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Bevezetés

Szdmos anyagcsere-betegség kiséré tlinete neutropénia, neutrofil apoptézis és neutrofil
funkcdézavar. A legtobb esetben nem ismert a jelenség hatterében allé ok. Munkacsoportunk régota
foglalkozik endoplazmas retikulum (ER) fehérjéivel, ezért olyan ER fehérjék vizsgalatat tlztik ki célul,
melyek neutrofil funkciézavarhoz vezetnek. Kordbban a glukdz-6-foszfat transzportert, jelenleg
elsGsorban a glukdz-6-foszfataz bétat (G6PC3) és az ADP dependens glukokinazt (ADPGK) — melynek a
glukdz-6-foszfat a terméke - vizsgaltuk . Epidemioldgiai célkitlizése is volt a palyazatnak, hiszen
Magyarorszagon eddig nem voltak, vagy nagyon kis esetszamban voltak genetikai hattérrel
feltérképezve a neutropénidval jard (anyagcsere) betegségek. Eurdpai adatok alapjan 3-5
beteg/1000000 lakos az el6forduldsi aranya a velesziletett sulyos neutropénidnak (Kostmann

szindroma, SCN). Magyarorszagon ez nagyjabol 30-50 SCN beteget jelent.

A pdlydzat témdjdaban elért eredmények
Vizsgadlt betegek

Az epidemioldgiai cél kitlizése és eredménye nem bizonyult annyira hatékonynak, mint azt
reméltik. Kilfoldi posztdoktoridlis tanulmdnydton szerzett tapasztalatok alapjan terveztik a
kilfoldon latott példat itthon megvaldsitani. Munkacsoportunk 21 esetben vizsgalt human DNS
mintdkat. A kontroll vizsgdlatokhoz sziikséges granulocitdkat az Orszagos Vérelldtéd Szolgalattdl
vasarolt anonimizalt vérkészitménybdl — ,buffy coat”-bdl — izolaltuk. A vizsgdlatokat az ETT-TUKEB

engedélyének birtokdban végeztik.



A kapott mintak feldolgozdsa soran felmeriilt a probléma, hogy bar a mintdk az anamnézis és
a heteroanamnézis alapjan neutropénids betegektél szarmaznak, mégis a klinikai kép nem volt
osszhangban a vérképbdl rendelkezéslinkre all6 - id6nként alacsony - fehérvérsejt-szamokkal.

A vizsgalatba bevont betegek életkora 6 ho és 36 év kozott valtozott, a fehérvérsejt-szamok 1,31 G/I
és 11,0 G/I kozott voltak. A neutrofil granulocitak értékei 0,2G/| és 9,56 G/I k6zo6tt mozogtak a
vérvételekidején.

Ot esetben tarsultak stlyos klinikai tiinetek a neutropénidhoz, ugymint visszatéré bakterialis
bér-, felséléguti-, hugyuti fertzések, aphtdzus sztomatitis, gombas fert6zések, urogenitalis és/vagy
pulmondlis malformacidk, fejlédési visszamaradottsag. Négy esetben enyhébb bakteridlis fert6zés
jelentkezett nagyobb gyakorisaggal, mig a t6bbség esetében nem voltak a korosztdlynak megfelel§
fert6zéseken kivil egyéb tinetek. Azokban az esetekben, ahol a vérvétel idején normdlis
fehérvérsejtszdm és neutrofil granulocita szam volt megfigyelhetS, azért végeztik el a
szekvenaldsokat, mert az anamnézisben heteroanamnézisben gyakran elSfordult laborvizsgalatok
esetében granulocdtopénia, amely a vizsgalat id6pontjaban nem volt detektalhatd. llyen esetek féleg
az els6 harom évben fordultak el6. Az els6 harom év eredményeit bemutattuk a Magyar
Gyermekgydgyaszok és Gyermmek-hematolégusok Tarsasaga évi munkaértekezletén 2015
janudrjaban. A  munkaértekezleten mds el6adoktdl elhangzottak egybevégtak sajat
megfigyeléseinkkel. Azokban a mintakban, ahol bar csékkent volt a neutrofil sejtek szama, viszont a
klinikai kép, ill. az epikrizis teljesen ,atlagos” eseteket irt le, nem taldltunk eltérést. Klinikus
kollégakkal konzultdlva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek benignus neutropéniadk, és bar
valdszinlileg velesziletettek, id6vel elmulnak. Miutdn a megszokottdl sulyosabb fert6zések nem
Iéptek fel, ezeket az eseteket nem tekintettiik SCN betegeknek.

