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1. Bevezeto

1.1. A kanyargos artéria szindroma: oka, tiinetei

A kanyargés artéria szindroma (Arterial Tortuosity Syndrome, ATS; OMIM
208050) olyan autoszomalis recessziven Oroklodé betegség, melyet a GLUTI10
transzportert kodold SLC2A10 gén mutdcidja okoz. Ez a kor a kotdszovet
elvaltozasdban nyilvanul meg, tlinetei a kovetkezOek: az artéridk megnyllnak és
kanyargés lefutasuva valnak, emellett kialakulhatnak olyan sztikiiletek (sztenozisok)
amelyek csokkenthetik létfontossagu szervek vérellatdsat, ezen feliil terhelik a sziv
pumpalé miikddését. Masik tiinete az érfalak gyengiilésével kialakuld iitéértagulat,
melynek szakadasa sulyos belso vérzést és halalt okozhat. A betegség a test mas részein
is okoz elvaltozasokat, mint példaul a laza iziiletek, nytjthatdo bor, gerincferdiilés,
pokujjusag, abnormalis allkapocs vagy allcsont méret, nyujtott arc, magasan ivelt
szdjpad. A tlinetek nagyon sokrétiiek, és sok hasonldsdgot mutatnak olyan - szintén
genetikai hatter( - kotészoveti megbetegedésekkel, mint a Marfan-, Ehlers-Danlos- és a
Loeys-Dietz-szindroma, ezért a kanyargds artéria szindromanak nincsenek jol
meghatdrozott diagnosztikai kritériumai. A diagndzis felallitisdhoz molekularis
genetikai tesztet alkalmaznak, melynek soran az SLC2A10 gén szekvencidjat ellendrzik,
¢és ha nem taldlnak elvaltozast, akkor delécid/duplikacié vizsgalatot (vagy mas néven
kopiaszam analizist) végeznek. A betegség el6fordulasi gyakorisaga nem ismert, az
orvosi szakirodalomban mintegy 100 esetet ismertettek; szamos esetben olyan csaladok
érintettek, amelyekben eléfordult kozeli rokonsagban allok hazassaga (Coucke és mtsai.
2006, Zaidi ¢és mtsai. 2009, Faiyaz ¢s mtsai. 2008, Coucke ¢és mtsai. 2003, Faiyaz ¢és
mtsai. 2009). Eddig 35 mutéciot azonositottak, ebbdl 21 misszensz szubsztiticid, 5
nonszensz nukleotid csere, 8 delécid, ami korai stop kodont, vagy kereteltolodast idéz
eld, valamint egy splice mutacié (Coucke és mtsai. 2006, Drera és mtsai. 2007,
Callewaert és mtsai. 2008, Faiyaz ¢s mtsai. 2008, Ritelli €¢s mtsai. 2009, Zaidi és mtsai.
2009, Faiyaz és mtsai. 2009, Castori és mtsai. 2012, Karakurt és mtsai. 2012, Takahashi
és mtsai. 2013, Ritelli és mtsai. 2014, Beyens és mtsai. 2018). Az SLC2A10 gén altal
koédolt GLUTI10 sejten beliili elhelyezkedése és funkcidja ezeddig tisztazatlan, a

betegség patomechanizmusa ismeretlen.
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1.2. A C-vitamin

1.2.1. Torténelmi attekintés

A C-vitamin okozta hidnybetegségrél, a skorbutrél mar idészdmitasunk el6tt is
tobb iras latott napvilagot. Az dkorban rettegett betegségként tartottak szamon, melyrdl
mar Hippokratész is elmélkedett egyik értekezésében. A kor leggyakrabban a
nyomorban ¢loket tizedelte a téli idészak végén. A nagy foldrajzi felfedezések koraban,
a hosszu hajoutak soran is rengeteg aldozatot szedett a ,,tengeri pestis”. Az elnevezés Sir
Richard Hawkins-tol ered 1593-bol, utalva a betegség jarvanyszerii eléfordulasara.
Ekkor még nem tudtik, hogy ezt a megbetegedést a C-vitamin hidnya okozza, ami az
oly gyakran el6forduld vitaminhidnyos taplalkozésnak volt koszonhetd. A betegség
sz€les tiinetskalaval rendelkezik, tobbek kozott faradtsag, vérzd iny, kihulld fogak,
letargia, lassi sebgyodgyulas, valamint a boron keletkezd bevérzések jellemzoek. John
Woodall brit sebész 1617-ben irt eldszor a taplalkozds ¢és a skorbut kozotti
Osszefliggésrdl, illetve kozolte olyan novények sorat melyek a skorbut ellen hatdsosak
»Az orvos kézikonyve” cimii munk4ajaban. A magyar szdrmazasu katonaorvos, Kramer
Janos Gyorgy a torok hadjaratok idején a katondk kozott savanyl kaposztat osztatott,
mellyel sikeriilt megel6znie a skorbutot (Kramer 1739). James Lind skét hajéorvos
végezte az elsd kontrollalt kisérletet 1747-ben, melynek soran matr6zok csoportjait
kiilonbozd szerekkel kezelt, miutan a skorbut tiineteit észlelte rajtuk. 1753-ban megirta
,»A treatise of the scurvy” cimii konyvét, melyben a citrusfélek fogyasztasat javasolja a
skorbut ellenszereként (Lind 1753). A skorbutot emberi betegségnek tekintették egészen
1907-ig, amikor is Axel Holst és Theodor Frelich, két norvég fizikus a beri-beri
betegség (tiamin hidny) kutatasa soran skorbutot idézett el6 tengerimalacokban (Holst
és Frolich 1907). Szent-Gyorgyi Albert az 1920-as évek végén a sejtlégzéssel
kapcsolatos kutatasai sordn izolalta azt a redukald anyagot, melyet eldszor igndznak,
majd hexuronsavnak nevezett el. Késébb a hexuronsavat a C-vitaminnal azonositottak.
Errdl a felfedezésrdl Szent-Gyorgyi Albert és Joseph L. Svirbely a Nature folydiratban
szamolt be 1932-ben. A C-vitamin kémiai szerkezetének meghatarozasaért Sir Walter
Norman Haworth brit vegyész kémiai Nobel-dijat kapott 1937-ben (King 1953). A C-

vitamint a skorbutot megel6z6 hatasa miatt aszkorbinsavnak is nevezik.
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1.2.2. A C-vitamin bioszintézise és napi sziikséges mennyisége

Az aszkorbinsavat a legtobb ndvényi ¢€s allati szervezet képes eldallitani
(Banhegyi és mtsai. 1997). A ndvényi szervezetben zajlo C-vitamin szintézis tobb
utvonalon is végbe mehet, melyek targyaldsatol ebben az értekezésben eltekintiink. Az
evoluci6 folyamén megvaltozott a C-vitamin képzddésének helye az allati szervezetben,
ugyanis mig egyes halak, kétéltiiek, hiillok €s 6sibb madarak esetében a szintézis a
vesében zajlik, addig az emldsok egy részében, illetve evolicidsan ujabb madarfajoknal
a képzodés helye athelyez6dott a majba (Chatterjee 1973). Azonban akadnak olyan
fajok, melyek C-vitamin szintetizalo képességiiket elvesztették az evolicid soran.
Ilyenek példaul a rovarok, egyes hal- és madar fajok, az emberszabasuak ¢és olyan
emldsok, mint a tengerimalac €és a gylimolcsevl denevérek. Az aszkorbat eldallitasa a
szervezetben egy négy lépéses reakciosorbol all, a szintézis kiindulépontja az UDP-
glukéz. A folyamat tobb szinten szabalyozott, egyfelél a szintézis aktivitasat
meghatarozza a glikogenolizis, masrészt a szintézis utolso 1épését katalizalo enzim, a L-
gulonolakton-oxidaz (GLO) génexpressziojanak szintjén is szabalyozodik. (Braun és
mtsai. 1999). A L-gulonolakton-oxidaz az endoplazmas retikulum (ER) membranjahoz
kapcsolodd enzim, amely az L-gulono-1,4-laktonbol allit elé aszkorbatot. Az enzim
ezen kiviil hidrogén-peroxidot is termel, minek kovetkeztében az aszkorbinsav termelés
glutation oxidacioval kisért folyamat (Banhegyi és mtsai. 1996, Puskas és mtsai. 1998).
A GLO bizonyos fajokban hidnyzik, igy ezek a fajok nem képesek az aszkorbatot
eldallitani, sziikséges tehat, hogy a napi mennyiséget a taplalékkal vegyék fel (Banhegyi
¢és mtsai. 1998).

A C-vitamin felfedezése 6ta a mai napig rengeteg eltéré véleményt hallani arrol,
hogy mekkora mennyiség fedezi a napi C-vitamin sziikségletet. Nehéz ezt a kérdést
megvalaszolni, hiszen a vitaminigény egyénenként eltérd, fligg a kortol, nemtdl,
életmodtol és testtomegtél egyarant. Az Orszagos Gyogyszerészeti és Elelmezés-
egészségiigyi Intézet (OGYEI) kozre adta a 1169/2011/EU rendelet XIII. mellékletét,
melyben megtaldlhatéak a felnéttek szdmara ajanlott napi vitamin és 4svanyi anyag
beviteli referencia értékeket (NRV értékek). A lista alapjan a C-vitamin sziikséges
mennyisége atlagosan 80 mg/nap. Ezen kiviil 0Osszegezték harom tudomanyos

munkacsoport UL (Upper Level) értékeit is. Ezek a munkacsoportok: a European Food
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Safety Authority (EFSA), a US Institute of Medicine (IOM) és a UK Food Standard
Agency Expert Group on Vitamins and Minerals (EVM). Az UL érték a vitaminok és
asvanyi anyagok legfelsé toleralhatod szintje, azt az anyagmennyiséget jelenti, amely
napi rendszeres fogyasztas mellett az egészségre nem fejt ki kedvezdtlen hatast. Ennek
az értéknek a meghatdrozdsdhoz figyelembe kell venni az adott vitamin vagy asvanyi
anyag Osszes lakossagi forrasabdl szarmazo bevitelét. A ma oly kozkedvelt étrend-
KiegészitOk vitamin és asvanyi anyag tartalmat az UL értékek alapjan hatarozzak meg.
Az EFSA tudomanyos adatok hidnyaban nem ko6zolt UL értéket, az IOM UL értéke C-
vitaminra vonatkozéan 2000 mg/nap. Az EVM csak utmutat6 értéket (Guidance= G
érték) hatarozott meg 1000 mg/nap mennyiségben.

A C-vitamin 200-400 mg/nap oralis adagolasa esetén elérjik a 80 uM korili
telitési  plazmakoncentraciot (Levine ¢és mtsai. 1996). Ennél magasabb
plazmakoncentracié csak intravénds aszkorbatadagolassal érhetd el, melyet terapias
célbol alkalmaznak (Padayatty és mtsai. 2004, Padayatty és mtsai. 2006).

A C-vitamin megadoézisban (>2500 mg/nap) vald ordlis adagoldsa
megkérddjelezhetd, mivel mellékhatasként hasmenés 1éphet fel, illetve vas-anyagcsere
zavarban szenveddknél vasmérgezést is okozhat, hiszen az aszkorbinsav eldsegiti a
szervezetben a vas felszivodasat (Cameron és Campbell 1974, McLaran €s mtsai. 1982,
Cook ¢és mtsai. 1984). Hosszu ideig tartotta magat az a tévhit, hogy nagy mennyiségi
aszkorbinsav fogyasztisa noveli a vesekd képzddés esélyét, azonban mara
bebizonyosodott, hogy ennek a hatasnak épp az ellenkezdje igaz, hiszen a C-vitamin
altal savasitott vizelet a foszfat koveket oldja, illetve gatolja a kialakulasukat. Bar a C-
vitamin oxalsavva bomlik le, ami a vesekd egyik tipusdnak f6 alkotd eleme, azonban ez
nem noveli a kialakulés valdszintiségét (Curhan és mtsai. 1999).

A C-vitamin gazdasagos eldallitdsdnak 1épéseit Reichstein és Griissner
dolgoztak ki 1934-ban (Reichstein és Griissner 1934). A szintézis D-gluk6zbol indul ki,
melyet elsé 1épésben szorbitolld hidrogéneznek, majd mikrobialis oxidaciéval L-
szorbozza alakitjak Gluconobacter oxydans baktériumok felhasznalasaval. Az L-
szorbozbol acetonnal vald kondenzacidval diaceton-L-szorbdzt allitanak eld. Ezt a
vegyiiletet kalium-permanganattal oxidaljak diaceton-2-keto-L-gulonsavva. Vizzel
melegitve az aceton hidrolizal, igy keletkezik a 2-keto-L-gulonsav, amelybdl

enolizacioval nyerik az L-aszkorbinsavat. Habar torténtek kisérletek arra vonatkozoan,

10
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hogy csokkentsék a C-vitamin ipari 1éptékii szintézisében a kémiai Iépések szamat, de
mivel a termékhozam elmaradt a Reichstein-szintézis¢éhez képest, ezért az
aszkorbinsavat a mai napig ezzel az eljarassal allitjak eld.

Ugyan az aszkorbinsavnak nem ismert toxikus hatdsa, azonban mégis
tanacsosabb az étrend-kiegészitok €s vitamin kapszuldk helyett a gyilimdlcsben és
z0ldségben gazdag kiegyensulyozott étrendet valasztani, amely biztosan fedezi a napi

sziikséges mennyiséget.

