzisztald6 hasmenés mortalitasanak csokkentésére, az infekcidk
megeldzésére €s az immunrendszer erdsitésére [57, 79, 80]. Tovéabba a
cinkpotlas javitja az 4ltalanos egészségi allapotot is; metaanalizis
vizsgéalatokban azt taldltak, hogy a gyermekeknél a teststly és hossz
novekedését egyarant segiti [81], iddseknél csokkenti a vaksag és korral
Osszefiiggésben all6 macula degeneracid gyakorisagat [82]. Mivel a cinknek
szamos nélkiilozhetetlen bioldgiai funkcidja van az emberi szervezetben, igy
tobblete esetén kiilonb6zé mellékhatasokat is okozhat [11]. A cink alacsony
toxicitdsu, biztonsdgosnak tartott nyomelem, habar nagy mennyiségek
fogyasztasa mérgez0 lehet, valamint csokkenti a réz felszivodasat a
szervezetben [83]. A szervezet cinkhidnyra és cinkpdtlasra adott valasza eltér

a kiilonbo6z6 szovetekben [84, 85].

A cink 0sszes bioldgiai funkcidjanak klinikai értékelésére jelenleg nem all
rendelkezésre egyetlen megbizhat6 teszt sem. A cink betegségekben jatszott
szerepe tobb figyelmet érdemelne, mivel a cinkhidnyos allapot egyrészt
betegségeket  okozhat, masrészt egyes  korképek  progresszidjat

eredményezheti.



2.2. A cink szerepe a jelatviteli folyamatokban

crer

novekedése vagy csokkenése. A sejtek kozotti €s a sejten beliili cink
homeosztazis egy finoman hangolt rendszer eredménye, mely magaba foglalja
a cink felvételét, elosztasat, tarolasat és effluxat [4]. A Zn*" egyrészt
extracellularis szignalként, masrészt a sejten beliil masodlagos hirvivéként

vesz részt a szignaltranszdukcioban.

A cink altal medialt jelatvitel fontos patofiziologias folyamatokhoz
kapcsolodik [86, 87], igy terdpids potenciallal is rendelkezik. Az
extracellularisan felszabadulo cink kiilonboz6 felszini proteinekhez kotddik, a
legfontosabb cink receptor a G-fehérje kapcsolt receptor 39 (GPR39) [88, 89].
A citoszolban a cink elengedhetetlen szerepet tolt be a masodlagos
jelatvitelben [86, 87], ennek sordn az extracellularis térbdl és az intracellularis
alkotdelemekbdl aramlik a cink a citoszolba. A jelatviteli folyamatokban
jelentds az ugynevezett ,.cink hullam”, amely a cinknek a perinuklearis
tertiletrdl, illetve az endoplazmatikus retikulumbol torténd felszabadulasa [90].
Ezeken til a cink oxidativ stimulus hatasara részt vesz az intracelluléris cink
jelatvitelben is a citoszolban megtalalhatd, cinkkotd hellyel rendelkezd
fehérjekbol, példaul MT-bdl felszabadulva [91]. Tobbféle enzim lehet az
intracellularis cink jelatvitel célmolekuldja: protein tirozin foszfatazok [92],
foszfodiészterazok [93], kalcineurin [94], kaszpazok [95] és kin4dzok, mint a
mitogén-aktivalt protein kindz és protein kindz C [96]. Az intracellularis
szabad cinkion koncentracio ezeknek az enzimeknek a regulatora.

Embereknél az extracellularisan felszabadul6 cink az endokrin, parakrin
¢s autokrin rendszerben indit be kiilonbozd folyamatokat. A kozponti
idegrendszerben a preszinaptikus neuronokbo6l szabadul fel és a szinaptikus
jelatvitelt kiillonbozo szallitd molekulakhoz €s receptorokhoz (csatornakhoz)

kapcsolodva modulélja [19, 97]. A cukoranyagcserében is 1ényeges szerepe
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van, gliilk6z hatdsara a hasnyalmirigy (pancreas) -sejtjeibol inzulinnal egyiitt

szabadul fel, és képes a m4j inzulin clearence-ének, valamint a B-sejtek inzulin

crer

2.3. Cink transzporter fehérjék

Az elmult évtized fontos felfedezése volt a cink homeosztazisdban részt
vevo fehérjék azonositasa, melyek szerepet jatszanak a nyomelem import és
export folyamatainak koordinalasaban, elosztdsdban a membranokon keresztiil
[4, 11, 99]. Mivel szamos fehérjérdl van szo, igy ezek mutéacioi természetesen

a cink haztartas alakulasat is jelentdsen befolyasolni képesek [100].

A Zn** sejtmembranon torténd atjuttatasahoz tobbféle specifikus transzport
mechanizmus sziikséges. A cink hatdsanak kifejezddéséhez a cink transzport
fehérjék elengedhetetlenek. A cinkionokat a membranon keresztiil cink
transzporterek szallitjdk, amelyek transzmembran fehérjék. Az elmult két
évtizedben szdmos cinkszallitd fehérjét azonositottak [101-103]. Ezek a
fehérjék miikddésiikhoz nem igényelnek ATP hidrolizist, ezért az SLC (Solute
Carrier) fehérjecsaladba soroltak dket [4].

A cink transzporterek két fo csaladjat kiilonboztették meg: SLC (Solute
Carrier) csalad 30A (SLC30A, més néven Zn transzporterek, ZnT) [104] és
SLC (Solute Carrier) csalad 39A (SLC39A mas néven Zrt-, Irt-szeri fehérjék,
ZIP) [105]. Tiz ZnT és 14 ZIP szallit6 fehérjét azonositottak [101-103].

A cinkszallité molekuldk rendkiviil fontosak a cink szervezetben jatszott
szerepében. A legfontosabb cink transzport fehérjék kozé tartoznak a ZnT és
ZIP proteinek, melyek sokféle sejt- és fiziologias folyamathoz (pl.: az
immunrendszerben, az endokrin rendszerben, a reprodukcids traktusban, a
csontvazban és az idegrendszerben) jarulnak hozza azéltal, hogy szorosan

ellendrzik a cink homeosztazisat [4].
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Az elsé cink transzporter fehérjét, a Zrcl molekuldt Saccharomyces
cerevisiae-bOl sikeriilt izoladlni [106]. Emlésokben elséként a ZnTlI
transzportert azonositottdk [107], ezt pedig szadmos mas ZnT fehérje

felfedezése kovette.

A ZIP transzporterek elsd jellemzett tagja az Arabidopsis thaliana vas éltal
szabalyozott transzporter 1 (Irtl) fehérjéje volt [108]. Ezutan a cink &ltal
szabalyozott transzporter 1-et (Zrtl) és Zrt2 transzportert fedezték fel
Saccharomyces cerevisiae-ben az Irtl szekvencia hasznalatanak segitségével
[109, 110]. A ZIP (Zrt-, Irt-kapcsolt protein) elnevezést az eredeti tagok, Irt és
Zrt nevérdl kapta [111, 112]. Roviddel ezutdn az emlds ZIP tagokat, a ZIP1 és
a ZIP2 cink transzportereket jellemezték, amelyek megkonnyitik a cink
felvételét a sejtekbe [113]. A teljes human genom szekvencidjanak
meghatarozasa az 0sszes ZIP tag azonositasat eredményezte az emlésdkben
[103, 114]. A ZIP transzporterek a legtobb taxondmiai csoportban
megtalalhatok [114, 115]. A ZIP transzporter csalad tagjainak elsddleges
feladata a cink szallitdsa, de vasat [116], mangant és kadmiumot [117] is

mobilizalhatnak.

23.1. A ZnT ¢és ZIP szallitd fehérjék molekuldris és biokémiai

tulajdonsagai

2.3.1.1. ZnT transzporter fehérjék lokalizdcidja és felépitése

A ZnT fehérjék a cink szallitasat végzik a citosz6lbol az extracellularis

térbe, illetve az intracellularis tér lumenébe [103, 104, 118] (2. abra).
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2. abra: A ZnT és a ZIP transzporterek szubcellularis lokalizacioja és a cink
szallitasanak iranya. A ZnT (z6ld nyilak) és a ZIP (piros nyilak) transzporterek
elsodleges lokalizdcioja a sejtekben [4].

Egyeldre a szerkezetik még nem ismert, de feltételezések szerint a
baktériumokban megtalalhatd, ZnT fehérjékkel homolog YiiP molekuldhoz
hasonl6 szerkezetiik Iehet [119] (3. dbra). A YiiP hat transzmembran hélix-szel
rendelkezik, és homodimerként funkcional. A YiiP a cink effluxat végzi, egy
proton pumpa mitkddésének segitségével, ahol a proton:cink arany 1:1, a
proton bearamlik a sejtbe, mig a cink kikeril a sejtbdl [120]. Valosziniisithetd,
hogy a ZnT transzporterek ugyanigy miikodnek, a pumpa miikodése soran a
II-es és az V-0s transzmembran hélix két aszparaginsav és két hisztidin
molekuldja alkotja a cinkkotd helyet [121]. A citoszolba benyulo hisztidinben
gazdag hurok a IV-es és V-0s transzmembran hélix kozott szintén fontos

szerkezeti eleme a ZnT fehérjéknek (3. dbra). Valosziniileg ennek a szerepe a
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3. abra: A human ZnT transzporter fehérjék valoszintisitett felépitése az ismert
szerkezetii bakterialis homolog, a Yiip fehérje szerkezete alapjan [4].

2.3.1.2. ZIP transzporter fehérjék felépitése

A ZIP szallito fehérjék szerepe a citoszol cink tartalmanak poétlasa az
extracellularis térbdl és a sejten beliil pedig a membrannal hatarolt terekbol
[103, 124] (2. abra). Jelenleg még a ZIP transzporterek cink szallitasi
mechanizmusat pontosan nem hataroztdk meg. A ZIP transzporterek nagy
része a plazmamembranban helyezkedik el, és cinkhiany esetén a sejtfelszini
szamuk megno (kivéve ZIPS5) [93, 113, 125, 126]. Cinktobblet esetén azonban
gyors degradacidval csokken a mennyiségiik [127, 128]. A ZnT fehérjékhez
hasonldan, a ZIP molekuldk felépitésérdl is csak feltételezések vannak.
Jelenleg a ZIP transzportereknek ¢s homologjaiknak nem ismertek a
haromdimenzids struktarai. A hidrofobicitasi abrdk azt sugalljadk, hogy

ezeknek a transzportereknek nyolc transzmembran hélix-tik van, az

14



extracellularis / luminalis részen NH> ¢s COOH terminalis véggel [103, 124]
(4. dbra). A ZIP transzporterek és homologjaik homodimereket alkotnak a cink
szallitasahoz [129].

Glycosylation

HoN ectodomain NH;

Extracellular or
luminal side

e
RO

ecleatelaale il

Cytosol

CHEXPHEXGD motif

4. abra: A ZIP fehérjék valoszintisitett felépitese [4].

A ZIP fehérjék nem csak a cink, hanem szdmos mas fém, igy vas, mangan,
réz és kadmium transzportjat is végzik. Egyeldre még nem tisztazott, hogy mi
biztositja a fémspecifitast, de valdsziniileg az V-0s transzmembran hélix
konzervalt hisztidin-maradéka 1ényeges szerepet tolt be, és feltételezik, hogy
egy intramembran cinkkotd helyet alkot, mikor a fehérje cinkszallitd
molekulaként miikodik. A ZIP8 és a ZIP14 fehérjében a hisztidint glutaminsav
helyettesiti, habar ezek a transzporterek széles fémspecifitassal rendelkeznek

[117, 130].
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A ZIP transzporterek a szekvencia hasonlosdguk alapjan alcsalddokra
oszthatok: I, II, LIV-1 és gufA [115, 131]. Az I-es és gufA alcsaladnak egy, a
[T-esnek harom képviseldje van, a tobbi ZIP fehérje pedig a LIV-1 alcsaladba
tartozik [131].

2.3.1.3. Szallito fehérjék szerepe a betegségek patogenezisében

Egyre tobb tanulmany igazolja, hogy a ZnT és ZIP szallitd fehérjék

tobbféle betegség patogenezisében is szerepet jatszanak.

Az immunsejtek funkcidjdnak szabalyozasdban a ZnT ¢és ZIP
transzporterek szerepe dontd jelentdségll, a cink altal kdzvetitett jelatvitelnek
koszonhetden. Amennyiben a szallitd fehérjék nem miikddnek megfeleléen
vagy az expresszio szabalyozéasa zavart, akkor az immunfunkciokban stlyos

abnormalitas észlelheto [27, 132].

Amennyiben a cink homeosztazis kronikus zavart szenved az agyban,
akkor kiilonb6zé neurodegenerativ megbetegedések pédaul Parkinson-kor,
Alzheimer-kor, amiotréfids laterdlis szklerdzis (ALS) alakulhatnak ki [19,
133]. Ezeknek a betegeknek az agyaban, illetve agy-gerincveldi
(cerebrospinalis) folyadékdban a cink (és mas kétértékli kationok) szintje
jelentésen megvaltozik [133, 134]. Magas koncentracidoban a szabad cinkion
(Zn*") a neuronokat elpusztitja [135]. Emellett a cinkhiany a SOD1 fehérjében
egy olyan mutans konformaciot idéz eld, amely az ALS-ben jellemz6 [136]. A
neurodegenerativ megbetegedésekben szenvedd paciensek agyaban mind a
ZnT, mind a ZIP fehérjék, valamint az mRNS expresszidjanak szintje is

megvaltozik a normalis allapothoz képest [133, 137-139].

Mell- ¢s prosztatarak patogenezisében szintén szerepet jatszik a

megvaltozott cink metabolizmus [34, 140]. Kutatdsok azt mutatjadk, hogy a
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ZnT ¢és ZIP transzporterek abnormalis expresszidja a rak progressziojat,

invazivitasat, illetve attétképzo képességét egyarant fokozza.

2.3.1.4. A cink transzporterek mutdcioi, genetikai valtozdasok

A cinknek fontos szerepe van a jeldtviteli mechanizmusokban, a
fehérjeszintézisben €és a génexpresszid szabalyozasaban is [141, 142]. A
bioinformatikai elemzések azt mutattak, hogy az ember genomjaban 1évo
gének koriilbeliil 10%-a cinkkdtd potenciallal rendelkezé termékeket kodol
[143].

Szamos mutécid eléfordulhat a ZIP és ZnT fehérjéket kodold génekben,
melyek genetikai elvaltozasokat eredményezhetnek, és kiilonbozd tiinetekben

nyilvanulhatnak meg, valamint klinikailag is relevansak (1. abra).

Tobb tanulmany kimutatta, hogy a gyakori egyedi nukleotid
polimorfizmusok (SNP) és a cink transzporter gének mutacioi betegségekkel
tarsulnak. Az SLC30A4/ZnT és az SLC39A/ZIP transzporter gének mutacioi
felelosek az olyan oOrdkletes betegségekért, mint példaul az &atmeneti
ujsziilottkori cinkhiany, a majzsugordas (majcirr6zis) vagy az Ehlers-Danlos-
szindroma [4].

Az SLC30A42/ZnT2 génmutacidonak szintén van szerepe a tranziens
ujsziilottkori cink deficiencia kialakuldsaban, amit az anyatej alacsony
cinkszintje okoz [144-146]. Egy toovabbi vizsgalat kimutatta, hogy az
SLC39A42/ZnT2-ben talalhato SNP (rs2234632) kapcsolatba hozhat6 a nyaki
verdérsziikiilet (arteria carotis) betegséggel [147]. Az SLC30A43/ZnT3 gén tobb
szakaszanak  (rs6547521,  rs11126936,  rs2083363, rs11126931)
polimorfizmusa agyi ¢€s neuroldgiai elvaltozdsok patomechanizmusaban
jatszik fontos szerepet, példaul a skizofrénia kialakulasaval 4all kapcsolatban

[148, 149]. Mas tanulmanyok szerint az rs11126936 memoriazavarok
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kialakulasaban szerepel [150]. Az SLC30A48/ZnT8-ban talalt rs13266634 SNP
novelheti a 2-es tipust cukorbetegség kialakuldsanak kockazatat [151, 152],
mig az SLC30410/ZnT10 gén mutacidja hozzajarul a parkinsonizmus, a
disztonia, a policitémia, a majcirrozis kialakuldsahoz, melyekhez a szervezet

megnovekedett mangan szintje tarsul [153, 154].

Az SLC39A43/ZIP3 gén 1s4806874 nukleotid polimorfizmusa a bipolaris
személyiségzavar kialakulasaval van Osszefiiggésben [155]. Szamos
tanulméany tobb mint 30 olyan mutaciot talalt az SLC3944/ZIP4 génben,
amelyek acrodermatitis enteropathica-t (AE) okozhatnak [146, 156]. Az
SLC39A45/ZIP5 nonszensz ¢s misszensz mutacioi egy bizonyos tipust
rovidlatassal hozhatok kapcsolatba [157]. Az SLC39A48/ZIPS gén rs13107325
polimorfizmusa a szervezetben alacsonyabb HDL koleszterin mennyiségben
nyilvanul meg [158], ezen kiviil kapcsolatba hozhat6 a megndvekedett
testsullyal [159] és a magas vérnyomassal [160], tovabba a skizofrénia
kockazatanak novekedésével [161]. Az SLC39A412/ZIP12 gén polimorfizmusa
hozzajarulhat az autizmushoz [162], mig az SLC39A413/ZIP13 szerepet jatszhat

az Ehlers-Danlos-szindroma patogenezisében [163, 164].

2.4. A noi genitalis traktus felépitése

A ndi reproduktiv rendszer belsé szervekbdl - a petefészkekbdl, a
petevezetékekbdl, a méhbdl és a hiivelybdl (5. abra) - és a kiilsé struktirakbol
(kiils6 nemi szervek) 4ll, amelyek magukban foglaljdk a nagy
szeméremajkakat, a kis szeméremajkakat és a csiklot [165-167]. Az élet els6
10-11 évében a reproduktiv szervek éretlenek maradnak, és a novekedés
altalaban parhuzamos a testtel. Az els6 menstruaciot megel6z6 2-3 évben a
generativ szervek megnovekszenek, a mell megnagyobbodik, szemérem- és
honaljszdrzet jelenik meg. Az elsé menstruaciot kovetden, majd az egész
szaporodasi iddszak alatt a petefészkekben, a petevezetékekben, a méhben, a
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hiivelyben és az emldmirigyekben a menstruacios ciklushoz és a terhességhez
kapcsolodo funkciok és struktura ciklikus valtozdsain mennek keresztiil. A
menopauza alatt a ciklusok megsziinnek; a posztmenopauzas idészakban a

reproduktiv szervek sorvadnak [165].

etevezeté
Petefészek

5. abra: A belsé noi nemi szervek felépitése [11].

2.4.1. A hiively felépitése

A hiively (vagina) a n6i reproduktiv traktus alsé része, egy izmos cs0,
amely 0sszekdti a méhet a test kiilsd részével [165]. Ez képezi a méh valadék
¢€s a menstrudcios vér kivalasztd csatorndjat. Ez a kopulacio szerve, illetve a
sziilés csatorndja. A csatorna felfelé és hatrafel¢ irdnyul, 45°-o0s szdget zar be
a vizszintes, egyenes testtartdsban. A hiively hosszi tengelye szinte
parhuzamosan fekszik a medence belépésének sikjaval és derékszogben a
méhével. A csatorna atmérdje kb. 2,5 cm, a felsé részén a legszélesebb [166,
167]. A hiivelynek egy eliilsO, egy hatso és két oldalfala van. Az eliils6 fal
hossza kortilbeliil 7 cm, a hats6 falé pedig koriilbeliil 9 cm [166].
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A hiivelyfalat felépit6 sejtrétegeket harom csoportra oszthatjuk (6. abra):

- tunica mucosa
- tunica muscularis

tunica adventitia

= Startum planocellulare
] Epithelium == Stratum spinosum
= Stratum bazala Mucosa

5 e 4 ; :I Lamina propria

Muscularis

J Adventitia

6. abra: A hiively simaizom a-aktinnal immunfestett szévettani képe [168].

A tunica mucosa a hiively belso felszinét béleld nyalkahartya, melynek
kettd rétegét kiilonboztetjiik meg. Hamja (epitélium) vastag, tobbrétegii el nem
szarusodd lapham, amely hosszanti reddket alkot [165, 169]. A ham also
sejtsora henger alaku, viszonylag kis sejtekbdl all (stratum basale), amelyek a
felszinrdl levalo sejteket osztddasukkal potoljak. A menopauzat megeldézden
kivalé regeneracios képességgel bir, amely a stratum basale sejtjeinek
tobb rétegben sokszogletli sejtek helyezkednek el (stratum spinosum). A ham
fels6 egy-két sejtsora pedig ellapult sejtekbdl all (stratum planocellulare). A

tunica mucosa masik rétege a ham alatti kotészovet (lamina propria), amely
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protoglikanokban, rugalmas rostokban, kollagénban gazdag laza rostos
kotdszovetet tartalmaz. A ham és a kotdszovet hatara erdsen papillazott. A
lamina propria taplalja a hiivelyi epitéliumot és nagyon fontos szerepe van a
vagina szerkezetének fenntartasaban. A rétegekre jellemzé a magas

viztartalom €s a sejtek nagyfoku vizatereszto képessége [166, 167, 170].

A tunica muscularis kett6 simaizom rétegét kiilonitjiik el, a bels6 korkoros
simaizom réteget és a kiilsd hosszanti lefutasti simaizom réteget [165, 170]. A
két réteg egymastol nehezen valaszthatd el, ugyanis kotészoveti nyaldbok
alkotjak [170].

A tunica adventitia a simaizomréteget koriilvevd kotdszovet, amely a
hiivelyt a hatarolé szervekhez kapcsolja. Sok rugalmas rostot, helyenként

idegsejtcsoportokat tartalmaz és erekben gazdag [166, 170].

A hiivelyben talalhato sejtek kozotti tér, vagy extracellularis matrix szintén
nagyon lényeges eleme a vagina felépitésének. Kotdszoveti rostok ¢&s
makromolekulédk, tigynevezett proteoglikanok alkotjak [170], melyek specialis
fehérjéken keresztiill hosszti hialuronsav lancokhoz kapcsolodnak. A
proteoglikdnok nagy mennyiségli viz megkdtésére képesek, vizfelvevd
képességilik hatarozza meg a lamina propria hidrataltsagat. Az ECM magas
viztartalménak, illetve a rendezett kollagén hal6zatnak kdszonhetd, hogy a

hiivelyi nyéalkahartya feszessége fennmarad.

A hiively 6regedése pontosan nem ismert folyamat. A nok ¢lete folyaman
a hiivelynek ¢és a kismedence szerveinek komoly valtozasokon kell atesnie. Az
egyik leglatvanyosabb bioldgiai adaptaci6 a kismedence és a hiively
atalakulasa a sziilésre vald felkésziilésre, illetve a terhesség utan a normalis
allapot visszanyerése. Hasonldéan komplex folyamaton mennek at a

kismedence szervei menopauza soran.
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Sziikséges megérteni azokat a folyamatokat, amelyek lassithatjadk vagy
akar javithatjdk a hiivelyben kialakuld6 karos hatasokat, ugyanis a
megnodvekedett varhato élettartam miatt, manapsag mar nem ritka, hogy egy

nd 30-40 évet ¢l menopauzaban.

2.4.2. Menopauza

A valtoz6 kor id6vel minden né életében bekovetkezik, altalaban 45 és 55
éves életkor kozott. A spontan lezajld menopauza egy teljesen egészséges,
normalis folyamat, melynek soran a havi rendszerességgel jelentkezd
menstruacidés ciklusok el6szor rendszertelenné valnak, majd teljesen
megszliinnek. A menopauzat megel6z6 iddszakot premenopauzénak nevezik,
perimenopauzanak pedig a mar megkezdddott valtozo kort tekintjiik, amikor a
menstruacioés ciklusok rendszere megvaltozik [166]. A természetesen lezajlod
valtozo kor mellett beszélhetiink még a korai menopauzarol, amely 40 éves kor
alatt kovetkezik be és lehet indukalt vagy spontan folyamat, melynek
hatterében szintén a petefészkek csokkent 6sztrogén termelése all. Az indukalt
menopauza a petefészek vagy petefészkek sebészi eltavolitasanak
kovetkeztében, vagy a hormontermelés gyogyszerrel torténd gatlasanak

kovetkeztében alakul ki.

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) definicidja szerint a menopauza
befejezettnek tekinthetd, hogyha egyéb ok hidnyaban a menstruacido 12
egymast kovetd honapon keresztiil nem jelentkezik. A folyamat soran a
petefészkek milkddése csokken, ami jelentdsen csokkenti a szervezet
Osztrogén termelését. Az Osztrogén szintjében bekoOvetkezett csokkenés
kovetkeztében jelentds ¢és progressziv valtozadsok kezdddnek az egész
urogenitalis rendszerben. A varhato élettartam megndvekedése miatt,

kiilonosen a fejlett tarsadalmakban, az életidd koriilbeliill egyharmadat az
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Osztrogén-nélkiilozés szakaszdban toltik a ndk, hosszu tavu tiinetekkel és

metabolikus szovédményekkel [166].

A menopauza vezetd tiinete az endokrin rendszerben zajlo valtozasokhoz
kapcsolodoan kialakuld csokkenés a menstrudcios vérzés mennyiségében és
gyakorisagaban, ennek iddszaka akar 4-8 éven keresztill is eltarthat. Az utolsé
menstruaciot kdvetden legjellemzébben a vasomotoros tiinetek megjelenésérdl
szamolnak be a valtozo korban 1év0 ndk, mint a héhullamok, éjszakai izzadas
¢és ezekhez kapcsolodoan alvasi rendellenességek, azonban ezek egy része
vagy egésze a valtozo kor lezajlasa utan megszlinik. A héhulldmot hirtelen
hoérzet jellemzi, amelyet erds izzadas kovet. A szivdobogas, a faradtsag és a
gyengeség is lehetnek tiinetei. Normalis esetben a csontképzddés (oszteoblaszt
aktivitas) €s a csontreszorpcid (oszteoklaszt aktivitds) egyensulyban van sok
tényezotdl (kor, taplalkozas és genetikai tényezdk) fiiggden. A menopauza
utan évente korilbelill 3-5%-kal csokken a csonttdmeg. Ennek oka az
Osztrogénhiany. A csontritkulds olyan allapot, amikor a csonttémeg csokken,
de a csont asvanyi anyag és a matrix arany normalis. A posztmenopauzas
néknél nagy a csonttorések kockazata a csontritkulds miatt. A menopauza utdn
a bor elvékonyodik, elvesziti rugalmassagat ¢és rancosodik. A bor
kollagéntartalma és vastagsaga évente 1-2%-kal csokken. A szorongas, a
fejfajas, az almatlansag, az ingerlékenységi diszfazis és a depresszio is
gyakoribb [166].

Az 0sztrogén fontos szerepet jatszik a hiively, a huigyholyag és a hugycsd
hamjanak fenntartdsaban. Az Osztrogénhidany atréfias hamvaltozasokat
eredményez ezekben a szervekben. Az Osztrogénhiany gyakran tarsul a
csokkent szexualis vagyhoz. Ennek oka lehet pszichologiai valtozasok
(depresszids szorongds), valamint az urogenitalis rendszer atrofids valtozasai.
A késdbbi posztmenopauzas iddszakban nagyon gyakori tiinet az urogenitalis

rendszerben torténd valtozasokhoz kotddo hiivelyi irritacid, melyet viszketés
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¢s égetd érzés kisér, a vulvovaginalis atrofia kovetkeztében kialakuld
szarazsag és diszpareunia, valamint a hugyutak sorvadasa miatt fellépd vizelési
problémak, igy siirgetd vizelés inger, vizeletcsepegés, inkontinencia.

