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1. Bevezetés és célkitiizés

A cink (Zn) az emberi test alapvetdé nyomeleme. Biologiai
funkcioja harom kategoéridba sorolhatd: strukturdlis, szabalyozd és
katalitikus. Hozz4jarul a fehérjeszerkezethez, szabdlyozza a
génexpressziot és katalizalja az enzimaktivitast. A sejtek szintjén, a cink
alapvetd szerepet jatszik a proliferacioban, a differencidlodasban és az
apoptdzisban.

Az elmult évtizedben felfedezték a fehérjék homeosztatikus
rendszerét, amelyek a cellularis cinket koordinaljak; a cink importja,
exportja és elosztasa altal. 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 (més néven Zrt-, Irt-kapcsolt fehérjék, ZIP). Emberben tiz
SLC30A/ZnT gént és 14 SLC39A4/ZIP gént azonositottak.

A nok élete folyaman az egyik leglatvanyosabb bioldgiai adaptacio
a kismedence ¢és a hiively atalakulasa a sziilésre vald felkésziilésre,
illetve a terhesség utdn a normalis allapot visszanyerése. A menopauza
még jelentdsebb valtozasokat hoz, ugyanis szdmos koros folyamat
indulhat meg ¢és ezek a negativ folyamatok kihatdssal vannak a nék

szervezetének egészére.



Ezért is fontos, hogy megértsiik azokat a folyamatokat, amelyek
lassithatjdk, vagy akar javithatjdk a hiivelyben kialakul6 karos
hatasokat.

A menopauza utdn a nyomelemek metabolizmusaban bekovetkezo
tényezd is befolyasolhatja, mint példaul az étrend, az elemek potlésa,
illetve a cink transzport mukodése. Mivel jelenleg a hiivelyszovet
cinkszintjérdl, a cink transzporter gének mikodésérol, a kozottik 1évo
Osszefiiggésekrol viszonylag keveset tudunk, igy a disszertacioban ezek

megismerésére torekedtiink.

Feltételeztiikk, hogy a hiivelyszovet és a teljes vér cinkszintje
korreldl, és hogy a nyomelemek koncentracidja Osszefliggést mutat az
oregedéssel vagy a menopauzaval. Hipotézisiink az volt, hogy a hiivelyi
szovet cinkszintje az O6regedéssel csokken. Tovabbi hipotézisiink volt,
hogy a cink transzporterek kiilonb6zé mdédon expresszalédnak a hiivelyi
szovetekben, és a menopauza utdn az expresszio szintje csokken, ami
hozz4jarulhat a posztmenopauzas noknél fellépé megvaltozott hiivelyfal

Osszetételhez.

Hipotézisiink tesztelés€éhez, pre- és posztmenopauzas nok teljes

vastagsagu hiivelyfal mintdinak vizsgalatat inditottuk el.



Célul tiiztiik ki, hogy

1.

induktiv csatolasi plazma optikai emisszios spektrometria
(ICP-OES) modszerrel meghatarozzuk a vér ¢és a hiivelyi szovet
cinkszintjét, ¢s megallapitsuk, hogy van-e Osszefliggés a teljes
vér ¢és a hiivelyi szovetmintak cinkszintjei kozott, és hogy a
kapott értékek Osszefiiggenek-e a beteg életkoraval vagy a

menopauza allapotaval.

meghatarozzuk a ZnTI1-10 ¢és ZIP1-14 transzporterek
génexpresszios profiljat valos idejii kvantitativ polimeraz
lancreakcido (qPCR) moddszerrel és immunhisztokémiai (IHC)
vizsgalattal az egyes gének altal kodolt fehérjék termelddését a

hiivelyszovetben.

3. bovitsiik ismereteinket az SLC30A és SLC39A csaladokhoz

tartoz0  cink  transzporter  gének  egyedi  nukleotid
polimorfizmusair6l (SNP-k) ¢és megtudjuk, hogy van-e
Osszefliggés ezen SNP-k és a teljes vér, valamint a hiivelyszovet

cinkszintje kozott.



2. Anyag és modszer

2.1. A résztvevok kivalasztisa és a mintagytjtés

A mintagylijtés a Debreceni Egyetem, Orvostudoményi Kar,
Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinikajan 32 kiilonb6z6é jéindulati
ndgyogyaszati okbdl (a hiivelyi szoveteket nem érintd) miitéten atesett
nd esetében, teljes vastagsagu hiivelyfal biopszia és vérvétel tortént. A
mintagyljtés a Helsinki Nyilatkozat elveit figyelembe véve, a Magyar
Nemzeti Intézményi Orvosi Kutatdsi Tanacs jovahagyéasaval tortént
(Etikai engedély szdma: 7239-3/2017EIUG). Minden nd irdsos
formaban hozzajarult a kutatdsban valo részvételhez. A résztvevok a

beleegyezés utan egyedi azonositoszamot kaptak.

A periféridas teljes vérmintdk gyljtése a betegektél azonositod
szammal ellatott 10 ml-es BD Vacutainer® K2E (EDTA) miianyag

csOovekbe tortént.

A miutétek alatt a hiively falabol harom darab kortlbelil 0.5 x 0.5
cm-es szOvetdarabot tavolitottak el. A hiivelyi szdvetmintavétel a
metszési sebbdl tortént, igy a beteg szamdra ez nem jelentett extra
kockazatot ¢és kellemetlenséget, hiszen a mitét soran amugy is
eltavolitasra keriilt a szovet. A mintavételezés standardizalt volt, az
eliilsé hiivelyfal teljes vastagsdgu biopszidit a boltozat kdzépvonali

tertiletérdl vagtak le.



A kivélasztott ndket premenopauzds ¢€s posztmenopauzas
csoportokra osztottuk. Az Osszes premenopauzas mintat a menstruacios
ciklus proliferacids szakaszaban gyijtotték. A posztmenopauzas ndknél
legalabb 12 egymast kovetd honapos amenorrhea-t hatdroztak meg,
minden egy¢éb nyilvanvald ok nélkiil, és / vagy folyamatosan emelkedett
a follikulus-stimulalé hormon (FSH) vérszintje 30 mIU/ml vagy annal

magasabb értékre.

A kutatasbol kizartuk azokat a noket, akiknél csontritkulas, rak,
cinkhiany, terhesség, endometridzis, immunologiai ¢€s kotdszoveti
betegségek, hiivelyi vagy szisztémas hormonpo6tld terdpia kozelmultban
(6 honapon beliil) torténd alkalmazéasa, valamint kordbbi pesszarium
vagy intrauterin eszkoz (IntraUterine device, IUD) hasznalat el6fordult.
A kizarasi kritériumok kozé tartoztak a cink étrend-kiegészitdket szedo,

cukorbetegségben vagy autoimmun betegségben szenvedd nok is.

2.2. Cinkszint meghatarozasa teljes vérben és hiivelyi
szovetmintakban ICP-OES moddszerrel

A szOveti cinkszintet atomabszorpcidos  spektrofotometris

vizsgéalattal hataroztuk meg.

2.2.1. A minta elokezelése

A hiivelyszovet mintakat validalt analitikai mérlegen lemértiik, liveg

féz6poharakba majd szaritoszekrénybe helyeztiik, hogy alland6 tomegig
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szaradjanak. Az elemanalizis el6tt a mintdk szaraz tomegének

meghatarozasa utan tortént a nedves roncsolas.

A teljes vérmintékat is nedves roncsoldssal atmoszférikus nyomason

kezeltiik az analizis elott.

2.2.2. Elemanalizis

Az eldkezelt szovet és vérmintak elemanalizisét induktiv csatolasu
plazma optikai emisszids spektrometriaval végeztik (ICP-OES 5100,
Agilent Technologies). A méréseket SVDV (Synchronous Vertical Dual
View) modban hajtottuk végre. Automatikus minta bevezetést (SPS 4,
Agilent Technologies) alkalmaztunk, illetve a mintakat véletlenszertien
valasztottuk ki.

A cink kvantitativ elemzése Otpontos kalibracios gorbe
létrehozasaval tortént. A kalibracios oldatok higitasat 1000 mg/l (ICP
szabvany [V, Merck) tobbelemii standardbol 0,1 M salétromsavval

(ultratiszta vizben) végeztiik.

2.3. Génexpresszios vizsgalatok a hiivelyi szovetmintakban

A vizsgélatok sordn hét-hét pre- és posztmenopauzéban 1év6 nd
teljes vastagsagu hiivelyfal mintaiban hataroztuk meg mind a ZnT1-10

¢s ZIP1-14 transzporterek génexpresszios profiljat.



2.3.1. mRNS extrakcio, cDNS dtirds

A hiivelyi szovetekbdl a mintdk mRNS izolalasara, tisztitisara a

GenElute Direct mRNA Miniprep Kit-et (Sigma-Aldrich) alkalmaztuk.

A mintdkat Minilys Homogenizer késziilékkel (Bertin Instruments)
homogenizaltuk. Megterveztiik a hiivelyi szovetmintadk homogenizaléasi
protokolljat. A homogenizalas utan folytattuk a GenElute Direct mRNA
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) 3. [épését. Az mRNS-koncentracidkat (5-
10 ng/ul) Qubit® 3.0 fluorométerrel hataroztuk meg Qubit™ RNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével.

Ahhoz, hogy a tovabbi kisérletekben az RNS analizalhato legyen,
elészor 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
gyarto utasitasai szerint. A cDNS mintakat azonnal -20°C-on taroltuk a

késébbi qPCR elemzés céljabol.

2.3.2. Valos idejii PCR elemzés

A transzporter gének (ZnT1-10, ZIPI-14) expresszidjat a
szovetmintakbol torténé mRNS izolalas és cDNS szintézis utan, reverz
transzkripcidés  kvantitativ.  polimerdz  lancreakci6  (RT-qPCR)
segitségével hataroztuk meg. Minden génre egyedi Tagman probat
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alkalmaztunk, a Best coverage assayt valasztottuk a megbizhatosag
érdekében (Thermo Fisher Scientific, TagMan Gene Expression Assay).
Referencia génnek a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendzt (GAPDH)
hasznaltuk.

