A cystas fibrosis (CF) a leggyakoribb autoszomalis, recessziv 6roklédés menetet mutato
halalos kimeneteli megbetegedés a fehérbdrlii populaciéban. Hazankban atlagosan
2500-3000 eélvesziletésre jut egy CF beteg. A CF-et a ,cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator” (CFTR) fehérjét kodoldé génben bekbvetkezett mutacio okozza,
amely vagy a fehérje teljes hianyahoz, vagy elégtelen mikodéséhez vezet. A napjainkig
felfedezett tobb mint 1000 kilénb6zé mutacio 6t nagy csoportba oszthatd attol figgden,
hogy a CFTR fehérje szintézisében, érése soran a sejten bellli tovabbitasaban,

szabalyozaséban, vagy ion-ateresztéképességében kovetkezik-e be koros valtozas.

Régota ismert tény, hogy fiziologias korulmenyek kozott a CFTR fehérje ciklikusAMP
(cAMP) altal szabdlyozott anion csatornaként mikodik. Az Gjabb kutatasok azonban azt
is bizonyitottdk, hogy a CFTR képes szabalyozni olyan mas fehérjék mikodését, melyek
szintén lényeges szerepet toltenek be a hamsejteken keresztil torténd
iontranszportban. A teljesség igénye nélkil itt csak azokat emlitem, amelyek a betegség
tineteinek kialakulasa és a lehetséges gyogyszeres kezelése szempontjabdl
lényegesnek tlinnek. Ezen fehérjek kozé tartozik a hamsejtek natrium csatorndja
(epithelial Na® channel [ENaC]), a klorid/bikarbonat (CI/HCOg) ioncserélé
mechanizmus, vagy a CFTR-tél eltéré elektrofizioldgiai tulajdonsagokat mutaté klorid
csatorna (outwardly rectifying CI" channel [ORCC]). A fentiekbdl kdvetkezik, hogy a
CFTR-ban létrejott mutacido komplex miikddés zavart okoz a fehérjét hordoz6 szervek

hamsejtjeiben.

Kutatasaink soran olyan cAMP-tél figgetlen anion csatornat szerettink volna talalni,
amely in vivo is helyettesithetné a CFTR CI" csatornat. A léguti hamsejtek cAMP altal
szabalyozott klorid transzportjanak karosodasa elinditja a felszini folyadékfilm [airway
surface liquid (ASL)] iontsszetételének és/vagy volumenének megvaltozasat. Ezek a
sejtek azonban hordoznak cAMP szabalyozéastol fliggetlen CI° csatornakat is, melyek
serkentése helyettesitheti a mutéacié miatt mikoédésképtelen, vagy csokkent hatasfokkal
mikodé CFTR fehérjét. Az alternativ CI" csatorndk kozul a legfontosabbak az an.

intracellularis Ca®* koncentracié altal szabalyozott CI" csatornak (Ca**-dependent CI



channels [CaCC]), mivel szabalyozdsuk viszonylag egyszerinek tlnik. A
megvaldsitashoz olyan sejtfelszini receptorokat kellett keresni, melyeknek sejten beldli
masodlagos hirvivéje a Ca?*. Kiilonbdzd szempontok figyelembe vétele utan a purinerg
P2Y receptorok idedlisnak mutatkoztak e célra. A féként extracellularis ATP és UTP éltal
stimulalhat6 purinerg P2Y receptorok intracellularis Ca** szint emelkedéssel valaszolnak
az agonistdk hataséara és jelen vannak a léguti hamsejtek luminalis és bazolateralis
membranjan. Az intracellularis kalcium jel serkenti a CaCC-t és CI" szekréciéhoz vezet.
Az ATP és/vagy UTP altal kivaltott kalcium szint emelkedésnek tovabbi pozitiv hatasa,
hogy a natrium visszaszivasat gatolja az ENaC-re gyakorolt gatlé hatason keresztil. Az
ATP és/vagy UTP adasaval kapcsolatban azonban felmeriltek nehézségek is. A
legjelentésebb, hogy mindkét nukleotid trifoszfat nagyon gyorsan lebomlik AMP-re és
adenozinra, illetve UMP-re és uridinre. Ezek a metabolitok viszont mar nem képesek
serkenteni a purinerg P2Y receptorokat. Emlitést kell azonban tenni egy masik
problémardl is, nevezetesen a P2Y receptorok deszenzitizaloédasardl. Ez azt jelenti,
hogy a receptorok tartés, vagy ismételt ingerlése soran az altaluk kozvetitett jel gyengil,

illetve egy bizonyos idé utéan teljesen megszinik.

