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Tudomanyos hattér

A gluk6z-6-foszfatdz multienzim-komplex a m4aj endoplazmés retikulumaban
talalhatd. Eddigi ismereteink szerint a komplexet négy fehérje alkotja. Ezekbdl két génnek a
mutacioi ismertek, amelyek az 1-es tipusu, Un. von Gierke kort hozzak letre. Az egyik a
glukoz-6-foszfataz enzim génje, a masik a glukoz-6-foszfat transzporter génje, amely lehetéve
teszi az enzimatikus aktivitast. A von Gierke kor ritka autoszomalis recessziven 6rokl6do
anyagcsere-betegség, amely a méj glukoz-6-foszfataz rendszerének zavara miatt alakul ki.

Glukdz-6-foszfat transzporter hianyos betegekben nemcsak méj és veseérintettseg
figyelheté meg, mint az enzimhianyos esetekben, hanem ehhez még leukocita defektusok is
tarsulnak. A Kkutatds el6zményeként kimutattuk, hogy granulocita mikroszémakban
megtalalhaté a majban jelenlevé glukoz-6-foszfat transzporttal megegyez6 folyamat. Kisérleti
eredményeink szerint a transzportnak antiapoptotikus szerepe van leukocitdkban és
differencialodott human HL60-as sejtekben, amely antioxidansokkal gatolhat6. A transzportot
funkciondlisan jellemeztiik, azonban a transzporter jelenlétére kdzvetlen bizonyitékunk nem
volt. Az irodalomban a transzporter molekulasulya szintén kérdéses, hiszen a feltételezett
fehérjeszekvenciabdl szamolt és a transzportert tultermelé sejtekbdl izolalt fehérje
migraciojabodl kapott eredmények nem tamasztjak egymast ala.

Kérdeés, hogy a granulocitakban, ahol nem folyik glukoneogenezis, a glukdz-6-foszfat
milyen mas folyamatokhoz kellhet, hogyan metabolizalodik tovabb, milyen metabolikus
utakban vesz részt? Maj endoplazmas retikulumaban a glukdz-6-foszfatazon kivdl jelen van
egy masik enzim a hex0z-6-foszfat dehidrogenaz, amelyik szubsztratként szintén gluk6z-6-
foszfatot hasznél fel. Ez az enzim NADPH-t termel glukdz-6-foszfat jelenlétében. NADPH-t a
méj endoplazmés retikulumaban a 11-béta-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusa
hasznalhatja fel, oly mddon, hogy az inaktiv kortizont kortizolla redukalja. Fiziologiasan az
enzim folyamatosan redukéalja az oxidalt kortizont. Granulocitakban nem ismert ezeknek az

enzimeknek a jelenléte.



Az, hogy az apoptozis létrejottében milyen mechanizmusok jatszanak szerepet, és
hogy a transzporter hianya milyen apoptotikus utakat indit be, eddig nem volt ismert. Mivel
apoptdzist kivaltd jelek az endoplazmas retikulumbol is kiindulhatnak, kérdés, hogy a
granulocitdk endoplazmas retikulumaban jelen lévé glukoz-6-foszfat  transzporter
befolyasolja-e az endoplazmés retikulum lumenének redox statuszat, illetve hianyaban
Iétrejon-e olyan valtozas, ami apopt6zishoz vezet. Amennyiben az apoptozist kivaltd, illetve
az apoptozishban szerepet jatszd folyamatokat megismerjik, ugy ezeknek a befolyasolasaval
csokkenthet6 pl. a fokozott fertézésveszély azokban a von Gierke koros betegekben, akikneél a

transzporter hianya csdkkent granulocita funkciét okoz.