1.2.3. Oxidativ stressz és a C-vitamin antioxidadns hatdsa

Oxidativ stressz esetén felborul az egyensuly a prooxidansok €s az antioxidans-
kapacitas kozott (Ames és mtsai. 1993). Az oxidativ stressz kialakulasaban szerepet
jatszhat a szervezetben keletkezé szabadgyokok mennyiségének ndvekedése, és az ezek
ellen hat6 eliminacids agensek csokkenése. Azokat a vegylileteket, melyek védelmet
nyujtanak az oxidacid, illetve a szabadgyokképzddés ellen, antioxidansoknak nevezziik.
Ezt az egyenstulyt nagymértékben befolyasolhatjdk a  kiilsd koriilmények és a
taplalkozas. Kiilso tényezd lehet (1. dbra):

e ionizald és nagy energiaju sugarzas (UV-A, UV-B, rontgen)
e magas telitetlen zsirsav bevitel

e kornyezeti toxinok (herbicidek, peszticidek)

e szmog (6zon és nitrogén-oxidok)

e dohanyfiist €s alkohol

11
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Oxidativ stressz

Endogén Exogén Lipidek, lipoprotemek
Oy, 10y, HaO HO, RO, UV, szmog, 6zon, nukleinsavak, hormonok és
ROO, ROOH HO, sth. vitaminok oxidicitja
OMNO0-
Szabadgydldlk FELHASZNALASA
tonkremenstels
Védahatis Sejtmembrin Patoliglhis kivetkezmények
/’-—‘\f—-—-‘\ dehidro.
Crviilcfoedk: tokoferoxil myik tokoferol azkorbdt GSH, DHLA
“‘?’ﬂ’m"L \""'-—-—"" Tiol-ciklus
higyzav, E-vitamin ciklus R
[-karotin, Pt o (G58G, LS
korbat 0 o "y gyok
a_u ; : ubikinel  ubikinon
tiolok . .
C-vitamin
ciklus
10,
aszlorbat

1. abra: Oxidativ stresszt kivalto tényezok és a kozombositéo antioxidans rendszer.

(Boross és Sajgo 1993)

A prooxodans és antioxidans rendszerek k6zotti egyensuly felborulasa oxidativ
stresszhez vezethet. Endogén vagy exogén prooxidansok egyarant okozhatjak a
szervezet makromolekulainak karosodéasat, melyek ellen a szervezet sejtmembranban
elhelyezkedd (pl. tokoferol) vagy vizoldékony (pl. aszkorbat) antioxidansokkal

védekezik.

Kiemelten fontosak a fémtoxikozisok koziil a redox-aktiv fémek, mint példdul a vas és a
réz ionjainak hatasai (Ercal és mtsai. 2001). Mindkét fém ionjai indukalhatjak reaktiv
oxigén intermedierek képzddését, amelyek lipidperoxidacios folyamatokat katalizalnak
(Chan és mtsai. 1982, Cederbaum ¢és mtsai. 1989). A redox-inaktiv fémek a sejtek tiol
csoportot tartalmazo antioxidans kapacitasat merithetik ki, fokozva a szabadgyokok
képzddését (Ercal és mtsai. 2001).

A sziiletést kovetden az oxigén ellatottsag jelentésen eltér az embriondlis

fejlodési szakaszhoz viszonyitva. Ujsziilott korban a hiperoxias koriilmények miatt

12
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keletkez6 szabad oxigéngyokok eliminalasara feltehetéen csak a megfeleléen miikodo
antioxidans védelem képes (Muller 1987). Szamos vizsgélat kimutatta, hogy az éllati
szervezet reagal a 1égkori oxigén belélegzése soran fellépd oxidativ stresszre (Muller
1987, Gaal és mtsai. 1996).

Nagy fizikai megterhelés is eldidézheti a szabad oxigéngyokok (ROS- reactive
oxygen species) képzodését, melyet az izomkarosodas kovetkeztében fellépd oxidativ
stressz eredményez, ez a hatds antioxiddnsok alkalmazasaval csokkenthetd, illetve
kivédhetd (Dekkers €s mtsai. 1996, Sacheck és Blumberg 2001).

Az evolucio soran szamos védelmi mechanizmus fejlodott ki az endogén és
exogén hatasra kialakul6 karos oxigén tartalmu vegyiiletek atalakitdsara (1. ébra). A
szervezet antioxidans rendszere két részre, enzimatikus és nem enzimatikus
részegységekre tagolhatd. A nem enzimatikus védelmi rendszer legfébb elemei: C-
vitamin, E-vitamin, karotinoidok, tovabba egyéb, szintén nem endogén vegyiiletek, mint
a flavonoidok és polifenolok (Frankel 1993). A legnagyobb mennyiségben jelen 1évo,
vizoldékony C-vitamin Ossszes fiziologiai €s biokémiai hatasa redukaloképességében
rejlik. A dienol strukttra hidroxil csoportjai savas disszocidciora képesek, pK értékeik
4,17 ¢és 11,57. Fiziologias pH értéken monovalens anion formédban van jelen (Rose €s
Bode 1993), amely két elektron leadasara képes. Az elso reverzibilis 1épésben aszkorbil
szabadgyok képzddik, ami mas szabadgyokokkel Gsszehasonlitva viszonylag stabil és
nem reaktiv (Padayatty 2003). Az aszkorbat képes a szabadgyokok redukcidja altal
azokat semlegesiteni, mikozben kevéssé veszélyes aszkorbil gyokké alakul.

A.: AH,+R- —- AH- + RH
Az aszkorbil gyok egy ujabb Iépésben tovabb oxidalodik diszproporcionalodassal,
AH-+AH- — AH,+ A
vagy egy masik biologiailag aktiv vegyiilettel dehidroaszkorbattd, ami hidrolizissel

lebomlik vagy redukalé dgens hatasara visszaalakul aszkorbatta.

AH-+R-— A+RH
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1.2.4. A C-vitamin, mint kofaktor

Az aszkorbinsav egyéb funkcioi mellett tobb enzim miikddésében is részt vesz
kofaktorként. Ezek az enzimek két nagyobb csoportra oszthatok. Az egyik csoport a Cu®
ion tartalmii monooxigenazok, a masik csoport a Fe®* és a—ketoglutarat-fiiggd

dioxigenazok.

1.2.4.1. Aszkorbat-fiiggé monooxigendzok

A monooxigenazok az oxigén molekula egyik atomjat épitik be egyéb
molekulaba, mig a masikat vizzé alakitjadk. Az aszkorbinsav-fliggdé monooxigenazok
aminosav eredetli és peptidhormonok eléallitasaban vesznek részt.

Ide tartozik a dopamin [-hidroxilaz, amely a mellékvesevel6 kromaffin
sejtjeiben, valamint egyes kozponti idegrendszeri neuronokban talalhato vezikularis
enzim, ami a dopamint alakitja noradrenalinna.

A peptidil-glicin a-amidalé monooxigenaz egy kétfunkcidés enzim, amely két
katalitikus doménnel (PHM és PAL domének) rendelkezik (Prigge és mtsai. 2000). A
PHM a neuropeptidek bioszintézise soran az alfa-amidacio elsd lépését katalizalja,
melynek soran peptid C-termindlis végén 1€évé glicin maradékot amidalja. A PHM

miikddése kdzben két réziont kot meg, és aszkorbinsavat hasznal redukalé dgensként.

1.2.4.2. Aszkorbat-fiiggo dioxigendazok

Aszkorbat-fiiggd dioxigenazok részt vesznek tobbek kozott a karnitin és
kollagén bioszintézisében, a tirozin katabolizmusaban, valamint a génexpressziod
szabalyozasaban a Ten- Eleven Translocation (TET) enzimcsalad mtikodése révén.

A prolil- és lizil-hidroxilazok zavartalan miikodése a kollagén szintézis soran a
harmas hélix szerkezet kialakitdsaban elengedhetetlen. A folyamatban szerepet jatszo
enzimek kozil legrészletesebben a prolil-4-hidroxilazt jellemezték (Myllyharju 2003),
amely az ER lumenébe lokalizalt, 2a és 2f alegységekbdl allo tetramer szerkezetii
enzim. Az a alegység a katalitikus helyet tartalmazza, a B alegység pedig azonos a

protein disszulfid izomerazzal. A prolil-4-hidroxildaz mikddése soran az a-ketoglutarat
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dekarboxilalasakor oxidalodik a vas ion, amelyet az aszkorbat redukal vissza fenntartva
az enzim mikodoképes allapotat. Az aszkorbat regeneralasat Meister (1994) szerint a
protein-diszulfid izomeraz (PDI) végzi glutation felhasznalasaval, melynek
eredményeképpen a dehidroaszkorbatbol (DHA) redukalt allapotu aszkorbat keletkezik.

A 4-hidroxi-fenilpiruvat dioxigenaz a tirozin-katabolizmus soran a 4-hidroxi-
fenilpiruvat atalakitasat végzi homogentizinsavva. Az enzim mitkddéséhez nem igényel
a-ketoglutaratot, az oxigén molekula mindkét atomjat ugyanabba a szubsztratba épiti
be. Skorbutizalt tengerimalacokban az enzim csékkent mikodése folytan tirozinémia
alakul ki, a vizeletoen megjelenik a 4-hidroxi-fenilpiruvat és 4-hidroxi-fenillaktat
(Englard és Seifter 1986).

A karnitin az aktivalt, hossza szénlanct zsirsavak mitokondrium matrixba valo
szallitasaban vesz részt (Bieber 1988, McGarry 1995). A Kkarnitin szintézise
fehérjelebontasbdl szarmazd e-N-trimetillizinbdl indul ki, mely p-hidroxi-g-N-
trimetillizin, y-trimetilamino-butiraldehid és y-butirobetain vegyiileteken keresztiil
karnitinna alakul. A folyamat két hidroxilacios 1épést tartalmaz: az e-N-trimetillizinbol
B-hidroxilacioval B-hidroxi-g-N-trimetillizin képz6dik, majd az utols6, reverzibilis
Iépésben a y-butirobetain hidroxilalédik karnitinna (Vaz és Wanders 2002). A két
reakciot két Fe?*-a-ketoglutarat-fiiggé dioxigenaz (e-N-trimetillizin-hidroxilaz és y-
butirobetain-hidroxilaz) katalizalja, melyek miikodését redukaloszerek, tobbek kozt az
aszkorbat is fokozzak (Hulse és mtsai. 1978, Lindstedt és Lindstedt 1970).

A C-vitaminrdl kimutattdk, hogy Fe2+-a-ketoglutarét-ﬁigg('i dioxigenazok
kofaktoraként hiszton és DNS demetilacos reakciokban is részt vesz a sejtmagban. A
TET fehérjecsalad tagjai (TET1-3) a DNS 5-metilcitozin nukleotidjait hidroxilaljak elsé
1épésben 5-hidroximetilcitozinnd, majd 5-formilcitozinna és 5-karboxilcitozinna. Az 5-
formilcitozint és az 5-karboxilcitozint a termindlis deoxinukleotidil-transzferdz enzim
képes modositatlan citozin nukleotidda alakitani, ezaltal bezarni az aktiv demetilacios
kort. Ezeknek az epigenetikai modosuldsoknak jelentds szerepe lehet a génexpresszid

szabalyozasaban.
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1.3. SLC szallito fehérjecsalad

Az SLC (solute carrier) szupercsalad kozel 400 membran-kotott fehérjébdl all,
melyeket 52 alosztalyba csoportositanak (Lin és mtsai. 2015). Ezek a transzporterek
szubsztratok széles korének bioldgiai membranokon keresztiili szallitasat segitik el

facilitalt diffazioval vagy masodlagos aktiv transzporttal.

1.3.1. GLUT transzporterek (SLC2)

Eukariota sejtekben monoszacharidok, cukoralkoholok és egyéb szerves
kismolekuldk membranon keresztiili transzportjat az SLC2 gén altal kodolt GLUT
(glukéz transzporter) fehérjecsalad latja el. Eddig 14 kiilonb6z6 GLUT fehérjét
azonositottak, melyek szekvencia azonossag alapjan 3 osztalyba (2. abra) sorolhatok

(Manolescu ¢és mtsai. 2007, Mueckler és Thorens 2013).
I. osztaly

Gt Gy

Glut3

Glut14

II. osztaly

I11. osztaly

2. abra: A GLUT fehérjék osztalyozasa
(Manolescu és mtsai. 2007)
Az eddig azonositott 14 GLUT transzporter szekvencia homologia alapjan harom
kiilonbozd osztalyba sorolhatd. Az egyes osztalyokra eltérd transzport aktivitasok

jellemzoek.
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Az |. osztilyba a jol karakterizalt GLUT transzportereket soroljak, melyek
glukdz transzportjdban vesznek részt. A II. osztalyba tartoz6 fehérjék foként fruktozt
szallitanak, a III. osztalyban pedig azok az atipikus szerkezetli GLUT transzporterek
talalhatok, melyeknek nem, vagy kevéssé ismert a szubsztratja. Minden GLUT csaladba
tartoz6 glukdz transzporter integrans membranfehérje, 12 transzmembran szegmensbdl
épiil fel. Az L. és II. GLUT osztalyokra jellemzd, hogy egy hosszu intracellularis hurkot
tartalmaznak a 6. as 7. transzmembran szegmensek kozott és egy ugyancsak hosszu, de
extracellularis, glikozilalt hurok talalhato az 1. és 2. szegmensek kozott. A II1. osztaly
szerkezete annyiban tér el, hogy a glikozilalt hurok a 9. és 10. szegmens kozott
helyezkedik el (Mueckler és mtsai. 1985, Manolescu és mtsai. 2007). A GLUT
transzporterek eltérd szubsztrat specificitdst mutatnak, részt vesznek kiillon6z6 hexdz
molekulak, valamint a mio-inozitol (Uldry és mtsai. 2001) szallitasaban, tovabba
kimutattadk hagysav (Bibert és mtsai. 2009, Matsuo és mtsai. 2008, So és Thorens
2010), glukézamin (Maher és Harrison 1990) és dehidroaszkorbat (Lee és mtsai. 2010)
transzport mikodésiiket is. A GLUT transzporterek szakirodalomban ismertetett

szubsztratjait és szoveti lokalizaciojukat az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: A GLUT transzporterek eddig ismert szubsztratjai és szoveti

elofordulasuk.