A gPCR-t 2 pul (koncentracidtartomany: 10-15 ng/ul) cDNS-
templattal 20 pL reakciotérfogatban hajtottuk végre, TagMan Universal
PCR Master Mix II no UNG (Thermo Fisher Scientific) mix leirasa
alapjan. StepOnePlus val6s idejii PCR késziiléket (ABI, Thermo Fisher
Scientific) hasznaltunk. A protokollt alapbeallitdsként tartalmazta a
StepOne Software v2.3 program. Valamennyi mintat triplikdtumban
amplifikaltuk, valamint negativ (templat nélkiili) kontrollvizsgalatokat
alkalmaztunk az egyes lemezeken. Az egyes vizsgalatok amplifikacios
hatékonysagat Osszehasonlito Ct (AACt) moddszerrel hataroztuk meg.
Osszehasonlitottuk a célgének (ZnT1-10 és ZIP1-14) és a referencia gén
(GAPDH) attorési pontjait (Ct).

2.4. Cink transzport fehérjék meghatarozasa a hiivelyi
szovetmintakban IHC mddszerrel

A szovetmintakbol -70°C-on torténd tarolasuk utan, a cink
transzport fehérjék meghatarozasara kertiilt sor, immunhisztokémiai

modszerrel. Kutatdsunk soran a ZnT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11 fehérjéket

hataroztuk meg.



Az immunreakcidokat 14 db hiivelyi szovetmintan végeztiik. A
mintafeldolgozas soran minden mintabol 5-5 db fagyasztott metszetet
készitettiink késObbi vizsgalatokhoz, majd a maradék hiivelyszovetet
formalinban fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A ZnT9, ZIP4, ZIP6 és
ZIP11 immunhisztokémiai vizsgéalatat minden esetben formalin fixalt

paraffinba agyazott hiivelyi szovetmintan végeztiik.

2.4.1. A7 immunhisztokémiai reakciok standardizdldsa

Az optimalis reakciokoriilmények biztositdsa érdekében az
immunreakciok standardizalasat a ZNT9, ZIP4, ZIP6 és ZIP11
antigéneket ismert modon expresszald veseszdveten, mint pozitiv

kontroll szoveten végeztiik.

Minden fehérje esetében kétféle, egy alacsony (citrat pH6) és egy
magas pH-ju (Tris-EDTA pHS8 és pH9) feltar6 oldatot teszteltiink. Az
immunreakcidok standardizéldsa sordn a primer antitest elhagyasaval

negativ kontrollokat is alkalmaztunk.

A vizsgalt ZNT9, ZIP4, ZIP6 ¢és ZIP11 antitestek nytlban
termeltetett poliklondlis antitestek voltak.

Az immunreakciok standardizaldsanak kritikus része a megfeleld
primer antitest titer meghatarozéasa, ezért a gyartocég altal javasolt

higitasi tartomany kornyékén tobbféle titert megvizsgaltunk.



25. Cink transzport fehérjék egyedi  nukleotid

polimorfizmusainak meghatarozasa

Az altalunk vett vérmintakbol a ZnTI-10 és a ZIP 1-14 gének

polimorfizmusat hataroztuk meg.

2.5.1. DNS extrakcio teljes vérbol, gDNS mennyiségi meghatdarozdsa

A teljes vérbdl vald genomialis DNS-extrakciohoz Blood DNA
Isolation Mini Kit-et (Norgen Biotek) hasznaltunk, a gyart6 altal

megadott utasitdsok szerint.

A Qubit® 3.0 fluorométerhez hasznalhatd Qubit® dsDNA HS Assay
Kit-tel (Thermo Fisher Scientific) hataroztuk meg a gDNS

koncentréaciot a gyarto leirdsa alapjan.

2.5.2. Uj primer pdrok tervezése PCR reakciékhoz

A vérbdl izolalt DNS mintdk ZnT és ZIP fehérjék szekvencidinak
tanulmanyozasara kiilonb6z0 primerek tervezésére volt sziikség.
Minden cink transzporter gén minden exonjat megvizsgaltuk (National
Center for Biotechnology Information, NCBI), kivélasztottuk azokat a
régiokat, amelyek nagy szamban tartalmaznak misszensz mutaciokat, és
ezeket a régiokat 6sszehasonlitottuk a rendelkezésre 4ll6 Thermo Fisher
Scientific TaqMan SNP genotipizaldo probaival. Uj primereket
terveztiink minden olyan hosszabb exonra, amelyek tobb misszensz

mutacidt tartalmaztak és alkalmasnak tlintek megbizhaté hosszusagu
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PCR-fragmensek eldallitasara a szekvenalashoz. A tervezett szakaszok

hossza 100 és 276 bp kozé esett.

2.5.3. PCR amplifikacio

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 utmutato
utasitdsainak ~ megfelelden, ¢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 annelacios homérsékletét minden primer par esetén
optimalizaltuk. A 24 db génhez huszonnégy primerpart hasznaltunk,
melyek helyzetét a gén elsdé nukleotidjatol szamoltuk. A ciklusok futdsi

beallitasait a korabbi tapasztalataink alapjan optimalizaltuk.

2.5.4. PCR termékek ellenorzése gélelektroforézissel

crcr

A PCR-termékek sikeres amplifikacigjat kovetéen QIAxcel
késziilékben (Qiagen) DNA Screening Gel patron segitségével
ellendriztiik. A termékek lathatova tételét és kiértékelését Screengel
szoftver (Qiagen) segitségével végeztiik el. A DNS szakasz méretének

crer

alkalmaztunk.
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2.5.5. 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 direkt
szekvenalasbol szarmazd Osszes kromatogramot vizualisan ellendriztiik.
A nukleotid valtozatokat GeneDoc ¢és SnapGene szoftverekkel

vizualizaltuk.

2.6. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzéseihez a SigmaStat (Systat
Software)/SPSS szoftvert (IBM), a SISA Quantitative Skills szoftvert,

és a G* Power 3.1.9.7 Statisztikai szoftvert hasznaltuk.

Student t-tesztet, tobbszords linearis regressziot, Mann-Whitney U-

probat, valamint Fisher-egzakt tesztet alkalmaztunk.
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3. Eredmények

3.1. Atomabszorpcios eredmények

Kutatasunk sordn 32 nd szovet- és vérmintdit vizsgaltuk meg. A
cink koncentraciokat mind a premenopauzas, mind a posztmenopauzas

ndkben elemeztiik ¢és rogzitettiik a vonatkozo klinikai informaciokat.

Amint az varhatd volt, a posztmenopauzéas csoportban 1évé ndk
szignifikansan iddsebbek voltak a premenopauzas csoporthoz képest
(atlag + szords, 68 £ 9 ¢év vs. 44 £ 8 év, p < 0,01). A pre- és
posztmenopauzds nok kozott a vérben nem taldltunk szignifikdns
cinkszint kiilonbséget (atlag = szorés, cink 5,08 + 0,62 mg/l vs. 4,75 +
0,87 mg/l). Adataink nem mutattak szignifikans kiilonbséget a
menopauza eldtti és a posztmenopauzaban 1évé ndk hiivelyi szdvet
cinkszintjei k6zott sem (atlag + szorés, 61,26 + 24,04 mg/kg vs. 56,92 +
25,92 mg/kg). A teljes vér cinkszintje nem korreldlt a beteg életkoraval
(r=0,01 ésr=-0,11, p=NS). A hiivelyszovet cinkszintje s az életkor
kozo6tt azonban negativ korrelaciot talaltunk (r =- 0,27, p = 0,04).

Tobbszords linearis regresszio szamitast végeztiink a hiivelyi szovet
cinkszintjének megjoslasara az ¢életkor, a menopauza, a hiivelyi
sziilések szama, valamint a vér cinkszintje alapjan. Az 6sszes vizsgalt
valtozot belefoglaltuk a regresszids modellbe. Jelentds regresszios
egyenletet talaltunk (F(4, 27) = 4,4, p = 0,006), ahol az R? értéke 0,4
volt. A tobbszoros linearis regressziés modell azt mutatta, hogy a cink
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hiivelyszoveti szintjének esetében csak az életkor maradt az egyetlen

szignifikans eldrejelz6 [p = 0,03, 95% CI: -2,28 — (-0,06)] valtozo.

3.2. Génexpresszié analizis eredményei

Azért, hogy Osszehasonlithassuk a pre- és posztmenopauzaban 1évo
nok génkifejezddésének értékeit, 14 mintat vontunk be a génexpresszios
¢s az immunhisztokémiai vizsgalatainkba.

Sikeresen izolaltuk minden hiivelyi szévetmintabol a qPCR
reakciokhoz sziikséges mRNS mintakat. A vizsgalatok soran mind a 24
gén (ZnTI-10 és ZIPI-14) expresszidjat meghatdroztuk a
szovetmintakban. A kapott értékekbdl megallapithatd, hogy mind a 24
gén kifejezodik mind a menopauza el6tti, mind a posztmenopauzas nok

hiivelyszdveteiben.

A ZnT4 és a ZnT9 mRNS expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb
volt a posztmenopauzas néknél, mint a premenopauzas nok széveteiben
(atlag + szoras mRNS expresszio 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).
Hasonloképpen, a ZIP2, ZIP3 és ZIP6 gének mRNS expresszioja
szignifikansan alacsonyabb volt a posztmenopauzas ndknél, mint a
premenopauzas n0k mintdiban (4tlag + szords 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=10,02és 1,10 £ 0,80 vs. 5,73 £4,72, p=0,03).
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Nem talaltunk azonban szignifikans kiilonbséget a ZnT1-3,
a ZnT5-8 és a ZnTI10 gének, valamint az ZIPI, ZIP4-5 és ZIP7-14
mRNS-expresszidjaban a pre- és posztmenopauzas nék kozott. Az ZnT1
és ZnT4 gének, valamint a ZIP3, ZIP6 ¢és ZIP9 gének mRNS

expresszidja magasabb volt, mint a tobbi ZnT ¢és ZIP gén expresszioja.

3.3. Az immunreakcio standardizalasanak eredményei

Korabbi tanulmanyok arrdl szdmoltak be, hogy a ZnT9, ZIP4, ZIP6
¢s ZIP11 antigének kiilonb6zé szovetekben expresszalodnak [1, 2].
Vese szovetet alkalmaztunk ezen antitestek immunvalaszanak
optimalizalasara a megfeleld antigénfeltarasi modszer €és az elsédleges

antitest titer meghatarozasahoz.

