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1. Bevezetés

1.1. NAD(P)" metabolitok szerepe az intracelluldris Ca’"  Kkoncentricié

szabalvozasaban

A Ca” talan az egyik legfontosabb és legsokoldalubb intracellulris szabalyozo
anyag. Mar a petesejt megtermékenyitésénél is szerepet jatszik, majd az élet soran
szamos fizioldgias (izomkontrakcid, szekrécid, immunsejtek aktivalasa, glukdz-
anyagcsere €s génexpresszio szabalyozdsa) és patologias (sejtek poszt-iszkémids és
reperfuzids karosodasa, neurodegenarativ elvaltozasok, apoptotikus és nekrotikus
sejthalél) folyamatban is részt vesz (1-3). A nyugalmi koriilmények kozott alacsony (0, 1
uM) intracellularis Ca®" koncentracio ([Ca”'];) valtozasa sokféleképpen kodolhatja a sejt
miikddését befolyasolo jeleket. Informacidt hordozhat a valtozas amplitudoja, térbeli és
iddbeli eloszlasa. A térbeli valtozas kiterjedése lehet lokalis (polarizalt sejtek
szekrécidjakor), hullamszertien terjedd (petesejt megtermékenyiilésekor), esetleg
globalis (izomkontrakcional). Idébeli lefutasa lehet pillanatszer(i, oszcillald vagy tartos
(4-6).

Mivel a sejt életében a Ca>" jeleknek ilyen fontos szerepiik van, ezért az [Ca®'];
pontos ¢és gyors szabalyozasa elengedhetetlen. Ezt a sejtek kompartmentalizacio révén
oldjak meg. Intracellularis Ca®" raktarként mitkodik az endoplazmas retikulum (ER), a
lizoszomalis rendszer, a mitokondrium és a sejtmaghartya. Tovabba Ca”" juthat be a
sejtbe az extracellularis térbdl is, a plazmamembranon keresztiil (3,7-9). A kiilonboz6
kompartmentek kozott a Ca®* transzportjat ioncsatorndk és ionpumpak végzik. Az
ioncsatornak az [Ca®']; emelésével a Ca’" jelek generalasaért, mig az ionpumpak a Ca>”
citoplazmabdl valo eltavolitasaval els6sorban a nyugalmi koriilmények helyreallitasaért
felelosek (3,6).

A NAD(P)" kdzponti szerepet jatszik a sejt energia-termelésében, emellett
Onmaga ¢és metabolitjai még szamos egyéb folyamathoz is nélkiilozhetetlenek (1. abra)
(10,11). A NAD" a SIR2 (Silent Information Regulator protein 2) kofaktoraként részt
vesz a hiszton fehérjék deacetilalasaban, igy a génexpresszio szabalyozéasaban (10). A
PARP (Poli-ADP-Ribo6z polimerdz) és ART (mono-ADP-Ribozil transzferaz) enzimek

esetében a NAD' a fehérjék poszttranszlaciés modositisahoz hasznalt ADPR
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1. abra: NAD(P)" és metabolitjainak szerepe a sejt energia-termelésében és egyéb
folyamatokban.

I. Elektrontranszfer redox reakciokban (citrat-kor, B-oxidacio, glukoneogenezis stb.); II.
SIR2 enzimek kofaktora (génexpresszO szabalyozés: hisztonok deacetilalasa); III.
Prekurzor fehérjék poszttranszlacidos modositdsdhoz (mono- és poli-ADP-ribozilalas);
IV. Ca*" mobilizalé méasodlagos hirvivék eldanyaga (ADPR, cADPR, NAADP)
(Berger, F., Ramirez-Hernandez, M. H., and Ziegler, M. 2004, Trends Biochem. Sci. 29,
111-118)
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prekurzoraként szolgadl. A PARP enzimek DNS-t éré kéarosodéasok hatdsara fehérjék
poli-ADP-ribozilalasa révén aktivaljdk a DNS javitdé enzimeket, vagy kiterjedtebb
karosodas esetén beinditjdk a sejt apoptozisat. Az ART extracellularis fehérjéket
modosit, ennek a sejtadhézidban lehet szerepe (10,11). Végiil mind a NAD" mind a
NADP" szubsztratja az ADP-ribozil ciklazoknak (ADPRC), amelyek szdmos termékérdl
(NAADP, cADPR, ADPR) igazolodott, hogy részt vesznek kiilonbz6 membranok Ca*"
permeabilis csatornainak aktivacidjaban, és igy fontos szerepet jatszanak a Ca®’ jelek

kialakitasaban (10-13).

1.1.1. ADP-ribozil ciklazok és termékeik

Az ADPRC-ok széleskoriien elterjedt multifunkciondlis enzimek (14).
Alacsonyabb rendii szervezetekben membrankotott és citoplazmatikus formajuk is
ismert, mig emberben eddig csak membranhoz kotott tipusokat (CD38 és CD157)
talaltak (15). Ezeket, ahogy a neviik is mutatja, eredetileg immunsejtek sejtfelszini
antigénjeiként azonositottak, de azdta sikeriilt kimutatni intracelluladris membranokhoz
(ER, sejtmaghartya, mitokondrium) kotoétt ADPRC aktivitast is (16-19). Sot
emldsokben sem zarhat6 ki citoszélikus ADPRC-ok 1étezése. A kornyezettdl, illetve az
elérhetd szubsztratoktol fliggden tobbféle reakciot is katalizalhatnak (2. abra). Neutralis
pH-n elsésorban NAD"-bol készitenek ADPR-t vagy cADPR-t, mig savas kérnyezetben
NADP" és nikotinsav jelenlétében NAADP-t szintetizilnak — az utobbi reakcié pH
optimuma ~ 4 (20). A kiilonb6z6 termékek ellenére az elsé 1épés mindegyik esetben
azonos: a disztalis rib6z és a nikotinsavamid kozotti kotés hidrolizise. Ezt kdvetden a
kozott N1-glikozidos kotés alakul ki (k6zben a szomszédos szénatom aminocsoportja
iminocsoporttd alakul), mig az NAADP szintézisekor a nikotinsavamid helyére
nikotinsav keriil (15,21). A CD38 kristalyszerkezete fényt deritett az utobbi folyamat
pH-fliggésének okéra is. Fiziologids pH-n a katalizis sordn fontos szerepet jatszo
aminosavak (Glul46 és Aspl55) negativ toltéssel rendelkeznek, ami taszitja a szintén
negativ toltésii nikotinsavat, gatolva annak aktiv helyre torténd bejutasat. Savas pH-n e
két oldallanc protonalt, a taszitd hatds megsziinik, igy szabadda valik az ut a nikotinsav

szamara a baziscseréhez. Ezt a mukodési modellt célzott mutaciok hatasai 1is
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2. abra: A CD38 az elérhet6é szubsztratoktol és a kornyezet pH-jatol fiiggoen
kiilonféle reakciokat katalizalhat.

Neutralis pH-n ADPR ¢és cADPR, mig savas pH-n nikotinsav jelenlétében NAADP a {6
termeék.

(Malavasi, F., Deaglio, S., Funaro, A., Ferrero, E., Horenstein, A. L., Ortolan, E.,
Vaisitti, T., and Aydin, S. 2008, Physiol Rev. 88, 841-886)

10
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alatamasztjak: a negativ toltésli aminosavakat semlegesekre cserélve az NAADP
szintézisének pH-fiiggése megszlinik (22). A human CD38 kiilonlegessége még —
szemben az alacsonyabb rendli organizmusok ADPRC-aival —, hogy képes a cADPR
lebontésara is: ennek soran a molekulat az N1-glikozidos kotés hidrolizisével ADPR-z4
alakitja (15).

Bér a kristalyszerkezet feltarta a katalizis mechanizmusat, még mindig nem
sziiletett egyértelmii valasz az enzim elhelyezkedéséhez kapcsolodd rejtélyre: az
ADPRC aktivitas legnagyobb része a plazmamembranhoz kothetd, de mig maguk az
enzimek az extracelluldris oldalon helyezkednek el, mind a szubsztratok, mind a
termékek altal aktivalt ioncsatorndk ligand kot helyei intracellularisan taldlhatoak.
Miért eldnyOs ez az elrendezés? Milyen egyéb fehérjék vesznek részt a metabolitok
szallitasaban? Lehetséges, hogy az enzim aktivacidja soran internalizalodik? Vagy a
plazmamembranhoz kotott frakcionak més szerepe van, és a Ca*" jelek kialakitasaban
csak az intracellularis membranokhoz kotott forméknak van jelentdségiik? Ezeknek a
kérdéseknek a megvalaszolasdhoz még tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Azt
mindenesetre mar igazoltdk, hogy — bar eltérd ioncsatornakat aktivalnak — az ADPR, a

cADPR ¢és az NAADP is hatékony Ca*" mobilizalo6 NAD(P)" metabolitok (13).

1.1.2. Intracellularis Ca>" raktarak (endoplazmas retikulum, lizoszéma, mitokondrium)

Az intracellularis Ca®" raktarak olyan kompartmentek, amelyek rendelkeznek
megfeleld transzport rendszerrel a Ca®" felvételéhez és leadasdhoz, tovabba a felvett
Ca*"-ot valamilyen kétott formaban taroljak. Ezekkel a tulajdonsagokkal rendelkezik az
ER, a lizoszoma, a mitokondrium ¢és talan a sejtmaghartya is (1. tdblazat). Az ADPRC
termékek a tablazatban felsorolt Ca>" csatornak koziil a TPC-re (two-pore channel) és a

rianodin receptorra vannak aktivalo hatassal.
1.1.2.1. A rianodin receptor (RYR)
Az inozitol-triszfoszfat receptor (IP3R) utdin a RYR volt a masodikként

felfedezett intracellularis Ca®" csatorna (23,24). Harom tipusa ismert, ezek koziil a

RYR1-et vazizomban, a RYR2-t szivizomban, mig a RYR3-at simaizomban mutattak ki

11
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1. tablazat: Intracellularis Ca?" raktarak és funkci6ik

Kompartment neve

Ca™ tarolas modja

Ca”" felvétel a kompartmentbe

Ca™" leadas a kompartmentbél

Endoplazmas retikulum

Kalszekvesztrinhez kotve (3)

SERCA (Ca’"-ATP-4z) (3)

IP;R, RYR (3)

Sejtmaghartya

Kalszekvesztrinhez kotve (25)

SERCA (Ca*"-ATP-4z) (7)

IP;R (26), RYR (8)

Endo/Lizoszomalis rendszer

kis szerves savakhoz, szulfathoz,

foszfathoz és polianionos

molekuldkhoz  (polifoszfatok,

GAG) kdtve (9)

2+ + rqr
Ca“'/H' cserélo*

+ + r1m
Na'/Ca®" cserélg**

©)

TPC (27)
TRPM2 (28)

Mitokondrium

Ca-fosztat csapadék (29)

RaM, Ca”" uniporter (30)
RYR*** (31)

Ca”'/H' cserélg*
Na'/Ca®" cseréld** (30)
mPTP#*5%x (32)

GAG: Glukoz-amino-glikdn; RaM: Rapid uptake Mode (Gyors felvételi mod); TPC: Two-Pore domain Channel; RYR: Ryanodin

Receptor; IP;R: IP3-Receptor; mPTP: mitochondrial permeability transition pore (mitokondrialis permeabilitasi tranzicids porus)

* A V-tipusa H'-ATP-4z altal generalt H gradiens terhére

*x A Na'/H" cserél§ altal 1étrehozott Na'-gradiens terhére

##% A Ca”" elektrokémiai gradiensének megfeleléen

koK skok

A 1égzési lanc altal létrehozott H' -gradiens terhére

*Ekxik Csak patologias koriilmények kozott
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elészor (33). A RYR emellett egyéb szovetekben — agyban, immunsejtekben,
majsejtekben, hasnyalmirigy exokrin szekretoros sejtjeiben — is kifejezddik (33-36).
Sejten beliil elsésorban az ER-ban taldlhatdo meg, de mar a sejtmaghartyaban, illetve a
mitokondrium belsé membranjaban is kimutattak a jelenlétét, igy az [Ca>']; ndvelésén
kiviil, részt vehet a sejtmagi Ca*" jelek kialakitisaban, illetve a mitokondrium Ca*"
felvételében is (8,31,37). A véazizomban a RYRI-et a plazmamembranban talalhat6
dihidropiridin receptor — egy L tipust fesziiltségfiiggd Ca®" csatorna — al-alegysége
kozvetlen kolcsonhatas révén aktivalja (33). Egyéb szovetekben a citoplazmatikus Ca”"
a RYR legfontosabb aktivatora, ezért a RYR aktivacio a Ca’’-indukalt Ca*"
felszabadulas (CICR) nevet kapta (38). A RYR-aktivitis Ca’" dozis-fiiggése
haranggdrbeszerli, maximuma ~10 puM-os nagysagrendbe esik (33).

A Ca*" mellett a RYR fontos endogén modulatora a cADPR, amely a csatorna
Ca*"-figgését a szubmikromolos tartoméanyba tolja el, igy a csatorna mar nyugalmi a
[Ca®']; mellett is aktivalodhat (39). A cADPR valésziniileg nem kozvetlen modulator,
hiszen a RYR-on nem sikeriilt cADPR kotéhelyet azonositani. Ezzel szemben a
citoplazmaban talalhaté 12,6 kDa-os FKBP12.6 fehérje, amelynek cADPR-k&to
képességét igazoltdk (40-42), a RYR kozvetlen modulatora: a tetramer szerkezetli
receptorhoz alegységenként egy FKBP12.6 fehérje kapcsolodik, és ez a kdlcsonhatas
stabilizalja a RYR zart allapotat (42). Ezek alapjan gy tlinik, hogy a cADPR kozvetett
modon fejtheti ki hatasat: az FKBP12.6-hoz koétdédve akadalyozza e fehérje és a RYR
kolcsonhatasat, ami a zart allapot destabilizaciojdhoz, azaz a nyitvatartasi valdsziniiség

(P,) novekedéséhez, vezet (33,42).
1.1.2.2. A TPC csatorna

Méar az 1990-es években felismerték, hogy az NAADP-indukalt Ca®*
felszabadulas a citoplazmatikus Ca”" jelek kialakulasanak teljesen j, a rianodin és az
IP3 receptortdl fiiggetlen, Gtja (20). Az NAADP hatasat szamos szdvetben igazoltak,
tobbek kozott agyban, szivben, mdjban, T-limfocitdkban, hasnyalmirigy acinus
sejtekben (35,43-45). Rovidesen az is kideriilt, hogy az NAADP hatdsa a savas

kompartmentekhez kothetd, ellentétben a mésik két uttal, amelyek elsésorban az ER-bol
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mobilizalnak Ca®"-ot (9). Az intenziv kutatasok ellenére magat az NAADP receptort — a
TPC csatornat — csak 2009-ben sikeriilt azonositani (46-48).

A TPC csatornanak emldsokben két tipusa fordul elé: a TPCI1 elsésorban az
endoszomakban, mig a TPC2 a kés6i endoszomakban ¢€s a lizoszomakban (27). Izotdpos
kotési kisérletek alapjan a TPC-k nagy affinitast mutatnak az NAADP irant, a Ky értéke
nM-os nagysagrendbe esik (9). Ennek megfeleléen az NAADP a leghatékonyabb Ca**
mobilizald6 NAD(P)" metabolit. A TPC csatornak NAADP-aktivacidjanak dozis-hatas
csatornat, addig pM-os tartoméanyban egyre csdkken a hatasa (47,48). A RYR-ral és az
IPsR-ral 0sszehasonlitva az NAADP-indukalt Ca?" felszabadulds szamos eltérd
tulajdonsaggal rendelkezik: a Ca®" felszabadulas sebességét fiziologids tartomanyban
nem befolyasolja a citoplazma Ca*" koncentracidja (v6. CICR) vagy pH-ja, valamint a
heraprin), de gatoljak az L-tipust Ca®" csatorna antagonistak (verapamil és diltiazem)
(3. abra) (35).

Tekintettel a lizoszoma kis méretére, illetve korlatozott Ca®" tarolasi
képességére, az NAADP a TPC-k aktivalasival onmagaban csak lokalis Ca®" jelek
kialakitasat tenné lehet6vé. Azonban a felszabaditott Ca>* mintegy triggerként szolgéalva
— CICR mechanizmus révén — képes a kozeli ER-ben taldlhaté RYR-ok és IPsR-ok

aktivalasara, igy az egész sejtre kiterjed, globalis Ca*" jelek létrehozasara is (9,27).

1.1.3. Az extracellularis tér, mint Ca" forras

Az extracellularis tér idealis forras a Ca®” jelek kialakitasahoz, hiszen a szabad
[Ca’] itt ~ 1mM, ami négy nagysagrenddel magasabb a citoplazmatikus [Ca®']
nyugalmi értékénél. A plazmamembranban talalhaté szamos Ca®'-ra szelektiv csatorna
mellett nem szabad megfeledkezni a nem-szelektiv kation csatornékr6l sem, amelyek
szintén képesek a Ca’" transzportjara. Az egyik ilyen a TRPM2 csatorna, amelynek
[Ca®]; noveld hatasdt mar tobb tanulmanyban igazoltdk (49-51). A csatorna
aktivacigjaban tobb ADPRC termék szerepe is felvetddott, de eddig csak az ADPR

hatésat sikeriilt egyértelmiien bizonyitani (52). Az intenziv kutatdsok ellenére a TRPM2

szabalyozasaval ¢és miikodési mechanizmuséaval kapcsolatban még mindig sok a nyitott
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3. abra: Intracellularis Ca**-ot mobilizilé masodlagos hirvivék (IPs,

NAADP) hatasanak osszehasonlitasa patkany maj mitokodriumban.

- NAADP
== cADFR
[r—

Ruthenium Red
Verapamil
Diltiazem

cADPR,

A, Az extravezikularis Ca®" hatasa a telitési koncentracioja IP; (¢) cADPR (D) és

NAADP (m) indukalt Ca*" felszabadulasra. Az IP; és a cADPR Ca”" mobilizalo hatdsa

fligg, mig az NAADP-¢ fiiggetlen az extravezikalis [Ca®]-tol.
B, A pH hatdsa a cADPR (0) és az NAADP (m) indukalt Ca*" felszabadulasra. Az

NAADP hatasa fiiggetlen, mig a cADPR-¢ fiigg az extravezikularis pH-tol.

C, Kiilonb6zo gatloszerek hatdsa a telitési koncentracidju IP;, cADPR, és NAADP

indukalt Ca®" felszabadulasra. Az IP3 hatasat a heparin, a cCADPR-ét a rianodin és a

ruténium vords, mig az NAADP-ét a verapamil és a diltiazem gatolta.

(Mandi, M., Toth, B., Timar, G., and Bak, J. 2006, Biochem. J. 395, 233-238)

15



doi:10.14753/SE.2013.1814

kérdés, ezért munkank sordn e csatornat vizsgaltuk izolalt membranos inside-out patch

clamp technika alkalmazéséaval.

1.2. A TRPM?2 csatorna
1.2.1. A TRP csaldd és a TRPM alcsalad rovid bemutatasa

Ecetmuslica (Drosophila melanogaster) fotoreceptorat vizsgald kutatdk fénnyel
torténd folyamatos ingerlésre egyes egyedekben csak atmeneti fesziiltségjelet kaptak
valaszul. Mint utobb kideriilt, e fenotipus hatterében egy addig ismeretlen ioncsatorna
génjének mutacigja allt, amelyet ezért Tranziens Receptor Potencidl (TRP) csatornanak
neveztek el (53). Azoéta kiilonbozo ¢€lolényekben szekvencia homoldgia alapjan még
szamos rokon ioncsatornat azonositottak, ezek alkotjak egylitt a TRP csatornak
szertedgazo csaladjat. Emlésokben eddig kozel 30 TRP csatornat talaltak, amelyeket 6
alcsaladba soroltak (4. éabra) (54). A TRPC ("canonical") csatorndk mutatjdk a
legnagyobb hasonlosagot az eredeti Drosophila fehérjével. A TRPV csatorndk az
alcsalad elsé tagjardl, a chili paprika kapszaicin nevii "hatéoanyaga" altal aktivalt
vanilloid receptorrol kaptdk a neviiket. A TRPM alcsalad névaddja a melasztatin
(TRPM1), amelynek csokkent expresszidja a melanoma sejtek fokozott metasztatizald
képességével korreldl. A TRPP ("policisztin") alcsalad tagjainak mutacidi policisztas
vesebetegséggel, mig az intracellularis membranokban expresszalod6 TRPMLI1
("mukolipin") csatornaé egy neurodegenerativ lizoszomalis tarolési betegséggel, a IV-es
tipust mukolipidézissal, hozhatd Osszefiiggésbe. Végiil a TRPA csatorndk neviiket az
N-terminalis citoplazmatikus részen taldlhatdé nagyszamu ankyrin ismétlddésnek
koszonhetik. Ezen kiviil 1étezik még egy hetedik, TRPN alcsalad is, azonban ilyen
csatornakat eddig még csak halakban és gerinctelen allatokban talaltak (55-57).

A TRP csalad kozos jellemzdje, hogy tagjai kation tetramer szerkezetli
csatornak, amelyek alegységei 6 transzmembran (TM) szakaszt tartalmaznak. Az 5. és a
6 TM szegmens hatarolja a porust, az N- ¢és C-termindlis végek intracellularisan
helyezkednek el. Alapszerkezetiikon kiviil viszont legfobb jellemzdjiik a valtozatossag:
valtozatos ingerekre reagdlnak (hoémérsékletvaltozas, membranpotencial-valtozas,
mechanikai hatas, kiilonféle ligandok), és elsésorban integrativ, szenzoros funkcidkat

latnak el (53-57).
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rRPvs TAPVE  TRPA1
TRPV3
TRPYV4
TRPVZ2
TRPP3
RPY
TRPP2
TRPML2
— TRPPS
TRPMLS ——
TRPML1
TRPMB
TRPM2
TRPMS
TRPM4
TRPM7
TRPME TRPM3 TRPM1

4. abra: A human TRP csatornak csaladfaja.

Szekvencia homoldgia alapjan a TRP csatorndk 7 alcsaladba sorolhatéak. Az egyes
alcsaladokat eltérd szinek jelolik. A TRPN1 nem fordul elé emlésokben, mig a TRPC2
a human genomban csak pszeudogénként van jelen.

(Nilius, B. and Owsianik, G. 2011, Genome Biol. 12, 218)
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Az altalunk vizsgalt TRPM2 csatorna az M alcsaladba tartozik. E csalad tagjai
koziil a TRPM4 ¢és 5 csak egyértékii kationokra permedbilisak, a TRPM3, 6 és 7 a
kétértékiieket preferaljak, mig a TRPM1, 2 ¢és 8 nem szelektiv kation csatornak (58,59).
A TRPMG6 ¢és 7 alegységek heterotetramerként is, mig a tobbiek csak homotetramerként
alkotnak csatornakat (60). A TRPM2, 6 ¢és 7 csatorndk kiilonlegessége, hogy C-
terminalis végilik enzimatikus aktivitassal rendelkez6 domént tartalmaz. A TRPM6 és 7
"chanzyme" doménje protein kinaz, mig a TRPM2-¢ ADPR hidrolaz (ADPR4&z)
aktivitassal rendelkezik (56,57). A TRPMI jelentéségét mar korabban emlitettem, az
alcsalad tobbi tagja koziil a TRPMS az izérzékelésben, a TRPM6 és 7 a szervezet Mg
homeosztazisaban jatszik szerepet, mig a TRPMS hideg/mentol receptorként ismert (61-

63).

1.2.2. A TRPM2 csatorna topoldgiaja, fontosabb doménjei

Sajnos a TRPM2-t eddig nem sikeriilt kristalyositani, ezért maig sincs pontos
képiink a csatorna szerkezetérdl. Mindamellett hozzavetdleges szerkezeti informacionk
tobb forrasbol is van. Egyrészt az aminosav szekvencia hidropatias index elemzésével
késziilt topologidbdl, amely szerint a TRPM2, a tobbi TRP csatorndhoz hasonldan,
harom fobb részre oszthatd: a terjedelmes N- és C-termindlis citoplazmatikus részre és
az Oket elvalaszto, viszonylag révid, TM szegmensre (5. A abra). Ez a durva topolégia
tovabb finomithatd az egyes szakaszok ismert szerkezetli fehérjékkel mutatott
homolégidja  alapjan  (lasd  alabb).  Végiill, Maruyama ¢és  munkatarsai
elektronmikroszkopos vizsgalatokbdl rekonstrualtak a teljes csatornaszerkezet alacsony
felbontasu képét (5. B abra), amely alapjan a négy alegységbdl 4all6 tetramer csatorna
harang alak®, 18 nm atméréjii és 25 nm magas, tovabba kis extracellularis €s nagy

intracellularis kiterjedés jellemzi (64).
1.2.2.1. Az N-termindlis citoplazmatikus rész
Minden TRPM csatorna N-termindlis része tartalmaz egy korilbeliil 700

aminosavbol 4allo, nagymértékben konzervalt régiot, amelyet ezért TRPM homologia

doménnek neveztek el. A TRPM2 esetén ez a domén 4 alrégiora oszthato fel (N1-N4),
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5. abra: A TRPM2 szerkezete.

A, Az 1503 aminosavbol all6 TRPM2 topoldgiaja, fontosabb doménjeivel: hosszi N-

termindlis rész a feltételezett kalmodulin (CaM) kot 1Q-like motivummal; 6 TM

szakasz (S1-S6); C-terminalis rész, benne a TRP-doménnel, coiled-coil régioval és az

ADPR kotohelyeként szolgadlo NUDT9-H doménnel

B, A TRPM2 csatorna elektronmikroszkopos felvételekbdl rekonstrualt oldalnézeti

képe. A két kék vonal a plazmamembran helyét jeldli.

(Maruyama, Y., Ogura, T., Mio, K., Kiyonaka, S., Kato, K., Mori, Y., and Sato, C. 2007,

J. Biol. Chem. 282, 36961-36970)
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amelyeket rovid nem konzervalt szakaszok vélasztanak el egymastol (65). Ezektdl N-
terminalisan szdmon tartanak még egy nem konzervalt NO régiot. E részeknek
elsésorban a fehérje plazmamembranhoz valo transzportjaban lehet szerepe. Erre utal,
hogy bar az NO, illetve az NO-N1 szakaszok eltavolitasa nem befolyasolja a TRPM2
expresszidjat, az ilyen mutdnsok nem mutathatok ki a plazmamembranban (65).
Tovabba az ebben a régioban delécidt tartalmazd6 TRPM2-AN izoformat, amelyben az
N4 domén 654-686-0s szakasza hidnyozik, csokkent expresszid, funkciovesztés, de
érintetlen alegységek kozotti interakciod jellemzi (66,67). Emlitést érdemel még a 406-
416 kozotti aminosav szakasz, amely megfelel egy jol ismert kalmodulin k&td
szekvencianak, az "IQ-like" motivumnak. A kalmodulin egy intracellularis Ca*" szenzor
molekula, amely ko-immunoprecipitalhat6 a TRPM2 csatorndval, ¢és a feltételezések
szerint fokozza a csatorna Ca®" érzékenységét (68). Az "IQ-like" motivum célzott
tonkretétele gatolta mind a kalmodulin kotést, mind a csatorna aktivalodast H,O,,

ADPR vagy TNFa jelenlétében (69,70).

1.2.2.2. A transzmembran szegmens

A fehérje kozponti hidroféb régidja a hidropatidas elemzés alapjan hat
transzmembran szakaszt, tovabba az 6tddik és hatodik szegmens kozott egy részlegesen
a membranba meriil0 extracelluldris hurkot tartalmaz (65). Az aminosav szekvenciak
nagyfoki hasonlésaga miatt e régid 3-dimenzids felépitésének mintdjaul a
fesziiltségfliggd kalium csatorndk transzmembran szegmensének kristalyszerkezetét
szokték hasznalni (71,72).

A hat transzmembran szakasz koziil az 6todik és a hatodik alkotja a poérust,
amely nyitott allapotban hidrofil hidat biztosit az ionok szdmara a lipid membranon
keresztiil. Az iontranszport szempontjabol nagy jelentdsége van az 6todik és hatodik
transzmembran szakaszt Osszekotd extracellularis huroknak, amely a tetramer
szerkezetben a csatorna poérusanak kiils@ szakaszat alkotja. Ezen beliil is kiemelkedd
jelentdsége van egy néhany aminosavbol allo szakasznak, a szelektalo filternek, amely
meghatdrozza, hogy a csatorna milyen ionok szamdra permeabilis (71). Sajnos a
TRPM2 csatorna esetében pontos szerkezeti adatok hidnyaban csak sejteni lehet, hogy

melyek e hurok kritikus aminosavai. Ennek vizsgélatara az egyik lehetdség az egyes
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aminosavak irdnyitott mutagenezissel torténd lecserélése, majd a vad tipust és mutans
csatornak vezetési tulajdonsdgainak Osszehasonlitasa patch clamp mérésekben. Az
irodalom alapjan e hurok egyes mutaciéi valoban megvaltoztattdk a csatorna
szelektivitasat, példaul a D9S7E vagy a Q981E cserével a csatorna Ca’” permeabilitasa
nétt meg, az E1022A cserével pedig a Mg”™" permeabilitisa emelkedett kétszeresére.
Mas mutaciok (E960A, E960D, D987A) teljes funkcidvesztést eredményeztek, vagy
nem befolyasoltak a csatorna miikodését (példaul D964A, E994A, D1002A) (73). Egy
masik klasszikus moddszer a "cisztein-scanning", amely kiilonb6zdé poziciokba bevitt
ciszteinek extra-, illetve intracellularis oldal feldli elérhetdségét vizsgalva nyujt
informaciot a lokalis szerkezetrdl. E mddszernek azonban eldfeltétele, hogy az eredeti
fehérjében szabadon elérhetd helyeken ne legyenek ciszteinek, €s igy a modszer soran
hasznalt reagensek ne moddositsak a "kontroll" csatorna mikodését. Sajnos a TRPM2
esetében ez a modszer nem hasznalhatd, mert a vad tipusi csatorna 29 ciszteint
tartalmaz, amelyek koziil kettdr6l mar megmutattdk, hogy mas aminosavval nem
helyettesithetdek: a porus hurokban a 996-0s vagy 1008-as pozicidban talalhato cisztein
alaninra vagy szerinre torténd cseré¢je nem funkciondlod csatornat eredményezett, bar
nem befolyésolta a sejtfelszini expressziot (74).

Fontos szerepe lehet még a hatodik transzmembran szakasz intracelluléris
végének, amely — legalabbis a modellként hasznalt kélium csatorndk esetében — az
aktivacios kaput alkotja (71). Bar a TRPM2 esetében erre vonatkoz6 adatok egyeldre
nincsenek, a homoldgia alapjan valészintisithetd, hogy a ligandok kotédése valamilyen
fesziiltségfliiggd kalium csatorndkkal ellentétben a TRPM2 kapuzésat a
membranpotencidl nem befolyasolja, ami jol magyarazhaté azzal, hogy a TRPM2-ben a
fesziiltség érzékeld domén negyedik transzmembran szakasza a hat pozitiv toltésu

aminosav helyett csak egyetlen arginint tartalmaz (72,75-77).
1.2.2.3. A C-terminalis citoplazmatikus rész
Ez a régid 4 részre oszthatd: a TRP-doménre, a coiled coil régiora (CCR), egy

nagyjabol 30 aminosavat tartalmazd 6sszekotd szegmensre €s a 267 aminosavbol allo

NUDT9 homologia (NUDT9-H) doménre.
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A rovid Osszekotd szegmens szerepe valoszintlileg pusztan a NUDT9-H domén
fehérjéhez kapcsolasa. Erre utal, hogy az egér ¢és human TRPM2 csatornat
Osszehasonlitva ennek a szakasznak az aminosav szekvenciaja joval kevésbé konzervalt,
mint a CCR-¢ vagy a NUDT9-H doméné (65).

A TRP-domén, egy kozvetleniil a hatodik transzmembran szegmens utdn
elhelyezkedd kortilbeliil 25 konzervalt aminosavbol all6 szakasz, amely a TRPA ¢és
TRPP alcsaladok kivételével az Osszes TRP csatorndban megtalalhatdo (53,78). A
TRPM, TRPC ¢és TRPV csatorndknél e doménen beliil megtaladlhaté az an. "TRP-box"
is, amely hat, az alcsaladon beliil nagymértékben konzervalt, aminosavat tartalmaz (a
TRPM2 esetében ez IWKFQR) (57). A TRP-domén jelentdségét az adja, hogy a szdmos
TRP csatorna szabdlyozasaban szerepet jatszd foszfatidil-inozitol-(4,5)-biszfoszfatrol
(PIP,) a TRPMS esetében igazoltdk, hogy ebben a régidban talalhatd pozitiv toltésii
aminosavakhoz kotddik, és a fehérje C-termindlis végét a membranhoz horgonyozva
tartja aktivalhato allapotban e csatornat (61,79). A TRPM2 esetében a PIP, hatasat még
nem vizsgaltak, azonban e kritikus aminosavakat ez a csatorna is tartalmazza, igy
konnyen elképzelhetd, hogy a PIP, valamilyen modon a TRPM2 miikddését is
befolyasolja.