A tablazat Thorens és Mueckler (2010) munkaja alapjan késziilt 0j szakirodalmi

adatok felhasznalasaval (Corpe és mtsai. 2013, Shaghaghi és mtsai. 2017).

fehérje gén szubsztréat szOvet
GLUT1 SLC2A1  |glukdz, galaktéz,manndz, glukdzamin eritrocitdk, agy, vér-agy gét,
GLUT2 SLC2A2 [glukdz, galaktéz,manndz, glukdzamin agy, vese, mdj, Langerhans-szigetek
GLUT3 SLC2A3 [glukdz, galaktéz,manndz, xildéz agy, here
GLUT4 SLC2A4  |glukdz, glukézamin fehér- és barna zsirszévet, izomszdvet, sziv
GLUT5 SLC2A5  |fruktdz vékonybél, vese
GLUT6 SLC2A6 |glukdz agy, |ép, leukocitak
GLUT?7 SLC2A7 |glukdz, fruktdz vékonybél, vastagbél, here, prosztata
GLUTS8 SLC2A8 |[glukdz, fruktdz, galaktdz, DHA here, agy, méj, barna zsirszovet, tiidé, 1ép, vékonybél
GLUT9 SLC2A9 |hugysav (glukdz, fruktdz) tiud®, méj, placenta, vese, leukocitdk
GLUTI10 SLC2A10 |glukdz, galaktéz (DHA?) sziv, tid6, agy, méj, hasnyalmirigy, placenta, vese, izom szévet
GLUTI1 SLC2A11 |glukdz, fruktdz sziv, izom szdvet
GLUTI2 SLC2A12 |glukéz, DHA sziv, prosztata, izom szdvet, placenta
GLUT13 (HMIT) [SLC2A13 [mio-inozitol agy, zsirszévet
GLUT14 SLC2A14 [fruktdz, glukéz, DHA here, vékonybél, vastagbél, placenta, méj, vese, sziv, petefészek
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1.3.2. AGLUTI10

A GLUT10 az SLC2A10 gén altal kodolt glukdz transzporter, mely a glukoz
transzporterek III. osztalyaba sorolhatd. McVie-Wylie és munkatarsai (2001)
szekvencia analizissel megallapitottdk, hogy az SLC2A10 gén a 20. kromoszéma ql2-
tesz ki a genomi DNS-ben. A GLUTI10 fehérje 541 aminosavbdl all (McVie-Wylie és
mtsai. 2001), a GLUT3-mal 29,7%, az GLUT8-cal koriilbeliil 33,6% szekvencia
azonossagot mutat. Szerkezetének hidropatids analizise alapjan 12 transzmembran
hélixbol épiil fel, a 6. és 7. hélixek kozott tartalmaz egy hidrofil intracellularis hurkot, a
9. és 10. hélixek kozott pedig egy hossza extracellularis hurok helyezkedik el, amely
feltehetéen az N-terminalis glikozilalt helyet tartalmazza (McVie-Wylie és mitsai.
2001). A GLUTI10 fehérjének 35 mutacidjat sikeriilt eddig azonositani, a fehérje

szerkezetben keletkez6 valtozasokat a 3. abra szemlélteti (Beyens és mtsai. 2018).

p.Gly426Trp
v i .Arg105Hi
extracellularis tér el p_;ms"s. p.GIn243lys p.Val430_lle470dal
g p.Trp170X* p.Ser268fs* &
p.Gly23Asp p.Serg1Arg o C.1411+1G>A
p.Leug5Pro p.Gly246GIu| p-Vala2ifs
p.Arg105Cy ' Ex4 _del fs
( N [ Y
membrén " || II ‘! " I' ‘i I% ‘I l
/ | 0.Gly489Arg])
NH2 -Arg23rlys p.Leu300Trp
2 . Arg132T! \ COOH
citoplazma PAGISZHD p.Arg231Gin p.Leu244fs
p.-Val107Tpfs"138 p.Gly142Val ¥ ;
: Gly445is*
¢ C.4:5GA p Arg229X a4scelGly | | POV
p.Met1?
: p.Gly445GIn
p.Tyr139" p.Arg225His
Cc.A4+3AT p.Glu437Lys
p.Arg444Xx
p.Arg231Trp

3. abra: Az SLC2A10 gén szakirodalomban leirt mutacioi. (Beyens és mtsai. 2018)
A 12 transzmembran egységgel rendelkez6 GLUT10 fehérje génjében eddig 35

mutaciot irt le a szakirodalom. Az egyes muticiokat az dbran fekete nyilak jelolik.

Dawson és munkatérsai (2001) karmosbéka petesejtekben expresszaltattdk a GLUT10
transzportert. Vizsgalatuk kozben jutottak arra a megallapitasra, hogy a GLUT10 segiti
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a 2-deoxi-D-glukoz transzportjat. A D-glukoéz és a D-galaktéz versengés révén
csokkentette a 2-deoxi-D-glukéz felvételét; a transzport folyamat floretinnel gatolhato
volt. Wood és munkatarsai 2003-ban RT-PCR-rel végzett kisérletekkel igazoltak a
GLUTI0 jelenlétét egér és human zsirszovetben. In situ hibridizacios vizsgalatok soran
Lee és munkatarsai magas GLUT10 mRNS expressziot észleltek egér aorta simaizom
sejtjeiben (Lee ¢és mitsai. 2010). Alap korilmények kozott egér eredetit 3T3-L1
differencialt adipocita sejvonalban a transzporter a Golgi-ban lokalizalodott, mely
inzulin stimulusra kihelyez6dott a mitokondriumba. Hasonlo eredményt kaptak A10
patkany szivizombol szdrmazo6 simaizom sejtekben, azzal az eltéréssel, hogy a GLUT10
normal és inzulin stimulalt koriilmények kozott is a mitokondriumban helyezkedett el.
A GLUTI10 overexpresszidja fokozta az L-dehidroaszkorbinsav mitokondriumba valo
felvételét, ami D-glukozzal gatolhaté volt. A10 sejtekben a GLUTI10 tultermelése
csokkentette a mitokondriumban az oxidativ stressz soran keletkezo reaktiv oxigéngydk
képzddést (4. abra; Lee és mtsai. 2010).

Egy masik kutatocsoport human HEK293 sejtekben azonositott egy alacsony
affinitist Na'-fiiggé C-vitamin (SVCT2) transzporter fehérjét, amely felelés lehet az
aszkorbat mitokondriumba valé bejutasaért. Emellett a GLUT10 elenyészé mértékben
fejez6dott ki ugyanebben a sejtvonalban. Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a
GLUT10-nek nincs jelentds szerepe a mitokondrialis dehidroaszkorbat transzportban
(Mufioz-Montesino és mtsai. 2014). Ezt a feltevést tamasztottak ala Szarka és Balogh
(2015) in silico predikcios vizsgalatai, mellyel kimutattdk, hogy nagyon kicsi a

valoszinlisége a GLUT10 mitokondrialis lokalizaciojanak.
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DHA
AA GLUT1,3,4

SVCT1, 2

DHA — AA
AA Y

v N
N pHA GLUT10 T

artériafal karosodas

4. abra: GLUT10 feltételezett szerepe a mitokondriumban. (Lee és mtsai. 2010)

Az aszkorbat (AA) és oxidalt formaja, a dehidroaszkorbat (DHA), natrium-fiiggé C-
vitamin transzporterek és GLUT transzporterek segitségével a sejtbe jut, majd a
mitokondrium membranjaban 1évé GLUT10-en keresztiil keriilhet a matrixba, ahol
aszkorbatta redukalodik és a keletkezd reaktiv oxigéngyokok (ROS) semlegesitésében
vesz részt. A hipotézis alapjan a GLUT10 transzport funkcidjanak kiesése ROS

felhalmozodas révén vezethet az artériafal karosodasahoz.

Coucke és munkatarsai 2006-ban végeztek kisérleteket a GLUT10 sejten beliili
elhelyezkedésének felderitésére. Kimutattak, hogy a fehérje human fibroblaszt sejtekben
a sejtmag periféridjan talalhato tetemes mennyiségben (Coucke és mtsai. 2006). Akhurst

crer

fellépd kanyargds artéria szindroma é€s a Loeys-Dietz szindroma kozott, melyet a
TGFBRI, illetve a TGFBRII mutacidja okoz (Akhurst 2006). Ebben a betegségben a
tiinetek a TGFp jelpalya talmiikddése kovetkeztében alakulnak ki. Ebb6l kiindulva a
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szerz6 felallitott egy modellt a GLUTI10 szerepére és a kanyargos artéria szindroma
patogenezisére vonatkozdan, miszerint ez a transzporter glukozt szallitana a sejtmagba
és a cAMP reszponziv elemhez kot6d6 fehérjén (CREB) keresztiil aktivalna a decorin
transzkripciojat (5.A. abra). A decorin extracellularisan kotédik a TGFp ligandhoz és
inaktivalja azt, ezaltal csokkentve a jelpalya miikddését. GLUT10 hianyaban (5.B abra)
az utvonal aktivalédik és SMAD?2/3 transzkripcios faktorok foszforilacidjat kovetden
atirodnak a SMAD-fliggd gének, tobbek kozott a CTGF (kotdszoveti novekedési faktor)
¢s a verzikdn génjei. A CTGF a fokozott kollagén termelésért a verzikan pedig a

simaizomsejtek talburjanzasaért felelds.

A B

@1%:;& (0
:ism*iﬁiw T | sz s
& o m—rﬁ I'II

5. abra: A GLUT10 hianyaban kialakulo6 gluko6z-fiiggé TGFp jelpalya aktivacio.
(Akhurst 2006)

A kanyargo6s artéria szindroma ezen modellje szerint a GLUT10 perinuklearis
elhelyezkedésli és glukozt transzportdl a sejtmagba. GLUT10 hidnyaban a sejtmag

periféridjan glukoz-fiiggd TGFP aktivalodas lép fel, ami stimulalja az érfal sejtjeinek

crer
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Egy késobbi kisérletsorozatban PAC-1 patkdny aorta simaizom sejtekben a
GLUT10 ER-rel val6 kolokalizacidjat mutattak ki. Ez az eredmény, illetve a kanyargos
artéria szindroma kotoszoveteket érintd elvaltozasai sugalltdk az a hipotézist, hogy a
GLUTI10 az ER membranjaban helyezkedik el és dehidroaszkorbatot, az aszkorbat
oxidalt formajat szallitja az ER-ba. A DHA redukalédik a lumenben és prolil-, valamint
lizil-hidroxilaz enzimek kofaktoraként részt vesz a megfeleld strukturaju kollagén és
elasztin fehérjék kialakitasaban (6. abra, Segade 2010). A GLUT10 mutacidja okozhatja
a lokalis csokkent aszkorbatszint kovetkeztében kialakuld jellegzetes tiineteket a
kanyargos artéria szindromas betegeknél, a TGFp jelpalya pedig az extracellularis

matrix defektusa kovetkeztében aktivalodhat masodlagos hatasként.

plazmamembran szekrécios atvonal

DHA

DHA GLUT10?
GLUT 1,34 DHA
.f"f!
Ak T pDlB)
Reductase
Pro + HyFro
ProHy(a)
L ] ok
AA - AA kollagén
Ma = Ma
SVCT koliagen
mANE
intersticidlis
tér

6. abra: GLUT10 feltételezett lokalizacidja az endoplazmas retikulumban.

(Segade 2010)

A GLUT10 transzporter az ER membranjaban helyezkedik el és DHA-t szallit a
lumenbe. A DHA a lumenben aszkorbatta (AA) redukaldodik és részt vesz a prolil- és
lizil-hidroxilaz enzimek miikodésében, hozzajarulva a kollagén és elasztin molekulak

megfeleld struktirajanak kialakitasdhoz.

22



DOI:10.14753/SE.2019.2221

1.3.3. GLUT10 génkiiitort (knockout) allatmodellek

A GLUT10-zel kapcsolatos kisérletek kapcsan tobb munkacsoport is
vallalkozott arra, hogy knockout allatot allitson el6. Az egér, mint modell allat nagyon
ellentmondasos eredményekhez vezetett. Egy 2008-as tanulmany szerint a homozigota
€.383G>A (G128E misszensz szubsztitacid) és ¢.449C>T (S150F misszensz
szubsztiticid) mutacidéval rendelkezd egerek nem mutatjdk a humén kanyargds artéria
szindroma egyetlen tiinetét sem (Callewaert és mtsai. 2008). Cheng és munkatarsai
kés6bb hisztokémiai modszerrel kimutattak, hogy az ugyanilyen mutacidval rendelkezd
egerek artériai megnovekedett mennyiségli elasztikus rostot tartalmaznak és az érfalak
elvékonyodnak (Cheng és mtsai. 2009). Azonban a glukdz koncentracidja a vérben ¢és a
vizeletben normalis, a feln6tt egyedeknél sem talaltak az agyban aneurizmakat,
sztenozisokat, sem kanyargos lefutasu ereket, kiilsé fenotipusos jegyeik megegyeznek a
kontroll allatokéval. Feltételezhetd, hogy fenotipusos tiinetek azért nem alakulnak ki,
mert az egér azon fajok koz¢ tartozik, melyek képesek C-vitamin szintézisre, szimukra
ez a vitamin nem esszencialis. Folyamatban van olyan dupla KO egerek eldallitasa,
melyekben nem csak a GLUT10, hanem az aszkorbat szintézisének utolsd 1épését
katalizal6 GLO génje is ki van iitve. Ilyen modon vizsgéalhatova valik majd a GLUTI10
szerepe a C-vitamin transzportjaban in vivo koriilmények kozott is.