A hiivelyszévet immunhisztokémiai vizsgalatdhoz a kovetkezo
reakciokoriilmények voltak optimalisak. A ZIP4 fehérje optimalis
reakciokoriilményének egyértelmiien a citrat feltaras és a primer antitest
1:100 titere bizonyult. A ZIP11 fehérje immunhisztokémiai vizsgalatara
optimalis reakciokoriilménynek a Tris-EDTA feltaras és a primer
antitest 1:200 titere bizonyult. A ZnT9 immunhisztokémiai reakcio
optimalizdlasa sordn a kontrasztos, optimalis szinintenzitast a pH9-es
Tris-EDTA pufferben torténd antigénfeltards sordn és a primer antitest
1:100 titere esetén tapasztaltunk. A ZIP6 immunreakciok értékelése

soran a ZIP6 fehérje immunhisztokémiai vizsgalatara optimalis
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reakciokoriilménynek egyértelmiien a magas pH-ji Tris-EDTA feltaras

¢s a primer antitest 1:200 titere bizonyult.

3.4. Immunhisztokémiai elemzés eredményei

A cink transzport fehérjék meghatarozasa a hiivelybdl vett
mintakban korabban nem keriiltek meghatarozéasra. Immunhisztokémiai
vizsgéalatot alkalmaztunk a ZnT ¢és a ZIP transzporterek
génexpresszidjanak megerdsitésére ¢és értékelésére fehérjeszinten.
Kivalasztottunk egy ZnT transzportert (ZnT9) ¢és harom ZIP
transzportert (ZIP4, ZIP6 és ZIP11), hogy megerdsitsiik a ZnT / ZIP

fehérjék kifejezddését a hiivelyi szévetben.

A hiivelyi nyélkahartydban a stratum spinosum rétegben
szignifikansan gyengébb kifejez0dést mutatott a ZnT9 fehérje a
posztmenopauzas csoportban a premenopauzalis csoporthoz képest
[kozépérték (intenzitasi pontszam) 1 (0-1) vs. 2 (1-2), p = 0,012]. Nem
talaltunk ZnT9 expressziot a stratum planocellulare rétegben, a tunica

muscularis vagy a tunica adventitia rétegben.

Az elvégzett vizsgalatoknal valamennyi mintanal kimutattuk a ZIP4
fehérje extracelluldris expresszidjat. Emellett valamennyi esetben
tapasztaltuk az érfali simaizomban megjelend barna festddést, illetve a
tunica muscularis rétegben is lathaté volt a ZIP4 fehérje expresszidja
kozepesen erds (intenzitasi pontszdm, 2), diffuz citoplazmatikus

reakcioja. A hiivelyfalat borité hdmszovet a ZIP4 expresszios mintazata
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alapjan 2 részre oszthatd. A stratum basale €s a stratum spinosum also
néhany sejtsordban gyenge (intenzitdsi pontszam, 1), diffuz
citoplazmatikus expresszio figyelheté meg, mig a stratum spinosum
felsobb rétegeiben, illetve a teljes stratum planocellulatre teriiletén
kozepesen erds (intenzitasi pontszam, 2) reakcid alakult ki. Diffuz
citoplazmatikus ZIP4 festddést a tunica adventitia rétegben is

tapasztaltunk.

A ZIP6 minta diffiz citoplazmatikus expresszidt mutatott a
hiivelyfalat borité hdmszdvetben a stratum basale €s a stratum spinosum
sejtsoraiban (intenzitdsi pontszam, 2). Nem taldltunk kifejezddést a
stratum planocellulare rétegben. A tunica muscularis rétegben minden
esetben gyenge pozitiv festddést (intenzitdsi pontszam, 1) figyeltiink
meg. Mérsékelt pontszerii ZIP6 expressziot is kimutattunk (intenzitasi

pontszam, 2) a tunica adventitia rétegben.

A hiivelyfal hamszovetében a stratum basale ¢s a stratum spinosum
a ZIP11 diffuz citoplazmatikus expresszidjat mutatta. Nem talaltunk
kifejezodést a stratum planocellulare rétegben. Az immunhisztokémiai
vizsgéalatok feltartdk a ZIP11 fehérje expressziojat az érfali
simaizomban, illetve a tunica muscularis rétegben (intenzitasi
pontszam, 3). ZIP11 festédés megfigyelhetd volt a tunica adventitia
vaszkularis simaizmaban, de a kotészoveti sejtekben ¢és az
extracellularis matrixban egyértelmii specifikus festddés nem volt

lathato.
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Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a ZIP4, a ZIP6 ¢és a ZIP11
immunfestés eredményeiben a pre- ¢és posztmenopauzds hiivelyi

szovetek kozott.

3.5. Szekvenciaelemzés eredményei

3.5.1. Azonositott valtozatok magasabb allél frekvencidaval

Az SNP-k azonositésa a tiz ZnT gén és a 14 db ZIP gén hosszabb
exonjaikra tervezett szakaszaiban PCR ¢és szekvendldsi mddszerekkel

tortént.

Eredményeink azt mutattdk, hogy csak egy gén (ZnT10)
tartalmazott egyedi nukleotid polimorfizmust a tiz vizsgalt ZnT génbdl,
mig az ZnT1-9 gének exon régioi a referencia szakaszokkal megegyezo

szekvenciakkal rendelkeztek.

Ezzel szemben a 14 ZIP génbdl négy gén (ZIP2, ZIP4, ZIP12 ¢és
ZIP14) tartalmazott SNP-ket. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a
ZIP gének vizsgalt exonjai valdszinlileg hajlamosabbak a
pontmutéciokra. A szekvencia dsszehasonlitasok nem mutattak tovabbi

genetikai valtozatokat a ZIP1, ZIP3, ZIP5-11, ZIP13 gének exonjaiban.

Vizsgalatunk soran 6sszesen tiz misszensz mutaciot €s hat szinonim
mutaciot azonositottunk. Erdekes modon bizonyos SNP-k (590/ZIP4 -
rs17855765, 292/ZIP14 - 1s896378, 1459/ZnT10 - rs781687046)

kiilondsen magas allélfrekvenciaval rendelkeztek a mintdinkban. A
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ZIP2 gén SNP-i hasonlé adatokat mutattak, mint az europai populaciéd
allélfrekvencidi. Az rs2234636 referencia allélje azonban magasabb volt
a vizsgalt csoportban. Az ZIP4 génben az rs17855765 (c.590G>A)
gyakoribb, mint az eurdpai ¢és a globalis allélfrekvencia. Az ZIP12 gén
SNP-i hasonldé adatokat mutattak, mint az eurdpai ¢€s a globalis
tanulmanyokban bemutatott populacié all¢l gyakorisdgai. Az ZIP14
génben azonositott SNP-k koziil kettd kiilonbozott az Ensembl ¢és a
dbSNP adatbazistol. Az rs896378 SNP (¢.292T>C) esetén a C allél
magasabb frekvenciaval rendelkezik. Az 1s33999442 SNP-ben
(c.350C>T) mindkét allél 50%-kal jelenik meg az adatbazisban. Ezek
az SNP-k a nék tobb mint 70%-aban taldlhatok meg, mig ugyanazon
SNP-k (590/ZIP4, 292/ZIP14) allélfrekvenciaja az eurdpai orszagokban
csak kortlbeliil 50% volt (Ensembl).

3.5.2. Ot uij azonositott SNP

Az azonositott 16 db SNP koziil 6t bizonyult 0j SNP-nek.
Kiilonboz6 1) heterozigdta mutaciokat azonositottunk az ZnT10 génben
¢és az ZIP4 génben. Harom 0j polimorfizmus szinonim volt, amely nem
okozott valtozéast a fehérjében, mig két SNP misszensz mutacié volt,
aminek kovetkeztében a fehérje adott pontjdn az eredetitdl eltérd
aminosav éplilt be. Ezen kiviil két 0 heterozigbta misszensz mutaciot
talaltunk: ¢.1458C>T (p.P416L) - rs1558249270 az gén 4. exonjaban és
cA471T>A (p.L49G) - rs1564711111 az gén 1. exonjaban. Harom 1j
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heterozigota szinonim mutaciot talaltunk: c.1459C>A (p.P416P) -
rs781687046 a 4-es exonban az ZnT'10 génben és c.469C>T (p.G48G) -
rs1554873909 és c.481T>A (p.P52P) - rs1484902933 az 1. exonban az
ZIP4 génben. Az egyedi nukleotid polimorfizmusokat az NCBI dbSNP
nyilvanos adatbazisaba feltoltottiik (AbSNP Build, B154) [11-5].

Az ) SNP-k mellett 11 SNP-t taldltunk 6t génben, amelyek mar
ismertek voltak. A ZIP2 génben két misszensz mutaciot, a ZIPI12
génben egy misszensz €s egy szinonim mutaciot, a ZIP14 génben két
misszensz ¢és két szinonim muticiot taldltunk. Az ZIP4 gén 1.
exonjaban harom tovabbi SNP-t (rs117535951, 1s187080747,
rs17855765) talaltunk, amelyeket korabban az Acrodermatitis
Enteropathica (AE) betegséghez kapcsoltak [3].

3.5.3. SNP-k a nyomelemek vér- és szovetkoncentrdacidjaval
osszefiiggésben

A cink transzporter gének SNP-i és a vér vagy a szovet cink
koncentracioi kozotti osszefiiggéseket nem ismerjiik teljesen. Ezért a
vizsgalt gének SNP-i és a cink koncentracio kozotti dsszefliggéseket is
megvizsgaltuk. A hiivelyi szdvetmintdk atlagos cink koncentracigja
57,88 + 26,07 mg/kg (atlag + szoras) a teljes vér atlagos cink
koncentracioja pedig 4,84 + 0,83 mg/1 (atlag & szoras) volt.

Bér minden nének egyedi SNP mintdzata volt, tobb Osszefliggést

talaltunk az SNP-k és a hiivelyi szovet cinkszintje kdzott.
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Elemzésiink 6sszefliggést mutatott ki a betegenkénti SNP-k szdma
(tobb mint hat SNP és kevesebb, mint hat) és a magas hiivelyszoveti
cinkszint (67% vs. 33%, p = 0,004) kozott. A ZIP4 SNP 590c
(rs17855765) szignifikdnsan gyakoribb volt a magas hiivelyszoveti
cinkszinttel rendelkezé ndk csoportjdban az SNP nélkiili csoporthoz
képest (93% vs. 7%, p = 0,02). Erdekes modon a ZIP4 590c
(rs17855765) gyakran jelen volt a ZIP14 389c (rs2293144) SNP-vel
egylitt a magas szoveti cinkszinttel rendelkezé néknél, szemben az SNP
nélkiili nékkel (100% vs. 0%, p = 0,02).