A CCR coiled-coil felépitése egy jellegzetes fehérje szerkezeti motivum, amely
tobb egymas koré csavarodott a-hélixet tartalmaz és gyakran jatszik szerepet fehérje-
fehérje kolcsonhatasokban (80-83). A TRPM csaladban a CCR, az alegységek kozotti
kapcsolat biztositasaval eldsegiti a tetramer szerkezet kialakulasat (60,84-87). A coiled-
coil szekvencidkra periodikussag jellemzd, egy-egy egység 7 aminosavat tartalmaz:
(abcdefg),. A TRPM csatorndk esetében az "a" és "d" poziciokban tipikusan hidrofob
oldallanc talalhato (60,80,86). A TRPM csalad tagjai CCR szekvencidjuk alapjan két
csoportba sorolhatéak: a TRPM7-szertick a TRPMI, 3, 6 és 7, mig a TRPMS-szertiek a
TRPM2, 4, 5 és 8. Kristalyszerkezet eddig csak a TRPM7 CCR régiojarol késziilt, ez
alapjan a tetramer négy a-hélixe antiparallel lefutasban csavarodik egymas koré. Az "a"
negyedleges szerkezet belsejében, mig a "b" "c¢" "f' poziciojiak a kiilsején
helyezkednek el (60). Az antiparallel elrendez6dés meglepd folyomanya, hogy megtori
a 4-szeres kozpontos szimmetriat: ezzel 0sszhangban a TRPM7 C-termindlis kinaz

doménjei dimereket alkotnak. Mivel a TRPM2 CCR szekvencidja némileg eltér a
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TRPM7-ét6l, egyelére kérdéses, hogy a két szerkezet mennyire hasonlit egymasra;
nevezetesen nem tudjuk, hogy a TRPM2 C-termindlis NUDT9-H doménjei esetén
megmarad-e a 4-szeres szimmetria. Azt mindenesetre mar méretkizarasos
kromatografiaval sikeriilt igazolni, hogy az izolalt TRPM2 CCR 6nmagaban is tetramert
alkot (87). A régio fontossagara utal, hogy delécidja, bar nem valtoztatja meg a TRPM2
teljes expresszidjanak mértékét, a sejtfelszini kifejezddést ~50%-kal, az alegységek
kozotti kolcsonhatast €s az egészsejtes mérések sordn kapott aramot pedig ~80%-kal
csokkenti. Az alegységek kozotti kolcsonhatas ko-immunoprecipitacioval kimutathatéd
csokkentéséhez nem sziikséges a teljes szakasz torlése, elegendd az "a" és "d" helyen
1év6 hidrofob aminosavak glutaminra torténd cserélése is; a hatas nagyjabol aranyos a
lecser¢lt oldallancok szaméaval (86). Ugyanakkor ezek a kisérletek arra is ramutatnak,
hogy az alegységek kozotti interakcid, s6t a mérhetd funkcio ~20%-a még a CCR
hianydban is megmarad, tehat mas szakaszoknak 1is lehet szerepe a csatorna
Osszeépiilésében.

A fehérje C-termindlis részét a NUDT9-H domén foglalja el. Ahogy neve is utal
r4, szekvencigja nagy mértekli (~40%) homologiat mutat a mitokondridlis NUDT9
enzimmel (76). A NUDT9 enzim a Nudix-hidrolazok koz¢ tartozik, amelyek egy
nukleozid-difoszfat és egy ehhez kapcsolddd valtozatos csoport altal alkotott molekula
osztaly hidrolizisét katalizaljak (88). Ezen enzimek kozponti része a Nudix motivum:
G(X)sE(X);REUXEE, ahol U lehet izoleucin, leucin, vagy valin, X pedig barmilyen
aminosav. Ez a rész felelés az enzimatikus aktivitasért, mig a molekula tobbi része
hatdrozza meg a szubsztrat specificitast. A Nudix-hidrolazok kozos jellemzdje a
nagyfoku specificitas, egy-egy enzim legtobbszor csak egyféle molekula hidrolizisére
képes (89-91). Ez igaz a NUDT9-re — és valoszintileg a NUDT9-H-ra — is, amely csak
az ADPR-t hidrolizélja. A reakci6 soran az enzim az ADPR-t, a két foszfat kozotti kotés
elhasitdsa révén, AMP-re €s rib6z-5-foszfatra bontja (92-94). A NUDT9 és az izolalt
NUDT9-H domén enzimatikus aktivitasat mar Osszehasonlitottak, s bar ADPR iranti
affinitasuk kozel azonos (Ky~100 uM), a NUDT9-H aktivitasa csak 1 %-a a NUDT9-
ének (92). E csokkent aktivitas hatterében a Nudix motivum kritikus aminosavainak
cseré¢jét (REF—RIL) feltételezik. Iranyitott mutagenezissel lecserélték a NUDT9
kérdéses aminosavait és az enzim aktivitasa valoban szazad részére esett (92,93). A

csokkent aktivitdsnak a csatorna szabalyozasaban lehet szerepe. Elképzelhetd, hogy az
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ADPR megkotése nyitja, mig a hidrolizise zarja a csatornat. Ezt latszik alatdmasztani,
hogy amikor a NUDT9-H doménben "visszamutaltdk" ezt a két aminosavat
(RIL—REF), igy feltételezhetéen meggyorsitva az ADPR hidrolizisét, a csatornat nem
lehetett ADPR-zal aktivalni (95,96). Az ADPR koétésének kulcsszerepére utal a nem
funkcionald6 TRPM2-AC izoforma is (97). A NUDTO kristalyszerkezet két részre
oszthato, egy "cap" és egy "core" részre; feltételezhetd, hogy a NUDT9-H is hasonlo
szerkezetli. A "core" rész tartalmazza a Nudix motivumot, koti meg az ADPR-t és
katalizalja a hidrolizist, mig a "cap" rész fokozza a "core" domén ADPR-koto
képességét (92). A TRPM2-AC izoforma a "cap" részen tartalmazza a deléciot (az 1292-
1325 aminosavak hidnyoznak), igy elképzelhetd, hogy a csatorna azért nem aktivalhato,
mert a "cap" rész sériilése miatt az ADPR-k6t6 képessége nagymértékben lecsokkent

(97).

1.2.3. A TRPM2 csatorna szabalyozésa

Az elektronmikroszkdpos felvételek alapjan késziilt rekonstrukcios képen (5. B
abra) egyértelmiin lathat6, hogy a csatorna legnagyobb részét az intracellularis domének
adjak, kisebb részt képviselnek a transzmembran szegmensek, mig az extracellularis
térrel csak minimalis szakaszok érintkeznek (64). Ennek fényében nem meglepd, hogy a
csatorna kapuzasat intracellularis ligandok szabalyozzak. Egészsejtes mérésekben
szamos molekula és ion aktivalo (ADPR, NAD", cADPR, NAADP, H,0,, Ca*"), illetve
gatlo (ATP, AMP) hatdsat vizsgaltak (50,76,77,96,98-102). Az ilyen kisérletek
értékelése azonban alapos kortiltekintést igényel (lasd: 1.2.5.1. fejezet), mert sokszor
nem donthetd el egyértelmiien, hogy a kapott eredmény kdzvetlen vagy kozvetett hatast
tilkkroz. A kozvetlen modulatorok azonositisara célravezetobb lenne a TRPM2 csatorna
izolalt membranos vizsgdlata, azonban eddig csak egyetlen ilyen technikédt hasznalé
atfogd munka jelent meg (52). Ez a tanulmany csak az ADPR és a Ca®" szerepét
vizsgalta a csatorna szabalyozasaban, ezért — az egymdsnak ellentmond6 eredményekre
tekintettel — a tobbi feltételezett ligand szerepének tisztazasdhoz tovabbi vizsgalatok

kellenek (2. tablazat).
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2. tablazat: A TRPM2 csatorna feltételezett modulatorai

Modulator Egészsejtes | Izolalt membranos
meérés meérés
ADPR + +
Ca*" - -
H,0, D/ + ?
NAD" D/ - ?
AMP D/ + ?
O-acetil-ADPR + ?
cADPR + ?
NAADP + ?
Kalmodulin + ?
» — nincs hatdssal a TRPM?2 dramra

— — gatoljaa TRPM2 dramot
+ —  aktivalja a TRPM2 aramot

? —  nincs adat
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1.2.3.1. ADPR és Ca*"

Az ADPR és a Ca’" egyiittes jelenléte az egészsejtes és az izolalt membranos
mérésekben is aktivalta a TRPM2-t (52,76,77). Tehat mindkét ligand egyértelmiien a
csatorna kozvetlen aktivatora. A két technikéval kapott eredmények kozott a
legjelentdsebb eltérés a becsiilt affinitasok kdzott van.

A NUDT9-H domén jelenléte miatt az ADPR hatasat az elsok kozott tesztelték.
A mitokondrialis NUDT9-en és izolalt NUDT9-H doménen végzett biokémiai mérések
alapjan mindkét "enzim" ADPR affinitasat 100 pM koriilinek talaltdk (76,92,93,103),
ezért a kezdeti egészsejtes mérések soran néhany szdz uM-os koncentracidoban
hasznaltdk az ADPR-t (76,77,100,102). Az ujabb eredmények azonban azt mutattak,
hogy az aktivaciohoz ennél kevesebb, néhany uM ADPR is elegendd (101,104,105).
Végiil az izolalt membranos mérések alapjan késziilt dozis-hatas gorbe egyértelmiien
megmutatta, hogy a csatorna ADPR iranti latszolagos affinitdsa ~1 pM, és 10 uM mar
gyakorlatilag telitési koncentraciot jelent (52). Ez a koncentracié tartomany
Osszeegyeztethetd a csatorna fiziologias szabalyozésaval is, hiszen az intracellularis
[ADPR] ~5 uM (105).

A Ca”" esetében még nagyobb eltérések vannak a két technika kozott. A legtobb
egészsejtes mérésben az intracelluléris oldalt dializalo pipettaoldatban kevesebb mint 1
uM-os szabad [Ca®']-t alkalmazva t3bb nA-es dramot kaptak, ami alapjan a Ca”" Kg-jat
néhany szaz nM-ra becsiilték (50,68,70,105). Ugyanakkor izoladlt membranos
mérésekben ennél joval magasabb [Ca>']; kellett a csatorna aktivalasdhoz (Kq ~20 pM),
és az egyedi csatornak kapuzasi kinetikajanak Ca®’-fiiggése jol leirhaté volt —
alegységenként egy Ca’" kotéhelyet tartalmazé — Monod-Wyman-Changeux (MWC)
modellel (52). A két technikaval kapott eredmények kozotti eltérésnek tobb oka is lehet.
Egyrészt elképzelhetd, hogy az izoladlt membranos mérések soran elveszitettek
valamilyen — a nagy Ca’" affinitas biztositasdhoz sziikséges — intracelluléris faktort. A
legkézenfekvobb ilyen faktor a csatornaval ko-immunoprecipitalhaté kalmodulin
lehetne (69), illetve a PIP,, amely tobb TRPM csatorna ismert regulatora (61,79,106-
108). Azonban az izolalt patch membranok intracelluldris felszinének kalmodulinnal
vagy PIP,-vel torténd perfizidja sem eredményezett nM-os Ca®" affinitast (52). Egy

masik lehetdség, hogy az egészsejtes mérésekben hasznalt ~1 pM Ca’>" messze nem
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teliti a TRPM2-t, csak a csatorndk nagy szdma eredményez — alacsonyabb nyitvatartasi
valésziniiség (P,) mellett is — makroszkopos aramot. Mivel 1 pM-nal magasabb [Ca®"];
—t egyik egészsejtes mérésben sem teszteltek, ez a lehetdség sem zarhato ki. Végiil, bar
az egészsejtes mérések soran Ca’” pufferek alkalmazasaval szabélyozték az oldatok
szabad [Ca”"]-jat, ez nem feltétleniil elégséges a csatorna Ca®" kéthelyei koriili lokalis
[Ca®'] alacsonyan tartasahoz. Kiilonos tekintettel arra, hogy maga a TRPM2 pérus
permeabilis Ca*"-ra, igy az extracellularis térbél bearamlo Ca’* telitésben tarthatja a
kotohelyeket. Ezt timasztja ala, hogy extracellularis Ca®" jelenlétében még alacsonyabb
[Ca™]; is elegendd a csatorna aktivalasahoz (50,68). E megfigyelés alapjan még
extracellularis Ca®" kotohely 1étét is feltételezték (68), azonban az izoldlt membranos
mérések igazoltdk, hogy valdjaban a Ca’" permeacidja 4all az extracellularis Ca2+
kapuzasi hatdsanak hatterében (52). Ennek fiziologiai jelentdsége az lehet, hogy ha a
csatorna egyszer aktivalodik, utina mar a bearamlé Ca>" biztositja — egyfajta pozitiv
visszacsatolasként —, hogy a csatorna mindaddig nyitva is maradjon amig az ADPR

jelen van, fiiggetleniil az [Ca®']; tovabbi véltozasaitol.
1.2.3.2. Oxidativ stressz

A TRPM2 heterolog expresszidja kapcsdn nagyon hamar kideriilt, hogy e
csatornat kifejez0 sejtek nagyobb ardnyban pusztulnak el az 6ket éré oxidativ stressz
hatasara (69,98,109-111). Az oxidativ stressz modellezésére altalaban H,0O,-ot
hasznaltak, de mas reaktiv oxigén szadrmazékok (ROS), illetve reaktiv nitrogén
szarmazék (RNS) képzdk is hasonld hatast valtottak ki (95,98,112). A legegyszeriibb
magyarazat, hogy a H,O, a TRPM2 csatorna aktivaciéjan keresztiil az [Ca®']; tartos
novekedéséhez vezet, ami beinditja a sejtek apoptdzisat (69,98,109-111).

A f0 kérdés az maradt, hogy a H,O, kozvetleniil, kritikus aminosavak
oxidalasan keresztiil, vagy kozvetett médon a NAD/NADH arany eltolasa (112), illetve
ADPR felszabaditasa révén, aktivalja-e a TRPM2-t.

Kozvetlen hatasra utalt, hogy egy tanulmany szerint a H,O, képes volt aktivalni
a NUDT9-H doménben deléciot tartalmazo, és igy ADPR inszenzitiv, AC izoformat is
(97) — azonban ezeket az eredményeket egy masik csoport nem tudta reprodukalni (95).

Egy masik munkdban izolalt membranos mérésekben mutattak H,O, kezelést kovetden
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néhany csatorna nyitast, azonban ezutdn ADPR adasaval nem tesztelték, hogy a latott
hatas hatterében valoban TRPM?2 csatornak kapuzasa all-e (113).

A kozvetett modell alatdmasztasara sokkal tobb €s meggy6zébb eredmény van.
Egyrészt, szemben az ADPR-zal vagy a Ca’’-mal, a H,O, aktivalo hatasa az alkalmazott
koncentraciotdl fiiggden csak hosszabb-rovidebb késés utan jelentkezik, és a H,O»
elvonasa utan sem azonnal zarédnak be a csatornak (98,109,110). Masrészt a HO, nem
aktivalta a TRPM2-t PARG deficiens sejtekben, illetve PARP-1 inhibitorok jelenlétében
(112,114-117), mikozben ismert, hogy az oxidativ stressz a PARP/PARG rendszer
aktivalasan keresztil ADPR felszabadulast eredményez. Tovabbi érv, hogy mig a
citoplazmatikusan tulexpresszaltatott NUDT9 (ADPR4az aktivitasanak kdszonheten) az
ADPR ¢s a H,O; indukélta TRPM2 aramot is gatolta, addig a mitokondridlis formaé
csak a H,O, hatéasat befolyasolta, az intracellularisan alkalmazott ADPR-¢ét nem (95).

Béar a fenti eredmények Osszessége alapjan a kozvetett mechanizmus tlint
valésziniibbnek, tovdbb bonyolitotta a képet, amikor kideriilt, hogy egészsejtes
mérésekben a H,O, megnoveli a TRPM2 csatornak ADPR iranti latszolagos affinitasat
(101,104). Nyilvanval6, hogy a legmeggy6zdbb valaszt jol tervezett izolalt membranos

kisérletek adhatnak.

1.2.3.3. Egyéb modulatorok: NAD", cADPR, NAADP, O-acetil-ADPR, AMP,

Kalmodulin, pH, hdmérséklet

Az ADPR-on kiviil mas NAD(P)" metabolitok — mint szerkezeti rokonok —
szerepe is felvetddott a TRPM2 szabalyozésa kapcsan, azonban ezekhez a kisérletekhez
is csak egészsejtes méréseket hasznaltak, ¢és a kapott eredmények is tobbszor
ellentmondasosak.

Legeldszor a NAD-ot vizsgaltdk, ami képes volt a TRPM2 csatorna aktivéalaséara
(77,98,101,118). Ehhez azonban nagyon magas, 1 mM-os, koncentracioban kellett
alkalmazni, és hatasa még igy is csak késéssel jelentkezett. Emellett az izolalt NUDT9-
H domén izotermikus titracids kalorimetrias (ITC) vizsgalataval nem sikeriilt NAD"
kotédést kimutatni (103). Ez valoszinisiti, hogy a TRPM2 aktivaciét nem a NAD"
kozvetlen hatasa okozza. Az egyik magyardzat, hogy a NAD' mintdk ADPR
szennyezést tartalmaztak. Tekintettel a TRPM2 magas ADPR irdnti affinitdsara (K4 ~ 1
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uM), mar 0,1 %-os szennyezés is jelentds aramot indukélhatott. A masik lehetdség,
hogy a sejtekben jelenlévd enzimek hatasara a NAD'-bol a nikotinsavamid lehasitasa
révén ADPR keletkezett, és ez aktivalta a csatornakat. Természetesen a szerkezeti
hasonlosag miatt a kozvetlen aktivacio sem zarhato ki, ezért a kérdés eldontésére még
tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A cADPR-zal kapott eredmények még ellentmonddsosabbak. Tobb tanulmany
szamolt be arrol, hogy a cADPR aktivalja a TRPM2 csatornat (119), s6t ADPR-zal
egylitt fokozzak egymas aktivalo hatasat (101,102). Azonban mas csoportok mérései ezt
nem tudtak megerdsiteni (76,98,105). A cADPR kozvetlen hatdsa ellen sz6l, hogy bar
szerkezetileg rokona az ADPR-nak, alakja jelentdsen eltér attol. Mig az ADPR lineéris
molekula, addig a cADPR inkédbb gombszerti (2. abra), igy valdsziniileg teljesen mas
ligand-kotéhelyet igényelne. A cADPR kozvetlen aktivald hatdsat leginkabb az a
kozlemény kérddjelezi meg, amelyben kimutattak, hogy a kereskedelmi forgalomban
kaphato cADPR jelentds mennyiségli ADPR szennyezést tartalmaz; e szennyezddést
eltavolitva a cADPR 6nmagéban mar nem volt képes a TRPM?2 aktivacigjara (105).
Sajnos ¢ munkaban a szinergia lehet0ségét nem vizsgaltak, és a cADPR tisztitasara
hasznalt eljaras technikai problémakat is felvet (lasd 4.2.4.2.). Ugyanakkor a cADPR
nitrogénje ¢és a disztalis ribdz kozotti N1-glikozidos kotés felszakadasaval ADPR-za
metabolizalodhat (15). Emellett a cADPR jol ismert masodlagos hirvivd molekula,
amely a Il-es és Ill-as tipusi rianodin receptoron keresztiil Ca*-ot mobilizal az
intracellularis raktdrakbol (1. abra) (40-42,120,121), ami szintén hozzéajarulhat az
egészsejtes mérések soran tapasztalt TRPM2 aktivalo hatdsédhoz.

A cADPR-hoz hasonléan az NAADP, egy masik széleskoriien tanulmanyozott
intracellularis Ca*"-ot mobilizal6 ADP-ribozil ciklaz termék, is jelentés TRPM2 aramot
indukalt egészsejtes mérésekben (102). S6t ADPR-zal egyiitt alkalmazva jelentds
szinergiat figyeltek meg a két metabolit kozott (104). Az NAADP az ADPR-hoz
hasonloan linearis molekula, szerkezetében két ponton tér el az ADPR-tol (2. &bra):
fosztatcsoport kapcsolodik, masrészt a disztalis riboz 1-es szénatomjdhoz nikotinsav
kapcsolédik. Ez annak koszonhetd, hogy az NAADP NADP-bél szintetizalodik, illetve

hogy a nikotinamid helyére baziscserével nikotinsav keriil (2. dbra) (21). Ezen eltérések
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ellenére az NAADP alakja sokkal kdzelebb all az ADPR-¢hoz, mint a cADPR-¢, igy
elképzelhetd, hogy hatasat akar a NUDT9-H ADPR kotohelyéhez kozvetleniil kotddve
fejti ki, bar ebben az esetben egyiittes jelenlétiikkor inkdbb komppeticidt varnank,
semmint szinergiat. Figyelembe véve, hogy az NAADP a TPC csatornak aktivalasaval
Ca’"-ot szabadithat fel a lizoszomalis raktarakbol (1. &bra) (9,46-48), az [Ca’'];
novelésén keresztiil kozvetett modon is aktivalhatja a TRPM2-t; az eltérd
tamadaspontok miatt ez a feltevés jobban magyardzna a mérések soran tapasztalt
szinergiat.

Egészsejtes mérésekben az ADP-ribozil ciklaz termékeken kiviil egy hiszton
deacetilaz termék, az ADPR disztalis ribézanak 2’ vagy 3’ —OH csoportjanak
acetilacidjaval keletkezé O-acetil-ADPR, is hatékony aktivatornak bizonyult (103,122).
Az ADPR-hoz hasonld szerkezeten kiviil az O-acetil-ADPR kozvetlen hatdsa mellett
sz0l az is, hogy izotopos leszoritasos kotési kisérletek alapjan ez a molekula az ADPR-
zal kozel megegyez0 affinitassal kotddik az izolalt NUDT9-H doménhez (103).

A sok potencialis TRPM2 aktivator molekula mellett, egészsejtes mérések soran
az AMP-t lehetséges gatloszerként azonositottak (101,102,104), bar ezt a gatlast nem
minden tanulmény tudta megerdsiteni (105). Mivel az AMP az ADPR bomlési terméke
(76,93), ezért elképzelhetd, hogy a NUDT9-H domén ADPR kotdhelyéért vetélkedve
kompetitiv gatloszerként viselkedik. Ezt az feltételezést erdsiti, hogy ITC mérések
alapjan az AMP valdban képes a NUDT9-H doménhez kotddni (103). Egy masik
lehetéség, hogy az AMP kotohelye N-termindlisan, valamelyik TRPM-homolégia
doménben talalhatd, tekintve, hogy az AMP gatolja a TRPM4 csatornat is (123), amely
nem tartalmaz NUDT9-H domént, viszont az N-termindlis szakaszon nagyfoku
homologiat mutat a TRPM2-vel. Ebben az esetben az AMP allosztérikusan, nem-
kompetitiv moédon gatolhatna a TRPM2 csatorna aktivitasat. Végiil mivel az AMP
szamos intracellularis folyamatot befolyasol, a gatlé hatds mérési koriilmény, illetve
sejttipus fiiggése kozvetett mechanizmusra is utalhat.

Emlitést érdemel még a kalmodulin, amely ko-immunoprecipitacioval
igazolhatéan kotddik a TRPM2-hoz (69). Egészsejtes mérésekben a kalmodulin fokozta,
mig a kalmodulin-antagonista kalmidazolium gatolta a TRPM2 &ramot (68). A
kalmodulin feltételezett ktéhelye a TRPM2 mar korabban emlitett "IQ-like" motivuma,
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mert e szakasz pontmuticiokkal vald tonkretétele megsziintette a két fehérje
interakcidjat, illetve a kalmodulin aktival6 hatasat (69,70).

Tobb munkacsoport is vizsgalta az extra- ¢s intracellularis pH hatasat a TRPM?2
aktivitdsara. Ezekben a kisérletekben az alacsony pH a csatorna reverzibilis gatlasat,
illetve irreverzibilis inaktivaciojat okozta, ami arra utal, hogy a protonoknak akar tobb
tamadaspontja is lehet (124-127). Az eredményekbdl ugy tiinik, hogy a reverzibilis
inaktivaciét a protonok az intracellularis oldalrél okozzdk — az extracellularis
protonoknak csak nyitott csatorna esetén, permeacié utan volt ilyen hatasuk. E hatés
soran a protonok célpontjai akar a Ca’" kotéhelyek is lehetnek (126,128). Ezzel
szemben az irreverzibilis gatldas a csatorna extracelluldris szdjanal talalhatd
aminosavakhoz volt kéthetd (125,127).

Bar korabbi munkak szamos TRP csatorna aktivitasanak homérsékletfiiggését
igazoltak mar, a TRPM2 esetében ezt eddig csak egyetlen cikkben vizsgéltdk. Ebben azt
talaltik, hogy intakt sejtekben a 35°C feletti hdmérséklet fokozza az ADPR, a NAD" és
a cCADPR aktival6 hatasat (119).

1.2.4. A TRPM2 szerepe

Béar a TRPM2 csatorna élettani funkcidja egyelére nem ismert pontosan, az
eddig bemutatott eredmények, a csatorna expresszios térképe, valamint a génkiiitott
(KO) éallatokon végzett kisérletek eredményei adnak némi irdnymutatast a lehetséges

fiziologias és patologias szerepére nézve.

1.2.4.1. A TRPM2 csatorna génje €s transzkriptumai, szoveti eloszlasa

A TRPM2 génje a 21. kromoszoman talalhato, egy koriilbeliil 90 kb hosszu
szakaszon, amely 32 exont tartalmaz (129). Az 0Osszes exont tartalmazo érett
transzkriptum 6,5 kb hosszu, ez kodolja az 1503 aminosavbol allo, teljes TRPM2
fehérjét — TRPM2-L (long) (65). Emellett azonban leirtak még tobb izoformat is,
amelyek az alternativ — esetleg hibas — splicing-nak koszonhetéen rovidebb fehérjét
koédolnak. Ezek koziil talan legjelentdsebb a TRPM2-S (short), amely csak a fehérje N

terminalis citoplazmatikus részét €s az elsd két transzmembran szegmenst tartalmazza
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(130). A TRPM2-S 6ssze tud épiilni teljes hossziisagi TRPM?2 alegységekkel, azonban
a normalis porust alkotd négy darab otdodik és hatodik transzmembran szegmens
hidnyaban az igy keletkezd heterotetramerek nem képesek iontranszportra. Dominans
negativ hatasdnak koszonhetden a TRPM2-S expresszidja csokkentheti a miikodoképes
TRPM2 csatornak szamat (131), igy szerepe lehet a csatorna szabalyozasaban. Mivel a
TRPM2-S izoforma nem tartalmazza a C-terminalis CCR szakaszt, tetramerizacidja arra
utal, hogy a csatorndk Osszeépiilésében az N-termindlis, illetve a transzmembran
résznek is fontos szerepe lehet. HL-60 sejtekben €s neutrofil granulocitakban sikertilt
kimutatni még két, delécidt tartalmazo izoformat, a TRPM2-AN-t és a TRPM2-AC-t
(97). A TRPM2-AN-ben a fehérje N-termindlis részén a 11. exon kozépsd, 538-557
csatornat és valoszintileg hibas splicing eredménye (67). Erdekesebb a TRPM2-AC
izoforma, itt a teljes 27-es exon, az 1292-1325 aminosavat kddolo rész hianyzik. Ez a
deléciéo a NUDT9-H domént érinti, és ezek a csatornak nem aktivalhatok ADPR-zal,
ami megerositi azt a feltételezést, hogy az ADPR valoban ezen a doménen keresztiil
fejti ki aktivalo hatasat (70,97).

A TRPM2-L csatorna szamos szovetben kifejezddik, legnagyobb mennyiségben
idegsejtekben (132,133), a hasnyalmirigy inzulint szekretdlo B-sejtjeiben (110,119),
szivizomsejtekben (115), endothelsejtekben (131), neutrofil granulocitadkban
(104,105,134), T limfocitadkban (49,102), monocitdkban (51,76,77,135) és mikroglia
(100) sejtekben van jelen. Expresszidja az agyon beliil sem egyenletes, legkifejezettebb
az agykéregben, a hippocampusban ¢és az oxidativ stresszre kifejezetten érzékeny
striatum (nucleus caudatus ¢és putamen) teriiletén (98,118,136,137).

Bar a TRPM2 alapvetdéen a plazmamembranba lokalizalt csatorna, jelenlétét
lizoszémalis membranokban is kimutattak (28,138). Ugyanakkor a protonok TRPM2-re
gyakorolt gatlo hatasanak fényében nehéz elképzelni, hogyan miikddhet ez a csatorna

ebben a savanyu kompartmentben.

1.2.4.2. Génkiiitott (KO) egereken végzett kisérletek

A TRPM2 csatorna funkciojanak megértésében nagy eldrelépést jelentett a

TRPM2 KO egerek elkészitése &és vizsgalata. A csatorna szoveti eloszlasanak
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megfelelden a tapasztalt valtozasok két teriiletet érintettek: a gluk6z anyagcserét és az
immunvalaszt.

A gluk6z metabolizmus vonatkozasdban a hasnyalmirigy B-sejtjeinek inzulin
vizsgaltak. A TRPM2 deficiens B-sejtekben csokkent glukoz-, illetve incretin-indukalt
inzulin szekréciot taldltak. Az elégtelen inzulin elvdlasztds miatt a normal diétan tartott
TRPM2 KO 4allatok csokkent glukoz toleranciat mutattak (139), ugyanakkor a taltaplalt
allatok esetében a KO egereknél a periférids szovetek nagyobb inzulin-érzékenységét és
glukéz felhasznalasat mértek (140).

Az immunrendszert vizsgalva ennél jelentsebb eltéréseket taldltak. A jelenleg
elfogadott szemlélet szerint az immunvalasz soran a fagocitakban termel6dé ROS a
korokozok pusztitasa mellett aktivalja a TRPM2 csatorndkat is, s az ezekben bearamlé
Ca** hozzajarul a kemotaxis €s a citokintermelés kivaltasdhoz (51). Az akut hatasok
mellett a TRPM2 deficiens dendritikus sejtek érése is zavart szenved (28). Ennek
megfeleloen a KO egerek fokozott érzékenységet mutatnak egyes bakterialis
fertézésekre (141), ellenben védettnek bizonyulnak az autoimmun eredeti colitis
ulcerosa modellezésére hasznalt DSS-indukalt colitissel szemben (51). Erdekes modon
a lipopoliszacharid (endotoxin) indukalt gyulladdsra a TRPM2 deficiens egerek
bizonyultak érzékenyebbnek. Esetiikben a tiid6szovet fokozottabb polimorfo-nuklearis
sejtes beszlirddését, jelentdsebb szdveti destrukcidt és rosszabb tulélést tapasztaltak. Ezt
a szerzOk azzal magyarazzak, hogy a ROS a nem szelektiv TRPM2 kation csatorna
aktivalasa révén depolarizdlja a membrant, ami mintegy negativ visszacsatolasként
gatolja a membranpotencidl-érzékeny NADPH oxidazt. E gatlo hatés kiesése vezethet a
KO egerekben fokozott ROS termeléshez €s szoveti karosodashoz (142). Bar e
tanulmanyok nem adtak pontos képet a TRPM2 csatorna immunsejtekben betoltott
szerepérdl, azt egyértelmiien megmutattdk, hogy hidnydban az immunvélasz

szabalyozasa zavart szenved.

1.2.4.3. A TRPM2 lehetséges szerepe fiziologias €és koros koriilmények kozott

A fentiek alapjan a TRPM2 csatornanak fizioldgias koriilmények kozott szerepe

lehet a hasnyalmirigy B-sejtjeiben az inzulin szekrécid szabalyozasaban (119,139).

33



doi:10.14753/SE.2013.1814

Annak kideritésére, hogy ez a szerep milyen mddon kapcsolodik a klasszikus, ATP-
szenzitiv K' csatorndkhoz kot6dd utvonalhoz, tovabbi vizsgalatok kellenek. Mivel a
TRPM2 nem szelektiv kation csatorna, a folyamatot valosziniileg az [Ca®']; ndvelésével
segitheti el8. Ez torténhet akar kozvetleniil a Ca®’ transzportjaval, akar kozvetve a
plazmamembran depolarizalasaval, amely a fesziiltségfiiggé Ca®" csatornakat aktivélja.
A 10, egyeldre tisztazatlan, kérdés inkabb az, hogy milyen Uton valosul meg a TRPM2
csatorna glukéz-fliggd aktivacioja.