A hiively keskenyebbé valik a rugalmassaganak fokozatos elvesztése miatt.
A hiivelyi ham elvékonyodik, a reddk fokozatosan ellapulnak. A hiively pH-
értéke lugos lesz [166].

A nyomelem héztartasban bekovetkezett zavarok gyakran eléfordulnak
[171], illetve a koros anyagcseréjének kockazata viszonylag magas a

menopauza lezajlasat kovetden [172].

Ismeretes, hogy altalaban a nyomelemek bevitele csokken az életkor
elérehaladtaval; ezért nem meglepd, hogy az idésebb ndknél alacsonyabb
cinkszintet taldltak [173]. Egészséges 1id6s egyének populacidalapi
vizsgalataban a Zn csokkenését figyelték meg a kovetésiik 20 éve alatt [174]
Egy masik korabbi tanulmany arr6l szamolt be, hogy az 50 évnél idésebb
francia n0knél alacsony a cinkszint a plazmaban, részben az étrendi cinkbevitel
csOkkenése miatt [175]. A nyomelemek statuszaban kialakul6d valtozasok a
menopauzahoz kapcsolodo legtobb patologids allapotban fontos szerepet
jatszanak, példaul oszteopordzis, kardiovaszkularis megbetegedések, mellrak
¢s gliikoz intolerancia. A cink szintén nagyon fontos nyomelem a csont
denzitasanak megtartasdban [176]. A nyomelemek tobb kedvezd hatasa abbol
fakad, hogy antioxidans hatdsi enzimek kofaktorai. A nyomelemek
befolyésolhatjak a hormonok termelését €s szabalyozasat, mig a néi hormonok
befolyasoljak az asvanyi anyagcserét [177].

Koztudott, hogy a hiivelyi extracellularis matrix Osszetétele egy nd
¢letében folyamatosan valtozik, kiilondsen a menopauza idején [178]. Ezen
kiviil egy nemrégiben megjelent publikacio feltarta, hogy a posztmenopauzas
ndéknél a hiivelyi cinkpo6tlas (1 cinktartalmu hiivelygél forméjaban) jelentdsen
javitotta a hiively atr6fidjdhoz kapcsolodd tiineteket [179]. Ezek az
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eredmények arra utalnak, hogy a cink homeosztazis fontos a hiivelyi ECM

Osszetételében.

2.5. A cink szerepe a hiivelyben

A cink Iényeges szerepet tOlt be a sejtosztodasban, a szovetregeneracioban,
ezaltal a kiilonbozo kotoszovetek bioszintézisében és homeosztazisaban,
valamint a sebgyogyuldsadban [180, 181]. Az alacsony cinkszintek szerepet
jatszhatnak az atrofids valtozasok kialakulasaban, illetve a cink hidnya a

kiilonbozo szervek gyodgyulasanak karosodasahoz vezethet [182, 183].

Az ECM megvaltozott anyagcseréje, lebontasa jelentds szerepet jatszik a
patologiai folyamatokban. A foyamatos megtjulasat és atalakulasat az MMP-

k teszik lehetové.

Korabbi allatkisérletek kimutattdk, hogy a cink befolyasolja a hiively
extracellularis matrixat. Az 6regedd egerekben és patkanyokban a cink szoveti
koncentréacioja csokken [184-186]. A cinkhidnyos étrendii egerek hiivelyeinek
szovettani €s hisztokémiai képei hasonlitanak a petefészek-eltavolitott allatok
szoveti mintaihoz. A bivalyokban a plazma cink koncentracioja szignifikdnsan
alacsonyabb a fialas el6tti hiivelyi siillyedésben szenvedd allatoknal, szemben
az egészséges vemhes allatokéval. Ezen kiviil a méh szoveti cinkszintje a
legkisebb a menopauza idején [43, 187, 188]. A cink szamos fiziologiai
folyamatban vesz részt. A hiivelyi szovetek jelentds atalakuldson mennek
keresztiil egy nd ¢€letében. A hiivelyi extracellularis matrix Osszetételében
valtozasok kovetkeznek be a terhesség, a sziilés utdn és a menopauza soran

[178].
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A hiivelyben relativ cinkhidny alakul ki akkor, amikor a szdveteknek
regeneralddniuk kell. A cink jotékony hatdsat korabbi kisérletekben igazoltak.
A kedvezd eredmények mind makroszkopikusan, mikroszkdposan és
molekularis szinten is kimutathatok voltak. Vizsgalatok soran az talaltak, hogy
az emberi hiivelyi simaizomsejtekben a 20 uM cink szoveti szinten jotékony
hatdssal van az ECM-komponensek termelésére azaltal, hogy noveli az
elasztintermelés mennyiségét [43]. Hiivelyi cinkpotlassal a hiivelyi ECM

regeneralhat6 volt, hasonlé tulajdonsagokkal, mint a fiatal patkanyoké [189].

A cink transzporterek kifejezOdése elengedhetetlen a cink
homeosztazisdnak ¢és a normalis bioldgiai aktivitas fenntartdsadhoz [103, 190].
Az 0Osszes cink transzporter (ZnT1-10 és ZIP1-14) mRNS szintjét szdmos
egészséges emberi szervben, koztilk a méhben is vizsgaltdk [191]. Yang és
mtsai. megéllapitottak, hogy a cink transzporterek sajatos szoveti expresszios
mintakkal rendelkeznek, és azt feltételezték, hogy ezek a transzporterek
kiilonb6zd szerepet jatszhatnak a  kiilonbozé szovetekben [191].
Megallapitottak, hogy a méhben a ZnT ¢és a ZIP transzporterek expresszids

szintje kdzepes vagy alacsony [191].

Az irodalomban azonban nem 4allnak rendelkezésre adatok a cink

crer

allatkisérletek azt mutattdk, hogy a cink transzporterek egy része Osztrogén

szabalyozott [192, 193].
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3. Anyag és modszer

3.1. A résztvevok kivalasztasa és a mintagyiijtés

A Debreceni Egyetem, Orvostudomanyi Kar Sziilészeti és Nogyogyaszati
Klinikdjan 2017.05.17. - 2018.04.20. kozott teljes vastagsaga hiivelyfal
biopsziat, valamint vérvételt végeztink 32 kiilonb6zd jéindulata
négyogyaszati okbol (a hiivelyi szoveteket nem érintd) miitéten atesett nd
esetében. A mintagy(ijtés a Helsinki Nyilatkozat elveit figyelembe véve, a
Magyar Nemzeti Intézményi Orvosi Kutatasi Tanacs jovahagyasaval tortént
(Etikai engedély szama: 7239-3/2017EIUG). Minden né irdsos formaban
hozzajarult a kutatasban vald részvételhez. A résztvevok a beleegyezés utan

egyedi azonositoszamot kaptak.

A periférias teljes vérmintak gyijtése a betegektl azonosité szammal
ellatott 10 ml-es BD Vacutainer® K2E (EDTA, etilén-diamin-tetraecetsav)
mianyag csovekbe tortént. Minden mintdt 6t 2 ml-es eppendorf csdbe
osztottunk szét és -20°C-on taroltuk a tovabbi elemzésig.

A szdvetmintdk gytjtése (hiivelyfal biopszia) joindulatu négyogyaszati
okokbol torténd hasi vagy hiivelyi hiszterektomia miitétek soran tortént. A
miutétek alatt a hiively falabol harom darab korilbelil 0.5 x 0.5 cm-es
szovetdarabot tavolitottak el. A hiivelyi szovetmintavétel a metszési sebbdl
tortént, igy a beteg szamara ez nem jelentett extra kockdzatot ¢&s
kellemetlenséget, hiszen a miitét soran amugy is eltavolitasra keriilt a szovet,

és a mutét idotartamat sem novelte érdemi modon.
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A mintavételezés standardizalt volt, mivel a hiivelyfal 0Osszetétele
valtozhat a hiivelyben. Az eliilsé hiivelyfal standardizalt teljes vastagsagl
biopszidit a boltozat kdzépvonali teriiletérél Metzenbaum olloval vagtak le
[168]. Gondosan elkeriilték a hiivelyfal biopszidjanak helyszinén fellépd
sériilést.

A szoveteket lires és RNA Later oldatot (Thermo Fisher Scientific)
tartalmazo polipropilén csovekbe helyezték. A kodolt mintdkat a
laboratoriumba szallitottuk és legfeljebb egy évig -70°C-on taroltuk az
analizisig. Felolvasztds utdn a mintdkat azonnal feldolgoztuk. A mintakat a
tovabbiakban RNS vizsgalathoz, atomabszorpcids spektrometriai és

immunhisztokémiai (IHC) vizsgélatoknal hasznaltuk fel.

A kivalasztott ndket premenopauzas €s posztmenopauzas csoportokra
osztottuk. Az 6sszes premenopauzas mintat a menstruacios ciklus proliferacios
szakaszaban gyljtotték. A posztmenopauzas ndknél legaldbb 12 egymast
kovetd honapos amenorrhea-t hatdroztak meg, minden egyéb nyilvanvalé ok
nélkiil, és / vagy folyamatosan emelkedett a follikulus-stimuldlé hormon

(FSH) vérszintje 30 mIU/ml vagy annal magasabb értékre.

A kutatasbol kizartuk azokat a ndket, akiknél csontritkulas, rak, cinkhiany,
terhesség, endometridzis, immunoldgiai és kotdszoveti betegségek, hiivelyi
vagy szisztémas hormonpotlo terapia kozelmultban (6 honapon beliil) térténd
alkalmazédsa, valamint korabbi pesszarium vagy intrauterin eszkoz
(IntraUterine device, IUD) hasznalat eléfordult. A kizéarasi kritériumok kozé
tartoztak a cink étrend-kiegészitoket szedd, cukorbetegségben vagy
autoimmun betegségben szenvedd ndk is. A panciensek egyike sem jelezte a
cink étrend-kiegészitok alkalmazasat. A betegek egyike sem hasznalt
nikotintartalmu termékeket, vagy nem fogyasztott felesleges mennyiségi
alkoholt. Prospektivan gyljtottiink relevans demografiai és klinikai adatokat

egy elére meghatarozott adatbazisba.
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3.2. Mintak laboratdoriumi feldolgozasa

3.2.1. Cinkszint meghatdrozasa teljes vérben és hiivelyi szovetmintakban

ICP-OES modszerrel

A szoveti cinkszintet atomabszorpcios spektrofotometrids vizsgalattal
hataroztuk meg. A bioldgiai mintdkban a szervesanyag tartalom mellett kicsi a
nyomelemek koncentracioja. A kémiai kotésekben eléfordulé nyomelemek
atomabszorpcios spektrofotometrids meghatarozasanal kiilonb6zo elokészitési
modszereket alkalmaznak a vizsgalathoz sziikséges alak eléréséhez. Altalaban
a szervesanyag teljes mennyiségét eltavolitjak és vizben vagy savban oldhato
formara hozzak a mintdban visszamaradd szervetlen vegyiileteket. A
nyomelemek meghatirozasara induktiv csatolasti plazma optikai emisszios
spektrometria (ICP-OES) analitikai modszert alkalmaztunk. A vizsgalat soran
az adott kémiai elemre jellemz6 hulldimhosszsagh elektromagneses sugéarzast
bocsatanak ki, amelyet gerjesztett atomokkal és ionokkal hoznak 1étre induktiv
csatolasi plazma segitségével. Az emittalt sugarzas intenzitasabol

megallapithatdé a mintaban el6forduld elem koncentracidja.

A hiivelyszdovet €s a teljes vér atomabszorpcids vizsgalatanak Iépéseit

korabbi tapasztalataink alapjan allitottuk be.

3.2.1.1. A minta elokezelése

A hiivelyszovet mintakat validalt analitikai mérlegen mértiik le (Precisa
ES225-SMDR, Precisa Gravimetrics AG). A laboratériumi iivegeszkozok
minden darabjat hasznalat el6tt 0,1 M salétromsavval (Sigma-Aldrich) és
ultratiszta vizzel (MilliQ, Millipore System) atmostuk. A mintékat iiveg
féz6poharakba majd szaritoszekrénybe helyeztiikk, hogy alland6 tomegig

szaradjanak. Az elemanalizis eldtt a mintak szaraz tomegének meghatarozasa
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utdn tortént a nedves roncsolds. A mineralizacidhoz 4 ml 65% (m/m)
salétromsavat (Sigma-Aldrich) adtunk a mintdkhoz, és a fé6zOpoharakat addig
melegitettiik, amig a minta teljes feloldoddsa meg nem tortént.
Szobahdmeérsékletre valo visszahiités utan tovabbi 1 ml 30% (m/m) hidrogén-
peroxidot (Sigma-Aldrich) adtunk hozza, hogy a maradék szerves anyag
oxidacidjat befejezzilk. A mintdk melegitését a reakcid megszlinéséig
folytattuk. Az igy kapott atlatszé oldatokat ultrahangos fiirdd segitségével
térfogat-kalibralt miianyag kémcsovekbe veszteségmentesen helyeztiik at és

10 ml-re higitottuk ultratiszta vizzel készitett 0,1 M salétromsavval (Merck).

A teljes vérmintdkat is nedves roncsoldssal atmoszférikus nyoméson
kezeltiik az analizis eldtt. 1 ml vért tivegpoharakba mértiink 4t és elektromos
f6z6lapon melegitettiik 5 ml 65% (m/m) salétromsavval (Sigma-Aldrich) és 1
ml 30% (m/m) hidrogén-peroxid (Sigma-Aldrich) hozzd4dadasaval.

A hidrogén-peroxid hozzdadédsa el6tt 1 ml ultratiszta (Merck) vizet
pipettaztunk a savval emésztett szdraz mintdkra, hogy elkeriiljik a talzott
reakciot. Amikor a peroxid altal kivaltott intenziv reakcid leallt és az oldat
atlatszova valt, a mintakat miianyag csovekbe Ontottiik at ugy, hogy a
féz6poharakat folyamatosan 0,1 M salétromsavval mostuk ¢és 10 ml
végtérfogatra higitottuk. Az 6sszes mintat a higitas soran hasznalt polipropilén
csovekben tartottuk és 4°C-on taroltuk a mérésig. A savak tisztasdgat mintdk

nélkiili csak vegyi anyagokat tartalmazé vakmintak emésztésével ellendriztiik.

3.2.1.2. Mindsitett referencia anyagok
Mesterséges klinikai kontroll tanusitott referencia anyagét (Seronorm™,
Sero AS) hasznaltuk az elemanalitikai mddszer validalasahoz. A fémeket a

tantsitvanyban megadott elfogadasi tartoméanyon beliil mértiik (relativ szoras,

RSD < 5%).
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3.2.1.3. Elemanalizis

Az eldkezelt szovet €s vérmintak elemanalizisét induktiv csatolasu plazma
optikai emisszids spektrometriaval végeztik (ICP-OES 5100, Agilent
Technologies).

A méréseket SVDV (Synchronous Vertical Dual View) modban hajtottuk
végre, amellyel egyidejlileg az axialis és radidlis nézet intenzitasi adatait is
megkaptuk. Automatikus minta bevezetést (SPS 4, Agilent Technologies)

alkalmaztunk, illetve a mintakat véletlenszertien valasztottuk ki.

A cink kvantitativ elemzése Otpontos kalibracios gorbe létrehozasaval
tortént. A kalibréacios oldatok higitasat 1000 mg/l (ICP szabvany 1V, Merck)

tobbelemi standardbodl 0,1 M salétromsavval (ultratiszta vizben) végeztiik.

crer

crcr

(mg/l) mértékegységgel fejeztiik ki.

3.2.2. Génexpresszios vizsgalatok a hiivelyi szovetmintdkban

A cink hozzéjarul a fehérjeszerkezethez ¢s szabalyozza a génexpressziot.
A vizsgalatok soran mind a hét premenopauzaban 1€év6 és a véletlenszerlien
kivalasztott hét posztmenopauzdban 1évé nd teljes vastagsagu hiivelyfal
mintdiban hatdroztuk meg mind a ZnT1-10 és ZIP1-14 transzporterek

génexpresszios profiljat.
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3.2.2.1. mRNS extrakcio, cDNS dtirds

Az RNS izolédlasnal az elsddleges szempont, hogy megakadalyozzuk az
RN-azok hozzaférését a mintdinkhoz. Az RNS izoldldst nagyon tiszta

koriilmények kozott, gyorsan €s alacsony héfokon kell elvégezni.

A hiivelyi szovetekbol a kisérletek soran a mintdk mRNS izolélasara,
tisztitdsara a GenElute Direct mRNA Miniprep Kit-et (Sigma-Aldrich)
alkalmaztuk. A kit segitségével kozvetleniil a mintakbol tudtuk a tiszta mRNS-
t izolalni a gyart6 utasitasai alapjan.

A mintdkat Minilys Homogenizer késziilékkel (Bertin Instruments)
homogenizaltuk. A szovetmintdkat kivettik az RNAlater Tissue: RNS
stabilizal6 oldatb6l (Thermo Fisher Scientific), és gyorsan felszeleteltiik,
lemértiik a szovetdarabokat. Preparacionként 40 mg-ot vagtunk le, és atvittiik
egy 2 ml-es eppendorf csébe, amely 1,4 mm és 2,8 mm méretii keramia
(cirkonium-oxid) gyongyok keverékét tartalmazta (szoveti homogenizalo
CKMix, Bertin Instruments). 1 ml proteindz K-t tartalmazé Lysis oldatot
adtunk hozza, és azonnal homogenizaltuk, amig mar nem maradtak lathaté
darabok. Megterveztiik a hiivelyi szovetmintdk homogenizalasi protokolljat a
Minilys késziilék allati szovetmintak feldolgozasi I1épéseinek javaslatai alapjan
[12]. 5000x-es fordulatszammal 3x20 masodpercig (mp) €s 2x10 masodpercig
homogenizaltuk a mintdkat és minden [épést 15 mp-es sziinetekkel
szakitottunk meg. A homogenizalas utan folytattuk a GenElute Direct mRNA
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) 3. 1épését. Az mRNS kinyerésének
maximalizalasa érdekében, 100 pl elémelegitett Elucios oldatot pipettdztunk
az izolalasi végtérfogat elérés¢hez. Az mRNS-koncentraciokat (5-10 ng/ul)
Qubit® 3.0 fluorométerrel hataroztuk meg Qubit™ RNA HS Assay Kit

(Thermo Fisher Scientific) segitségével.
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Az RNS izolalast kovetden a kapott RNS ellendrzése utdn tovabb
dolgoztunk a mintakkal. Ahhoz, hogy a tovéabbi kisérletekben az RNS
analizalhato legyen, eldszor at kellett irni komplementer DNS-re (cDNS)
reverz transzkriptdz enzim segitségével. A kisérletek soran az atirashoz a
Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-et valasztottuk ki (Thermo
Fisher Scientific). A ¢cDNS mennyiségét Qubit™ ssDNA Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével hataroztuk meg a gyartd utasitisai szerint. A
cDNS mintakat azonnal -20°C-on taroltuk a késdbbi valds idejii kvantitativ

polimeraz lancreakci6 (QPCR) elemzés céljabol.

3.2.2.2. Valos idejii PCR elemzés

A valds ideji (real-time) kvantitativ PCR késziilék lehetévé teszi az
amplifikacios gorbék, PCR-kinetikai gorbék felvételét, igy ciklusrol ciklusra
nyomon kovethettiik a végtermék felsokszorozodasat. Kvantitativ informaciot
az attorési pont (C;) adott, amely minden ciklusban azt a ciklusszamot
jelentette, ahol a detektalt jel exponencidlisan novekedni kezdett. A reakcid
egy-egy fluoreszcens festékmolekuldval (riporter festék) jelolt TagMan
probaval specifikusabba tehetd, amely a polimerizacidban nem résztvevo, az
egyik szallal komplementer, harmadik oligonukleotid. A TagMan probak a
fluoreszcens rezonancia energia transzferen (FRET) alapulnak, ezekben az
esetekben a riporter festéket és a ,,quencher” molekulat a szubsztrat

oligonukleotidhoz kotik.
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A transzporter gének (SLC30A1-10/ZnTI1-10, SLC39A41-14/ZIP1-14)
expressziojat a szovetmintdkbol torténd mRNS izoldlds utan reverz
transzkripcids kvantitativ polimeraz lancreakcid6 (RT-qPCR) segitségével
hataroztuk meg. Az mRNS jelenléte Utmutatist adhat a tovabbi célzott
vizsgélatok elvégzéséhez. cDNS-sel végeztiik az Osszehasonlitdo kvantitativ

méréseket.

A cink transzporterek probait €s a referencia gént [194] a Thermo Fisher
Scientific-t6] szereztiik be (TagMan Gene Expression Assay). Minden génre
egyedi Tagman probat alkalmaztunk, a Best coverage assayt valasztottuk a
megbizhatosag érdekében (TagMan Gene Expression Assay). Az 1.
tablazatban felsorolt TagMan génexpresszids probakat alkalmaztuk. A cink
transzporter gének ¢és a referencia gén (glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz;, GAPDH) expresszios szintjét valos idejii kvantitativ PCR-rel
mértiik. Az Osszes probat fluorescein (FAM) riporter festékkel és Minor

Groove Binder (MGB) molekulaval megjeldlten kaptuk.
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1. tablazat: Cink transzporterek (ZnT és ZIP) TagMan génexpresszios

vizsgalatainak probdi.

Gén Proba azonositdja Festék / jelolés
SLC3041/ZnT1 Hs00253602_m1 FAM-MGB
SLC30A42/ZnT2 Hs00936934 ml FAM-MGB

= SLC30A43/ZnT3 Hs00900701 gl FAM-MGB
g SLC30A44/ZnT4 Hs00203308 ml FAM-MGB
E" SLC30A45/ZnT5 Hs00224708 m1 FAM-MGB
§ SLC30A46/ZnT6 Hs00398659 ml FAM-MGB
S
3 SLC30A47/ZnT7 Hs00981941 ml FAM-MGB
5: SLC30A48/ZnT8 Hs00545183 ml FAM-MGB
SLC30A49/ZnT9 Hs00197118 ml FAM-MGB
SLC30A410/ZnT10 Hs00218883 ml FAM-MGB
SLC39A41/ZIP1 Hs00205358 m1 FAM-MGB
SLC39A42/ZIP2 Hs01113547 gl FAM-MGB
SLC39A3/ZIP3 Hs00292942 m1 FAM-MGB
SLC39A44/Z1P4 Hs01559288 gl FAM-MGB
= SLC39A45/ZIP5 Hs00379938 ml FAM-MGB
g SLC39A46/ZIP6 Hs01086822 m1 FAM-MGB
3
:f SLC39A47/ZIP7 Hs00199596 ml FAM-MGB
§ SLC39A8/ZIP8 Hs01061804 gl FAM-MGB
3 SLC39A49/ZIP9 Hs04276955 ml FAM-MGB
a SLC39A410/ZIP10 Hs01547327 ml FAM-MGB
SLC39A411/ZIP11 Hs00911336_m1 FAM-MGB
SLC39A412/ZIP12 Hs00398303 ml FAM-MGB
SLC39A413/Z1P13 Hs00378317 _ml FAM-MGB
SLC39A414/ZIP14 Hs00299262 ml FAM-MGB
GAPDH Hs02786624 gl FAM-MGB
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A qPCR-t 2 ul (koncentracidtartomany: 10-15 ng/ul) cDNS-templattal 20
nL reakcidtérfogatban hajtottuk végre, TagMan Universal PCR Master Mix 11
no UNG (Thermo Fisher Scientific) mix leirasa alapjan. StepOnePlus valos
ideji PCR késziiléket (ABI, Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk.
Valamennyi mintat triplikdtumban amplifikaltuk, valamint negativ (templat
nélkiili) kontrollvizsgalatokat alkalmaztunk az egyes lemezeken. A PCR
koriilmények kozott a bevezetd szakasz 50°C 2 perc és 95°C 10 perc volt, a
ciklus szakasz pedig 95°C 15 madsodperc és 60°C 1 perc volt. A teljes
ciklusszam 40 db volt. A protokollt alapbeallitasként tartalmazta a StepOne

Software v2.3 program.

Az eredményeket a StepOne Software v2.3 segitségével elemeztiik. Az
egyes vizsgalatok amplifikidcidos hatékonysagat oOsszehasonlito Ct (AACt)
modszerrel hatdroztuk meg. Osszehasonlitottuk a célgének (SLC30A41-
10/ZnTI-10 és SLC39A41-14/ZIP1-14) és a referencia gén (GAPDH) attorési
pontjait (Ct).

3.23. Cink transzport fehérjék meghatirozdsa a  hiivelyi

szovetmintakban [HC modszerrel

A szovetmintakbdl -70°C-on torténd tarolasuk utan, a cink transzport
fehérjék meghatarozasara keriilt sor, immunhisztokémiai modszerrel.

Kutatasunk sordn a ZnT9, ZIP4, ZIP6 ¢és ZIP11 fehérjéket hataroztuk meg.

Az immunreakciokat 14 db hiivelyl szovetmintdn végeztik. A
mintafeldolgozas sordn minden mintabol 5-5 db fagyasztott metszetet
készitettiink késobbi vizsgalatokhoz, majd a maradék hiivelyszdvetet
formalinban fixaltuk ¢és paraffinba agyaztuk. A ZnT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11
immunhisztokémiai vizsgalatdt minden esetben formalin fixalt paraffinba

agyazott hiivelyi szovetmintan végeztiik.
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3.2.3.1. Az immunhisztokémiai reakciok standardizalasa

Az  optimalis reakciokoriilmények  biztositdsa  érdekében az
immunreakcidk standardizalasat a ZNT9, ZIP4, ZIP6 ¢és ZIP11 antigéneket
ismert mddon expresszald veseszoveten, mint pozitiv kontroll szdveten
végeztiik. A pozitiv kontroll szovetek kivalasztasa az egyes antigének esetében
szakirodalmi informaciok felhasznalasaval tortént [191, 195, 196]. A formalin
fixalt paraffinba &agyazott vese blokkbol 3-4 pum vastag metszeteket
készitettiink adhézids targylemezre, mely a felszinén pozitiv toltéseket hordoz,
igy segitve eld a metszet rogziilését a tdrgylemezre. A metszeteket 37°C-os
termosztatban egy ¢jszakan at szaritottuk. Ezt kdvetden a metszeteket xilollal
4 x 5 percig deparaffinaltuk, majd leszallo alkoholsorral (96%-o0s és 70%-o0s
alkohol: 2 x 2 perc) rehidraltuk és desztillalt vizbe helyeztiikk. Ezutan
antigénfeltarast végeztiink, amely a formalin fixalds hatdsira az aminosavak
kozott 1étrejott keresztkotéseket felhasitja, igy az antigén determinansok

(epitépok) hozzaférhetdvé valnak az antitestek szdmara.