Ezenkiviil vizsgalati eredményeink Osszefiiggést mutattak a Zn710
génen beliil az SNP-k szama 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 kombinacidja a ZnT10
génben (tobb SNP) és a ZIP4 génben (tobb mint kettd) szignifikdnsan
gyakoribb volt a magas cinkszoveti szinttel rendelkez6 ndk
csoportjaban (61% vs. 39%, p = 0,03). Azt is tapasztaltuk, hogy az
SNP-k szama (kettd vagy tobb vs. kevesebb, mint kettd) a ZIP4 génben
szignifikdnsan gyakoribb volt az alacsony vér cinkszinttel rendelkezd

résztvevoknél (76% vs. 24%, p = 0,01).

Altaldnosan elmondhaté, hogy a magasabb hiivelyszoveti
cinkszinttel rendelkez0 ndéknél gyakrabban fordulnak elé egyedi

nukleotid polimorfizmusok.
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4. Diszkusszio

A cink a sejtek és szovetek elengedhetetlen nyomeleme. Fontos
szerepe van a sejtes folyamatok, példaul a fejlodés és a differencidlodas
szabalyozasaban, illetve szamos fiziologiai folyamatban is részt vesz.
Megtalalhato a legkiilonb6zObb szervek sejtjeiben és a hianya komoly
betegségekhez, rendellenességekhez vezethet [4, 5]. Hiszen a
menopauza utdn a nyomelemek anyagcseréjében bekovetkezd zavarok

kockézata igen magas [6].

Az allatokban kapott eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a
humén hiivelyi szovetben is megtalalhaté és kimutathatdo a cink és
mennyisége kapcsolatban lehet az 6regedéssel, illetve a menopauzaval
[7-9]. Kutatasainkat az is 0sztonozte, hogy az éallatkisérletek vizsgalati
eredményeinek alkalmazasa human kisérleteknél sok bizonytalansagot
vet fel. Az Aallatokon elvégzett kisérletek gyakran nem vagy csak

részlegesen alkalmazhatok embereken.

Ezért elinditottuk azokat a vizsgalatainkat, amelyek pre- ¢és
posztmenopauzas egészséges ndk hiivelyi szovetének ¢és a vér
cinktartalménak elemzésére iranyultak. A vonatkozd tudoményos
szakirodalom alapos attekintése utan Ggy gondoljuk, hogy ez az els
vizsgalat az emberi hiivelyszovet cinkszintjének meghatdrozasarol,

valamint a teljes vérben ¢és a hiivelyszovetben taldlhatdo cink

crer
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vagy a szérum helyett, mert a teljes vér a cink allapotanak jobb mutatdja
lehet, mint a szérum vagy a plazma [10]. Az eritrocitdk eltérd
cinkszintje alapjan a teljes vérben a cink koncentraciét 4-8 mg/l
tartomanyban hataroztak meg [11]. A mi adataink is ebbe a tartomanyba
estek (4,84 mg/l (szoéras 0,82)), ami megfelel annak, hogy a vizsgalati
alanyok teljes egészében egészségesek voltak, nem szenvedtek jelentds
kronikus  betegségekben ¢és normalis hematoldgiai  értékekkel
rendelkeztek, beleértve a normadlis hemoglobin értékeket is. Ez azért

fontos, mert néhany koéros allapot, mint példaul a daganatok vagy a

crer

Eredményeink szerint a teljes vér cinkszintje hasonld volt a
mintakban, és nem korrelalt a vizsgalati alanyok életkoraval (r = 0,01 és
r = - 0,11, p = NS). Ugyanakkor a hiivelyi szdvet cinkszintjei
valtozatosabbak voltak, és negativ korrelaciot mutattak az életkorral (r
=-0,27, p = 0,04). Azaz, a hiivelyszovet cinkszintjének csokkenése
Osszefliggésben van az Oregedéssel. A tObbszOrds regresszids
elemzésiink soran az életkor volt az egyetlen szignifikéns eldrejelzd, a
menopauza allapota pedig nem befolydsolta az eredményeket. Egyes
korabbi allatkisérletekben szintén hasonld eredményt kaptak, ahol az
allatok oregedésével a kiilonbozd szovetek, mint példaul a vese szoveti
cinkszintje csokkent [14, 15]. Ezen eredmények viszont eltérnek a méh
cinkszintjének adataitol, ott ugyanis a korabbi kisérletekben a

méhszovet cinkszintje a menopauza alatt volt a legalacsonyabb [7, 8,
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16], és feltehetéen ez az alacsony cinkszint szerepet jatszhatott az

atrofias valtozasok kialakulasaban.

A human szovetekben taldlhato nyomelemek kis mennyiségiik
ellenére jelentds hatdst gyakorolnak az anyagcserére. A homeosztazis
fenntartasahoz elengedhetetlen a transzporterek expresszidja [17], ezért
vizsgalatainkat kiegészitettiik a cink transzporter gének mRNS és
fehérje expressziojanak vizsgalataval.

Jelenleg tiz ZnT (ZnT1-10) és 14 ZIP transzportert azonositottak
(ZIP1-14) [18, 19]. Kutatdsunk soran kimutattuk az Osszes cink
transzporter mRNS expresszidjat a hiivelyi szovetekben, hasonloan mas
szoveteken végzett mas tanulmanyokhoz [20-23]. Az mRNS szintek
részletesebb vizsgalata azt mutatta, hogy elvarasainknak megfelelden a
Z/nT4, ZnT9 ¢és ZIP2, ZIP3, ZIP6 mRNS expresszidja szignifikansan
alacsonyabb volt a posztmenopauzds ndok esetében, szemben a
premenopauzas n6k mRNS expressziojaval. A ZnT9 és a ZIP6 a gének
milkddése kiilonosen fontos lehet, hiszen az expresszids profiljuk
valtozasa kiillonbozo betegségekhez (pl. daganatok) vezethet [24-26].

Az adataink alapjan az is elmondhatd, hogy a transzportek kozott is
volt kiilonbség, hiszen a ZnT1 ¢és ZnT4 gének, valamint a ZIP3, ZIP6 ¢és
ZIP9 gének mRNS expresszidja magasabb volt, mint a tobbi ZnT és ZIP
gén expresszidja. Ez azt mutatja, hogy a szovet cinkellatdsdban a

transzporterek hozzajarulasa kiilonb6z6 mértéki lehet.
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Mivel a magas transzkripcios szint nem feltétleniil jelenti, hogy az
adott fehérje is keletkezik a szdvetben, ezért a fehérje jelenlétének
bizonyitasdra, immunhisztokémiai ellendérzéshez kivalasztottunk
né¢hany transzportert. A ZIP4 és a ZIP11 transzporterekre azért esett a
valasztasunk, mert szamos tanulmany hasznalta Oket genetikai
vizsgélatokban [1, 2, 24]. A ZnT9 és a ZIP6 transzportereket pedig azért
valasztottuk ki, mert ezek a gének szignifikans kiilonbséget mutattak az
mRNS szintekben a poszt- és premenopauzas csoportokban talalhatd

noknél.

Megallapitottuk, hogy mind a négy fehérje kimutathat6 a vizsgalt
szovetekben. Ugyanakkor nem voltak szignifikans kiilonbségek a ZI1P4,
ZIP6 ¢és ZIP11 immunfestés eredményeinkben a pre- ¢&s
posztmenopauzas hiivelyi szovetek kozott, ellentétben a ZnT9 fehérje
mennyiségével, amely a stratum spinosumban szignifikdnsan
alacsonyabb volt a posztmenopauzas nok hiivelyszoveteiben. Ez a
fehérje azért érdemel figyelmet, mert bar a ZnT transzporterek
csaladjahoz tartozik, nem rendelkezik cinkszallito aktivitassal, mert
hidnyzik bel6le egy alapvetd hisztidin, amely az intramembran cinkk6td
helyet alkotja. Elsésorban a citoplazmaban lokalizalodik [27], és
sejtmag receptorok koaktivatoraként funkcional, éppen ennek
koszonhetden 1) elnevezést kapott: GAC63 (GRIP1-kapcsolt
koaktivator 63) [28]. Igy szerepének megallapitisa a hiivelyszovetben

tovabbi vizsgalatokat igényel. Feltételezhetjiik, hogy a postmenopauzas

crer
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csokkenéséhez vezethet, ¢és hozzajarulhat a posztmenopauzas hiivelyi
szovetekben talalhatd abnormalis extracellularis Osszetételhez. Ennek

bizonyitasara azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Vizsgalatunkban szintén kimutattuk, hogy az ZIP2 és ZIP3 mRNS
expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb a posztmenopauzas ndk
tudjuk, hogy a szervezetben gyakran Osszehangolt modon torténik, és

példaul mRNS szintjiik csokken az idés emberek limfocitaiban [29].

Viszonylag magas ZIP3, ZIP6 és ZIP9 mRNS expressziot talaltunk
a premenopauzas nok széveteiben, hasonléan mas tanulmanyhoz, amely
a prosztatdban, a placentdban, a szivben, a herében ¢és a
hasnyalmirigyben) [1]. Feltételezziik tehat, hogy az egyes gének
szignifikansan magasabb expresszidi hatassal vannak a hiivelyszovet
cinkszint szabalyozésara, illetve a menopauza sordn kialakulé tlinetek

megjelenésére, de ezek bizonyitasara tovabbi kutatasok sziikségesek.

A tovébbiakban a transzporter gének egyes régionak SNP
mintdzatat is megvizsgaltuk. E munka soran sikeriilt azonositani egyedi
nukleotid polimorfizmusokat (SNP) a magyar ndk mintaiban, ¢&s
megvizsgalni az SNP-k hatdsat a cink koncentraciora a teljes vérben és
a hiivelyszovetben, valamint Osszehasonlitani eredményeinket mas
populdcidkban kapott adatokkal. Megvizsgaltuk azokat a régidkat a

hosszabb exonok szekvenciaiban, amelyek mas populéciokban
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tartalmaztak misszensz mutaciokat, és amelyek késObb alkalmasak
lehetnek a TagMan SNP genotipizalo vizsgalatok (Thermo Fisher

Scientific) hasznalatara is.