Mar a korai eredmények felvetették, hogy az oxidativ stressz indukalta TRPM?2
aramnak jelentésége lehet a ROS termeléssel jard neutrofil granulocita aktivacioban
(102,104). Ugyanakkor a KO allatokkal végzett kisérletek arra is felhivtak a figyelmet,
hogy a csatorna immunvalaszban betoltott szerepe ennél sokkal Osszetettebb:
befolyasolja az dendritikus sejtek érését, a monocitdk és a neutrofil granulocitak
kemotaxisat, illetve citokin termelését. Ezaltal a szervezet korokozok elleni védelme
mellett patologids koriilmények kozott egyes autoimmun korképek kialakulasahoz is
hozzajarulhat (28,51,141,142).

Végiil fontos megemliteni azokat a sejttipusokat (neuronok, szivizomsejtek,
endothelsejtek), amelyekben a TRPM2 csatorna fizioldgias szerepérdél semmilyen
informacionk nincs, ugyanakkor patoldgias koriilmények kozott — legaldbb részben — ez
a csatorna lehet felelds e sejtek karosodasaért. Intaktsejtes mérések alapjan a TRPM2
csatorna heterogén expresszidja fokozza a sejtek érzékenyégét az oxidativ stressz irant.
Ennek mérhetd paraméterei a H,O, hatdsara bekdvetkez0 membran permeabilitas
valtozas, az [Ca’']; valtozésa, illetve a sejtek apoptotikus pusztuldsanak mértéke. A
H,0, kezelés kovetkeztében a kontroll, TRPM2-t nem expresszald, sejtekkel
Osszehasonlitva a TRPM2-t kifejez0 sejtek membranjanak kationok irdnti
permeabilitasa fokozodik (131), az [Ca®']; jobban megemelkedik (100), és a sejtek is
nagyobb ardnyban pusztulnak el (69). Ennek a forditottja is igaz. Vagyis, ha TRPM2
csatornat természetes moddon expresszald sejtekben TRPM2-specifikus siRNS-sel
gatoljuk a csatorna szintézisét, akkor csokken e sejtek érzékenysége az oxidativ stressz
irant (143). Ezekre az eredményekre alapozva feltételezik, hogy a TRPM2-nek szerepe
lehet e szovetek iszkémids-reperfuzios karosodasaban. Stroke vagy myocardidlis
infarktus esetén a sejtek nemcsak az iszkémia kdvetkeztében pusztulnak: az iszkémiat

taléldé sejtekben a reperfuzid soran nagy mennyiségii ROS keletkezik, amely TRPM2
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aktivacion keresztiil a Ca®" homeosztizis Gsszeomlasat, s e sejtek halalat okozhatja
(109,115,144). Az akut folyamatok mellett az oxidativ stressz okozta TRPM2
aktivitdsnak kronikus neurodegenerativ betegségekben is szerepe lehet. Az amyloid -
peptid, az Alzheimer-korra jellemz6 szenilis plakkok egyik f6 komponense, oxidativ
stressz kozvetitésével a striatdlis neuronok pusztuldsat okozza, amely a TRPM2
csatorna aktivitdsdnak gatldsdval megeldzhetd (145). Ugyanakkor, amiotrofids
lateralszklerozisban, Parkinson demencidban, ¢€s bipoldris zavarban szenvedd
betegekbdl izolalt TRPM2 mutaciok arra utalnak, hogy a csokkent TRPM2 miuikodés is
betegséghez vezethet (146,147).

Ezek alapjan a TRPM2 a krénikus gyulladasok (51,148) és a cukorbetegség
kezelésében (139), illetve az agyi/myocarialis iszkémiat kovetd reperfuizidés karosodas

csokkentésében (115,149) is igéretes terapias célpont lehet.

1.2.5. A TRPM2 csatorna szabalyozasanak vizsgalatat hatraltato technikai korlatok

1.2.5.1. Egészsejtes €s izolalt membranos mérések dsszehasonlitasa

Ahogy az eddigiekbdl is lathat6 a TRPM2 csatorna megismeréséhez eddig
foként egészsejtes méréseket alkalmaztak. Egyediil az ADPR és a Ca’" hatasat
vizsgaltak meg részletesen izoldlt membranos inside-out patch clamp technikaval. Az

eddigi eredmények értelmezéséhez érdemes Osszehasonlitani a két technikat.
1.2.5.1.1. Az egészsejtes patch clamp technika eldnyei

- Mivel a teljes membranon atfolydo aramot mérjiik, ezért még akkor is
makroszkopos aramot kaphatunk, ha a vizsgalando ioncsatorna csak kis
példanyszamban fejezddik ki.

- Egyes csatorndk miikddéséhez bizonyos citoplazmatikus faktorokra is sziikség
van (példaul kalmodulin, redukalé kornyezet). Bar a pipettaoldat jelentdsen
felhigitja a citoplazmat, nem sziinteti meg teljesen e faktorok hatasat.

- Az extracelluléris oldat szabadon cserélhetd. Ez olyan csatorndk vizsgalatanal
hasznos, amelyek miikodését extracellularis faktorok szabalyozzdk (példaul

acetilkolin-receptor).
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1.2.5.1.2. Az egészsejtes patch clamp technika hatranyai

- Egy sejt csak egy mérésre hasznélhato.

- A pipettaoldat csak fokozatosan dializalja a sejt belsejét, ez korlatozza az
intracelluldris ligand altal vezérelt csatornak (példaul TRPM?2) kapuzasanak
kinetikai vizsgalatat.

- A pipettaoldat nem, vagy csak nagyon koriilményesen, cserélhetd. Igy
intracellularis ligand altal vezérelt csatorndknal egy mérésben csak egyféle, adott
koncentracioji ligand hatdsa tesztelhetd. Mivel egy sejt csak egyszer
hasznalhato, a kiilonb6z6 sejtekben viszont a csatorna expresszidjanak mértéke
nagyon eltérd lehet, ezért az ilyen mérésekbdl szarmazod dozis-hatas gorbék,
illetve kiilonb6z6 ligandok relativ hatékonysdganak Gsszehasonlitdsa csak
fenntartasokkal fogadhato el.

- Bér a citoplazmat a pipettaoldat jelentésen felhigitja, az enzimek, sejtalkotok,
egyéb citoplazmatikus faktorok tovabbra is jelen vannak. Hatasuk — példaul a
pipettaoldatban talalhatd, vizsgalt ligand metabolizacioja — nem kontrollalhato.
fgy nehezen donthetd el, hogy a ligand kozvetlen vagy kozvetett modon

befolyasolja a csatorndk miikodését.

1.2.5.1.3. Az inside-out patch clamp technika elényei

- A mérést egy nagy sejtbdl kiszakitott apré6 membranfolton ("patch") végezziik,
igy egy sejtbdl tobb patch is huizhato.

- A membranfolt kis mérete miatt akar egyetlen csatorna miikddése is vizsgalhato.

- A membranfolt intracelluldris oldala a szabadon ¢&s gyorsan cserélhetd
kadoldattal érintkezik ("inside-out"). Ez a konfiguracidé nagyon elényds
intracellularis ligand altal vezérelt csatornak vizsgalatanal.

- A membranfoltot kiszakitjuk a sejtbdl, igy a csatorna mitkddése a kiillonbozd
intracellularis faktorok zavar6d hatasa nélkiil vizsgalhat6. Ezéltal a kozvetlen

hatast kifejtd ligandok kdnnyen azonosithatok.
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1.2.5.1.4. Az inside-out patch clamp technika hatranyai

- A membranfolt kis mérete miatt makroszkdépos aramot csak a csatornaknak
joval nagyobb foku expresszidja esetén kaphatunk, mint egészsejtes mérések
esetén.

- Egyes intracellularis faktorok jelenléte sziikséges lehet a csatorna miitkodéséhez,
még akkor is, ha fiziologias koriilmények kozott nem vesznek részt a csatorna
aktivalasdban. Pé¢ldaul a TRPMS esetén a PIP, hozzdjarul a porus nyitott
konformacidjanak fenntartdsdhoz, hidnydban a csatorndk deaktivaldédnak
(61,79). A kiszakitott membran konfigurdcioban ezeket az intracellularis
faktorokat is biztositani kell. Ennek hidnyaban — példaul, ha a faktor nem ismert

—, az aktivalhatd csatornak szama a mérés soran fokozatosan csokken. A

kiértékelés soran ezt is figyelembe kell venni.

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy mig a sejtélettani kérdések vizsgalatahoz az
egészsejtes konfiguracio a legalkalmasabb, maganak a csatorna fehérjének a biofizikai
jellemzésére ez nem all fenn. Ebben a vonatkozasban az egészsejtes mérések elsdsorban
extracellularis ligand altal szabalyozott, fesziiltségfiiggd valamint kis szdmban
kifejez6dd ioncsatorndk vizsgalatdban lehet hasznos. Azonban intracellularis oldalrol
szabalyozott csatorndk részletes biofizikai vizsgalatdhoz, kozvetlen ¢és kozvetett
modulétorainak azonositdsahoz az inside-out technika egyértelmiien eldnydsebb. Ezek
fényében, kiilonds tekintettel az ellentmondd eredményekre, érdemes lenne

megvizsgalni a tobbi TRPM2 ligand hatasat is izolalt membranos mérésekben.
1.2.5.2. Xenopus laevis petesejt, mint expresszios rendszer (150)

Az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) petesejt az elektrofiziologidban
széleskoriien hasznalt expresszios rendszer. Altaldnos el6nyei és hatranyai mellett

érdemes attekinteni egy, a human TRPM?2 vizsgalata kapcsan fellépd problémat, a

petesejt endogén ioncsatornait.
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1.2.5.2.1. A petesejt rendszer eldnyei

Egyszerre tobb szaz sejt nyerhetd egy békabol.

A petesejtek igen ellendlloak. Fenntartdsukhoz nem igényelnek kiilonleges
felszerelést.

A sejtek meglehetésen nagyok — akar 1,3 mm atmérdjiiek is lehetnek —, igy
konnyen injektalhatok RNS-sel.

A sejtek megbizhatdan expresszaljak a bejuttatott idegen RNS-eket.

A rendszer lehetévé teszi mutans konstrukciok egyszerti, gyors eldallitasat.

Az injektdlt RNS mennyiségének valtoztatdsaval egyedi csatornds vagy
makroszkopos mérésekhez optimalis feliileti csatornastiriiség érheto el.

Az alacsony inkubdcios homérséklet (18°C) miatt a sejtekben olyan mutans
csatorndk is kifejez0dnek, amelyek 37 *C-on mar nem lennének stabilak.

A petesejtek kevés endogén csatornat tartalmaznak.

1.2.5.2.2. A petesejt rendszer hatranyai

Bar kevés endogén csatornat tartalmaznak, azok zavarhatjdk a mérést, ha egyiitt
aktivalodnak a mérendd exogén csatornakkal, kiilondsen, ha az utdbbiak szama
vagy arama kicsi.

A fehérjék poszttranszlaciés modositasa — glikozilalasa, foldingja — elvileg
eltéré lehet, mint egy emberi sejtben. fgy a csatornak elvileg masképpen
viselkedhetnek, mint eredeti kdrnyezetiikben.

A sejtek mindsége €vszakfliggd. Nyaron nehezebb veliik dolgozni.

A békak kétéltiiek, ezért a vizsgalatok szobahdmérsékleten végzenddk. 30°C-nal
magasabb hdmérsékleten a petesejtekbdl izolalt patch-ek nem stabilak. Ez az
alacsonyabb hdémérséklet viszont befolyasolhatja az expresszaltatott emlds

csatornak mukodését.

E korlatok ellenére a Xenopus petesejt hasznos és kényelmes expresszids rendszer.
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1.2.5.2.3. Egy TRPM2-specifikus problémaforras: a petesejt endogén csatornai

A Xenopus petesejt endogén csatornai koziil méréseinket kétféle befolyasolja, a
Ca”-aktivalt Cl” csatorna és a fesziilés- ("stretch") aktivalt csatornak.

A fesziilés-aktivalt csatorndk a mérés soran a membranban 1étrejové mechanikus
feszililés hatasara aktivdlodhatnak. Nem szelektiv ioncsatorndk. Egy csatorna
vezetOképessége koriilbeliil 35 pS. Szdmuk sejtenként és sejtrégionként valtozo.
Héaromértéki  kationokkal — példaul gadoliniummal — blokkolhatok, &am ez
befolyasolhatja a vizsgalt csatorna miikddését is, ezért ha a patch sok ilyen csatornat
tartalmaz, akkor érdemes helyette ijat hlizni a sejt egy tavolabbi részébdl.

Nagyobb problémat jelent a Ca**-aktivalt CI” csatorna (Clc,C), amely a petesejt
endogén aramanak nagy részéért felelds. A csatorna vezetdképessége 3 pS. Bar neve
szerint Cl” csatorna, valdjdban nem-szelektiv anion csatorna, amely a CI" mellett szdmos
més anion transzportjara is képes. E csatornak citoszolikus Ca®" hataséara aktivalodnak
(151). Mitkddésiiket Ca®” kelatorok (EGTA, BAPTA), illetve impermeabilis anionokat
tartalmazo oldatok alkalmazasaval lehet blokkolni. Mivel az altalunk vizsgalt TRPM2
csatorna nyitasahoz szintén sziikség van intracellularis Ca**-ra, ezért a kelatorokat nem
alkalmazhatunk. Ez tette sziikségessé, hogy az oldatokban hagyomanyosan hasznalt CI

aniont mas, nem transzportal6dé anionnal helyettesitsiik.

1.2.5.3. Az egyedi csatorna kapuzas elemzésének korlatja: irreverzibilis inaktivacio

A TRPM2 csatorna izolalt membranos vizsgalatanal a legnagyobb problémat az
okozza, hogy a patch kiszakitdsa utan a maximalisan aktivalhaté aram exponencialisan
csokken (6. A abra). Ezt elméletileg okozhatja a csatorndk szdmdanak fogydsa,
permeabilitdsanak csokkenése, vagy kapuzasi kinetikdjanak valtozasa. Variancia
analizis segitségével igazoltdk, hogy a folyamat sordn a csatornak nyitvatartési
valoszinlisége valtozatlan marad (6. B abra). Az egyedi csatorndk aramat kiilonb6z6
idopontokban megvizsgalva abban szintén nem talaltak valtozast (6. C abra). Bar ilyen
koriilmények kozott az egyedi csatorna mérések elemzése nehezitett, ugy tiinik, a
kapuzasi kinetika sem valtozik az idé mulasaval (6. D 4bra). Osszegezve, az aram

fogyasat nem az egyes csatorndk mukodésének megvaltozasa, hanem az aktivalhaté
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6. abra: A TRPM2 csatorna irreverzibilis inaktivacioja izolalt membranos inside-
out patch clamp mérésekben

A, A fekete gorbe a telitési koncentraciojt ADPR és Ca®" mellett regisztralt
makroszkopos TRPM2 dram. A piros gorbe az aram iddbeli lefutasara illesztett
exponencialis, a kék pedig a mért dram ¢és az illesztés kiillonbsége. A szines hasabok a
variancia analizishez hasznalt idéablakokat jeldlik.

B, A szines pontok az egyes iddablakokban mért skalazott variancia értékeket
reprezentaljak a hozzajuk tartozd atlagos aram fiiggvényében. A pontok végig jol
illeszkednek a 0,92-as nyitvatartdsi valoszinliséghez (P,) tartozdé egyeneshez. Az
aramcsokkenést nem a P, valtozasa okozza.

C, Telitési ADPR és Ca’" koncentracio mellett mért egyedi csatorna események. Az
inaktivacid soran az egyedi csatorndk arama nem valtozik.

D, A C panelen lathato rovid idéablakok korlatozott elemzésével nyert egyedi csatorna
kapuzési paraméterek: P,, atlagos nyitvatartasi id6 (m.o.t.) és atlagos zarvatartdsi ido
(m.c.t.). A sztochasztikus fluktudciotol eltekintve ezen paraméterek értéke sem mutat
tendencidzus valtozast az id6 fliggvényében.

(Csanady, L. and Torocsik, B. 2009, J. Gen. Physiol 133, 189-203)
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csatorndk szaménak csokkenése, azaz irreverzibilis inaktivacid okozza (52). Ez az
irreverzibilis inaktivacid mar a makroszkopos aramok vizsgalatakor is problémat okoz.
A kiilonb6z6 szakaszok 0Osszehasonlitasakor a mért értékeket korrigalni kell a
folyamatosan csOkkend csatornaszammal. A steady-state csatorna mérések részletes
analiziséhez viszont nélkiilozhetetlen az alland6 csatornaszam. Ezért azon tul, hogy az
inaktivacié hatterében all6 molekularis mechanizmus feltardsa 6nmagaban is izgalmas

kihivas, fontos lenne valamilyen modot talalni e probléma megsziintetésére.
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2. Célkitiizéseink

Kutatasunk soran a TRPM2 csatorna szerkezet-funkcid vizsgalatit végezziik
afrikai karmosbéka petesejtekben inside-out patch clamp technika alkalmazasaval.
Kitlizott céljaink négy csoportra bonthatdak:

1. Miel6tt hozzalattunk volna a TRPM2 csatorna vizsgalatdhoz, keresniink
kellett egy aniont, amelyre a Clc,C csatorndk nem permeabilisak. Ezzel az anionnal
helyettesitve a Cl° ionokat megszabadulhatunk az endogén csatornak okozta
hattéraramtol. A szakirodalomban (52) erre a célra haszndljdk a glukonatot, azonban
ennek az anionnak tobb korlatja is van. Bar natrium sdjanak oldékonysaga viszonylag
jo, Ca®" s6ja mar sokkal rosszabbul oldodik. Raadasul ersen kéti is a Ca®"-ot (52),
ezért még 20 mM-os szabad Ca®" koncentracié sem érhetd el segitségével. Raadasul
nem kaphat6 szabad sav formajaban, igy nem parosithato tetszdleges kationnal.

Mivel vizsgalni kivanjuk a TRPM2 csatorna permeabilitasat kiilonb6z6 kationok
irant, ezért el0szor fontos talalni egy alkalmas aniont, amellyel ilyen tipusu mérések
soran a CI” helyettesithetd. E helyettesité anionnal szembeni elvarasok a kovetkezok:

» Ne transzportalodjon a Clc,C-n keresztiil, igy ne okozzon jarulékos aramot.
» Legalabb 30 mM szabad Ca’"-ot tartalmazo oldatat is el lehessen késziteni.
» Nagy tisztasagli formaban, szabad anionként kaphato legyen.
Ehhez elvégzend6 vizsgalatok:
- Clc,C permeabilitdsanak vizsgéalata kiilonbozé szerves anionokra izolalt
membranos inside-out patch clamp segitségével.
- A Cle,C-4n nem atjutd anionok Ca®" kotd képességének meghatarozasa

fluorimetrias modszerrel.

2. A korabbi egészsejtes mérések szamos molekulat azonositottak, amelyek
befolyasolhatjdk a TRPM2 csatorna miikodését (H,O,, AMP, cADPR, NAADP,
NAD"). Ugyanakkor a sejt nukleotid és Ca®" homeosztazisat biztosité intracellularis
rendszerek jelenléte miatt, ilyen mérésekkel nem donthetd el, hogy az adott anyag a
csatornghoz kotédve (kdzvetlen modon) vagy csak az elsédleges ligandok, a Ca®" és az

crcr

Ennek fényében nem meglepd, hogy a mds-mas sejt tipusokat haszndlo, kiilonbozo
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munkacsoportok eltérd, sokszor egymasnak ellentmondo, eredményeket kaptak e
molekulak hatasardl, hatékonysagarol. Vizsgalataink célja volt, hogy eldontsiik, vajon
kozvetlen vagy kozvetett uton befolyasoljdk-e a TRPM2 csatorna miitkodését ezek az
anyagok.
Ehhez elvégzendd vizsgalatok:

- A kiilonb6z6 molekulak TRPM2 csatornara kifejtett hatdsdnak vizsgalata izolalt

membranos inside-out patch clamp segitségével.
- A dinukleotid torzsoldatok tisztasaganak vizsgalata vékonyréteg kromatografia

(TLC) segitségével.

3. A TRPM2 csatorna kapuzasanak részletei maig ismeretlenek. Ennek
tisztazdsdban nagy segitséget nyujthatna a steady-state egyedi csatorna mérések
analizise. Azonban a kisérletek soran a TRPM2 csatornak ~ félperces iddallandéval
irreverzibilisen inaktivalédnak (6. éabra), ennek kovetkeztében nem lehet allando
csatornaszam mellett elegendéen hosszi méréseket végezni ezekhez az elemzésekhez.
Ezért megprobaltuk feltarni, hogy milyen molekuldris mechanizmus allhat az
inaktivaci6  hatterében, és  valamilyen @~ modot  taldlni a  folyamat
lassitasara/megsziintetésére. Tovabbi célunk volt annak kideritése, hogy ezen
valtoztatasok utan a rendszer alkalmas marad-e a vad tipusi TRPM2 csatorna

modellezésére?

4. A PIP, szamos TRPM csatorna miikddésének szabalyozdsaban szerepet
jatszik. E csatornakban a PIP, feltételezett kotohelye a TRPM2-ben is megtalalhatéd
TRP-domén, ezért arra voltunk kivancsiak, hogy e foszfolipid befolyasolja-e a TRPM2
csatorna aktivitasat is?

Ehhez kapcsolddo kérdéseink:
-  Exogén PIP, adasaval lassithato-e a TRPM2 csatorna irreverzibilis
inaktivacidja?
- A polilizin — az endogén PIP, maszkolasdval — befolyasolja-e a TRPM2
miikddését?

- Exogén PIP, addsa megvaltoztatja-e a csatorna Ca”" affinitasat?
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3. Felhasznalt médszerek

3.1. Oldatok

A felhasznalt oldatokat az 3. tablazat tartalmazza.

3.2. Molekularis biologia

Az 5,6 kb nagysagu, human TRPM2 csatornat koédolé c¢cDNS szakasz a
pGEMHE plazmid EcoR1 ¢és Xbal restrikcids enzim hasitasi pontjai koz¢é illesztve allt
rendelkezésiinkre, mig a hTRPMS8 cDNS-ét egy pGEMSH plazmid tartalmazta.
Molekularis bioldgiai modszereket a plazmidok felszaporitdsara, a csatornakat kodolo
mRNS in vitro szintézisére, illetve kiilonb6z6 TRPM2 mutansok Ilétrehozasara

hasznaltunk.

3.2.1. Mutansok készitése, plazmidok felszaporitasa

A mutans csatorndkat kodold plazmidokat célzott mutagenezis (Stratagene
QuikChange II Site Directed Mutagenesis Kit) segitségével allitottuk el6. A PCR-hez
hasznalt oligonukleotid primereket a 4. tablazat tartalmazza. Az ijonnan szintetizalt
plazmidokkal TOP 10 (Invitrogen) kompetens E. coli sejteket transzformaltunk. Mivel a
pGEMHE plazmid B-laktaméz gént tartalmaz szelekcidos markerként, ezért a sikeresen
transzformalt klonok kivalasztasdhoz ampicillint hasznaltunk. A felszaporitott plazmid
klonokat Qiagen Miniprep/Midiprep Kit segitségével tisztitottuk meg, a tisztitas
sikerességét €s a visszanyert DNS mennyiségét 0,9 %-os agardz gélen vizsgaltuk (7.
abra). A kivant mutdciok meglétét, egyéb mutaciok hidnyat automata szekvenaldssal
(LGC Genomics) ellendriztettiik. A szekvendldshoz hasznalt primerek szintén a 4.
tablazatban lathatoak. A kapott szekvenciakat Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) és CAP3
(http://deepc2.psi.iastate.edu/aat/cap/cap.html) programok segitségével hasonlitottuk

Ossze. A kész plazmidokat —80°C-on taroltuk a késébbi felhasznalasig.
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3. tablazat: A mérésekhez felhasznalt oldatok.

Név Osszetétel Alk.
Petesejt oldatok
OR2 82.5 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES
OR2+ OR2 + 1.8 mM CacCl,, 50 pg/ml gentamycin
Pipetta-/kadoldatok* ook
NacCl 140 mM NaCl, 2 mM MgCl, P+K
NaG 140 mM Na-glukonat, 2 mM Mg-(glukonat), P+K
NaG no Mg 140 mM Na-glukonat K
NaG_1mM_free 140 mM Na-glukonat, 2 mM Mg-(glukonat),, P
Ca** 8 mM Ca-(glukonat),
KG 140 mM K-glukonat, 2 mM Mg-(glukonat), P+K
NaGm 140 mM Na-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat), P+K
NaGm_10mM_free 140 mM Na-glutamét, 2 mM Mg-(glukonat),, P
Ca*** 30 mM Ca-(glutamat),
NaGm_X mM X mM Na-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat), (X = 35, 70, 280, P+K

560, 1000)

CaGm, X mM X mM Ca-(glutamat) ,, 2 mM Mg-(glukonat), (X = 50, 100) P
CaCl, X mM X mM CacCl,, 0,5 mM MgCl, (X =5, 10, 20, 30, 40, 100) P
MgCl, X mM X mM MgCl, (X =5, 20) P
MaGm 140 mM Metilamin-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat) , P
DMaGm 140 mM Di-metilamin-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat) , P
TriMaGm 140 mM Tri-metilamin-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat) , P
TetMaGm 140 mM Tetra-metilamin-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat) , P
NMDGGm 140 mM N-metil-D-glukamin-glutamat, 2 mM Mg-(glukonat) , P
* Pufferként minden oldat tartalmazott 10 mM HEPES-t

Pipettaoldatok:

pH 7,4 — az oldatban hasznalt kationnal megtitralva
(X"~ 4 mM; X*" ~2 mM)

Kadoldatok (mindegyik két formaban késziilt: Ca2+ kelator nélkiil illetve EGT A-val):

Ca”" kelator nélkiili pH 7,1 — az oldatban hasznalt kationnal megtitralva
(X" ~2,6 mM; X*" ~ 1,3 mM)
+1 mM EGTA-t pH 7,1 — az oldatban hasznalt kationnal megtitralva

tartalmazo forma

(X"~ 4,6 mM; X*" ~2,3 mM)

*ok Ilyen koriilmények kozott a bemért Ca**-nak ~ 1/8-a szabad
#*%  [lyen koriilmények kozott a bemért Ca>"-nak ~ 1/3-a szabad
*xx%  Alkalmazas: P: pipettaoldatként; K: kadoldatként
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4. tablazat: A célzott muticiok létrehozasahoz és a plazmid szekvenaltatasahoz hasznalt

oligonukleotid primerek.

Primer neve Primer szekvencidja* Templat
Mutaciok*
G984D-FW 5' —qqqcaqatcccqﬂgtacatcgacqqtﬁ ! vad tipus
G984D-RV 5' —accgtcgatgtadgcgggatctgccc—B ! vad tipus
G984D/ Y985E — | 5'-tcgggcagatccegglicaflatcgacggtgtgaac-3" vad tipus
FwW
G984D/ Y985E — | 5'-gttcacaccgtcgatfitligliccgggatctgeccga-3" vad tipus
RV
Y985E-FW 5'-ggcagatcccgglicgagatcgacgg-3’ G984D/ Y985E
Y985E —RV 5'-ccgtcgatctegllccgggatetgec-3" G984D/ Y985E
T5L-FW 5'-cgggcagatcccolilllgacgagatcgacg-3" G984D/ Y985E
T5L-RV 5'-cgtcgatctegtcillcgggatctgcccg-3" G984D/ Y985E
Szekvenalas ok
FwW2 5'-gtggaaagttccaaactgtctgatgctggg-3"' VK
FWA4 5'-gaggaggtgtggccatcaagatccccatcg-3"' VK
FW5 5'-ccttgctgaaagcctcacggagccaagacc—-3"' VK
FwW7 5'-gctggcgctggcggaggagtatgagcacag-3" VK
FWS8 5'-cgtggtggtcttccacctgaacatcctectce-3" TK
FW10 5'-ccaacatcctgctgctcaacctcctcatceg-3"' VK
FW11 5'-cgccatggtggacctgctggacctggaccc-3"' VK
FW12 5'-cggcagagaggaaggacgcggecgecatgg-3'! VK
RV2 5'-ggtagatcacgctggagggcgtgtectggg-3' VK
RV4 5'-gtgaaggtctcaaacatctcctggaagaac-3"' VK
RV6 5'-ccgacggttctggacaatggcccaaatgag-3"' VK
RVS 5'-cgccgacgtccagecttattccagaagtcac-3" VK
RV10 5'-cttctccagcttgttcttgagctgecttgtg-3"' TK
RV14 5'-cctcgectgatggeccaagggtcecccagggge-3" VK
* Alahtzas: a lecserélendé aminosav(ak)at kodolo bazisharmas(ok)

Piros kiemelés: a mutacidhoz megvaltozatandd/inzertalando nukleinsavak
*x TK: tesztelt klonok (pre-screening: tobb klon vizsgalata, a kivant porus mutaciot
tartalmazo klon kivalasztasahoz)

VK: végso klon (teljes inzert szekvenalasa, egyéb mutaciok kizarasdhoz)
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7. abra: TRPM2 mutansokat tartalmazé plazmidok mennyiségének agaréz gélen
torténd ellendrzése.

1. oszlop: DNS létra (Invitrogen 1 Kb DNA Ladder). A csikok: 1; 1,6; 2; 3; 4; 5; 6; 7;
8;9; 10; 11; 12 kb nagysaguak (1,6 kb-os csik 100 ng DNS-t tartalmaz)

3-5. oszlopok: EcoR1 és Xbal restrikcidos enzimmel emésztett mutins TRPM2
csatornat tartalmazé pGEMHE plazmidok (0,5 pl). A restrikcidos enzimek a TRPM2-t
kodolo szakaszt hasitjak ki a plazmidbol. A felsé csikok az 5,6 kb-bol allo TRPM2-t
kodolo szakaszok, mig az alsok a ~ 3 kb-os tires pPGEMHE plazmidok.

A plazmid mennyisége a DNS létra 1,6 kb-os csikjanak intenzitasaval dsszehasonlitva
becsiilhetd, amelybdl a felvitt térfogat ismeretében a plazmidkoncentracid

meghatarozhato.
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3.2.2. In vitro cRNS szintézis

A cRNS készitéséhez a plazmidokat Nhel restrikcios enzimmel linearizaltuk. Az
elvagott DNS tisztitasat kovetden a cRNS szintéziséhez T7 mMessage mMachine kit-et
(Applied Biosystems) hasznaltunk. A cRNS mennyiségét denaturadld gél segitségével
hataroztuk meg ¢és —80°C-os fagyasztoba helyeztiik.

3.3. Petesejt preparalasa, injektalasa

3.3.1. Petesejtek izolalasa

A petesejteket sebészileg tavolitottuk el afrikai karmosbékakbol. A kivett
petesejtcsomokat kocsonyas kotdszovet tartja 0ssze, illetve a petesejteket még egy —
taplalasukat ellaté — follikularis sejtréteg is koriilveszi. Ezektdl a petesejteket, mind az
injektalashoz mind a mérésekhez, meg kell tisztitani. Ehhez 2-es tipusu kollagenazt (2
mg/ml) tartalmazd OR2 oldatban (3. tdbldzat) egy oran keresztiil 18°C-on emésztettiik
Oket. A disszocialt, tisztitott petesejteket OR2+ oldatban (3. tdblazat) 18°C-on taroltuk

injektalasig, illetve felhasznalasig.

3.3.2. Petesejtek kivalasztasa

A petesejtek 6 fejlodési stadiumat kiilonithetjiik el. Az els6 3 stadiumban 1€vo
petesejtek kicsik, a vegalis és animalis polus még nem kiiloniil el. A 4. stddiumban mar
lathato a barna animalis és a fehér vegalis polus, de az elkiiloniilés még nem teljes. A
nagy — 1,3 mm atmérdji — V. és VI. stadiumu sejtekben a pdlusok mar jol definidltak

(150), ezeket a sejteket hasznaltuk fel méréseinkhez.

3.3.3. Petesejtek injektalasa

A TRPM2 csatornat koédoldé cRNS-t mikroinjektalassal juttatjuk be a
petesejtekbe. Az izolalt petesejteket az injektalas idejére ismét OR2 oldatba helyeztiik,
majd az animadlis pdluson 10 ng cRNS-t (50 nl térfogatban) injektaltunk a sejtekbe.
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Ezutan a sejteket OR2+ oldatban, 18°C-on taroltuk. A méréseket 1-3 nappal az

injektalas utan végeztiik.

3.3.4. Petesejtek tisztitasa

A mérésekhez a petesejteket a vitellin membrantdl is meg kellett tisztitani.
Ehhez a sejtet hiperozmoléaris oldatba raktuk, amelyben vizvesztés miatt
Osszezsugorodik. A sejthartyatdl elvalo a vitellin membran, igy lathatova valik, és
sztereomikroszkop alatt csipeszek segitségével manudlisan eltavolithatd. A megtisztitott
sejtet izotdnias kadoldatban mostuk és a mérékamra kozelében 1évo petesejttartd kadba

helyeztik.