Eredmények

A glukoz-6-foszfat transzporter kimutatasa granulocitaban

Eddigi kisérleteink funkciondlisan igazoltdk majban és human granulocitdkban egy
maj tipust glukoz-6-foszfat transzporter jelenlétét. A transzporter kozvetlen kimutatasara
antitestet termeltettink, és elészor olyan szdvetben kerestiink egyértelmii valaszt, ahol a
transzporter nagy mennyiségben jelen van és igy konnyebben kimutathatd. Nyulakat
immunizaltunk a transzporter citoplazmaba nyulé kacsainak szintetizalt polipeptidjeivel. 3
kilénbdzo peptid ellen termeltettliink antitesteket, ezek kozil ketté aminosavszekvencia elleni
antitest volt specifikus. Western blottal és immunhisztokémiai mddszerekkel bizonyitottuk,
hogy az antitestek felismerik a human m4j, a patkany méaj és vese mikroszémakban a glukoz-
6-foszfatazt. A transzportert tultermeltettiik HEK293 és COS sejtekben, amelyekben szintén
immunreaktivnak bizonyult az antitest. Immunhisztokémiai készitményen a Kupffer sejtek,
endothelialis sejtek és a vese glomerulusai nem adtak immunreaktivitast. Az azonositott
fehérje molekulatomege kisebbnek mutatkozott a szamitottndl. A transzporter szamos
transzmembran régioval rendelkezik, amelyek megvaltoztatjdk a fehérje migraciojat
denaturald gelben és ebbdl adodhatott az eltérés. A transzporterrel tultermeltetett sejtekben
magasabb gluk6z-6-foszfat transzportot tudtunk mérni, mint a kontrollokban, ami
alatamasztja az immunreaktivitassal kapott eredményeket. Immunoblottal agybdl, és
harantcsikolt izomszovetb6l szarmazé mikroszomak valamennyivel magasabb molekularis
tomegt fehérjére utald reaktiv csikot adtak. Ennek feltehetéleg az a magyarazata, hogy
ezekben a szovetekben a glukoz-6-foszfat transzporter mMRNS-nek egy izoforméja kodolja a

transzportert, amit ,,agy” tipust forménak is hivjak. Ebben az mRNS-ben egy jarulékos exon -



a 7-es exon - is megtalalhato, ami a maj tipusuban nem. Ez az mRNS forma 66 bazisparral
hosszabb, ezért az &ltala kddolt fehérje molekulastlya ennek megfeleléen nagyobb. Miutén
majban és granulocitakban hasonld tulajdonsagi glukdz-6-foszfat transzportot mutattunk ki,
ezert a majon elért pozitiv eredményeket felhasznalva az elébbiekben ismertetett antitesteket
hasznaltuk arra, hogy human granulocitdkban és HL-60-as sejtekben is kimutassuk a
transzportert. Eredményeink szerint granulocitakban és differencialt HL-60-as sejtekben jelen
van a glukoz-6-foszfat transzporter, viszont hiadnyzik Jurkat sejtekbél és a differencialatlan
HL60-as sejtekbol. Ezzel direkt modon sikerilt igazolnunk a fehérje expresszidjat

granulocitakban és differencialt HL-60-as sejtekben is.