A nehézség éthidalasara a hamsejtek membran potencialtdl fluggetlen kélcium
csatornainak serkentése kinalhat megoldast. Ezek olyan plazma membran csatornak,
amelyek tbbbé-kevésbeé szelektiv médon engednek at kalcium ionokat. llyenek példaul
az intracellularis Ca®" raktarak telitettségétél fiilggé kalcium csatornak (,store operated
calcium channels” [SOCC]), vagy a P2X purinerg receptorok, amelyek receptorként és
nem-szelektiv kation csatornaként egyarant mikodnek. A P2X receptor fehérje kis része
a membranba agyazottan, nagyobb része viszont (kb. 75 %) a sejten kivil helyezkedik
el, ami lehetévé teszi az extracellularis térben lévé ionok (els6sorban kationok)
kozvetlen interakciojat a fehérje aminosavaival. A lehetséges kolcsonhatasok koézl
kiemelend6 az extracellularis hidrogén és cink kotédése a hisztidinhez, amely
befolyasolja a P2X receptorok ATP-vel torténd aktivalhatosdgéat. Kihasznalva a P2X
receptorok e tulajdonségat alkalikus kdzegben ATP és cink jelenlétében sikerdlt in vitro
tartés és reverzibilis kalcium jelet kivaltanunk, amely a szignal ideje alatt folyamatos

klorid szekrécidhoz vezetett CF |éguti hamsejtekben. Annak érdekében, hogy a sejten



kivili térben magas koncentracidban 1évé Na* ne akadalyozza a Ca®" bearamlast a
kisérleteket natrium-szegény koérnyezetben végeztik. Az in vitro nem-polarizalt sejteken
elvégzett kisérletek mellett in vivo kisérletekkel is igazoltuk a médszer hatékonysagat.
CF egerek orriiregébe juttatott ATP-t és cinket tartalmazé, Na® mentes, alkalikus oldat
tartosan, reprodukéalhatéan, de egyuttal reverzibilisen serkentette a lumenbe torténé CI°
kivalasztast. A CF terdpiaban a cink nemcsak a CI" szekrécié serkentésevel fejthet ki
kedvezd hatast. Ismert, hogy a CF-ben szenved6 egyének jelentés hanyadaban (kb. 30
%) cink felszivodasi zavarok és kovetkezmeényes cink hiany Iép fel, amely jellegzetes
bér tinetekhez (acrodermatitis enteropathica) vezet. Cink adasa tehat ezeért is
indokoltnak tlnik. Meg kell még emliteni a cink gyulladascsokkenté hatasat, amely
fontos szerepet tolthet be a CF-ben megfigyelheté gyakori Iéguti gyulladasok elleni
kiizdelemben. Mindent egybe vetve elmondhatjuk, hogy a cink jovébeli alkalmazasa U;

lehet6ségeket nyithat a CF gyogyszeres kezelésében.

Az ASL savanyodasaban valoszinlleg szerepet jatszik a hamsejtek bikarbonat
szekrécidjanak csotkkenése, mely legalabb két kilonb6z6 okra vezethetd vissza.
Egyrészt a CFTR maga is anion csatornaként mikodik és fiziologias korulmeények kdzott
atenged bizonyos mennyiségl bikarbonét iont, masrészt CFTR hidnyaban a CI/HCO3
ioncsere mikddése gatolt, mivel az intracellularis CI" koncentraci6 megemelkedik.
Emlitésre mélto, hogy Choi és munkatarsai kimutattak, hogy CF-ben a hasnyalmirigy
elégtelen mikddése a HCO3 szekrécid kritikus szint ala csokkenésével fligg Ossze.
Azon betegekben viszont, ahol a HCOj; szekrécid legalabb részben megtartott a
hasnyalmirigy funkcidja is elégségesnek bizonyult. Az eredmények tehat arra utalnak,
hogy CF-ben nem elegendé kizarolag a ClI" szekréciot helyreallitani, a HCO3™ transzport
korrekcioja legaldbb annyira fontos. Ezzel 6sszefliggésben a mi munkacsoportunk is
kimutatta, hogy a Ca®'-fliggd CI csatornak aktivadlasa nemcsak a CI szekrécid
helyredllitasa miatt fontos, hanem a CI" sejten bellli koncentraciojanak kivant szinten
tartdsaval biztositja a CI/HCO3 ioncsere hatékony mikodését. Kovetkezésképpen, az
intracellularis Ca** koncentraci6 megemelése a Cl” és a K* szekrécié serkentése és a

Na* reabszorpcié gatlasa mellett a HCOj3™ transzportot is serkenti.