3.4. 1zolalt membranos inside-out patch clamp mérések

3.4.1. Mérési elrendezés

A méréshez a pipettahegyeket boroszilikat iivegbdl htuiztuk, ugy hogy a standard
140 mM Na-glukonatos oldatunkkal toltve ellenallasuk 2-4 MQ-os legyen. A kisérletek
soran az 8. adbran lathatd elrendezést hasznaltuk. Mivel referencia és mérdelektrodnak
egyarant Ag/AgCl elektrodot hasznaltunk, ezért ezeket mindenképpen Cl° tartalmt
oldatokba kellett helyezni. Annak érdekében, hogy a kadoldatot szabadon cserélhessiik
a mérés soran, a referencia elektrodot egy kiilon — 3 M KCI-t tartalmazd — edénybe
helyeztiik, és sohiddal kapcsoltuk a kddhoz. Azokban a mérésekben, ahol glukonat és
glutamat alapu pipettaoldatokkal dolgoztunk, a pipettahegyet ezen oldatokkal csak
koriilbeltil 2 cm-ig toltottiik fel, és foléjiik izoozmotikus NaCl alapi pipettaoldatot

rétegeztiink a méro elektréda szamara.

3.4.2. Szoros tapadas kialakitasa, mérés

A patch clamp kadba helyezett megtisztitott petesejtet gy pozicionaltuk, hogy
az animalis pélus mutasson a pipetta (mérdelektrod) felé. A pipetta hegyével, kis pozitiv
nyomas jelenlétében, megérintettiik a petesejt membranjat. Ezutan a pozitiv nyomast

megsziintettliik, illetve sziikség szerint kis negativ nyomast alkalmaztunk, majd
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8. abra: Az izolalt membranos inside-out patch clamp mérések soran hasznalt
elrendezés.

A petesejtmembran endogén CI csatorndinak zavard hatasat kikiiszobolendd, a legtobb
mérés soran glutamat vagy glukonat alapt kad- és pipettaoldatokat hasznaltunk.
Ugyanakkor a mérdelektrod szamara a pipettaoldat tetejére rétegzett izoozmotikus
NaCl, mig a kiilon edénybe helyezett referencia elektrédnak 3 M-os KCI oldat,
biztositotta a megfeleld ionkornyezetet. Utdbbit sohiddal kapcsoltuk a mérdkadhoz, ami
lehetdvé tette, hogy a mérés sordn a kadoldatot szabadon cserélhessiik a referencia
elektréd elektrodpotencidljanak megvaltoztatasa nélkiil.

(Csanady, L. and Torocsik, B. 2009, J. Gen. Physiol 133, 189-203)
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megvartuk, amig a szoros tapadas kialakul. Ezt kdvetden a pipetta pereme altal izolalt
membranfoltot kiszakitottuk, a mérOkamraba helyeztiik, és megkezdtiik a mérést. A
mérokamraban a membran intracelluléris felszinét érd, folyamatosan aramlo kadoldat
Osszetételét egy komputer-vezérelt perfuzios rendszer (HEKA) segitségével szabadon ¢és
gyorsan (<100 ms) cserélhettiik. A méréseket 25°C-on végeztiikk. Az elektrédak kozotti
aramot Axopatch 200B (Molecular Devices) erdsitével fesziiltségjellé¢ alakitottuk, és
2kHz-en sziirve, 10 kHz-es mintavételezéssel digitalizaltuk. Az igy kapott adatokat

Pclamp10 program segitségével szamitogépen rogzitettiik.

3.4.3. Diffizios potencidl meghatarozasa

A petesejtek szamara idealis koriilmények fenntartasa érdekében a petesejttartd —
¢s igy a mérés kezdetén a mérékamra is — standard Na-glukonat oldattal volt feltoltve.
Ettél Osszetételében eltérd pipettaoldat esetében igy diffuzids potencial alakul ki a
pipetta- és a kadoldat kozott. Mivel a referencia és mérdelektrod kozotti fesziiltséget a
mérés elott nullazzuk, ez a diffuzidos potencidl a patch kiszakitdsa utan a
membranpotencial eltolédasahoz vezet. Ezért ilyen esetekben az alkalmazott
tartofesziiltséget utdlag korrigaltuk a diffizids potenciallal, hogy megkapjuk a mérés
soran membran a két oldala kozott ténylegesen fenndllo fesziiltségértéket. Bar a
diffuzios potencial szamitassal becsiilhetd is, mi minden pipettaoldathoz méréssel
hataroztuk meg a pontos értékét. Ennek érdekében kontroll mérések soran eldszor
kadoldatként is a vizsgalt pipettaoldatot alkalmazva nulldztuk a két elektrod kozotti
potencialkiilonbséget, majd a kadoldatot a standard Na-glukonat oldatra cserélve
megmértiik a kialakuld potencialkiilonbség mértékét: ez megadta az adott pipettaoldatra

jellemzd diffuzios potencialt.

3.4.4. Adatok kiértékelése

3.4.4.1. Makroszkopos dramok  kiértékelése az  irrevezibilis  inaktivacio

figyelembevételével

Az eredmények Osszehasonlithatosaga végett a kiilonbozé fajtaju  és

crer
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ugyanazon patch-ben, ugyanolyan Ca’" koncentracio (15 vagy 125 puM) mellett
aktivacio) normalizaltuk. A Ca®" koncentracio-fiiggés vizsgalatakor, a teszt [Ca*']-k
kivéltotta aramot a 125 uM Ca®" jelenlétében mért dramhoz normalizaltuk.

Mivel a kiszakitott patch-ben, a csatorndk irreverzibilis inaktivacidja miatt, a
miikédé vad tipust TRPM2 csatorndk szama folyamatosan csokken, a maximalisan
aktivalhaté aram nagysagat egy adott teszt szegmensben 9. abran lathatdé moddon,

linearis inter- vagy extrapolacidval becstltiik.
3.4.4.2. Gorbeillesztések: Michaelis-Menten, Hill-, ¢s Gauss-egyenlet

A kiilonb6z6 mérési eredményekre a legkisebb négyzetek modszerével
illesztettiik a gorbéket. Az illesztések alapjat a kovetkezd egyenletek adtak:
1. Az egyedi csatorna aramok meghatdrozasanal a hisztogramok illesztéséhez
Gauss-gorbék linearis kombinaciojat hasznaltuk (1asd 10. A abra):

f)=Fkiaie >,
ahol I az 4dramerdsség, n az illesztett csiicsok szama, mig a;, b; és c¢; szabad
paraméterek az egyes Gauss gorbék amplitudojat, atlagat, illetve szorasat adjak.
2. A csatornak vezetOképességének kation koncentracio-fliggését a Michaelis-

Menten egyenletet alkalmazva jellemeztiik:

1y _Ix%
g([X ])—gmax [X+]+K1/2,

ahol [X'] a vizsgalt kation koncentracidja, g([X']) a csatorna ezen
koncentracional —mért vezetOképessége, gmax a csatorna  maximalis
vezetOképessége, mig a Ky, a csatorna latszélagos affinitasa a vizsgalt kation
irant. Az illesztés soran g.x és Ky, voltak a szabad paraméterek.
3. A csatornat aktivalo ligandok dozis-hatds Osszefliggései a Hill-egyenlettel
illesztettiik:
I([L]) [L]™

Imax [L]"+K™

I([LD

max

ahol [L] a ligand koncentracidja, a ligand altal aktivalt dram maximalis

aktivaciohoz normalizalt értéke (9. dbra), K a csatorna latszélagos affinitasa a ligand
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9. abra: A maximalisan aktivalhato TRPM2 aram irreverzibilis inaktivacio miatti
csokkenésének korrekcidoja makroszkopos aramok kiértékelése soran

Telitési (125 uM) Ca®" és eltérd ADPR koncentraciok mellett -20 mV-on mért TRPM?2
aram. A kék vizszintes vonalak a vilagoskék téglalapokkal kiemelt szegmensekben az 1,
3,2 és 32 uM ADPR mellett mért &ramok atlagat jelolik.

A kiilonb6z6 [ADPR]-k aktivalé hatasanak meghatdrozasahoz, az 1 és 3,2 uM ADPR
mellett mért aramok atlagat (piros, illetve z6ld oszlopok), az adott pillanatban
maximalisan aktivalhat6 dram becsiilt értékéhez (sziirke oszlopok) normalizaltuk. Mivel
izolalt membranos mérésekben az aktivalhato TRPM2 csatorndk szama folyamatosan

csokken, a Vizsgélt idépontban maximalisan elérheté dram nagységét a teszt szegmens

crer

crer

teszt szegmenst nem elézte meg ilyen "kontroll" szakasz (példaul az 1 pM ADPR els6
alkalmazasa az abran), akkor lineéris extrapolacidt hasznaltunk a kovetkezo két telitési

ADPR mellett mért "kontroll" aramérték felhasznalasaval.
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irant, mig n a ligandko6tohelyek kozotti kooperativitast jellemzd Hill-koefficiens. Az

illesztés soran K és n voltak a szabad paraméterek.

3.4.4.3. Egyedi csatorna aramok ¢€s vezetoképesség vizsgalata

Az egyedi csatorndk 4raménak meghatarozasahoz olyan szakaszokat
valasztottunk, ahol 50 vagy 200 Hz-es sziirést kdvetden 2-4 aram szinthez tartozo
egyedi események jol feloldhatoak voltak (10. A abra). A vizsgalt szakaszon el6fordulod
aramerdsség tartomanyt kis intervallumokra osztva hisztogramot készitettiink a
regisztralt dramerdsség értékek sokasagabol, és erre Gauss-gorbék sulyozott dsszegét
illesztettiik. A gorbék csticsainak tavolsaga adta meg az egyedi csatornak amplitudojat
(1) az adott fesziiltségen (10. A 4&bra). Az igy kapott egyedi csatorna aramokat a
fesziiltség (V) fliggvényében abrazoltuk és ezekbdl az i(Vy,) karakterisztikakbol
hataroztuk meg a csatorna vezet6képességét a vizsgalt kation irant (10. B és C dbra).

A TRPM2 csatornat linearis aram-fesziiltség Osszefliggés jellemzi (52), ezért
szimmetrikus elrendezés esetén — azaz, ha a membran két oldalan azonos tipusu és
meredeksége megadja a vizsgalt kationra jellemzd vezetdképességet ("slope
conductance") (10. B dbra).
vannak jelen, a negativ fesziiltségeken mért (befel¢ iranyuld) aramot az extracellularis,
mig a pozitiv potencidlokon tapasztalt (kifel¢é folyd) aramot az intracellularis kation
iranti vezetOképesség hatdrozza meg. A reverz potencial (V,ey) kornyezetében az i(V)
karakterisztika meredeksége jelentdsen eltérhet a tényleges vezetoképességre jellemzo
értéktol, de Vi,-tol tavolodva egyre jobban megkozeliti azt. Ezért a csatorna
vezetOképességét a membran két oldaldn 1évo kationok irant a legnegativabb, illetve a
legpozitivabb fesziiltséghez tartozd pont és az origot 0sszekotd egyenes meredeksége

alapjan becsiiltiik meg ("chord conductance") (10. C abra).

3.4.4.4. Egyedi csatorndk steady-state kapuzasi kinetikajanak elemzése

A vad tipustt TRPM2 csatornarol kutatécsoportunk mar korabban publikalt ilyen

elemzéseket, a jelen munkaban is az ott leirt moédszert hasznaltuk (52). A vizsgalatokat
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10. abra: Az egyedi csatorna aram és vezetoképesség meghatarozasa.

A, 4 jol elkiiloniilé aram szintet tartalmazo reprezentativ szakasz, és a beldle késziilt
hisztogram. A hisztogramra illesztett Gauss gorbék csticsainak tavolsdga adja meg az
egyedi csatorndk dramat (i).

B, A csatorna vezetOképességének meghatarozasa, ha a membran két oldalan talalhaté
kationok tipusa és koncentracioja is azonos. A TRPM2 csatorna arama linearisan fiigg a
fesziiltségtdl, ezért szimmetrikus koriilmények kozott a csatorna vezetOképességét a -80
¢s +80 mV kozott mért pontokra illesztett egyenes meredeksége adja. A reverz potenciél
(Viev) ilyenkor 0 mV.

C, A csatorna vezetOképességének meghatarozasa, ha a membran két oldalan talalhato
kationok tipusa vagy koncentracioja eltérd. Ilyenkor a csatorna aramat extrém negativ
fesziiltségeken az extracelluldris, extrém pozitiv fesziiltségeken az intracellularis
oldatnak megfeleld vezetoképesség hatdrozza meg. Az i(V) karakterisztika (lila gorbe)
aszimptotikusan kozeliti ezt a két elméleti félegyenest (piros, illetve kék egyenes),
azonban a V., kornyékén jelentdsen eltér ezektdl. Ezért ilyen koriilmények kozott a
csatorna vezetoképességét a legnegativabb, illetve a legpozitivabb mérési pontot az

origdval 6sszekotd egyenes meredekségével jellemeztiik.
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telitési (32 uM) ADPR jelenlétében alacsony (4 uM), illetve telitési (125 pM) Ca*"
mellett végeztiik el.

Mindkét ligand telitési koncentracidja mellett olyan méréseket valasztottunk az
elemzéshez, amelyek maximum 10 aktiv csatornat tartalmaztak. A mért aramokat
alapvonal-korrekcid, illetve 200 Hz-es sziirés utan a félamplitiddé modszer segitségével
idealizaltuk (150). Az igy kapott eseménylista a két egymast kovetd kapuzasi 1€pés
(nyitds vagy zarodas) altal hatarolt elemi események vezetési szintjeinek (li), illetve
id6tartamainak (t) rendezett listaja ([1i;t];([lo;t2];([135t3];...) Az idealizalas soran 1 ms-
os holtid6t hasznéltunk, az ennél rovidebb eseményeket nem vettiik figyelembe. Az
eseménylistabdl a kovetkezd modszerrel becsiiltik meg a csatorndk nyitvatartési
valoszinliségét (P,):

P, = ECk 1]

ahol N az 0Osszes aktivalhatd csatorna szdma, mig a T a teljes mérési szegmens
id6tartama: T = Y t.

A részletesebb elemzéshez az eseménylista elemi eseményeinek idétartamaibol
vezetési szintenként logaritmusos iddskalaval hisztogramokat készitettiink (152) (11. B
abra), és e hisztogramok egyiittesére a "maximum likelihood" modszert alkalmazva (a
holtid6 figyelembevételével) kapuzasi modellt illesztettiink (153). A TSL mutans a vad
tipust csatorndhoz hasonld kapuzasi tulajdonsagokat mutatott: a nyitott allapotokat
rovid — néhdny ms-os — és hosszabb — akar néhany s-os — zart allapotok valasztottak el
egymastol. Ez arra utal, hogy a csatornanak legalabb két eltérd zart allapota van, ezért
az elemzés soran a két zart és egy nyitott allapotot tartalmazd C;«>C,<>0; modellt
hasznaltuk az adatok illesztésére. A kapott sebességi allandokbol (112, 121, 123, 132)
kiszdmoltuk az atlagos nyitasi és zardsi sebességet (koo ¢és ko). (Az alternativ
C103C, modell illesztése azonos nyitasi €s zarasi sebességeket eredményezett.)

4 uM szabad Ca®" mellett a csatorna P,-ja nagyon alacsony, ezért ahhoz, hogy
ilyen koriilmények kozott elegendd kapuzasi eseményt kapjunk, ezekhez a mérésekhez
nagyszamu — néhany szaz — csatornat tartalmaz6 patch-eket hasznaltunk, amelyekben 4
uM Ca”" jelenlétében nem tapasztaltunk egyszerre 10-nél tbb nyitott csatornat (26. A
abra). A csatornak valos szamat (N) a vizsgalt szakaszt kovetden alkalmazott 125 uM
Ca®" jelenlétében mért dram alapjan becsiiltiik meg. A maximum likelihood illesztésnél

feltételeztiik, hogy a csatorndk szama (N') éppen 10, igy a koc-re jo becsélést kaptunk,
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11. abra: Egyedi csatornak steady-state kapuzasi kinetikajanak elemzése.

A, Az elemzésekhez hasznalt mérések egy tipikus példdja (bal fels¢ gorbe). Telitési
ADPR és Ca”" jelenlétében a csatornak kozel 1-es Po-val kapuznak, igy kénnyen
megallapithat6, hogy a patch hany T5L csatornat tartalmaz (itt N=10). Az elemzéshez
felhasznalt, vildgoskékkel kiemelt szakasz hosszabb iddskalan lathaté a jobb felsd
abran. Az itt sargaval kiemelt szakaszt mutatja tovabb nagyitva az alsé abra: lathato,
hogy az egyedi csatorna események tisztan feloldhatoak.

B, A szines hisztogramok az A dbran vilagoskékkel kiemelt szakasz felsé négy vezetési
szintjének (7., 8., 9., 10.) tartézkodasi-idé eloszldsai (a magas P, miatt alacsonyabb
szinteken nem voltak események). A hisztogramok logaritmusos iddskalaval késziiltek
(152). A fekete gorbéket a C;>C,—0; kapuzdsi sémat feltételezve maximum-
likelihood modszerrel illesztettiik a hisztogramokra. Az illesztés alapjan kiszamolhattuk

a csatorna atlagos nyitasi és zarasi sebességeét.
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de a k., értékét tulbecsiiltiik. A valds nyitasi sebességet a kovetkezd Osszefliggések
felhasznalasaval szamoltuk ki. Egyrészt

N -P,=N-P,,[2]
ahol P,’-t az [1]-es egyenlet alapjan szamoltuk feltételezve, hogy a patch N’ (azaz 10)

csatornat tartalmaz. Masfelol

-
keo + Koc
Ebbdl P,-t behelyettesitve a [2]-es egyenletbe rendezés utan pontos becslést kaptunk
keo-ra is:
I :kOC-N'-PO'
“ N-N-PB

. . . + oy r 7 7
3.5. Fluorimetria, anionok Ca’" affinitidsdnak meghatarozasa

Az alternativ anionok Ca®" koté képességének meghatirozasat EGTA-mentes
natrium alapu kadoldatokban Ca-Green SN fluoreszcens festék segitségével végeztiik. A
Ca-Green 5N 505 nm-en gerjesztve a szabad Ca®” koncentracidval aranyosan 535 nm-
en fényt emittdl. A mért intenzitas alapjan a szabad Ca®" koncentracié a kovetkezd

tapasztalati képlet alapjan szamithato:

1
[ca ], =Kd[—§_fm;}" [31,

ahol K4 = 24,1 uM és n=0,75 (52), F az adott koriilmények kézott mért fluoreszcencia
intenzitds, Fnin, €s Fn.x pedig a nulla, illetve a festéket telitd [Ca2+]-khoz tartozo
intenzitas értékek.

A kisérlet soran a vizsgalt anion 140 mM-os oldatat ismert mennyiségii Ca*"
adagok sorozatos hozzdadasaval megtitraltuk, kozben mértiik a mintdkban a
fluoreszcencia intenzitist, majd EGTA, illetve telitési koncentraciéji Ca’"
alkalmazasaval meghataroztuk a [3]-as egyenlet hasznalatdhoz sziikséges Fpin €S Fax
értékeket (12. dbra). A vizsgalt anion Ca®" affinitisat a titralasi gorbe illesztésébdl

szamitottuk (lasd 4.1.2.).
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12. abra: A fluoreszcens mérések soran hasznalt protokoll

I, Ca-Green 5N hozzaadasat megel6zden mért hattérzaj (Ennek értékét minden mérési

pontbdl levontuk). II, 1 uM Ca-Green 5N hozziadasat kovetéen "0" hozzaadott Ca*"

mellett mért érték. I,

10-10 uM CaCl, hozzdadasara fokozatosan novekvo

fluoreszcencia intenzitas. IV, F.,;, meghatarozasa 2,5 mM EGTA hozzdadasaval. V,

Fax meghatarozasa 3 mM CacCl, sorozatos hozzdadasaval a telités eléréséig.
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3.6. Vékonvréteg kromatografia (TLC)

A mérés soran hasznalt nukleotidok (cCADPR, ADPR, NAADP, NAAD, NAD+)
torzsoldatainak tisztasdgat TLC-vel ellendriztik (154,155). 10-100 mM-os
koncentracioja oldatok 1-1 pl-ét vittiik fel Polygram SIL G/UV,s4 tipusu
vékonyrétegre, majd a mintakat beszaritottuk és a vékonyréteget futtato-pufferbe — 70
(v/v)% etanol, 30 (v/v)% HO, 0,2 M NH4HCO; — helyeztiik. A futtatds utan a
nukleotidokat UV-fénnyel megvilagitva tettiik lathatova. A kiilonbozé molekuldkat

retencids faktoruk alapjan azonositottuk.

3.7. A cADPR enzimatikus tisztitasa

A cADPR torzsoldatot a jelenlévé ADPR szennyezddéstdl I-es tipusu nukleotid
pirofoszfataz enzim (P7383, Sigma) alkalmazasaval tisztitottuk meg, kisebb
modositasokkal kdvetve egy mar korabban leirt protokollt (105): 400 pul 2mM cADPR
oldathoz hozzdadtunk 1 egységnyi enzimet és 2 mM Mg® jelenlétében 37°C-on
inkubaltuk 60 percig. Ezt kdvetdéen az — SDS gél alapjan kortilbeliil 24 kDa molekula
tomegli — enzimet 3 kDa-os vagopontu filteren (2629367, Sigma) torténd kétszeri
atszliréssel tavolitottuk el. A sziirletet TLC-vel vizsgdlva egyértelmiien lathato, hogy az
enzim a teljes ADPR szennyezést AMP-re €s rib6z-5-foszfatra bontotta, mig a cADPR-t
gyakorlatilag teljes mértékben visszanyertilk (20. A &bra) — a rib6z-5-foszfat nem
fluoreszkdl UV-fény hatdsara, ezért nem lathatdé a képen. Emellett funkcionalis
tesztekben erdsitettiik meg, hogy a kétszeri sziirés valoban teljes mértékben eltavolitja a

tisztitashoz hasznalt enzimet (20. E abra).

3.8. A H,0O, aktivitasanak ellenorzése

A 10 M H,O,-t tartalmazd torzsoldatot +4°C-on taroltuk, és aktivitasat
permanganometria segitségével rendszeresen ellendriztiik. A kisérletek id6tartama alatt

nem tapasztaltunk aktivitas csokkenést.
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4. Eredménvek

4.1. A megfelelo anion keresése

4.1.1. Patch clamp mérések

4.1.1.1. Kontroll mérések

Clc,C csatorndkra permedbilis anionként Cl-ot, mig impermedbilis anionként

glukonatot hasznaltunk kontrollként méréseinkhez.

4.1.1.1.1. CI', mint permeabilis anion

E mérések soran mind a pipettaoldat mind a kadoldat Cl-ot tartalmazott
anionként. A Clc,C csatornakat Ca’"-ot tartalmaz6 kadoldat alkalmazasaval aktivéltuk.
A 13. A abra egy jellegzetes mérést mutat. E mérés alapjan két megallapitast tehetiink.
Egyrészt, a TRPM2 csatornakhoz hasonléan, az aktivalhatd Clc,C aram nagysaga sem
allandé a mérés alatt, hanem folyamatosan csokken, amit a szamitasoknal figyelembe
kell venni. Masrészt, negativ potencidlokon a befel¢ irdnyuld dram (kifelé iranyuld CI'
transzport sebessége) nagyobb, mint a pozitiv potencidlokon kifelé¢ iranyuld aram
(befelé iranyuld Cl transzport sebessége), vagyis a csatorna befelé rektifikal. Ez jol

latszik a 13. B abran, amely a Ca*"-aktivalt Cl 4ram fesziiltségfiiggését mutatja.

4.1.1.1.2. Glukonat, mint impermeabilis anion

A glukonat a glukdz oxidacidjaval keletkezd, hat szénatomos szerves anion. A
glukonatrol ismert, hogy nem jut at a Clc,C-on (52), ezért ezt az aniont valasztottuk
masodik kontroll anionnak. Vizsgalatdhoz haromféle mérési elrendezést hasznaltunk.
Glukonatos pipettaoldatot Cl™-os és glukonatos kadoldattal, illetve Cl™-os pipettaoldatot
glukonatos kadoldattal. A jellegzetes mérések a 13. C, E, a kapott aram-fesziiltség
gorbék a 13. D, F abran lathatok. Ha a pipetta- és kadoldat eltérd volt, akkor az anion
transzport kizarélag a glukonat irdnyaba folyt, mig ha mindkét oldalon glukonat volt,
akkor nem folyt 4ram. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a Clc,C-k valéban nem

permeabilisak glukonétra.

61



doi:10.14753/SE.2013.1814

A ca? B 1.0 1
I I norm
|l
T ] ™ 80 -60 40 -20
80
10pA|
5s
c Ca2+ Caz+ D 1.0 +
~ 1 1 Inorm
Cl
! ! Glukonat
I | 0.5 1
60 -40 -20 20 40 60 80
Vi, (mV)
05 - ECI/IC:
50 pAL cl/cr
5s Cl'/Glukonat
_‘]0 .
E Ca” ca F 1.0 7
~ I I Inorm
Glukonat
[ | cl
I | 0.5
-80 -60 -40 -20

40 60
Vi (MV)

EC/IC:
Glukonat/CI’
Glukonat/Glukonat

-1.0 -

13. abra: A Clc,Cl vizsgalata: CI', mint permeabilis; glukonat, mint impermeabilis

anion. (a részletes leiras a kovetkezd oldalon talalhato)
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13. abra: A Cl¢,Cl vizsgalata: CI', mint permeabilis; glukonat, mint impermeabilis
anion.

A mérések soran a membran két oldala kozotti fesziiltséget 20 mV-os 1épésekben -80 ¢és
+80 mV kozott valtoztattuk, mikozben mértiik a membranon keresztiilfolyé aramot (A,
C ¢s E; a fesziiltségugrasok idOpontjait az dramgdrbéken megjelend kapacitiv tiiskék
jelzik). Amennyiben a patchben nincsenek nyitott ioncsatornak, akkor a pipetta és a
membran kozott 1étrejovo seal (gigaohmos tapadas) mindségére jellemzO kicsi, a
fesziiltégtdl linearisan fliggd, aram mérhetd, amelynek adott fesziiltségen mért értékével
minden mérési pontot korrigaltunk. E mddszer segitségével még a gyengébb tapadasu
patch-ek esetén is szelektiven rekonstrudlhatok az ioncsatorna dramok (Id. E és F
panel).

A, C és E, Nem injektalt petesejtekbdl szarmazd patch-ekben kapott jellegzetes
aramgorbék 1 mM citoszolikus Ca®" jelenlétében (kék és piros szakaszok), illetve
hianyaban (fekete szakaszok), ha a pipettaoldat 140 mM (A, C) Cl-ot, vagy (E)
glukonatot, a kadoldat pedig 140 mM Cl-ot vagy glukonatot (lasd feliratok)
tartalmazott anionként. Minden teszt sorozatban (A, E) -80, illetve (C) -70mV-os
tartofesziiltségrol 20 mV-os 1épésekkel (A, E) +80, illetve (C) +90 mV-ig ndveltik a
membranpotencial  értékét, majd visszatértink a tartofesziiltségre. Ekdzben
meghataroztuk az egyes fesziiltség értékekhez tartozd aramokat. A Clc,C-k arama
egyetlen fesziiltségsorozat ideje alatt is jelentdsen csokken, ezért a TRPM?2 csatornahoz
hasonldéan a mért értékeket ezzel itt is korrigalni kellett.

B, D és F, Az A, C és E abrak alapjan késziilt aram-fesziiltség dsszefliggések. Az egyes
fesziiltségeken Ca®" jelenlétében mért aramokbol levontuk az ugyanazon fesziiltségen
Ca’™ hidnyiban mért aramokat és a kiilonbségeket a CI' alapi kadoldatban a
legnegativabb fesziiltségen meghatarozott ért€khez (I,,.x) normalizaltuk. A folyamatos
inaktivaci6 miatt az adott pillanatra jellemz0 I« értéket linedris interpolacidval
becsiiltiik. (B) Szimmetrikus CI” oldattal 0 mV-os V., mellett, a Clc,C csatornara
jellemzo befelé rektifikald aramot kaptunk. (D) Ha a kadoldat anionként glukonéatot
tartalmazott, csak kifel¢ iranyuld aramot (befelé iranyuld CI transzport) kaptunk (piros
gorbe). (F) Szimmetrikus glukonat oldat elenyészd aramot eredményezett (piros gorbe),
mig ha a kadoldat anionként CI-ot tartalmazott, csak befelé¢ iranyuld aramot (kifelé

iranyul6 CI transzport) kaptunk (kék gorbe).
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Fluorimetrias mérések alapjan a kalcium-glukonat Kg-je ~20 mM, vagyis a
glukonat jelentdés mértékben koti a Ca’"-ot (52), ami a kalcium-glukonat korlatozott
oldé¢konysagéval egylitt azt eredményezi, hogy nem érhetd el vele az altalunk kivant

(>30 mM) szabad Ca”" koncentracio.

4.1.1.2. Glutamat, mint alternativ anion

Mivel a Clc,C impermeabilis glukonatra, ezért kiprobaltuk a hasonld méretii
glutamatot. A glutamat ikerionos szerkezetli 5 szénatomos molekula, amely a
glukonatnal jobb oldhatdsagi tulajdonsdgokkal rendelkezik. Itt is haromféle elrendezést
hasznaltunk. Glutamatos pipettaoldatot Cl™-os és glutamatos kadoldattal, illetve CIl-os
pipettaoldatot glutamatos kadoldattal. A tipikus mérések a 14. A, C, a kapott dram-
fesziiltség gorbék a 14. B, D &bran lathatoak. A glukonathoz hasonldan, ha az egyik
oldalon CI volt jelen, akkor jelentds aramot mérhettiink a membran két oldala kozott,
azonban ha mindkét oldalon glutamat volt az anion, akkor a Clc,C-kon keresztiil nem

folyt &ram. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a Clc,C-k glutamétra sem permeabilisak.

4.1.2. Glutamat Ca>" affinitisanak meghatarozasa fluorimetria segitségével

crcr

kovetkez0 gondolatmenetet kovettilk: A Ca(glutamat), s6 ionracsos kristaly, amely
oldodas kozben teljes mértékben ionjaira (Ca’'-ra és glutamat-ra) disszocial.
Ugyanakkor az oldott glutamat™ ionok és az oldott Ca®" ionok oldatban is két6dhetnek
egymashoz (Ca-glutamat’), igy csokkentve a szabad Ca’" koncentraciot. Utobbi

folyamatot a disszociacios allandojaval (Kq) jellemeztiik. Ennek szamitasa:

_[Ca™],-[Gm ],

d 9

[Ca—Gm"]

ahol az f'index a szabad ion koncentraciojat jeloli.

Fluorimetrids mérés soran a [Ca®"],-t mértiik, emellett ismertiik a hozzaadott

Ca’ ([Ca® ],) és a teljes glutamat koncentraciot ([Gm™],). Az oldat szennyez6désként
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14. abra: A Cl¢,C vizsgalata: glutamat, mint nem permeabilis anion

A és C, Nem injektalt petesejtekbdl huizott patch-ekben kapott jellegzetes aramgorbék 1
mM Ca”" jelenlétében (kék és lila szakasz), illetve hianyéban (fekete szakaszok), ha a
pipettaoldat (A) Cl™-ot, illetve (C) glutamatot, a kadoldat pedig Cl'-ot vagy glutamatot
tartalmazott anionként (lasd feliratok). Minden tesztsorozatban a -80 mV-os tartd
fesziiltségrol 20 mV-os 1épésekkel (A) +80 mV-ig, illetve (C) +40 mV-ig noveltiik a
membranpotencial értékét, majd visszatértiink a -80 mV-os tartofesziiltségre. Ekdzben
meghataroztuk az egyes fesziiltség értékekhez tartozd dramot.