Minden fehérje esetében kétféle, egy alacsony (citrat pH6) és egy magas
pH-ju (Tris-EDTA pHS8 ¢és pH9) feltaro oldatot teszteltiink. A ZNT9 és ZIP6
esetében 11 mM-os pH9-es Tris-EDTA pufferrel vizfiirdében végeztik a
feltarast 30 percig 95°C-on. Az antigénfeltaras utdn a metszeteket desztillalt
vizben Oblitettiik, majd az aspecifikus reakciok elkeriilése érdekében endogén
peroxiddz gatlast végeztiink (3%-os hidrogén-peroxid vizes oldataval 10
percig, szobahdmérsékleten). A ZIP4 és ZIP11 11 mM-os pH8-as Tris-EDTA
pufferrel mikrohullamu késziilékben végeztiik a feltarast 15 percig 700W-on.
Mind a négy fehérje esetében 11 mM-os pH6-o0s citrat pufferrel kuktaban

tartunk fel tilnyomason 2 percig.
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Ezutan desztillalt vizben, majd Tris alapu mosépufferben (TBS, pH7,4)
oblitettiik a metszeteket. Ezt kovetden a primer antitest aspecifikus szoveti
bekotddésének elkeriilése érdekében 1%-0s (m/m) BSA-val (Bovine Serum

Albumin, TBS pufferben oldva, pH7,4) inkubaltuk a metszeteket, majd oblités

crer

A vizsgalt ZNT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11 antitestek nyulban termeltetett
poliklondlis antitestek voltak (ZNT9: Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
katalogusszam: PAS-52043; ZIP4: Elabscience Biotechnology Inc.,
katalogusszdm: EPP20204; ZIP6: Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
katalogusszam: PA5-100155; ZIP11: Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
katalogusszam: PA5-20679).

Az immunreakciok standardizaldsanak kritikus része a megfeleld primer
antitest titer meghatdrozasa, ezért a gyartocég altal javasolt higitdsi tartoméany
kornyékén tobbféle titert megvizsgaltunk.

A primer antitesteket frissen higitottuk 1%-os (m/m) BSA-ban és 30
percig, szobahdmérsékleten inkubaltuk a metszeten. A reakciok optimalizalasa
sordn vizsgalt antigénfeltardsi modszerek és primer antitest higitasi aranyok

kombinaciojat a 2. tdblazat szemlélteti.
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2. tablazat: A ZNT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11 antigének standardizalasa soran
alkalmazott antigenfeltaro modszerek és a primer antitestek higitasi aranyai

Primer antitest

Antigén Antigénfeltaré médszer . six
higitasa
s . , . . 1:50
citrat puffer (pH6) - kuktaban tilnyomason 2 percig 1:100
ZNT9 :
Tris-EDTA puffer (pH9) vizfiirdében 30 percig 95°C-on 11: '15000
1:50
citrat puffer (pH6) - kuktaban tilnyomason 2 percig 1:100
Z1P4 1:150
Tris-EDTA puffer (pHS8) - mikrohullamu késziilékben 15 1:50
percig 700W-on 1:150
s . , . . 1:50
citrat puffer (pH6) - kuktaban tilnyomason 2 percig 1:100
ZIP6 1:50
Tris-EDTA puffer (pH9) - vizfiirddben 30 percig 95°C-on 1:100
1:200
- . , . . 1:200
citrat puffer (pH6) - kuktaban tilnyomason 2 percig 1:400
ZIPt Tris-EDTA puffer (pHS8) - mikrohullamu késziilékben 15 i;gg
percig 700W-on

1:400

A primer antitest inkubacidja utan a metszeteket TBS pufferben oblitettiik
(3 x 5 perc), majd a detektald reagens inkubdacioja kovetkezett. Ez kecskében
termeltetett anti-egér ¢és anti-nyul szekunder antitestet egyarant tartalmazo
tormaperoxiddzzal (HRP, HorseRadish Peroxidase) konjugélt polimer alap
detektadlo (MACH4, Biocare Medicals Inc), mellyel 30 percig,
szobahdmérsékleten inkubaltuk a metszeteket. A nem kotddott szekunder
antitestek eltavolitasa érdekében TBS mosopufferrel oblitettiik a metszeteket
(3 x 5 perc), majd a reakcio vizualizdlasa kovetkezett DAB kromogénnel

(Diamino-benzidin, Dako Agilent Technologies).
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A reakcid el6hivasa soran a metszetekben talalhato ZNT9, ZIP4, ZIP6 és
ZIP11 antigének lokalizacigjaban a DAB kromogén hatasara barna szinreakcio
alakult ki. Az el6hivo DAB reagenst 10 percig inkubaltuk a metszeten ¢s a
reakcid sikerességét fénymikroszkoppal ellendriztiik. A reakciot desztillalt
vizben allitottuk le. El6hivas utdn a metszeteken hematoxilin (VWR
International Kft.) magfestést végeztiink 10 masodpercig, majd a metszeteket
viztelenitettiik (2-2 perc 70%-0s €s 96%-0s alkohol, 3 x 2 perc aceton, 2 x 2
perc xilol) és lefedtiik Pertex-et alkalmazva (Histolab).

A ZNT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11 immunreakciok standardizalasa soran a

primer antitest elhagyasaval negativ kontrollokat is alkalmaztunk.

3.2.4. Cink transzport fehérjék egyedi nukleotid polimorfizmusainak
meghatarozasa

Az altalunk vett vérmintdkbol a SLC30A4/ZnT1-10 és a SLC39A4/ZIP 1-14
gének polimorfizmusat hataroztuk meg.

Az egyedi polimorfizmusok meghatarozasat a szakirodalomban ismert
eljarasok koziil kapillaris gélelektroforézissel, PCR amplifikdcioval valamint

szekvenalassal valositottuk meg.

3.2.4.1. DNS extrakcio teljes vérbol

Genomi DNS izoldlasanal tobb dologra is tigyelni kell, példaul arra, hogy
a DNS minél kevésbé torjon Ossze és nagyon fontos kovetelmény a DNaz-
mentesség biztositasa, amit megfeleld dsszetétell pufferrel biztositottunk.

A teljes vérbdl vald genomialis DNS-extrakciohoz Blood DNA Isolation
Mini Kit-et (Norgen Biotek) hasznaltunk, a gyart6 altal megadott utasitasok
szerint, igy kozvetleniil a vérmintakbol voltunk képesek a tiszta gDNS
izolalasara.

40



A tisztitds Spin Column kromatografids technoldgidn, mint elvalasztd
matrixon alapul. A Norgen oszlopa az optimalis s6 koncentraciok alatt megkoti
a DNS-t, ¢és a kotott DNS-t alacsony s6 ¢s kissé lugos koriilmények kozott
szabaditja fel.

A tisztitott genomi DNS teljes mértékben emészthetd az 0sszes vizsgalt
restrikcidos enzimmel ¢és teljesen kompatibilis a késébbi downstream

alkalmazasokkal, beleértve a PCR-t is.

3.2.4.2. A gDNS mennyiségi meghatdrozdsa

A Qubit® 3.0 fluorométerhez hasznalhaté Qubit® dsDNA HS Assay Kit-
tel (Thermo Fisher Scientific) hataroztuk meg a gDNS koncentraciot. Ez egy
pontos ¢és szelektiv modszer a nagyszami mintdk DNS mennyiségének
meghatarozasara. A modszer igen érzékeny és szelektiv a dsDNS-re, igy a
készlet nem alkalmazhaté RNS, fehérje vagy szabad nukleotidok
koncentracidinak mérésére. Az assay jol ,tolerdlja” a mintdkban gyakran
eléforduld szennyezdanyagokat (sok, szabad nukleotidok, oldészerek,
detergensek). A Qubit® DNA HS (High Sensitivity) vizsgalati készlet mérései
sokkal jobb jelzést adnak a minta tisztasdgdra vonatkozéan, mint az
A260/A280 ardny elemzése. A méréshez sziikséges minta mennyisége a

protokollok alapjan kiilonb6z6 lehet, 1 pl - 20 ul kozott valtozhat.

Esetiinkben:

2 pl minta esetében = 198 pul Qubit™ munkaoldat + 2 pl minta

A kit segitségével a gyartd utasitdsai alapjan hataroztuk meg a gDNS

koncentraciot.
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3.2.4.3. Uj primer pdrok tervezése polimerdz lincreakciékhoz

A polimeraz lancreakciokhoz (PCR) altalaban két specidlis szekvenciaju
oligonukleotid (primer) sziikséges, amely kozrefogja az amplifikdlni kivant

DNS szakaszt.

A vérbdl izoldlt DNS mintak ZnT és ZIP fehérjék szekvencidinak
tanulméanyozasara kiilonb6zd primerek tervezésére volt sziikség. Minden cink
transzporter gén minden exonjat megvizsgaltuk (National Center for
Biotechnology Information, NCBI), kivalasztottuk azokat a régidkat, amelyek
nagy szamban tartalmaznak misszensz mutaciokat, és ezeket a régiokat
Osszehasonlitottuk a rendelkezésre all6 Thermo Fisher Scientific TagMan SNP
genotipizaldé probaival [I3, 14]. Uj primereket terveztink minden olyan
hosszabb exonra, amelyek t6bb misszensz mutdciot tartalmaztak és
alkalmasnak tlintek megbizhatdé hossziisagi PCR-fragmensek eldallitasara a
szekvenalashoz. A tervezett szakaszok hossza 100 és 276 bp kozé esett. A
human SLC30A4/ZnT és SLC39A/ZIP génszekvencia dsszehasonlitdsokhoz és a
primerek fejlesztéséhez az NCBI-BLASTN [I4] elemzéseket, valamint az
ENSEMBL webes feliiletet alkalmaztuk [15].

3.2.4.4. PCR amplifikicio

A PCR-amplifikaciokat 25 pl végtérfogatban hajtottuk végre a
StepOnePlus (Applied Biosystems) ¢és iCycler (Bio-Rad) késziilékek
segitségével. Az amplifikacid 6sszeméréséhez a DreamTaq PCR Master Mix-
et (2X) (Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk az Utmutatd utasitdsainak
megfeleléen, és minden reakcidhoz 1 pl (koncentraciotartomany: 15-30 ng/l)
teljes genomialis DNS-t adtunk. A ciklusparaméterek azonosak voltak, azzal a
kiilonbséggel, hogy a primer annelaciés hémérsékletét minden primer par

esetén optimalizaltuk (3-4. tablazat).
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A 24 db génhez huszonnégy primerpart hasznaltunk, melyek helyzetét (3-
4. tablazat) a gén elsé nukleotidjatol szamoltuk. A negativ kontrollokat az

elébbiekben leirt modon hajtottuk végre, de DNS templat nélkiil.

A ciklusok futdsi bedllitdsait a korabbi tapasztalataink alapjan
optimalizaltuk és a kovetkezd paraméterekkel végeztiik: kezdeti denaturalasi
1épés (95°C 2 perc), melyet 35 ciklus kovetett, amely egy denaturalasi 1épést
(95°C 30 mp), egy primer annelacios 1épést (30 mp) (az egyes primer parokra
jellemzd hémérsékleten), és egy extenzid 1épést (72°C 1 perc) tartalmazott. A

végso extenzid 72°C-on 10 percig tartott.

A primer szekvencidkat és a primerek PCR-reakcidhoz optimalizalt

annelacidos hdmeérsékletét a 3. és 4. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat: Az SNP-k azonositdasdhoz sziikséges paraméterek az SLC30A4/ZnT géncsaladban

Referencia Primerek PCR Anneliciés
Sorszam Gén . Régio , Primerek a PCR reakciéhoz termékhossz homérséklet
szekvencia elhelyezkedése o
(bp) (°C)
SLC3041/ Forward: TGTGAACTTGCCTGCAGAAC
1. NM 021194.2 Exon 1 1442-1617 176 56
ZnTI - Reverse: ACAGCAGGGATGTTTTCAGC
SLC3042/ Forward: AATGGGGTTGACCCTTCACC
2. NM 0010044342  Exon 5 815-951 137 52
ZnT2 - Reverse: CCACTAGGACACCCATGCTC
SLC3043/ Forward: GGGTCTAGGGGAGCAGAGTAT
3. NM 001318949.1 Exon 5 745-887 143 54
ZnT3 - Reverse: AGGATGGAGGCAGCCAGTA
SLC3044/ Forward: GTGTGCCAAGCCATTTGAATGTA
4, NM 013309.5 Exon 7 1313-1443 132 55
ZnT4 - Reverse: GCTGTATGTGAACTATGGCAGT
SLC3045/ Forward: GTGGAGTCTTGGTTTTCTCTCA
5. NM 022902.4 Exon 8 1097-1318 222 50
ZnTs5 - Reverse: CTGGTGTGCTGCTTTGTTCA
SLC3046/ Forward: GCCTTATTGTCTGGGCCTGT
6. NM 001330476.1 Exon 12 863-1111 249 53
ZnT6 - Reverse: GCTGCTGTAAGGTGTGTGTC
SLC3047/ Forward: CGGACACAGTCATTCCCTCT
7. NM 001144884.1 Exon 6 701-800 100 53
ZnT7 - Reverse: GCTATGTGCAGCACCATGTTT
SLC30A48/ Forward: CTCCAACAGAAACCGGTGAATA
8. NM 173851.2 Exon 2 309-498 190 55
ZnT8 - Reverse: CGACCTCTGCAATCATGAAAATG
SLC3049/ Forward: CTTTGGGTGTGGGCACCTTA
9. NM _006345.3 Exon 15 1426-1543 118 57
ZnT9 - Reverse: AGGAGTTCAGTGAGCCGTTG
10. SLC30A410/ NM 018713.2 Exon 4 1367-1573 Forward: GACTTGAAGGAACCCCTGGA 207 53
ZnT10 - Reverse: AGCCACTTCTCTTGCGTCTC
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4. tablazat: Az SNP-k azonositdsdhoz sziikséges paraméterek az SLC39A/ZIP géncsaladban

Referencia Primerek PCR Annelacios
Sorszam Gén . Régio  elhelyezkedése Primerek a PCR reakciéhoz termékhossz  homérséklet
szekvencia o
(bp) (bp) (W)
SLC39A41/ Forward: CTTGCGTGCCTGTGTACTG
1. NM 001271959.1  Exon 4 879-1053 175 57
ZIP1 Reverse: CCTAAGGTGGCTCTGCAAC
SLC39A42/ Forward: GGAGTATCCCTATGGAGAGC
2. NM _014579.3 Exon 4 492-742 251 51
ZIP2 Reverse: CCACAGCTAGCCCTTCAAAC
SLC39A43/ Forward: GCCAAAATCCTGTGCATGGT
3. NM_144564.4 Exon 2 273-436 164 53
ZIP3 Reverse: TTGAAGCACGTGGCCAGAAA
SLC39A44/ Forward: CTCACTTGTCTCTGCCCACA
4. NM 017767.2 Exon 1 422-628 207 57
ZIP4 Reverse: GAGGTGGTCTGCATGAGAGG
SLC39A45/ Forward: CCCAGTGAGTCATCTGCTG
5. NM 173596.2 Exon 4 269-544 276 55
ZIP5 Reverse: CTGTGTGTGGAATTGTCTGC
SLC39A46/ Forward: TGGCATTAATGTTGACTTGG
6. NM 012319.3 Exon 2 416-690 275 50
ZIP6 Reverse: GATTATGGTGAGAGTGATGATC
SLC39A7/ Forward: CACGACGATCTGCAAGAGGA
7. NM_006979.2 Exon 1 523-779 257 57
ZIP7 Reverse: GACTCCCCATAGCCTCCAT
SLC39A48/ Forward: ATGATAACGCTCTGCGATGC
8. NM_022154.5 Exon 6 1445-1577 133 55
ZIP8 Reverse: CTAACTCGTGGGGAAACTCC
SLC39A49/ Forward: GAAAACACCACCAAGCAAGT
9. NM 001252150.1 Exon 3 908-1069 162 55
ZIP9 Reverse: CCACCAGCAACATGAAAACG
SLC39410/ Forward: CCTTGGAGAGAGAAAAGTAGT
10. NM 001127257.1 Exon 2 484-749 266 52
ZIP10 Reverse: GTAGGCGGTGATTATGGTC
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Referencia Primerek PCR Annelacios
Sorszam Gén . Régio  elhelyezkedése Primerek a PCR reakciohoz termékhossz  homérséklet
szekvencia o
(bp) (bp) (WY)
SLC39A411/ Exon Forward: ATGGGAAACTGGCATCCTG
11. NM _001159770.1 1071-1193 123 51
ZIP11 10 Reverse: ACTGCTGTTTCTTCGTATGGC
SLC39A412/ Forward: GCTTCCGGACAAAGCTCTC
12. NM 001145195.1 Exon2 278-524 247 55
ZIP12 Reverse: TCTCCTTGCATTCCGTTTCTC
SLC39A413/ Forward: CTGTCGCCTGGACAACAAGG
13. NM _001128225.2 Exon 2 311-477 167 57
ZIP13 Reverse: CTTCTGAGCGCAGCATGGTC
SLC39A414/ Forward: TGACCCTGCTTGGCTTATGG
14. NM 001135154.2 Exon2 241-464 224 52
ZIP14 Reverse: CGTGGAGAGGTTCCTGTGTC
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3.2.4.5. PCR termékek ellendrzése gélelektroforézissel

Az elektroforézis egy olyan elvalasztasi technika, amely az ionok
elektromos térbeni mozgékonysdgan alapul. A kapillaris gélelektroforézist
bioldgiai makromolekuldk méret szerinti szétvalasztisara alkalmazzdk. A
kapillaris géltoltet megakadalyozza az elektroozmotikus aramlast. A PCR-
DNA Screening Gel patron segitségével ellendriztiik. Az elvéalasztast ezzel az
elére gyartott gélpatronnal hajtottuk  végre. A negativ  toltési
nukleinsavmolekuldk a kapillaris pozitiv toltésti részeihez vandorolnak. A
molekuldk lathatova tétele a patronba toltott etidium-bromid segitségével
torténik. A QIAGEN QIAxel rendszer eldnye, hogy teljes mértékben
automatizalt, a termékek lathatova tételét és kiértékelését Screengel szoftver
(Qiagen) segitségével végeztiik el.

QIAxcel Screening Kit-et alkalmaztunk, AM320 protokollra bedllitva. A
genomi markerek vizsgéalata esetén 15bp - 1000bp mérettartomanyt atfogé QX
Alignment Markert és 50bp - 800bp mérettartomanytt QX DNA Size Markert

hasznaltunk.

Ellenérzésként a DNS-fragmenseket hagyomanyos elektroforézissel is
elvalasztottuk 2%-os agardzgélen, etidium-bromiddal festettiik és UV-fény

alatt CCD-kameraval fényképeztiik.

3.2.4.6. Szekvenciaelemzés

A PCR-termékeket EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kit-tel
(Bio Basic Inc.) tisztitottuk. A tisztitott PCR-termékeket a Macrogen és a
Thermo Fisher Scientific vallalat szekvenalta. A szekvenaltatist az

amplifikaciohoz hasznalt primerekkel végeztiik (3-4. tablazat).
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A szekvenaland6 oldalt a feltételezett misszensz mutacidk exonon belili

elhelyezkedése alapjan vélasztottuk ki.

A direkt szekvendlasbol szarmazd Osszes kromatogramot vizudlisan
ellendriztiik. A szekvencidk elektroferogramjait Trev, Pregap4 ¢és Gap4
program [197] alkalmazéasaval elemeztiik, ¢s a Clustal Omega [198]
hasznalataval igazitottuk a referencia szekvencidkhoz. A nukleotid
valtozatokat GeneDoc és SnapGene szoftverekkel vizualizaltuk. Az SNP-k
azonositasat az NCBI genom bongészdjének Variation Viewer alkalmazasaval

végeztik [14].

3.3. Statisztikai analizis

3.3.1. Cinkkoncentracio elemzése

A cinkszint adatok statisztikai elemzéseihez a SigmaStat (Systat
Software)/SPSS szoftvert (IBM) hasznaltuk. Student t-tesztet alkalmaztunk
(paraméteres adatok) a szintek kozott mutatkozé kiilonbségek értékelésére. A

kiilonbségeket szignifikansnak tekintettiik, ha a p-érték kisebb, mint 0,05.

A vérben 1évd cinkkoncentraciok, a hiivelyszovet szintjei, valamint a
betegek kora kozotti Osszefliggéseket Pearson-féle korrelacios egyiitthatoval
fejeztiik ki. TobbszOrds linedris regresszidt végeztiink a hiivelyszovet
cinkszintjének joslasara az ¢€letkor, a menopauzas allapot, a hiivelyi sziilések
(hiivelyi paritasok) szama és a vér cinkszint alapjan, amelyekben a hiivelyi
szovet cinkszintje volt a fliggd valtozd, az életkor, a menopauza allapota, a
hiivelyi sziilések és a vér cinkszintje pedig a fliggetlen valtozo. Akkor
tekintettiik szignifikdnsnak a kiilonbségeket, ha a p-érték kisebb volt, mint o =
0,05. Eredményeink adatait atlag értékekkel + szorassal mutattuk be.
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A mintaméret kiszdmitasat a G* Power 3.1.9.7 Statisztikai szoftverrel
végeztiik (Heinrich Heine Egyetem). A kovetkezd paramétereket hasznaltuk:
a hatds nagysaga 0,3, a tesztelt prediktorok szdma 1 és a prediktorok teljes
szama 4, R? pedig 0,4 (elézetes adatok alapjan). A 80%-os teljesitmény

eléréséhez 5% szignifikanciaszint mellett 29 n6ébdl all6 minta sziikséges.

3.3.2. Génexpresszios €s immunhisztokémiai eredmények elemzése

A génexpresszids vizsgalatokbol kapott normalis eloszlasti adatokat
0sszehasonlitottuk a Student t-teszttel, ha a mintaeloszlas aszimmetrikus volt,
akkor a Mann-Whitney U-probat alkalmaztuk. A fliggd tesztek
kombinalasdhoz sziikséges harmonikus atlag p-értéket alkalmaztuk a
tobbszords Osszehasonlitdshoz [199]. A génexpresszid kiilonbségeit ezért
akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p-érték kevesebb, mint 0,039. Az
Osszes statisztikai szamitast az SPSS szoftver (SPSS Inc) segitségével
végeztiik. A kvantitativ eredményeket az atlagértékek + szoras alkalmazasaval

irtuk le, ha masképp nem volt meghatarozva.

A mintdk méretének kiszamitdsa a kisérleti SLC3049/ZnT9 mRNS
expresszios adatok alapjan tortént. Elvégeztik a SLC3049/ZnT9 kezdeti RT-
PCR analizisét, és megallapitottuk, hogy premenopauzas ndknél az atlagos
expresszios szint értéke 1,1 volt, szoras értéke 0,3. Feltételezve, hogy a
posztmenopauzas ndknél az mRNS expresszidja 40%-kal csokken, ugy
becsiiltiik, hogy 12 betegbdl all6 mintaméret sziikséges a 80%-os teljesitmény

eléréséhez 5%-os szignifikancia szint mellett.
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3.3.3. Egyedi nukleotid polimorfizmusok elemzése

s

értékelésére a SISA Quantitative Skills szoftvert hasznaltuk, valamint Fisher-

egzakt tesztet alkalmaztuk. Az alacsony vércinkszintet < 5 mg/l-ben hataroztuk

crer

cyey

mg/kg-nak valasztottuk alacsony cink hiivelyi szovetszintnek és magas cink
hiivelyi szovetszintnek pedig az 50 mg/kg feletti értéket a mellszoveti adatokra

alapul véve [201].
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4.Eredmények

4.1. Atomabszorpcios eredmények

Kutatasunk sordn 32 nd szovet- €s vérmintait vizsgaltuk meg. A résztvevo

személyek klinikai és demografiai jellemzdi az 5. tablazatban talalhatok.

5. tablazat: A menopauza el6tti és a posztmenopauzds nok klinikai és demografiai

Jellemzoi
Jellemzék Eredmények
Kor (év, atlag, SD) 62,5+ 13,11
Premenopauzas statusz, n (%) 7 (21, 87 %)
Premenopauzas kor (atlag, szoras) 44,4+09,1
Posztmenopauzas statusz, n (%) 25 (78, 13 %)
Posztmenopauzas kor (atlag, szoras) 67,6 £89
Terhességek szama (atlag, szoras) 2,78+ 1,26
Sziilések szama (atlag, szoras) 2,18+ 1,14
BMI (testtdmegindex) (atlag, szoras, kg/m?) 28,41 +4,78

A cinkkoncentraciokat mind a premenopauzds, mind a posztmenopauzas
nékben elemeztiik és rogzitettiik a vonatkoz6 klinikai informaciokat (életkor,
menopauza allapota, hiivelyi paritas).

Amint az varhaté volt, a posztmenopauzas csoportban 1évé ndk
szignifikansan idésebbek voltak a premenopauzas csoporthoz képest (atlag +
szoras, 68 £ 9 év vs. 44 + 8 év, p < 0,01). A pre- és posztmenopauzas ndk
kozott a vérben nem taldltunk szignifikans cinkszint kiilonbséget (atlag +

szoras, cink 5,08 = 0,62 mg/l vs. 4,75 + 0,87 mg/l). Adataink nem mutattak
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szignifikans kiilonbséget a menopauza elétti €s a posztmenopauzaban 1évé nék
hiivelyi szovet cinkszintjei kozott sem (atlag + szoras, 61,26 + 24,04 mg/kg vs.
56,92 + 25,92 mg/kg).

A 6. tablazat a vizsgalatban résztvevd 32 személy cinkszintjének atlag

értékeit mutatja a hiivelyi szovetben és a teljes vérben.

6. tablazat: Cinkszint a teljes vérben és a hiivelyi szévetben

Zn atlag (szoras)

B Szovet (mg/kg) 57,86 (26,09)
Nok

(n=32) Teljes vér (mg/1) 4,84 (0,82)

A teljes vér cinkszintje nem korrelalt a beteg ¢életkoraval (r=0,01 ésr=-
0,11, p=NS). A hiivelyszovet cinkszintje €s az ¢letkor kozott azonban negativ

korrelaciot talaltunk (r =- 0,27, p = 0,04) (7. 4bra).
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Tobbszoros linedris regresszid szamitast végeztiink a hiivelyi szovet
cinkszintjének megjoslasara az életkor, a menopauza, a hiivelyi sziilések
szama, valamint a vér cinkszintje alapjan. Az 0sszes vizsgalt valtozot (életkor,
menopauza allapota, hiivelyi sziilések, valamint a vér cinkszintje)
belefoglaltuk a regresszios modellbe. Jelentds regresszios egyenletet talaltunk
(F(4, 27) = 4,4, p = 0,006), ahol az R? értéke 0,4 volt. A tobbszdrds linearis
regresszios modell azt mutatta, hogy a cink hiivelyszoveti szintjének esetében
csak az életkor maradt az egyetlen szignifikans elérejelzd [p = 0,03, 95% CI: -

2,28 — (-0,06)] véltozo.

4.2. Génexpresszio analizis eredményei

Azért, hogy Osszehasonlithassuk a pre- €s posztmenopauzaban 1évé ndk
génkifejez0désének értékeit, 14 mintat vontunk be a génexpresszios ¢és az
immunhisztokémiai vizsgalatainkba. A résztvevé nok klinikai és demografiai
jellemzdit a 7. tablazat ismerteti. A varakozasoknak megfelelden a
posztmenopauzas csoportban a noék szignifikdnsan idésebbek voltak a
premenopauzas csoporthoz képest (atlag & szoras, 61,7 + 10,4 év vs. 44,4 £9,1
emlitett csoportokban, de a posztmenopauzids csoportban mért
cinkkoncentraciok nem kiilonboztek szignifikansan a premenopauzés csoport

koncentracios eredményeitdl (7. tablazat).
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7. tablazat: A résztvevo pre- és posztmenopauzas nok klinikai és demografiai

jellemzoi
Posztmenopauzas Premenopauzas -y

csoport (n =7) csoport (n ="7) p-érték
Kor (atlag + szoras) 61,7+ 104 44,4+9,1 0,006
Terhesség (kozépérték, tartomany) 4(2-7) 3 (1-5) 0,307
Sziiles (kozépérték, tartomany) 3(2-7) 2 (1-3) 0,357
Testtomegindex (atlag + szoras) 27,7+3,6 28,4+49 0,786
Teljes ver cinkszint 5,02+ 0,28 5,09+ 0,68 0,811
(mg/l, atlag + szoras)
Hormonterapia (n, %) 0 0 -

Ezek utan, sikeresen izolaltuk minden hiivelyi szovetmintdbol a qPCR

reakcidokhoz sziikséges mRNS mintékat.