Ezek utdn szigorubb bevalasztasi és kizarasi kritériumokat vezettiink be, hiszen kiderilt, hogy
szdmos esetben granulocitopénia megfigyelhet6 kiemelked6 klinikai tlinetek nélkdl is. Bevonasi
minimal kritériumok lettek a szokatlanul gyakori fert6zések, vagy rekurrens bér, vagy léguti
bakteridlis fert6zések, illetve tiidégyulladas és két éves kor folott kronikus aphtdzus sztomatitis
voltak a neutropénia mellett A kutatas utolsé évében ennek fényében kevesebb beteget tudtunk

bevonni a kutatasba.

A szekvendldsok eredménye

A legfontosabb szekvendlasi eredményiink egy beteg esetében diagnosztikus volt a G6PC3-
mal kapcsolatban. Kimutattunk egy G/C nonszensz mutaciot a G6PC3 gén 141. bazisa helyén. Ennek
kovetkezménye, hogy a G6PC3 els6 exonjdban a 47. aminosav beépilése helyett a fehérje
terminalédik - Tyr —> STOP. Ezek utan természetesen a csalddtagok G6PC3 szekvencidjat is
megvizsgaltuk. A mutacid heterozigéta formaban mind a két egészséges szll6ben megtaldlhatd, de
ez naluk betegséget, tineteket nem okoz. A fenti betegnek van egy egészséges testvére, akinek
szintén megvizsgaltuk a GE6PC3 génjét, 6 mindkét szUl6tdl a jo allélt 6rokolte. Ezek alapjan sikeresen

igazoltuk a betegség hatterében allé mutacidt, amely az elsé magyarorszagi SCNIV-es beteget jelenti.



Az ELA2-t kédold gén esetében:

e kimutattuk a mar ismert rs137854451 ELA2 mutdciét az 5. exonban. A mutaciot
szekvenaldson kivil RFLP-vel is igazoltuk. A mutacid misszensz - Gly185Arg - és minden
esetben sulyos lefolydsu betegség képében jelentkezik. A mutaciét miis sulyos betegnél
mutattuk ki, aki a betegség progresszidja kovetkeztében exitalt.

e G/A, heterozigbta mutacid6 a 3. exonban; autoszomadlis dominans -->  Val72Met;
rs137854449, mar leirt patogén mutacio;

e G delédd az 5. (utolsé) exonban; kereteltolédas; kordbbi stop kodon, azaz triptofan helyett

ledll a szintézis -->W241Term; ezt a mutaciét eddig egyszer irtdk le;

Egyéb eltérések, amelyeket a szekvendldsok sordn taldltunk, de jelen ismereteink szerint nem

kothet6k a betegséghez:

GFI-t kédold génben:

e a2.intronrégidban GCCCCGCCTGGCCCGCGCGC delécid, heterozigdta, rs150506480;

e 5'UTRrégidban T/G polimorfizmus, heterozigota, rs72962659;

e 3. exonban T/C polimorfizmus heterozigéta, nem okoz aminosav cserét — Cys/Cys,
rs11164605;

G6PC3-t kddold génben
e 5'UTR régidban C/T polimorfizmus, heterozigdta, rs228758;
e 5'UTR régidban C/A polimorfizmus, heterozigota, nincs az adatbazisban;

e 3'UTRrégidban C/G polimorfizmus, heterozigbta, rs1046770;

ADPGK-t kddold génben:
o két begetnél (testvérek): ADPGK exonban ismert SNP rs34149613, Ser437Leu;
o négy betegnél: SNP rs228758 C/T - intron régidban;

Két betegben csokkent granulocita funkciét, és a Grp78, mint endoplazmds retikulum stressz

marker fokozott expressziéjat mutattunk ki, de eltérést az altalunk vizsgdlt génekben nem talaltunk.