A zebrahal (Danio rerio) korai fejlddési stadiumban jol alkalmazhaté6 modell
allatnak, mutatja a kanyargds artéria szindroma tiineteit €s ugyantgy skorbutizalhatd,
mint a tengerimalac vagy az ember. Antiszensz morfolind oligonukleotid
mikroinjektalasaval in vivo gatolni lehet a transzlaciot, ezaltal meggatolni pl. a GLUT10
fehérje kifejezddését. A beavatkozas kovetkeztében az embridkban hajlott (1. csoport)
vagy hullamos (2. csoport) gerinchur alakult ki, a kezelt embridk harmadik csoportjaban
az embriok rendellenesen fejlodtek, kicsik maradtak, - kiterjedt féleg a farok részre
iranyulo - diszplaziaval (Willaert és mtsai. 2012). A zebrahal gyors fejlédésti, alacsony
a fenntartasi koltsége és 1ényegesen kisebb a helyigénye, mint a kisérletekhez altalaban
hasznalt ragcsaldo fajoknak, mégis kevés labor van ezen fajta kisérleti allatok

fenntartasara berendezkedve.
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1.3.4. SLC23- Na'-fiiggé C-vitamin transzporterek

A C-vitamin redukalt formdjanak felvétele az emberi szervezetben aktiv
mechanizmussal ~ torténik két Na'-fiiggd C-vitamin transzporter (SVCT-1/2)
segitségével. Az SVCT-1 transzportert az SLC23A1 gén kodolja, amely az 5
exont tartalmaz (Wang és mtsai. 2000, Eck és mtsai. 2004). Az SVCT-1 nagy
kapacitast, de kis affinitasi (Knp= 65-237 puM) C-vitamin transzporter, melynek
els6dleges feladata a szervezet C-vitamin homeosztazisanak fenntartdsa a taplalékkal
bevitt aszkorbat felszivasa, illetve a vesén keresztiili visszaszivas révén (Savini és mtsai.
2008). Az SVCT-1 génkiiitott egerekben az aszkorbat vizeletbe iritése koriilbelil 10-
szeresére emelkedett a vad tipusu egerekéhez képest, mig a vérplazma C-vitamin szintje
50-70%-kal csokkent (Corpe és mtsai. 2007).

Az SVCT-2 transzportert kodolé gén (SLC23A2) a 20. kromoszoma rovid
(Stratakis és mtsai. 2000, Eck és mitsai. 2004). Kis kapacitasti és nagy affinitast
transzporter (Kn= 8-62 uM), mely széles korben expresszalodik az aktiv anyagcserét
folytatd ¢és specializalt sejtekben, szovetekben. Nagy mennyiségben fejezddik ki az
agyban, vazizomban, szemben és a placentaban (Wilson 2005). Az SVCT-2-rél
Kimutattak, hogy elengedhetetlen a prenatalis és a placentan keresztiili aszkorbat
transzportban (Biondi és mtsai. 2007). Az slc23a2-/- génkiiitott egerek méhen beliili
fejlodése normalis, azonban a sziiletést kovetden rovid 1don beliil meghalnak 1égzési
elégtelenség, illetve intracerebralis vérzés kovetkeztében, melyet feltehetden a kozponti

idegrendszer elégtelen miikodése okoz (Sotiriou €s mtsai. 2002).

1.4. C-vitamin transzportja az eukariota szervezetben

Az ember a napi C-vitamin sziikségletét a GLO enzim hidnya miatt természetes
forrasbol és étrend-kiegészitokbdl kénytelen fedezni. A C-vitamin étrendben is
megtalalhato két leggyakoribb formaja, az aszkorbat és a dehidroaszkorbinsav (DHA) a
bélrendszer teljes hosszan képes felszivodni (Malo ¢s Wilson 2000). Mindkét vegyiilet

felvétele telithetd novekvo szubsztratkoncentracid mellett, ami arra utal, hogy a felvételt
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transzporterfehérjék segitik. A C-vitamin redukalt formdjanak, az aszkorbatnak a
felvétele a bél kefeszegélyli epitél sejtjeinek membranjaban elhelyezkedd Na'-fiiggé C-
vitamin transzportereken keresztiil torténik aktiv transzporttal, melyek miikddése
Na'/K*-ATPazhoz kapcsolt. Az SVCT-k polarizaltan helyezkednek el az enterocitak
plazmamembranjaban, az SVCT-1 kifejez6dése az apikalis, mig az SVCT-2
transzporterek lokalizdcioja a bazolaterdlis membranban figyelhetd meg (Boyer és
mtsai. 2005). A DHA felvétele a sejtek citoplazmajaba glukoz-transzportereken
(GLUTI, GLUT3 és valoszintileg GLUTA4) keresztiil valosul meg facilitalt diffazioval
(Rumsey és mtsai. 1997, Rumsey ¢és mtsai. 2000). Patkany eredeti enterocitakban
kimutattak, hogy a GLUT2 és a GLUTS is képes a DHA transzportjara (Corpe €s mtsai.
2013), azonban a szakirodalmi forrasokban a publikalt eredmények ellentmondasosak a
GLUT?2 transzportert illetéen (Cura és Carruthers 2012, Mardones és mtsai. 2011).
Karmosbéka petesejtben expresszaltatott GLUT14 transzporterrél bebizonyosodott,
hogy szintén glukoz és DHA transzporter (Shaghaghi és mtsai. 2017). A GLUT14
génjének egypontos nukleotid polimorfizmusait (rs2889504, rs12815313, rs10846086)
Osszefliggésbe hoztak az IBD-vel (Inflammatory Bowel Disease-gyulladéasos
bélbetegség), melynek hatterében feltevések szerint az antioxidansok, tobbek kozott a
C-vitamin transzport defektusa allhat (Shaghaghi és mtsai. 2014, Corpe és mtsai. 2013,
Padayatty ¢és mtsai. 2003). A GLUTI14 kifejez6dését megfigyelték vékonybélben,
vastagélben, herében, majban, vesében, szivben, vazizomban valamint a placentdban és
a petefészekben is (Shaghaghi és mtsai. 2017).

A fent emlitett transzporter fehérjék megtalalhatoak az eukaridta sejtek
kompartimentumainak membrénjaban 1is, ezéltal segitve a sejtek redox homeosz-
tdzisdnak fenntartdsat. A GLUTI14 transzporter példaul a COMPARTMENTS
szubcellularis lokalizacios adatbazis Osszesité eredménye alapjan a plazmamembranban
¢és a sejtmagmembranban helyezkedik el.

A mitokondrium membranjaban féként GLUT és SVCT-2 transzporterek
kifejez6dése jellemz6 (Szarka és Loérincz 2013). A GLUT1 aszkorbat transzportban
betoltott szerepét vesesejtkultira-eredetli mitokondriumokban KC és munkatarsai
kozoltek 2005-ben. U937 human sejtekben SVCT-2 expressziojat irtak le (Azzolini és
mtsai. 2013), ami arra utal, hogy a C-vitamin redukalt formaja is képes atjutni a

mitokondrialis membranon. Patkdnymdj ER frakcidjan végzett transzportmérésekkel
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igazoltdk, hogy az aszkorbat felvétele ebbe a kompartimentumba preferdltan DHA
formdjaban torténik feltehetdleg GLUT transzporteren keresztiil, majd a DHA a
lumenben aszkorbatta redukalodik (Banhegyi és mtsai. 1998) glutation vagy fehérjék
tiolcsoportjainak terhére.

A mai napig ismeretlen az a mechanizmus, amellyel az aszkorbat a sejtet
elhagyva az extracellularis térbe keriil. Feltevések szerint ebben a folyamatban térfogat-
érzékeny anion csatornak (VSOAC- volume sensitive anion channel) jatszanak szerepet,
melyekrdl kimutattak, hogy a sejten beliili ozmolaritds valtozas hatasdra anionok
passziv transzportjara képesek (Jackson és Strange 1993, Strange és Jackson 1995).
Asztrocita sejtkultiraban kimutattak VSOAC fehérjék mikodését (Siushansian és mtsai.
1996), azonban enterocitdkban jelenlétiiket nem sikeriilt azonositani. A glutamat-
aszkorbat hetero-kicserélddés (hetero-exchange), mint transzport lehetéség abbodl a
megfigyelésbdl ered, hogy az agyi sejtekben a glutamat felvétele aszkorbat effluxot idéz
elé (Grinwald és mtsai. 1984, Cammack ¢s mtsai. 1991, Rebec és mtsai. 1994).
Hipertonikus médium, illetve anion-transzport innhibitorok hasznalata (pl: DIDS)
gatolja az aszkorbat kidramlasat (Upston és mtsai. 1982), azonban az intracellularis
aszkorbat koncentracionak semmilyen hatdsa nincs sem a glutamat felvételére, sem
leadaséara, ami a VSOAC aszkorbat effluxban betoltott szerepét valoszinlisiti. Régota
ismert, hogy az endokrin és exokrin sejtek szekrécids vezikulumai aszkorbatot
tartalmaznak. Mellékveseveld sejtjeinek kromaffin vezikulumaiban az aszkorbat
mennyisége millimolaros koncentracioban van jelen, mely exocitdzissal iiriil (Daniels és
mtsai. 1982, Daniels €és mtsai. 1983). Liposzomakba agyazott réskapcsolat (gap-
junction) hemicsatorndkon végzett kisérlettel igazoltak, hogy a struktara jelenléte
megnoveli az aszkorbat permeabilitdsdt (Ahmad és mtsai. 2002, Ramundo-Orlando és
mtsai. 2005). Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a hemicsatorna képes glukoz
mellett az aszkorbat (és glutation) transzportjat iS medialni (Gao és mtsai. 2004,
Berthoud és mtsai. 2009).
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2. Hipotézis és célkitiizések

Munkacsoportunk korabbi eredménye alapjan az aszkorbinsav oxidalt
formajanak, a DHA-nak a patkany m4j ER-ba (mikroszéma frakcid) valo felvétele igen
jelentds az aszkorbat felvételhez képest, ami alapjan DHA-specifikus transzporter
jelenlétét feltételezziik az ER membranjaban.

Hipotézisiink szerint a GLUT10 transzporter az ER membranjaban, valamint a
sejtmagmembranban taldlhatd és DHA-ot szallit az ER belso terébe. A DHA aszkorbatta
redukalodik ebben a specidlis kdrnyezetben, feltehetden a protein diszulfid izomeraz,
vagy hasonlé mikddést enzimek segitségével, majd kofaktorként részt vehet a prolil- és
lizil-hidroxilaz enzimek miikodésében. Ezeknek az aminosavaknak a hidroxilalasa

elengedhetetlen a megfeleld szerkezetli kollagén rostok kialakitasaban.

A kisérleti munka f6 célkitiizései a kovetkezok voltak:

A GLUTI10 glukéz transzporter sejten beliili elhelyezkedésének felderitése human
fibroblaszt sejtvonalakban;

Az aszkorbat és DHA transzport mérése kontroll és ATS fibroblaszt sejtekben;
kiilonb6z6 szubsztratok transzportjanak vizsgalata in vitro transzlalt GLUT10-et

tartalmazo proteoliposzoémakban.
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3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Lokalizacios kisérleteinket him Hartley tengerimalacokon (400-500 g), him
Wistar patkanyokon (180-210 g) és him BALB/c egerecken végeztilk. A megérkezést
kovetden az egereket és patkdnyokat normal tapon tartottuk. A tengerimalacokat két
csoportra osztottuk. Az egyik csoport egy hétig normal tapot (0,1 g/ 100 g aszkorbat
tartalom) kapott, majd aszkorbat mentes diétara allitottuk Oket 3 hétre. A masik
csoportot négy héten keresztiil a normal tappal etettiik. Ezt kvetden az allatokat ledltiik

¢s a méjat eltavolitottuk.

3.2. Szubcellularis frakciok eléallitasa majszévetbal

A him Hartley tengerimalacok, him Wistar patkanyok, valamint him BALB/c
egerek (20-28 g) majabol mikroszomat preparaltunk (Henne és Soling 1986). A frissen
eltavolitott majat kis darabokra vagtuk HEPES pufferbe (20 mM, pH=7) tettiik, melybdl
Potter-Elvejhem  homogenizatorral = szuszpenzidt készitettiink. A szuszpenziot
kihigitottuk 20 %-os koncentracidra, majd 1000 g-vel centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on.
A fugdlds soran keletkezett sejttormelékes iiledéket eldobtuk és a feliiluszot
centrifugaltuk (11000 g, 20 perc, 4 °C-on). Igy megkaptuk a mitokondrialis frakciot. A
feliiliszot ) centrifugacsovekbe pipettaztuk és ultracentrifugaval elvalasztottuk a
citoszolikus (feliilisz6) és mikroszéma (iiledék) frakcidkat (100 000 g, 60 perc, 4 °C).
A mitokondridlis és mikroszéma frakciokat MOPS pufferben (100 mM KCl, 20 mM
NaCl, 1 mM MgCl;, 20 mM MOPS, pH= 7) felszuszpendaltuk és felhasznalasig az

crcr

Pierce BCA Protein Assay Kit segitségével hataroztuk meg.