A vizsgalatok sordn mind a 24 gén (SLC30A41-10/ZnT1-10 és SLC39A1-

14/ZIP1-14) expressziojat meghataroztuk a szovetmintakban. A kapott

értékekbdl megallapithato, hogy mind a 24 gén kifejezédik mind a menopauza

eldtti, mind a posztmenopauzas nok hiivelyszoveteiben (8-9. tdblazat).
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8. tablazat: A cink transzporterek csaladjaba tartozo ZnT (SLC30A) transzporterek
mRNS-expresszioja a hiivelyi szovetekben

Gén

Posztmenopauzas

Premenopauzas

csoport (n=17) csoport (n="17) p-érték

SLC30A1/ZnTI1 29,90 (52,65) 113,78 (92,18) 0,058
SLC30A42/ZnT?2 1,02 (1,51) 1,24 (2,08) 0,824

:é SLC30A3/ZnT3 16,08 (19,90) 2,95 (3,22) 0,111
%é SLC30A4/ZnT4 96,43 (140,61) 410,59 (304,34) 0,029
% :g SLC30A5/ZnT5 0,71 (0,40) 1,13 (0,37) 0,066
é i SLC3046/ZnT6 1,10 (0,38) 1,02 (0,42) 0,724
E g SLC3047/ZnT7 59,85 (44,98) 88,72(58,09) 0,319
g SLC30A8/ZnT8 2,28 (5,17) 0,99 (1,38) 0,536
SLC30A9/ZnT9 0,62 (0,39) 1,13 (0,31) 0,019
SLC30410/ZnT10 74,98 (112,88) 13,01 (13,34) 0,175

a - RQ = Relative quantification, StepOne Software v2.3 alapjan.
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9. tablazat: A cink transzporterek csaladjaba tartozo ZIP (SLC39A) transzporterek
mRNS-expresszioja a hiivelyi szovetekben

Gén Posztmenopauzas Premenopauzas , L,
csoport (n=17) csoport (n="17) p-érték

SLC3941/ZIP1 2,25(1,39) 2,06 (1,00) 0,778
SLC39A42/ZIP2 1,11 (0,61) 2,29 (1,20) 0,038
SLC39A43/ZIP3 2,32 (1,90) 15,82 (12,97) 0,018
SLC39A44/Z1P4 1,52 (1,07) 3,21 (3,02) 0,188

2 SLC39A45/ZIP5 1,91 (2,54) 0,57 (0,46) 0,193

&
§ ’§ SLC39A46/ZIP6 1,10 (0,80) 5,73 (4,72) 0,025
2 § SLC3947/ZIP7 2,31 (1,47) 3,07 (2,17) 0,455
g -zo SLC39A48/ZIP8 0,98 (0,54) 2,21 (3,79) 0,410
§ § SLC39A49/ZIP9 43,09 (24,61) 52,03 (23,15) 0,497
3 SLC39A410/ZIP10 1,05 (0,64) 1,02 (0,61) 0,927
SLC39411/ZIP11 1,21 (0,35) 1,86 (1,34) 0,238
SLC39A412/ZIP12 0,23 (0,40) 2,62 (6,77) 0,367
SLC39A413/ZIP13 3,40 (2,56) 1,49 (1,19) 0,098
SLC39A414/ZIP14 3,56 (4,06) 1,30 (1,66) 0,197
a - RO = Relative quantification, StepOne Software v2.3 alapjan.
Az SLC30A44/ZnT4 ¢és az SLC3049/ZnT9 mRNS expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a posztmenopauzas ndéknél, mint a

premenopauzas nék szoveteiben (atlag + széras mRNS expresszid relativ
egységekben, 96,43 + 140,61 vs. 410,59 + 304,34, p = 0,03 és 0,62 + 0,39 vs.
1,13 £ 0,31, p=0,02) (8. tablazat).
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Hasonloképpen, az SLC3942/ZIP2, SLC39A3/ZIP3 és SLC39A6/ZIP6
gének mRNS expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a posztmenopauzas
néknél, mint a premenopauzas ndk mintaiban (atlag + szoras mRNS expresszid
relativ egységekben, 1,11 £0,61 vs. 2,29 £ 1,20, p=0,04; 2,32 + 1,90 vs 15,82
+12,97, p=0,02 és 1,10 + 0,80 vs. 5,73 + 4,72, p = 0,03) (9. tablazat).

Nem talaltunk azonban szignifikdns kiilonbséget az SLC30A41-3/ZnT 1-3,
az SLC30A45-8/ZnT 5-8 ¢és az SLC30A410/ZnTI10 gének, valamint az
SLC39A1/ZIP1, SLC39A44-5/ZIP4-5 ¢és SLC39A7-14/ZIP7-14 mRNS-
expressziodjaban a pre- €s posztmenopauzas ndk kozott (8-9. tablazat). Az
SLC30A41/ZnT1 és SLC30A44/ZnT4 gének, valamint az SLC3943/ZIP3,
SLC39A46/ZIP6 és SLC39A49/ZIP9 gének mRNS expresszidja magasabb volt,
mint a tobbi SLC30A4/ZnT és SLC39A/ZIP gén expresszidja.

4.3. Az immunreakcio standardizalasanak eredményei

Korabbi tanulmanyok arrdl szamoltak be, hogy a ZnT9, ZIP4, ZIP6 és
ZIP11 antigének kiilonb6z6 szdvetekben expresszalodnak [191, 196]. Vese
szovetet alkalmaztunk ezen antitestek immunvalaszanak optimalizalasara a
megfeleld antigénfeltardsi modszer és az elsddleges antitest titer

meghatarozasahoz.

A ZIP4 immunreakcid optimalizaldsa soran a nagy koncentracidban (1:50)
alkalmazott primer antitest fals pozitiv eredményt adott az endotél sejtek,
valamint a tubulus hamsejtek sejtmagjaban mindkét feltaras esetén (8. A és D
abra). A ZIP4 immunhisztokémiai reakcié optimalizalasanak tovabbi
eredményei azt mutattdk, hogy a ZIP4 fehérje valamennyi tubulusham
citoplazmajaban kimutathatd, igy a proximadlis, a disztalis tubulusban, a
gyljtécsatornaban és a Henle-kacsban is, kézel azonos intenzitassal (8. B

abra). Ugyanakkor citratos feltarast kovetéen 1:150 higitast alkalmazva
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nehezen értékelhetd, gyenge reakciokat kaptunk (8. C abra). Kontrasztos,
optimalis szinintenzitast a citrat 1:100 és EDTA 1:150 kombinéciok esetén
kaptunk (8. B és E é&bra), viszont a hiivelymintdkon végzett késébbi
vizsgalatokban a Tris-EDTA  feltards rendre hatteres reakciokat
eredményezett, ezért a ZIP4 fehérje immunhisztokémiai vizsgalatara optimalis
reakciokdriilménynek egyértelmiien a citrat feltaras és a primer antitest 1:100

titere bizonyult (8. B abra).

v
A

EDTA1:150

8. abra: ZIP4 immunreakcio standardizaldsa, barna szinnel a ZIP4 fehérje
lokalizacioja azonosithato (400x). A) citrat 1:50. B) citrat 1:100 (P: proximdalis
tubulus, D: disztalis tubulus, H: Henle-kacs). C) citrat 1:150. D) EDTA 1:50. E)
EDTA 1:150. Nyillal jelolten a tubulushamsejtek fals pozitiv magi expresszioja

lathato.

A ZIP11 immunreakcid optimalizalasa soran a toményebb antitest (1:100)
esetén jelentds aspecifikus hattérfestodés volt megfigyelhetd (9. A abra). A
ZIP11 immunreakciok tovabbi értékelése soran a kiilonb6z6 vesetubulusokban
eltérd expressziés intenzitdsokat tapasztaltunk: kozepesen intenziv

citoplazmatikus reakciot a disztalis csatornak sejtjeiben tapasztaltunk, mig a
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proximalis tubulusban, a Henle-kacsban és a gyiijtdcsatorndban gyenge
citoplazmatikus szinintenzitds, expresszios szint volt megfigyelheté (9. B
abra). Az alacsonyabb antitest koncentracido (1:400) esetén a kettds
szinintenzitast nehezen lehetett elkiiloniteni (9. C 4bra). Az alacsony pH-ju
feltard oldatot egyértelmiien ki lehetett zarni a lehetséges feltairé modszerek
kozil, ugyanis citrat pufferes feltardst kovetden a primer antitest kis
koncentracioban (1:400) torténd alkalmazasa soran is aspecifikus sejtmagi
expresszio volt megfigyelhet6 a vesetubulusokban (9. D és E 4bra), ezen kiviil
az egyes vesecsatorna tipusok eltéré ZIP11 expresszids mintazatat sem lehetett
elkiiloniteni. A szinintenzitasbeli kiilonbségek bemutatasara leginkabb a Tris-
EDTA pufferes feltaras volt alkalmas, a primer antitest 1:200-as higitasa
mellett. A ZIP11 fehérje immunhisztokémiai vizsgalatira optimalis
reakciokoriilménynek egyértelmiien a Tris-EDTA feltaras és a primer antitest

1:200 titere bizonyult (9. B 4bra).

citrat 1:400

9. abra: ZIP11 immunreakcio standardizalasa, barna szinnel a ZIP11 fehérje
lokalizacidja azonosithato (400x). A) EDTA 1:100. B) EDTA 1:200 (P: proximalis
tubulus, D: disztalis tubulus, H: Henle-kaccs). C) EDTA 1:400. D) citrat 1:200. E)

citrat 1:400. Nyillal jelolten a tubulushamsejtek fals pozitiv magi expresszioja

lathato.
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A ZnT9 immunhisztokémiai reakci6 optimalizalasa sordn az eredményeink
azt mutattdk, hogy a ZnT9 fehérje a kiillonbdzd vesetubulusokban eltérd
mértékben expresszalodik: a disztalis tubulusban kdzepes, mig a proximalis
tubulusban gyenge intenzitds tapasztalhat6. Mindkét tubulustipusnal a
citoplazmaban jellegzetes pontszerli, szemcsés reakcid figyelhetd meg.
Kontrasztos, optimalis szinintenzitast a pH9-es Tris-EDTA pufferben torténd
antigénfeltaras soran €s a primer antitest 1:100 titere esetén tapasztaltunk (10.

abra).

A ZIP6 immunreakcidk értékelése soran a proximalis vesetubulusban
tapasztaltunk szemcsés, pontszerii citoplazmatikus reakciot, valamint az
endotél sejtekben difftiz citoplazmatikus szinintenzitas volt leirhat6. A ZIP6
fehérje immunhisztokémiai vizsgalatdra optimalis reakciokoriilménynek
egyértelmiien a magas pH-ju Tris-EDTA feltaras és a primer antitest 1:200
titere bizonyult (10. abra).

e .

10. abra: ZnT9 és ZIP6 immunreakcio standardizalasa A) ZNT9 expresszio pozitiv
szoveti kontrollon. D: Disztdlis tubulusban erés (3+), szemcesés citoplazmatikus
expresszio P: Proximalis tubulusban gyenge (1+), szemcsés citoplazmatikus reakcio.
Primer antitest titer 1:100. B) ZIP6 expresszio pozitiv szoveti kontrollon. P:
Proximalis tubulusban erds (3+), szemcsés citoplazmatikus reakcio. Primer antitest
titer 1:200.
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4.4. Immunhisztokémiai elemzés eredményei

A cink transzport fehérjék meghatarozasa a hiivelybdl vett mintakban
korabban nem keriiltek meghatarozasra. Vizsgalatainkkal kimutathat6 a cink
transzportban résztvevo fehérjék jelenléte és segit annak a megismerésében,
hogy mely enzimek, fehérjék vehetnek részt a cinkszint kialakitdsaban, a

hiivelyszdvetben.

Immunhisztokémiai vizsgalatot alkalmaztunk a ZnT ¢és a ZIP
transzporterek  génexpresszidjanak  megerdsitésére  és  értékelésére
fehérjeszinten. Kivalasztottunk egy ZnT transzportert (ZnT9) és harom ZIP
transzportert (ZIP4, ZIP6 ¢s ZIP11), hogy megerdsitsiik a ZnT / ZIP fehérjék

kifejezodését a hiivelyi szovetben (11. abra és 10. tablazat).

11. abra: A ZnT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11 immunhisztokémiai elemzése a hiively
falaban (50 um). Az eliilsé hiivelyfal biopsziat immunfestéssel vizsgaltuk ZnT9,
ZIP4, ZIP6 és ZIP11 antitestekkel.

A) ZnT9 expresszio a posztmenopauzas nok hiivelyfalanak rétegeiben. A ZnT9

fehérje expresszidja a stratum spinosum-ban szignifikansan alacsonyabb volt a
posztmenopauzds noknél, mint a premenopauzas noknél. B) ZnT9 expresszio a
premenopauzas nok hiivelyfalanak rétegeiben. C) ZIP4 expresszio a hiivelyfal
rétegeiben. a stratum basale és nehany alacsonyabb sejtsor a stratum spinosum

rétegeben, gyenge diffuz citoplazmatikus expressziot, mig a stratum spinosum felso
rétegei és a teljes stratum planocellulare réteg kozepesen erds reakciot mutatott. D)
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ZIP6 expresszio a hiivelyfal rétegeiben: diffuz citoplazmatikus expresszio a stratum
basale és a stratum spinosum rétegben. E) ZIP11 expresszio a hiivelyfal rétegeiben:
a stratum basale és a stratum spinosum diffuz citoplazmatikus expressziot mutatott.

A szemikvantitativ festési intenzitdsi pontszamot 0-3 skéalan hataroztuk

meg (0-nincs, 1-gyenge, 2-kdzepes, 3-eros).

10. tablazat: Hiivelyi cink transzporterek (ZnT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11) expresszidja
immunhisztokémiai modszerrel pre- és posztmenopauzas noknél

Posztmenopauzas  Premenopauzas

-érték
csoport (n=7) csoport (n=7) perte
ZnT9 Intenzitasi pont
(kozépérték, taromany)
e Tunica mucosa
- stratum planocellulare 0 (0) 0 (0) 0.920
- stratum spinosum 1 (0-1) 2(1-2) 0.012
- stratum basale 3(2-3) 3(2-3) 0.920
e  Tunica muscularis 0 (0) 0(0) 0.968
e Tunica adventitia 0(0) 0(0) 0.968
Z1P4 Intenzitasi pont
(kozépérték, tartomany)
e Tunica mucosa
- stratum planocellulare 2 (0-2) 2(0-2) 0.347
- stratum spinosum 2(1-2) 2(1-2) 0.960
- stratum basale 1(0-1) 1 (0-1) 0.704
e  Tunica muscularis 2(1-2) 2(1-2) 0.976
e  Tunica adventitia 2(1-2) 2(1-2) 0.936
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Posztmenopauzas Premenopauzas —érték
csoport (n=7) csoport (n=7) p-erte
ZIP6 Intenzitasi pont
(kozépérték, tartomany)
e Tunica mucosa
- stratum planocellulare 0 (0) 0 (0) 0.920
- stratum spinosum 2(1-2) 2(1-2) 0.920
- stratum basale 2(1-2) 2(1-2) 0.920
e  Tunica muscularis 1 (0-1) 1(0-1) 0.968
e Tunica adventitia 2(1-2) 2(1-2) 0.920
Z1P11 Intenzitasi pont
(kozépérték, tartomany)
e Tunica mucosa
- stratum planocellulare 0 (0) 0 (0) 0.920
- stratum spinosum 1(0-1) 1(0-1) 0.347
- stratum basale 0 (0-1) 0 (0-1) 0.960
e  Tunica muscularis 3(2-3) 3(2-3) 0.976
e Tunica adventitia 0(0) 0(0) 0.936

gyengébb kifejezddést mutatott a ZnT9 fehérje a posztmenopauzas csoportban

A hiivelyi nyalkahartydban a stratum spinosum rétegben szignifikansan

a premenopauzalis csoporthoz képest [11. A é&bra; kozépérték (intenzitasi

pontszam) 1 (0-1) vs. 2 (1-2), p = 0,012]. Nem taldltunk ZnT9 expressziot a

stratum planocellulare rétegben, a tunica muscularis vagy a tunica adventitia

rétegben (11. A és B abra, 10. tablazat).

fehérje extracellularis expresszidjat. Emellett valamennyi esetben tapasztaltuk

Az elvégzett vizsgalatoknal valamennyi mintdnal kimutattuk a ZIP4

az érfali simaizomban megjelend barna festddést, illetve a tunica muscularis

rétegben is lathato volt a ZIP4 fehérje expresszioja kozepesen erds (intenzitasi
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pontszam, 2), diffuz citoplazmatikus reakcidja. A hiivelyfalat borito
hamszovet a ZIP4 expresszids mintazata alapjan 2 részre oszthatd. A stratum
basale és a stratum spinosum alsé néhany sejtsoraban gyenge (intenzitasi
pontszam, 1), diffuz citoplazmatikus expresszio figyelheté meg, mig a stratum
spinosum felsébb rétegeiben, illetve a teljes stratum planocellulatre tertiletén
kozepesen erds (intenzitasi pontszam, 2) reakcid alakult ki. Diffuz
citoplazmatikus ZIP4 festédést a tunica adventitia rétegben is tapasztaltunk

(11. C abra és 10. tablazat).

A ZIP6 minta (11. D abra) diffiz citoplazmatikus expressziot mutatott a
hiivelyfalat borit6 hamszdvetben a stratum basale és a stratum spinosum
sejtsoraiban (intenzitasi pontszam, 2). Nem talaltunk kifejez6dést a stratum
planocellulare rétegben. A tunica muscularis rétegben minden esetben gyenge
pozitiv festddést (intenzitdsi pontszam, 1) figyeltiink meg. Mérsékelt pontszerii
ZIP6 expresszi6t is kimutattunk (intenzitasi pontszam, 2) a tunica adventitia

rétegben (11. D ébra és 10. tablazat).

A hiivelyfal hamszovetében a stratum basale és a stratum spinosum a
ZIP11 diffuz citoplazmatikus expresszidjat mutatta. Nem taldltunk
kifejezédést a stratum planocellulare rétegben (11. E d&bra). Az
immunhisztokémiai vizsgalatok feltartak a ZIP11 fehérje expressziojat a tunica
adventitia vaszkularis simaizmdaban, illetve a tunica muscularis rétegben
(intenzitasi pontszdm, 3). A kotoszoveti sejtekben €s az extracelluldris
matrixban egyértelmil specifikus festddés nem volt lathat6 (11. E abra és 10.
tablazat).

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a ZIP4, a ZIP6 és a ZIP11
immunfestés eredményeiben a pre- és posztmenopauzas hiivelyi szdvetek

kozott (11. C-E ébra és 10. tablazat).

64



4.5. Szekvenciaelemzés eredményei

Az egyedi polimorfizmusok meghatirozasat a szakirodalomban ismert

eljarasokkal a kordbban ismertetett modszerekkel valdsitottuk meg.

A vizsgalatba bevont nék demografiai és klinikai jellemzdit az 5.

tablazatban ismertettik.

Az egyedi nukleotid polimorfizmusoknak kdszonhetéen az egyes gének
miikddése eltérhet. Ennek ismeretében megbecsiilhetd, hogy a populacidban
vannak-e jelen olyan genetikai valtozatok, ahol a cinkszint szabalyozasa

masképp miikodik.

4.5.1. Azonositott valtozatok magasabb allél frekvenciaval

Az SNP-k azonositéasa a tiz SLC304/ZnT gén és a 14 db SLC39A4/ZIP gén
hosszabb exonjaikra tervezett szakaszaiban PCR és szekvenalasi
modszerekkel tortént.

Eredményeink azt mutattdk, hogy csak egy gén (SLC30410/ZnT10)
tartalmazott egyedi nukleotid polimorfizmust a tiz vizsgalt SLC30A4/ZnT
génbdl (12. abra), mig az SLC3041-9/ZnT1-9 gének exon régidi a referencia

szakaszokkal megegyez0 szekvencidkkal rendelkeztek.
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—— Reverzszél

13.45 kb

SLC30A10

Transzkriptum 1
Exon 4 Exon 3

Uj misszensz mutécié Uj szinonim mutécié

GCAGCTGTGTTGTC CCCGGGG

[t

CGTCGACACAACAG GGGCCCC

L[
NM_018713.2:c.1247C> |
NM_018713.2:¢.1248C>A
Fehérjeszekvencia: Q L Cc c “ P G
T T T s L T
@

P416L
P416P

Exon 2 Exon 1

12. abra: Azonositott uj SNP-k az SLC30A410/ZnT10 génen. Az abran a gén helyzetének megfeleld nukleotid és aminosav poziciok lathatok a
SnapGene szoftverben alkalmazott referencia szekvencia kédolo régioi alapjan. A referencia szekvencia NM_018713.2. Ez a transzkriptum négy

exont tartalmaz. Az azonositott mutaciok betegenként eltéré mintazatot mutattak, igy egyedi mutdciokent jeldltiik oket és toltottiik fel a dbSNP

adatbazisba [16-7]. Az azonositott uj misszensz mutacio (c.1247C>T) a negyedik exonban talalhato a 416. aminosav pozicional (p.P416L), ami

Prolin-Leucin valtozast eredményez. Egyes mintakban viszont szinonim mutaciot azonositottunk, amely szintén a negyedik exonban talalhato
(c.1248C>A) a 416. aminosav helyzetben, (p.P416P), ami tovabbra is Prolin beépiilését jelentette. Az NCBI Nucleotide adatbdzis alapjan a
vizsgalt transzkriptum nukleotid pozicioi: c.1458C>T és c.1459C>4 [14].
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11. tablazat: A referencia szakaszokkal megegyezé szekvencidk az SLC30A4/ZnT

csaladban
Gén Referencia szekvencia® Régié* Szakasz (bp)*
SLC3041/ZnTI NM 021194.2 Exon 1 1442-1617
SLC30A42/ZnT2 NM_001004434.2 Exon 5 815-951
SLC30A43/ZnT3 NM_001318949.1 Exon 5 745-887
SLC30A4/ZnT4 NM _013309.5 Exon 7 1313-1443
SLC30A5/ZnT5 NM_022902.4 Exon 8 1097-1318
SLC3046/ZnT6 NM_001330476.1 Exon 12 863-1111
SLC30A47/ZnT7 NM_001144884.1 Exon 6 701-800
SLC30A8/ZnT8 NM_173851.2 Exon 2 309-498
SLC30A9/ZnT9 NM_006345.3 Exon 15 1426-1543

a - Az NCBI Nucleotide adatbazis szerint [14].

Ezzel szemben a 14 SLC39A4/ZIP génbdl négy gén (SLC3942/ZIP2 — 13.
abra, SLC3944/ZIP4 — 14. abra, SLC39412/ZIP12 — 13. 4&bra ¢és
SLC39A414/ZIP14 — 15. abra) tartalmazott SNP-ket. Ezek az eredmények arra
utaltak, hogy a SLC394/ZIP gének vizsgéalt exonjai valosziniileg
hajlamosabbak a pontmutdcidkra. A szekvencia Osszehasonlitdisok nem
mutattak tovabbi genetikai valtozatokat az SLC39A41/ZIP1, SLC39A43/ZIP3,
SLC39A5-11/ZIP5-11, SLC39A413/ZIP13 gének exonjaiban (12. tablazat).
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Forward sl me

A sicasa

Transzkrip
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Ccctgggcttcttthtgtcttctttttggag atlcjgacagtgcaggacgaagaa
1 1 1 1
T i 1 t T i T
gggacccgaagaaaHaacagaagaaaaacctc tajglctgtcacgtcctgecttett
Fehérjeszekvencia: S L G F F v F F L E T v Q D E B
110 ! ! 1150 : ) T 120 Ay ! ’ 140
&
F115L $134L
B
SLC39A12 9143 kb Forward sidl me
Transzkriptum 1 I
E 7 Exon 8 Exon 10 Exon 11
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon =M Exon 12 Exon 13

ACCCTCAGCCCAGGA] AGCAGA%GCCGTGGGAGTTCA
i ] 1 1 1 ] i L
T ] T L)

T ] L] ]
TGGGAGTCGGGTCCTdTCGTCT CGGCACCCTCAAGT

[] L
(NM_001145195.1:¢.99T>0) NM_001145195.1:¢.106A>G,
Fehérjeszekvencia: P s A QBN s r R G s s
— e " —
% &
D33D 536G

13. abra: Azonositott SNP-k az SLC39A2/ZIP2 és SLC39A412/ZIP12 génekben. Az abran a gén helyzetének megfelel6 nukleotid és aminosav
poziciok lathatok a Snap Gene szoftverben alkalmazott referencia szekvenciak kodolo régioi alapjan. A) A referencia szekvencia az NM_014579.3
az SLC39A42/ZIP2 génnél. Az azonositott misszensz mutdaciok a negyedik exonban vannak a 115. (¢.3437>C, p.F115), ami Fenilalanin-Leucin
valtozast eredményez és a 134. aminosav pozicioban (c.401C>T, p.S134L), ami Szerin-Leucin valtozast eredményez. A felhasznalt transzkriptum
nukleotid pozicioi az NCBI adatbazis alapjan (c.535T>C) (c.593C>T) [14]. B) A referencia szekvencia az NM_001145195.1 az SLC39412/ZIP12
génnél. Az azonositott szinonim mutdacio a 33. aminosav helyzetben (c.99T>C, p.D33D), ami tovdabbra is Aszparaginsav beépiilését jelenti és az
azonositott misszensz mutdcio a 36. aminosav pozicioban (c.1064>G, p.S36G), ami Szerin-Glicin valtozast eredményez a masodik exonban

talalhatok. Az NCBI Nucleotide adatbdzis alapjan a vizsgalt transzkriptum nukleotid pozicidi: ¢.372T>C és ¢.3794>G [I4].
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GTGAGGACIHRCTCGGGC GGGCTGCCCC|JGGGCECIGGTCCTGGAGGCC

Eaan | B ] ] B B B S
) ) CACTCCTGIRGAGCCCG CCCGACGGGGIHCCCGGICCAGGACCTCCGG
Referencia szekvencia: NM_017767.2:c.501C>T / PS9L
NM_017767.2:¢.507C>T / P61L i L] LI
NM_017767.2:¢.590G>A / ABIT NM_130849.3:¢.340G>A NM_130849.3:c.251C>T, NM_130849.3:¢.257C>T
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Exon 10

Exon9 Exon8 Exon7 Exon6

Exon 11 Exon 4

Exon 3 Exon 2

SLC39A4
Transzkriptum 1

—= Reverz szal .10 kb

Uj

. Uj
mutécid mutdcié

AGGACGCCCTGGGHC GGGCGAGCC|IIGAGGGG

S H|q-|-H-4-.-+-|-|-|H+.—|—H

TCCTGCGGGACCC

Referencia szekvencia: NM_017767.2:c.469C>T / G48G
NM_017767.2:c.471T>A / L49G

NM_017767.2:c.481T>A / P52P

Fehérjeszekvencia:  E D A L G E HEl ¢ G
R I S

70 75 ! ! !

