»A cink szerepe az intracellularis Ca®" és cAMP szint szabalyozasaban léguti és
intesztinalis hamsejtekben” cimii OTKA (K79189) altal tamogatott kutatasok

zardjelentése

1. Az extracellularis tér iondsszetételének szerepe a léguti hamsejtek Ca** homeosztdzisanak
szabalyozasaban:

Cisztas fibrozisban (CF) a cAMP/PKA-dependens transzepitelidlis anionszekrécio karosodik,
melynek oka a ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator” (CFTR) fehérjét
kodold génben bekdvetkezett mutacio. A CF-ben alkalmazott terapias modszerek egyike az
intracellularis Ca** koncentracié ([Ca®']j) emelésén keresztiil a hamsejtek Ca**-fiiggd CI
csatorndinak aktivaladsa. A purinerg P2Y receptorok G-fehérjéhez kapcsolt mechanizmussal,
mig a P2X receptorok ioncsatorna-funkciojuk révén emelik a hamsejtek [Ca2+]i-jét.
Kovetkezésképpen, mindkét purinerg receptor tipus fontos CF terdpids potenciallal bir.
Kisérleteinkben az extracellularis (EC) ionkornyezet valtozasanak hatésait vizsgaltuk a P2X
purinerg receptor csatornakon keresztiil torténd ATP-indukéalta Ca®* bedramldsra 1égiti
hamsejtekben. Vizsgélatainkban vadtipusa (WT) és AF508 (dF) CFTR-t kodold génnel
stabilan transzfektdlt human bronchidlis hémsejteket (CFBE-410) hasznaltunk.
Eredményeink azt mutattak, hogy ATP hatasara mind a WT, mind a dF sejtekben Ca®* jel jott
létre, amely egy gyors €s egy fenntartott komponensbdl allt. Az extracellularis pH emelése
7.4-r61 7.9-re egyik sejttipusban sem valtoztatta meg a Ca?* jel alakjat. Az extracellularis Na*
helyettesitése N-metil D-glukaminnal (NMDG) szignifikansan novelte a Ca®* jel mindkét
fazisat. Extracelluléris Na* jelenlétében a Zn®* gitolta az ATP-indukélta fenntartott Ca®*
szignalt, amely a P2X receptorok, vagy a kapacitativ Ca*" csatornak gatlasan keresztiil
valosulhat meg. Kisérleteink az utobbi mechanizmust igazoltak, mivel az intracellularis Ca®*
raktarak Kkiiiritését kovetéen a Zn>* gatolta mind a Ca?*, mind a Ba®" bearamlast.
Natriummentes kozegben a Zn** ATP-t61 fliggetleniil is fenntartott Ca®* jelet hozott 1étre,
melyet a purinerg receptor antagonista, suramin részlegesen gatolt, utalva a P2X receptorok
jelenlétére. Immunhisztokémiai modszerekkel végzett vizsgalataink segitségével igazoltuk a
P2X4, P2Xs és P2X¢ izoformak jelenlétét. A Zn?* indukalta Ca?* jelet a PLC inhibitor U73122
szignifikansan gatolta, mely egy G-fehérjéhez kapcsolt intracellularis raktarbol torténd Ca?*
felszabadulasra utal. Az intracellularis inozitol-triszfoszfat (IP3) pufferelés szintén gatolta a
Zn?* indukalta intracellularis Ca®" felszabadulast. Ez utobbi megfigyelés szintén megerdsitette
a PLC és az IP; részvételét e folyamatokban. A Ni% és a Cu** a Zn?* hataséhoz hasonlo Ca®*

valaszt indukalt.



A fenti kisérletek arra utalnak, hogy a Zn** a mitkodé CFTR jelenlététdl fiiggetleniil és az
extracellularis Na® jelenlététdl fiiggden befolyasolja a CFBE410™ sejtekbe torténd Ca®*
bearamlast. A kiilonbozé kétértékii fémionok altal kivaltott Ca®* szignal felveti egy divalens
kation szenzitiv G-fehérjéhez kapcsolt receptor jelenlétét is a I1éguti hamsejtek
plazmamembranjan. Eredményeink azt mutatjak, hogy a légutakba juttatott aeroszol ionalis
Osszetétele alapvetd fontossaggal birhat a tiidébetegségek kezelésében.

A részletes eredményeket €s megbeszélést lasd: Hargitai D. és mtsai. Calcium entry is
regulated by Zn®" in relation to extracellular ionic environment in human airway epithelial
cells. Respir. Physiol. Neurobiol. 2010;31:170(1):67-75.