A ZnT és ZIP géncsaladok polimorfizmusat PCR ¢és szekvenalasi
modszerekkel vizsgaltuk, amelyhez 10j primereket terveztink. A
tervezett PCR primerek alkalmazhatok lesznek a cink transzporterek
tovabbi tanulmanyaiban is. A szekvencia-0sszehasonlitasokkal 16 SNP-
t tudtunk azonositani, koztik 6t uj mutaciot fedeztiink fel, melyek
feltoltésre keriiltek az NCBI adatbéazisba [I1-5]. Az adataink azt
mutattdk, hogy az ZIP2, ZIP4, ZIP12, ZIP14 és ZnTI0 gének
rendelkeztek nagyobb fokti polimorfizmussal. A ZIP4 gén altalunk
kimutatott, de kordbban mar azonositott SNP-it (rs117535951,
rs187080747, rs17855765) az  Acrodermatitis  Enteropathica
betegséghez kapcsoltak [3]. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a
ZIP  gének tesztelt exonjai valdsziniileg hajlamosabbak a

pontmutadciokra, mint az ZnT gének hosszabb exonjai.

Az SNP-k fehérjékre valo hatasait tekintve, tiz misszensz mutaciot
¢s hat szinonim mutaciot talaltunk. Kiillonosen magas allélfrekvenciaval
rendelkezett a kordbban azonositott misszensz pontmutaciok koziil
kettd (590 / ZIP4 - rs17855765, 292 / ZIP14 - rs896378) és egy 1j SNP
(1459 / ZnTI10 - rs781687046) a populacionkban az eurdpai és a
globalis allélfrekvencidkhoz képest. Adatainkbol az is kideriilt, hogy
minden nének egyedi SNP mintazata volt. Ez nehezitette az SNP-k és a

cinkszintek kozotti Osszehasonlitasokat, illetve az 0Osszefliggések
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felismerését. Raadasul eredményeinket nem tudtuk &sszehasonlitani az
irodalom egyéb adataival sem, mert ez volt az elsd asszociacios kutatas,
amely Osszefliggést vizsgalt a ZnT és ZIP géncsaladok polimorfizmusai
¢s a hiivelyi szovet cinkszintje kdzott. Bizonyos SNP-k és a cinkszintek
kozott viszont lehetnek Osszefliggések, hiszen Fujihara és mtsai.
szignifikansan magasabb vér cink koncentracidt taldltak tobb
pontmutacional [30]. Ugyanakkor a teljes vérvizsgalat soran az altalunk
kimutatott SNP-knél (ZIP12 - rs10764176 és ZIP4 - rs17855765)
megerdsitettiik Fujihara és munkatarsai [30] azon eredményeit, hogy

ezek a mutaciok nem befolyasoljak a cinkszintet.

Az 0sszes SNP szamat nézve viszont az elemzésilink Osszefiiggést
mutatott ki a betegenkénti SNP-k szdma €s a magas hiivelyszoveti
cinkszint (67% vs. 33%, p = 0,004) kozott. Erdekes modon, a ZIP4 SNP
590c  (rs17855765) szignifikdnsan gyakoribb volt a magas
hiivelyszoveti cinkszinttel rendelkezd nék csoportjaban azokhoz képest,
akik ezt az SNP-t nem tartalmaztak (93% vs. 7%, p = 0,02). Tovabba,
hogy a ZIP4 590c (rs17855765) gyakran egyiitt volt jelen a ZIP14 389¢
(rs2293144) SNP-vel, a magas szoveti cinkszinttel rendelkezd ndknél,
szemben e két SNP-vel nem rendelez6 ndkkel (100% vs. 0%, p = 0,02).

Feltételezziik tehat, hogy az ZnT és ZIP géncsaladok egyes

polimorfizmusai befolyasoljak a teljes vér és a hiivelyi szovet

crer

bizonyitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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A hiivelyszdvetben kimutatott alacsonyabb cinkszint korrelal egy
friss kutatds tapasztalataival, amely feltarta, hogy a cinktartalmu
hiivelygél jelentdsen javitotta a hiively atréfidjaval kapcsolatos
tiineteket a posztmenopauzas ndknél, ami arra utal, hogy a cinkpoétlas
segithet helyreallitani a hiivelyi szovetek mindségét [31].

A tovabbi vizsgdlatok tisztdzhatjak, hogy ezek a valtozasok
hozzajarulnak-e az Oregedéssel vagy a menopauzaval kapcsolatos
tiinetek (hiivelyi szérazsag, atrofia) kialakulasahoz, és hogy a cink
transzporterek (ZnT és ZIP) differencidlis expresszioja szerepet jatszik-
e a menopauzaval kapcsolatos allapotok kialakulasdban vagy éppen
annak kovetkezményei. Hissziik, hogy eredményeink, a human
mintakon végzett kisérleteink, jelentds elorelépést jelenthetnek az alap-

€s menopauza kutatasban.
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5. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

Eredményeinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy:

I Sikeriilt meghatdrozni mind a hiivelyszdvet, mind a teljes vér cink
hiivelyszovet esetén nagyobb valtozatossagot taldltunk a mintdk

kozott.

2 Negativ korrelaciét talaltunk az életkor és a cink szoveti

koncentracioja kozott, viszont a teljes vér cink koncentracidja nem
korrelalt a beteg ¢letkoraval. Eredményeink arra utalnak, hogy a

hiivelyszdvet cinkszintje az regedéssel csokken.

3 A génexpresszios elemzésekbdl egyértelmilen megallapithatd, hogy
egyes cinkszallito gének kifejezédése nagymértékben csokken a
posztmenopauzaban 1évé noknél. A ZnT4 és a ZnT9, illetve a ZIP2,
ZIP3 ¢és ZIP6 gének mRNS expresszidja szignifikansan alacsonyabb

volt a posztmenopauzas noknél.

4 ZnTI és ZnT4 gének, valamint a ZIP3, ZIP6 és ZIP9 gének mRNS

expresszidja magasabb volt, mint a tobbi ZnT és ZIP gén expressziodja.

> A szdveti cink transzporter fehérjék analizise alapjan elmondhatjuk,
hogy valamennyi vizsgélt fehérje termelddott a hiivelyszovetben. A
ZnT9 fehérje expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt a

posztmenopauzas noknél, mint a premenopauzasoknal.
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6 A polimorfizmus vizsgalatokhoz tervezett PCR primerek

alkalmazhatok  lesznek a  cink  transzporterek  tovabbi

tanulmanyozaséaban is.

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

valdsziniileg hajlamosabbak a pontmutécidkra.

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

korabban azonositatlan SNP-t.

% Habar minden résztvevd egyedi SNP mintézattal rendelkezett, szdmos
Osszefliggést talaltunk az SNP-k ¢és a hiivelyszovet vagy a teljes vér

cinkszintje kozott.

10 Kiilondsen magas allélfrekvencidval rendelkezett a korabban

azonositott misszensz pontmutaciok koziil ketté és egy Uj SNP a

populéacionkban az eurdpai és a globalis allélfrekvencidkhoz képest.

Eredményeink jelentds elorelépést jelenthetnek a cink homeosztazis

¢€s a menopauza kutatasokban.
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1. Introduction

Zinc (Zn) is an essential trace element of the human body. Its
biological function can be divided into three categories: structural,
regulatory, and catalytic. Zn contributes to the protein structure,
regulates gene expression, and catalyzes enzyme activity. In addition,
zinc plays an important role in proliferation, differentiation, and

apoptosis at the cellular level.

In the last decade has been discovered a homeostatic system of
proteins that control cellular zinc by coordinating zinc import and
export distribution of zinc. This system consists of regulators and
transmembrane transporter proteins that deliver zinc ions across
membranes. Two major families of zinc transporters have been
identified: SLC30A (also called Zn transporter, ZnT) and SLC39A (also
known as Zrt-, Irt-related proteins, ZIP). Ten SLC30A/ZnT genes and
14 SLC39A/ZIP genes have been defined in humans.

One of the most spectacular biological adaptations during a
woman’s life is the transformation of the pelvis and vagina to prepare
for birth and return to normal after pregnancy. Menopause brings even
more significant changes, as a number of pathological processes can

start, and these negative processes affect women's entire bodies.

That is why it is important to understand the processes that can

slow down or even improve the harmful effects in the vagina.
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The risk of abnormal metabolism of trace elements after
menopause is high. The concentration of trace elements can be affected
by several factors, such as diet, elements replacement, and zinc
transport. Since we currently know relatively little about the zinc levels
in the vaginal tissue, the function of the zinc transporter genes, and the
relationships between them, we have sought to understand them in this

dissertation.

We hypothesized that vaginal tissue and whole blood zinc levels
correlate and that trace element concentrations are associated with aging
or menopause. In addition, we hypothesized that zinc levels in vaginal
tissue decrease with aging. We further hypothesized that zinc
transporters are differentially expressed in vaginal tissues and that
expression levels decline after menopause, which may contribute to the

altered vaginal wall composition in postmenopausal women.

We initiated a study of full-thickness vaginal wall samples from pre

and postmenopausal women to test our hypothesis.
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We aimed to

1.

define zinc levels in whole blood and vaginal tissue samples by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-
OES) method and establish whether a correlation exists between
the zinc levels in whole blood or vaginal tissue samples and
whether the values obtained are related to the age of the patient or

the state of menopause.

determine the gene expression profile of ZnT1-10 transporters and
ZIP1-14 transporters by real-time quantitative polymerase chain
reaction (qPCR) and immunohistochemistry (IHC) analysis of the

production of proteins encoded by each gene in vaginal tissue.

Expand our knowledge of the single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of the zinc transporter genes belonging to the SLC30A and
SLC39A families and whether there is a correlation between these

SNPs and zinc levels in whole blood and vaginal tissue.
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2. Material and Method

2.1. Participants and tissue preparation

Full-thickness vaginal wall biopsies and whole blood samples were
collected from 32 women undergoing surgery for benign gynecological
reasons (not involving the wvaginal tissues) at the University of
Debrecen, Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and
Gynecology. The study protocol complied with the Declaration of
Helsinki principles and was approved by the Hungarian National
Institutional Review Medical Research Council (approval no. 7239-
3/2017EIUG). All women signed written informed consent before
participating in our research. Participants were received a unique study

identification number after enrolment.