3.3. Sejttenyészetek

A fibroblaszt sejtvonalak genti és bresciai egylittmikodé csoportoktol

=rer
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allitottak elé (Coucke és mtsai. 2006) a Helsinki Nyilatkozat iranyelveit figyelembe

véve. A betegek altal hordozott mutaciokat az alabbi 2. tablazat szemlélteti.

2. tablazat: A Kisérletek soran felhasznalt ATS beteg sejtvonalak és

hordozott mutacioik.

beteg mutacio mutacio leirdja
P1 homozigo6ta, 1334delG, mikrodelécio Coucke és mtsai. 2006
P2 heter9;ifg6ta, ¢.1309G>A és ¢.1330C>T Drera és misai. 2007
tranzicio
P3  |homozigoéta, 1411+1G>A, splicing mutacio Castori és mtsai. 2012
P4-8 |homozigota, 510 G-A csere Coucke és mtsai. 2006

Az irharéteg eredetii fibroblaszt sejtvonalakat in vitro koriilmények kézott 2 mM
L-glutamin, 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 100 pg/ml Penicillin/Sztreptomicin
tartalmic DMEM (GIBCO) médiumban tenyésztettiik. Kisérleteinkhez a sejteket 5-7
passzazsszam elérésekor hasznaltuk fel. A sejtkulturakat 5%-0s CO, koncentracid

mellett 37°C-on tartottuk fenn sejttenyésztd inkubatorban.

3.4. Szubcellularis frakciok eléallitasa human fibroblasztokbol

A szubcellularis frakciokat huméan kontroll fibroblaszt sejtekbdl készitettiik
Leuzzi és munkatarsai (2003) kozleménye alapjan, kisebb modositasokkal. A konfluens
flaska tartalmat mosasi 1épést kovetden tripszineztiik, majd szachar6z-HEPES pufferben
(0.34 M szacharoz, 10 mM HEPES) felszuszpendaltuk azt. A sejteket ultrahang
segitségével feltartuk és a megfelel6 homogenitas elérése érdekében 5-szor 15
masodpercig szonikaltuk 4 °C-on (Sonic 300 Dismembrator, 35% amplitado). A
homogenatumot centrifugacsdvekbe toltottiik és 1000 g-n 10 percig centrifugaltuk. A
keletkezett liledék a sejttormeléken kiviil tartalmazta a sejtmagi frakciot, amit egy
tovabbi centrifugalasi 1épéssel tisztitottunk. A feliiliszot tovabb centrifugaltuk j
centrifugacsdben 18000 g-n 20 percig, igy jutottunk hozza a mitokondrialis frakciohoz.
Ezt kovetden a feliiliszot ujra lecentrifugaltuk (195 000 g, 60 perc). Az

ultracentrifugaléssal nyert feliiluszo tartalmazta a citoszolt, az {iiledék pedig a
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mikroszoma frakciot. A frakciok tisztasagat Western blot technikaval ellendriztiik
(Margittai és mtsai, 2008). A frakciokra jellemz0d antitestek sorrendben a kdvetkezok
voltak: mitokondrium-VDAC1 (fesziiltség-fiiggd anion csatorna 1); citosz6l-GAPDH
(glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz); mikroszéma- Grp94 (glukéz regulalt protein
94); sejtmag- Lamin a/c. Az elsédleges antitestekhez specifikusan kot6dé masodlagos
antitestek tormaperoxiddz-konjugalt egér, nyul és kecske Ig elleni antitestek voltak

(Santa Cruz Biotechnology).

3.5. hTERT fibroblaszt sejtkulturak és géncsendesitésiik

A BJ-5ta hTERT jelzésti immortalizalt fibroblaszt sejtvonalat az LGC Standard-
tol (Teddington, Middlesex, UK) szereztik be. A sejteket DMEM és Medium199
(GIBCO) médium 4:1 aranyu keverékében novesztettiik 10% FBS, 0,01% Hygromycin
B ¢s 1% antibiotikum/antimikotikum mellett. A fibroblasztokat 75 cm?-es flaskakban
tartottuk a konfluens allapot eléréséig 37°C-on, 5%-0s CO; koncentracio mellett.

A két GLUTIO0 csendesitett hTERT sejtvonal eldallitasa GIPZ lentivirus
konstrukcioba épitett shRNS felhasznalasaval tortént (Thermo Fisher Scientific altal
tervezett konstrukciok segitségével). A infektalt sejtek szelektalasat, a stabil klonok

létrehozasat puromycinnel végeztiik, két nappal az infekciot kovetden.

3.6. RNS izolalas és PCR analizis

A hTERT sejtvonalakban az SLC2A10 gén csendesitését PCR technikaval
ellendriztiik. Az RNS izolalashoz a Qiagen RNeasy Plus Mini Kit termékét hasznaltuk a
gyartd utasitdsai alapjan. Az izolalt RNS mennyiségét NanoDropl000 késziilékkel
hataroztuk meg. Az RNS 2 pg-jabol SuperScriptlll First-Strand Synthesis System
termékkel cDNS-t allitottunk eld6. A cDNS-t (1ul) az Invitrogen Platinum SYBR Green
gPCR SuperMix UDG-vel sokszoroztuk fel. A human SLC2A10 gén amplifikalasahoz
hasznalt  oligonukleotid  primerpar a  kovetkezd  volt: szensz, 5’
CTTCAACTGGGCGGCCAACC 3’antiszensz, 5S’CGAGGACAGCGGTCAGTCCGT
3°. A sokszorositast a kovetkezd protokoll szerint végeztiik: 95 °C (10 perc), 40 ciklus
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95 °C (20 s), 55 °C (20 s), 72 °C (20 s). Minden PCR termékbdl egyenlé mennyiséget

(160 ng) vittiink fel a gélre. Az elvalasztast 1%-os agar6z gélen végeztik.

3.7. Western blot analizis

3.7.1. A géncsendesités ellendrzése

A hTERT sejteket hatlyuka tenyészt6lemezen novesztettiik 2-3 napig. A sejteket
PBS-es (phosphate-buffered saline) mosast kovetéen RIPA pufferben (50 mM Tris-Cl,
pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,1% SDS) lizaltuk. A fehérje koncentraciot Pierce
BCA Protein Assay Kit-el hataroztuk meg. A Western blot mérésekhez egyforma
mennyiségli (20 pg) fehérjét vittiink fel 10-12%-os SDS poliakrilamid gélre (Laemmli,
1970). A fehérjéket elektro-blot késziilékkel PVDF membranra transzferaltuk. A mintak
fehérje mennyiségét Ponceau S festést kovetd denzitometralassal hasonlitottuk Ossze.
Az immun-detektalashoz felhasznalt antitestek: anti-glukoz transzporter GLUT10
antitest (1:1000; Abcam, Cambridge, UK) ¢és GAPDH (1:7500; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA).

3.7.2. Sejtfrakciok Western blot analizise

A szubcellularis frakciok egyforma mennyiségét (20 pg) 12 %-0s SDS
poliakrilamid gélen futtattuk. Az analizis soran felhasznalt antitestek: anti-glukoz
transzporter GLUT10 (1:1000; Abcam), VDACL1 (1:1000; Santa Cruz), Lamin a/c
(1:2000; Santa Cruz) ¢és Grp94 (1:5000; Santa Cruz); GAPDH (1:7500; Santa Cruz).

3.8. Sejtkészitmeny elodllitdasa transzport méréshez

3.8.1. Intakt fibroblasztok

A négy darab 75 cm®-es konfluens flaskabol a médiumot eltavolitottuk, majd
mostuk 1x-es PBS oldattal. A sejteket tripszineztiik és kozombdsitést kovetden a
sejtszuszpenziot 50 ml-es falkoncsobe gyijtottikk. A sejteket 5 percig 1000 g-vel
fugaltuk 4 C°-on, a keletkezett pelletet mostuk 1x-es PBS-sel, majd ujra centrifugaltuk.

31



DOI:10.14753/SE.2019.2221

Ujra szuszpendaltuk a pelletet 3 ml PBS-ben, a sejtszamot Biirker-kamra segitségével

hataroztuk meg.

3.8.2. Szemipermeabilizalt fibroblasztok

Az intakt fibroblasztok esetében leirt eljarast annyiban modositottuk, hogy az
utolsd centrifugalasi 1épést kovetden a sejteket 20 mM-0s MOPS (3-(N-morfolino)
propanszulfonsav) pufferben (pH 7,2) szuszpendaltuk. 1 mM NaNgz-al gatoltuk a

cre

sejteket.

3.9. Liposzoma preparalas

A nagyméretl, egyrétegli liposzomakat (large unilamellar vesicles; LUV) L-a-
foszfatidilkolin tartalma tojaslecitinbdl allitottuk elé (tojéslecitin; Cat. No. 61755;
Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, USA). A lipideket kloroform-metanol 9:1
aranyu keverékében feloldottuk €s egy csiszoltdugos liveg falara filmréteget képeztiink
beldle, majd ezt a réteget argongazzal a csO falara szaritottuk. A maradék nedvességet
vakuum exikator segitségével eltavolitottuk. Elséként tobbrétegli liposzomat allitottunk
pufferrel (pH 7,4). A tobbrétegii liposzoma szuszpenziot 0,4 pm-es polikarbonat sziirt

tartalmaz6 extriideren 40-szer atnyomtuk 40 °C-on.

3.10. A GLUTI10 in vitro transzlacioja

A human SLC2A10 gént PCR technika alkalmazéasaval sokszoroztuk fel,
melyhez a kdvetkezd primereket hasznaltuk:
forward:5” TACTTCCAATCCAATGCAATGGGCCACTCCCCACCT3’;
reverse:5’TTATCCACTTCCAATGCATCAGGAGGCCGCAGAGAT3’.

A keletkezett PCR terméket ligalas-fiiggetlen klonozassal pEU3-NII-GLICNot
vektorba illesztettiik. Az igy létrehozott vektort E. coli sejtbe transzformaltuk. Az

ampicillin-rezisztens kompetens sejtekbdl felnovesztett koloniabdl plazmidot izolaltunk,
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amely tartalmazza a GLUTI10 génjét. Az in vitro mRNS szintézishez 1 pg tisztitott
plazmidot hasznaltunk fel, melyet Notl restrikciés endonukledzzal hasitottunk. A
szintézis TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit-tel végeztiik, a gyartd
utasitasai szerint. Az mRNS csapadékot levegdn szaritottuk, majd SUB-AMIX
pufferben visszaoldottuk a transzlaciohoz.

A batch-tipusu transzlaciohoz 5 pl buzacsira-kivonatot, 1 pg mRNS-t, 5 pl
liposzomat (20 mg/ml) ¢és 0,8 pl kreatin-kinazt (1 mg/ml) hasznaltunk fel 25 pnl
végtérfogatban. A reakcioelegyet 3 6ran at inkubaltuk szobahdmérsékleten. Két negativ
kontroll reakcidelegyet is Osszeallitottunk, az elsé reakcidelegybdl a liposzomat, a
masodikbdl az mRNS-t hagytuk ki. A transzlacids elegyet a reakcio végén 13000 rpm-
en centrifugéltuk 30 percig.

3.11. Aszkorbat felvétel mérése rapid filtracioval

Az intakt és plazma membran permeabilizalt sejteket C-el jeldlt
aszkorbinsavval, dehidroaszkorbinsavval és egyéb szubsztratokkal inkubdltuk, majd
vakuum pumpa segitségével 0,45 pm poérusméretli membranon szirtiik at (Whatman
International Ltd.; Maidstone, Kent, UK). A membrant 2 ml MOPS pufferrel mostuk,
majd a visszamaradt radioaktivitast folyadék szcintillaciés szamlaloval mértiik. Minden
mérés végén 0,4 %-os végkoncentracioban deoxikdlsavat adtunk. Ezzel a kezeléssel
teljesen permeabilizaltuk a sejteket és a membrédnon visszamaradt radioaktivitast
alapértékként levontuk a szamolt koncentraciokbol. A mérés soran felhasznalt ligandok
a kovetkez6k voltak: D-[U-**C]glukéz (Cat. No.: CFB2 Amersham Biosciences UK
Ltd.; Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) [U-*C]szachar6z (Cat. No.: CFB146
Amersham Biosciences UK Ltd. Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) UDP-
glukuronsav[Glucuronyl-U-**C] (Product No.: NEC414010UC Perkin Elmer; Boston,
Massachusetts, USA) L-[1-**C]aszkorbat (Cat. No.: ARC1569 Americal Radiolabeled
Chemicals, Inc. 101 ARC Drive, Saint Louis, USA). A dehidroaszkorbinsavat
bromozéssal allitottuk elé Del Bello és munkatarsai kézleménye alapjan (Del Bello és
mtsai., 1994). A mikroszomaban és proteoliposzomaban a transzport mérések a fent
ismertetett modszer alapjan torténtek. A kisérletekhez 60 pg mikroszomalis fehérjét,

illetve 10 pg in vitro transzlalt fehérjét hasznaltunk fel.
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3.12. Aszkorbat mennyiségi meghatarozasa nagyhatékonysagu

folyadékkromatografiaval

A kontroll és ATS sejtek aszkorbat tartalmat folyadékkromatografias eljarassal
hataroztuk meg. A mérések megkezdése eldtt a sejteket S0 uM aszkorbattal elokezeltiik
0, 6, 12 és 24 6raig. A kezelést kovetden a sejtekrol a tapoldatot eltavolitottuk, kétszer
mostuk 1x-es PBS oldattal. Tripszinezést kovetéen felvettik 25 w/v  %-0s
ditiotreitollal redukaltuk 20 percig tarté kezeléssel szobahémérsékleten. A mintakat
14000 g-vel centrifugaltuk. Az aszkorbat szintet a tiszta feliiluszobol hataroztuk meg.
Az elvalasztast Waters Alliance 2690 tipusu szeparacios modulon végeztiik, melyhez 25
X 0,46 mm méretli, 5 um szemcseméretli, Nucleosil 100 C18 forditott fazisu oszlopot
kotottiink. A mintdkat 0,1 M-os, végtérfogatban 0,2 mM EDTA-t is tartalmazé
NaH,PO, oldattal (pH 3,1) eluadltuk. A mérést 254 nm-en végeztiik mintanként 25
percig. A kromatogrammok gorbe alatti teriileteibdl és a sejtszdmokbol hataroztuk meg

a sejtek altal felvett aszkorbat mennyiségét.