B és D, Az A és a C abrak alapjan késziilt aram-fesziiltség Osszefiiggések. A Ca’"
jelenlétében mért aramokbol levontuk a Ca’* hidnydban mért aramokat és a
kiilonbségeket a Cl' alapt kadoldatban -80 mV-on meghatarozott értékhez (I(-80))
normalizaltuk. A folyamatos inaktivacié miatt az adott pillanatra jellemzo I(-80) értéket
linearis interpolacioval becsiiltiik. (B) Ha a kddoldat anionként glutamatot tartalmazott,
csak kifel¢ irdnyuld aramot (befelé iranyuld Cl° transzport) kaptunk (lila gorbe). (D)
Szimmetrikus glutamat oldat semmilyen aramot nem eredményezett (lila gérbe), mig ha
a kadoldat anionként Cl-ot tartalmazott, befel¢ iranyuld aramot (kifel¢ iranyuld Cl-

transzport) kaptunk (kék gorbe).
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mar eleve tartalmazhat némi Ca>"-ot ([Ca>" 1, ), ezért a szamitasoknal ezt is figyelembe
kellett venniink. Ezek alapjan:

[Ca—Gm*]=[Ca®], +[Ca®"], —[Ca2+]f

[Gm™1, =[Gm"], - ([Ca®], +[Ca®'], ~[Ca®'],)

[Ca*], -([Gm ™1, - ([Ca®], +[Ca*], ~[Ca*],))
[Ca®], +[Ca® ], ~[Ca®],

d

Ezt [Ca® ], -re rendezve masodfoku egyenletet kapunk:
[Ca® T2 +[Ca*], -(Gm™], + K, ~[Ca* ], -[Ca®*],)-K, -([Ca*], +[Ca*1,)=0

Ennek megoldésa [4]:

—((Gm 1, + K, ~[Ca*1, =[Ca™ 1, )}« [(Gm |, + K, =[Ca™ 1, ~[Ca*1,] +4-K, -(Ca>1, +[Ca™1,)

2
A mérés soran a 140 mM-os Na-glutamat oldathoz 5-10 uM-onként adtunk hozza

CaCly-ot (lasd 12. abra). A fluoreszcencia intenzitas alapjan mindegyik [Ca®'],

értékhez meghataroztuk a szabad Ca’" koncentraciot. A mért szabad [Ca’']-t a
hozzéadott [Ca2+]-jénak fliggvényében (15. abra), kalibracids gorbét kaptunk, amelyrol
a hozzaadott Ca®" fiiggvényében leolvashatd az oldat kisérletesen mért szabad Ca®”
koncentracioja a 0-20 uM-os tartomanyban, amely lefedi a TRPM2 legérzékenyebb
tartomanyat (lasd 25. édbra, Ref. (52)). Annak érdekében, hogy szélesebb tartomanyban

crer

orbét illesztettiink a mérési pontokra, mikdozben a Ky és a [Ca’'], voltak a szabad
g p 0

paraméterek.

Az illesztés alapjan a Kg = 77,5+2,5 mM, mig a kiinduldsi (teljes) Ca*"
koncentracio 10,7+0,8 uM. A becsiilt Kyq ¢és a [4]-es képlet alapjan az altalunk
alkalmazni kivant 100 mM-os Ca-(glutamat), oldat szabad Ca®" koncentracidja ~ 36
mM, ami mar elegendé lehet a TRPM2 csatorna Ca>" permeabilitasanak vizsgalatdhoz.

Bar e mérések alapjan nem zarhattuk ki, hogy magas (t5bb tiz mM-os) [Ca*']-
nal egyéb folyamatok is érvényre jutnak, és igy a tényleges szabad [Ca’'] eltér az
altalunk szamitott értéktSl, a csatornak Ca®" vezetSképességének vizsgalatanal a

Ca(glutamat), alapu oldatok jelenlétében mért egyedi csatorna aramok nagysaga

66



doi:10.14753/SE.2013.1814

25 1
204 Ka Ca-guamet = 77.522.5 mM
—_ [Ca ]O, Ca-glutamat, teljes =10.7£0.8 MM
2+ _
Ej- [Ca ]0, Ca-glutamat, szabad ~ 4.2 MM
>~ 15 -
N{'B
O
©
S 10 -
©
N
w
> Ky, cagiukonat = 19-3+0.2 mM
[C32+]O‘ Ca-glukonat, teljes =29.2+0.5 MM
2+ _
0 ) [Ca ]O, Ca-glukonat, szabad 3.6 UM
0 10 20 30 40 50

Hozzaadott Ca** (uM)

15. abra: A Ca-glutamat K4-janak meghatarozasa.

A patch clamp méréseknél hasznélt 140 mM-os Na-glutamat alapti kadoldatban a
szabad [Ca2+]-t 25°C-on Ca-Green 5N fluoreszcencia méréssel hataroztuk meg, 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 és 50 uM Ca’' hozzaadasa utan. A szabad [Ca2+] értékeket a
hozzaadott Ca®" fiiggvényében abrazoltuk (lila pontok). A lila vonalat a [4]-es egyenlet
segitségével illesztettiik a pontokra. Az illesztés soran a szabad paraméterek a K4 és a
kadoldatban 1évo Ca*’ szennyezés mennyisége ([Ca2+]o,teljes) voltak.
Osszehasonlitasképpen az abran feltiintettiik a Ca-glukonattal mar korabban publikalt

gorbét (piros). (Csanady, L. and Torocsik, B. 2009, J. Gen. Physiol 133, 189-203)
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crer

mért értékekkel.

4.2. A TRPM2 csatorna miikodését befolyasolo molekulak vizsgalata izolalt

membranos inside-out patch clamp segitségével

4.2.1. Az adenozin-difoszfo-ribdéz (ADPR) és a Ca*"

Az egészsejtes (76) €s az izolalt membranos mérések alapjan (52) is egyértelmdi,
hogy az ADPR a TRPM2 csatorna endogén aktivatora. Azonban annak érdekében, hogy
az ADPR-t a tobbi méréshez referenciaként hasznalhassuk, eldbb jellemezniink kellett a
hatasat. Késébbi méréseinket telitési (125 pM), illetve fél-telitési (15 pM) [Ca*'];
mellett végeztiik, ezért el0szor azt vizsgaltuk, milyen mértékben fiigg az ADPR
latszolagos affinitasa az alkalmazott Ca*'-koncentraciotol. Ehhez tobb szaz csatornat
tartalmazd patch-eken végzett makroszkopos mérésekben vizsgaltuk emelkedd
koncentracioji ADPR hatésat, 15 pM és 125 uM [Ca”']; mellett. (16. A és B abra). Bar
az alacsonyabb [Ca®]; mellett a 32 uM ADPR-zal aktivalhatd "maximalis" 4ram
nagymértékben csokkent (lasd 16. D ébra), a normalizalt ADPR dozis-hatds gorbe csak
kis mértékben tolodott el (16. C abra). Az illesztett Hill-egyenlet alapjan 125 pM Ca®"
mellett az ADPR affinitasat jellemz6 félhatasos koncentracié Ky, = 1,1+0,1 uM, mig 15
uM Ca®" mellett Ky, = 3,7+0,6 uM. Vagyis alacsonyabb Ca’" koncentracié mellett
valamivel kisebb a csatorna latszolagos affinitdsa az ADPR irant. Ez nem meglepd,
hiszen az ADPR aktival6 agonista, ezért varhatd, hogy a nyitott csatorna jobban koti az
ADPR-t; viszont alacsonyabb Ca®" szint mellett a csatornak tobb id6t toltenek el zart —
azaz kisebb affinitasu — allapotban. A 16. C abran az is latszik, hogy a 32 uM ADPR
mindkét esetben telitési koncentraciot jelent, ezért a kiilonb6z6é anyagok aktivalo hatasat
a késébbi mérésekben mindig a 32 uM ADPR 4&ltal ugyanazon patch-ben indukalt
aramhoz viszonyitottuk.

Korabbi egészsejtes tanulmanyokban a csatorna ADPR iranti affinitasat
szubmikromolos [Ca®]; mellett vizsgaltak (68,76,95,101,113). Ugyanakkor az izolalt
membranos mérésekben joval magasabb [Ca’"]—t kell alkalmazni (52). Ezt az
alacsonyabb Ca’" iranti affinitast magyarazhatja, hogy a membran kiszakitésa soran a

csatorna elvesziti a nagy affinitasa Ca’" kotShelyet. A legkézenfekvobb jeldlt erre a
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16. abra: Az ADPR, a Ca’* és a kalmodulin hatdsa a TRPM2 csatornara.
A és B, Tipikus dram gorbék (A) telitési (125 pM) és (B) féltelitési (15 uM) Ca*"

s

jelenlétében ndvekvd koncentracioji  ADPR-zal perfundalt izoladlt membranos
mérésekbdl.

C, Az ADPR aktivalo hatasat jellemz6 normalizalt dozis-hatas Osszefiiggés 125 uM
(piros korok) és 15 pM (zold korok) Ca?" jelenlétében. A szines vonalak a Hill-
egyenlettel valo illesztést abrazoljak.

D, Reprezentativ mérés a kalmodulin aktivald hatasanak vizsgalatahoz. Féltelitési (15
uM) Ca®" telitési (125 uM) Ca*"-hoz viszonyitott aktivalé hatasat hasonlitottuk dssze
kalmodulin jelenlétében és hianyaban (32 uM ADPR mellett).

E, 4 és 15 pM Ca”" relativ aktivalo hatasa (32 pM ADPR mellett) nmagéaban (sotétkék
oszlopok), illetve kalmodulin jelenlétében (vilagoskék oszlopok). A kapott dramokat
ugyanazon patchben 125 puM Ca’’-mal kivaltott aramokhoz normalizaltuk (piros
oszlop).

F, Tipikus mérés annak vizsgalatara, hogy | mM ADPR alkalmazéséaval csokkenthetd-e
a TRPM2 aktivalasahoz sziikséges Ca*" mennyisége. Kinagyitva lathaté az 1 pM Ca*"

1 mM ADPR mellett tapasztalt néhany csatorna nyitas, ami tobb szaz csatorna nagyon

alacsony P,-val torténd kapuzasat tiikkrozi.
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kalmodulin volt, amely dnmagéban erésen koti a Ca*"-ot, és korabbi publikaciok
igazoltak, hogy képes kapcsolodni a TRPM2 csatorna N-termindlis részé¢hez (az "1Q-
like" motivumhoz), s6t a csatorna miikddését is befolyasolja (69,70). Ugyanakkor
inside-out patch méréseinkben telitési ADPR és alacsony (4 és 15 puM) Ca’"
koncentracié mellett a membran intracelluléris oldaldhoz kozvetleniil hozzaadott 2 pM
kalmodulin nem befolyasolta a csatorna aktivitasat (16. D és E 4bra), annak ellenére,
hogy a kotési kisérletekben ennél 100-szor alacsonyabb kalmodulin koncentraci6 is
hatasos volt (69).

Egy masik lehetséges magyardzat az egészsejtes mérések sordn tapasztalt
nagyobb Ca®’ iranti affinitdsra, hogy azokban a mérésekben magas — tobb sziz
mikromolos, esetenként millimolos — ADPR koncentraciot hasznaltak (68,101). Ezért
azt 1s megvizsgaltuk, hogy 1 mM ADPR alkalmazasa, csokkenti-e a csatorna izolalt
patch-ben tapasztalt magas [Ca>']; iranti igényét. Ahogy az 16. F abran lathato, 1 uM
szabad Ca**, 2 pM kalmodulin és 1 mM ADPR egyiittes alkalmazasaval valoban
megfigyelhetd volt néhany csatorna nyitdsa, azonban az azt kdvetéen alkalmazott
patch tobb szdz csatornat tartalmaz, vagyis a mérés elején latott néhdny nyitas csak
nagyon alacsony P,-t (0,01) tiikkroz. Mivel izolalt membranos mérésekben a csatorna
aktivalasdhoz sziikséges magas — tobb tiz pM-os — citoszolikus Ca" irdnti igényt sem a
kalmodulin, sem 1 mM ADPR alkalmazisa nem sziintette meg, ezért a kiilonb6zo
modulatorok hatdsat is csak magas — 15 pM és 125 pM — [Ca®']; mellett tudtuk

megvizsgalni.

4.2.2. A hidrogén-peroxid (H,O,)

A korabbi publikacidk alapjan nem kétséges, hogy a TRPM2 csatorna szerepet
jatszik az oxidativ stressz indukalt folyamatokban (109,131,143), azonban tovabbra sem
tisztazott, hogy a H,O, milyen modon aktivalja a TRPM2 csatornat. Az egyik lehetdség,
hogy ez kozvetlen mddon kritikus helyen 1évé aminosav oldallancok oxidélasaval
torténik (97,113), de valdszinlibb egy kozvetett mechanizmus, példdul ADPR
felszabaditds a PARP/PARG rendszer aktivacidjan keresztiil (95,98,101,112,114).
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Az éltalunk is hasznalt izoladlt membranban a csatorna miikddése az egyéb
intracellularis komponensek zavar6 hatasa nélkiil vizsgalhato, igy alkalmazasaval ez a
kérdés konnyen eldontheto.

Méréseink soran elBszor azt vizsgaltuk, hogy telitési [Ca®]; (125 pM)
jelenlétében a H,O, képes-e aktivalni a TRPM2 csatornat. Ehhez kiilonb6z6 hosszusag
ideig perfundaltuk a patch-et 1 mM H,0,-vel, majd az aktivalhat6 TRPM2 csatornak
szamanak megallapitasa érdekében telitési koncentracioju (32 uM) ADPR-t
alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy a H,O, alkalmazasa olyan patch-ekben sem valt ki
csatorna nyitast, amelyekben az ADPR hatdsara akar tobb szaz TRPM2 csatorna is
aktivalodik (17. A 4bra, bal). Vagyis, a H,0O, kozvetlen mdédon — citoszolikus
aminosavak oxidécidja révén — nem aktivalja a TRPM2 csatornat.

Ugyanakkor az ilyen mérések nem adnak tdmpontot arra nézve, hogy a H,O,
esetlen nem gatolja-e oldallancok modositasa révén a csatorna miikodését. Ezért telitési
hogy a H,O, nem befolyasolja az ADPR-zal kivaltott &ramot (17. A &bra, jobb).

Néhany egészsejtes méréseken alapuld tanulméany szerint a H,O, fokozza az
ADPR aktivalo hatasat (101,104). Ezért megvizsgaltuk, hogy 1 mM H,0, jelenléte
befolyasolja-e, a 0,1 pM vagy 1 uM ADPR Aéltal kivéltott dram nagysagat. H,O,
jelenlétében a 0,1 uM ADPR a maximalis dram 2,6+2,3 %-at (n = 7), mig 1 uM ADPR
5546 %-4at (n = 7) aktivalta (17. B abra, vilagoskék ¢és sotétkek oszlop). Tehat az ADPR
Ky, érteke H,O, jelenlétében is 1 uM koriil van (17. B ébra), vagyis a H,O, nem
befolyasolta a csatorna ADPR irdnti affinitasat. Tehat a H,O, — legalabbis telitési [Ca®'];
jelenlétében — nincs hatassal az ADPR indukalta dramra.

Korabbi méréseink (16. C abra) azt mutattak, hogy ha csak kis mértékben is, de
az [Ca’"]; befolyasolja az ADPR iranti latszolagos affinitast. Felvetédétt, hogy a H,O,
esetleg a Ca”"-mal analég modon hat, ezért a jelenlévd telitési koncentracioju Ca>"
elfedi hatdsat. Ezért méréseinket megismételtiik fél-telitési (15 uM) [Ca®']; mellett is
(17. C és D abra). Azonban a H,O, dnmagaban ilyen koriilmények kozott sem aktivalta
a TRPM2 csatorndkat, illetve a 16. C 4braval 6sszehasonlitva megallapithato, hogy az

ADPR iranti affinitast sem befolyasolta.
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17. abra: A H,0, hatasa a TRPM2 csatornara.

A, Reprezentativ dram gorbék telitési Ca®* jelenlétében 1 mM H,O,—dal perfundalt
izolalt membranos mérésekbdl. (Bal) 1 mM H,0, még telitési koncentracioju Ca"
mellett sem aktival dramot, ugyanakkor 32 uM ADPR jelentds, ~700 nyitott TRPM2
pérust tlikroz6, dramot indukdl. A TRPM2-re jellemzd irreverzibilis inaktivaciot
figyelembe véve a H,O, perﬁizi(')ja idején az aktivalhato csatorndk szama még ennél is
nem befolyéasolja a 32 uM ADPR altal kivaltott TRPM2 dramot.

B, 0, 0,1, 1 és 32 uM ADPR relativ aktivald hatasa 125 puM Ca*' és 1 mM H,0,
jelenlétében. Az aramokat a 125 uM Ca”" és 32 uM ADPR jelenlétében mért aramhoz

normalizaltuk.

cyey

cyey

D, 0, 0,1 és 1 uM ADPR relativ aktival hatasa 15 uM Ca®” és 1 mM H,0, jelenlétében.
Az dramokat a 15 pM Ca®" és 32 uM ADPR jelenlétében mért aramhoz normalizaltuk.
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Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a H,O, vagy nem oxidalja a TRPM2
csatorna citoszolikus felszinén taldlhatdé aminosavak oldallancait, vagy pedig ezek

oxidacidja nem befolydsolja a csatorna miikodését.

4.2.3. Az adenozin-monofoszfat (AMP)

Az egészsejtes mérések soran egymasnak ellentmondé eredmények sziilettek az
AMP hatésat illetden. Egyes szerzok szerint az AMP gatolja (101,101,104), masok
szerint nem befolyasolja a TRPM?2 csatorna miikodését (105). A gatld hatas kozvetlen
volta mellett szol, hogy az AMP az ADPR lebomlasi terméke, ezért a NUDT9-H
doménhez kotddve kompetitiv gatloszerként viselkedhet (76,93). Ugyanakkor az
eredmények sejttipusfiiggése miatt a kozvetett hatas sem zarhato ki.

Az AMP fizioldgias koncentracidja néhany szdz pM-os nagysagrendbe esik
(156), ezért mi is ebben a tartomanyban vizsgaltuk hatasat. Az 18. A abra egy tipikus
mérést mutat. Meglepetésiinkre, telitési ADPR (32 uM) és Ca** (125 uM) jelenlétében a
100 uM AMP nem befolyésolta a csatorna miikodését: az AMP jelenlétében mért d&ram
az AMP hidnyaban mért érték 95+4%-a volt (n = 6), (18. B abra, bal oldali diagram).

Feltételezve, hogy az AMP kompetitiv gatloszerként viselkedik, a gatlas hianyat
értelmezhetjiik ugy is, hogy ilyen magas ADPR koncentracié mellett az AMP nem volt
képes leszoritani az ADPR-t a ligand kotd helyekrdl. Ezt tdmasztja al4, hogy egy ujabb
egészsejtes tanulmany szerint (104) alacsony ADPR koncentracid mellett a csatorna
AMP iranti latszolagos affinitdsa nagyobb. Ezért méréseinket megismételtiik ugy, hogy
az ADPR koncentraciojat a tizedére (3,2 uM) csokkentettiik, az AMP-ét pedig
megkétszereztiik (200 uM). Azonban az AMP igy sem befolyasolta az ADPR hatasat:
az AMP jelenlétében mért aram az AMP hianyaban kapott érték 99+1%-a volt (n = 19),
(18. B abra, jobb oldali diagram).

Fenti méréseink soran az AMP-t viszonylag rovid ideig alkalmaztuk, AMP-
mentes szakaszokkal keretezve kontrollként, hogy minimalizdljuk a csatorna
inaktivacidjanak eredményt torzitd hatasat (18. A abra). Ugyanakkor, mivel nem ismert,
hogy az ADPR milyen kinetikdval disszocial kotohelyeirdl, elképzelhetd, hogy ez a
rovid expozicios 1d6 nem elegendd ahhoz, hogy az AMP leszorithassa a mar elézetesen
ADPR-zal toltott kotohelyekrdl a primer ligandot. Ezért kiprobaltunk egy masik
protokollt is: a patch-et 200 uM AMP-vel eldinkubaltuk, és csak ezutan adtunk hozza
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18. abra: Az AMP hatasa a TRPM2 csatornara.

A, Telitési koncentracioji Ca®" és ADPR jelenlétében alkalmazott 100 uM AMP hatésat
illusztralé tipikus aramgorbe izolalt membranos mérésekbol.

B, Az A-ban bemutatott kisérleti protokollal végzett mérések Osszegzése. Az ADPR
altal AMP jelenlétében aktivalt TRPM2 aramot (vilagoskék oszlop) a koriilvevé AMP-
mentes kontroll szakaszok araméhoz (piros oszlop) normalizaltuk. Az alkalmazott
koncentraciok az oszlopok alatt vannak feltiintetve.

C és E, Alternativ protokollal késziilt jellegzetes mérések: 200 uM AMP-vel torténd
elokezelést kovetden hasonlitottuk 6ssze 3,2 uM ADPR-nak AMP jelenlétében, illetve
hidnyaban tapasztalt aktivalé hatasat. Az [Ca®']i 125 uM (C), illetve 15 uM (E) volt.

D és F, A C ¢és E panelnek megfeleld protokollal végzett mérések dsszegzése. 200 pM
AMP-vel torténd eldinkubalas utan alkalmazott 3,2 uM ADPR kivéltotta relativ aramok
az AMP fenntartott jelenlétében (vilagoskék oszlopok), illetve az AMP elmosésa utan
(sotétkék oszlopok). Az aramok a kisérlet végén alkalmazott 32 uM ADPR kivaltotta
aramhoz (piros oszlopok) vannak normalizalva. Az [Ca*']; 125 uM (D), illetve 15 pM
(F) volt.
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3,2 uM ADPR-t (18. C abra). Azt tapasztaltuk, hogy a jelenlévé AMP nem akadalyozza
meg az ADPR aktival6 hatasat, és az &ram az AMP elvonasat kdvetden sem nd tovabb.
A kiértékelés sordn az inaktivacid miatt bekovetkezd aktivalhatd csatornaszdm
csokkenést a 3.4.4.1. fejezetben leirtak szerint korrigaltuk. Elemzésiink alapjan 3,2 uM
ADPR oOnmagaban a maximalis aram 91,1+6,3 %-at (n = 6), mig 200 uM AMP
jelenlétében 91,5+9,0 %-at (n = 6) valtotta ki (18. D 4abra). Vagyis az AMP
eldinkubacié sem gatolta az ADPR hatasat.

Végil megvizsgaltuk azt a lehetdséget is, hogy az AMP esetleges gatld hatasat a
telitési koncentracioban alkalmazott Ca*" elfedi. Ezért fenti kisérleteinket fél-telitési (15
uM) [Ca’']; mellett is megismételtiik (18. E dbra). Azonban az AMP eldinkubaci6 ilyen
koriilmények kozott sem akadalyozta meg 3,2 uM ADPR aktival6 hatésat, és az aram az
AMP elvonasa utdn sem emelkedett tovabb. Méréseink alapjan 3,2 uM ADPR
Onmagaban a telitési (32 uM) ADPR kivaltotta aram 61,64+4,5 %-at (n = 13), mig 200
uM AMP jelenlétében 58,1+6,4 %-at (n = 11) aktivalta (18. F 4bra).

Osszegezve megallapithatjuk, hogy az AMP egészsejtes mérésekben tapasztalt

gatl6 hatasa nem a TRPM2 csatorna kozvetlen gatlasat tiikrozi.

4.2.4. A ciklikus adenozin-difoszfo-ribéz (cADPR)

A cADPR jol ismert méasodlagos hirvivé molekula, amely a II-es és I1I-as tipusu
rianodin receptoron keresztiil Ca®’-ot mobilizal az intracellularis raktarakbol.
(33,41,42,120). Bar a cADPR az ADPR-hoz hasonléan NAD'-bél képzddik, a cADPR
esetén a nikotinamid lehasitasa utdn N1-glikozidos kotés alakul ki az adenin gytiri 1-es

crc

abra) (15).
4.2.4.1. A kereskedelmi forgalomban kaphaté cADPR vizsgalata

Egészsejtes mérések alapjan a cADPR 6nmagadban képes aktivalni a TRPM?2
csatornakat, emellett mar kis koncentracioban is dramaian fokozza az ADPR iranti

affinitast is (102,104,119). Kivancsiak voltunk, hogy ezek az eredmények izolalt

membranos mérésekben is reprodukélhatok-e. El6szor telitési Ca®" mellett vizsgalva 10
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uM cADPR hatasat jelentds aramot kaptunk, amelyet 10 uM — kozel telitési
1 uM cADPR mar joval kevésbé volt hatékony. A cADPR normalizalt dozis-hatas
gorbéjének (19. B abra) Hill-egyenlettel torténd illesztése alapjan a cADPR Ki.-e
1,6+£0,3 uM, ami az ADPR K., értékének koriilbeliil kétszerese. Ezutan megvizsgaltuk,
hogy a két molekula kozotti szinergia is kimutathato-e izolalt membranos mérésekben.
Ehhez telitési Ca’™ és 1 pM rogzitett [cADPR] mellett vizsgaltuk emelkedd
koncentracioji ADPR aktivalé hatasat (19. C é&bra). 1 uM cADPR 06nmagéban
kortilbeliil a maximalis aram 30%-at aktivalta, amit az ADPR doézisfliggd mddon tovabb
novelt. Az 1 uM cADPR jelenlétében mért normalizalt ADPR dézis-hatas gorbe Hill-
egyenlettel (+ konstans taggal) torténd illesztése (19. D abra) az ADPR K.,-ére 0,8+0,1
uM-t eredményezett, ami alig kiilonbozik az ADPR 6nmagéban torténd alkalmazasa
soran mért félhatasos koncentraciojatol (1,1+0,1 uM). Vagyis, a cADPR nem novelte
szignifikdnsan az ADPR iranti latszolagos affinitast. Az a tény, hogy a cADPR
Onmagaban hatékony aktivatornak mutatkozott, viszont nem szinergizalt az ADPR-zal,
felvetette annak lehetdségét, hogy a cADPR hatasa esetleg a mintaban jelenlévo ADPR
szennyezddésnek koszonhetd. Egy nemrég megjelent tanulmanyban (105) szintén erre a
kovetkeztetésre jutottak, ezért cADPR mintdnkat (Sigma C7344) -elkiildtiik
tomegspektrometrias analizisre, amely kozel 50%-nyi ADPR szennyezést mutatott ki!
Ez tokéletesen magyarazhatja a Ky;-re kapott koriilbeliil kétszeres értéket az ADPR-¢hoz

viszonyitva (19. B ébra).

4.2.4.2. A cADPR torzsoldat tisztitdsa

Annak érdekében, hogy a cADPR sajat hatasat vizsgalhassuk, a mintait meg
kellett tisztitanunk az ADPR szennyezést6l. Ehhez egy mar kozolt protokollt
hasznaltunk (105): cADPR torzsoldatunkat nukleotid pirofoszfatazzal (P7383, Sigma)
kezeltilk, amely az ADPR-t AMP-re ¢és riboz-5-foszfatra (rib6z-5-P) bontja, de
¢érintetleniil hagyja a cADPR-t, majd az enzimet egy szlird segitségével tavolitottuk el az
oldatbol. Az esetleges artefaktok kikiiszobdlése végett a folyamat sikerességét harom

szempontbol is ellendriztiik.
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19. abra: A tisztitatlan cADPR hatasa a TRPM2 csatornara.

A, Reprezentativ dramgorbe: telitési Ca®" mellett 10 uM cADPR (Sigma C7344)
jelentds aramot produkal, amelyet 10 uM ADPR hozzaadasa csak kismértékben fokoz.
B, A tisztitatlan cADPR (Sigma C7344) normalizalt d6zis-hatas gorbéje. A cADPR K.,
értéke ~2-szer nagyobb, mint az ADPR-¢ azonos koriilmények kozott.

C, Tipikus aramgorbe telitési Ca’" és 1 uM cADPR (Sigma C7344) jelenlétében
D, Az ADPR 1 uM cADPR (Sigma C7344) jelenlétében mért normalizalt dozis-hatés
Osszefiiggése. Az 1 uM cADPR jelenléte nem befolydsolta szignifikdnsan az ADPR

latszolagos affinitasat.
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Elészor az enzimatikus emésztés hatékonysagat vizsgaltuk vékonyréteg
kromatografiaval (TLC) (20. A ébra). A vékonyrétegen megfuttatva a tisztitatlan
cADPR esetében két koriilirt foltot kaptunk, amelyek koziil a gyorsabb egyiitt vandorolt
a kontrollként felvitt ADPR-zal és denzitdsa alapjan mennyisége koriilbeliil a minta
20%-ara volt tehetd. Ezzel szemben a megtisztitott cADPR esetében eltiint az ADPR-
nak megfeleld folt, és helyette egy 10j, lassabban migralo folt jelent meg, amely az
AMP-vel egyiitt vandorolt, denzitdsa pedig a kezeletlen minta ADPR szennyezésének
denzitasaval volt Osszemérhetd. Ez az eredmény egyrészt megerdsitette, hogy az
enzimatikus kezelés hatékonyan hasitja az ADPR-t, masrészt igazolta, hogy az enzim
nem bontja le a cADPR-t, mivel a kezelt és kezeletlen mintdban ennek denzitdsa nem
valtozott. A masik hasitasi termék, a rib6z-5-P, azért nem lathaté a TLC-n, mert nem
fluoreszkal a megjelenitéshez hasznalt UV fény hatasara.

Masodszor, szamolnunk kell azzal, hogy tisztitott cADPR oldatunk AMP-t és
rib6z-5-P-ot is tartalmaz. A TLC alapjan becsiilve a tisztitott cADPR 10 pM
hogy e két lebontasi termék befolyasolja-e a TRPM2 csatorna kapuzasat. Azonban e
kontroll kisérletekben sem 100 uM AMP, sem 100 pM rib6oz-5-P kiilon-kiilon, illetve
egyiittesen torténd alkalmazasa nem befolyésolta 1, illetve 32 pM ADPR aktivalo
hatasat telitési Ca®" mellett.

Végiil, bar a 24 kDa-os enzim eltavolitasara Heiner és mtsai altal javasolt (105)
10 kDa-os vagoéponta sziiréoszlop megfelelé valasztasnak tiint, funkcionalisan is
igazolni akartuk e kritikus 1épés hatékonysagat. Kisérleteinkben ugyanis a szinergia
vizsgélatdhoz szerettiik volna egyiitt alkalmazni a tisztitott cCADPR-t és az ADPR-t.
Amennyiben azonban a cADPR torzsoldatban marad enzimatikus aktivitas, akkor az a
igy latszolagos gatlast okozhat. Mivel a TRPM2 csatorna aktivitaisa az ADPR
koncentraciora az 1 pM-os koncentracié kornyékén a legérzékenyebb, ezért 1 puM-os
ADPR oldatok aktivalo hatasanak idébeli monitorozéasa segitségével hataroztuk meg a
maradék pirofoszfatdz aktivitast. El6szor atsziirtiink a 10 kDa-os szliroszlopon az
enzimbdl annyit, amennyit egy csomag cADPR tisztitdsahoz is felhasznaltunk. Majd az
1 uM ADPR-t tartalmaz6é kadoldatunkhoz hozzaadtunk a sziirletb6l egy akkora
térfogatot, amely a hasonloképpen atsziirt tisztitott cADPR tdrzsoldat esetén 10 uM-os
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20. abra: A cADPR tisztitasi eljaras vizsgalata.

A, TLC kép (balrdl jobbra) AMP, enzimatikusan tisztitott cADPR, ADPR, nem kezelt
cADPR. Lathato, hogy az enzimatikusan tisztitott cADPR mintabol eltiint az ADPR
szennyez¢s, ¢s helyette megjelent egy AMP-nek megfeleld folt.

B-D, Nominalisan 1 uM ADPR aktivalé hatdsa kiilonb6zé nukleotid pirofoszfataz
sziirletek jelenlétében, illetve hianyaban (125 uM Ca®" mellett). A B és C mérésben
alkalmazott sziirlet elkészitéséhez 10-kDa, illetve 3-kDa vagépontu (MWCO)
sziirboszlopot hasznaltunk, a D méréshez hasznalt sziirletet pedig kétszer engedtiik at 3-
kDa vagépontu szliréoszlopon. A bekeretezett idomegjeldlések a sziirlet tesztoldathoz
tortént hozzdadasa és a mérés kezdete kozott eltelt idot jelzik.