A G6PC3 kiesésének kévetkezményei

Hipotézisink szerint a granulodtakban a fokozott glukdz-6-foszfat termelés a szubsztrat
kindlat novelése révén befolyasolhatja a luminalis G6P metabolizmust a granulocitdk érése soran, igy
kihatassal lehet az ER belsé homeosztazisara.

Az eddigi egyetlen SCNIV-es beteg esetében fehérvérsejtbdl endoplazmas retikulum stressz-
markereket, illetve a betegséghez vezet6 egyéb, féleg apoptdzishoz vezet6 fehériéket mértink
immunblot technikdval. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy ebben a betegben a stresszfehérjék
kozil a BiP, a P-Perk, a P-elF2-a szintje emelkedett meg, mig az ATF4 és a CHOP csokkent volt.
Erdekesség, hogy a H6PD is csokkent volt a vizsgdlt mintdban a kontrollhoz képest. Ezek az

eredmények azt sugalljak, hogy bar fenndll fokozott endoplazmas retikulum (ER) stressz a G6PC3



kiesése miatt, és ez ER stressz kdvetkeztében beindithatja az apoptotikus utakat. A mintakban ez a
fehérjék szintjén nem mutatkozik meg, hiszen az ATF4 és a CHOP nem volt emelkedett. Ennek okat
nem konnyld megtalalni, hiszen figyelembe kell azt is venni, hogy a beteg rendszeresen G-CSF-et kap.
Emellett rendszeresen részesiil E-vitamin szupplementdacidban, ami feltehet6en ellenstlyozza az ER-
stressz okozta molekularis valtozdsokat. Ezeket a vdltozasokat jelenleg tultermeltetett, illetve

géncsendesitett sejttenyészeteken, mint modelleken vizsgaljuk.

G6PC3 enzimaktivitasanak vizsgdlata

Beallitottuk a szdmunkra alkalmas foszfatkimutatason alapuld foszfatdz-aktivitas mérését.
KGlonb6z6 szubsztratokat vizsgdltunk (el6szor) patkany maj (negativ kontroll), illetve here
mikroszéman. Ez utdbbi szovetben a G6PC3 expresszidja korlilbelll tizszerese a tobbi szovetének.
Ezen kivil teljes patkdnyhere-homogenatumbdl és mikroszémabdl tisztitottuk a G6PC3-mat.
Fehérjetisztitds utdn mért aktivitadsok azt mutatjak, hogy egyszeri DEAE-szefardz tisztitdssal kilon
lehet vélasztani a 6-foszfoglukonat (6PG) aktivitast a glukdz-6-foszfat (G6P) aktivitastdl. Az enzim
fenil-szefardzos oszloppal mar nem tisztithato tovabb. Az aktivitasok jol korreldlnak a Western-blottal
kimutathatd G6PC3-mat tartalmazdé frakciokban. A legmagasabb 6PG foszfatdz aktivitassal
rendelkezé frakdd segitségével egyéb termindlis szénhidrat-foszfat hidrolaz aktivitasokat is
megmértink. A szakirodalomban nem taldlhatok megbizhaté adatok ezzel kapcsolatban. A
legmagasabb aktivitast xilul6z-5-foszfattal kaptuk, amely a 6PG aktivitdsanal nagyjabdl tizszerese. Ezt
kovette csokkend sorrendben a ribdz-5-foszfat-, szorbitol-6-foszfat-, illetve a fruktdz-6-foszfat
foszfataz aktivitasa. A legkisebb aktivitast G6P-tal és eritroz-4-foszfattal kaptuk, el6bbinél a 6PG-
foszfataz aktivitasa nagyjabdl kétszerese. A méréseket G6PC3-mal tultermeltetett HEK sejtekben is
elvégeztiik, melyek az el6z6ekkel teljesen egybevagnak.