Tekintettel arra, hogy a Zn®* indukéalta Ca** vélaszok nagymértékben fiiggtek az
extracellularis pH-t6] és Na* koncentraciotol, megvizsgaltuk ezek 6nallo hatésait is a sejtek
kalcium homeosztazisara. Kisérleteinkhez CF-betegb6l izolalt 1éguti hamsejtvonalat (IB3-1)
hasznaltunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy az extracellularis médium alkalinizalasa (pH:
8.2) 6nmagaban nem képes az [Ca’]; emelésére. Abban az esetben azonban, ha az
alkalinizaciéval parhuzamosan lecsokkentettik az extracellularis Na® koncentraciot
(természetesen az oldat ozmolaritdsanak allandd szinten tartdsa mellett) akkor szignifikans
[Ca?*]; emelkedést tapasztaltunk. Az igy 1étrehozott intracellularis Ca?* szignal Cl csatornak
aktivalasat eredményezte. Ez az aktivitds fokozodas nifluminsav jelenlétében, valamint az
intracellularis Ca** EGTA-val torténd megkotésével gatolhatonak bizonyult. Ezek az
eredmények Osszességében a Caz+-ﬁ'1gg6 CI' csatorndk szerepére utalnak e folyamatban.
Ezutan megizsgaltuk az extracellularis Zn®* szerepét is mind az [Ca®'];, mind Ca®*-fiiggd CI
csatornak szabalyozasaban. Meglepetésiinkre azt talaltuk, hogy mikdzben a Zn?** fokozza az
extracellularis térbol torténs Ca* belépést, gatolja a Ca2+-ﬁigg6 Cl' csatornakat. Ezek a
kisérleti eredmények arra utalnak, hogy az extracellularis alkalinizdcié a Na® koncentracid
fliggvényében képes olyan intracellularis Ca* jelet indukalni, amely sikeresen noveli a Ca*-
fiiggs CI” csatornak aktivitasat. Paradox modon azonban a Zn** hozzajarulhat a Ca”* szignal
erésitéséhez, de mindekdzben gatolja a CI” szekréciot. Egy Na'-szegény, alkalikus pH-ju
(pH>7.8) aeroszol belélegeztetése kedvezd hatdssal birhat a CF betegek tiidoéfunkcidjanak
kisérletek sziikségesek.

A részletes eredményeket ¢€s megbeszélést lasd: Danko T. és mtsai. Extracellular
alkalinization stimulates calcium-activated chloride conductance in cystic fibrosis human
airwaye epithelial cells. Cell. Physiol. Biochem. 2011;27:401-410.



Korabbi vizsgéalatainkban kimutattuk, hogy az ATP-fliggd P2X, receptor csatorndkon
keresztiili Ca®* bearamlas potencialis terapias jelentéséggel bir CF-ben. A specifikus
gatlészerek hianya azonban jelentésen megneheziti a P2X, csatorndk vizsgalatat. A
benzodiazepin-szarmazék, 5-BDBD-t nemrégiben irtak le, mint a P2X, csatornak hatékony
gatloszerét. A P2X, receptor csatorndk specifikus pozitiv allosztérikus modulatora az
ivermectin (IVM) jelentdsen befolyasolja a receptorra hatd gatldoszerek hatékonysagat. Az 5-
BDBD vonatkozasaban ilyen adat nem all rendelkezésre. Kisérleteinkhez a HEK-293 sejteket
stabilan vagy tranziensen transzfektaltuk human P2X,; fehérjét kodoldé cDNS-sel.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a P2X, fehérjét expresszalo HEK-293 sejtekben az ATP
befelé iranyuld kation aramot indukalt. Az ATP-indukalta aram jelentdsen potencirozhaté volt
IVM alkalmazasaval, mely igazolta a miikodoképes P2X, fehérje jelenlétét. Az aram
amplitudgjat az 5-BDBD koncentréacio-fiiggd modon csdkkentette. Az ATP (0,5 M) csak a
P2X, fehérjét expresszald sejtekben okozott fenntartott Ca®*-jelet. A Ca**-jel fenntartottsagat
az IVM jelentésen fokozta, ugyanakkor a kiilsé kalcium megvondsa teljesen megsziintette.
Mind az 5-BDBD, mind a TNP-ATP koncentracio-fiiggé modon gatoltak az ATP-indukalta
alkalmazadsa jobbra tolta az ATP dozis-valasz gorbéjét. Tekintettel arra, hogy az ATP
indukalta maximalis valasz nem valtozott, ezek az adatok arra utalnak, hogy az 5-BDBD
kompetitiv modon gatolja a P2X, receptor csatornakat. Az 5-BDBD az IVM ¢és ATP egyiittes
alkalmazasaval stimulalt sejtekben is megtartotta gatldo hatasat. Eredményeink arra utalnak,
hogy az 5-BDBD kompetitiv gatloszere a P2X, receptoroknak, és ezt a hatasat [VM
jelenlétében is megdrzi. Kovetkezésképpen, az 5-BDBD alkalmazasa megkonnyiti a P2X4
receptor csatorna funkcioinak feltérképezését.

A részletes eredményeket és megbeszélést lasd: Baldzs B. és mtsai. Investigation of the
inhibitory effects of the benzodiazepine derivative, 5-BDBD on P2X4 purinergic receptors by
two complementary methods. Cell. Physiol. Biochem. 2013;32:11-24.