A glukoz-6-foszfat intraluminalis metabolizmusa granulocita mikroszémaban

Granulocitdk nagyon kevés mikroszémalis membrant tartalmaznak, ezért
kisérleteinket el6szor maj mikroszomakon végeztik el, és kerestik a glukoz-6-foszfat
metabolizusanak eddig kevésbé ismert Utjait. Laboratoriumunkban megallapitottuk, hogy a
méj endoplazmas retikulumaban taldlhatd 11-béta hidroxiszteroid dehidrogenédz I-es tipusu
izoenzime (11BHSDH-I) a glukdz-6-foszfat oxidaciojabdl keletkezé NADPH-t hasznélja fel a
kortizon hidrokortizonna valé redukalasahoz. Ehhez a Iépéshez sziikség van hex6z-6-foszfat
dehidrogenazhoz is. Ez utébbi intraluminalis enzim az ER-ben, miikddése majdnem analdgja
a citoplazmaban is fellelheté glukdz-6-foszfat dehidrogenaznak. Az enzim bifunkcionalis:
dehirogenaz és laktondz aktivitassal rendelkezik, mikodéséhez NADPH-ra van szlikség €s a
glukoz-6-foszfatot alakitja 6-foszfoglukonatta. Munkacsoportunk Kkimutatta, hogy maj
mikroszomaban ugyanazt a NADP(H)-t hasznélja fel mind a két enzim. Amennyiben a
méjban talalhatdé enzimek megtalalhatéak humén granulocitakban is, Ugy a granulocita ER-
ben is feltételezheté a glukdz-6-foszfat hasonlé metabolizmusa. Granulocitakrél nem
rendelkezlink adatokkal ezeknek az enzimeknek a jelenlétére. RT-PCR-ral kimutattuk, hogy a
hex6z-6-foszfat dehidrogenaz és a 11HSDH-1 mRNS-e expresszalddik granulocitdkban. A
gluko6z-6-foszfat transzporter jelenlétére mar volt el6zéleg adatunk. Western-blot analizissel
fehérje szinten is kimutattuk mind human granulocitakon, mind pedig differencialt HL-60-as
sejteken a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz és a 11PHSDH-I fehérjéjét. Ezzel egyreszt
kiindulépontot kaptunk a gluk6z-6-foszfat tovabbi metabolizmuséara, masrészt viszont
egyertelmii bizonyitékot kaptunk arra, hogy a granulocitak rendelkeznek kortikoszteroid

hormont - kortizont/hidrokortizont — metabolizalni képes enzimmel.



M4&j mikroszdmakban mérhet6 hexdz-6-foszfat dehidrogendaz és 11BHSDH-I
enzimaktivitas. A mérés a NADPH koncentracié valtozasanak kovetésén alapul és
fluoriméterrel detektalhatd. Ezt a moddszert adaptaltuk granulocitdkra. Granulocita
mikroszomakon mérhet6é enzimaktivitast mutattunk ki mind hexd6z-6-foszfat dehidrogenaz,
mind 11BHSDH-I esetében. Hexdz-6-foszfat dehidrogenaz esetében glukdz-6-foszfat fliggd
NADPH képzédés volt mérhetd, miutdn a mikroszomélis membrant permeabilizaltuk.
NADP/NADPH-ra az endoplazmatikuis membran nem permedbilis, igy a mikroszémalis
preparacionk intaktsagara ezt a jelenseget mintegy belsé kontrollként is hasznaltuk. A latencia
jelensége endoplazmas retikulum esetében ismert jelenség, azt mutatja, hogy az enzim
katalitikus centruma intraluminalisan helyezkedik el. 6-foszfoglukonat dehidrogenazt a
rendszerhez adva tovabbi NADPH generalast figyeltink meg. Ez egyrész igazolja a hex6z-6-
foszfat dehidrogenaz aktivitasat, mivel a végtermék 6-foszfoglukonat, masrészt azt is sugallja,
hogy granulocita mikroszoméakban nem talalhatd meg a pent6z fosztfat dt tobbi enzime mivel
a 6-foszfoglukonat nem metabolizalédott tovabb. Az intraluminalisan termelédott 6-
foszfoglukonat metabolizmusat, esetleges transzporter jelenlétét a kdzeljovoben tervezzik
megvizsgalni.

A 11BHSDH-1 enzim aktivitasat kortizol képzédésével a klinikumban hasznéalatos
modon RIA segitségével probaltuk mérni. Méréseink nem adtak értékelheté eredményt sem
granulocitédkkal, sem a differencialt és dedifferencialt HL-60-as sejtekkel torténd kisérletek
esetében. Feltehetoleg ennek a sejtek alacsony 11BHSDH-I aktivitdsa az oka. A sejtek altal
termelt kis mennyiségi kortizolt végul HPLC-s méréssekkel detektaltuk. Miutan ez a modszer
bonyolult és koltséges, igy attértiink a fluoriméteres mérésekre. lgazoltuk, hogy a membranok
permeabilizalasat kovetéen kortizon hozzéadasaval NADPH fogyast, illetve kortizol és
NADP jelenlétében NADPH képzodést figyeltink meg. Ez alatamasztja azt a megfigyelést,
amely szerint a 11BHSDH-I in vitro oxoreduktazként viselkedik. Méréseink a majhoz hasonld
glukdz-6-foszfat transzporter/hex6z-6-foszfat dehidrogenaz/11BHSDH-I rendszer létezését
erdsitik meg granulocitakban is.