Az irodalmi adatok és sajat méréseink is azt mutatjak, hogy SCN-ben a granulocitak
szénhidrat-anyagcseréje érintett. Megvizsgaltunk a glikéz metabolizmusdban részt vevd
endoplazmds retikulumhoz kot6d6 fehérjék expresszidjat is in vitro sejttenyészeten. Kisérleti
alanynak HL-60-as sejteket hasznaltunk, melyek differencidltathaték mind granulocita jellegi sejtté,
mind makrofdgokka. A G6PC3, H6PD, G6PT és az ADPGK fehérjék expresszidjat vizsgdltuk meg mRNS
és fehérje szinten a HL-60-as sejtek differencidciéja soran (RT-PCR, Western-blot). Eredményeink azt
mutattak, hogy a G6PC3, ill. GEPT mennyisége nem valtozik sem mRNS, sem fehére szinten a
differencidlédds sordan. Az ADPGK jelentésen indukalddik mind RT-PCR-rel vizsgalva, mind fehérje
szinten. Az indukcid ardnyos a differencidlédott sejtek szamdval. Az enzimaktivitds mérések szintén
aldtamasztjdk ezt az indukcddét. A H6PD mRNS szintén indukalédik az RT-PCR szerint. A
fehérjevizsgdlatok egyértelmdien az érintett enzimek indukcidjat tdmasztjak ala, ez utdbbi fehérjéhez

az enzimaktivitds mérések még folyamatban vannak.



HL-60 differencidléddsa sordn indukdlédo ADPGK vizsgdlata

Az enzimnek ADP és glukdz a szubsztratja, termékei a glukdz-6-foszfat és AMP. Lokalizacidja
ER-hez kotott, az aktiv centruma a citoplazma felé mutat. Az ADPGK expresszidja tizszeres
emelkedést mutatott DMSO-val differencidlt H-60-as sejtekben a differencidlatlanokhoz képest. Az
indukciét fehérje szinten is megerdsitettik. C*-gyel jeldlt glukéz és ioncseréld kromatografia
segitségével spedifikus aktivitdsemelkedést is kimutattunk. A mért aktivitdsok a nem differencidlt vs.
differencidlt sejtekben a kovetkez6k voltak: 3.743 + 0.2641 U/mg prot. vs 5.039 + 0.1321 U/mg prot.
(atlag £ SEM, n= 10 és 18 kozott, p<0,001). Az enzimaktivitasokat fluoriméterrel NADPH termelésen
alapuléd mddszerrel is megmértik. Azeredmények egyeztek a radioaktiv méréseknél kapottakkal.

Az eukariota ADPGK-rdl egyel6re kevés publikdcid jelent meg és a funkcidja is ismeretlen.
Feltételezéseink szerint a granulocita iranyba differencidlédott HL-60 sejtekben az ADPGK indukcidja
teszi lehet6vé, hogy a sejtek az ,oxidativ burst”-hoz szikséges NAPDH generdlashoz megfelel6
mennyiségl glukdz-6-foszfatot G6P tudjanak termelni. Hipotézisiink felallitdsahoz ADPGK siRNS-sel
csendesitett differencidlt HL-60-as sejteket haszndltunk. Az expresszié és enzimaktivitds a
géncsendesitett sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb volt. A funkdondlis vizsgdlatokhoz forbol-
észterrel aktivalt differencidlddott HL-60-as sejteken szuperoxid termelést mértiink. Az ADPGK siRNS-
sel kezelt sejtekben szignifikdnsan kevesebb szuperoxid termel6dott a kontroll sejtekhez képest.
Ezzel igazolni l1atjuk, hogy ADPGK-ra granulocita jellegli sejtekben a megfelel6 mértékd szuperoxid
termeléshez van sziikség. Az ADPGK-t szintén tisztitottunk fehérvérsejtekbdl, majd karakterizaltuk.
Két anioncserél6 és egy hidroxiapatit tisztitasi 1épés utdn a fehérje tovabbra is aktiv, a specifikus
aktivitasa korulbelll 360 szorosa a kiindulasi értéknek. Tovabbi tisztitasi |épések jelenleg folyamatban
vannak. Feltételezéseink szerint az enzim hidnya fokozott bakteridlis fert6zésekhez vezethet, de erre
vonatkozé adatok nem alnak rendelkezéslinkre. Az ADPGK szerepe ezen kivil granulocitdkban -
feltételezhetéen - az érés soran a fokozott G6P termelés, amely a szubsztratkindlat novelése révén

befolyasolhatja az ER lumindlis G6P metabolizmust.

Egyéb

A palyazat id6tartama alatt az OTKA palyazatnak is koszénhetéen megalakitottuk az Orvosi
Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Patobiokémiai Intézetben az 6nallé ,Ritka anyagcsere-betegségek

munkacsoport”-ot.