i

G73G L74G P77pP

14. abra: Azonositott uj és ismert SNP-k az SLC39A4/ZIP4 génben. Az NCBI Nucleotide adatbazis alapjan a vizsgalt transzkriptum referencia
szekvenciaja NM_017767.2. Az abran a gén helyzetének megfeleld nukleotid és aminosav poziciok lathatok, ahol az NM_130849.3 referencia
szekvencia kodolo régiojat haszndltuk a SnapGene szoftver alkalmazasaval. Minden azonositott mutdcio az elsé exonban talalhato. Az azonositott
ismert misszensz mutdciok a 84. (¢.251C>T, p.P84L), ami Prolin-Leucin; a 86. (c.257C>T, p.P86L), ami Prolin-Leucin és a 114. aminosav
helyzetben (c.340G>A, p.A114T), ami Aszparagin-Treonin valtozast eredményez. Az azonositott uj misszensz mutacio a 74. aminosav pozicioban
(c.221T>A, p.L74G), ami Leucin-Glicin valtozast eredmeényez. Az azonositott uj szinonim mutaciok a 73. aminosav pozicioban (c. 219C>T,
p-G73G), ami tovabbra is Glicin beépiilését jelenti és a 77. aminosav pozicioban (c.231T>A4, p.P77P), ami tovabbra is Prolin beépiilését jelenti.
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SLC39A14
Transzkriptum 4 IF ‘II
Exanid Exon 2~Exon 3 Exond Exon5gyon 7 Exon 9
Exon6 Exon8

CTGCTTGGIATTATGGAG
=ittt { ittt
GACGAACC|GAATACCTC

AGGCCCTAICTCAACC

L] U TR 1) NP

(NM_001135154.2:c.58G>T) CGGTATGG(%GAGG Tecoon L

Fehérjeszekvencia: L L G L w 1 1 1
T T 20 T T ~ TCATCCC|TIGGGTGCA 1 . I ]
F B ] -|-|-H—|—-|-+ GCCATACCIGCTCC (NM_001135154.2:¢.195A>Q)
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U NM_001135154.2:¢.156C>T v ¥ 65 ¥ ¥
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15. dbra: Azonositott SNP-k az SLC39A414/ZIP14 génben. Az abran a gén helyzetének megfeleld nukleotid és aminosav poziciok lathatok a
SnapGene szoftverben alkalmazott referencia szekvencia kodolo régioi alapjan. A referencia szekvencia az NM_001135154.2. Minden azonositott
mutdcio a masodik exonban taldlhato. Az azonositott misszensz mutdciok a 20. aminosav pozicioban (¢.58G>T, p.G20C), ami Glicin-Cisztein
valtozdst eredményez és a 33. aminosav pozicioban (c.98T>C, p.L33P), ami Leucin-Prolin valtozast eredményez. Az azonositott szinonim
mutdciok az 52. aminosav helyzetben (c.156C>T, p.G52G), ami tovabbra is Glicin beépiilését jelenti és a 65. aminosav pozicioban (c.1954>G,
p-L65L), ami tovdabbra is Leucin beépiilését jelenti. Az NCBI Nucleotide adatbazis alapjan a vizsgalt transzkriptum nukleotid pozicioi: ¢.252G>T,
¢.292T7>C, ¢.350C>T és c.3894>G [14].
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12. tablazat: A referencia szakaszokkal megegyezo szekvenciak az SLC39A/ZIP

csaladban
Gén Referencia szekvencia® Régio® Szakasz®
SLC39A41/ZIP1 NM _001271959.1 Exon 4 879-1053
SLC39A43/ZIP3 NM_144564.4 Exon 2 273-436
SLC39A45/ZIP5 NM 173596.2 Exon 4 269-544
SLC39A46/Z1P6 NM 012319.3 Exon 2 416-690
SLC39A47/ZIP7 NM_006979.2 Exon 1 523-779
SLC39A8/ZIP8 NM_022154.5 Exon 6 1445-1577
SLC39A49/ZIP9 NM_001252150.1 Exon 3 908-1069
SLC39A410/ZIP10 NM _001127257.1 Exon 2 484-749
SLC39A411/ZIP11 NM _001159770.1 Exon 10 1071-1193
SLC39A413/ZIP13 NM 001128225.2 Exon 2 311-477

a - Az NCBI Nucleotide adatbazis szerint [14].

Vizsgalatunk sordn 0Osszesen tiz misszensz mutaciét €s hat szinonim

mutaciot azonositottunk (8-11. abra és 13. tablazat).
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13. tablazat: Azonositott SNP-k adatai az SLC30A4/ZnT és SLC39A/ZIP csaladokban

SNP pozicié a

Sorszam Gén Referenc.la Régio dbS{VP POZ'lCl(') 2 : referencia SNP funkcié Al,nm0§av
szekvencia® (rs kéd)® kromoészoman o valtozas®
szekvencian
i Chr 1: .
1 rs1558249270 c.1458C>T misszensz P416L
SLC30410/ 219,915,660
NM 018713.2 Exon 4
ZnT10 - 7 Chr 1:
2 rs781687046 219,915,659 c.1459C>A szinonim P416P
3 152234636 Chr 14: ¢.535T>C misszensz F115L
SLC3942/ 21,000,992
NM 014579.3 Exon 4
4 ars B $1290081870 Chr 14: €.593C>T misszens S134L
21,001,050 : zensz
5 151554873909 Chr 8: c.469C>T szinonim G48G
s 144,416,065 :
Chr 8: . ]
6 rsl1564711111 144,416,063 c471T>A misszensz L49G
Chr 8: . ,
7 rs1484902933 c.481T>A szinonim P52P
SLC3944/ 144,416,053
NM 017767.2 Exon 1
ZIP4 - Chr 8:
8 rs117535951 144,416,033 c.501C>T misszensz P59L
9 5187080747 Chr 8: ¢.507C>T misszensz P61L
144,416,027 :
10 517855765 Chr 8: 590G>A misszensz A89T
S 144,415,944 ¢ SSzens
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SNP pozicié a

Sorszam Gén Referenc.la Régio dbS{VP POZ,lCl? 2 , referencia SNP funkcio Al,nm0§av
szekvencia® (rs kéd)® kromoészoman oy valtozas®
szekvencian
11 1s691112 Chr 10: ¢.372T>C szinonim D33D
SLC39412/ 17.953.375
NM 001145195.1 Exon 2
Z1p12 - Chr 10:
12 rs10764176 17.953.382 c.379A>G misszensz S36G
13 rs183988980 Chr 8: ¢.252G>T misszens G20C
22,404,768 : zensz
14 1$896378 Chr 8: ¢.292T>C misszensz L33P
SLC39414/ 22,404,808
7IP14 NM 001135154.2 Exon 2
Chr 8: . ,
15 1s33999442 22,404,866 c.350C>T szinonim G52G
Chr 8: . ,
16 rs2293144 22.404.905 c.389A>G szinonim L65L

a - Az NCBI Nucleotide adatbazis szerint [14].

b - A Single Nucleotide Polymorphism adatbazis (dbSNP) szerint. Az 01 piros szinnel jelolt SNP-ket felvették a dbSNP adatbazisba, és nyilvanosan
elérheték a dbSNP Build (B154) feliileten [16-10].
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Erdekes modon bizonyos SNP-k (590 / SLC39A44/ZIP4 - 1s17855765, 292
| SLC39A414/ZIP14 - 1rs896378, 1459 / SLC30A410/ZnTI10 - 1s781687046)
kiilonosen magas allélfrekvenciaval rendelkeztek a mintainkban (14. tablazat).
Az SLC39A42/ZIP2 gén SNP-i hasonld adatokat mutattak, mint az eurdpai
populécid allélfrekvenciai. Az rs2234636 referencia allélje azonban magasabb
volt a vizsgéalt csoportban. Az SLC3944/ZIP4 génben az 1s17855765
(c.590G>A) gyakoribb, mint az eurdpai és a globalis allélfrekvencia. Az
SLC39A412/ZIP12 gén SNP-i hasonl6 adatokat mutattak, mint az eurdpai €s a
globdlis tanulmanyokban bemutatott populdcié allél gyakorisagai. Az
SLC39A414/ZIP14 génben azonositott SNP-k koziil ketté kiilonbozott az
Ensembl és a dbSNP adatbazistol. Az rs896378 SNP (¢.292T>C) esetén a C
allél magasabb frekvenciaval rendelkezik. Az 1533999442 SNP-ben
(c.350C>T) mindkét allél 50%-kal jelenik meg az adatbazisban. Ezek az SNP-
k a nék tobb mint 70%-aban talalhatok meg, mig ugyanazon SNP-k (590 /
SLC39A44/ZIP4, 292 |/ SLC39A414/ZIP14) allélfrekvencidja az eurdpai
orszagokban csak koriilbeliil 50% volt (Ensembl) (14. tablazat) [15].
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14. tablazat: Allélfrekvenciak globalisan, valamint a magyar és az europai populdciokban

Y N N 5pai allel-
] dbSNP SNP p021c}0 a Magyar a.l,lelh Magyar a.l,lelh Eurdpai a. ,e Globalis allél-
Gén (rs kod)? referencia frekvenciak frekvenciak frekvenciak frekvencidkd
szekvencian® Ref. allél, n (%) Alt. allél, n (%) (%)°
rs1558249270 c.1458C>T 25 (78,125%) 7 (21,875%) - -
SLC30A410/
ZnT10
rs781687046 c.1459C>A 6 (18,75%) 26 (81,25%) - -
152234636 c.535T>C 31 (96,875%) 1(3,125%) T: 67% C: 33% gzg’gziég
SLC3942/ >
ZIP2
C=0,99999
o o, . o >
rs1290081870 c.593C>T 30 (93,75%) 2 (6,25%) C: 100 % T=0,00001
rs1554873909 c.469C>T 31 (96,875%) 1(3,125%) - -
rsl564711111 c471T>A 17 (53,125%) 15 (46,875%) - -
rs1484902933 c481T>A 21 (65,625%) 11 (34,375%) - -
SLC39A44/
ZIP4
G=0,97102
v 0, . o, . 50, >
rs117535951 c.501C>T 29 (90,625%) 3(9,375%) G:95% A: 5% A=0,02898
G=0,99792
o, 0, . 0, Y >
1s187080747 c.507C>T 31 (96,875%) 1(3,125%) G:100% A: 0% A=0,00208
C=0,54135
o, . 0, . 0, >
1s17855765 c.590G>A 9 (28,125%) 23 (71,185%) C:48% T: 52% T=0.45865
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) dbSNP SNP pozncTo a Magyar :T.l’lel- Magyar :T.l’lel- Europai a.l{el- Globalis allél-
Gén (rs kéd)?* referencia frekvenciakb frekvenciakb frekvenciak frekvencidkd
szekvencian®  Ref. allél, n (%)  Alt. allél, n (%) (%) elvenct
1s691112 c.372T>C 0 (0%) 32 (100%) T:9% C: 91% Eig’gg;?i
SLC39A412/ I
ZIP12
A=0,72647
o, 0, . o, . 0, >
1s10764176 c.379A>G 26 (81,25%) 6 (18,75%) A:71% G: 29% G=027353
G=0,99999
o, V) . 0, >
rs183988980 c.252G>T 31 (96,875%) 1 (3,125%) G:100% T=0.00001
1s896378 c.292T>C 5 (15,625%) 27 (84,375%) T: 50% C: 50% gig’g;ggg
SLC39414/ =0,
ZIP14
C=0,82340
0, 0, . 0, . [ >
1s33999442 c.350C>T 16 (50%) 16 (50%) C:79% T: 21% T=0.17660
A=0,45223
o o . 0, . 0, >
1s2293144 c.389A>G 19 (59,375%) 13 (40,625%) A:50% G: 50% G=0.54777

a - A Single Nucleotide Polymorphism adatbazis (dbSNP) szerint. Az 1j piros szinnel jelolt SNP-ket felvették a dbSNP adatbazisba, és nyilvanosan
elérhet6k a dbSNP Build (B154) feliileten [16-10].

b - Magyar allél frekvencidk 32 résztvevével = 100% Osszehasonlitva a referencia mutaciok alléleloszlasaval.

¢ - Europai allél frekvencidk az Ensembl adatbazis alapjan - Population genetics / 1000 Genomes Project Phase 3 all¢él frekvencia (gnomAD -

rs1290081870: FIN) [I5].

d - Globalis allél frekvenciak a dbSNP adatbazis alapjan (gnomAD and TOPMED - rs1290081870, rs183988980) [14].
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4.5.2. Ot uj azonositott SNP

Az azonositott 16 db SNP koziil 6t bizonyult (1j SNP-nek (13. tablazat).
Kiilonb6z6 1) heterozigdéta mutacidkat azonositottunk az SLC30410/ZnT10
génben ¢s az SLC39A44/ZIP4 génben (12., 14. abra és 13. tablazat). Harom 0j
polimorfizmus szinonim volt, amely nem okozott valtozast a fehérjében, mig
két SNP misszensz mutacid volt, aminek kovetkeztében a fehérje adott pontjan
az eredetitdl eltérd aminosav épiilt be (13. tablazat). Ezen kiviil két 1j
heterozigéta misszensz mutdciot talaltunk: ¢.1458C>T (p.P416L) -
rs1558249270 az SLC30410 gén 4. exonjadban ¢és c.471T>A (p.L49G) -
rs1564711111 az SLC3944 gén 1. exonjaban (12., 14. &bra). Harom qj
heterozigdta szinonim mutacidt talaltunk: c.1459C>A (p.P416P) -
rs781687046 a 4-es exonban az SLC30A410/ZnTI10 génben (12. abra) és
c.469C>T (p.G48G) - rs1554873909 és c.481T>A (p.P52P) - rs1484902933
az 1. exonban az SLC39A44/ZIP4 génben (14. 4bra). Az egyedi nukleotid
polimorfizmusokat az NCBI dbSNP nyilvanos adatbazisaba feltoltottiik
(dbSNP Build, B154) [16-10].

Az ) SNP-k mellett 11 SNP-t talaltunk 6t génben, amelyek mar ismertek
voltak. Az SLC3942/ZIP2 génben két misszensz mutacidt, az
SLC39A412/ZIP12 génben egy misszensz €s egy szinonim mutacidt, az
SLC39A414/ZIP14 génben két misszensz és két szinonim mutéciot talaltunk. Az
SNP-k jellemzdit a 13. tablazatban mutatjuk be.

Az SLC39A44/ZIP4 gén 1. exonjaban harom tovabbi SNP-t (rs117535951,
rs187080747, rs17855765) talaltunk (14. abra és 13. tablazat), amelyeket
korabban az AE betegséghez kapcsoltak [156]. Mivel koziiliik kettonek magas
volt az allélfrekvenciaja a mintainkban (14. tablazat), érdekes lenne tudni,
hogy ezeknek a néknek acrodermatitis tiinetei voltak-e vagy sem. Sajnos

azonban nincs informacionk rola.

77



crer

A cink transzporter gének SNP-i és a vér vagy a szdvet cink koncentracioi
kozotti Osszefliggéseket nem ismerjiik teljesen. Ezért a vizsgalt gének SNP-i
¢s a cinkkoncentracié kozotti 6sszefiiggéseket is megvizsgaltuk (15. tablazat).
A hiivelyi szovetmintdk atlagos cink koncentracidja 57,88 + 26,07 mg/kg
(atlag + szoras) a teljes vér atlagos cink koncentracidja pedig 4,84 + 0,82 mg/1

(atlag + szorés) volt.
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15. tabldzat: Cinkkoncentracio és SNP-k szama a vizsgalt mintdakban

Minta Kor Menopauza BMI SNP / Teljes vér Hiivelyi szovet
(év) (kg/m?)  Paciens  Zn (mg/l) Zn (mg/kg)
B1 53 1 30,48 5 5,47 154,62
B2 52 0 30,11 4 5,49 46,55
B3 56 1 - 9 4,92 52,45
B4 74 1 30 7 5,31 64,10
B5 55 1 22,78 6 4,93 47,40
B6 76 1 24,44 7 4,74 50,65
B7 67 1 26,72 8 5,03 45,25
B8 33 0 31,98 8 4,24 75,98
B9 51 1 31,71 7 4,74 60,48
B10 63 1 31,71 7 4,60 53,80
B11 55 1 24,22 5 2,60 38,80
BI12 70 1 22,5 6 4,70 59,86
B13 46 0 18,92 5 5,02 43,71
Bl14 81 1 32,46 8 4,17 73,48
B15 30 0 30,38 7 4,48 108,93
B16 61 1 33,6 4 5,28 41,87
B17 74 1 22,66 5 5,38 29,79
B18 69 1 35,94 5 6,56 45,92
B19 50 0 24,82 6 4,74 74,09
B20 62 1 23,53 7 4,74 44,45
B21 51 0 29,69 4 6,20 45,65
B22 49 0 32,62 4 5,44 33,94
B23 70 1 22,94 3 4,13 43,20
B24 73 1 28,51 7 4,14 58,75
B25 75 1 26,1 5 5,59 47,65
B26 64 1 25,89 7 5,29 43,00
B27 67 1 24,1 5 2,37 41,03
B28 75 1 39,06 5 425 40,75
B29 65 1 37,23 5 4,95 83,95
B30 78 1 27,56 6 5,09 111,94
B31 33 1 30 6 5,09 42,28
B32 72 1 28,11 7 5,11 47,73
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Bar minden nének egyedi SNP mintdzata volt (16. tdblazat), tobb 0sszefliggést talaltunk az SNP-k és a hiivelyi szovet

cinkszintje kozott.

16. tablazat: SNP mintazat

SNP pozicio a tripletben

SLC39A42/ SLC3944/ SLC39A12/ SLC39414/ SLC30410/

ZIP2 ZIP4 ZIPI2 ZIP14 ZnT10 ?(11‘{)1)’

gén

Minta  pykleotid® 535 593 | 469 471 481 501 507 590 | 372 379 | 252 292 350 389 | 1458 1459

B1
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B4
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SNP pozicié a tripletben

Minta

gén

nukleotid?®

SLC39A42/
ZIP2

SLC3944/

ZIP4

SLC39A12/

ZIP12

SLC39414/

ZIP14

SLC30A410/
ZnT10

535

593

469 471

481

501

507 590

372

379

252 292

350

389

1458

1459

SNP
(db)

Bl6
B17
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a - A nukleotid pozici6 a gén vizsgalt transzkiptum szekvencidjanak kezdetétél szamoltan jelenik meg az NCBI Nucleotide adatbazis alapjan [14].
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Elemzésiink dsszefliggést mutatott ki a betegenkénti SNP-k szdma (t6bb
mint hat SNP és kevesebb, mint hat) és a magas hiivelyszdveti cinkszint (67%
vs. 33%, p = 0,004) kozott. Az SLC39A44/ZIP4 SNP 590c (rs17855765)
szignifikansan gyakoribb volt a magas hiivelyszoveti cinkszinttel rendelkez6
nék csoportjdban az SNP nélkiili csoporthoz képest (93% vs. 7%, p = 0,02).
Erdekes modon az SLC3944/ZIP4 590c (rs17855765) gyakran jelen volt az
SLC39A414/ZIP14 389c (rs2293144) SNP-vel egyiitt a magas szoveti
cinkszinttel rendelkezd ndknél, szemben az SNP nélkiili ndkkel (100% vs. 0%,
p =0,02).

Ezenkiviil vizsgélati eredményeink Osszefliggést mutattak az
SLC30A410/ZnT10 génen beliil az SNP-k szdma betegenként (egynél tobb SNP
szemben egy SNP vagy SNP nélkiil) és a magas szoveti cinkszintek kozott
(100% vs. 0%, p =0,01).

Az SNP-k egyedi kombindcidja az SLC30410/ZnT10 génben (tobb SNP)
¢és az SLC39A44/Z1P4 génben (t6bb mint kettd) szignifikansan gyakoribb volt a
magas cinkszoveti szinttel rendelkezd ndk csoportjaban (61% vs. 39%, p =
0,03).

Azt is tapasztaltuk, hogy az SNP-k szdma (kettd vagy tobb vs. kevesebb,
mint kettd) az SLC39A44/ZIP4 génben szignifikansan gyakoribb volt az
alacsony vér cinkszinttel rendelkez6 résztvevoknél (76% vs. 24%, p = 0,01).

Altalanosan elmondhato, hogy a magasabb hiivelyszoveti cinkszinttel
rendelkez6 ndéknél gyakrabban fordulnak el6 egyedi nukleotid

polimorfizmusok.
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5. Diszkusszio

A cink a sejtek és szovetek elengedhetetlen nyomeleme. Fontos szerepe
van a sejtes folyamatok, példaul a fejlédés ¢és a differencidlodas
szabalyozasaban, illetve szdmos fizioldgiai folyamatban is részt vesz.
Megtalalhatdo a legkiilonbozobb szervek sejtjeiben €és a hianya komoly
betegségekhez, rendellenességekhez vezethet [21, 190]. Hiszen a menopauza
utan a nyomelemek anyagcseréjében bekovetkezd zavarok kockazata igen
magas [172].

Az allatokban kapott eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a human
hiivelyi szovetben is megtaldlhato ¢és kimutathatd a cink, mennyisége
kapcsolatban lehet az oOregedéssel, illetve a menopauzaval [187-189].
Kutatdsainkat az is 0Osztondzte, hogy az Aallatkisérletek vizsgalati
eredményeinek alkalmazasa human kisérleteknél sok bizonytalansagot vet fel.
Az éllatokon elvégzett kisérletek gyakran nem vagy csak részlegesen

alkalmazhatok embereken.

Ezért elinditottuk azokat a vizsgalatainkat, amelyek pre- ¢és
posztmenopauzas egészséges nok hiivelyi szovetének €s a vér cinktartalmanak
elemzésére irdnyultak. A vonatkozd tudomanyos szakirodalom alapos
attekintése utan ugy gondoljuk, hogy ez az elsé vizsgalat az emberi
hiivelyszovet cinkszintjének meghatarozéasarol, valamint a teljes vérben és a
vért vizsgaltuk a plazma vagy a szérum helyett, mert a teljes vér a cink
allapotanak jobb mutat6ja lehet, mint a szérum vagy a plazma [11]. Ugyanis a
vérben 1évo teljes cink 80-90%-a jelen van a sejtekben, 10-20%-ban a
plazmaban, és kevesebb, mint 1% taldlhaté6 meg szabad cinkként [202, 203].

Az eritrocitak eltérd cinkszintje alapjan a teljes vérben a cink koncentraciot 4-
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8 mg/l tartomdnyban hataroztdk meg [204]. A mi adataink is ebbe a
tartomanyba estek [4,84 mg/l (széras 0,82)], ami megfelel annak, hogy a
vizsgalati alanyok teljes egészében egészségesek voltak, nem szenvedtek
jelentds kronikus betegségekben ¢€s normalis hematologiai értékekkel
rendelkeztek, beleértve a normalis hemoglobin értékeket is. Ez azért fontos,

mert néhany koros allapot, mint példdul a daganatok vagy a csontritkulds

crcr

Eredményeink szerint a teljes vér cinkszintje hasonl6 volt a mintakban és
nem korrelalt a vizsgalati alanyok életkoraval (r= 0,01 ésr=- 0,11, p=NS).
Hasonlo6 adatot kaptak az ¢€letkor és a vérszérum cinkszintjének értékelésénél

az 50 éves kor alatti vagy annal idésebb mellrakos betegek esetében is [207].

Ugyanakkor a hiivelyi szdvet cinkszintjei valtozatosabbak voltak és
negativ korrelaciot mutattak az életkorral (r = - 0,27, p = 0,04). Azaz, a
hiivelyszovet cinkszintjének csokkenése Osszefiiggésben van az oregedéssel.
A tObbszoros regresszios elemzésiink soran az életkor volt az egyetlen
szignifikans eldrejelzd. Egyes korabbi allatkisérletekben szintén hasonlo
eredményt kaptak, ahol az allatok dregedésével a kiillonbozé szovetek, mint

példaul a vese szoveti cinkszintje csokkent [185, 186].

Ezen eredmények viszont eltérnek a méh cinkszintjének adataitol, ott
ugyanis a korabbi kisérletekben a méhszdvet cinkszintje a menopauzaban volt
a legalacsonyabb [183, 187, 188], és feltehetéen ez az alacsony cinkszint
szerepet jatszhatott az atrofids valtozasok kialakulasdban. Honore és mitsai.
megallapitottak, hogy a legalacsonyabb cinkszint a méhben a menopauza utdn
kialakul6 alacsony Osztrogén szint mellett kovetkezett be és valtozott a méh
szovetmintainak gyljtéshelyei alapjan is [183]. Mindez azt sugallja, hogy a
hiivelyi szovetek és a méh cinkszintjének igen komplex szabalyozasi

mechanizmusa lehet. Eredményeink azt is jelzik, hogy a vér cinkszintje nem

84



feltétlentil tiikr6zi a szovetek magas cinkszintjét, hasonldéan a korabbi

adatokhoz [208, 209].

A human szovetekben taldlhaté nyomelemek kis mennyiségiik ellenére
jelentds hatast gyakorolnak az anyagcserére. A homeosztazis fenntartasahoz
elengedhetetlen a transzporterek expresszidja [103], ezért vizsgalatainkat
kiegészitettiik a cink transzporter gének mRNS ¢és fehérje expressziojanak

vizsgélataval.

Jelenleg tiz ZnT (ZnT1-10) és 14 ZIP transzportert azonositottak (ZIP1—
14) [118, 124]. Kutatdsunk soran kimutattuk az 6sszes cink transzporter mRNS
expressziojat a hiivelyi szovetekben, hasonléan mas szoveteken végzett mas
tanulmanyokhoz [210-213]. Az mRNS szintek részletesebb vizsgalata azt
mutatta, hogy elvarasainknak megfeleléen az SLC30A44/ZnT4, SLC30A49/ZnT9
¢s SLC39A42/ZIP2, SLC39A3/ZIP3, SLC39A46/ZIP6  mRNS expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a posztmenopauzas ndk esetében, szemben a
premenopauzas nék mRNS expressziojaval. Az SLC3049/ZnT9 ¢és az
SLC39A46/Z1P6 gének miikddése kiilondsen fontos lehet, hiszen az expresszios
profiljuk valtozésa kiilonb6zé betegségekhez is kapcsolhatd. Bizonyitottak
rakos megbetegedésekben ezen cink transzporterek megvaltozott expressziojat
[214-216].

Az adataink alapjan az is elmondhatd, hogy a transzportek kozott is volt
kiilonbség, hiszen az SLC3041/ZnT1 és SLC3044/ZnT4 gének, valamint az
SLC39A3/ZIP3, SLC39A6/ZIP6 és SLC39A49/ZIP9 gének mRNS expresszidja
magasabb volt, mint a tobbi SLC304/ZnT és SLC39A4/ZIP gén expresszidja. Ez
azt mutatja, hogy a szdvet cinkellatdsdban a transzporterek hozzdjarulasa

kiillonboz6 mértéki lehet.