Kortizol antiapototikus hatasa granulocitakon

Korabbi eredmeényeink szerint a glukdz-6-foszfat transzportot
klorogénsavszarmazékkal - S3483 - gatolva apoptozist tudunk Iétrehozni granulocitakban és
differencialodott HL60-as sejtekben.

Kortizolt adva glukdz-6-foszfat transzporter gatolt granulocitdkhoz a fokozott
apoptozis nem volt megfigyelhetd, a kortizol énmagaban viszont nem befolyasolta a nem
kezelt granulocitdk apoptdzisat. Amennyiben a granulocitdkat gluk6z-6-foszfat transzporter
gatloszerrel, kortizollal, és karbenoxolonnal - 11BHSDH-I gatlészerrel - kezeltik egyszerre,
ugy szintén fokozott apoptdzist figyeltink meg granulocitdkban. Ez utdbbi alatdmasztja
elképzelésiinket, miszerint az apopt6zist a NADPH/NADP arany megvaltozasa indithatja el.
Kortizol hozzdadasaval a 11pHSDH-1 kortizol reduktazként viselkedik, és NADPH-t termel.
Ezzel in vivo is igazoltuk a 11HSDH-1 enzim aktivitasat, illetve a glukoz-6-foszfat
transzporter/hexoz-6-foszfat ~ dehidrogendz/11HSDH-1  fehérjeharmas  funkcionalis
kapcsolatat granulocitaban. Korabbi Kkisérleteink szerint antioxidansokkal is csokkenthet6 a
glukoz-6-foszfat transzporter kivaltotta apoptdzis. Osszevetve ezeket az eredményeket
feltételezzik, hogy a glukdz-6-foszfat transzporter gatlasaval létrehozott apoptdzisban az
endoplazmas retikulum megvaltozott intraluminalis redox allapotanak, ezen beldl is a
NADPH/NADP aranynak van szerepe.

Apoptotikus utak vizsgélata

A tervezet szerint vizsgaltunk egyes kezdeti intra és extraluminalis jelpalyakat/utakat
is, amelyek apoptozishoz vezethetnek a glukdz-6-foszfat transzporter gatlasa Kivaltotta
fokozott sejthalél soran. Feltételezéseink szerint amennyiben a kivaltott apoptozist specifikus
kaszpazok aktivalasaval, mennyiségének valtozasaval meg tudjuk mérni, Ugy azokbdl az
apoptozis jellegére kovetkeztethetiink. Ha a majban talalhatd és mérheté intramikroszomalis
oxidoreduktazokat tudjuk detektalni granulocitakban is, ugy azoknak a valtozasa utalhat az
intralumindlis megvaltozott redox viszonyokra. Huméan granulocitdkon, és differencialt,
illetve nem differencialt HL-60-as sejteken a kivaltott apoptdzis jellegének meghatarozasara
kaszpazokat (Casp3, Casp8, Caspl2), proapoptotikus fehérjéket (GADD153/CHOP, Bcl-xl)
és az endoplazmas retikulum egyes rezidens oxidoreduktazainak (ERP72, PDI), mennyiségi
valtozasat is vizsgaltuk. Ezek a kiserleteink egyel6re folyamatban vannak, mivel nem adtak

értékelheté eredményt a beinduld apoptozis jellegére. Egyértelmi eredmények érdekében a



kisérleteket még pontositani kell, illetve specifikdlni granulocitdkra, amit a kozeljovében

terveziink elvégezni.
Eredményeinket dsszefoglald kézirat formajaban elkészitettik, elbirdlasra elkuldtik
(Kardon T. és mtsi.: Maintenance of luminal NADPH in the endoplasmic reticulum promotes

the survival of human neutrophil granulocytes).