3.13. Az ATS sejtek transzfekcioja

Az SLC2A10 cDNS-ét kontroll fibroblasztokbol izolalt RNS-bdl allitottuk eld
SuperScriptlll One-Step Synthesis System felhasznalasaval, majd felsokszoroztuk a 3.6
pontban leirtak szerint. A keletkezett PCR terméket eukariota pEF6/V5-His-TOPO™
expresszios vektorba illesztettiik a gyartod utasitdsai alapjan (Life Technologies). Ez az
emlds sejtekre specializalt expresszios vektor blaszticidin rezisztencia gént tartalmaz,
melynek segitségével szelektalni tudtuk a megfeleld klonokat. Ehhez a 1épéshez 2 pg/ml
koncentracioban blaszticidint tartalmazo szelektiv tapoldatot hasznaltunk, melyet 3
naponta cseréltiink a sejteken. Ezen kiviil a C-terminalis végen V5 epitopot és
polihisztidint (6 db hisztidin) tartalmaz, ami megkonnyiti a tisztitast és a késdbbiekben
az expresszalt fehérje detektalasat. A P1 ATS sejtvonal transzfekcidjat TurboFect
transzfekcios reagenssel végeztik a gyartd utasitasai szerint (Thermo Scientific).

Kontrollként iires vektorral (mock) transzfektalt sejteket alkalmaztunk.
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3.14. Immunfluoreszcens analizis human fibroblaszt sejtekben

A GLUTI10 duasulasanak mikroszkopos vizsgalatahoz a kontroll fibroblaszt
sejtvonalakat 48 oraig novesztettiik, majd 2 percig kezeltiik 3 % paraformaldehid/ 0,5 %
Triton X-100 keverékével. Ezt kovetden 3 % paraformaldehiddel fixaltuk a sejteket 20
percig. A mosasi 1épést 100 mM-os glicerin/ PBS oldattal végeztiik. A sejteket 30
percig blokkoltuk 5 %-0s bovine serum albumin oldattal, majd 20 pg/ml poliklonalis
anti-human GLUT10 antitesttel (Alpha Diagnostic Int. Inc., San Antonio, TX)
inkubaltuk egy éjszakan keresztiil 4 °C-on. A sejteket mostuk PBS-sel és 1 oran at
szobahdmérsékleten inkubaltuk 1:1000 higitasi Alexa Fluor 488-al kapcsolt anti-nyul
masodlagos antitesttel. A mitokondrium kimutatasdhoz 2 pg/ml monoklondlis anti-
citokrom c antitesttel inkubaltuk a sejteket 2 d6ran at, majd masodlagos antitestként
Alexa Fluor 594-¢l konjugalt anti-egér antitestet alkalmaztunk. A fluoreszcens jelet
Nikon Eclipse Ti fluoreszcens mikroszképhoz csatlakoztatott DS Qil digitalis
kameraval (Nikon, Japan) rogzitettiik.

Ahhoz, hogy a GLUT10 kolokalizacidjat a protein-diszulfid izomerazzal (PDI)
vizsgalhassuk, a transzfektalt ATS-es human fibroblasztokat 48 oraig ndvesztettiik,
majd jéghideg etanollal fixaltuk. A fluoreszcens jeldléshez a sejteket két oran at
inkubaltuk 1:100 higitast poliklonalis anti-PDI antitesttel (Novus Biologicals), illetve 1
1 orat inkubaltuk Alexa Fluor® 488 ¢s 594-el konjugalt anti-nytl és anti-egér
masodlagos antitestekkel. A  fluoreszcens jelet Zeiss fluorescence Axiovert
mikroszkophoz csatlakoztatott CCD kameraval (SensiCam-PCO Computer Optics
GmbH, Germany) rogzitettiik.

A GLUTIO0 reexpresszidjanak ellenérzéséhez kontroll, nem-transzfektalt, tires
vektorral transzfektalt, illetve GLUT10 reexpresszalo ATS-es fibroblaszt sejtvonalakat
48 oras novesztést kovetden ugyancsak fixaltuk a fent leirtak szerint, majd inkubaltuk
20 pg/ml poliklonalis anti-human GLUT10 antitesttel egy éjszakan keresztiil 4°C-on. A
sejteket mostuk PBS-sel és 1 oran at szobahémérsékleten inkubaltuk 1:1000 higitasa
rodaminnal kapcsolt anti-nytil masodlagos antitesttel. A jelet Zeiss fluorescence
Axiovert mikroszkdphoz csatlakoztatott fekete-fehér CCD kameraval (SensiCam-PCO

Computer Optics GmbH, Germany) rogzitettiik.
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3.15. Statisztikai modszerek

Minden kisérlet soran legalabb harom paralell mérést végeztiink. Az eredményeket
atlag = standard hiba (SEM) alakban mutatjuk be. A statisztikai analizis soran kétmintas
Student t-probat, valamint ANOVA variancia-analizist alkalmaztunk. Szignifikancia

szintnek az 5 %-os valosziniiséget fogadtuk el.
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4. Eredmények

4.1. A GLUT10 sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalata

Els6é 1épésként megvizsgaltuk a GLUTI0 szubcelluldris elhelyezkedését
tengerimalac ~ majabol  készitett = kompartimentum  frakcidokban,  melyeket
ultracentrifugéalassal allitottunk el6. A frakciok ellenérzésére olyan antitesteket
hasznaltunk, amelyek adott frakciokban dusulnak fel (VDAC-mitokondrium; Grp78-
ER). A kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a GLUT10 fehérje az ER frakcioban van
jelen legnagyobb mennyiségben (7. abra).

tot. | ER | cito. mitokondrium

wokDa ____

GLUT10 e —
f—
Grp78
! ———— —

7okDa h—ﬂ—r  ——

VDAC
e

7. abra: A GLUT10 szubcellularis lokalizacioja tengerimalac majabol izolalt

frakciokon.

A GLUTI10 fehérje expresszidjat Western blot technikaval vizsgaltuk tengerimalac
majabol ultracentrifugaldssal készitett szubcellularis frakciokon. A frakcidok
tisztasdgat Grp78 (ER) és VDAC (mitokondrium) antitestekkel ellendriztiik.

tot.-teljes homogenatum, ER-endoplazmas retikulum, cito.-citoszol
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Kivancsiak voltunk arra, hogy a tovabbi kisérleteinkhez felhasznalni kivant
kontroll humén fibroblaszt sejtvonalakban is hasonld szubcellularis elhelyezkedést
tapasztalunk-e, mint a korabbi allati eredetii mintdkban. A fibroblasztokbol magi,
mitokondrialis, citoszolikus és ER frakciokat allitottunk eld (8. abra). A frakciok
tisztasagat frakcio-specifikus antitestekkel ellendriztiik. A Western blot analizis alapjan

a vizsgalt fehérje a human sejtvonalban is az ER frakcidban volt jelen.

N MT Cyt MS

551Da.__ | ! GLUTI10

95kDa.___| ‘.ﬂ\ Grp94

25kDa.___

VDAC
60 kDa_] Lamin a/c
42 kDa

S — GAPDH

8. abra: GLUT10 szubcelluliris elhelyezkedése human fibroblasztokbol izolalt
sejtfrakciokban.
A GLUT10 a humén fibroblaszt sejtekbdl izolalt, foként endoplazmas retikulumot
tartalmazé mikroszoma frakcioban volt jelen. A sejtfrakciok ellendrzését négy
kiilonb6zd antitesttel végeztiik, hogy meggy6zddjiink az elvalasztas sikerességérdl. N-

sejtmag, MT-mitokondrium, Cyt-citoszol, MS-endoplazmas retikulum

A GLUTI10 szubcellularis elhelyezkedését immunhisztokémiai vizsgalatokkal is
ellendriztiik primer fibroblaszt sejteken. Markans kolokalizaciot figyeltink meg a
GLUTI10 és a PDI kozott (9. dbra), mig a transzporter a mitokondridlis marker citokrém

c-vel nem mutatott kolokalizaciot.
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GLUTI10 mitokondrium egyiitt

citokrom c

GLUTI10 ER (PDI)

9. abra: A GLUT10 lokalizaciéjanak vizsgalata human fibroblasztokban.

A primer fibroblaszt sejtekben a GLUT10 antitest mellett a mitokondriumot
citokrom c-re, az endoplazmas retikulumot pedig PDI-re (protein diszulfid
izomeraz) specifikus antitesttel jeloltiik. A GLUT10 nem mutatott kolokalizaciot a

citokrom c-vel, a PDI-vel viszont nagymértéki atfedést figyeltiink meg.
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4.2. Az endomembrdnon keresztiil zajlo transzport defektusa ATS-ben

A transzport méréseinkhez hTERT immortalizalt human bor fibroblaszt
sejtvonalbol shRNS-t tartalmazd lentivirusos infekcidval 1étrehoztunk tobb olyan
vonalat, melyekben a beavatkozéssal csendesitettiik az SLC2A10 gént. A stabil klénokat
puromycines szelekcioval valogattuk ki. A csendesitést fél-kvantitativ RT-PCR-rel

ellendriztiik (10. abra).

10. abra: Az SLC2A10 gén csendesitésének ellenérzése.

A hTERT fibroblaszt sejtekben a GLUT10 génjének csendesitését kiilonbozo
ShRNS-eket tartalmazo lentivirusos infekcioval végeztiikk. RT-PCR technikat
alkalmaztunk a csendesités ellendrzésére, €s megallapitottuk, hogy a csendesités
mindkét alkalmazott csendesité vektor esetén — bar kiillonbozé mértékben — sikeres

volt. (1,2: kontroll mintak, 3-6: csendesitett mintak)

A tovabbi kisérletekhez két stabil csendesitett sejtvonalat valasztottunk ki,
melyekben ellendriztiik a GLUT10 fehérje szintjét (11. dbra). A fehérje mennyiség
szamszerusitéséhez a filmeket denzitometraltuk, kontrollként a GAPDH fehérjét
alkalmaztuk. Azt tapasztaltuk, hogy shRNSIII sejtvonalban csokkent szignifikansan
(41,33 %) a GLUT10 fehérje mennyisége (12. abra).
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40 kDa- — — GAPDH

11. abra: A géncsendesitett sejtvonalak fehérje szintjének ellenérzése.

A csendesitett sejtvonalakban a GLUT10 fehérje mennyiségét Western blot
technikaval vizsgaltuk, amelyhez GLUT10 specifikus antitestet alkalmaztunk. A

denzitometriai értékelés soran a GAPDH referencia gén fehérjéjét hasznaltuk. (n=4).

1004
o
3 |
Y
=X *
3 504 T
c
o
s

kontroll shRNSII shRNSIII

12. abra: Csendesitett sejtekben a GLUT10 fehérje mennyisége a kontroll %-aban.

A denzitometrias értékelést Western blot filmek alapjan végeztiik, 100%-nak a kontroll
minta GLUT10 mennyiségét allitottuk be. Az shRNSIII konstrukttal végzett csendesités

szignifikansan csokkentette a GLUT10 fehérje mennyiségét. (p=0,034)

4.3. GLUT10 — dehidroaszkorbat transzporter

A hTERT fibroblaszt sejteken olyan transzport méréseket végeztiink, melynek
soran kizarolag a sejtek plazmamembranjat permeabilizaltuk, az endomembranokat

intaktsaganak megdrzése mellett (szemipermeabilizalas). Erre azért volt sziikség, hogy
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megmérhessik az endomembranokon keresztil torténd DHA  felvételt. A
szemipermeabilizalas a plazmamembran szelektiv permeabilizalasat jelenti, melyhez
digitonint hasznaltunk 40 uM végkoncentracioban. A mitokondrium miikodését Na-
aziddal gatoltuk, hogy kikiiszoboljiik a  mitokondridlis  transzportot. A
szemipermeabilizalt hTERT fibroblaszt sejteken végzett transzportmérések kimutattak,
hogy mindkét shRNS-sel csendesitett sejtvonalban jelentésen csokkent a
dehidroaszkorbat felvétel a kontroll sejtvonalhoz képest (13. abra). A DHA transzport

szoros korrelaciot mutat a GLUT10 expresszalt mennyiségével (14. abra).