Az SLC30A44/ZnT4 er6sebb mRNS expresszidjat mas szervekben korabbi
tanulmanyok is kimutattadk. Az agyban ¢és az emésztotraktusban magasabb volt

az SLC30A44/ZnT4 mRNS szintje, mint a test mas szOveteiben [217],
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ugyanakkor jelentésen csokkent a szintje jo- és rosszindulatl prosztata
megbetegedések esetén [218]. Korabbi kutatdsok megallapitottdk, hogy a
legtobb SLC30A4/ZnT transzporter kozepes szinten expresszalodik a kiillonbozd
szervekben, kivéve a SLC3049/ZnT9 gént, amelyet nagyobb mértékben
expresszal a sziv, a vazizom, a here, a pajzsmirigy ¢és a hasnyalmirigy [191].
Mivel a magas transzkripcids szint nem feltétleniil jelenti, hogy az adott
fehérje is keletkezik a szdvetben, ezért a fehérje jelenlétének bizonyitasara,
immunhisztokémiai ellendrzéshez kivalasztottunk néhany transzportert. Az
SLC39A44/ZIP4 ¢és az SLC39A11/ZIP11 transzporterekre azért esett a
valasztasunk, mert szamos tanulmany hasznalta 6ket genetikai vizsgalatokban
[191, 196, 214]. Az SLC30A49/ZnT9 és az SLC3946/ZIP6 transzportereket
pedig azért valasztottuk ki, mert ezek a gének szignifikdns kiilonbséget
mutattak az mRNS szintekben a poszt- €s premenopauzas csoportokban

talalhatd noknél.

Megallapitottuk, hogy mind a négy fehérje kimutathatd volt a vizsgalt
szovetekben. Ugyanakkor nem voltak szignifikans kiilonbségek a Z1P4, ZIP6
¢s ZIP11 immunfestés eredményeinkben a pre- és posztmenopauzas hiivelyi
szovetek kozott, ellentétben a ZnT9 fehérje mennyiségével, amely a stratum
spinosumban szignifikdnsan alacsonyabb volt a posztmenopauzas ndk
hiivelyszoveteiben. Ez a fehérje azért érdemel figyelmet, mert bar a ZnT
transzporterek csaladjahoz tartozik, nem rendelkezik cinkszallito aktivitassal,
mert hianyzik bel6le egy alapvetd hisztidin, amely az intramembran cinkkotd
helyet alkotja. Els6sorban a citoplazmdban lokalizalodik [219], és sejtmag
receptorok koaktivatoraként funkciondl, éppen ennek koOszOnhetden uj
elnevezést kapott: GAC63 (GRIP1-kapcsolt koaktivator 63) [220]. Igy
szerepének megallapitasa a hiivelyszovetben tovabbi vizsgalatokat igényel.
Mar csak ezért is, mert a ZnT9-et kodolé SLC3049/ZnT9 gén biallélikus

mutacioi Birk-Landau-Perez szindromahoz vezetnek [221, 222]. Klinikailag
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ez a szindroma cerebro-rendlis szindromaként jelentkezik, korai kezdetii
értelmi fogyatékossaggal és a ZnT9 hidny miatt masodlagos tubulointerstitialis
nephritis-szel, amely a cink homeosztazisdnak megzavarasahoz vezet csokkent
citoszolos  cinkkoncentracioval  [222].  Feltételezhetjik, hogy a
postmenopauzas ndknél a csokkent ZnT9 expresszid a citoszolos cink
koncentracidjanak  csokkenéséhez  vezethet és  hozzdjarulhat a
posztmenopauzas hiivelyi szovetekben taldlhaté abnormalis extracellularis

Osszetételhez. Ennek bizonyitasara azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Vizsgalatunkban szintén kimutattuk, hogy az SLC3942/ZIP2 ¢s
SLC39A43/ZIP3 mRNS expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb a
posztmenopauzas nék esetében. A ZIP1, a ZIP2 és a ZIP3 fehérjék
modon torténik, ¢és példaul mRNS szintjilk csokken az idés emberek
limfocitaiban, Osszehasonlitva kifejezodésiikkel a fiatalokban [223].
Ugyanakkor, az SLC3942/ZIP2 gén mRNS expressziodja jelentdsen fokozodik
[224], a makrofagokban [225] valamint a keratinocita differencialodas soran
[226]. Mas tanulmanyok pedig az SLC39A41/ZIP1 ¢és az SLC39A3/ZIP3 gének
mRNS expresszidja €s az allergias eredetli léguti gyulladasok kozotti
kapcsolatra hivtak fel a figyelmet [227]. E gének rendellenes mitkddése az
SLC39A42/ZIP2-vel egyiitt 0sszefliggésbe hozhatd a prosztatardkkal, ahol a
fehérjék expresszioja csokkent, utalva potencidlis szerepiikre, mint daganat-

szuppresszorok a prosztataban [228].

Viszonylag magas SLC39A43/ZIP3, SLC39A46/ZIP6 ¢és SLC39A49/ZIP9
mRNS expresszidt talaltunk a premenopauzas ndk széveteiben, hasonloan mas

tanulmanyhoz, amely az SLC39A46/ZIP6 ¢és SLC39A49/ZIP9 magas

crer

hogy az SLC39A46/ZIP6 expresszidja megemelkedett a prosztatdban ¢és a
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placentaban és az SLC3946/ZIP6 és az SLC39A49/ZIP9 a leggyakoribb ZIP
transzporterek, amelyek magasan expresszdlodnak a kiilonb6zé emberi
szervekben, példaul a szivben, a herében €s a hasnyalmirigyben [191]. Ezek a

szerzOk azonban nem tesztelték a hiivelyszovet cink transzporter expressziojat.

A ZIP6 fehérje a plazmamembranban taldlhatd meg ¢és cink
transzporterként mukodik [125, 229], tovabba ndvekedési faktor altal
indukaltan szerepet jatszhat a jelatvitelben, a cink extracellularis tér feldl az
intracelluldris oldalra torténd pumpaéldsaval. A fehérje megvaltozott
expresszioja Osszefiiggésben van kiilonb6z0 raktipusok invaziv és attétet
képzd képességével, illetve progressziojaval [230, 231]. A megnovekedett
ZIP6 expresszido mellrak sejtekbdl [232], hasnyalmirigy [233] és prosztata
karcindmabdl is kimutathat6 [234]. A ZIP6 Osszefiiggésbe hozhatd az emlérak
fokozataival, méretével ¢és stadiumaval, ami azt sugallja, hogy er0s
mozgatorugd a rosszindulatd daganatok kialakuldsaban [235]. Az adatok
alapjan, a ZIP6 altal medialt cink bearamlés inaktivalja a glikogén-szintetaz-
kindz 3B3-t, amely Snail aktivaciot és a programozott sejthalal egy tipusa elleni
rezisztenciat eredményez. A ZIP6 fehérje potencialis célpontja a szdmos
human rosszindulati daganatb6l kimutathato STAT3 molekuldnak [232]. Ezek
a tulajdonsagok lehetévé teszik, hogy a ZIP6 a késdbbiekben a kiilonbozo
rakfajtak terjedését elére jelezze, illetve terapids célpontként is szolgalhat
attétet képzé daganatok kezelésében [232, 236]. A fehérjének az
immunrendszer mikdédésében is fontos szerepe van, igy a dendritikus sejtek
[237] és a T-sejtek miikdodését is befolyasolja [238].

Feltételezziik tehat, hogy az egyes gének szignifikdnsan magasabb
expresszioi hatassal vannak a hiivelyszovet cinkszint szabalyozasara, illetve a
menopauza soran kialakulo tiinetek megjelenésére, de ezek bizonyitasara

tovabbi kutatasok szilikségesek.
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A tovabbiakban a transzporter gének egyes régionak SNP mintézatat is
megvizsgaltuk. E munka soran sikeriilt azonositani egyedi nukleotid
polimorfizmusokat (SNP) a magyar ndk mintaiban, megvizsgalni az SNP-k
Osszehasonlitani eredményeinket mas populaciokban kapott adatokkal.
Megvizsgaltuk azokat a régiokat a hosszabb exonok szekvencidiban, amelyek
mas populdciokban tartalmaztak misszensz mutacidkat, és amelyek késobb
alkalmasak lehetnek a TagMan SNP genotipizal6 vizsgalatok (Thermo Fisher

Scientific) haszndlatara is.

Az SLC30A/ZnT és SLC39A4/ZIP géncsaladok polimorfizmusat PCR ¢és
szekvenalasi modszerekkel vizsgaltuk, amelyhez 0 primereket terveztiink. A
tervezett PCR primerek alkalmazhatok lesznek a cink transzporterek tovabbi
tanulmanyaiban is. A szekvencia-Osszehasonlitasokkal 16 SNP-t tudtunk
azonositani, koztiik 6t ) mutéciot fedeztiink fel. Az 6t 1) SNP-t feltoltottiik az
NCBI dbSNP adatbazisba, ahol a kovetkezO hivatkozasi szamokkal
megtalalhatok: rs1558249270, rs1564711111, rs781687046, rs1554873909 ¢és
rs1484902933 [I16-10]. Az adataink azt mutattdk, hogy az SLC39A42/ZIP2,
SLC39A44/ZIP4, SLC39A412/ZIP12, SLC39A414/ZIP14 és SLC30A410/ZnT10
gének rendelkeztek nagyobb fokt polimorfizmussal. Az SLC39A44/ZIP4 gén
altalunk kimutatott, de korabban mar azonositott SNP-it (rs117535951,
rs187080747, rs17855765) az acrodermatitis enteropathica betegséghez
kapcsoltak [156]. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az SLC39A4/ZIP
gének tesztelt exonjai valdsziniileg hajlamosabbak a pontmutédcidkra, mint az

SLC30A/ZnT gének hosszabb exonjai.

Az SNP-k fehérjékre vald hatasait tekintve, tiz misszensz mutaciot €s hat
szinonim mutéciot talaltunk. Kiilondsen magas allélfrekvenciaval rendelkezett
a kordbban azonositott misszensz pontmutiaciok kozil kettd (590 /

SLC39A4/ZIP4 - rs17855765, 292 | SLC39A414/ZIP14 - 1s896378) és egy Uj
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SNP (1459 / SLC30410/ZnT10 - rs781687046) a populécionkban az eurdpai
¢s a globalis allélfrekvenciakhoz képest. Adatainkbol az is kideriilt, hogy
minden nének egyedi SNP mintazata volt. Ez nehezitette az SNP-k és a
cinkszintek kozotti 6sszehasonlitasokat, illetve az 6sszefiiggések felismerését.
Raadasul eredményeinket nem tudtuk Osszehasonlitani az irodalom egyéb
adataival sem, mert ez volt az els6 asszocidcios kutatds, amely Osszefliggést
vizsgalt az SLC30A4/ZnT és SLC39A4/ZIP géncsaladok polimorfizmusai és a
hiivelyi szévet cinkszintje kozott. Bizonyos SNP-k és a cinkszintek kozott
viszont lehetnek Osszefiiggések, hiszen egyes tanulmanyokban jelentds
Osszefliggéseket tartak fel a vér cink koncentracidja és a vizsgalt SNP-k kdzott.
Fujihara és mtsai. szignifikdnsan magasabb vér cinkkoncentraciot talaltak tobb
pontmutéacional is [SLC30A43/ZnT3 - 1s11126936 (TT ¢és TG genotipus),
SLC39A8/ZIPS - 1233804 (A allél) és SLC39414/ZIP14 - 1s4872479 (TT és
TG genotipus)] [239]. Ugyanakkor a teljes vérvizsgalat soran az altalunk
kimutatott SNP-knél (SLC39412/ZIP12 - rs10764176 és SLC39A44/ZIP4 -
rs17855765) megerdsitettiik Fujihara és munkatarsai [239] azon eredményeit,

hogy ezek a mutaciok nem befolyasoljak a cinkszintet.

Az 6sszes SNP szamat nézve viszont az elemzésiink 6sszefiiggést mutatott
ki a betegenkénti SNP-k szdma és a magas hiivelyszdveti cinkszint (67% vs.
33%, p = 0,004) kozott. Erdekes modon, az SLC3944/ZIP4 SNP 590c
(rs17855765) szignifikansan gyakoribb volt a magas hiivelyszoveti
cinkszinttel rendelkez0 ndk csoportjaban azokhoz képest, akik ezt az SNP-t
nem tartalmaztak (93% vs. 7%, p = 0,02). Tovabba, hogy az SLC39A44/Z1P4
590c (rs17855765) gyakran egyiitt volt jelen az SLC39A414/ZIP14 389c
(rs2293144) SNP-vel, a magas szoveti cinkszinttel rendelkez6 ndéknél,

szemben e két SNP-vel nem rendelezd ndkkel (100% vs. 0%, p = 0,02).
Feltételezziik tehat, hogy az SLC30A4/ZnT és SLC39A4/ZIP géncsaladok

egyes polimorfizmusai befolydsoljak a teljes vér €és a hiivelyi szdvet
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crer

mutacidi befolyasolhatjdk a cink homeosztazisat, de ennek bizonyitasara

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Vizsgalatunk erdssége, hogy elséként szamoltunk be kiterjedten a pre- és
posztmenopauzas noktél izoldlt hiivelyi szdvetekben taldlhatd cink
transzporterek expressziojardl, elsoként elemeztik a hiivelyi szovet
cinkszintjét, ¢és 0Osszehasonlittottuk azokat az 1) egyedi nukleotid

polimorfizmusokkal.

Ennek ellenére eredményeink értelmezésekor figyelembe kell venni
néhany korlatozast. Vizsgalatunk legfontosabb korlatja a résztvevok kis szdma
volt. A mintagytijtés fiatal és egészséges premenopauzas néktdl meglehetdsen
nagy kihivast jelent, mivel ezek a ndk sokkal kevésbé esnek at
méheltavolitason. Ezen kiviil a pre- €s posztmenopauzas ndk kozotti nagy
korkiilonbség hozzéjarulhatott a cink transzporterek expresszidjaban tapasztalt
kiilonbségekhez. Szinte lehetetlen Osszegytijteni az életkornak megfeleld, a

menopauza elétti €s a posztmenopauzas kohortot.

Csak négy cink transzportert (ZnT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11) értékeltiink
immunhisztokémiai modszerekkel. Ezt a munkéat az nehezitette, hogy szdmos
cink transzporter esetében nincsenek kereskedelemben kaphat6 antitestek az
immunhisztokémia szempontjabol, de az 0j reagensek kifejlesztése céljaink
kozott nem szerepelt, illetve meghaladta volna a koltségvetésiinket. Az
immunhisztokémiai értékeléshez hasznalt Intensity Score moddszer

megkérddjelezhetd a pontrendszer szubjektiv, félkvantitativ jellegével is.
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A hiively szovetben kimutatott alacsonyabb cinkszint korreldl egy friss
kutatds tapasztalataival, amely feltarta, hogy a cinktartalmi hiivelygél
jelentdsen javitotta a hiively atrofidjaval kapcsolatos tiineteket a
posztmenopauzas ndknél, ami arra utal, hogy a cinkpotlas segithet
helyreéllitani a hiivelyi szovetek mindségét [179].

A tovabbi vizsgélatok tisztazhatjak, hogy ezek a valtozasok
hozzajarulnak-e az oregedéssel vagy a menopauzéaval kapcsolatos tiinetek
(hiivelyi  szédrazsag, atrofia) kialakuldsdhoz. Tovabbi kisérlettekkel
megallapithatd, hogy a cink transzporterek (ZnT ¢és ZIP) differencidlis
expresszioja szerepet jatszik-e a menopauzaval kapcsolatos allapotok
kialakuldsdban vagy ¢éppen annak kovetkezményei. Hissziik, hogy
eredményeink, a humén mintdkon végzett kisérleteink, jelentds elérelépést

jelenthetnek az alap- és menopauza kutatasban.
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6. Osszefoglalas

Mivel a cink a sejtek és szovetek fontos nyomeleme €s fontos szerepet tolt
be a sejtosztodasban, valamint a szovetregeneracioban, a hidnya pedig szdmos
betegséghez ¢s rendellenességhez vezet, elinditottuk azokat az ttord jellegl
vizsgalatainkat, melyek a hiivelyszovet cinktartalmanak meghatarozasara
iranyultak. A kapott eredményeket megprobaltuk dsszehasonlitani a vér cink
expresszios mintazataval és fehérje termelésével. Emellett a transzporter gének

vizsgalt exonjaiban el6fordulo SNP-ket is analizaltuk.

Eredményeinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy:

I Sikeriilt meghatarozni mind a hiivelyszdvet, mind a teljes vér cink

crer

esetén nagyobb valtozatossagot talaltunk a mintak kozott.

2 Negativ korreldciot talaltunk az életkor és a cink szdveti koncentracidja
kozott, viszont a teljes vér cink koncentracidja nem korreldlt a beteg
¢letkordval. Eredményeink arra utalnak, hogy a hiivelyszovet cinkszintje az

oregedéssel csokken.
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3 A génexpresszios elemzésekbél egyértelmilen megallapithatd, hogy egyes
cinkszallité gének kifejezddése nagymértékben csdkken a posztmenopauzaban
1év6 néknél. A SLC30A44/ZnT4 és a SLC30A49/ZnT9, illetve a SLC39A42/ZIP2,
SLC39A3/ZIP3 és SLC39A46/ZIP6 gének mRNS expresszidja szignifikansan

alacsonyabb volt a posztmenopauzas néknél.

% SLC30A41/ZnT1 és SLC30A4/ZnT4 gének, valamint a SLC39A43/ZIP3,
SLC39A46/ZIP6 és SLC39A49/ZIP9 gének mRNS expresszidja magasabb volt,
mint a tobbi SLC30A4/ZnT és SLC39A/ZIP gén expresszidja.

5~ A szoveti cink transzporter fehérjék analizise alapjan elmondhatjuk, hogy
valamennyi vizsgalt fehérje termelddott a hiivelyszovetben. A ZnT9 fehérje
expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a posztmenopauzas ndknél, mint

a premenopauzasoknal.

6 A polimorfizmus vizsgalatokhoz tervezett PCR primerek alkalmazhatok

lesznek a cink transzporterek tovabbi tanulmanyozésaban is.

7 A transzporter gének DNS-sének vizsgalata szdmos SNP-t mutatott ki. A
SLC39A4/ZIP gének vizsgalt exonjaiban tobb SNP-t talaltunk, igy valoszintileg

hajlamosabbak a pontmutéciokra.

8 A kivalasztott exonok szekvenalasa 16 SNP-t tart fel, koztiik 6t korabban

azonositatlan SNP-t.
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% Habar minden résztvevd egyedi SNP mintazattal rendelkezett, szdmos
Osszefliggést talaltunk az SNP-k és a hiivelyszovet vagy a teljes vér cinkszintje

kozott.

10- Kiilondsen magas allélfrekvenciaval rendelkezett a korabban azonositott
misszensz pontmutaciok koziil ketté és egy ) SNP a populacionkban az

eurdpai €s a globalis allélfrekvenciakhoz képest.

Eredményeink jelentds eldrelépést jelenthetnek a cink homeosztazis és a
menopauza kutatdsokban, ezen feliil 0j vizsgalati teriileteket nyithatnak meg.
Tanulményunk alapjan a cink transzporter gének kiilonbozé SNP-i jelentds

hatéssal lehetnek a vér és a hiivelyi szovet cinkszintjére.

Kutatasokat javasolunk a nyomelemek szoveti szintjének ¢€letkor szerinti
meghatarozasara, ¢s tobb mintaval végzett tovabbi vizsgalatokat tartunk
sziikségesnek, hogy pontosabban megérthessiik a cink transzporterek

expresszio-valtozadsanak  jelentdségét  és  polimorfizmusaik  cink

crer
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7. Summary

Since zinc is an important trace element in cells and tissues and plays a
major role in cell division and tissue regeneration, and its deficiency leads to a
number of diseases and disorders, we have started our novel studies to
determine the zinc content of vaginal tissue. We compared the obtained results
with the zinc concentration in the whole blood and linked with the mRNA
expression pattern and protein production of the zinc transporter genes. In
addition, SNPs present in the examined exons of the transporter genes were

also analyzed.

Summarizing our results, we can conclude that:

I Zinc concentrations in both vaginal tissue and whole blood were determined.
The zinc content in the blood was quite uniform, while in the case of vaginal

tissue we found greater variability between the samples.

2 We have found a negative correlation between age and tissue levels of zinc,
but whole blood zinc concentration did not correlate with patient age. Our

results suggest that levels of zinc in the vaginal tissue decrease with aging.

31t is clear from gene expression analyzes that the expression of some zinc
transporter genes is greatly reduced in postmenopausal women. mRNA
expression of SLC3044/ZnT4, SLC3049/ZnT9 and SLC39A42/ZIP2,
SLC39A43/ZIP3, and SLC39A46/ZIP6 genes was significantly lower in

postmenopausal women.
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* The mRNA expression of SLC3041/ZnT1 and SLC3044/ZnT4 genes as well
as the SLC39A43/ZIP3, SLC39A46/ZIP6 and SLC39A49/ZIP9 genes was higher
than the expression of other SLC304/ZnT and SLC39A/ZIP genes.

5> Based on the analysis of zinc transporters in the tissue, we found that all
examined proteins were produced in the vaginal tissue. ZnT9 protein
expression was significantly lower in postmenopausal women compared to

premenopausal women.

6 PCR primers were designed for polymorphism studies, and these can be

applied in further studies of zinc transporters.

7 Examination of the DNA of the transporter genes revealed a number of SNPs.
We have found more SNPs in the examined exons of the SLC394/ZIP genes,

so those are probably more prone to point mutations.

8- Sequencing of selected exons revealed 16 SNPs, including five previously

unidentified SNPs.

% Although each participant had a unique SNP pattern, we have found several

associations between SNPs and vaginal tissue or whole blood zinc level.
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10-Two of the previously identified missense point mutations and one new SNP
had a particularly high allele frequency in our population compared to

European and global allele frequencies.

Our results could represent a significant advancement in zinc homeostasis
and menopausal studies, as well as open up further new areas for research. Our
findings indicate that different SNPs of the zinc transporter genes may have a

significant effect on the blood and vaginal tissue zinc levels.

Further studies with multiple samples are needed to better characterize the
age-related changes in trace elements tissue levels, the expression of zinc
transporters and the role of polymorphisms in whole blood and zinc levels of

vaginal tissue.

98



8. Irodalomjegyzék

1. Koch HJ Jr, Smith ER, Shimp NF, Connor J (1956) Analysis of trace elements in

human tissues. 1. Normal tissues. Cancer 9(3):499-511.

2. Prashanth L, Kattapagari KK, Chitturi RT, Baddam VR, Prasad LK (2015) A
review on role of essential trace elements in health and disease. ] NTR Univ Health
Sci 4(2):75-85.

3. Siddiqui K, Bawazeer N, Joy SS (2014). Variation in macro and trace elements in

progression of type 2 diabetes. The ScientificWorldJournal 2014:461591.
4. Kambe T, Tsuji T, Hashimoto A, Itsumura N (2015) The Physiological,

Biochemical, and Molecular Roles of Zinc Transporters in Zinc Homeostasis and

Metabolism. Physiol Rev 95(3):749-84.

5. Raulin J (1869) Etudes cliniques sur la vegetation. Ann Sci Nat Bot Biol Vegetale
11:93.

6. Mazé P (1914) Respectives des elements de solution minerals sur le development

du mais. Ann Inst Pasteur 28:21-69.

7. O’Dell BL, Newberne PM, Savage JE (1958) Significance of dietary zinc for the
growing chicken. J Nutr 65(4):503-18.

8. Todd WR, Elvehjem CA, Hart EB (1934) Zinc in the nutrition of the rat. Am J
Physiol 107:146-56.

9. Berg JM, Shi Y (1996) The galvanization of biology: a growing appreciation for
the roles of zinc. Science 271(5252):1081-5.

10. Horvat M (2016) Az iddsek egészségi allapotanak javitdsa vitaminok, asvanyi
anyagok, nyomelemek segitségével. Gyogyszerészet 60:15-22.

11. Maret W, Sandstead HH (2006) Zinc requirements and the risks and benefits of
zinc supplementation. J Trace Elem Med Biol 20(1):3-18.

12. Fraker PJ, King LE (2004) Reprogramming of the immune system during zinc
deficiency. Annu Rev Nutr 24:277-98.

99



13. Wellinghausen N, Kirchner H, Rink L (1997) The immunobiology of zinc.
Immunol Today 18(11):519-21.

14. Grahn BH, Paterson PG, Gottschall-Pass KT, Zhang Z (2001) Zinc and the eye. J
Am Coll Nutr 20: 106-18.

15. Golub MS, Keen CL, Gershwin ME, Hendrickx AG (1995) Developmental zinc
deficiency and behavior. J Nutr 125:2263S-71S.

16. Dvergsten CL, Fosmire GJ, Ollerich DA, Sandstead HH (1983) Alterations in the
postnatal development of the cerebellar cortex due to zinc deficiency. I. Impaired
acquisition of granule cells. Brain Res 271(2):217-26.

17. Dvergsten CL, Fosmire GJ, Ollerich DA, Sandstead HH (1984) Alterations in the
postnatal development of the cerebellar cortex due to zinc deficiency. II. Impaired
maturation of Purkinje cells. Brain Res 318(1):11-20. 318:11-20.

18. Dvergsten CL, Johnson LA, Sandstead HH (1984) Alterations in the postnatal
development of the cerebellar cortex due to zinc deficiency. III. Impaired dendritic
differentiation of basket and stellate cells. Brain Res 318(1):21-6.

19. Frederickson CJ, Koh JY, Bush AI (2005) The neurobiology of zinc in health and
disease. Nat Rev Neurosci 6(6):449-62.

20. Jackson MJ (1989) Physiology of zinc: general aspects. Mills CF szerk. Zinc in
human biology. London: Springer 1-14.

21. Kambe T, Hashimoto A, Fujimoto S (2014) Current understanding of ZIP and
ZnT zinc transporters in human health and diseases. Cell Mol Life Sci 71(17):
3281-95.

22. Barnett JP, Blindauer CA, Kassaar O, Khazaipoul S, Martin EM, Sadler PJ,
Stewart AJ (2013) Allosteric modulation of zinc speciation by fatty acids. Biochim
Biophys Acta 1830(12):5456-64.

23. Reyes JG (1996) Zinc transport in mammalian cells. Am J Physiol 270:C401-10.

24. Taylor CM, Bacon JR, Aggett PJ, Bremner I (1991) Homeostatic regulation of
zinc absorption and endogenous losses in zinc-deprived men. Am J Clin Nutr.

53(3):755-63.

100



25. Hambidge M, Krebs NF (2001) Interrelationships of key variables of human zinc

homeostasis: relevance to dietary zinc requirements. Annu Rev Nutr 21:429-52.

26. Krebs NF (2013) Update on zinc deficiency and excess in clinical pediatric
practice. Ann Nutr Metab 62(Suppl 1):19-29.

27. Haase H, Rink L (2014) Zinc signals and immune function. Biofactors 40(1):
27-40.

28. Qin Y, Dittmer PJ, Park JG, Jansen KB, Palmer AE (2011) Measuring steady-state
and dynamic endoplasmic reticulum and Golgi Zn*" with genetically encoded sensors.
Proc Natl Acad Sci USA 108(18):7351-6.

29. Vinkenborg JL, Nicolson TJ, Bellomo EA, Koay MS, Rutter GA, Merkx M (2009)
Genetically encoded FRET sensors to monitor intracellular Zn** homeostasis. Nat

Methods 6(10):737-40.

30. Coyle P, Philcox JC, Carey LC, Rofe AM (2002) Metallothionein: the
multipurpose protein. Cell Mol Life Sci 59(4):627-47.

31. Cole TB, Wenzel HJ, Kafer KE, Schwartzkroin PA, Palmiter RD (1999)
Elimination of zinc from synaptic vesicles in the intact mouse brain by disruption of
the ZnT3 gene. Proc Natl Acad Sci USA 96(4):1716-21.

32. Ghosh SK, Kim P, Zhang XA, Yun SH, Moore A, Lippard SJ, Medarova Z (2010)
A novel imaging approach for early detection of prostate cancer based on endogenous
zinc sensing. Cancer Res 70(15):6119-27.