E, Az 1 uM ADPR-t, 125 uM Ca*"-ot ¢és nukleotid pirofoszfataz sziirletet tartalmazo
tesztoldatok &ltal aktivalt aramok a tesztoldat Osszemérése €s a mérés kezdete kozott
eltelt 1d6 fiiggvényében. Az egyes gorbék a kiilonb6zé protokollokkal késziilt
szlrletekkel kapott eredményt mutatjak: fekete négyzetek, 1x szlirés 10-kDa vagopontt
sziirdvel; fehér korok 1x szlirés 3-kDa vagopontu szlirdvel; fekete korok, 2x szlirés 3-

kDa vagopontt szlirével.
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végkoncentracidt eredményezett volna. Az igy kapott tesztoldat és az 1 uM "kezeletlen"
ADPR oldat altal aktivalt TRPM2 é4ramot hasonlitottuk Ossze izolalt membranos
mérésekben, a tesztoldat elkészitése utan kiillonb6z6 idopontokban. Meglepetésiinkre, a
tesztoldat TRPM2 aramot aktivald képessége 2-3 oraval a sziirlet hozzdadasa utan
rohamosan csokkent, majd teljesen megsziint. A 20. B abra egy tipikus mérést mutat
koriilbeliil 3 és fél oraval a tesztoldat Osszemérése utan. Lathatod, hogy a szlrlettel
kiegészitett ADPR tesztoldat ekkor mar csak néhany csatornat aktivalt, még a
"kezeletlen" ADPR-t tartalmazo oldat jelentds aramot adott. A tesztoldat aktivalo
képességének ez az iddfiiggd csokkenése (20. E dbra, fekete négyzetek) arra utalt, hogy
a sziirletben maradt pirofoszfataz aktivitds, ami fokozatosan lebontja az ADPR-t a
tesztoldatban. A szennyezddésként visszamaradd enzim mennyiségének csokkentése
céljabol egy masik, hasonld adag pirofoszfatazt 3 kDa-os vagoponti sziirboszlopon
szlrtiink at, majd hasonloképpen teszteltiik ezt a sziirletet is. A 20. C dbran bemutatott
mérés tobb mint 5 oraval e sziirletet tartalmazo tesztoldat 6sszemérése utan késziilt, ez
az oldat mégis jelentés TRPM2 aramot aktivalt. Bar az ADPR tesztoldat aktivalo
hatasanak 1dofliggd csokkenése ebben az esetben is kimutathatd volt, a csokkenés
sebessége lényegesen mérsékldédott (20. E abra, fehér korok). Végiil egy harmadik,
azonos adag enzimet egymas utdn két 3 kDa-os vagopontu szlirdoszlopon szlrtiink at.
Ezt a sziirletet 1| pM ADPR-hoz hozzaadva, még 9 ora elteltével sem tapasztaltunk
csokkenést a tesztoldat TRPM2-t aktivalo képességében (20. D abra, 20. E abra, fekete
korok). Vagyis, ezzel a tisztitdsi protokollal a teljes enzimaktivitas eltavolithato az
oldatbol.

Ezek az eredmények a kovetkezOkrél gydztek meg minket: a pirofoszfataz
valoban lebontja a cADPR torzsoldatban levd ADPR szennyezést; a keletkezd bomlés
termékek nem befolydsoljak a TRPM2 csatorna miikddését; az oldat az enzimtdl is
megtisztithatd két 3 kDa-os vagopontu sziirdoszlop segitségével. A biztonsag kedvéért
azokban a mérésekben, ahol a tisztitott cADPR-t és az ADPR-t egylitt alkalmaztuk, az

oldatot mindig a cADPR hozzaadésa utan 3 oran beliil hasznaltuk fel.

4.2.4.3. A tisztitott cADPR vizsgalata

Koréabbi kisérleteinkkel (19. A abra) ellentétben a tisztitott cADPR 10 uM-os

koncentracioban alkalmazva, telitési Ca*" mellett, még azokban a patch-ekben sem
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aktivalt csatornakat, amelyekben a kozvetlentil utana alkalmazott telitési ADPR hatdsara
tobb szdz pA-es aramot kaptunk (21. A abra). Ezutdn az ADPR és cADPR kozotti
esetleges szinergia meglétét vizsgaltuk meg: azonban 10 uM tisztitott cADPR 0,1 illetve
1 uM ADPR mell¢ adva nem ndvelte meg ezek TRPM?2 aktivald hatasat (21. B és C
abra). A tisztitott cADPR hatéstalansdgat nem a telitési Ca** jelenléte okozta, mert
méréseinket 15 pM — féltelitési — Ca*" mellett megismételve a tisztitott cCADPR szintén
nem aktivalt (21. D és F abra), és nem is befolyasolta 0,1 illetve 1 uM ADPR hatasat
(21. E és F abra).

Elvileg elképzelhetd, hogy izolalt membranos méréseinkben a tisztitott cADPR-
nak azért nem volt semmilyen hatdsa, mert a membranfolt kiszakitdsakor valamilyen
celluléris faktor elvész, amelyre a "kozvetlen" cADPR hatashoz sziikség lenne. Ilyen
komponens lehetne a kalmodulin, amelyrél mar kordbban leirtak, hogy szerepe van a
TRPM2 csatorna szabalyozasdban (69,70). Ezért kiprobaltuk, hogy a kalmodulin
jelenléte helyredllitja-e a mi rendszeriinkben a cADPR egészsejtes mérések soran
tapasztalt hatasait. Azonban féltelitési Ca’" és 2 pM kalmodulin jelenlétében sem
talaltuk nyomat a cADPR aktivalo (21. G és I abra), vagy ADPR aktivitast fokozé (21.
H ¢és I dbra) hatasanak.

Osszegezve megallapithatjuk, hogy a tiszta cADPR inside-out patch-ben —
kozvetlen modon — nem aktivalja a TRPM2 csatornat, és nem befolyasolja az ADPR
aktivalo képességét sem, fiiggetleniil az alkalmazott Ca®" koncentraciotol vagy a

kalmodulin jelenlététol.

4.2.5. A nikotonsav-adenin-dinukleotid-foszfat (NAADP)

Az NAADP cADPR-hoz hasonléan széleskoriien vizsgalt intracellularis Ca®"
mobilizalé molekula, amely a bafilomycin-szenzitiv lizoszomalis rendszerben talalhato
TPC csatorndkon keresztiil fejti ki hatasat (27,47,48,157).

Az NAADP az ADPR-hoz szerkezetileg hasonld linearis molekula (2. abra).
foszfatcsoport, mig a disztalis rib6z glikozidos szénatomjahoz nikotinsav kapcsolodik
(15,21). E szerkezeti eltérések ellenére az egészsejtes mérések alapjan gy tiinik, hogy

az NAADP képes aktivalni a TRPM2 csatorndkat (102,104). Azonban miutdn az
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21. abra: A tisztitott cADPR hatasa a TRPM2 csatornara.

A, B, D, E, G és H, Tipikus aramgdrbék telitési (125 uM) Ca”" (A, B), féltelitési (15
uM) Ca”>" (D, E), illetve féltelitési (15 uM) Ca*" + 2uM kalmodulin (G, H) jelenlétében
végzett izolalt membranos mérésekbdl. (A, D, G) 10 uM tisztitott cADPR nem aktivalt
TPRM2 é4ramot, pedig az utdna alkalmazott 32 pM ADPR mindhirom esetben jelentds
aramot produkalt. (B, E, H) 10 uM tisztitott cADPR" nem fokozta 1 uM ADPR aktivalo
hatasat.

C,F, L, 10 uM tisztitott cADPR” kivéltotta relativ aram (bal sz¢ls6 oszlopok); illetve 0,1
vagy 1 uM ADPR kivaltotta relativ dramok 10 uM tisztitott cADPR" jelenlétében
(vilagoskék oszlopok), illetve hianyaban (sotétkék oszlopok). Az aramok a 32 uM
ADPR mellett mért aramhoz lettek normalizalva. (C) telitési (125 pM) Ca’’; (F)
féltelitési (15 uM) Ca®"; (I) féltelitési (15 uM) Ca®" és 2uM kalmodulin

" A 10 pM tisztitott cADPR mellett az ADPR lebontésabél szarmazo ~2-3 uM AMP és

rib6z-5P is jelen van.
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NAADP hatékony Ca’" mobilizaldé molekula, e mérések alapjan nem donthetd el, vajon
a TRPM2 fehérjéhez kozvetleniil kotddve, vagy az [Ca®']; novelése altal kozvetett
modon hatott-e. Ezért izolalt membranos mérésekben is megvizsgaltuk az NAADP
hatasat.

Els6 kisérleteinkben 100 pM NAADP-t hasznaltunk telitési (125 uM) Ca**
mellett. Az egészsejtes méréseknek megfeleléen az NAADP aktivalta a TRPM2
csatornakat, azonban a viszonylag magas koncentracio ellenére csak a maximalis aram
23,1£2,2 %-at valtotta ki, ezért felvetddott, hogy az aktivald hatast ebben az esetben is
ADPR kontaminacié okozhatnd. Ezért TLC segitségével ellendriztik NAADP
torzsoldatunk tisztasdgat, de abban nem taldltunk ADPR szennyezést (22. F &bra).
A abra): a mért aram értékeket az ugyanazon patch-ben telitési ADPR altal kivaltott
aram értékéhez normalizaltuk, majd abrazoltuk az NAADP koncentraci6 fiiggvényében
(22. E ébra, sotétkék négyzetek). A kapott dozis-hatas gorbét a Hill-egyenlettel illesztve
(sotétkek gorbe) az NAADP félhatasos koncentracioja (Ki;) 104+16 pM-nak adddott,
igy telitési koncentracidja a mM-os tartomanyba esett. Az NAADP dozis-hatas gorbéjét
az ADPR-éval (22. E abra, piros gorbe) Osszehasonlitva két szembetiind kiilonbség
lathato: egyrészt az NAADP latszélagos affinitasa két nagysagrenddel kisebb az ADPR-
énal, masrészt az NAADP telitési koncentracidban sem képes a csatornakat teljes
mértékben aktivalni (Imax/I32 um appr = 49+4%), azaz csak parcialis agonista.

Az egészsejtes mérésekben az ADPR ¢és az NAADP mar kis koncentracidban
alkalmazva is dramaian fokoztdk egymas hatasat (102,104). E jelenség vizsgalatara két
kisérletsorozatot terveztiink. Az egyikben rogzitett, 0,1 puM, [ADPR] jelenlétében
vizsgaltuk az NAADP-hatas dozisfiiggését (22. C abra), mig a masikban allando, 50
uM, [NAADP] mellett az ADPR koncentracigjat valtoztattuk (22. B dbra). A mérések
alapjan elkészitettik a dozis-hatds gorbéket, ¢és meghataroztuk a fél-telitési
koncentraciokat (22. E abra). Az illesztések alapjan 50 uM NAADP jelenlétében az
ADPR hatas (lila korok) Ki.-e 1,2+0,1 uM, mig 0,1 uM ADPR jelenlétében az NAADP
hatas (vilagoskék négyzetek) Ky-e 48410 uM. Tehat az egyiittes alkalmazas sem az
NAADP, sem az ADPR doézis-hatds gorbéjét nem tolta 1ényegesen balra, maximalis

hatasukat pedig nem befolyésolta.
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22. abra: Az NAADP és az NAAD hatasa a TRPM?2 csatornara.

(arészletes leiras a kovetkezd oldalon talalhato)
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22. abra: Az NAADP és az NAAD hatasa a TRPM2 csatornara.

koncentraciojt NAADP-vel (A ¢és C), ADPR-zal (B), vagy NAAD-vel (D) perfundalt
izolalt membranos mérésekbdl. A B és C paneleken lathaté mérésekben 50 uM
NAADP-t, illetve 0,1 uM ADPR-t is alkalmaztunk a tesztelt nukleotid mellett.

E, A nukleotidok aktivald hatasat jellemzd dozis-hatds Osszefliggések, NAADP (kék
négyzetek), NAAD (z6ld négyzetek), ADPR (piros korok), ADPR 50 uM NAADP
jelenlétében (lila korok), és NAADP 0,1 uM ADPR jelenlétében (vilagoskék
négyzetek). Utobbi kettdnél a bal sz¢ls6é pontok (*) a nulla tesztnukleotid koncentracid
mellett mért értéknek felelnek meg. A szines gorbék a Hill-egyenlettel vald illesztést
abrazoljak.

F, Vékonyréteg kromatografia 1-1 pl nukleotid mintakbol. Balrol jobbra haladva:
10mM ADPR, 100mM NAAD, 100mM NAADP, 100mM NAD', 32mM ADPR. Az
NAADP-vel és az NAAD-vel ellentétben a NAD' torzsoldat tartalmaz ADPR
szennyezgEst.

G, 50 uM ¢és 1 mM NAADP relativ aktival6 hatasa 6nmagaban (s6tétkék oszlopok),
vagy 0,1 mM ADPR jelenlétében (vilagoskék oszlopok) féltelitési (15uM) Ca’" mellett.
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Mivel elvileg elképzelheté, hogy az NAADP esetleges hatasait a telitési Ca®"
jelenléte fedte el, végeztiink néhany kisérletet féltelitési Ca’" koncentracio mellett is. E
mérésekben az 50 uM vagy 1 mM NAADP kivaltotta &ramot normalizaltuk a 32 uM
ADPR altal kivaltott aramhoz (22. G abra, sotétkék oszlopok). Azonban az NAADP
latszolagos affinitasa ilyen koriilmények kozott se ndvekedett meg: 50 uM NAADP az 1
mM NAADP jelenlétében mért aramnak csak 10%-4t aktivalta. SOt maximalis
hatékonysaga még csokkent is az alacsonyabb Ca®" koncentracié mellett, mert még 1
mM NAADP is csak ~20 %-at aktivalta a 32 uM ADPR kivaltotta maximalis d&ramnak.
Végiil azt vizsgaltuk, hogy 0,1 pM ADPR jelenléte ilyen koriilmények kozott
befolyasolja-e az NAADP hatésat, de abban nem tapasztaltunk érdemi valtozast (22. H
abra, vilagoskék oszlopok). Tehat az NAADP alacsony latszolagos affinitasat és
hatékonysagat, valamint az ADPR-zal vald szinergia hidnyat nem a telitési Ca®"

koncentracid okozta.

4.2.6. A nikotinsav-adenin-dinukleotid (NAAD)

Az NAAD is a NAD' metabolitja, amely szerkezetileg atmenetet jelent az
NAADP és az ADPR kozott. Az NAADP-hez hasonléan nikotinsav csoportot tartalmaz,
viszont nem tartalmazza az NAADP-re jellemzé nem-nukleozid rib6ézhoz kapcsolodo
foszfatot (21).

Az NAAD hatasat a TRPM2 csatornara korabban nem vizsgaltdk, de miutan
szerkezetileg jobban hasonlit az ADPR-ra, mint az NAADP, mi fontosnak tartottuk
kiprébalasat. Eloszor NAAD torzsoldatunk tisztasagat ellendriztiik TLC segitségével
(22. F éabra), amely megmutatta, hogy ez a mintdnk sem tartalmaz ADPR szennyezést.
NAAD aktivalja a TRPM2 csatornakat (22. D abra). Az elkészitett dozis-hatas gorbe
alapjan (22. E abra, zold négyzet) az NAAD latsz6lagos affinitdsa (K,=35+4 uM)
koriilbeliil haromszorosa az NAADP-¢ének, de joval kisebb az ADPR-¢énal. Az NAAD
még telitési koncentracidban sem képes a TRPM2 csatornék teljes aktivalasara (Imax/Is2
uM ADPR = 77+4%). Vagyis maximalis aktivalo képessége is az ADPR-¢ és az NAADP-¢

kozé esik.
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4.2.7. A nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD")

Egészsejtes mérésekben a NAD' is aktivalta a TRPM2 csatornakat
(77,98,101,118), ehhez azonban nagyon magas, 1 mM-os, koncentracioban kellett
alkalmazni, és hatasa igy is csak késéssel jelentkezett. Ez valosziniisiti, hogy a NAD"
nem kozvetleniil hat. Ezt tisztdzando, meg szerettiik volna vizsgilni a NAD" hatését is,
de a TLC alapjan (22. F abra) NAD' torzsoldatunk jelentés mennyiségli ADPR
szennyezest tartalmazott, €s ebben az esetben nem allt rendelkezésiinkre olyan enzim,

amelyik képes lett volna az ADPR szelektiv lebontasara.

4.3. A TRPM? csatorna irreverzibilis inaktivaciojanak Kikiiszobolése

Béar a csatorna kozvetlen modulatorait makroszkopos mérések alapjan mar
azonositottuk, a kapuzas molekularis mechanizmusarodl egyeldre keveset tudunk. Ennek
tisztazdsaban nagy segitséget nyuUjthatna egyedi csatorndk steady-state kapuzasanak
analizise. Azonban a sejtbdl kiszakitva a TRPM?2 csatornak koriilbeliil félperces
idéallandoval (1=29+5 s, n=19) irreverzibilisen inaktivalodnak (1.2.5.3. fejezet, 6. dbra),
ezért nem lehet allandé csatornaszam mellett elegendden hosszi méréseket végezni
ilyen tipusi az elemzésekhez. Ezért megprobaltuk feltarni, milyen molekularis
mechanizmus allhat az inaktivacid hatterében, illetve megprébaltunk modot talalni a

folyamat lassitasara/megsziintetésére.

4.3.1. Az inaktivacid molekuldris mechanizmusanak vizsgalata

Izolalt membranos mérésekben a csatornak inaktivacidja mogott szamos
mechanizmus allhat. A CFTR csatorna esetében ezt a fehérje defoszforilacioja okozza,
¢s a csatorna aktivitasa visszaallithaté protein kindz A (PKA) katalitikus alegysége
segitségével, amely ATP jelenlétében visszafoszforildlja a megfeleldé szerin
oldallancokat (158). Egy masik gyakori ok a csatorna mikodése szempontjabol fontos
alegység, példaul kalmodulin, kimosasa (159). A Ca®" aktivalt BK csatornak esetében
pedig kritikus cisztein oldallancok oxidécidja all az inaktivacioé hatterében (160). A

TRPM2 csatorna vonatkozasaban a kutatocsoportunk a PKA ¢és a kalmodulin szerepét
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mar korabban kizarta (52), és H,O,-dal végzett méréseink alapjan az sem valoszinii,
hogy oxidacié okozna az inaktivaciot.

A foszfatidil-inozitol-(4,5)-biszfoszfat (PIP,), a plazmamembran citoplazmatikus
rétegében talalhatd leggyakoribb foszfatidil-inozitol (PI) szarmazék (161). A patch
kiszakitdsa utdn a membranban taldlhaté PIP, a jelenlévd lipid-foszfatdz enzimek
hatasara gyorsan lebomlik (162). A TRPM csalad szamos tagjanak (példaul TRPM4, 5,
7 és 8) szabalyozasadban szerepet jatszik a PIP, (61,108,163-165). A TRPM7 ¢s 8
esetében a PIP, deplécidja a csatornak inaktivacidjahoz vezet, igy izolalt membranos
mérésekben e csatorndk drama gyorsan csokken (61,164). Ugyanakkor a szabad PIP,
mennyisé¢g valtoztatdsaval e csatorndk inaktivacidja befolyasolhato. A lipid-foszfatazok
aktivitasat a Mg®" fokozza, ezért Mg® -mentes oldatok hasznalataval a PIP, bontés, és
igy az inaktivacio lassithato. Mg” -ATP jelenlétében a PI-kinazok tjraszintetizaljak a
PIP,-t, igy a mar inaktivalodott csatorndk is reaktivalodnak. Végiil, a csatorndk
miikédése exogén PIP, (dioktanoil- vagy dipalmitoil-PIP;) alkalmazéasaval is
helyreallithatd. A TRPMS esetében igazoltak, hogy a PIP; hatdsa a TRP domén pozitiv
toltésti aminosav oldallancaihoz kothetd (61). A tobbi TRPM csatorndhoz hasonloan a
TRPM2 is tartalmazza ezt a domént, ezért kiprobaltuk, hogy a PIP, ennek a csatornanak
az inaktivacigjat is befolyésolja-e.

Meéréseinkhez pozitiv kontrollként a human TRPMS8 csatornat hasznaltuk. E
csatornak aktivalasahoz standard Na-glukonatos pipettaoldatunkat 500 uM mentollal
egészitettiik ki, amely a TRPMS8-at kifejez0 petesejtekben mar a szoros tapadas
kialakuldsa soran, "cell-attached" konfiguracidoban jelentds kifelé rektifikdld aramot
eredményezett 25°C-on. A patch kiszakitasat kovetden viszont a TRPMS csatorndk
masodpercek alatt inaktivalodtak. Mg -mentes kadoldatot hasznalva a kiszakitast
kovetd inaktivacid sebessége jelentdsen csokkent (Vi = +60 mV mellett mérve: 1 =
2344 s, n = 5), emellett a teljes inaktivaciot kovetéen adott 25 uM dioktanoil-PIP,
(diCs-PIP,) azonnal, és szinte teljesen helyredllitotta a kiszakitas el6tti aramot, amit 50
uM diCs-PIP; mar csak alig ndvelt tovabb (23. A ébra, fels6é aramgorbe). Tehat kisérleti
rendszeriink alkalmas ioncsatornak PIP,-fliggésének vizsgalatara.

A TRPMS csatornaval ellentétben a TRPM?2 esetében a Mg2+-mentes kadoldat
nem befolyasolta az inaktivacid sebességét (t = 2945 s, n =9), és 50 uM diCg-PIP; sem

az aram fogyasat nem volt képes lassitani, sem a mar inaktivalodott csatorndkat nem
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23. abra: A TRPM2 inaktivacios kinetikajanak vizsgalata.

A, A TRPMS (fent) és a vad tipusi TRPM2 (lent) csatorndk inaktivacioja Mg® -mentes
oldatok jelenlétében izolalt membranos mérésekben, és a diCg-PIP, hatasa e folyamatra.
A TRPMS csatorndk a pipettaban 1évé 500 pM mentol hatdsara mar a patch kiszakitasa
elott aktivalodtak. A -60, 0 és +60 mV fesziiltség mellett mért aramok a csatorna kifelé
rektifikald tulajdonsagat szemléltetik. A membranfolt kiszakitdsa utan (nyil) az dram
gyorsan csokken, de diCg-PIP,-vel a csatornak reaktivalhatok. A TRPM2 csatornakat a
kiszakitas utan 32 uM ADPR-zal és 125 pM Ca’'-mal aktivalva a csatornak lassabban
inaktivalddnak, €s diCg-PIP,-vel nem lehet helyreallitani aktivitasukat.

B, Jellegzetes mérések vad tipusat TRPM?2 inaktivacios sebességének vizsgalatdhoz -20
mV-on, telitési ADPR és Ca”" mellett, szimmetrikus 564 mM Na'-ban (bal dramgorbe),
illetve 140 mM K -ban (jobb aramgorbe).

A és B, az inaktivacids sebesség jellemzéséhez a gorbékre exponencidlist illesztettiink
(szines vonalak).

C, Az inaktivaci6 allapotfiiggdségének vizsgalatira hasznalt protokoll: a patch
kiszakitasa utan a csatorndkat -20 mV-on, telitési ADPR folyamatos jelenlétében de
Ca”" hianyaban, az id8 nagy részében zarva tartottuk, és telitési Ca’" alkalmazasaval
csak rovid idOtartamokra nyitottuk ki. Az inaktivacié sebességét a pirossal jelolt
szakaszokra illesztett exponencialis (kék vonal) id6allandojaval jellemeztiik.

D, A vad tipusi TRPM2 csatorna inaktivacios sebességének jellemzésére kapott
idéallandok kiilonb6z6 ionkdrnyezetekben, illetve a C dbran bemutatott protokollt

hasznalva. A kontroll koriilmények kozott mért értéket a kék oszlop mutatja.
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stimulalta (23. A abra, alsé aramgorbe). Vagyis a TRPM2 csatorna inaktivaciojat nem a
membran PIP, tartalmanak fogyésa okozza.

Egy masik sokat tanulméanyozott mechanizmus a fesziiltségfiiggé K csatornakra
jellemzd C-tipust inaktivacid, amelyet a csatorna porusanak konformacio-valtozasa,
Osszeesése okoz. Ennek jellegzetessége, hogy sebessége erdsen fiigg az ionkdrnyezettol,
illetve a csatorna allapotatol — az inaktivacio els@sorban nyitott aktivacids kapu mellett
kovetkezik be. Ezért megvizsgaltuk, hogy a TRPM2 csatorna inaktivaciojat hogyan
befolyasolja kiilonboz6 fajtaji és koncentracioji ionok alkalmazésa, illetve hogy van-e
kiilonbség a nyitott és a csukott csatornak inaktivacidjanak sebessége kozott.

Permealé ionként  el8szor  szimmetrikusan  alkalmazott,  kiilonb6z6
talaltunk a Na' koncentracio és az inaktivacios sebesség kozott (p<0,01, ANOVA): 39
mM Na' esetén az inaktivacié kismértékben gyorsult (1 = 22+7 s, n = 8), mig 564 mM
Na" alkalmazasakor (t = 61+5 s, n = 9) koriilbeliil kétszer lassabb lett (23. B és D abra)
a standard, 144 mM Na'-ot tartalmazo, kornyezetben mérthez viszonyitva. Ezutan a
Na"-ot mindkét oldalon K '-ra cseréltiik, ami nagyjabol kétszer gyorsabba (t = 1243 s, n
= 15) tette az inaktivaciot (23. B és D abra). Végiil, hogy a divalens kationok hatésat is
megvizsgaljuk, az extracellularis oldathoz a 144 mM Na’ mellé 10 mM Ca*"-ot is
hozzéadtunk, de ez nem befolyasolta (t = 2849 s, n = 7) az inaktivacid sebességét (23.
D abra).

Az inaktivacié allapotfiiggésének vizsgalatdhoz a 23. C abran lathat6 protokollt
hasznaltuk. Ennek soran a vad tipust TRPM2 csatorndkat 32 uM ADPR-t tartalmazo,
de Ca®"-mentes oldat alkalmazasaval a mérés idStartamanak tilnyomé részében zarva
tartottuk. A maximalisan aktivalhato csatorndk szamanak nyomon kdvetése céljabol,
rovid id8szakokra aktivaltuk éket telitési Ca®" hozzaadasaval. Ilyen koriilmények kozott
a csatornak jelentdsen hosszabb id6 alatt inaktivalodtak (t = 91+15 s, n = 7), ami arra
utal, hogy e folyamat valoban lassabb zart allapotban. Figyelembe véve, hogy e
protokoll soran a csatornak az 1d6 koriilbeliill 25 %-4t toltotték nyitott allapotban,
megbecsiilhetd a csukott allapotra jellemzd inaktivacios iddallandd (t ~ 270 s),
amelynek fényében megallapithatd, hogy a csukott csatorndk a nyitottakhoz képest

tizszer lassabban inaktivalodnak.
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Vagyis a TRPM2 inaktivacioja tobb szempontbdl is hasonlit a fesziiltségfliggd
K" csatorndk C-tipust inaktivacidjahoz, ezért feltételezhetd volt, hogy a hattérben itt is

a szelektalo filter konformacio valtozasa all.

4.3.2. Porusmutansok készitése (a TSL mutans)

Eredményeink alapjan a szelektald filter jo célpontnak tiint az inaktivacio
befolyasolasara, kiilondsen annak fényében, hogy a rokon TRPM4 csatorna egyes
porusmutansai rendkiviil gyors inaktivaciét mutatnak (166). Ezért 6sszehasonlitottuk a
TRPM4 ¢és legkdzelebbi rokona, a TRPMS, porus régidjat a TRPM2 csatornaéval (24. A
abra). A harom homoloég szakasz jelentds szekvencia azonossdgot mutat. A legtobb
kalium, illetve az O0sszes TRPM csatornahoz hasonléan, e harom szekvencidban is
megtalalhatd a szelektalo filter C-termindlis végén a 0’-vel szdmozott invaridns
aszpartat. A legjelentOsebb kiilonbségek éppen e referenciapontot megel6zd
poziciokban talalhatok. A TRPM4 ¢és 5 esetében negativ toltésii aminosavakat talalunk a
-2’ és -3’ helyeken, mig a TRPM2-ben itt a kdlium csatorndkra jellemzo glicin és tirozin
van. Emellett a TRPM2 a -4’ pozicioban deléciét tartalmaz. Erdekes médon a TRPM4
pérusmutansai koziil éppen azok inaktivalddtak gyorsan, amelyekben -2°/-3” pozicid
aminosavat torolték (166). A Shaker kalium csatorndknal mar szintén igazoltak, hogy a
szelektalo filter kornyékén taldlhatd negativ toltések, illetve ezeknek egymashoz
viszonyitott relativ helyzete jelentds hatassal van a C-tipusu inaktivacid sebességére
(167). Ennek alapjan arra gondoltunk, hogy negativ toltések bevitele, esetleg a deléciod
megsziintetése stabilizalhatnd a TRPM2 porust, megakadalyozva az inaktivaciot. Mivel
a TRPMS5 szekvencia ebben a régidban jobban hasonlit a TRPM2-¢hez, ezért ezt
valasztottuk mintanak. A -3’ és -2’ helyeken talalhaté aminosavakat kiilon-kiilon, illetve
egyiittesen lecseréltiik a TRPMS-ben itt talalhatd negativ toltésli aszpartatra, illetve
glutamatra (G984D, Y985E, G984D/Y985E). Végiil, a duplamutanst kiegészitettiik a
hidnyz6 leucinnal is: az igy kapott TSL ("TRPMS5-like") csatorna porusszekvencidja

teljes mértékben megegyezik a TRPMS-ével.
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24. abra: A TRPM2 porusmutansok
A, A TRPM2/4/5 porusrégiojat alkotod
aminosav szekvencidk Osszehasonlitasa.
Z06ld szinnel jelolve a feltételezett porus
hélix, kékkel a szelektalo filter. A
mutaciokkal célzott harom aminosavat
pirossal emeltiik ki.

B, A vad tipust TRPM2 ¢s a négy
porusmutans 125 pM Ca®" és 32 uM
ADPR jelenlétében -20 mV-on mért
makroszkopos aramai. A mutansokkal
mérések  soran

végzett  hosszi

periodikusan, rovid iddtartamokra,
elvontuk a Ca®"-ot, hogy a csatornak
atmeneti bezarasaval
nyomonkovethessiik a membran
tapadasanak épségét. Az inaktivacios
sebesség jellemzéséhez a goOrbékre
exponencialisakat illesztettiink (szines
vonalak). A pirossal keretezett betiik a
célzott pozicio-triplet szekvencidjat
mutatjadk. A G984D, az Y985E ¢és a
G984D/Y985E mutansok gorbéi alatt
kinagyitottuk a kezdeti aktivacio, illetve
a periodikus Ca®" elvonas kivaltotta
deaktivacio/reaktivacid, soran tisztan

feloldhatova valé egyedi csatorna
aramokat, amelyek amplitidéja egyik
esetben sem valtozott a mérés teljes

id6tartama soran.
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4.3.3. Mutansok inaktivaci6jdnak osszehasonlitasa

A vad tipushoz hasonléan a mutans csatorndk is jol kifejezédtek Xenopus
petesejtekben, €s agonistak jelenlétében izolalt membranos inside-out patch-ekben is
makroszkdpos aramokat eredményeztek. Mig a vad tipust csatorna drama telitési ADPR
és Ca”" mellett (24. B 4bra, WT gorbe) a kiszakitas utan gyorsan csokkent (t=29+5 s, n
= 19), a mutansoknal az inaktivacié mértéke €s sebessége jelentdsen megvaltozott. A
G984D mutans — amely a -3’ pozicioban negativ toltésii aszpartatot tartalmaz — teljes
mértékben inaktivalodott (24. B dbra, G984 gorbe), de tobb mint tizszer lassabban (t =
514422 s, n = 3), mint a vad tipusu csatorna. Az Y985E mutansnal — amelyben a -2’
helyen taldlhato tirozint cseréltiik le negativ toltésti glutamatra — szintén jelentdsen
lassult az inaktivacio (t = 15617 s, n = 3), raadasul az aram koriilbeliil harmada (I =
0,28+0,05 s, n = 3) tartdsan megmaradt (24. B dbra, Y985E gorbe). A két negativ toltést
tartalmaz6 duplamutans — G984D/Y985E — nagyon hasonloan viselkedett az YO85E-hez
(24. B abra, G984/Y985E gorbe): egyrészt a vad tipusnal lassabban inaktivalddott (t =
208+£72 s, n = 4), masrészt az aram kozel fele a mérés teljes idotartama alatt fennmaradt
(Ires = 0,43+0,08 s, n = 4). Ez arra utal, hogy a -2’ és a -3’ poziciokba bevitt negativ
toltések hatdsa nem teljesen additiv. Fontos megjegyezni, hogy az dram csdkkenése a
vad tipushoz hasonldan, a pérusmutansok esetén is a maximalisan aktivalhato csatornak
szamanak fogyasat tiikkrozi, mert az egyedi csatorndk vezetoképessége a mérés soran
allandé maradt (lasd 24. B abra aramgorbéi alatt lathato kinagyitott egyedi csatorna
események), és variancia analizis a csatorndk nyitvatartasi valdszinliségében sem
mutatott jelentds csokkenést. A legdramaibb hatést az inaktivaciora az okozta, amikor a
két negativ toltés mellé a hianyz6 leucint is inzertdltuk a -4’ pozicidba, ezzel
rekonstrudlva a TRPMS porus szekvencigjat (TSL mutans). Telitési ADPR és Ca*"
jelenlétében a TSL csatorna drama még egy oOra elteltével is alig valtozott (24. B abra,
TSL gorbe). Bar a mérés elején tapasztalhatd volt egy minimalis csokkenés, ennek
mértéke a teljes aramhoz képest olyan kicsi volt, hogy érdemben nem lehetett

exponencialissal illeszteni.