54

nmol DHA/ 10° sejt

0 1 Ll 1 Ll 1 1
0o 1 2 3 4 5 6

inkubaciés id& (perc)

13. dbra: A szemipermeabilizialt "\TERT fibroblaszt sejtek DHA transzportja.
o- mock (iires vektor), ®- shRNSII, A - shRNSIII

A digitoninnal permeabilizalt fibroblasztokat (kontroll és csendesitett) DHA és [14C]-
DHA jelenlétében inkubaltuk. A mitokondrium mitkodését Na-aziddal gatoltuk. A
jelzett id6pontokban 0,1 ml mintét vettiink, lesziirtiik és szcintillacids szamlaloval

mértiik a filteren levd radioaktivitast. Az adatok harom mérés 9sszesitésébol

szarmaznak, atlag + SEM. (xp < 0,05; **p< 0,01).

42



DOI:10.14753/SE.2019.2221

5-

4 o
S
<
5 2- o
4]
E
c

L L

u i | I ]

40 60 80 100

GLUT10 fehérje (a kontroll %-aban)

14. abra: A GLUT10 fehérjeszint és a DHA transzport korrelacidja.

o- mock (kontroll), ®- sShRNSII, A-shRNSII

Kontroll és ATS-ben szenvedd betegekbdl izolalt primer fibroblasztokon

vizsgaltuk az aszkorbat és DHA transzportot. A teljes sejten mért transzport azt mutatja,

hogy az aszkorbat transzport az ATS-es sejtekben valtozatlan (15. A abra), mig a DHA

transzport alacsonyabb foka a GLUT10 mutans sejtekben (15. B abra).
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M
1

nmol AA/106 sejt

inkubacios idé (perc)

nmol DHA /105 sejt

inkubacios idd (perc)

15. abra: Primer intakt fibroblaszt sejtek aszkorbat (A) és DHA (B) transzportja.
o-kontroll e- ATS
Az aszkorbat (AA) és dehidroaszkorbat (DHA) felvételét mértiik intakt kontroll és ATS
sejtekben rapid filtracids technikaval, melynek soran radioaktivan jel6lt ligandot
hasznaltunk 1 mM-os koncentracioban. A DHA transzport jelentdsen csokkent az ATS
sejtekben a kontroll sejtekhez viszonyitva, mig az aszkorbét transzportjaban nem volt

kiilonbség. (n= 6-10, atlag= SEM).
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Intakt  fibroblaszt sejteken  nagyhatékonysadgi  folyadékkromatografias
technikdval mértiik az aszkorbat hosszutava felvételét. A kisérlethez a kontroll és ATS
sejteket 24 o6ran keresztil eldkezeltik aszkorbattal 50 uM (fiziologias)
végkoncentracioban 0, 6, 12 és 24 oran keresztiil. A kezelést kovetden a sejtekbdl és a
sejtek tapoldatabol megmértiik a felvett (16. abra) és visszamaradt aszkorbat
mennyiségét (17. abra). Fiziologids koncentracid mellett az ATS sejtek aszkorbat
akkumulacidja elmaradt a kontroll sejtekétdl. A 24 oOras kezelést kovetden
szignifikansan alacsonyabb aszkorbat koncentraciot mutattunk ki a beteg sejtekben

(p=0,037).

nmol AA/ 10° sejt

0 T T . T "
0 5 10 15 20 25

inkubacids idd (ora)

16. abra: Primer intakt fibroblaszt sejtek hosszutavi aszkorbat felvétele.

A kontroll és ATS sejteket aszkorbattal kezeltiik 50 uM végkoncentracioban 0O, 6, 12 és
24 oran at, majd mértiik az aszkorbat felvételét HPLC technikaval. Az ATS sejtekben
szignifikansan alacsonyabb aszkorbat (AA) koncentraciot mértiink. (p= 0,037)
(o-kontroll ®- ATS ), n= 3, atlagt SEM.
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A sejtek tapoldataban az aszkorbat koncentracid jelentésen csokkent 24 ora alatt,
az aszkorbat egy része nagy valosziniiséggel oxidalodott az inkubacids id6 folyaméan. A

crer

kontroll és az ATS fibroblasztok kozott.

AA (pM)

E L L] | L )
0 5 0 15 20 25

inkubacios idd (ora)

sre s

intakt fibroblaszt sejtek tapoldatabol HPLC technikaval.
o-kontroll - ATS (n= 3, atlagt SEM, ns)

A primer fibroblaszt sejtek plazmamembranjat is permeabilizaltuk digitoninnal
az endomembranokon keresztiili transzportméréshez. Az aszkorbat felvétele
szamottevéen nem valtozott az ATS-es sejtekben a kontrollhoz viszonyitva (18. A
abra), azonban nagy mértékli csokkenést tapasztaltunk a beteg sejtek DHA

transzportjaban (18. B abra).
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18. abra: Szemipermeabilizalt primer fibroblaszt sejtek aszkorbat (A) és DHA (B)

transzportja.
Primer fibroblasztok plazmamembranjat digitoninnal permeabilizaltuk, majd radioaktiv

ligandokkal valo inkubalas utan (1-1 mM) rapid filtracioval mértiik az aszkorbat (A) és
a DHA (B) felvételét (n= 6-10, atlagt SEM). (o-kontroll e- ATS), p=0,0059
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Kovetkezd 1épésként primer fibroblaszt sejtekbdl izolalt mikroszoma (ER)
frakciot fuzionaltattunk egyrétegli liposzomakkal. A transzport mérés eredményét a 19.
abra szemlélteti. Az ATS sejtekbdl izolalt mikroszéma frakci6 DHA transzportja

elmarad a kontroll csoportétol, azonban az eredmény statisztikailag nem szignifikans.

60-

pmol DHA/ mg protein

inkubacios ido (perc)

19. abra: DHA transzport mérése mikroszomaval flizionaltatott liposzomakon.

Kontroll és ATS sejtekbdl izolalt mikroszoma (ER) frakciot fiziondltattunk egyrétegii
liposzémaval, majd rapid filtracios technikaval mértilk a DHA felvételét. Az ATS
sejtekbdl izolalt mikroszoma frakcio DHA transzportja ugyan elmarad a kontroll
csoporthoz képest, de ez a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans.

o-kontroll, e- ATS (n= 3, atlag: SEM).

In vitro transzlacioval eléallitott GLUT10 fehérjét egyrétegii, tojas lecitin alapu
liposzémaba agyaztuk, hogy mérhessik a DHA ¢és egyéb lehetséges GLUT10
szubsztratok transzportjat. A mérésekhez kétféle koncentracioban hasznaltunk DHA-ot
(1 és 5 mM), valamint aszkorbatot, gluko6zt, szachardzt és UDP-glukuronsavat 1 mM-o0s

koncentracioban. A GLUT10-et tartalmazo liposzomat 0,33, 2 és 5 percig inkubaltuk a
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kivalasztott szubsztratokkal. Kontrollként {ires liposzomat alkalmaztunk (20. abra). Az
UDP-glukuronsav és a szachar6z esetében nem tudtunk transzport aktivitdst mérni, az
aszkorbat esetében kis mértékl felvételt figyeltiink meg. A glukdzt és a DHA-ot 1ImM-
os koncentracioban vizsgalva hasonld mérési eredményeket kaptunk, a GLUTI10
mindkét anyagot 3-5 nmol/mg liposzoma koncentracioban transzportalta. A DHA

esetében a szubsztrat felvétel koncentracio-fiiggd volt.

20-

nmol/ mg liposzéma

0 1 2 3 4 S 6

inkubacios idé (perc)

20. abra: A transzlalt GLUT10 transzport aktivitasa.

Az in vitro transzlacioval eldallitott fehérjét egyrétegii liposzomaba agyaztuk €s mértiik
kiilonb6z6 szubsztratok transzportjat rapid filtracids technikdval. Transzport aktivitast a
gluk6z és a DHA esetében tapasztaltunk, amely koncentracié-fiiggd volt. o- DHA
(ImM), e- DHA (5mM), V¥ - glukéz (ImM), ¢-UDP-glukuronsav (1mM), A-aszkorbat
(1mM), o-szachar6z (1mM), ®- iires liposzoma (n= 2-4, atlag+ SEM).
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4.4, A GLUT10 reexpresszioja ATS fibroblasztokban: a DHA transzport

helyreallasa

A reexpresszids kisérletekhez a pEF6/V5-His-TOPO™ His-tag-gel jelolt
expresszios vektorral transzfektaltuk az ATS-es sejteket, ami tartalmazta a GLUT10
génjét. A transzfekcio sikerességét antitestes immunjeldléssel ellendriztiik, kontrollként
iires vektorral transzfektalt ATS sejteket hasznaltunk. Az 21. A. dbran GLUTI10-et
expresszalo kontroll fibroblaszt képe lathato. Az 21. B. abran bemutatott ATS
fibroblasztok és a C. abran szerepld iires vektorral (mock) transzfektalt ATS-es sejtek
egyike sem fejezte ki a vizsgalt transzportert. A sikeres transzfekciot kovetden az ATS-
es sejtek Ujra expresszaltak a GLUT10 fehérjét (21. D. abra).

21. abra: A GLUT10 reexpresszioja human ATS-es fibroblasztokban.

A P1 betegbdl szarmazd ATS sejtvonalban transzfekcioval re-expresszaltuk a GLUT10
fehérjét. A GLUT10 expresszidjat antitestes immunjeldléssel és fluoreszcens
mikroszkoppal ellendriztiik. A- kontroll fibroblasztok; B- ATS fibroblasztok; C- iires
vektorral transzfektalt ATS fibroblasztok; D- GLUT10-et tartalmaz6 vektorral
transzfektalt ATS fibroblasztok.
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A GLUTIO0 fehérjét ujra kifejez6 P1 ATS sejvonalon transzport méréseket
végeztiink, annak vizsgélatira, hogy a transzporter funkcidképes-e a transzfektalt
sejtekben. Ehhez a kisérlethez a sejtek plazmamembranjat digitoninnal permeabilizaltuk
a mar korabban leirt médon, majd rapid filtracios eljarassal mértik a DHA (1 mM)
felvételét harom kiillonb6z6 idépontban. A mérés eredménye azt mutatja, hogy a
transzfekciot kovetéen az ATS-es sejtekben a DHA transzport helyreallt (22. abra),
hasonldé koncentracio értékeket érve el, mint amiket a szemipermeabilizalt kontroll

fibroblasztok esetében mértiink.
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22. abra: A GLUT10 transzportert reexpresszalo ATS-es sejtek DHA transzportja.

A GLUT10 re-expresszalo szemipermeabilizalt sejtek DHA (1 mM) felvételét mértiik
rapid filtracios technikaval. A kordbban mar bemutatott ATS fibroblasztok
transzportjahoz viszonyitva jelentdsen magasabb (kontrollhoz hasonlo) felvételt
mértiink. A grafikon harom fiiggetlen mérés eredményét abrazolja (atlag £ SEM).
o- transzfektalt ATS-es fibroblaszt sejtek, ®- ATS fibroblaszt sejtek, m- kontroll
fibroblasztok, (p=0,0015)
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5. Megbeszélés

Az aszkorbathiany kovetkeztében kialakuld sulyos taplalkozasi betegség, a
skorbut mar a C-vitamin felfedezése eldtt is régota ismert volt. A skorbut sejtszinten
normal C-vitamin bevitel mellett is kialakulhat, hiperglikémia esetén a szdvetek
aszkorbat szintje csokkenhet a glukéz és a DHA GLUT transzporterekért vald
versengése kovetkeztében. (Price ¢és mtsai. 1996, Cunningham 1998). Ez a latens,
szoveti skorbut inzulin-fliggd cukorbetegségben is jelen lehet, ami az endotélium
miikodési zavarat idézi eld €s ateroszklerozis kialakuldsahoz vezethet (Price és mtsai.
2001). A fent felsorolt tanulmanyok ramutatnak, hogy az intracellularis skorbut létezik,
melyet a sejtek megnovekedett aszkorbat fogyasztasa, vagy az adott sejttipusba vald
transzport nem megfelelé aktivitasa okozhat. A C-vitamin transzporterek jelenléte az
intracellularis membranokban, valamint az egyes kompartimentumok kiilonbozé C-
vitamin felhasznalasa alapjan felvetddik, hogy szubcellularis skorbut is 1étezhet.

Ilyen aszkorbat kompartimentaciés betegség lehet a kanyargds artéria
szindromanak nevezett 6rokletes kot6szoveti betegség, melyet a GLUT10 transzportert
kodold SLC2A10 gén mutacidja okoz. A betegség patomechanizmusa ugyanakkor a mai
napig sem tisztazott. A GLUT10 fehérje sejten beliili lokalizacidjanak és transzportalt
ligandjainak megismerésével azonban kdozelebb juthatunk ahhoz, hogy megértsiik a
GLUTI10 szerepét ebben a kardiovaszkularis rendszert is érintd ritka megbetegedésben.
Munkank soran abbol a Segade (2010) altal kozol hipotézisbdl indultunk ki, hogy a
GLUT10 az ER membranjaban helyezkedik el és DHA-ot szallit az ER lumenébe. A
DHA aszkorbattd redukalodva részt vesz tobbek kozott a prolil- €s lizil-hidroxilaz
enzimek milkodésében (23. abra). Munkacsoportunk Kkorabbi kisérletei azt mutattak,
hogy a DHA (human) maj ER-be valo felvétele igen jelentés, minek alapjan
transzporter jelenlétét feltételeztiik az ER membranon.

Kisérleteink egy része arra iranyult, hogy megvizsgaljuk a GLUTI10 faji
szubcellularis elhelyezkedését. Immunoblot analizissel sikeriilt kimutatnunk, hogy a
vizsgalt transzporter fehérje human fibroblaszt sejtek €s tengerimalac majbol szarmazo
mikroszoma esetében az ER frakcidjaban dusul, mig a mitokondriumb6l nem volt

kimutathat6. A kanyargds artéria szindroma patologids elvaltozast ennek ellenére
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majszovetben nem idéz eld feltehetden a majsejtek ER membranjanak nagy
DHA/glukoz transzporter heterogenitasa miatt (Banhegyi és mtsai. 1998).