33. Pfeiffer CC, Braverman ER (1982) Zinc, the brain and behavior. Biol Psychiatry
17(4):513-32.

34. Costello LC, Franklin RB (2011) Zinc is decreased in prostate cancer: an
established relationship of prostate cancer! J Biol Inorg Chem 16(1):3-8.

35. Zalewski PD, Millard SH, Forbes 1J, Kapaniris O, Slavotinek A, Betts WH, Ward
AD, Lincoln SF, Mahadevan I (1994) Video image analysis of labile zinc in viable

pancreatic islet cells using a specific fluorescent probe for zinc. J Histochem

Cytochem 42(7):877-84.

101



36. Frederickson CJ, Pérez-Clausell J, Danscher G (1987) Zinc-containing 7S-NGF
complex. Evidence from zinc histochemistry for localization in salivary secretory

granules. J Histochem Cytochem 35(5):579-83.

37. Danscher G, Zimmer J (1978) An improved Timm sulphide silver method for light
and electron microscopic localization of heavy metals in biological tissues.
Histochemistry 55(1):27-40.

38. Akagi T, Kaneda M, Ishii K, Hashikawa T (2001) Differential subcellular
localization of zinc in the rat retina. J Histochem Cytochem 49(1):87-96.

39. Gustafson GT (1967) Heavy metals in rat mast cell granules. Lab Invest
17(6):588-98.

40. Bartels H (2009) Special aspects of postoperative complications following visceral
surgery. Chirurg 80(9):780-9.

41. Grommes J, Binnebosel M, Klink CD, von Trotha KT, Rosch R, Oettinger AP,

Lindlar I, Krones CJ (2011) Balancing zinc deficiency leads to an improved healing
of colon anastomosis in rats. Int J Colorectal Dis 26(3):295-301.

42. Osorio R, Yamauti M, Osorio E, Ruiz-Requena ME, Pashley DH, Tay FR,
Toledano M (2010) Zinc reduces collagen degradation in demineralized human dentin

explants. J Dent 39(2):148-53.
43. Takacs P, Zhang Y, Candiotti K, Jaramillo S, Medina CA (2012) Effects of PPAR-

delta agonist and zinc on vaginal smooth muscle cells collagen and tropoelastin

production. Int Urogynecol J 23(12):1775-9.

44. Andreini C, Bertini I, Cavallaro G (2011) Minimal functional sites allow a
classification of zinc sites in proteins. PLoS One 6(10):¢26325.
45. Krishna SS, Majumdar I, Grishin NV (2003) Structural classification of zinc
fingers: survey and summary. Nucleic Acids Res 31(2):532-50.
46. Laity JH, Lee BM, Wright PE (2001) Zinc finger proteins: new insights into

structural and functional diversity. Curr Opin Struct Biol 11(1):39-46.

47. Andreini C, Bertini I (2012) A bioinformatics view of zinc enzymes. J Inorg

Biochem 111:150-6.

102



48. Vallee BL, Auld DS (1990) Zinc coordination, function, and structure of zinc

enzymes and other proteins. Biochemistry 29(24):5647-59.
49. Kochanczyk T, Drozd A, Kre¢zel A (2015) Relationship between the architecture

of zinc coordination and zinc binding affinity in proteins--insights into zinc

regulation. Metallomics 7(2):244-57.

50. Maret W (2012) New perspectives of zinc coordination environments in proteins.

J Inorg Biochem 111:110-6.

51. Prasad AS, Halsted JA, Nadimi M (1961) Syndrome of iron deficiency anemia,
hepatosplenomegaly, hypogonadism, dwarfism and geophagia. Am J Med 31:
532-46.

52. Devirgiliis C, Zalewski PD, Perozzi G, Murgia C (2007) Zinc fluxes and zinc
transporter genes in chronic diseases. Mutat Res 622(1-2):84-93.

53. Hambidge M (2000) Human zinc deficiency. J Nutr 130(5):1344S-9S.

54. Sandstead HH (2013) Human zinc deficiency: discovery to initial translation. Adv
Nutr 4(1):76-81.

55. Takeda A, Tamano H (2009) Insight into zinc signaling from dietary zinc
deficiency. Brain Res Rev 62(1):33-44.

56. Prasad AS (2003) Zinc deficiency. BMJ 326(7386):409-10.

57. Penny ME (2013) Zinc supplementation in public health. Ann Nutr Metab
62(Suppl 1):31-42.

58. Brown KH, Wuehler SE, Peerson JM (2001) The importance of zinc in human
nutrition and estimation of the global prevalence of zinc deficiency. Food Nutr Bull
22(2):113-25.

59. McClain CJ (1985) Zinc metabolism in malabsorption syndromes. ] Am Coll Nutr
4(1):49-64.

60. Solomons NW, Rosenberg IH (1981) Zinc and inflammatory bowel disease. Am
J Clin Nutr 34(7):1447-8.

61.Weismann K, Hoyer H (1982) Zinc deficiency dermatoses. Etiology, clinical

aspects and treatment. Hautarzt 33(8):405-10.

103



62. Henzel JH, DeWeese MS, Lichti EL (1970) Zinc concentrations within healing
wounds. Significance of postoperative zincuria on availability and requirements

during tissue repair. Arch Surg 100(4):349-57.
63. Sandstead HH, Lanier VC Jr, Shephard GH, Gillespie DD (1970) Zinc and wound

healing. Effects of zinc deficiency and zinc supplementation. Am J Clin Nutr
23(5):514-9.

64. Terril-Robb LA, Clemons DJ, Besch-Williford C, O’Brien DP, O’Dell BL (1996)
Morphophysiologic characterization of peripheral neuropathy in zinc-deficient guinea

pigs. Proc Soc Exp Biol Med 213(1):50-8.
65. Henkin RI, Patten BM, Re PK, Bronzert DA (1975) A syndrome of acute zinc

loss. Cerebellar dysfunction, mental changes, anorexia, and taste and smell

dysfunction. Arch Neurol 32(11):745-51.

66. Sandstead HH (2003) Zinc is essential for brain development and function. J Trace
Elem Exp Med 16(4):165-73.

67. Ronaghy HA, Halsted JA (1975) Zinc deficiency occurring in females. Report of
two cases. Am J Clin Nutr 28(8):831-6.

68. Abbasi AA, Prasad AS, Rabbani P, DuMouchelle E (1980) Experimental zinc
deficiency in man. Effect on testicular function. J Lab Clin Med 96(3):544-50.

69. Abbasi AA, Prasad AS, Ortega J, Congco E, Oberleas D (1976) Gonadal function
abnormalities in sickle cell anemia. Studies in adult male patients. Ann Intern Med
85(5):601-5.

70. Goldenberg RL, Tamura T, Neggers Y, Copper RL, Johnston KE, DuBard MB,
Hauth JC (1995) The effect of zinc supplementation on pregnancy outcome. JAMA
274(6):463-8.

71. Keen CL, Hurley LS (1989) Zinc and reproduction: effects of deficiency on foetal

and postnatal development. Mills CF szerk. Zinc in human biology. London: Springer

183-220.

104



72. Scholl TO, Hediger ML, Schall JI, Fischer RL, Khoo CS (1993) Low zinc intake
during pregnancy: its association with preterm and very preterm delivery. Am J
Epidemiol 137(10):1115-24.

73. Prasad AS, Oberleas D, Halsted JA (1965) Determination of zinc in biological
fluids by atomic absorption spectrophotometry in normal and cirrhotic subjects. J Lab
Clin Med 66(3):508-16.

74. Hackley BM, Smith JC, Halsted JA (1968) A simplified method for plasma zinc
determination by atomic absorption spectrophotometry. Clin Chem 14(1):1-5.

75. Pilch SM, Senti FR (1985) Analysis of zinc data from the second National Health
and Nutrition Examination Survey (NHANES II). J Nutr 115(11):1393-7.

76. Prasad AS, Fitzgerald JT, Hess JW, Kaplan J, Pelen F, Dardenne M (1993) Zinc
deficiency in elderly patients. Nutrition 9(3):218-24.

77. Grider A, Bailey LB, Cousins RJ (1990) Erythrocyte metallothionein as an index
of zinc status in humans. Proc Natl Acad Sci USA 87(4):1259-62.

78. World Health Organization (2001) Environmental Health Criteria 221: Zinc.
Geneva: World Health Organization 360.

79. Prasad AS, Beck FW, Bao B, Fitzgerald JT, Snell DC, Steinberg JD, Cardozo LJ
(2007) Zinc supplementation decreases incidence of infections in the elderly: effect
of zinc on generation of cytokines and oxidative stress. Am J Clin Nutr 85(3):

837-44.

80. Tuerk MJ, Fazel N (2009) Zinc deficiency. Curr Opin Gastroenterol 25(2):
136-43.

81. Brown KH, Peerson JM, Rivera J, Allen LH (2002) Effect of supplemental zinc
on the growth and serum zinc concentrations of prepubertal children: a meta-analysis
of randomized controlled trials. Am J Clin Nutr 75(6):1062-71.

82. Age-Related Eye Disease Study Research Group (2001) A randomized, placebo-
controlled, clinical trial of high-dose supplementation with vitamins C and E, beta

carotene, and zinc for age-related macular degeneration and vision loss: AREDS

report no 8. Arch Ophthalmol 119(10):1417-36.

105



83. Broun ER, Greist A, Tricot G, Hoffman R (1990) Excessive zinc ingestion. A
reversible cause of sideroblastic anemia and bone marrow depression. JAMA
264(11):1441-3.

84. Pfaffl MW, Gerstmayer B, Bosio A, Windisch W (2003) Effect of zinc deficiency
on the mRNA expression pattern in liver and jejunum of adult rats: monitoring gene

expression using cDNA microarrays combined with real-time RT-PCR. J Nutr
Biochem 14(12):691-702.

85. Sakai T, Miki F, Wariishi M, Yamamoto S (2004) Comparative study of zinc,
copper, manganese, and iron concentrations in organs of zinc-deficient rats and rats
treated neonatally with l-monosodium glutamate. Biol Trace Elem Res 97(2):
163-82.

86. Fukada T, Yamasaki S, Nishida K, Murakami M, Hirano T (2011) Zinc
homeostasis and signaling in health and diseases: Zinc signaling. J Biol Inorg Chem
16(7):1123-34.

87. Hirano T, Murakami M, Fukada T, Nishida K, Yamasaki S, Suzuki T (2008) Roles
of zinc and zinc signaling in immunity: zinc as an intracellular signaling molecule.
Adv Immunol 97:149-76.

88. Besser L, Chorin E, Sekler I, Silverman WEF, Atkin S, Russell JT, Hershfinkel M
(2009) Synaptically released zinc triggers metabotropic signaling via a zinc-sensing
receptor in the hippocampus. J Neurosci 29(9):2890-901.

89. Sharir H, Zinger A, Nevo A, Sekler I, Hershfinkel M (2010) Zinc released from
injured cells is acting via the Zn*"-sensing receptor, ZnR, to trigger signaling leading
to epithelial repair. J Biol Chem 285(34):26097-106.

90. Yamasaki S, Sakata-Sogawa K, Hasegawa A, Suzuki T, Kabu K, Sato E, Kurosaki
T, Yamashita S, Tokunaga M, Nishida K mtsai (2007) Zinc is a novel intracellular
second messenger. J Cell Biol 177(4):637-45.

91. Aras MA, Aizenman E (2011) Redox regulation of intracellular zinc: molecular

signaling in the life and death of neurons. Antioxid Redox Signal 15(8):2249-63.

106



92. Wilson M, Hogstrand C, Maret W (2012) Picomolar concentrations of free zinc(II)
ions regulate receptor protein-tyrosine phosphatase B activity. J Biol Chem
287(12):9322-6.

93. Hojyo S, Fukada T, Shimoda S, Ohashi W, Bin BH, Koseki H, Hirano T (2011)
The zinc transporter SLC39A14/Z1P14 controls G-protein coupled receptor-mediated
signaling required for systemic growth. PLoS One 6(3):¢18059.

94. Aydemir TB, Liuzzi JP, McClellan S, Cousins RJ (2009) Zinc transporter ZIP8
(SLC39A8) and zinc influence IFN-gamma expression in activated human T cells. J
Leukoc Biol 86(2):337-48.

95. Velazquez-Delgado EM, Hardy JA (2012) Zinc-mediated allosteric inhibition of
caspase-6. J Biol Chem 287(43):36000-11.

96. Hansson A (1996) Extracellular zinc ions induces mitogen-activated protein
kinase activity and protein tyrosine phosphorylation in bombesin-sensitive Swiss 3T3
fibroblasts. Arch Biochem Biophys 328(2):233-8.

97. Takeda A, Nakamura M, Fujii H, Tamano H (2013) Synaptic Zn(2+) homeostasis
and its significance. Metallomics 5(5):417-23.

98. Tamaki M, Fujitani Y, Hara A, Uchida T, Tamura Y, Takeno K, Kawaguchi M,
Watanabe T, Ogihara T, Fukunaka A mtsai (2013) The diabetes-susceptible gene
SLC30A8/ZnT8 regulates hepatic insulin clearance. J Clin Invest 123(10):4513-24.
99. Hara T, Takeda TA, Takagishi T, Fukue K, Kambe T, Fukada T (2017)
Physiological roles of zinc transporters: molecular and genetic importance in zinc
homeostasis. J Physiol Sci 67(2):283-301.

100. Kiiry S, Dréno B, Bézieau S, Giraudet S, Kharfi M, Kamoun R, Moisan JP (2002)
Identification of SLC39A4, a gene involved in acrodermatitis enteropathica. Nat
Genet 31(3):239-40.

101. Fukada T, Kambe T (2011) Molecular and genetic features of zinc transporters
in physiology and pathogenesis. Metallomics 3(7):662-74.

102. Kambe T, Weaver BP, Andrews GK (2008) The genetics of essential metal
homeostasis during development. Genesis 46(4):214-28.

107



103. Lichten LA, Cousins RJ (2009) Mammalian zinc transporters: nutritional and

physiologic regulation. Annu Rev Nutr 29:153-76.

104. Palmiter RD, Huang L (2004) Efflux and compartmentalization of zinc by
members of the SLC30 family of solute carriers. Pflugers Arch 447(5):744-51.

105. Eide DJ (2004) The SLC39 family of metal ion transporters. Pflugers Arch
447(5):796-800.

106. Kamizono A, Nishizawa M, Teranishi Y, Murata K, Kimura A (1989)
Identification of a gene conferring resistance to zinc and cadmium ions in the yeast

Saccharomyces cerevisiae. Mol Gen Genet 219(1-2):161-7.
107. Palmiter RD, Findley SD (1995) Cloning and functional characterization of a

mammalian zinc transporter that confers resistance to zinc. EMBO J 14(4):639-49.

108. Eide D, Broderius M, Fett J, Guerinot ML (1996) A novel iron-regulated metal
transporter from plants identified by functional expression in yeast. Proc Natl Acad
Sci USA 93(11):5624-8.

109. Zhao H, Eide D (1996) The yeast ZRT1 gene encodes the zinc transporter protein
of a high-affinity uptake system induced by zinc limitation. Proc Natl Acad Sci USA
93(6):2454-8.

110. Zhao H, Eide D (1996) The ZRT2 gene encodes the low affinity zinc transporter
in Saccharomyces cerevisiae. J Biol Chem 271(38):23203-10.

111. Eng BH, Guerinot ML, Eide D, Saier MH Jr (1998) Sequence analyses and
phylogenetic characterization of the ZIP family of metal ion transport proteins. J
Membr Biol 166(1):1-7.

112. Guerinot ML (2000) The ZIP family of metal transporters. Biochim Biophys
Acta 1465(1-2):190-8.

113. Gaither LA, Eide DJ (2000) Functional expression of the human hZIP2 zinc
transporter. J Biol Chem 275(8):5560-4.

114. Kambe T, Suzuki T, Nagao M, Yamaguchi-Iwai Y (2006) Sequence similarity
and functional relationship among eukaryotic ZIP and CDF transporters. Genomics

Proteomics Bioinformatics 4(1):1-9.

108



115. Gaither LA, Eide DJ (2001) Eukaryotic zinc transporters and their regulation.
Biometals 14(3-4):251-70.

116. Liuzzi JP, Aydemir F, Nam H, Knutson MD, Cousins RJ (2006) Zipl4
(Slc39a14) mediates non-transferrin-bound iron uptake into cells. Proc Natl Acad Sci

USA 103(37):13612-7.
117. Fujishiro H, Yano Y, Takada Y, Tanihara M, Himeno S (2012) Roles of ZIP8,

ZIP14, and DMT1 in transport of cadmium and manganese in mouse kidney proximal

tubule cells. Metallomics 4(7):700-8.
118. Huang L, Tepaamorndech S (2013) The SLC30 family of zinc transporters: a

review of current understanding of their biological and pathophysiological roles. Mol

Aspects Med 34(2-3):548-60.

119. Lu M, Fu D (2007) Structure of the zinc transporter YiiP. Science 317(5845):
1746-8.

120. Chao Y, Fu D (2004) Kinetic study of the antiport mechanism of an Escherichia
coli zinc transporter, ZitB. J Biol Chem 279(13):12043-50.

121. Ohana E, Hoch E, Keasar C, Kambe T, Yifrach O, Hershfinkel M, Sekler I (2009)
Identification of the Zn2+ binding site and mode of operation of a mammalian Zn2+
transporter. J Biol Chem 284(26):17677-86.

122. Podar D, Scherer J, Noordally Z, Herzyk P, Nies D, Sanders D (2012) Metal
selectivity determinants in a family of transition metal transporters. J Biol Chem
287(5):3185-96.

123. Suzuki T, Ishihara K, Migaki H, Ishihara K, Nagao M, Yamaguchi-Iwai Y,
Kambe T (2005) Two different zinc transport complexes of cation diffusion facilitator
proteins localized in the secretory pathway operate to activate alkaline phosphatases
in vertebrate cells. J Biol Chem 280(35):30956-62.

124. Jeong J, Eide DJ (2013) The SLC39 family of zinc transporters. Mol Aspects
Med 34(2-3):612-9.

109



125. Taylor KM, Morgan HE, Johnson A, Nicholson RI (2005) Structure-function
analysis of a novel member of the LIV-1 subfamily of zinc transporters, ZIP14. FEBS
Lett 579(2):427-32.

126. Wang F, Kim BE, Petris MJ, Eide DJ (2004) The mammalian Zip5 protein is a
zinc transporter that localizes to the basolateral surface of polarized cells. J Biol Chem
279(49):51433-41.

127. Huang L, Kirschke CP (2007) A di-leucine sorting signal in ZIP1 (SLC39A1)
mediates endocytosis of the protein. FEBS J 274(15):3986-97.

128. Mao X, Kim BE, Wang F, Eide DJ, Petris MJ (2007) A histidine-rich cluster
mediates the ubiquitination and degradation of the human zinc transporter, hZ1P4, and
protects against zinc cytotoxicity. J Biol Chem. 282(10):6992-7000.

129. Bin BH, Fukada T, Hosaka T, Yamasaki S, Ohashi W, Hojyo S, Miyai T, Nishida
K, Yokoyama S, Hirano T (2011) Biochemical characterization of human ZIP13
protein: a homo-dimerized zinc transporter involved in the spondylocheiro dysplastic
Ehlers- Danlos syndrome. J Biol Chem 286(46):40255-65.

130. Jenkitkasemwong S, Wang CY, Mackenzie B, Knutson MD (2012) Physiologic
implications of metal-ion transport by ZIP14 and ZIP8. Biometals 25(4):643-55.

131. Taylor KM, Nicholson RI (2003) The LZT proteins; the LIV-1 subfamily of zinc
transporters. Biochim Biophys Acta 1611(1-2):16-30.

132. Haase H, Rink L (2009) Functional significance of zinc-related signaling
pathways in immune cells. Annu Rev Nutr 29:133-52.

133. Szewczyk B (2013) Zinc homeostasis and neurodegenerative disorders. Front
Aging Neurosci 5:33.

134. Adlard PA, Parncutt JM, Finkelstein DI, Bush Al (2010) Cognitive loss in zinc
transporter-3 knock-out mice: a phenocopy for the synaptic and memory deficits of
Alzheimer’s disease? J Neurosci 30(5):1631-6.

135. Religa D, Strozyk D, Cherny RA, Volitakis I, Haroutunian V, Winblad B,
Naslund J, Bush Al (2006) Elevated cortical zinc in Alzheimer disease. Neurology
67(1):69-75.

110



136. Weiss JH, Sensi SL, Koh JY (2000) Zn(2+): a novel ionic mediator of neural
injury in brain disease. Trends Pharmacol Sci 21(10):395-401.

137. Homma K, Fujisawa T, Tsuburaya N, Yamaguchi N, Kadowaki H, Takeda K,
Nishitoh H, Matsuzawa A, Naguro I, Ichijo H (2013) SODI1 as a molecular switch for
initiating the homeostatic ER stress response under zinc deficiency. Mol Cell
52(1):75-86.

138. Beyer N, Coulson DT, Heggarty S, Ravid R, Hellemans J, Irvine GB, Johnston

JA (2012) Zinc transporter mRNA levels in Alzheimer’s disease postmortem brain. J
Alzheimers Dis 29(4):863-73.

139. Bosomworth HJ, Adlard PA, Ford D, Valentine RA (2013) Altered expression
of ZnT10 in Alzheimer’s disease brain. PLoS One 8(5):e65475.

140. Cui Y, Vogt S, Olson N, Glass AG, Rohan TE (2007) Levels of zinc, selenium,
calcium, and iron in benign breast tissue and risk of subsequent breast cancer. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev 16(8):1682-5.

141. Samman S (2007) Zinc. Mann JI, Truswell AS szerk. Essentials of Human
Nutrition. 3. kiadas, Oxford: Oxford University Press 138-42.

142. Foster M, Samman S (2010) Zinc and redox signaling: perturbations associated
with cardiovascular disease and diabetes mellitus. Antioxid Redox Signal
13(10):1549-73.

143. Andreini C, Banci L, Bertini I, Rosato A (2006) Counting the zinc-proteins
encoded in the human genome. J Proteome Res 5(1):196-201.

144. Chowanadisai W, Lonnerdal B, Kelleher SL (2006) Identification of a mutation
in SLC30A2 (ZnT-2) in women with low milk zinc concentration that results in
transient neonatal zinc deficiency. J Biol Chem 281(51):39699-707.

145. Itsumura N, Inamo Y, Okazaki F, Teranishi F, Narita H, Kambe T, Kodama H
(2013) Compound heterozygous mutations in SLC30A2/ZnT2 results in low milk zinc

concentrations: a novel mechanism for zinc deficiency in a breast-fed infant. PLoS

One 8(5):¢64045.

111



146. Itsumura N, Kibihara Y, Fukue K, Miyata A, Fukushima K, Tamagawa-Mineoka
R, Katoh N, Nishito Y, Ishida R, Narita H mtsai (2016) Novel mutations in SLC30A2
involved in the pathogenesis of transient neonatal zinc deficiency. Pediatr Res
80(4):586-94.

147. Giacconi R, Muti E, Malavolta M, Cardelli M, Pierpaoli S, Cipriano C, Costarelli
L, Tesei S, Saba V, Mocchegiani E (2008) A novel Zip2 GIn/Arg/Leu codon 2
polymorphism is associated with carotid artery disease in aging. Rejuvenation Res
11(2):297-300.

148. Perez-Becerril C, Morris AG, Mortimer A, McKenna PJ, de Belleroche J (2014)
Allelic variants in the zinc transporter-3 gene, SLC30A3, a candidate gene identified
from gene expression studies, show gender-specific association with schizophrenia.
Eur Psychiatry 29(3):172-8.

149. Perez-Becerril C, Morris AG, Mortimer A, Mckenna PJ, de Belleroche J (2016)
Common variants in the chromosome 2p23 region containing the SLC30A3 (ZnT3)
gene are associated with schizophrenia in female but not male individuals in a large

collection of European samples. Psychiatry Res 246:335-40.

150. da Rocha TJ, Blehm CJ, Bamberg DP, Fonseca TL, Tisser LA, de Oliveira Junior
AA, de Andrade FM, Fiegenbaum M (2014) The effects of interactions between
selenitum and zinc serum concentration and SEP15 and SLC30A3 gene

polymorphisms on memory scores in a population of mature and elderly adults. Genes

Nutr 9(1):377.
151. Sladek R, Rocheleau G, Rung J, Dina C, Shen L, Serre D, Boutin P, Vincent D,

Belisle A, Hadjadj S mtsai (2007) A genome-wide association study identifies novel
risk loci for type 2 diabetes. Nature 445(7130):881-5.

152. Zeggini E, Weedon MN, Lindgren CM, Frayling TM, Elliott KS, Lango H,
Timpson NJ, Perry JR, Rayner NW, Freathy RM mtsai (2007) Replication of genome-
wide association signals in UK samples reveals risk loci for type 2 diabetes. Science
316(5829):1336-41.

153. Quadri M, Federico A, Zhao T, Breedveld GJ, Battisti C, Delnooz C, Severijnen
LA, Di Toro Mammarella L, Mignarri A, Monti L mtsai (2012) Mutations in

112



SLC30A10 cause parkinsonism and dystonia with hypermanganesemia,

polycythemia, and chronic liver disease. Am J Hum Genet 90(3):467-77.

154. Tuschl K, Clayton PT, Gospe SM Jr, Gulab S, Ibrahim S, Singhi P, Aulakh R,
Ribeiro RT, Barsottini OG, Zaki MS mtsai (2012) Syndrome of hepatic cirrhosis,
dystonia, polycythemia, and hypermanganesemia caused by mutations in SLC30A10,

a manganese transporter in man. Am J Hum Genet 90(3):457-66.

155. Baum AE, Hamshere M, Green E, Cichon S, Rietschel M, Noethen MM,
Craddock N, McMahon FJ (2008) Meta-analysis of two genome-wide association
studies of bipolar disorder reveals important points of agreement. Mol Psychiatry
13(5):466-7.

156. Schmitt S, Kiiry S, Giraud M, Dréno B, Kharfi M, Bézieau S (2009) An update
on mutations of the SLC39A4 gene in acrodermatitis enteropathica. Hum Mutat
30(6):926-33.

157. Guo H, Jin X, Zhu T, Wang T, Tong P, Tian L, Peng Y, Sun L, Wan A, Chen J
mtsai (2014) SLC39AS5 mutations interfering with the BMP/TGF-3 pathway in non-
syndromic high myopia. ] Med Genet 51(8):518-25.

158. Waterworth DM, Ricketts SL, Song K, Chen L, Zhao JH, Ripatti S, Aulchenko
YS, Zhang W, Yuan X, Lim N mtsai (2010) Genetic variants influencing circulating
lipid levels and risk of coronary artery disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol
30(11):2264-76.

159. Speliotes EK, Willer CJ, Berndt SI, Monda KL, Thorleifsson G, Jackson AU,
Lango Allen H, Lindgren CM, Luan J, Migi R mtsai (2010) Association analyses of
249,796 individuals reveal 18 new loci associated with body mass index. Nat Genet
42(11):937-48.

160. International Consortium for Blood Pressure Genome-Wide Association Studies,
Ehret GB, Munroe PB, Rice KM, Bochud M, Johnson AD, Chasman DI, Smith AV,
Tobin MD, Verwoert GC, Hwang SJ mtsai (2011) Genetic variants in novel pathways

influence blood pressure and cardiovascular disease risk. Nature. 478(7367):103-9.