Az elmult években végzett kisérleteink eredményei arra utaltak, hogy az extracellularis
pH megvaltoztatasa jelentésen befolyasolja az ATP és a cink altal kivaltott intracellularis
Ca*" koncentrécié emelkedést CF és kontroll 1égati hamsejtek kultdrajaban. Az elmdilt
években végzett munkadnk soran megvizsgaltuk az extracellularis pH hatasat az
intracellularis Ca?* szintre a pH 6.4 és 8.4 kozotti tartomanyban ATP és cink exogén
hozzdadésa nélkil. Az extracellularis pH csdkkentése 7.4-rél 6.4-re nem befolyasolta az
intracellularis Ca®* szintet. Ezzel szemben a pH 8.4-re valé emelése szignifikans
intracellularis Ca** koncentracié novekedést eredményezett. Abban az esetben, ha a pH
emelésével egy idében az extracellularis Na+-t a sejtmembranra impermeabilis N-
methyl-D-glucamin ionokkal (NMDG") helyettesitettik az intracellularis Ca**
koncentracié emelkedés mértéke tovabb fokozédott. Az extracelluléris Ca** elvonésa
megakadalyozta az intracellularis Ca?* emelkedést mind a Na*-t, mind az NMDG"-t
tartalmazo alkalikus oldatban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a sejtmembranban
lévé Ca?* permedbilis csatornak szabalyozhatok az extracellularis pH &ltal, még akkor
is, ha agonistakat, ATP-t és/vagy cinket nem adunk az extracellularis oldathoz. Tovabbi
lényeges megfigyelés, hogy az extracellularis pH valtoztatasa a 6.4 és 8.4 kozott
tartomanyban nem jart az intracellularis pH szignifikAns megvaltozaséaval, kizarva annak
lehet&ségét, hogy az intracellularis Ca®" szint valtozasa a sejten beliili pH valtozas
kovetkezménye lenne. A nem excitabilis sejtekben (pl. hamsejtek) a Ca** permeabilis
csatornak kozott fontos szerepet toltenek be az un. ,store-operated” Ca** csatornék
(SOCC). A thapsigargin irreverzibilisen gatolia a sejten belili Ca?" raktarak
membranjaban 1évé Ca®*-ATPazt, amely a SOC csatornak aktivalédasahoz vezet.
Kovetkezésképpen, thapsigargin el6kezelés utan is megvizsgaltuk az extracellularis pH
szerepét a Ca®" bedramlasra. A fentiekhez hasonléan ezeket a kisérleteket is CF és
kontroll 1éguti hamsejteken végeztik és azt taldltuk, hogy pH 6.4 csaknem teljesen
gatolta a SOCC medilta Ca*" beraramlast, mig pH 8.4 szignifikdnsan serkentette a
Ca’" bejutasat a sejtekbe. A Na* jelenléte vagy hianya nem befolyasolta lényegesen az
intracellularis Ca?* szintet a thapsigarginnal valé SOCC aktivalast kovetéen, amely arra
utal, hogy ezek a csatornak szelektiven engednek at Ca**-ot. A ,patch clamp” technika
telies sejt konfiguraciéjat hasznaltuk annak igazolasara, hogy az extracellularis pH

emelése Altal kivaltott intracellularis Ca®" szint emelkedés okoz-e CI” aram fokozédast.



Az erdemények egyértelmiien igazoltak, hogy az extracellularis pH emelése a CI" aram
aktivaladsahoz vezetett. Meg kell azonban jegyezni, hogy a kulonbség csak akkor allt
fenn, ha az extracelluléris oldat legalabb 0.5 mM Ca**-ot tartalmazott, maskiilénben az
extracellularis pH emelése nem befolyasolta a CI” aramot.

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy az extracellularis pH valtoztatasa a 6.4 és 8.4
kozotti tartomanyban szignifikansan befolyasolja az intracelularis Ca®* szintet CF és
kontroll hamsejtekben egyarant. Az alkalikus extracellularis pH a sejt Ca**
koncentraciojanak megemelkedéséhez vezet, amely CF sejtekben alternativ anion
csatornak serkentése révén fontos szerepet kaphat a klorid és bikarbonat transzport
helyreallitasaban.