4.3.4. Alkalmas-e a TSL mutans a TRPM2 kapuzasanak modellezésére?

A maximadlisan aktivalhatd6 T5L csatorndk szdma még hosszu mérések soran is

alig valtozik, ezért ez a mutans alkalmas lehet egyedi-csatornds mérésekre. Azonban
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ahhoz, hogy a TRPM2 ADPR-, illetve Ca®'-fiiggé kapuzasanak részletes biofizikai
vizsgalatahoz hasznalhassuk, elébb meg kellett bizonyosodnunk arrél, hogy a TSL
porusmutacid nem valtoztatta meg a csatorna mukodését. Ennek igazolésara
makroszkopos mérésekben Osszehasonlitottuk a vad tipus és a TSL varians
aktivaciojanak ADPR és Ca”" koncentracio-fiiggését, illetve egyedi- csatornas mérések
segitségével megvizsgaltuk, hogy a mutans alapvetd kapuzasi paraméterei eltérnek-e a

vad tipusu csatornara jellemzd értékektdl (52).

4.3.4.1. Vad tipusi és TS5L mutdns csatorna ADPR ¢és Ca’" iranti affinitisanak

Osszehasonlitdsa makroszkopos mérésekben

El6szor az ADPR aktivald hatasat vizsgaltuk telitési Ca® jelenlétében. Az
ADPR mindkét tipusu csatornat koncentracio-fiiggé modon aktivalta (25. A abra). Az
egyes koncentraciok mellett mért aramokat a 32 pM ADPR-ban mérthez normalizalva
elkészitettiik a csatornak ADPR dozis-hatas Osszefiiggését (25. B abra), amelyeket a
Hill-egyenlettel illesztettiink. A kapott paraméterek (vad tipus: K, = 1,1£0,1 uM, ny =
2,0+£0,2; T5L: Ky, = 1,4+0,1 uM, ny = 1,8+0,2) alapjan a mutdcid6 nem befolyasolta
lényegesen az ADPR iranti latszolagos affinitast.

Ezutan a kétféle csatorna tipus aktivacidjanak Ca®" koncentracio-fiiggését
hasonlitottuk 6ssze telitési ADPR jelenlétében (25. C abra). A mért aramokat a 125 pM
Ca”"-ban mérthez normalizaltuk, és az igy kapott dozis-hatas gorbéket szintén a Hill-
egyenlettel illesztettiik (25. D dbra). A kapott paraméterek (vad tipus: K, = 22+1 uM,
ng = 1.6£0,1; T5L: Ky, = 3142 puM, ny = 1.8+£0,2) ebben az esetben is nagyon
hasonlonak adodtak.

A vad tipust TRPM2 csatorna egyik jellegzetessége, hogy teljesen eltérd
kinetikaval reagal a két aktivald ligand hirtelen elvonasara. ADPR jelenlétében az
intracellularis Ca*" pillanatszeri elvonasakor a csatornék rendkiviil gyorsan bezarnak (t
~ 50 ms; 25. C 4bra). Ez arra utal, hogy a Ca’" kotShelyek nyitott allapotban is
szabadon hozzaférhetSk, igy az intracellularis Ca®" elvonasakor a kotott Ca®” gyorsan
disszocialhat, és a csatorna bezarodhat. Ezzel szemben, ha Ca®" jelenlétében az ADPR-t
vonjuk el, akkor a vad tipust csatornék két nagysagrenddel lassabban csukodnak be (t =

2751£203 ms, n = 10; 25. A abra). Ez alapjan megallapithato, hogy a csatorna nyitott
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25. abra: A TSL mutans és a vad tipusi TRPM2 kapuzasanak dsszehasonlitasa
makroszkopos mérésekben.

A, Emelkedsé koncentracioji ADPR ¢és telitési Ca** jelenlétében, -20 mV-on mért
makroszkopos vad tipusu (bal) és TSL (jobb) csatorna dramok. Az ADPR elvonasat
kovetd zarodasi sebesség jellemzéséhez az aramgorbékre exponencidlist illesztettiink
(kék és piros vonal).

B, Az ADPR vad tipust (kék) és TSL (piros) TRPM2-re gyakorolt aktivald hatasat
jellemz8 normalizalt dozis-hatas dsszefiiggések 125 pM Ca®" jelenlétében. A vonalak a
Hill-egyenlettel val¢ illesztést abrazoljak.

makroszkopos vad tipusii (bal) és T5L (jobb) csatorna aramok. A Ca*" elvonasat kovetd
zarddasi sebesség jellemzéséhez az dramgorbékre exponencidlist illesztettiink (kék és
piros vonal).

D, A Ca*" vad tipusi (kék) és TSL (piros) TRPM2-re gyakorolt aktivalo hatdsat
jellemzd normalizalt dozis-hatas osszefliggések 32 uM ADPR jelenlétében. A vonalak a

Hill-egyenlettel val¢ illesztést abrazoljak.
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allapotdban a NUDT9-H doménhez kétddé ADPR nem tud gyorsan egyenstlyba
kertilni az intracellularis oldalt perfundalé oldattal. Ennek tobbféle magyarézata is lehet:
elképzelhetd, hogy az ADPR nagyon erésen kotddik a csatorndhoz, vagy a nyitas soran
bekdvetkezd konformacio-valtozas kovetkeztében az ADPR kotéhelye bezarddik, €s
nem hozzaférhetd az oldat szdmara. Bar a valos okot nem ismerjiik, azt mindenesetre
megallapithattuk, hogy ez a markans kinetikai kiilonbség megmaradt a TSL muténs
esetében is: a vad tipusthoz hasonldan, a mutans csatornak is Ca®" elvonasakor gyorsan,

mig ADPR elvonasakor lassan zarddnak be (25. A ¢és C abrak).

4.3.4.2. Vad tipust és TSL mutans csatorna kapuzasi paramétereinek 6sszehasonlitasa

egyedi-csatornas mérésekben

A makroszkopos mérésekben kapott eredmények nagyon biztatok voltak, ezért
megvizsgaltuk azt is, hogy vajon a T5L pérusmuticid befolyasolja-e a steady-state
egyedi-csatornas mérésekbdl meghatarozhat6 kapuzasi paramétereket. A T5L mutanssal
ezek a mérések egyszerlien kivitelezhetok, azonban a vad tipusu csatorna esetében
koriilményesek. Mivel kutatocsoportunk mar kordbban publikélta a vad tipusu csatorna
atlagos kapuzasi paramétereinek Ca’" koncentracio-fiiggését (52), ezért az ott leirt
értékeket hasznaltuk kontrollnak (26. C abra, kék oszlopok), és jelen munkaban csak a
TSL mutanst vizsgaltuk. Harom paramétert hataroztuk meg alacsony (4 uM), illetve
telitési (125 uM) [Ca’] mellett (mindkét esetben 32 pM ADPR jelenlétében): a
nyitvatartasi valoszintiséget (P,), az atlagos nyitasi sebességet (k.,) és az atlagos
zarodasi sebességet (koo). Telitési Ca®" koncentracional a steady-state egyedi csatorna
elemzésekhez a 26. B abran lathatohoz hasonldo, maximum 10 aktiv csatornat
tartalmazo, patch-eket hasznaltunk fel. Ilyen koriilmények kozott a csatornak Po-ja
nagyon magas — kozel 1 —, igy szamuk pontosan megéllapithat6. Ezzel szemben 4 pM
Ca®" mellett a csatornak csak nagyon ritkan nyitnak, ezért ahhoz, hogy ilyen
koriilmények kozott is kapjunk elegendd eseményt az elemzéshez, néhany szaz
csatornat tartalmazd patch-eket kellett hasznalnunk, amelyekben a tényleges
csatornaszamot a vizsgalt szakasz utan alkalmazott telitési Ca>* jelenlétében hataroztuk
meg (26. A éabra). A 3.4.4.4. fejezetben leirt algoritmussal becsiilt paraméterek a 26. C

abran lathatok (piros oszlopok). A kozéps6 diagramon szerepel még egy harmadik,
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26. abra: A TSL mutans és a vad tipusu TRPM2 kapuzasanak osszehasonlitasa
egyedi csatorna mérések elemzésével.

A, 4 uM citoszolikus Ca®" (és 32 uM ADPR) mellett az egyedi csatorna események
tisztan feloldhatoéak maradnak (sziirke keretben kiemelt szakasz), még akkor is, ha a
patch nagyszamu TSL csatornat tartalmaz. A csatornak szamat (N) az egyedi csatorna
aram amplitiddjanak ismeretében, a vizsgalt szakaszt kdvetden alkalmazott 125 uM
Ca’" (és 32 uM ADPR) jelenlétében mért aram alapjan becsiiltik meg. A
membranpotencial -20 mV volt.

B, A T5L csatorna steady-state kapuzasat — 125 pM Ca”" (és 32 uM ADPR) mellett —
néhany csatornat tartalmazé patchekben (itt: N=10) vizsgaltuk (baloldali aramgorbe).
Az egyedi csatorna események konnyebb megtekintése céljabol a vildgoskék szinnel
kiemelt szakasz a jobboldali sziirke keretben hosszabb iddskdlan is lathato. A
membranpotencial -20 mV volt.

C, 4 és 125 pM Ca*" (és 32 uM ADPR) jelenlétében -20 mV-on végzett steady-state
egyedi csatorna mérések (lasd A és B abra) elemzésével nyert kapuzdsi paraméterek:
nyitasi sebesség (bal), zarasi sebesség (kdzép) €s nyitvatartasi valoszinliség (jobb). A 8
nM Ca’"-hoz tartozé zarodasi sebesség értékek (csikozott oszlopok) a makroszkopos
mérésekben intracellularis Ca®" elvonasat kévetden megfigyelhetd zarodasi sebességet
jelentik (lasd: 25. C abra, illetve 33. B dbra haromszogek). Steady-state egyedi csatornas
méréseket csak a T5L-csatornaval végeztiink, a vad tipust csatorndhoz tartozo kapuzasi
paraméterek egy mdar korabban publikalt cikkbdl szarmaznak (Csanady, L. and
Torocsik, B. 2009, J. Gen. Physiol 133, 189-203).
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savozott oszlop is, amely 8 nM Ca”" jelenlétében mutatja a csatornak becsiilt zarodasi
sebességét. Mivel ilyen koriilmények kozott a TRPM2 csatorna nyitasi sebessége
gyakorlatilag nulla, ezért ez a paraméter steady-state mérésekbdl nem becsiilhetd;
chelyett makroszkopos mérésekbdl hatiroztuk meg, mint a Ca>" hirtelen elvonasat
koveté aramrelaxacié idéallanddjanak inverzét (lasd 25. C abra; "Ca’™"-mentes
kadoldatunkban a becsiilt szabad [Ca’'] ~ 8 nM). A makroszkopos Ca®" affinits
mérésekkel (25. C és D ébra) Osszhangban, a TS5L mutans mikroszkopos kinetikai
paraméterei is a vad tipushoz nagyon hasonlénak adodtak. A Ca®" koncentracio
novekedésével emelkedd P, mindkét esetben a zarddasi sebesség csokkenésébdl, illetve
a nyitasi sebesség novekedésébdl adodik; a zarddasi sebességnek a nyitasihoz
viszonyitott nagyobb (szubmikromoélos) Ca>" érzékenysége pedig arra utal, hogy
mindkét tipust csatorna erésebben koti a Ca® -ot nyitott, mint csukott allapotban.

Tehat a TSL porusmutécio — amellett, hogy megsziintette a vad tipust csatornara
jellemzé gyors inaktivaciot, ezaltal idedlis koriilményeket teremtve a steady-state
csatorna elemzésekhez — sem a makroszkopos affinitas terén, sem a mikroszkopos
kapuzasi paraméterek vonatkozasdban nem valtoztatta meg a csatorna miikodését, igy a
T5L mutins nagyszerti modell lehet a TRPM2 csatorna ADPR, illetve Ca”'-fiigg

kapuzési mechanizmusanak tisztazasara.

4.3.5. Vad tipusu és a mutans csatornak vezetbképességének dsszehasonlitasa

Bér a TSL mutacié nem befolydsolta a TRPM2 kapuzésat, az altalunk hasznalt, a
membran mindkét oldalan 144 mM Na'-ot tartalmazd, oldatokban a mutans csatornak
egyedi vezetOképessége koriilbeliil 50 %-kal nagyobbnak mutatkozott (27. C &bra),
vagyis permeabilitasuk jelentdsen megvaltozhatott. A megndvekedett ion atereszto-
képesség hatterének feltarasa érdekében, széles tartomdnyban (39 mM és 1 M kozott)
Osszehasonlitottuk a vad tipust és a TSL csatornak vezetOképességének szimmetrikus
[Na']-fiiggését. Az egyedi csatornak aram amplitidojat minden koncentracional a
3.4.4.3. fejezetben leirt modszerrel hatdroztuk meg -80 és +80 mV kozott (27. A és B
abra) A T5L mutacié nem valtoztatta meg a vad tipusra jellemz6 lineéris, ohmikus
aram-fesziiltség Osszefliggést. A gorbék pontjaira illesztett egyenesek meredekségei

megadtak az adott [Na']-ra jellemz6é konduktanciat (27. D &bra). Bar alacsony [Na']
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27. abra: A T5L mutans és a vad tipusi TRPM2 Na" iranti vezetoképességének
osszehasonlitasa.

A és B, A vad tipust (A) és a TSL (B) csatorna egyedi Na" araménak fesziiltségfiiggése.
A mérések soran szimmetrikus elrendezést hasznaltunk, vagyis a pipetta- és a kadoldat
fejezetben leirtak szerint hatdroztuk meg.

C, A membran két oldalan szimmetrikusan 39 (fent), 144 (k6zépen) és 1004 (lent) mM
Na-glutamatot tartalmazo oldatokban, ~ -80 mV-on mért befelé iranyuld egyedi
csatorna aramok a vad tipust (bal) és a T5L (jobb) csatorna esetében.

D, A vad tipust (kék) és a TSL (piros) csatorna vezetéképességének Na' koncentracio-
fiiggése. A szimmetrikus elrendezés miatt az egyes Na' koncentraciokhoz tartozod
vezetOképesség értékeket az aram-fesziiltség Osszefiiggés pontjaira illesztett egyenes
meredekségével adtuk meg (lasd: 3.4.4.3. fejezet). A gorbék a Michaelis-Menten

egyenlettel tortént illesztést jelenitik meg.
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mellett a T5L csatorna (piros korok) vezetoképessége szignifikansan nagyobb volt a vad
tipusénal (kék korok), magas [Na']-nal a vezetSképességek hasonld értékeken
telitddtek. A koncentracio-fliggés kvantitativ jellemzéséhez a kapott pontokra a
Michaelis-Menten egyenlet felhasznalasaval illesztettiink gorbéket (27. D abra, szines
vonalak). A legjobb illesztéshez tartozd paraméterek megerdsitették, hogy a TSL
mutdcid6 nem befolydsolta a csatorndk maximalis vezetOképességét (gmax), amely
mindkét tipust csatornanal koriilbeliill 120 pS-nek adodott. Azonban a T5L muténs
esetében a féltelitési Na” koncentracié (K,) csaknem a felére csokkent: 180+17 mM-rél
101£5 mM-ra.

A TS5L poérus mintdjadul szolgadldé TRPMS csatorna egyértékii kationokra
szelektiv, igy — szemben a vad tipusi TRPM2-vel — nem permedbilis sem Ca”"-ra, sem
Mg "-ra. Mivel az extracellularis térb8l bejutd Ca*"-nak fontos szerepe lehet a TRPM2
fiziologias szabdlyozasdban (52), ezért megvizsgaltuk, hogyan befolyasolta a TSL
mutacié a csatorna Ca”" ateresztd képességét. Mar az elsd kisérleteink azt mutattak,
hogy a T5L mutans Ca’" permedbilis maradt, ezért Ssszehasonlitottuk a két csatorna
Ca’™ iranti vezetSképességének koncentracid-fiiggését is. Ezekben a mérésekben
aszimmetrikus elrendezést hasznaltunk: az intracelluléris felszint a standard 144 mM
Na'-ot tartalmazé oldattal perfundaltuk, mig az extracelluldris felszinnel érintkezé —
Na'-mentes — pipettaoldat [Ca*']-jat 7 és 102 mM kozott véltoztattuk (28. C abra). Az
dram-fesziiltség Osszefiiggéseket (28. A és B 4bra) a Na~ esetében leirthoz hasonloan
készitettiik el. Ugyanakkor az aszimmetrikus ionkérnyezet miatt a Ca®” konduktanciat a
3.4.4.3. fejezetben leirt masodik modszerrel, vagyis az aram-fesziiltség grafikon
legnegativabb fesziiltséghez tartoz6 pontjat az origoval 0Osszekdtd egyenes
meredekségeként, adtuk meg. A kapott vezetoképesség értékeket a Ca®* koncentracio
fiiggvényében abrazolva (28. D abra), a TSL mutans esetén (piros korok) a Na'-éhoz
hasonlo, de anndl joval nagyobb mértékii, latszolagos affinitas-novekedést tapaszaltunk.
A T5L muténs vezetoképessége mar koriilbeliil 20 mM Ca®" mellett telitédést mutat,
mig a vad tipus esetén ez még 100 mM koriili koncentracion sem tapasztalhatd. A
féltelitési koncentraciok becslése céljabol, a pontokra ismét a Michaelis-Menten
egyenletet illesztettik. Az illesztés alapjan a TSL Ca® iranti vezetSképességének
latszolagos affinitdsa koriilbeliill husszor nagyobb a vad tipusénal: a K., értéke a

mutansban 61+13 mM-ro6l 3.1+0.4 mM-ra csokkent.
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28. abra: A T5L mutins és a vad tipusi TRPM2 csatorna Ca’ iranti

3

vezetoképességének osszehasonlitasa.

A és B, A vad tipusi (A) és a TSL (B) csatorna egyedi csatorna aramanak
mM Na' intracellularis alkalmazisa mellett. Az egyedi csatorna aramokat a 3.4.4.3.
fejezetben leirtak szerint hataroztuk meg.

C, ~-135 mV-on mért befelé irdnyuld egyedi csatorna aramok a vad tipusu (bal) és a
TS5L (jobb) csatorna esetében. A mérések soran a pipettaoldat kationként a jelzett
D, A vad tipusu (kék) és a TSL (piros) csatorna vezetSképességének Ca®” koncentracio-
fliggése. A vezetOképességet az egyes kationok aram-fesziiltség Osszefiiggéseinek (A és
B ébra) legnegativabb pontjat az origdval 6sszekotd egyenes meredekségeként adtuk
meg (lasd: 3.4.4.3. fejezet). A gorbék a Michaelis-Menten egyenlettel tortént illesztést

reprezentaljak.
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Mivel a méréseinkhez hasznalt oldatok tartalmaznak kis mennyiségi (0,5 illetve
2 mM) Mg "-ot, ami jelentés permeabilitds esetén akar torzithatta is fenti
eredményeinket, ezért osszehasonlitottuk a csatornak Mg*" vezetSképességét is. Ehhez a
Ca’-nal mar alkalmazott protokollt hasznaltuk (29. 4bra). Bar csak két Mg™
koncentréaciot probaltunk ki (7 mM és 22 mM), néhany kovetkeztetést e mérések alapjan

is levonhattunk. Egyrészt a T5L csatornak vezetSképessége Mg*-mal szemben is

crcr

crc

Ca®"-¢, ezért a korabbi méréseink soran jelenlévé, csekély mennyiségii Mg®" érdemben
nem befolyasolhatta azok eredményeit. Végiil, a 29. B abran még egy érdekes jelenség
figyelhetd meg: a vad tipust csatornakkal késziilt mérések sokkal "zajosabbak", ami
arra utal, hogy a Mg’  a permedcid kozben részlegesen blokkolja is ezeket a
csatornakat.

Végiil kivancsiak voltunk, hogy a fenti hatasokért a TSL csatornaban talalhato
harom mutéacié koziil melyik milyen mértékben felelds, ezért megvizsgaltuk a masik
harom pérusmutans — G984D, YI985E ¢és G984D/Y985E — konduktanciait is. Meglepd
moédon, mindhdrom csatorna  vezetdképességének [Na']-fliggése  hasonlénak
mutatkozott a T5L mutanséhoz (30. A és B abra), s6t 12 mM Ca®'-mal szemben mért
vezetdképességiik is 0sszemérhetd volt a TS5L-ével (30. C abra). Tehat szemben az
inaktivacidora gyakorolt hatassal, amelyben jelentds kiilonbség mutatkozott a négy
porusmutans kozott, a TSL-hez hasonld permeacios tulajdonsagok eléréséhez elegendo

mar egy negativ toltésli aminosav bevitele is a -2’ vagy -3’ pozicidba.

4.3.6. Vad tipusu és T5L mutans csatorna porusméretének 0sszehasonlitdsa

Az ioncsatornak porusanak legszlikebb pontja altaldban a szelektald filternél
talalhato, amelyeknek atmérdje azonban nagyon valtozé lehet: kaliumszelektiv
csatornaknal ~3.5 A (71,168), mig egyes TRP csatorndk esetében akar 10 A is (169).
Ebben a régioban lecserélt aminosav oldallancok jelentésen megvaltozathatjak ezt a
keresztmetszetet. Példaul a vad tipusit TRPV6 csatorna becsiilt porusatmérdje 5,4 A,
ezzel szemben a D541G mutansé — amelyben a viszonylag nagy, negativ toltésii

aszpartat oldallancot eltiintették — mar 6,6 A (170). Mivel a TSL csatorna is a szelektalo
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29. abra: A T5L mutins és a vad tipusi TRPM2 csatorna Mg’ iranti
vezetoképességének osszehasonlitasa.

A, A vad tipusi (bal) és a TSL (jobb) csatorna egyedi csatorna &ramanak
fesziiltségfiiggése 7 és 22 mM Mg*" extracellularis és 140 mM Na' intracellularis
alkalmazasa mellett. Az egyedi csatorna aramokat 3.4.4.3. fejezetben leirtak szerint
hataroztuk meg.

B, ~-135 mV-on mért befelé iranyuld egyedi csatorna aramok a vad tipusu (bal) és a
TS5L (jobb) csatorna esetében. A mérések soran a pipettaoldat kationként 7, illetve 22
mM Mg’ "-ot, mig a kadoldat 140 mM Na'-ot tartalmazott. A vad tipusa csatornak
"zajos" egyedi csatorna drama arra utal, hogy a permealé Mg*" ionok blokkolhatjak a
porust.

C, A vad tipusu (kék) és a TSL (piros) csatorna vezetéképességének Mg”™ koncentracid-
fliggése. A vezetoképességet az egyes kationok aram-fesziiltség Osszefliggéseinek (B
abra) legnegativabb pontjat az origoval 0sszekotd egyenes meredekségeként adtuk meg

(lasd: 3.4.4.3. fejezet)
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30. abra: A G984D, Y985E és a G984D/Y985E porusmutinsok Na* és Ca’* iranti
vezetokéssége.

A, A membran két oldalan szimmetrikusan 39 (fent), 144 (kdzépen) €s 1004 (lent) mM
Na-glutamatot tartalmaz6 oldatokban, ~ -80 mV-on mért befel¢ iranyuld egyedi
csatorna aramok a G984D (bal), a YI985E (k6zép) és a G984D/Y985E (jobb) csatorna
esetében.

B, A G984D (sziirke), a Y985E (rézsaszin) és a G984D/Y985E (zold) csatorna Na'
iranti vezetoképességének koncentracio-fiiggése. A szimmetrikus elrendezés miatt az
egyes Na' koncentraciokhoz tartozd vezetSképesség értékeket az aram-fesziiltség
Osszefliggés pontjaira illesztett egyenes meredekségével adtuk meg (lasd: 3.4.4.3.
fejezet). A gorbék a Michaelis-Menten egyenlettel tortént illesztést reprezentaljak.

C, A vad tipusu (kék) és a négy mutans (G984D - sziirke; Y985E — rozsaszin;
G984D/Y985E — zold; TSL - piros) csatorna Ca®  iranti vezetSképességének
osszehasonlitisa. A mérések soran a pipettaoldat kationként 12 mM Ca’"-ot, mig
kadoldat 140 mM Na'-ot tartalmazott. Az egyes csatornak vezetSképességét az aram-
fesziiltség Osszefiiggéseik legnegativabb pontjat az origoval 0Osszekotd egyenes

meredekségeként adtuk meg (lasd: 3.443. fejezet).
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filterben tartalmaz mutacidkat, kivancsiak voltunk, hogy ezek befolyasoltak-e a porus
nagysagat. A porus méretét a legnagyobb, még éppen permedld kation atmérdjével
jellemeztiik. E mérések soran aszimmetrikus elrendezést hasznaltunk: a kadoldat 140
mM Na'-ot tartalmazott, mig az extracellularis felszint érd pipettaoldatban kiilonboz6
méretli szerves kationokat haszndltunk, szintén 140 mM-os koncentracidoban. Ilyen
koriilmények kozott a negativ fesziiltségeken befelé folyd egyedi-csatorna dram (31. C
elkészitettiik a hozza tartozo aram-fesziiltség Osszefliggést (31. A és B é4bra), majd a
vezetdképességet a Ca2+-permeéciéné11 leirt moédon hataroztuk meg. A kapott
konduktancia értékeket a kationok atmérdjének fliggvényében abrazoltuk (31. D abra).
Bar a TS5L csatorna vezetOképessége minden kation esetében nagyobb volt a vad
tipusénal, mindkét tipust porus vezetSképességi gdrbéje 7 A koriili kation atmérénél
enyészik el. Tehiat, a TRPM2 pérus atmérdje ~ 7 A, és a T5L pérusmutaciok nem

befolyasoljak a méretét.

4.3.7. Az extracellularis Ca*>" hatdsa a T5L csatorna kapuzasara

Kutatocsoportunk egy korabbi tanulmanyaban igazolta, hogy a TRPM2 csatorna
intracellularis Ca®" elvonasat kdveté gyors zarodasa (25. C 4bra) jelentésen lassul, ha az
extracellularis oldat 1 mM szabad Ca®'-ot tartalmaz (32. A 4bra, bal oldali aramgdrbe)
(52). Ez a hatas fesziiltségfiiggs: az extracellularis Ca®" jelenléte annal jobban lassitja a
zér6dast, minél negativabb a membranpotencial, vagyis minél nagyobb a Ca*"
bedramlds hajtdereje. E jelenség legkézenfekvobb magyardzata, hogy a csatornat
aktivalo Ca”" kotShelyek — bar kimutattak roluk, hogy intracellularisan helyezkednek el
(52) — a porus kozvetlen kozelében talalhatoak: a bearamld Ca’" igy mindaddig
telitésben tudja tartani Oket, amig a poérus nyitva van, még akkor is, ha a membran
intracellularis felszinét folyamatosan Ca’"-mentes oldattal mossuk (52). Ez a modell azt
josolja, hogy az extracellularis Ca”" hatdsa még kifejezett lehet a TSL mutans esetében,
hiszen az a néhany mM-os koncentraci6 tartomanyban lényegesen jobban vezeti a Ca>"-
ot, mint a vad tipusi csatorna (28. D abra). E feltevés tesztelése céljabol
sszehasonlitottuk a vad tipusu és a TSL mutans intracellularis Ca®" elvonast kovetd

zarodasi sebességeit -120 és -20 mV kozott, mikozben pipettaoldatunk a 140 mM Na®
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31. abra: A TSL mutans ¢és a vad tipusu TRPM2 porusméretének osszehasonlitasa.

A és B, A vad tipusu (A) ¢és a TS5L (B) csatorna egyedi aramanak fesziiltségfliggése
kiilonbozé méretii kationok (szinkodolva) extracellularis alkalmazasa mellett. MA™:
metil-amin; M,A": dimetil-amin; M3A": trimetil-amin; M4A": tetrametil-amin; NMDG "
N-metil-D-glukamin. Az egyedi csatorna aramokat a 3.4.4.3. fejezetben leirtak szerint
hataroztuk meg.

C, ~-130 mV-on mért befelé irdnyuld egyedi csatorna aramok a vad tipusu (bal) ¢és a
T5L (jobb) csatorna esetében. A mérések soran a pipettaoldat a jelzett kation ~140 mM-
os oldatat tartalmazta, mig a kadoldatban minden esetben 140 mM Na" volt.

D, A vad tipusi (kék) és a TSL (piros) csatorna kiilonb6z6é kationok iranti
vezetOképességének ionatméro-fliggése. A vezetOképességet az egyes kationok aram-
fesziiltség Osszefliggéseinek (A és B abra) legnegativabb pontjat az origoval 6sszektd

egyenes meredekségeként adtuk meg (lasd: 3.4.4.3. fejezet)
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32. 4abra: A T5L megnovekedett Ca’* permeabilitisinak funkcionalis
kovetkezménye.

A, Az extracellularis Ca*" hatésa a vad tipust (bal) és a T5L (jobb) csatorna zarodasara
az intracellularis Ca®" hirtelen elvonasat kovetden. A csatornakat -60 mV-os
membranpotencial mellett telitési ADPR-zal és Ca’’-mal aktivaltuk. 1 mM
extracellularis Ca”" jelenlétében az intracellularis Ca®" elvonasakor a csatornak csak
lassan csukddtak be (vO. 25C. abra). A zarddasi sebesség jellemzéséhez a aramgorbékre
exponencialist illesztettiink (kék és piros vonal)

B, A vad tipusu (kék gorbék) és a TSL (piros gorbék) csatornak intracellularis Ca*"
elvondst kovetd zarodasi sebességének fesziiltségfiiggése, amit a csokkend
makroszkopos aram iddallanddjanak reciprokaként adtunk meg. 4 uM extracellularis
Ca®" mellett (haromszogek) a csatornak a fesziiltségtél fliggetleniil gyorsan bezarodtak,
mig 1 mM extracellularis Ca®* jelenlétében (kordk), negativ membranpotencialokon, a
csukoddas joval lassabb volt. Utobbi esetben a TSL csatorndk zarodasi sebessége,
megnovekedett  Ca®”  vezetdképességilknek  megfelelden, minden  negativ

membranpotencialon szignifikansan kisebb volt a vad tipust csatornakénal.
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mellett, 1 mM szabad Ca*"-ot is tartalmazott (32. A 4bra, jobb oldali aramggdrbe). Ilyen
koriilmények kozott a TSL csatorndk zarddédsa szignifikansan lassabb volt a vad
tipusénal (32. B abra, korok), a teljes vizsgalt membranpotencial tartomanyban. Ezzel
szemben, ha az extracellularis oldat nem tartalmazott Caz+-0t, akkor mindkét tipust
csatorna zarodasa a fesziiltségfliggetlen, és koriilbeliil egyforman gyors volt (32. B 4bra,

haromszogek). Méréseink tehat igazoltak a modell joslatait.

4.4. A PIP, szerepe a TRPM?2 csatorna miikodésében

A PIP, a TRPM csalad szamos tagjanak miikddését befolyasolja (108,163,164).
Bar eredményeink szerint a TRPM2 inaktivaciojaban nem jatszik szerepet (23. A abra,
alsé aramgorbe), mas esetleges hatasa nem zarhato ki. Ezért megvizsgaltuk, hogy a
polilizin, egy ismert PIP, "antagonista", befolyasolja-e a TRPM2 aramot. A polilizin
nagyméretli polikation, amely t6ltései révén képes elfedni a membran belsd rétegében
talalhatd PIP, molekulak negativ t6ltésii foszfo-inozitol csoportjait (171), csokkentve az
ioncsatorndk szamara hozzaférhetd szabad PIP, mennyiségét. Azt tapasztaltuk, hogy
arama gyorsan csokken, azonban a polilizin elvonasa utan diCs-PIP>-vel helyre lehet
allitani ezt az aramot (33. A &bra, bal oldali aramgérbe). Ez arra utal, hogy a polilizin
PIP, tartalmanak teljes "maszkoldsa" a TRPM2 csatorna aktivaciés kapujanak
zarddasadhoz vezet. Fontos megjegyezni, hogy polilizin jelenlétében a nem inaktivalodo
T5L csatornak is ugyanigy viselkednek (33. A 4bra, jobb oldali d&ramgorbe), ami azt
mutatja, hogy a T5L porusmutacié nem befolyasolja a PIP; hatasat az aktivacios kapura.
A polilizin gatld hatasa reverzibilis, a szabad polilizin elmosasa utan a csatorndk diCs-
PIP, alkalmazasa nélkiil is lassan, néhany perces idéallandoval, ujra aktivalédnak (33. B
abra). Ezt a folyamatot — amely valdszinlileg a PIP,-h6z kotott polilizin lassu
tipusu csatornak inaktivacidja nem tesz lehetové ilyen hosszi méréseket. Kisérleteink
arra is ravilagitottak, hogy a PIP, depléci6 a csatorna Ca”" iranti latszolagos affinitasat
csokkenti. Amig kontroll koriilmények kozott 125 pM Ca®" maximalisan aktivalja a

TSL mutanst (K, ~ 30 uM, 25. D abra; vo. 33. B abra kezdeti szakasza), addig
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33. abra: A PIP; hatasa a TRPM2 csatorna kapuzasara.