We have collected peripheral whole blood samples from the
patients into 10 ml capacity BD Vacutainer® K2E (EDTA) plastic tube

with identification numbers.

During the surgeries, three pieces of tissue, approximately 0.5 x 0.5
cm were removed from the vaginal wall. Vaginal tissue sampling was
performed from the incision wound, so this did not pose an extra risk or
inconvenience to the patient, as the tissue was removed during the
surgery anyway. We have standardized the specimen collection, and
full-thickness biopsies of the anterior vaginal wall were cut from the

midline area of the vault.
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The selected women were divided into premenopausal and
postmenopausal groups. All premenopausal samples were collected at
the proliferative phase of the menstrual cycle. Postmenopausal women
were defined as at least 12 consecutive months of amenorrhea without
any other obvious reason and or consistently elevated follicle-

stimulating hormone (FSH) blood levels of 30 mIU/mL or higher.

We excluded women with osteoporosis, cancer, zinc deficiency,
pregnancy, endometriosis, immunological and connective tissue
diseases, recent use (within 6 months) of vaginal or systemic hormone
replacement therapy, and women with a prior pessary or intrauterine
device (IUD) use. Exclusion criteria also included women taking zinc

supplements with diabetes or autoimmune diseases.

2.2. Determination of zinc in whole blood and vaginal tissue

samples by the ICP-OES method

Tissue zinc levels were determined by atomic absorption

spectrophotometry.

2.2.1. Sample pre-treatment

A validated analytical balance was used to weigh samples of
vaginal tissues. The samples were moved into glass beakers and placed

into a drying cabinet to dry until constant weight.
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After measuring the dry mass of the samples, a pre-treatment of

wet digestion was carried out before the elemental analysis.

Whole blood samples were also treated with wet digestion at

atmospheric pressure before the analysis.

2.2.2. Elemental analysis

The elemental analysis of the pre-treated tissue and blood samples
was carried out by inductively coupled plasma optical emission
spectrometry  (ICP-OES 5100, Agilent Technologies). The
measurements were conducted in SVDV (Synchronous Vertical Dual
View) mode, gaining intensity data from the axial and radial view,
simultaneously. An automatic sample introduction was applied (SPS 4,
Agilent Technologies), and the samples were measured in a randomized

design.

We have performed measurements to generate a five-point
calibration curve. We have diluted the calibration solutions from a
multi-element standard of 1000 mg/l (ICP standard IV, Merck,

Germany) with 0.1 M nitric acid in ultrapure water.

2.3. Gene expression studies in vaginal tissue samples

During the studies, we determined the gene expression profile of
the ZnT1-10 and ZIP1-14 transporters in samples from seven - seven

pre and postmenopausal women.
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2.3.1. mRNA extraction

mRNA extraction from vaginal tissues was performed by GenElute
Direct mRNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). mRNA. The samples
were homogenized by a Minilys Homogenizer instrument (Bertin
Instruments). We designed the protocol of homogenization for the
vaginal tissue samples. After the homogenization, we continued with
step 3 of the GenElute Direct mRNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).
mRNA concentrations (5-10 ng/ul) were measured on Qubit 3.0
fluorometer with Qubit™ RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher

Scientific).

In order for mRNA to be analyzed in further experiments, it was
first necessary to transcribe it into complementary DNA (cDNA) using
a reverse transcriptase enzyme. The Thermo Scientific Maxima H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) was
selected for transcription during the experiments. cDNA was quantified
using Qubit™ ssDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) following
the manufacturer’s protocol. The cDNA samples were stored

immediately at -20°C for subsequent qPCR analysis.

2.3.2. Real-time PCR analysis

The mRNA expression after the cDNA synthesis was determined
by quantitative real-time reverse-transcription PCR (RT-qPCR). Unique

Tagman probes were used for each gene, and the Best coverage assay
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was chosen for reliability (TagMan Gene Expression Assay). For the
reference gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

was used.

qPCR was performed using 2 ul (concentration range: 10-15 ng/ul)
of cDNA template in a 20 pl reaction volume, with TagMan Universal
PCR Master Mix II no UNG (Thermo Fisher Scientific), on the
StepOnePlus Real-Time PCR System (ABI, Thermo Fisher Scientific).
The protocol was included by default in StepOne Software v2.3. All
samples were amplified in triplicate and used negative control assays
without a template for each mRNA transcript on each plate. The
amplification efficiency of each assay was determined using the
Comparative Ct (AACt) method. We compared the threshold cycle (Ct)
of the target gene (ZnT1-10 and ZIPI-14) with the reference genes
(GAPDH).

2.4 Determination of zinc transport proteins in vaginal tissue
samples by IHC method

After storing the tissue samples at -70° C, zinc transport proteins
were determined by immunohistochemistry.

In our research, we determined the ZnT9, ZIP4, ZIP6, and ZIP11

proteins.

The immune reactions were performed on 14 vaginal tissue

samples. During the sample processing, 5-5 frozen sections from each
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sample were prepared for later analysis, and the remaining vaginal
tissue was fixed in formalin and embedded in paraffin.
Immunohistochemical investigation of ZnT9, ZIP4, ZIP6, and ZIP11
was performed on a formalin-fixed paraffin-embedded vaginal

specimen.

2.4.1. Standardization of immunohistochemical reactions

Kidney tissue was used to optimize these antibodies' immune
responses to determine the appropriate antigen digestion method and
primary antibody titer. To ensure optimal reaction conditions,
standardization of immune responses was performed on kidney tissue
known to express ZNT9, ZIP4, ZIP6, and ZIP11 antigens as positive

control tissue.

Two types of digestion solution, one low (citrate pH6) and one high
pH (Tris-EDTA pHS8 and pH9) were tested for each protein. Negative
controls were also used to standardize the ZNT9, ZIP4, ZIP6, and

ZIP11 immune responses by omitting the primary antibody.

The ZNT9, ZIP4, ZIP6, and ZIP11 antibodies tested were rabbit

polyclonal antibodies.

A critical part of the standardization of immune reactions is the
determination of the appropriate primary antibody titer, therefore
several titers were tested around the dilution range recommended by the

manufacturer.
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2.5 Determination of single nucleotide polymorphism of zinc
transporter proteins

The polymorphisms of the ZnTI-10 and ZIP 1-14 genes were

determined from the blood samples.

2.5.1. DNA extraction from whole blood, quantification of gDNA
The Blood DNA Isolation Mini Kit (Norgen Biotek) was used for

genomic DNA extraction from whole blood, according to the

manufacturer's instructions.

The gDNA concentration was determined with the Qubit® 3.0
fluorometer using the Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher

Scientific) as described by the manufacturer.

2.5.2. Design of new primers for PCR reactions

The study of the sequences of ZnT and ZIP proteins in DNA

samples isolated from blood required the design of different primers.

We checked every exon in every zinc transporter gene (National Center
for Biotechnology Information, NCBI), selected those regions which
contained missense mutations in high number and the regions were
compared with the available TagMan SNP Genotyping Assays at the
ThermoFisher Scientific. We designed new primers for each longer

exon which seems to be suitable for giving PCR fragments with reliable
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length for the sequencing and contain more missense mutations. The

fragments were between 100 bp and 276 bp.

2.5.3. PCR amplification

The PCRs amplifications were carried out in a total volume of 25
ul in Step One Plus (Applied Biosystems) and iCycler (Bio-Rad)
machine. For the amplification, we used DreamTaq PCR Master Mix
(2X) (Thermo Fisher Scientific) according to the guide's instructions
and adding 1 pl (concentration range: 15-30 ng/ul) of total genomic
DNA for each reaction. The cycling parameters were identical, except
that the primer annealing temperature was set to acceptance of each
primer pair. Twenty-four primer sets were used for the 24 genes, the
position of which was calculated from the first nucleotide of the gene.
The run settings for the cycles have been optimized based on our

previous experience.

2.5.4. Verification of PCR products by gel electrophoresis

Successful amplification of PCR products was confirmed with
DNA Screening Gel Cartridge in the QIAxcel Instrument (Qiagen). The
products visualized by QIAxcel ScreenGel software (Qiagen). The
QIAxcel Screening Kit configured for the AM320 protocol was used to

determine the size and concentration of the DNA segment.
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2.5.5. Sequence analysis

PCR products were purified with EZ-10 Spin Column PCR
Products Purification Kit (Bio Basic Inc.). Amplified products sent to
Macrogen and ThermoFisher for sequencing. Sequencing was
conducted with the primers used for amplification. Nucleotide variants

were visualized with GeneDoc and SnapGene software.

2.6. Statistical analysis

For statistical analyzes of the data, SigmaStat (Systat Software) /
SPSS software (IBM), SISA Quantitative Skills software, and G *

Power 3.1.9.7 Statistical software were used.

Student's t-test, multiple linear regression, Mann-Whitney U-test,

and Fisher-exact test were used.
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3. Results

3.1. Atomic absorption results

Thirty-two women were enrolled in our study. We have analyzed
the vaginal and whole blood zinc and copper concentrations and

recorded the relevant clinical information.

As expected, women in the postmenopausal group were
significantly older compared to the premenopausal group (mean + SD,
68 + 9 years vs. 44 + § years, p < 0.01). Zinc concentration of whole
blood samples in the postmenopausal group was not significantly
different compared to the premenopausal group (mean + standard
deviation, zinc 5,08 + 0,62 mg/l vs. 4,75 + 0,87 mg/l). Zinc
concentration of vaginal tissue in the postmenopausal group was not
significantly different compared to the premenopausal group (mean +
standard deviation, zinc 61,26 + 24,04 mg/kg vs. 56,92 &+ 25,92 mg/kg).
In the whole blood samples, the zinc levels did not correlate with the
patient's age (r = 0,01 és r = - 0,11, p = NS). However, in the vaginal
tissue, a negative correlation was found for zinc levels with age (» = -
0.27, p = 0.04).