113



161. Carrera N, Arrojo M, Sanjuan J, Ramos-Rios R, Paz E, Suarez-Rama JJ, Paramo
M, Agra S, Brenlla J, Martinez S mtsai (2012) Association study of nonsynonymous
single nucleotide polymorphisms in schizophrenia. Biol Psychiatry 71(2):169-77.
162. Gazzellone MJ, Zhou X, Lionel AC, Uddin M, Thiruvahindrapuram B, Liang S,
Sun C, Wang J, Zou M, Tammimies K mtsai (2014) Copy number variation in Han
Chinese individuals with autism spectrum disorder. J Neurodev Disord 6(1):34.

163. Fukada T, Civic N, Furuichi T, Shimoda S, Mishima K, Higashiyama H, Idaira
Y, Asada Y, Kitamura H, Yamasaki S mtsai (2008) The =zinc transporter
SLC39A13/ZIP13 is required for connective tissue development; its involvement in

BMP/TGF-beta signaling pathways. PLoS One 3(11):e3642.

164. Giunta C, El¢ioglu NH, Albrecht B, Eich G, Chambaz C, Janecke AR, Yeowell
H, Weis M, Eyre DR, Kraenzlin M mtsai (2008) Spondylocheiro dysplastic form of
the Ehlers-Danlos syndrome--an autosomal-recessive entity caused by mutations in

the zinc transporter gene SLC39A13. Am J Hum Genet 82(6):1290-305.

165. Krause WJ (2005) Krause's essential human histology for medical students. 3.
kiadas, Boca Raton: Universal Publishers 239, 248-49.

166. Konar H (2013) DC Dutta's textbook of gynecology. 6. kiadas, New Delhi:JP
Medical Pub 1-7, 57-65.

167. Konar H (2015) DC Dutta's Textbook of obstetrics. 8. kiadas, New Delhi: JP
Medical Pub 1-5.

168. Borecham MK, Wai CY, Miller RT, Schaffer JI, Word RA (2002) Morphometric
analysis of smooth muscle in the anterior vaginal wall of women with pelvic organ

prolapse. Am J Obstet Gynecol 187(1):56-63.
169. Squier CA, Mantz MJ, Schlievert PM, Davis CC (2008) Porcine vagina ex vivo

as a model for studying permeability and pathogenesis in mucosa. J Pharm Sci
97(1):9-21.
170. Rohlich P (2006) Szovettan. 3. kiadas, Budapest: Semmelweis Kiado6 408.

114



171. Favier A (1996) Relevance of trace element supplements in women of different
ages. Neve J, Chappuis P, Lamand M szerk. Therapeutic uses of trace elements.

Boston, MA: Springer 83-91.
172. Grider A (2013) Zinc, Copper and Manganese. Stipanuk MH, Caudill MA szerk.

Biochemical, Physiological, and Molecular Aspects of Human Nutrition. 3. kiadas,
St. Louis, MO: Elsevier/Saunders 828-45.

173. Hercberg S, Preziosi P, Galan P, Deheeger M, Papoz L, Dupin H (1991) Dietary
intake of a representative sample of the population of Val-de-Marne; I1I. Mineral and
vitamin intake. Rev Epidemiol Sante Publique 39(3):245-61.

174. Baudry J, Kopp JF, Boeing H, Kipp AP, Schwerdtle T, Schulze MB (2020)
Changes of trace element status during aging: results of the EPIC-Potsdam cohort
study. Eur J Nutr 59(7):3045-58.

175. Favier A, Hercberg S, Arnaud J, Preziosi P, Galan P (1991) Zinc and copper
intakes and status of French population (Val de Marne 1988 Survey). Momcilovic B
szerk. Trace Elements in Man and Animal 7. Zagreb: IMI 13-5.

176. Saltman PD, Strause LG (1993) The role of trace minerals in osteoporosis. ] Am
Coll Nutr 12(4):384-9.

177. Margen S, King JC (1975) Effect of oral contraceptive agents on the metabolism
of some trace minerals. Am J Clin Nutr 28(4):392-402.

178. Farage M, Maibach H (2006) Lifetime changes in the vulva and vagina. Arch
Gynecol Obstet 273(4):195-202.

179. Takacs P, Kozma B, Erdodi B, Jakab A, Larson K, Poka R (2019) Zinc-
containing Vaginal Moisturizer Gel Improves Postmenopausal Vulvovaginal
Symptoms: A Pilot Study. J Menopausal Med 25(1):63-8.

180. Krones CJ, Klosterhalfen B, Butz N, Hoelzl F, Junge K, Stumpf M, Peiper C,
Klinge U, Schumpelick V (2005) Effect of zinc pretreatment on pulmonary

endothelial cells in vitro and pulmonary function in a porcine model of endotoxemia.

J Surg Res 123(2):251-6.

115



181. Yanagisawa H (2008) Zinc deficiency and clinical practice--validity of zinc
preparations. Yakugaku Zasshi 128(3):333-9.

182. Prasad AS (2008) Zinc in human health: effect of zinc on immune cells. Mol
Med 14(5-6):353-7.

183. Honoré¢ LH, Salkie ML, Jajczay FL (1986) The influence of anatomical site and
hormonal status on the copper and zinc levels of human uterine smooth muscle. Clin
Biochem 19(1):46-8.

184. Lossow K, Kopp JF, Schwarz M, Finke H, Winkelbeiner N, Renko K, Meg¢i X,
Ott C, Alker W, Hackler J mtsai (2020) Aging affects sex- and organ-specific trace
element profiles in mice. Aging (Albany NY) 12(13):13762-90.

185. Zhang B, Podolskiy DI, Mariotti M, Seravalli J, Gladyshev VN (2020)
Systematic age-, organ-, and diet-associated ionome remodeling and the development
of ionomic aging clocks. Aging cell 19(5):e13119.

186. Oztiirk G, Akbulut KG, Afrasyap L (2008) Age-related changes in tissue and
plasma zinc levels: modulation by exogenously administered melatonin. Exp Aging
Res 34(4):453-62.

187. Kelkar MA, Khar SK, Mandakhot VM (1989) Studies on antepartum prolapse of
the vagina in buffalo--plasma trace element concentrations. Arch Exp Veterinarmed
43(2):315-8.

188. Taneja SK, Kaur R (1990) Pathology of ovary, uterus, vagina and gonadotrophs
of female mice fed on Zn-deficient diet. Indian J Exp Biol 28(11):1058-65.

189. Takacs P, Jaramillo S, Zhang Y, Datar R, Williams A, Olczyk J, Candiotti K,
Medina CA (2013) The effects of PPARS agonist and zinc on ovariectomized rats'
vagina. Female Pelvic Med Reconstr Surg 19(3):126-31.

190. Maret W (2013) Zinc and human disease. Met lons Life Sci 13:389-414.

191. Yang J, Zhang Y, Cui X, Yao W, Yu X, Cen P, Hodges SE, Fisher WE,
Brunicardi FC, Chen C mtsai (2013) Gene profile identifies zinc transporters

differentially expressed in normal human organs and human pancreatic cancer. Curr

Mol Med 13(3):401-9.

116



192. Grattan BJ, Freake HC (2012) Zinc and cancer: implications for LIV-1 in breast
cancer. Nutrients 4(7):648-75.

193. Lee JY, Kim JH, Hong SH, Lee JY, Cherny RA, Bush Al, Palmiter RD, Koh JY
(2004) Estrogen decreases zinc transporter 3 expression and synaptic vesicle zinc

levels in mouse brain. J Biol Chem 279(10):8602-7.

194. Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, Mueller R,
Nolan T, Pfaffl MW, Shipley GL mtsai (2009) The MIQE guidelines: minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem
55(4):611-22.

195. Pontén F, Jirstrom K, Uhlen M (2008) The Human Protein Atlas--a tool for
pathology. J Pathol 216(4):387-93.

196. Martin AB, Aydemir TB, Guthrie GJ, Samuelson DA, Chang SM, Cousins RJ
(2013) Gastric and colonic zinc transporter ZIP11 (Slc39all) in mice responds to
dietary zinc and exhibits nuclear localization. J Nutr 143(12):1882-8.

197. Staden R, Beal KF, Bonfield JK (2000) The Staden package, 1998. Methods Mol
Biol 132:115-30.

198. McWilliam H, Li W, Uludag M, Squizzato S, Park YM, Buso N, Cowley AP,
Lopez R (2013) Analysis tool web services from the EMBL-EBI. Nucleic Acids Res
41:W597-600.

199. Wilson DJ (2019) The harmonic mean p-value for combining dependent tests.
Proc Natl Acad Sci USA 116(4):1195-200.

200. LabCorp (2009) Analytical Validation Report. Quantification of Zinc in Whole
Blood and Red Blood Cells by ICP-MS Analysis. Validation # VR-NOQS-BN-
2009-008.

201. Drake EN II, Sky-Peck HH (1989) Discriminant analysis of trace element

distribution in normal and malignant human tissues. Cancer Res 49(15):4210-5.

202. Aggett PJ, Comerford JG (1995) Zinc and human health. Nutr Rev 53(9 Pt 2):
S16-22.

117



203. Bremner I, Beattie JH (1995) Copper and zinc metabolism in health and disease:
speciation and interactions. Proc Nutr Soc 54(2):489-99.

204. Prohaska C, Pomazal K, Steffan I (2000) Determination of Ca, Mg, Fe, Cu, and
Zn in blood fractions and whole blood of humans by ICP-OES. Fresenius J Anal Chem
367(5):479-84.

205. Kucharzewski M, Braziewicz J, Majewska U, Gozdz S (2003) Copper, Zinc, and
Selenium in Whole Blood and Thyroid Tissue of People with Various Thyroid
Diseases. Biological Trace Element Research 93(1-3):9-18.

206. Aaseth J, Boivin G, Andersen O (2012) Osteoporosis and trace elements--an
overview. J Trace Elem Med Biol 26(2-3):149-52.

207. Yiicel I, Arpaci F, Ozet A, Doner B, Karayilanoglu T, Sayar A, Berk O (1994)
Serum copper and zinc levels and copper/zinc ratio in patients with breast cancer. Biol

Trace Elem Res 40(1):31-8.

208. Collecchi P, Cafiero F, Vecchio C (1987) Erythrocyte, plasma and serum level
of zinc and copper in normal subjects and in patients with rectal cancer. Medical

Science Research 15(17):1073-74.

209. Oster O, Dahm M, Oeclert H, Prellwitz W (1989) Concentrations of some trace
elements (Se, Zn, Cu, Fe, Mg, K) in blood and heart tissue of patients with coronary
heart disease. Clin Chem 35(5):851-6.

210. Jackson KA, Valentine RA, Coneyworth LJ, Mathers JC, Ford D (2008)
Mechanisms of mammalian zinc-regulated gene expression. Biochem Soc Trans 36
(Pt 6):1262-6.

211. Ford D (2004) Intestinal and placental zinc transport pathways. Proc Nutr Soc
63(1):21-9.

212. Liuzzi JP, Blanchard RK, Cousins RJ (2001) Differential regulation of zinc

transporter 1, 2, and 4 mRNA expression by dietary zinc in rats. J Nutr 131(1):
46-52.

118



213. Liuzzi JP, Bobo JA, Lichten LA, Samuelson DA, Cousins RJ (2004) Responsive
transporter genes within the murine intestinal-pancreatic axis form a basis of zinc

homeostasis. Proc Natl Acad Sci USA 101(40):14355-60.

214. Kang X, Chen R, Zhang J, Li G, Dai PG, Chen C, Wang HJ (2015) Expression
Profile Analysis of Zinc Transporters (ZIP4, ZIP9, ZIP11, ZnT9) in Gliomas and their
Correlation with IDH1 Mutation Status. Asian Pac J Cancer Prev 16(8):3355-60.

215. Li M, Zhang Y, Liu Z, Bharadwaj U, Wang H, Wang X, Zhang S, Liuzzi JP,
Chang SM, Cousins RJ mtsai (2007) Aberrant expression of zinc transporter ZIP4

(SLC39A4) significantly contributes to human pancreatic cancer pathogenesis and
progression. Proc Natl Acad Sci USA 104(47):18636-41.

216. Taylor KM, Morgan HE, Smart K, Zahari NM, Pumford S, Ellis 10, Robertson
JF, Nicholson RI (2007) The emerging role of the LIV-1 subfamily of zinc
transporters in breast cancer. Mol Med 13(7-8):396-406.

217. Huang L, Gitschier J (1997) A novel gene involved in zinc transport is deficient
in the lethal milk mouse. Nat Genet 17(3):292-97.

218. Henshall SM, Afar DE, Rasiah KK, Horvath LG, Gish K, Caras I, Ramakrishnan
V, Wong M, Jeffry U, Kench JG mtsai (2003) Expression of the zinc transporter ZnT4
is decreased in the progression from early prostate disease to invasive prostate cancer.
Oncogene 22(38):6005-12.

219. Sim DL, Chow VT (1999) The novel human HUEL (C4orfl) gene maps to
chromosome 4p12-p13 and encodes a nuclear protein containing the nuclear receptor
interaction motif. Genomics 59(2):224-33.

220. Chen YH, Kim JH, Stallcup MR (2005) GAC63, a GRIP1-dependent nuclear
receptor coactivator. Mol Cell Biol 25(14):5965-72.

221. Ferreira CR, Gahl WA (2017) Disorders of metal metabolism. Transl Sci Rare
Dis 2(3-4):101-39.

222. Perez Y, Shorer Z, Liani-Leibson K, Chabosseau P, Kadir R, Volodarsky M,
Halperin D, Barber-Zucker S, Shalev H, Schreiber R mtsai (2017) SLC30A9 mutation

119



affecting intracellular zinc homeostasis causes a novel cerebro-renal syndrome. Brain
140(4):928-39.

223. Giacconi R, Malavolta M, Costarelli L, Busco F, Galeazzi R, Bernardini G,
Gasparini N, Mocchegiani E (2012) Comparison of intracellular zinc signals in
nonadherent lymphocytes from young-adult and elderly donors: role of zinc
transporters (Zip family) and proinflammatory cytokines. J Nutr Biochem
23(10):1256-63.

224. Cousins RJ, Blanchard RK, Popp MP, Liu L, Cao J, Moore JB, Green CL (2003)
A global view of the selectivity of zinc deprivation and excess on genes expressed in

human THP-1 mononuclear cells. Proc Natl Acad Sci USA 100(12): 6952-7.
225. Subramanian Vignesh K, Landero Figueroa JA, Porollo A, Caruso JA, Deepe GS

Jr (2013) Granulocyte macrophage-colony stimulating factor induced Zn
sequestration enhances macrophage superoxide and limits intracellular pathogen
survival. Immunity 39:697-710.

226. Inoue Y, Hasegawa S, Ban S, Yamada T, Date Y, Mizutani H, Nakata S, Tanaka
M, Hirashima N (2014) ZIP2 protein, a zinc transporter, is associated with
keratinocyte differentiation. J Biol Chem 289(31):21451-62.

227. Lang C, Murgia C, Leong M, Tan LW, Perozzi G, Knight D, Ruffin R, Zalewski
P (2007) Anti-inflammatory effects of zinc and alterations in zinc transporter mnRNA
in mouse models of allergic inflammation. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
292(2):L577-84.

228. Desouki MM, Geradts J, Milon B, Franklin RB, Costello LC (2007) hZip2 and
hZip3 zinc transporters are down regulated in human prostate adenocarcinomatous

glands. Mol Cancer 6:37.
229. Kong BY, Duncan FE, Que EL, Kim AM, O’Halloran TV, Woodruff TK (2014)

Maternally-derived zinc transporters ZIP6 and ZIP10 drive the mammalian oocyte-

to-egg transition. Mol Hum Reprod 20(11):1077-89.

120



230. Shen R, Xie F, Shen H, liu Q, Zheng T, Kou X, Wang D, Yang J (2013) Negative
correlation of LIV-1 and E-cadherin expression in hepatocellular carcinoma cells.

PLoS One 8(2):¢56542.

231. Zhao L, Chen W, Taylor KM, Cai B, Li X (2007) LIV-1 suppression inhibits
HeLa cell invasion by targeting ERK1/2-Snail/Slug pathway. Biochem Biophys Res
Commun 363(1): 82-8.

232. Hogstrand C, Kille P, Ackland ML, Hiscox S, Taylor KM (2013) A mechanism
for epithelial-mesenchymal transition and anoikis resistance in breast cancer triggered

by zinc channel ZIP6 and STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3).

Biochem J 455(2): 229-37.

233. Unno J, Satoh K, Hirota M, Kanno A, Hamada S, Ito H, Masamune A,
Tsukamoto N, Motoi F, Egawa S mtsai (2009) LIV-1 enhances the aggressive
phenotype through the induction of epithelial to mesenchymal transition in human
pancreatic carcinoma cells. Int J Oncol 35(4): 813-21.

234. Lue HW, Yang X, Wang R, Qian W, Xu RZ, Lyles R, Osunkoya AO, Zhou BP,
Vessella RL, Zayzafoon M mtsai (2011) LIV-1 promotes prostate cancer epithelial-
to-mesenchymal transition and metastasis through HB-EGF shedding and EGFR-
mediated ERK signaling. PLoS One 6(11):e27720.

235. Takatani-Nakase T (2018) Zinc transporters and the progression of breast
cancers. Biol Pharm Bull 41(10):1517-22.

236. Taylor KM, Hiscox S, Nicholson RI (2004) Zinc transporter LIV-1: a link
between cellular development and cancer progression. Trends Endocrinol Metab
15(10):461-3.

237. Kitamura H, Morikawa H, Kamon H, Iguchi M, Hojyo S, Fukada T, Yamashita
S, Kaisho T, Akira S, Murakami M mtsai (2006) Toll-like receptor-mediated
regulation of zinc homeostasis influences dendritic cell function. Nat Immunol

7(9):971-7.

121



238. Yu M, Lee WW, Tomar D, Pryshchep S, Czesnikiewicz-Guzik M, Lamar DL,
Li G, Singh K, Tian L, Weyand CM mtsai (2011) Regulation of T cell receptor
signaling by activation-induced zinc influx. J Exp Med 208(4):775-85.

239. Fujihara J, Yasuda T, Kimura-Kataoka K, Takinami Y, Nagao M, Takeshita H
(2018) Association of SNPs in genes encoding zinc transporters on blood zinc levels

in humans. Leg Med 30:28-33.

Internetes forrasok:

I1. A belsd n6i nemi szervek felépitése: https://commons.wikimedia.org/wiki/

File:Scheme female reproductive system-hu.png

12. Szovetmintdk homogenizalasi protokolljai: https://www.bertin-

instruments.com/wp-content/uploads/2016/06/booklet precellys julyl3 BD.pdf

I3. Thermo Fisher Scientific: https://www.thermofisher.com/

I4. NCBI adatbazis: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

I5. Ensembl adatbazis: https://www.ensembl.org/

dbSNP (B154) adatbdzis:
16. SLC30A10/ZnT10 - rs1558249270:

https://www.ncbi.nlm.nth.gov/snp/rs1558249270

I7. SLC30A10/ZnT10 - rs781687046:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs781687046

18. SLC39A4/Z1P4 - rs1554873909:

https://www.ncbi.nlm.nih.eov/snp/rs1554873909

19. SLC39A4/Z1P4 - rs1564711111:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1564711111

110. SLC39A4/Z1P4 - rs1484902933:

https://www.ncbi.nlm.nth.gov/snp/rs1484902933

122



9. Koszonetnyilvanitas

EzGton szeretném kifejezni koszonetemet Galné Dr. Miklos Ida
témavezetdmnek, hogy a munkdm sordn professzionalis szakmai segitséget,
illetve a dolgozatirds valamennyi fazisaban nélkiilozhetetlen szakmai-emberi
tamogatast nyujtott.

Koszondm témavezetdémnek, Dr. Takacs Péter Professzor Urnak, a
folyamatos tdmogatast, valamint a k6z6s munkat és a mindenkori megértést.
Javaslataival, iranymutatasadval nagyban hozzajarult szakmai és tudomanyos

szemléletem fejlédéséhez.

Szeretném megkdszonni a FemPharma Kft. ¢és a Larkbio Kft.
munkatarsainak, hogy oly sok segitséggel hozzajarultak a kisérletek
elkészitéséhez ¢és lehetdséget biztositottak arra, hogy elkészithessem a

disszertaciomat.

Koszonettel tartozom a DE Sziilészeti és NOgyogyaszati Intézet
igazgatdinak, hogy tamogattak kutatomunkank indulasat, illetve
munkatarsainak, hogy biztositottdk a megkezdett tudoményos munka
befejezését.

Koszonettel tartozom tovabba szerzdtarsaimnak az elmult évek kozos
munkajaért, akik segitségiikkel hozzajarultak az értekezés létrejottéhez és
szakmai fejlédésemhez.

Koszonettel tartozok a Debreceni Egyetem munkatarsainak, hogy

Onzetlen segitségnyujtasukkal tdmogattdk munkamat.

Halaval tartozom férjemnek ¢€s csaladomnak, akik mindvégig tamogattak
tanulmanyaim folytatdsaban, illetve tlirelemmel viselték az elmult idészak

megprobaltatasait.

123



10. Publikacios lista

A disszertacio alapjaul szolgald, referalt nemzetkozi folyoiratban

megjelent cikkek:

1. Csikés A, Kozma B, Baranyai E, Miklés I, Larson K, Poka R, Takacs P (2021)
Evaluation of zinc and copper levels in vaginal tissues and whole blood:

correlation with age. BMC Womens Health 21(1):62.

2. Csikos A, Kozma B, Por A, Kovacs I, Lampé R, Miklos I, Takacs P (2021)
Zinc Transporter 9 (SLC30A9) Expression Is Decreased in the Vaginal Tissues
of Menopausal Women. Biol Trace Elem Res 199(11):4011-4019.

3. Csikos A, Takacs P, Miklos 1 (2020) Comparison of novel single nucleotide
polymorphisms of zinc transporters with zinc concentration in the human blood

and vaginal tissues. Biometals 33(6):323-337.

Hazai és nemzetkozi konferencian bemutatott poszterek az értekezés

témakorében:

1. Csikés A, Kozma B, Miklos I, Por A, Kovacs 1, Lampé R, Takacs P (2020)
Differential expression of zinc transporters in vaginal tissues. Female Pelvic

Medicine and Reconstructive Surgery 26(10S-Suppl1):S127.

2. Csikos A, Miklos I, Takacs P (2018) Polymorphisms identification of
SLC30A (ZnTs) and SLC39A (ZIPs) Family genes in Hungary. A Magyar
Mikrobiologiai Tarsasag 2018. évi Nagygytilése és a XIII. Fermentacios
Kollokvium. Eger, Absztraktfiizet 10-11.

124



A disszertacio témajahoz nem kapcsolodo cikkek:

1. Csikos A, Németh MZ, Frenkel O, Kiss L, Vaczy KZ (2020) A Fresh Look at
Grape Powdery Mildew (Erysiphe necator) A and B Genotypes Revealed

Frequent Mixed Infections and Only B Genotypes in Flag Shoot Samples. Plants
9(9):1156.

2. Palfi X, Karacsony Z, Csikés A, Bencsik O, Szekeres A, Vaczy K (2020) The
potential use of the culture filtrate of an Aspergillus niger strain in the
management of fungal diseases of grapevine. Journal of Central European

Agriculture 21(4):839-850.

3. Vaczy KZ, Németh MZ, Csikds A, Kovacs GM, Kiss L (2018). Dothiorella
omnivora isolated from grapevine with trunk disease symptoms in Hungary.

European Journal of Plant Pathology 150(3):817-824.

4. Csikés A, Vaczy KZ (2015) A sz616 korai tokeelhalasaért felelds korokozok
azonositasa. Tavaszi Sz¢él Konferencia. Eger, Tavaszi Sz¢l 2015 / Spring Wind

2015 Konferenciakotet: 1. kotet 17-22.

5. Csikos A, Jankovics T, Vaczy Zs, Vaczy KZ, Kiss L (2015) DNS-alapu
modszerek alkalmazasa a hazai széldlisztharmat-populdciok genetikai
valtozékonysaganak feltarasaban. Georgikon for agriculture: A multidisciplinary

journal in agricultural sciences 19(1):79-83.

6. Csikés A, Vaczy KZ (2014) Lisztharmat a termesztett ¢s a vadon €16
szOl6fajokon. Kertészet és Sz6lészet 63(49):15.

7. Kiss L, Csikés A, Jankovics T, Vaczy KZ (2014) A hazai sz6l6lisztharmat-
populaciok eredetének nyomaban. Martonvasar 26(1):24-25.

8. Szabo G, Angyal A, Csikoés A, Bessenyei E, Toth E, Kiss P, Szabo Sz (2010)
A talajviz szennyezettségének vizsgalata alfoldi telepiiléseken. Foldrajzi

Kozlemények 134(2):173-187.

125



9. Szabd G, Angyal A, Csikos A, Bessenyei E, T6th E, Kiss P, Csorba P, Szabo
S (2010) Examination of the groundwater pollution at lowland settlements.
Studia Universitatis “Vasile Goldis” Seria Stiintele Vietii (Life Sciences Series)

20(4):89-95.

Az értekezés témjahoz nem kapcsolodo absztraktok és poszterek:

1. Németh MZ, Csikos A, Pintye A, Vaczy KZ, Kiss L (2018) Identification of
genetic groups of Erysiphe necator in Hungarian vineyards. 11th International

Mycological Congress. San Juan, Abstracts book 525.

2. Csikos A, Vaczy Z, Vaczy KZ (2015) Review of grapevine trunk disease
related fungal pathogens isolated in Hungary. First Workshop COST Action
FA1303 ,,Sustainable Control of Grapevine Trunk Diseases: Current State and

Future Prospects”. Cognac, Abstracts 42.

3. Csikés A, Vaczy KZ (2015) Pathogenicity of grapevine trunk disease fungal
pathogens isolated in Hungary. International Workshop on Fungal Grapevine

Trunk Diseases. Eger, Abstract booklet 28.

4. Csikos A, Vaczy KZ, Jankovics T, Kiss L (2014) Variability of the grapevine
powdery mildew fungus, Erysiphe necator based on microsatellite markers. A
Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2014. évi Nagygytilése ¢s EU FP7 PROMISE
Regional Meeting. Keszthely, Absztraktfiizet 12.

5. Csikés A, Vaczy KZ, Kiss L (2014) Sz6ldlisztharmatot okoz6 Erysiphe
necator valtozékonysaganak vizsgalata mikroszatellit markerek segitségével. 60.

Novényvédelmi Tudoméanyos Napok. Budapest, Konferencia kiadvany 101.

6. Csikos A, Vaczy KZ (2014) Szol6lisztharmat: Gjdonsagok a nemzetkozi
kutatasokban. XV. Szolészeti és Boraszati Konferencia. Eger, Konferencia

kiadvany 61.

126



7. Csikos A, Vaczy KZ (2014) Hazai szOl6lisztharmat-izolatumok vizsgalata
mikroszatellit markerek segitségével. XV. Sz6lészeti és Boraszati Konferencia,

Eger, Konferencia kiadvany 59.

8. Csikos A, Vaczy KZ (2014) Hazai sz6l6lisztharmat-izolatumok vizsgalata az
rDNS ITS/IGS régidk szekvencia meghatarozasaval. XV. Sz6lészeti és Boraszati

Konferencia, Eger, Konferencia kiadvany 58.

9. Csikos A, Vaczy KZ, Kiss L (2012) Examination of genetically informative
molecular markers in Erysiphe necator. A Magyar Mikrobiologiai Téarsasag

2012. évi Nagygytlése. Keszthely, Absztraktfiizet 8.

127