Human fibroblasztokban végzett immunhisztokémiai vizsgalatok azt mutatjak,
hogy a GLUTI10 erds perinuklearis elhelyezkedéstli, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a
fehérje a magmembranban és/ vagy a nukleoplazmas retikulum membranban talalhato.
Ez a feltevés immunoblottal nem igazolodott, mert a kontroll sejtekbdl izolalt magi
frakcioban nem tudtuk kimutatni a GLUT10 jelenlétét. A mitokondrium megjelolésére
hasznalt citokrom-C a transzporter fluoreszcens jeldléséhez viszonyitva teljesen eltérd
morfoldgiat tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a két fehérje nem kolokalizal.

Megvizsgaltuk human fibroblaszt sejtekben a GLUTI10 és az ER marker PDI
sejten beliili elhelyezkedését. A kisérlethez a P1 kanyargos artéria szindromds beteg
fibroblasztjait hasznaltuk fel, ahol teljes mértékben hianyzik a GLUTI10 fehérje
expresszidja. Tranziens transzfekcioval sikeriilt a P1 sejtekbdl tjra GLUT10-et
expresszalo sejteket eldallitani. A transzfektalt sejtvonalban a vizsgalt fehérje sejtmag
kortili elhelyezkedést mutat és markénsan kolokalizal a protein diszulfid izomerazzal. A
GLUT10 elhelyezkedésének mintazata nagyon hasonlit a patkany aorta sima
izomsejtekbdl kimutatott GLUT 10 expressziohoz (Segade 2010).

Eredményeink  alapjan  megkérddjelezhetd a  GLUTIO transzporter
mitokondrialis elhelyezkedése, melyet egér modellben kozoltek le 2010-ben (Lee és
mtsai. 2010). Az eredményekben fellelheté ellentmondésok feltehetéen a fajok kozotti
kiilonbségekbdl adodhatnak. GLUT10 mutans egerekben a kanyargos artéria szindréma
emberre jellemzdé fenotipusa nem alakul ki, ami azzal magyarazhatd, hogy az egér a
miikddéképes gulonolakton oxiddz enzime révén képes a C-vitamin szintézisére. Ezen
kiviil a mitokondrium membranban szdmos egyéb aszkorbat és DHA transzporter
talalhatd (Szarka és mtsai. 2004, KC ¢s mtsai. 2005, Azzolini és mtsai. 2013, Muioz-
Montesino és mtsai. 2014), melyeken a C-vitamin a mitokondriumba juthat, igy a
GLUT10 elveszti jelentdségét, mint mitokondridlis transzporter.

Funkcionalis vizsgalataink soran liposzomaba agyazott, in vitro transzlacioval
eldallitott GLUT10 fehérjérdl sikeriilt bizonyitanunk, hogy dehidroaszkorbat és glukéz
transzportjara egyarant képes. ATS fibroblasztokbol, illetve kontroll sejtekbdl izolalt és
liposzomaval flziondltatott mikroszoma (ER) frakcion kimutattuk, hogy a DHA

transzport csokkent azokban a proteoliposzomakban, amelyek az ATS betegek
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mikroszomalis fehérjéjét tartalmaztak. A teljes sejten mért transzport azt mutatja, hogy
az aszkorbat transzport az ATS-es sejtekben valtozatlan, mig a DHA transzport
alacsonyabb fokti a GLUTI10 mutans sejtekben. Ennek magyarazata lehet, hogy a
GLUTI10 kis mennyiségben a plazmamembranban is eléfordul. Masik lehetdség, hogy
az endomembranokon keresztiili transzport hatdssal van a teljes sejt DHA felvételére is,
vagyis a kontroll sejtekben az endomembranokon akadalytalanul atjut a DHA, igy azok
,beszivjak™ a kiviilrél hozzaadott DHA-ot. GLUT10 mutans sejteken ez a szivohatas
nem érvényesiil, tehat alacsonyabb foku teljes sejt felvételt kapunk. Plazmamembran
permeabilizalt ATS fibroblaszt sejtekben nagymértékii DHA transzport csokkenést
tapasztaltunk a kontroll sejtekhez képest, ami az endomembranokon keresztiili DHA
transzport defektusara utal. A hTERT fibroblaszt sejtekben a GLUT10 génjének
csendesitésével a DHA felvétele szignifikdnsan csokkent az endomembranokon at. A
transzport funkcidt helyre tudtuk allitani ATS fibroblasztokban a GLUTI10 ujra
expresszaltatasaval. Régota feltételezik, hogy az endomembranok, foként az ER glukoz
transzportjat az ER-ben lokalizalt gluk6z-6-foszfatdz rendszer tagja latja el (van
Schaftingen és Gerin 2002). Az endomembranokban megfigyelhetd transzportaktivitas
hatterében a glukoz és DHA transzportért felelds GLUT10 is 4llhat, azonban tobb
funkcionalis tanulmany is igazolja az ER gluk6z transzportereinek heterogenitasat
(Marcolongo ¢és mtsai. 1996, Banhegyi ¢s mtsai. 1998, Fehr ¢és mitsai. 2005).
Feltételezésiink szerint a GLUT10 defektusa lokalis hipovitamindzist idéz eld, melyben
nem minden sejttipus érintett. Az érintettség valdszinlileg a GLUTIO relativ
expresszidjaval fiigg 0ssze; fibroblasztokban és érfali simaizom sejtekben a transzporter
erSteljesen expresszalodik (http://biogps.org/#goto=genereport&id=81031). gy nem
meglepd, hogy a koros elvaltozasok ezekre a sejtekre korldtozddnak.

Felmeriil a kérdés, hogy a C-vitaminnak mely funkcioja hianyzik a kanyargds artéria
szindromdas betegekben? Az aszkorbat nyilvanvald antioxidans hatasan kiviil Fe?"/2-
oxoglutarat-fliggd dioxigenazok kofaktora (23. abra; Kuiper és Vissers 2014). Ebbe az
enzimcsaladba tartoznak ugyanugy a prolil- és lizil-hidroxilazok, melyek a kollagén és
elasztin molekuldk poszttranszlacids modositasat végzik (Myllyharju 2008), mint
szamos DNS és hiszton demetilaz enzim (Monfort és Wutz 2013). A DHA elektron
akceptorként fontos szerepet tolt be az oxidativ fehérjetekeredés soran a diszulfid-hidak

kialakitasaban (Nardai és mtsai. 2001, Saaranen és mtsai. 2010). A nukleoplazmaban és
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a szekrécidos apparatus elemeiben fellépd aszkorbathiany epigenetikai és
poszttranszlacios szinten is befolydsolhatja az extracellularis matrixfehérjék termelését
(Banhegyi ¢s mtsai. 2014). Transzkriptom analizissel génexpresszios valtozasokat
sikeriilt kimutatni ATS-es fibroblasztokban (Zoppi és mtsai. 2015). Expresszios eltérést
nem csak a TGFp jelpalya ¢s extracellularis matrix szervezddéséért és homeosztazisaért
felelds génekben talaltak, hanem olyan génekben is, melyek a sejtek energiamérlegének
szabalyozasaban és az oxidativ stresszvalaszban jatszanak szerepet (Zoppi ¢és mitsai.
2015). Tovabbi vizsgélatok sziikségesek ahhoz, hogy tisztazni tudjuk ezeknek a

valtozasoknak a befolyasat a kanyargos artéria szindroma patomechanizmusara.
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23. abra: A C-vitamin lehetséges szerepe az endoplazmas retikulumban és a

magmembranban.
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6. Kovetkeztetések

Legfontosabb uj megallapitasaink a kovetkezok:

« A GLUTI10 fehérje, mely véleményiink szerint a DHA transzportjaért felelds, az
ER-ben lokalizalodik.

e GLUTI10 mutans (ATS betegekbdl szarmazd) és géncsendesitett sejteken végzett
transzport mérésekkel  igazoltuk, hogy a DHA transzportja mind a
plazmamembranon, mind az endomembranokon keresztiil csokkent a vad tipusu
GLUT10-et tartalmazod  sejtekhez képest.

e Proteoliposzoémakban igazoltuk, hogy a GLUT10 dehidroaszkorbat transzporter.
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7. Osszefoglalas

A kanyargos artéria szindroma (arterial tortuosity syndrome (ATS, OMIM 208050) a
kotdszovet egygénes O0roklodd betegsége, melyet a nagyobb artéridk megnytlasa és
kacskaringos lefutasa, az iziiletek hipermobilitdsa ¢és a bor lazasaga jellemez. Az ATS
oka a glukoz transzporter 10 (GLUT10) fehérjét kodolo SLC2A10 gén mutacidja. Az
ATS jelenlegi modelljei azt feltételezik, hogy (i) a GLUTIO hidnya a sejtmag
periféridjan glukoz-fiiggd TGFP aktivalodashoz vezet, mely stimulalja az érfal
oxidativ stresszt okoz az érfal simaizom sejtjeiben. Hipotézisiink szerint - mely sajat
korabbi eredményeinken alapul - a GLUTI10 (dehidroaszkorbat forméajaban)
aszkorbinsavat transzportdl az endoplazmas retikulum lumenébe. Az intraluminalis
prolil- és lizil-hidroxilazok kofaktora az aszkorbinsav, igy hianyaban a kollagén és
elasztin képzOdése ¢és feltekeredése zavart szenved. Célunk volt a GLUTI0
szubcellularis lokalizacidjanak felderitése és a GLUT10-fiiggé dehidroaszkorbat
transzport kimutatdsa fibroblasztok endoplazmaés retikulumaban. A kisérleteket foleg
humaén sejtes modelleken végeztiik, mivel a GLUT10 knockout egér nem mutatja az
ATS tiineteit. Erdeményeink szerint a GLUT10 az endoplazmas retikulum (ER)
dehidroaszkorbinsav (DHA) transzportere. Immunocitokémiai vizsgélatok a GLUT10
perinukledris elhelyezkedését mutattak kontroll fibroblasztokban. A GLUTI10 fehérje
sejtfrakciondlast kovetd immunoblottal a fibroblasztok mikroszomalis frakcidjaban
lokalizalodott. A fibroblasztok hosszantarto inkubalasa aszkorbat jelenlétében kétszeres
intracellularis aszkorbat koncentracidt eredményezett a kontroll sejtekben az ATS
sejtekhez képest. Szelektiven plazmamembran permeabilizalt ATS ¢és GLUTI0
csendesitett fibroblasztok DHA felvételében jelentés csokkenést észleltiink. A GLUT10
ATS fibroblasztokban torténd stabil kifejezése helyreallitotta a DHA transzportot. Az in
vitro transzlacioval eldallitott GLUTI10 fehérje proteoliposzomaban hatékonyan
facilitdlta a DHA transzportot. Eredményeink szerint tehat a GLUT10 facilitalja a DHA
felvételét az ER lumenbe; az aszkorbat hidny ezen kompartimentumok Fe®*'2-
oxoglutarat-fliggd dioxigenazainak csokkent funkcidjan keresztil vélthatja ki a

patologias hatasokat.
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8. Summary

Arterial tortuosity syndrome (ATS, OMIM 208050) is a heritable monogenic disorder
of connective tissue characterized by elongation and generalized tortuosity of the major
arteries, hyper mobility of the joints, and laxity of skin. ATS is caused by mutations in
SLC2A10, encoding Glucose Transporter 10 (GLUT10). The current models of ATS
hold (i) that loss of GLUT10 at the nuclear periphery induces a glucose-dependent
increase in TGFf that stimulates vessel wall cell proliferation: (ii) that loss of GLUT10
results in a defective mitochondrial ascorbate accumulation and in turn in oxidative
stress of the vascular smooth muscle cells. We proposed - based on our previous work -
that GLUT10 transports ascorbate (in the form of dehydroascorbate), a cofactor for
prolyl- and lysyl-hydroxylases, into the rough endoplasmic reticulum. In ATS, loss of
GLUT10 results in defective collagen and elastin maturation/folding. The aim of the
project was to prove the subcellular localization of GLUT10 and to demonstrate
GLUT10-mediated dehydroascorbate transport into the endoplasmic reticulum of
fibroblasts. The work have been done in human cell models, as the GLUT10 knock out
mouse does not present with evident ATS symptoms. We found that GLUT10 is a
dehydroascorbic acid (DHA) transporter in the endoplasmic reticulum (ER) and nuclear
envelope. GLUT10 showed a perinuclear distribution demonstrated by
immunocytochemistry in fibroblasts from healthy controls. Cell fractionation and
immunoblotting revealed that GLUT10 protein was present in the ER - but not
mitochondrial - fraction of the cells. Transport measurements in cells whose plasma
membrane was selectively permeabilized showed that DHA transport and accumulation
was markedly reduced in fibroblasts from ATS patients and in GLUT10 silenced
immortalized human fibroblasts. Re-expression of GLUTI10 in patients® fibroblasts
restored DHA transport activity. GLUT10 protein produced by in vitro translation and
incorporated into liposomes efficiently transported DHA. Long-term incubation in the
presence of ascorbate (AA) resulted in a twofold higher steady-state intracellular AA
concentration in control fibroblasts compared to ATS cells. Our data demonstrate that
GLUT10 facilitates DHA entry into the ER lumen; the missing function of AA as a
cofactor for iron/2-oxoglutarate dependent dioxygenases in these compartments might

be a decisive factor of the pathomechanism of ATS.
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