Multiple linear regression was calculated to predict vaginal tissue
zinc levels based on age, menopausal status, number of vaginal
deliveries, and blood zinc levels. All examined variables were included

in the regression model.
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A significant regression equation was found (F(4, 27) = 4.4, p =
0.006), with an R? of 0.4. The multiple linear regression model showed
that only age remained a significant predictor for both zinc and copper

vaginal tissues levels (p = 0.03, 95% CI: -2.28 to -0.06).

3.2. Results of gene expression analysis

To compare gene expression values in pre and postmenopausal
women, 14 samples were included in our gene expression and

immunohistochemical studies.

We successfully isolated the mRNA samples required for qPCR
reactions from all vaginal tissue samples. We have determined the
expression of all 24 genes (ZnT1-10 and ZIP1-14) in the tissue samples.
All examined ZnTs (1-10) and ZIPs (1-14) were expressed in vaginal

tissues of both premenopausal and postmenopausal women.

ZnT4 and ZnT9 mRNA expression were significantly lower in
postmenopausal women compared to premenopausal women (mean =+
SD mRNA expression in relative units, 96.43 + 140.61 vs. 410.59 +
304.34, p = 0.03 and 0.62 £ 0.39 vs. 1.13 £ 0.31, p = 0.02). Similarly,
Z1P2, ZIP3, and ZIP6 mRNA expression were significantly lower in
postmenopausal women compared to premenopausal women (mean =+
SD mRNA expression in relative units, 1.11 £ 0.61 vs. 2.29 £ 1.20, p =
0.04;2.32 £ 1.90 vs. 15.82 + 1297, p=0.02 and 1.10 + 0.80 vs. 5.73 £+
4.72,p=0.03).
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However, we have found no significant differences in the mRNA
expression of ZnT1-3, ZnT5-8, and ZnT10 genes and ZIP1, ZIP4-5, and
ZIP7-14 between pre and postmenopausal women. The ZnT'l and ZnT4
genes and ZIP3, ZIP6, and ZIP9 genes mRNA expression were higher
than other ZnTs and ZIPs.

3.3. Results of standardization of the immune response

Previous studies have reported that ZnT9, ZIP4, ZIP6, and ZIP11
antigens are expressed in different tissues [1, 2]. Kidney tissue was used
to optimize the immune response of these antibodies to determine the

appropriate antigen detection method and primary antibody titer.

The following reaction conditions were optimal for
immunohistochemical examination of vaginal tissue. The optimal
reaction conditions for the ZIP4 protein were clearly citrate digestion
and the 1:100 titer of primary antibody. Tris-EDTA digestion and the
1:200 titer of primary antibody proved to be the optimal reaction
conditions for the immunohistochemical analysis of the ZIP11 protein.
In the optimization of the ZnT9 immunohistochemical reaction, the
contrasting, optimal color intensity was observed during antigen
detection in Tris-EDTA buffer pH9 and at a titer of 1:100 of the
primary antibody. In the evaluation of ZIP6 immunoreactions, the

optimal reaction conditions for immunohistochemistry of ZIP6 protein
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were clearly found to be high pH Tris-EDTA digestion and a 1:200 titer
of primary antibody.

3.4. Results of immunohistochemical analysis

The determination of zinc transport proteins in vaginal samples has
not been determined previously. Immunohistochemistry was used to
confirm and assess ZnT and ZIP expression at the protein level. We
have picked one ZnT (ZnT9) and three ZIPs (ZIP4, ZIP6, and ZIP11) to

confirm the presence of the ZnT/ZIP expression in the vaginal tissue.

In the vaginal mucosa, the stratum spinosum layer showed a
significantly weaker expression of ZnT9 in the postmenopausal group
compared to the premenopausal group [Median, intensity score 1 (0-1)
vs. 2 (1-2), p = 0.012]. We did not find any expression of ZnT9 in the
stratum planocellulare, in the tunica muscularis, or in the tunica

adventitia layers (Fig. 1a,b and Table 4).

Extracellular expression of ZIP4 protein was detected in all
samples. In addition, positive brown staining in vascular smooth muscle
was observed in all cases, and a moderately strong (Intensity score 2)
diffuse cytoplasmic response was seen in the tunica muscularis layer
based on the expression pattern of ZIP4. Based on the ZIP4 expression
pattern the epithelium can be divided into 2 parts, the stratum basale
and few lower rows of stratum spinosum with weak (Intensity score 1).

diffuse cytoplasmic expression, while in the upper layers of the stratum
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spinosum and the full stratum planocellulare showed a moderately
strong (Intensity score 2) reaction. Diffuse cytoplasmic ZIP4 staining

also was shown in the tunica adventitia layer.

The ZIP6 pattern showed diffuse cytoplasmic expression in the
stratum basale and the stratum spinosum (Intensity score 2). We did not
find expression in the stratum planocellulare. In addition, weak positive
staining (Intensity score 1) was observed in all cases in the tunica
muscularis layer. Moderate point-like expression (Intensity score 2)

ZIP6 staining also was shown in the tunica adventitia layer.

In the epithelial tissue of the vagina wall, stratum basale and
stratum spinosum showed diffuse cytoplasmic expression of ZIPI1.
There was no expression in the stratum planocellulare. The
immunohistochemical tests revealed the expression of ZIP11 protein in
the vascular smooth muscle and the tunica muscularis layer (Intensity
score 3). There was ZIP11 staining in the vascular smooth muscle of the
tunica adventitia, but no other specific immunostaining in the cells of

connective tissue.

There were no significant differences in ZIP4, ZIP6, and ZIP11

immunostaining between the pre and postmenopausal vaginal tissues.
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3.5. Results of sequence analysis

3.5.1. SNPs with higher allele frequencies were found among the 16

identified variants

SNPs were identified by PCR and sequencing methods in the
longer regions of the ten ZnT genes and the 14 ZIP genes designed for

their longer exons.

Our results revealed that only one gene (Zn7T10) contained a SNP
from the ten tested ZnT genes, while the investigated exon regions of

ZnTI-9 genes had wild-type sequences.
In contrast, four genes (ZIP2, ZIP4, ZIP12, and ZIP14) from the 14

ZIP genes contained SNPs. At the same time, sequence comparisons
revealed no genetic variants within the exons of the ZIP1, ZIP3, ZIP5-
11, ZIP13 genes.

In our study altogether, ten missense mutations and six cds-
synonymous mutations were identified. Interestingly, certain SNPs
(590/ZIP4 - 1s17855765, 292/ZIP14 - 1896378, 1459/ZnTI10 -
rs781687046) had especially high allele frequencies in our samples. The
SNPs of the ZIP2 gene showed similar data as the European allele
frequency. However, the reference allele of rs2234636 was higher in the
investigated group. In the ZIP4 gene, the rs17855765 (c.590G>A) is
more frequent, like the European and Global allele frequency. The
SNPs of the ZIPI12 gene showed similar data as the European and
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Global allele frequency. Two of the identified SNPs in the ZIP14 gene
were different compared to the Ensembl and dbSNP database. In the
1s896378 (¢.292T>C), the C allele has a higher frequency. In the
1s33999442 (c.350C>T), both alleles appear with 50% against the
database. Namely, these SNPs could be found in more than 70% of
women, while allele frequencies of the same SNPs (590/ZIP4,
292/ZIP14) were about only 50% in the European countries (Ensembl).

3.5.2. Five novel SNPs were identified

Five of the identified 16 SNPs proved to be new SNPs. Namely,
different novel SNPs were identified in ZnT10 and ZIP4. Three novel
polymorphisms were cds-synonymous, while two SNPs resulted in
missense mutations, and consequently, amino acid substitutions in the
protein. In addition, we found two novel heterozygous missense
mutations: c¢. 1458C>T (p.P416L) - rs1558249270 at exon 4 of the
ZnT10 gene and c. 471T>A (p.L49G) - rs1564711111 at exon 1 of the
ZIP4 gene. Three novel heterozygous cds-synonymous mutations were
identified: c. 1459C>A (p.P416P) - rs781687046 at exon 4 in the ZnT10
gene and c. 469C>T (p.G48G) - rs1554873909 and c. 481T>A (p.P52P)
- 151484902933 at exon 1 in the ZIP4 gene. We submitted these new
SNPs into the NCBI public database and are publicly available in the
dbSNP Build (B154) [11-5].
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Besides the novel SNPs, we found 11 SNPs in five genes, which
were already known. We found two missense mutations in the ZIP2
gene, a missense and a cds-synonymous mutation in the ZIPI2, two
missense mutations, and two cds-synonymous mutations in the ZIP[4
gene. Three further SNPs, rs117535951, rs187080747, rs17855765,
located in the exon 1 of ZIP4 were also found, which were earlier

associated with Acrodermatitis Enteropathica (AE) [3].

3.5.3. SNPs relation with trace elements concentration of blood and

tissue

The relation between the SNPs of zinc transporter genes and zinc
concentrations of blood or tissue is not fully understood. Therefore, the
associations between SNPs of the tested genes and the concentration of
zinc were also investigated. The mean zinc concentration of vaginal
tissue samples was 57.88 + 26.07 mg/kg (mean + standard deviation),
and the mean zinc concentration of the whole blood was 4.84 + 0.83

mg/l (mean + standard deviation).

Although every woman had a unique SNP pattern, we have found
multiple associations between SNPs and vaginal tissue zinc levels. Our
analysis revealed an association between the number of SNPs (more
than six SNPs vs. less than six) per patient and high zinc vaginal tissue
levels (67% vs. 33%, p = 0.004). The ZIP4 SNP 590c (rs17855765) was

significantly more frequent in the group of women with high zinc
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vaginal tissue levels compared to the group without SNP (93% vs. 7%,
p = 0.02). Interestingly, ZIP4 590c (rs17855765) was often present
together with ZIP14 389c (rs2293144) SNP in women with high zinc
tissue levels compared to women without SNPs (100% vs. 0%, p =

0.02).

In addition, our study results showed an association between the
number of SNPs within the ZnT10 gene (more than one SNP vs. none or
one SNP) per patient and high zinc tissue levels (100% vs. 0%, p =
0.01). A unique combination of SNPs ZnT10 gene (more than one SNP)
and the ZIP4 gene (more than two) were significantly more frequent in
the group of women with high zinc tissue levels (61% vs. 39%, p =

0.03).