2. A bélhamsejtekben expresszalodo TRPV6 csatorna fehérjék permeabilitasanak és
gatlasanak vizsgalata:

A cellularis szenzorként ismert tranziens receptor potencial (TRP) fehérjék jelentds
hasonlésagot mutatnak a Drosophila melanogaster retindjdban taldlhato fotoreceptorok TRP
fehérjéivel. A TRP ,,szupercsaldd” fehérjéi tovabbi alcsaladokba sorolhatok. A TRPV alcsalad

a kapszaicin érzékeny vanilloid receptor-1-rél kapta a nevét. A TRPV6 egy Ca?* szelektiv



ioncsatornaként miikodik féleg a duodenumban. Korabbi adatok mar utaltak arra, hogy a
Ca’*-on kiviil mas divalens kationok is képesek atjutni a TRPV6 csatornan. Kisérleteinkben
hTRPV6 fehérjét kodoldo cDNS-sel transzfektaltunk a HEK293 sejteket. Eredményeink azt
mutatjak, hogy mind a Zn**, mind a Cd** 4tjut a TRPV6 csatornan. Tekintettel arra, hogy a
TRPV6 csatorndk konstitutivan nyitva vannak, a hTRPV6 fehérjét expresszalé HEK293
sejtekben magasabb [Ca®'];-t talaltunk, mint a kontroll sejtekben. Az intracellularis Ca®
koncentraciokban megfigyelhetd kiilonbség eltiinik, amennyiben a kontroll és a TRPV6
fehérjét expresszald sejteket nominalisan Ca®*-mentes oldatban inkubéljuk. Erdekes
megfigyelés volt, hogy a Zn** kettés hatassal bir; mikdzben atjut a TRPV6 csatornan
modulaljak annak Ca?* permeabilitasat. Alacsony mikromolaris koncentraciéban a Zn**
novelte, mig alacsony milimolaris koncentracioban gatolta a TRPV6 csatornakat. Ezek a
kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a TRPV6 fehérjék nem csak a Ca®* transzportban
jatszanak szerepet, hanem mads divalens fémionok is felszivodhatnak e csatorndkon keresztiil.
A Zn** fontos szabalyozé szerepet tolthet be a TRPV6 fehérjék szabalyozasaban.

A részletes eredményeket és megbeszélést lasd: Kovacs G. és mtsai. Heavy metal cations

permeate the TRPV6 epithelial cation channel. Cell Calcium. 2011 Jan;49(1):43-55.

Korabban felvetették, hogy a TRPV6 csatorndk részt vesznek az un. ,,store operated” Ca®*
csatorna (SOC) funkcioban, melynek soran az intracellularis Ca®* raktarak iriilése Ca®
belépést indukal az extracelluldris térbol. Célunk tehat az volt, hogy megvizsgaljuk SOC
gatloszerként ismert 2-APB hatasait a TRPV6 csatornak aktivitasara. Kisérleteinkhez a
HEK293 sejteket human TRPV6 fehérjét kodold c¢DNS-sel tranziensen vagy stabilan
transzfektaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a TRPV6 fehérjét expresszalé HEK-293
sejtekben mind a Ca?*, mind a Cd** belépés fokozodott a kontroll sejtekhez képest. A 2-APB
hatékonyan gatolta a Ca?* belépést. Ez a gatld hatds azonban csak extracellularis Na*
jelenlétében jott 1étre. Az extracellularis Ca®" koncentraci6 véltoztatisa minimélis hatéssal
volt a 2-APB altal kifejtett gatlasra. Ugy véljiik, hogy a 2-APB eredményesen hasznalhat6 a
TRPVG6 csatornak gatlasara és alapul szolgalhat egy még hatékonyabb és csatorna-specifikus
gatloszer kifejlesztéséhez.

A részletes eredményeket és megbeszélést lasd: Kovacs G. és mtsai. Inhibition of the human
epithelial calcium channel TRPV6 by 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB). Cell Calcium.
2012 Dec;52(6):468-480.



Az OTKA irodatdl olyan tajékoztatast kaptam, hogy technikai okokbdl kifolyolag nem lehet
tordlni a kozleményjegyzeékbdl a kordbban mar bevitt publikacidkat. Kovetkezésképpen,
ezuton szeretném jelezni, hogy az alabbi kozlemények a kutatas elérehaladtaval megjelentek
eredeti szakkozlemények formajaban:
1. Baldzs B., Danké T., Zsembery A.: Zn**-induced changes in membrane permeability
in human airway epithelial cells, Acta Physiologica Hungarica, Volume 97 (4);425,
2010
2. Kiraly M., Farkas K., Hegyi P., Zsembery A.: Az epithelialis natrium csatorndk
(ENaC) expressziojanak funkcionalis vizsgalata kontroll, valamint gyulladéasos
bélbetegségben szenvedd betegek bélhamsejtjein, 51. Magyar Gasztroenteroldgiai
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