Osszefoglaléan a legfontosabb eredmények, melyeket a pdlydzat ideje alatt elértiink:

e Rutinszerlien hasznalhatdé szekvendldsi mddszert allitottunk be a kovetkez& SCN-t okozd
gének esetében:
G6PC3, ELA2, GFI, WASP, ADPGK

e Diagnosztizadltuk az elsé magyarorszagi SCNIV —ben szenvedd G6PC3-mutdciét hordozéd
beteget.

e Sulyos SCN-es betegnél diagnosztizaltunk egy ritka mutdciét az ELA2 génben.



Harom esetben tudtuk kimutatni ELA2 mutacidjat SCN esetében, és egy esetben a G6PC3
mutaciojat. Ezek az eredmények alulreprezentaljak a feltételezett SCN-es betegek szamat.
Kimutattuk, hogy a G6PC3 fehérjének van mas szubsztratja is a glukdz-6-foszfaton kiviil.

A terminalis szénhidrat-foszfatok kozil a G6PC3 emelkedett aktivitdst mutat xiluldz-5-
foszfattal, riboz-5-foszfattal, szorbitol-6-foszfattal, illetve fruktdz-6-foszfattal, valamint
jelentds aktivitasa van 6-foszfoglukonattal.

Kimutattuk az ADPGK szerepét granulocitak szuperoxid termelésében.

Megallapitottuk, hogy klasszikus fehérjetisztitasi modszerekkel az ADPGK fehérvérsejtekbdl
tisztithatd, funkcidjat megtartja.

Eredmények bemutatdsa

Kisérleti eredményeinket el6sz6r a 2012-es horvat, szlovén és magyar biokémiai egyesiletek elsd
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Opatija, Junius 13-16., 2012). A kés6bbiekben a kovetkez6 tudomanyos szimpdziumokon,

konferencidkon mutattuk be eredményeinket:

A Magyar Elettani, Farmakoldgiai és Mikrodrkulaciés Tdarsasagok 2013. évi Kézds
Tudomdnyos Kongresszusa 2013. juanius 5-8., Budapest: ,Szénhidrdt-anyagcserében részt
vevé fehérjék vizsgdlata HL-60 sejtek differencidloddsa sordn”

A MGYT-MIT-MAKIT Gyermekimmunoldgiai Munkacsoport (lése 2013. december 6-7.,
BlkfirdG: ,ADP fiiggd glukokindz szerepe leukocitdk szuperoxid termelésében”

FEBS-EMBO Konferendia, Pdrizs, 2014. augusztus: ,The role of ADP dependent glucokinase in
the peroxide production of HL-60 cells”

MBKE - Magyar Biokémia Egyesiilet Vandorgy(ilése Debrecen, 2014. augusztus: ,,Role of ADP
dependent glucokinase in respiratory burst of differentiated HL-60 cells”

MGYGYT - Magyar Gyermekgydgydszok és Gyermek-hematolégusok Tarsasaga évi
munkaértekezlete 2015. januar: ,A sulyos velesziiletett neutropénia (SCN) genetikai
hdtterének magyarorszdgi feltérképezése és a betegség hdtterében Iévé tényezbk
megismerése”

20th Congress of European Hematology Association (EHA), 2015. junius 11-14., Bécs:
,Endoplasmic reticulum stress response in G6PC3 deficient white blood cells”

40th Congress of The Federation of European Biochemical Societies (FEBS), 2015. julius 4-9.,
Berlin: ,,G6PC3 deficient human white blood cells exhibit distinct endoplasmic reticulum stress
response”

Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Patobiokémiai Intézet
szeminariuma 2015. december 9., Budapest: ,Glukdz-6-foszfat metabolizmusa
extrahepatikus szévetekben"

Semmelweis Egyetem PhD tudomanyos napok 2016. aprilis 7-8, Budapest. : ,,Endoplasmic
reticulum stress response in G6PC3 deficient white blood cells”

46. Membran-Transzport Konferencia, 2016. majus 17-20. Siimeg: ,Gliikoz-6-foszfatdz-8
szubsztrdtspecificitdsdnak és bioldgiai jelentéségének vizsgdlata”