Also, we have found that the number of SNPs (two or more vs. less
than two) in ZIP4 were significantly more frequent in the patients with

low zinc blood level (76% vs. 24%, p = 0.01).

In general, single nucleotide polymorphisms are more common in

women with higher vaginal zinc levels.
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4. Discussion

Zinc is an essential element for cells and tissues and has an
important role in regulating cellular processes, such as development and
differentiation. Zinc is involved in many physiological processes. It is
found in the cells of various organs and its absence can lead to serious
diseases and disorders [4, 5]. The risk of disturbances in the metabolism

of trace elements after menopause is high [6].

Based on the results obtained in animals, we hypothesized that zinc
is also found and detectable in human vaginal tissue and may be
associated with aging and menopause [7-9]. Our research was also
motivated by the fact that there are many uncertainties in the application
of animal test results to human experiments. Animal experiments are

often not or only partially applicable to humans.

Therefore, we launched our studies to analyze the vaginal tissue
and blood zinc levels in pre and postmenopausal healthy women. After
a thorough review of the relevant scientific literature, we believe that
this is the first report on the determination of zinc levels in human
vaginal tissue and the correlation between zinc concentration in the
whole blood and the vaginal tissue. We investigated whole blood rather
than plasma or serum, because whole blood may be a better indicator of

zinc status rather than serum or plasma [10]. Based on the different zinc
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levels in the erythrocytes, the zinc concentration in the whole blood was

determined in the range of 4-8 mg/1 [11].

Our data were within this range [4.84 mg/l (standard deviation
0.82)], which corresponds to the fact that the participants were
completely healthy, did not suffer from significant chronic diseases, and
had normal hematological values, including normal hemoglobin values.
This is important because some pathological conditions, such as tumors

or osteoporosis, can affect zinc levels in the blood [12, 13].

Our results showed that in the whole blood samples, the zinc levels
were similar and did not correlate with the participant's age (r = 0,01 ¢és
r=- 0,11, p = NS). However, in the vaginal tissue were more varied,
and a negative correlation was found for zinc levels with age (r = -0.27,
p = 0.04). That is, a decrease in zinc levels in the vaginal tissue is
associated with aging. In our multiple regression analysis, age was the
only significant predictor, and menopausal status did not affect the
results. Similar results have also been obtained in some previous animal
experiments, where the zinc levels of various tissues, such as the
kidney, decreased with the aging of the animals [14, 15]. However,
these results differ from the data on zinc levels in the uterus, wherein
previous experiments, zinc levels in uterine tissue were lowest during
menopause [7, 8, 16], and it is possible this low zinc level may have

played a role in the development of atrophic changes.
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Despite their small amounts, trace elements in human tissues have a
significant effect on metabolism. The expression of transporters is
essential for the maintenance of homeostasis [17], so we supplemented
our studies with investigation of mRNA and protein expression of zinc

transporter genes.

Currently, ten ZnT transporters (ZnT1-10) and fourteen ZIP
transporters have been identified (ZIP1-14) [18, 19]. Our results
showed the expression of all zinc transporter mRNA in the vaginal
tissues, similar to other studies in other tissues [20-23]. A more detailed
analysis of mRNA levels showed that, in line with our expectations, the
ZnT4, ZnT9, and ZIP2, ZIP3, ZIP6 mRNA expressions were
significantly lower in postmenopausal women compared to
premenopausal women. The function of ZnT9 and ZIP6 genes may be
particularly important, as changes in their expression profile may lead

to different diseases (e.g., tumors) [24-26].

Based on our data, it can also be said that there was a difference
between the transports as the ZnT1 and ZnT4 genes and ZIP3, ZIP6,
and ZIP9 genes mRNA expression were higher than other ZnTs and
ZIPs. This indicates that the contribution of transporters to tissue zinc
supply may be variable. Since high levels of transcription do not
necessarily indicate that a particular protein is produced in the tissue,
we selected some transporters for immunohistochemical verification to

prove the presence of the protein.
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We chose ZIP4 and ZIP11 because several studies have used these
transporters in genetic studies [1, 2, 24]. ZnT9 and ZIP6 were selected
because these genes showed a significant difference in mRNA levels in
the post- and premenopausal women. We found that all four proteins
were detectable in the tissues examined. However, there were no
significant differences in ZIP4, ZIP6, and ZIP11 immunostaining
results between the pre and postmenopausal vaginal tissues, in contrast,
the amount of ZnT9 protein in the stratum spinosum was significantly
lower in postmenopausal women. This protein deserves attention
because, although it belongs to the family of ZnT transporters, it has no
zinc transport functions because it lacks an essential histidine which
consists the intramembrane zinc-binding site. It localizes mainly in the
cytoplasm [27] and acts as a coactivator of nuclear receptors, hence its
new name GAC63 (GRIPI1-coactivator 63) [28]. Thus, its role in
vaginal tissue requires further investigation. We can only speculate that
reduced ZnT9 expression in postmenopausal women may lead to
decreased cytosolic zinc concentrations and could contribute to the
abnormal extracellular composition found in postmenopausal vaginal

tissues. However, further studies are needed to prove this.

In our study, we also showed that the expression of ZIP2 and ZIP3
mRNA was significantly lower in postmenopausal women. However,
the expression of ZIP1, ZIP2, and ZIP3 proteins is known to occur in a
coordinated manner in the body, and for example their mRNA levels

are reduced in lymphocytes of elderly [29].
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We have found relatively high ZIP3, ZIP6, and ZIP9 mRNA
expression in the tissue of premenopausal women, similarly to other
study which described high expression of ZIP6 and ZIP9 in different
tissues (e.g. in the prostate, placenta, heart, testis, and pancreas) [1]. We
hypothesize that significantly higher expression of each gene has an
effect on the regulation of zinc levels in vaginal tissue and the
occurrence of symptoms during menopause, but further studies are

needed to confirm these.

Further, the SNP pattern of each region of the transporter genes
was also examined. In this study, we were able to identify single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in samples from Hungarian women
and to examine the effect of SNPs on zinc concentration in whole blood
and vaginal tissue, and to compare our results with data obtained in
other populations. We have looked at regions in sequences of the longer
exons which contained missense mutations in other populations and
which regions later can be suitable for using the TagMan SNP

Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific).

Polymorphism of ZnT and ZIP gene families was investigated by
PCR and sequencing methods, for which new primers have been
designed. The designed PCR primers can be applied in further studies
of zinc transporters. Sequence comparisons enabled us to identify 16
SNPs, among them five novel mutations, which was submitted to the
NCBI database [I1-5]. The ZIP2, Z1P4, ZIP12, ZIP14, and ZnT10 genes

showed a higher degree of polymorphism. The previously identified
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SNPs of the ZIP4 gene (rs117535951, rs187080747, rs17855765) that
we have detected have been linked to Acrodermatitis Enteropathica [3].
These results suggested that the tested exons of ZIP genes possibly

more prone to have point mutations than the longer exons of ZnT genes.

In terms of the effects of SNPs on proteins, we have found ten
missense mutations and six cds-synonymous mutations. Especially high
allele frequencies were two of the earlier identified missense SNPs
(590/Z1P4 - rs17855765, 292/ZIP14 - rs896378) and one novel SNP
(1459/ZnT10 - rs781687046) in our population compared to the
European and Global allele frequency. Our data revealed that all
patients had unique SNP patterns. This made it difficult to make
comparisons between SNPs and zinc levels and to identify correlations.
Moreover, we could not compare our results with other data in the
literature because it was the first research investigating the association
between polymorphisms in the ZnT and ZIP gene families and vaginal
tissue zinc levels. There may be correlations between certain SNPs and
zinc levels, as Fujihara et al. significantly higher blood zinc
concentrations were found in several point mutations [30]. However,
we found mutations in the whole blood investigation (ZIP12 /
rs10764176 and ZIP4 / rs17855765), and we could confirm the results
of Fujihara et al. [30] that these SNPs were not associated with the zinc

concentration.

In terms of total SNP numbers, our analysis showed an association

between the number of SNPs per patient and high vaginal zinc levels
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(67% vs. 33%, p = 0.004). Interestingly, ZIP4 SNP 590c (rs17855765)
was significantly more frequent in the group of women with high zinc
vaginal tissue levels than those who did not contain this SNP (93% vs.
7%, p = 0.02). Furthermore, ZIP4 590c (rs17855765) was frequently
occurred with the ZIP14 389c (rs2293144) SNP in women with high
tissue zinc levels compared to women not assigned to these two SNPs

(100% vs. 0%, p = 0.02).

We hypothesized that polymorphisms in the ZnT and ZIP gene
families affect the whole blood and vaginal tissue zinc concentration
and probably also zinc homeostasis, but further studies are needed to

prove this.

The lower zinc levels in vaginal tissue correlate with recent
research which revealed that zinc-containing vaginal gel significantly
improved vaginal atrophy-related symptoms in postmenopausal women,
suggesting that zinc replenishment may help to restore vaginal tissue
quality [31].

Further studies may clarify whether these changes contribute to the
development of aging or menopause-related symptoms (vaginal
dryness, atrophy) and whether differential expression of zinc
transporters (ZnT and ZIP) plays a role in the development of
menopausal conditions or its consequences. We believe that our results,
experiments on human samples, could represent a significant advance in

basic and menopausal research.
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5. New scientific results of the dissertation

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 analyses that the expression of some
zinc transporter genes is greatly reduced in postmenopausal women.
mRNA  expression of SLC3044/ZnT4, SLC3049/ZnT9 and
SLC39A42/ZIP2, SLC39A3/ZIP3, and SLC39A46/ZIP6 genes was
significantly lower in postmenopausal women.

% The mRNA expression of SLC3041/ZnT1 and SLC30A44/ZnT4 genes
as well as the SLC3943/ZIP3, SLC39A46/ZIP6 and SLC39A49/ZIP9
genes was higher than the expression of other SLC304/ZnT and
SLC39A4/ZIP genes.
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> 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.

’- Examination of the DNA of the transporter genes revealed a number
of SNPs. We have found more SNPs in the examined exons of the
SLC39A4/ZIP genes, so those are probably more prone to point

mutations.

8- Although each participant had a unique SNP pattern, we have found
several associations between SNPs and vaginal tissue or whole blood
zinc level.

% Sequencing of selected exons revealed 16 SNPs, including five
previously unidentified SNPs.

19 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.
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