A, Magas koncentracioju (15 pg/ml) polilizin gatolja a 125 pM Ca”" és 32 uM ADPR
altal aktivalt vad tipust (bal) és TSL (jobb) csatorndk dramat. A polilizin elvonasa utan
50 uM diCs-PIP;-vel a csatornak reaktivalhatok.

B, Rovid (15 pg/ml) polilizin kezelést kovetden a TSL csatorndk PIP, adésa nélkiil is
reaktivalodnak. Magas Ca®" koncentraciok (400 pM és 1,25 mM) hasznélata (kék és
piros szakaszok) szemlélteti, hogy a polilizin dramai médon csokkenti a csatorna Ca®*
iranti latszolagos affinitasat, ami csak lassan (percekkel a polilizin elvonasat kévetden)
all helyre.

C, 4 uM Ca’" relativ aktivalé hatsa a vad tipusu és a T5L csatornakra 50 pM diCs-PIP,
jelenlétében és hianyaban (32 uM ADPR mellett). Az oszlop diagramok az ilyen
koriilmények kozott mért aramok atlagat mutatjgk a 125 pM Ca’"-mal kivaltott

maximalis aramértékhez normalizalva.
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polilizinnel torténd bezarasukat kovetden joval magasabb [Ca’']-ra van sziikség a
csatorndk ujranyitasahoz: kozvetleniil a polilizin elmosasa utan 1,25 mM Ca”" is csak
koriilbeliil fél-maximalis a&ramot valtott ki (33. B abra kozépsé szakasza). Ugyanakkor
az 4ram lassu reaktivacidja soran a Ca’’ érzékenység is helyreallt (33. B 4bra végsé
szakasza). Ennek fényében azt is megvizsgaltuk, hogy PIP, addséaval — elézetes polilizin
kezelés nélkiil — vajon névelheté-e a TRPM2 Ca”" affinitisa. Ahogy az 33. C 4bran
lathato, 50 pM diCs-PIP, alkalmazasa szignifikansan (P < 0,02) névelte 4 pM Ca*"
relativ aktivalé hatdsat mind a vad tipusu (fels6 aramgorbe), mind a TSL (alsé

s

kis mértékben is, de ndveli a TRPM2 csatorndk Ca®" iranti latszélagos affinitasat.
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5. Megbeszélés

5.1. Anionok és klorid csatorna

Mar korabban bizonyitast nyert, hogy Xenopus petesejteken végzett izolalt
membranos mérésekben a Cl ionokat glukonattal helyettesitve kikiiszobolhetd a zavaro
hattér CI” aram (52). A glukonat magas Ca”" iranti affinitasa (Kq ~ 20 mM) és Ca’"
sojanak viszonylag rossz oldékonysaga, azonban korlatozza az alkalmazaséaval elérhetd
maximalis szabad Ca®" koncentraciot, ezért az egyedi TRPM2 csatorndk Ca*"
konduktancidjanak vizsgalata céljabol megprobaltunk a CI ionok helyettesitésére egy
alkalmasabb aniont keresni.

Hasonl6 mérete, de ikerionos szerkezete miatt a glutamat jo alternativanak tiint.
Izolalt membranos méréseink egyértelmiien igazoltdk, hogy a Xenopus petesejtek
endogén Ca*" aktivalt Cl' csatornai a glukonathoz hasonloéan, a glutamétra sem
permeabilisak, vagyis ezzel az anionnal is kikiiszobolhetdé a CI° aram. Emellett
fluorimetrias mérésekkel a glutamat Ca’" iranti affinitdsat is meghataroztuk, amely a
glukonatra jellemz6 érték koriilbeliil egynegyedének adddott (Kq= 77,5+2,5 mM), igy a
glutamat Ca*"-o0s oldataiban magasabb szabad Ca®" szint érheté el, ami a Ca*"
konduktancia meghatarozasanal elonyos. Réadasul, a glutamét szabad sav formaban is
kaphato, igy tetszéleges kationnal kombinalhatd, ami szintén hasznos volt a TRPM2

csatorna permeabilitdsi tulajdonsdgainak vizsgalatakor.

5.2. A TRPM2 csatorna kozvetlen és kozvetett modulatorai

Mir a korai tanulmanyok felismerték, hogy a csatorna két fo aktivatora az
ADPR és az intracellularis Ca*" (50,76,77,137). Hamarosan az is kideriilt, hogy a
TRPM2 csatornat kifejezd sejtek érzékenyebbek az oxidativ stresszel szemben
(98,118,172), ezért azdta szamos csoport vizsgalta a reaktiv oxigén szdrmazékok ¢és az
ADPR aktivalo hatasa kozotti kapcsolatot (95-97,100,101,112-114,117,173,174). Ezzel
parhuzamosan szdmos adenin nukleotid szdrmazékrol (cADPR, AMP, NAD', NAADP,
O-acetilalt-ADPR) mutattdk ki, hogy lehetséges TRPM2 szabalyozé molekula (101-
104,119). Ugyanakkor a leirt hatasok gyakran ellentmondasosak voltak, kiilondsen a
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H,0, és a cADPR esetében. De nem csak a hatds tekintetében nem volt egyetértés,
hanem a molekuldk latszolagos affinitdsdban sem, hiszen a kiillonb6zd tanulmanyok
tobb nagysagrenddel eltéré értékeket kozoltek. Ezeknek az ellentmondasoknak a
legfobb oka az lehet, hogy ezekben a tanulmanyokban egészsejtes méréseket hasznaltak,
beallitasat, hiszen a sejtalkotok jelenléte miatt ezek az anyagok atalakulhatnak,
lebomolhatnak, de akdr mdas anyagok termelését, vagy kompartmentalizacidjat is
befolyasolhatjak. Ezen munkak alapjan ezért az sem donthetd el, hogy e vizsgalt
regulatorok kozvetlenil a TRPM2 csatorndhoz kotddve, vagy kozvetett uton, az
révén, hatnak. Tovabbi bizonytalansdgot okoz, hogy tobb kereskedelmi forgalomban
kaphaté nukleotidrol igazoltak, hogy szennyezésként jelent6s mennyiségi ADPR-t is
tartalmaz (103,105). Az altalunk hasznalt izolalt membranos inside-out technika ideélis
koriilményeket teremt ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasara, mert az

intracellularis oldat szabad perfuzidja révén pontosan kontrollalhatjuk az alkalmazott

crcr

crer

eldonthetd, hogy egy adott anyag kozvetlen vagy kozvetett uton befolyasolja-e a
TRPM2 csatorna miikodését, illetve pontosan meghatarozhat6 a latszolagos affinitasa és

hatékonysaga.

5.2.1. Az adenozin-difoszfo-riboz (ADPR) és a Ca*"

Az ADPR hatasat mar izolalt membranos mérésekben is vizsgaltak (52), és
igazoltak, hogy kozvetlen médon aktivalja a TRPM2 csatorndkat. E mérésekbdl az is
kideriilt, hogy latszolagos affinitdsa nagyobb (K,, ~ 1 pM), mint amit a korabbi
egészsejtes kisérletek alapjan becsiiltek (102,104). Bar ez a tanulméany féként a Ca"
szerepére koncentralt, és az ADPR hatasat csak telitési [Ca®"] mellett vizsgalta, az
eredmények alapjan egyértelmii volt, hogy a Ca’" és az ADPR eltérd kotdhelyekkel
rendelkezik, és igy kozvetleniil nem befolydsoljak egymas kotddését. Az egyéb

moduléatorokkal kapcsolatban azonban ilyen adatok nem alltak rendelkezésre. Ezekkel
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kapcsolatban felmeriilt, hogy esetleg a Ca*"-mal azonos mechanizmussal hatnanak, s igy
a telitési [Ca’'] elfedhetné a hatasukat. Ezért e modulatorok hatasat féltelitési (15 uM)
Ca”" koncentracié mellett is meg akartuk vizsgalni, és ehhez sziikség volt egy ilyen
koriilmények kozott nyert ADPR kontrollra. Méréseink (16. A, B és C dbra) igazoltak,
hogy a [Ca®']; 1ényegesen nem befolyasolja az ADPR iranti latszolagos affinitast, és
ahogy késdbbi kisérleteinkbdl kidertilt, a tobbi modulator hatasat sem.

Az egészsejtes kisérletekkel szemben, az izoldlt membranos mérésekben
makroszkopos aramok eléidézéséhez magas — 10 pM-nal nagyobb — [Ca*']i-ra volt
szlikség. Ennek az ellentmonddsnak az egyik magyarazata lehet, hogy a patch
kiszakitdsa soran elvész a magas affinitasi Ca®" kotdhely. Erre legkézenfekvébb
jeldltiink a kalmodulin volt, amelyrél mar kordbban igazoltdk, hogy ko-precipitalhato a
TRPM2 csatornaval (69). Azonban méréseink szerint a kalmodulin jelenléte a membran
intracellularis oldalat perfundalé oldatban nem névelte meg a csatornak Ca®’ iranti
affinitasat (16. D és E abra). A hatas elmaradasanak két magyardzata lehet: vagy a
kalmodulin nem befolyasolja a Ca®" TRPM2-t aktivalo hatdsat, vagy az endogén
kalmodulin olyan erésen kotddik a csatornahoz, hogy kiszakitds utan sem disszocial.
Mindenesetre az izolalt membranban tapasztalt alacsony Ca’’ affinitist nem a
kalmodulin elvesztése okozza. Végiil azt probaltuk ki, hogy magas (1 mM) ADPR
koncentracio alkalmazasaval csokkenthet6-e a csatorna Ca®" igénye, de 1 uM Ca®
mellett még ilyen koriilmények kozott is csak elenyészden kicsi aktivitast kaptunk (16.
F abra).

Osszegezve, a csatorna ADPR iranti latszolagos affinitasat az [Ca®']; 1ényegesen
nem befolyasolja. Mindkét vizsgalt [Ca®']; (15 és 125 uM) mellett 32 uM ADPR mar
telitési koncentraciot jelent, igy tovabbi méréseinkben ezt a koncentraciot hasznaltuk

kontrollnak. Tovabba a csatorna aktivaciojanak magas [Ca®']; igénye sem kalmodulin,

crer

5.2.2. A hidrogén-peroxid (H,O»)

A membran intracellularis oldalat kozvetlenil perfundaltuk magas

s

tapasztaltunk semmilyen csatorna aktivitast (17. A és C &bra). Ennek alapjan
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kizarhatjuk, hogy az egészsejtes mérésekben leirt H,O,-indukalt TRPM2 aramért a
csatorna felszini aminosav oldallancainak kozvetlen oxidacidja lenne felelds. Mivel
A dabra, jobb oldali aramgorbe), illetve nem befolyasolta az ADPR latszolagos
affinitasat sem (17. B, C és D abra), ezért arra a kdvetkezetésre jutottunk, hogy még ha
a H,O, oxidal is egyes aminosav oldallincokat a TRPM2 felszinén, akkor sem
valoszinli, hogy ennek barmilyen funkcionalis hatasa lenne a csatorna kapuzasara.

Ez az eredmény aldtamasztja azt a korabbi modellt, amely szerint az oxidativ
stressz a mitokondriumbol, illetve a sejtmagbdl ADPR-t szabadit fel, ami azutan
aktivalja a TRPM2 csatornat. Ezt a modellt erdsiti a miénk mellett, tobb megfigyelés is.
Egyrészt, a DNS sériilése soran aktivalodo, és egyiittes miikodésiik révén ADPR
termelést eredményezd, PARP-1, illetve PARG enzimek gatlasdval a H,O, okozta
TRPM?2 aktivacid kivédhetd volt, mig az intracellularisan perfundalt ADPR hatésat ez
nem befolyasolta (112,115-117). Maésrészt, a mitokondridlis NUDT9 enzim
talexpresszalasa, amely specifikusan a mitokondriumban keletkez6 ~ADPR
lebomlasahoz vezet, ugyancsak gatolta a H,O, altali TRPM2 aktivaciot (95). Bar egy
tanulmany szerint az ADPR-ra érzéketlen AC delécidos mutans, amelyben az ADPR-t
kotd NUDT9-H domén egy része hianyzik, tovabbra is aktivalhaté maradt H,O,-vel, ezt
az eredményt mas nem tudta reprodukalni (97).

Osszegezve, bar a szervezeten beliil az oxidativ stressznek — akarcsak az
egészsejtes mérések soran alkalmazott H,O,-nak — fontos szerepe lehet a TRPM2
csatorna aktivalasaban, ez az aktivacid a lokalis [ADPR] ndvelésén keresztiil, kdzvetett

modon valésul meg.

5.2.3. Az adenozin-monofoszfat (AMP)

A mitokondrialis NUDT9 enzim az ADPR-t AMP-re ¢s rib6z-5-P-ra bontja. Bar
a NUDT9-H domén ADPR-hidroldz aktivitdsa a mai napig vitatott (76,103), az ADPR
kotohelyeként bizonyitottan kritikus szerepet jatszik a csatorna aktivacidjaban (97,103).
Ezért nem lenne meglepd, ha az AMP, mint az ADPRaz reakcio egyik végterméke,
kompetitiv moédon gatolna az ADPR kotddését, és igy hatasat is. Sot, ITC mérések
alapjan az AMP valoban képes kotddni az izoladlt NUDT9-H doménhez. Az AMP gatlo
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hatdsa azért sem lenne példa nélkiili a TRPM csatorndk korében, mert az AMP a
TRPM4 ismert inhibitora is (123,175), bar ez a csatorna nem tartalmazza a C-terminalis
enzim-domént. A TRPM?2 ¢és a TRPM4 azonban jelentds szekvencia hasonlosdgot mutat
az N-terminalis TRPM homologia doménekben, igy az is elképzelhetd lenne, hogy az
AMP mindkét csatorndban ehhez a részhez kotddve fejtené ki gatld hatast. Egészsejtes
mérésekkel tobb csoport is megvizsgalta az AMP hatasat, de az eredmények ebben a
kérdésben sem voltak egymadssal Osszhangban. Bar az AMP t6bb tanulméanyban is
gatolta az ADPR, a cADPR vagy az NAADP kivaltotta TRPM2 aramot (101,102,104),
az affinitasok jelentdsen szortak, és megjelent olyan kozlemény is, amelyben nem
sikeriilt e gatlast kimutatni (105).

A TRPM4 csatornaval ellentétben, amelyet az AMP izoladlt membranos
mérésekben is gatolt (176), a TRPM2 esetében izolalt membranos kisérleteink nem
mutattak ki semmilyen gatlo hatast, a tobbféle alkalmazott protokoll (kontroll
szakaszokkal keretezett és eldinkubalt alkalmazés) és kisérleti koriilmény (alacsony és
magas [Ca’'];, tobbféle ADPR és AMP koncentracid, riboz-5-P-tal kombinalt
alkalmazas) ellenére sem (18. abra). Ezek alapjan nyilvanval6, hogy az AMP a TRPM2
csatornat csakis kozvetett modon gatolhatja. E1§ sejtekben az AMP erés metabolikus
jel, amely kiilonb6z6 utakon keresztiil — példaul az AMP-kindz kdzvetitésével — szamos
sejtbe juttatasa drasztikus valtozésokat idézhet eld a sejt metabolizmusaban. Ezek a
valtozasok akér szovetspecifikusak is lehetnek, ami megmagyardzna a kiilonb6zo
sejttipusokban kapott eltéré eredményeket.

Osszegezve, eredményeink szerint az AMP kozvetleniil nem befolyasolja a
TRPM2 csatorna miikddését, ezért az egészsejtes mérések soran tapasztalt gatlas csak
kozvetett modon valdsulhat meg. Tovabbi vizsgalatoknak kell majd eldontenie, hogy

pontosan milyen valtozasok kozvetitik ezt a gatld hatast.

5.2.4. A ciklikus adenozin-difoszfo-rib6éz (cADPR)

A legtobb egészsejtes mérésen alapuld tanulmanyban a cADPR aktivélta a
TRPM2 csatornakat, s6t az ADPR-zal szinergiat is mutatott (101,102,104,119).

Azonban e tanulméanyok koziil csak egyben ellendrizték a felhasznalt cADPR
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tisztasagat. Ennek soran kideriilt, hogy a készitmény jelentds mennyiségi ADPR
szennyezést tartalmazott, és az ettdl megtisztitott minta mar nem rendelkezett aktivald
hatassal (105).

Bar a kereskedelmi forgalomban kaphat6 cADPR a mi izoldlt membranos
méréseinkben is aktivalta a TRPM2 csatornat (19. A és B dbra), ugyanakkor az ADPR-
zal leirt szinergiat mi nem tudtuk kimutatni (19. C és D abra). Mindkét eredményt jol
magyardzza a tomegspektrometriaval, illetve TLC-vel kimutatott jelentds ADPR
szennyezés (20. A abra). A gondosan megtisztitott cADPR-zal a kisérleteket
megismételve sem aktivaciot, sem ADPR iranti szenzitizaciot nem tapasztaltunk — az
alkalmazott [Ca®'];-t6l, illetve a kalmodulin jelenlététd] fiiggetleniil (21. abra). Egyesek
ugyan megkérdojelezik a tisztitott cADPR-zal kapott eredményeket, mert a cADPR
minta ADPR szennyezddésének lebontdsa sordn azzal ekvivalens mennyiségii AMP
képzddik — amely egészsejtes mérésekben gatolta mind az ADPR, mind a cADPR
hatasat (104) —, azonban ez a kritika nem &llja meg a helyét. Egyrészt, a tisztitatlan
mintaban 1évdé 20-50 %-nyi ADPR szennyezés maximum 2-5 uM AMP jelenlétét
okozhatta 10 uM tisztitott cADPR hasznalatakor, s ez a koncentracié még egészsejtes
mérésekben is csak minimalis mértékben gatolta a TRPM2 aramot. Masrészt, a mi
izolalt membranos méréseinkben még 100 uM AMP sem gétolt sem dnmagéaban (18.
abra), sem riboz-5-P-tal egyiitt alkalmazva. Az is a cADPR kozvetlen hatéasa ellen szol,
hogy alakja nagyon kiilonbozik az ADPR-étol: mig utdbbi linearis, addig a cADPR
gylriis szerkezetli, gédmbszeri molekula. Nehezen képzelhetd el, hogy mindkét
molekula képes legyen ugyanahhoz a kotéhelyhez kapcsolddni. Ezek fényében
kizarhato, hogy a cADPR — legalabbis 10 uM-os koncentracio alatt — kozvetleniil
befolyasolna a TRPM2 csatorna mitkodését. Azt is érdemes figyelembe venni, hogy mig
az ADPR intracellularis koncentracioja néhany pM-os nagysagrendbe esik (105), ami
Osszevethetd a TRPM2 aktivacio 1 pM-os K., értékével, addig a cADPR koncentracioja
nyugalomba csak 50-500 nM, és stimulacid hatdsira sem emelkedik 2 uM fo6lé
(105,121,177). Ezért, még ha lenne is kozvetlen hatdsa a cADPR-nak 10 pM-nal
magasabb koncentracioban, nehezen hihetd, hogy egy ilyen hatasnak barmilyen
fiziologias jelentdsége lenne. Az egészsejtes mérések soran tapasztalt cADPR és ADPR
kozotti szinergiara a legvaldszinlibb magyarazatnak az tlinik, hogy a cADPR a Il-es

vagy Ill-as tipust rianodin receptoron keresztiil Ca’"-ot mobilizal az intracelluléris
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raktarakbol (10,12,13,120), és a lokalis [Ca®] novekedése fokozza az ADPR TRPM2-t
aktivalo hatasat. Végiil az sem zarhaté ki, hogy a sejtbe perfundilt cADPR
N1-glikozidos kotés hidrolizisével ADPR keletkezik, és ez aktivalja a csatornakat.
Osszegezve, méréseink alapjan a cADPR kodzvetleniil nem aktivalja a TRPM2
csatornat ¢és nem befolydsolja az ADPR aktivalo képességét sem. Az egészsejtes
mérésekben tapasztalt eredményekre magyarazatot adhat: a minta ADPR szennyezése, a

cADPR hidrolizise ADPR-z4, illetve Ca”" mobilizacidval 6sszefligg kozvetett hatas.

5.2.5. A nikotonsav-adenin-dinukleotid-foszfat (NAADP)

Az NAADP alakja az ADPR-éhoz hasonloan linedris. A szerkezetiikben 1évo két
eltérés (2. abra) ellenére az NAADP mar kezdettdl igéretes TRPM2 agonistanak tlint
(10,13). Az egészsejtes mérésekkel (101,102,104) 6sszhangban, az NAADP a mi izolalt
membranos méréseinkben is aktivalta a TRPM2 csatornat (22. A és E d&bra). Mivel
NAADP torzsoldatunk esetében TLC-n nem lattuk nyomat ADPR szennyezésnek (22. F
abra), ezért a méréseink sordn tapasztalt aktivacié valoban a TRPM2 csatornahoz
kotddé NAADP kozvetlen hatdsa lehet. Ugyanakkor, egy patchen beliil 6sszehasonlitva
a telitési NAADP, illetve ADPR Aaltal aktivalt TRPM2 é4ramokat (22. A és E abra)
kidertilt, hogy az NAADP-vel csak koriilbeliil 50%-o0s aktivacid érhetd el. Vagyis az
NAADP parcialis agonista. Rdadasul affinitasa is két nagysagrenddel kisebb (K., ~ 100
uM), mint az ADPR-¢ (K., ~ 1 uM). Figyelembe véve, hogy az NAADP fiziologids
koncentracidja 4-60 nM (13,178,179), ami 3 nagysdgrenddel kisebb, mint az
aktivalashoz sziikséges koncentracid, ezért valdszintitlen, hogy e direkt hatdsanak a
csatorna fiziologids szabdlyozasadban szerepe legyen. Ugyanakkor, szemben az
egészsejtes kisérletekkel, amelyek jelentds szinergidt mutattak ki az ADPR és az
NAADP kozéott (102,104), a mi izolalt membranos méréseinkben ezek csak minimalis
mértékben befolyasoltdk egymas latszolagos affinitdsat (22. B, C, E és G ébra).
Figyelembe véve, hogy az NAADP j6l ismert, hatékony intracellularis Ca*” mobilizalo
masodlagos hirvivd (35,43,44,180,181), ugy gondoljuk, hogy a sejtekben tapasztalt

szinergia az NAADP-aktivalta TPC csatorndkon keresztiil a lizoszomalis
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kompartmentbdl torténd Ca®" felszabadulas (46-48,182), és a kovetkezményes lokalis
[Ca®'] névekedés, okozta TRPM2-aktivaciot tiikrozi.

Osszegezve, eredményeink alapjan az NAADP a TRPM2 csatorna parcialis
agonistaja, azonban fizioldgids koriilmények kozott a kozvetlen aktivacional sokkal
lényegesebb lehet, a lokalis Ca®" koncentracié befolyasolasan keresztiil megvaldsuld

kozvetett hatasa.

5.2.6. A nikotinsav-adenin-dinukleotid (NAAD)

Kisérleteinkben megmutattuk, hogy az NAADP képes aktivalni a TRPM2
csatornakat, és a szerkezeti rokonsag alapjan feltételezziik, hogy e hatadsat az ADPR-hoz
hasonléan a NUDT9-H doménhez kapcsoldédva fejti ki. Alacsonyabb latszolagos
affinitasa és kisebb hatasossaga pedig a jarulékos foszfat és nikotinsav csoport
jelenlétének kdszonhetd. Ezért gy gondoltuk, hogy az NAADP defoszforilalt forméja,
az NAAD, amely szerkezetileg kozelebb all az ADPR-hoz, valosziniileg az NAADP-nél
jobb agonista lehet. Eredményeink igazoltak is varakozasainkat (22. D és E abra). Az
NAAD latszolagos affinitdsa ~ 3-szorosa az NAADP-ének, és telitési koncentracid
mellett mért maximalis aktivald képessége is jelentdsen magasabb. Ugyanakkor ezek az
értekek még mindig elmaradnak az ADPR-¢itol. Tehat, bar az NAADP 2’-foszfat
csoportjanak eltavolitasa javitotta mind a molekula affinitasat a csatornahoz, mind az
aktivalo képességet, a nikotinsav jelenléte miatt az illeszkedés az NAAD esetén sem
tokéletes. Ezen eredményeink 0sszhangban vannak a homoldég NUT9 kristalyszerkezete
alapjan készitett NUDT9-H szerkezeti modellel (95).

Bar egészsejtes rendszerekben az NAAD hatésat eddig nem vizsgaltak, érdekes
lenne megvizsgalni, hogy vajon ez esetben is kimutathato-e szinergia az ADPR-zal.
Eredményeink alapjan ugyanis az NAAD kozvetlen, a TRPM2 csatornara kifejtett,
hatasa hasonl6 az NAADP-¢hez, azonban azzal ellentétben az NAAD nem képes Ca*'-
ot mobilizalni az intracellularis raktarakbol (183). Ezért a szinergia esetleges hianya
egyértelmii bizonyiték lehetne amellett, hogy az NAADP kozvetett, ADPR

érzékenységet fokozo hatésa a lokalis [Ca®'] megemelésének koszonhetd.
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Osszegezve, eredményeink szerint az NAAD a TRPM2 csatorna parcialis
agonistdja. Affinitasa és aktivalo képessége — szerkezetének megfeleléen — az NAADP-

¢ és az ADPR-¢é kozé tehetO.

5.2.7. A nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD")

Tovabbra is nyitott kérdés, hogy a NAD" valédi aktivator-e. Az egészsejtes
mérések ebben a vonatkozasban is ellentmondéasosak. Szamos tanulmanyban a NAD" is
képes volt a TRPM2 csatorndk aktivalasara (77,96,98,101,113,118), azonban masok
ilyen hatdst nem talaltak (76,97). A kérdést eldontendd, mi is szerettilk volna
megvizsgalni a NAD" hatasat izolalt membranos rendszeriinkben, de a TLC jelentds
ADPR szennyezést mutatott ki NAD' torzsoldatunkban, lehetetlenné téve ezt
szdmunkra (22. F dbra).

Fiziologias szempontbol jelentds kozvetlen hatds ellen szol, hogy a TRPM2
aktivaciohoz 1 mM feletti NAD" koncentraciora volt sziikség, ami — figyelembe véve a
mar masok altal is kimutatott ADPR szennyezést (101,103) — akar mitermék is lehet.
Raadasul, a hatds legtobbszor csak jelentds késéssel jelentkezett, ami felveti, hogy
ezekben a mérésekben a valédi aktivitor nem is a NAD', hanem annak valamely
metabolitja — példaul a hidrolizisével keletkez6 ADPR — lehetett. Ezzel szemben a
kozvetlen hatas mellett szol, hogy a szerkezetileg hasonld6 NAAD is képes volt aktivalni
a TRPM2 csatornat. Alacsony affinitasa ellenére a NAD" hatasanak élettani jelentéségét
az adhatja, hogy a t6bbi modultorral szemben a NAD" citoplazmatikus koncentracioja
viszonylag magas, 200-350 puM (98), és még tovabb emelkedhet, példaul a

mitokondriumok sériilésekor.

5.3. A TRPM2 csatorna irreverzibilis inaktivaciojanak Kikiiszobolése

A TRPM2 csatorna kapuzéasanak részletes megismeréséhez elengedhetetlen
lenne a steady-state egyedi csatorna mérések elemzése. A vad tipust csatorna gyors
inaktivacidja azonban nagyon korlatozza az ilyen megfigyelések lehetdségét. Ezért
legfontosabb célunk az inaktivacio hatterében 4ll6 molekularis mechanizmus feltarasa

¢s e folyamat lassitdsa — megsziintetése — volt.
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5.3.1. Az inaktivacio molekularis mechanizmusanak vizsgalata

A vad tipusi TRPM2 csatornak kiszakitas utdni inaktivacidja kinetikailag
egyetlen 1épéssel jellemezhetd, amelynek soran az addig magas nyitvatartasi
valoésziniiséggel kapuzd egyedi csatorna hirtelen irreverzibilisen zart allapotba kertil
(52). E folyamat kinetikdja emlékeztet a K csatornédk alegységei kozott a C-tipusu
inaktivacié sordn megfigyelheté nagyfoku kooperativitasra (184,185). Emellett
méréseink igazoltak, hogy a C-tipust inaktivacidhoz hasonléan a TRPM2 inaktivacidja
is allapotfiiggd — zart csatorndkban kozel tizszer lassabb, mint nyitottakban — ¢és
kizartunk szamos mechanizmust, amelyrdl felmertilt, hogy befolyasolhatna a csatorna
inaktivacidjat, mint példaul a kalmodulin elvesztése, a PIP, bomléasa, vagy kritikus
oldalldncok kdzvetlen oxidacioja. Osszességében ezek az eredmények felvetették annak
lehetSségét, hogy a TRPM2 4raménak fogyasa — a fesziiltségfiiggd K csatornak C-
tipusu inaktivacidjahoz hasonléan — a szelektald filter konformacidé valtozasanak
kovetkezménye lehet. Vagyis a TRPM2-ben az ADPR és Ca®' altal szabalyozott
aktivacios kapu mellett, amelyet a K* csatornakkal feltételezett szerkezeti homologia és
az aktivalo ligandok kotohelyeinek intracellularis lokalizacidja alapjan valdszintileg a 6.
TM-szakasz citoszolikus vége alkothat, 1étezik egy ettdl fiiggetlen, a szelektalo filterhez

kapcsolhatd, inaktivacids kapu is.

5.3.2. A pérusmutansok és a csatorna inaktivacioja

A fenti képpel Osszhangban, a szelektalo filtert érintd mutaciok jelentdsen
megvaltoztattdk a TRPM2 inaktivacidjanak kinetikdjat. A G984D mutansban az
alegységenként bevitt egy-egy negativ toltés a TRPM2 porusanak stabilizaciojahoz
vezetett, amelyben feltehetleg szerepet jatszott e toltések kozotti elektrosztatikus
taszitds is, akadalyozva a filter Osszeesését. Bar ez a mutans teljes mértékben
inaktivaldédott, e folyamat sebessége tobb mint egy nagysdgrenddel lassult a vad
tipuséhoz képest (24. B abra, G984D aramgorbe). Az Y985E esetében mar dsszetettebb
volt a hatds, ugyanis az aram koriilbeliil harmada tartésan megmaradt (24. B 4abra,

Y985E aramgorbe), ami — homogén csatorna populéaciot feltételezve — nem

120



doi:10.14753/SE.2013.1814

magyarazhat6 pusztan az inaktivacios sebesség csokkenésével. Kézenfekvd magyarazat,
hogy ebben a mutinsban az inaktivacié lassuldsa mellett jelentdsen felgyorsult —
megjelent — a csatorndk reaktivacidja is, €és a megmaradé aram e két folyamat
egyensulyaként alakult ki. Ezt tdmasztja ala, hogy a duplamutansnal — amelyben -3’
helyen 1év6 aszpartat tovabb lassithatja az inaktivaciot — az aramnak még nagyobb része
marad meg (24. B abra, G984D/Y985E aramgorbe). Ugyanakkor az is nyilvanvald,
hogy a két mutdcio hatdsa az inaktivacios sebességre energetikailag nem additiv, ami
arra utal, hogy a két szomszédos negativ toltésii aminosav oldallanc hatasa nem
fiiggetlen egymastol. Az elektrosztatikus taszitds mellett a porus konformaciod
valtozasanak is fontos szerepe lehet, mert a -4’ pozicidbdl hianyzo leucin beillesztése a
porus tovabbi stabilizalodasahoz vezetett, olyannyira, hogy az aram kiszakitads utani
csokkenése szinte teljes mértékben megsziint (24. B é&bra, TSL daramgorbe).
Eredményeink egybevagnak azzal a tanulméannyal, amelyben a TRPM4 csatorna -4’
megsziintetése (D982A) — vagyis a mieinkkel ellentétes mutaciok alkalmazasa — a
TRPM4 csatornak gyors inaktivaciojahoz vezetett (166). Bar a TRPM2 nagyfelbontdsu
szerkezetének hianyaban nem tudunk pontos magyarazatot adni a -4’ helyre inzertalt
leucin hatasara, a K™ (71) és mas nem szelektiv kation csatornak (187) meglévé
kristalyszerkezetei alapjan a szelektalo filter stabilizaciojadban a kdrnyezd aminosav
oldallancok kolcsonhatasain alapuld Osszetett halozat vesz részt. A legtobb esetben
példaul megfigyelheté egy konzervalt hidrogén hid a szelektalo filter C-terminalis
végén, a 0’ helyen taldlhatd invarians aszpartat és ugyanazon alegység porus-hélixében
K" csatornak szelektivitasanak és porusstabilitasanak fenntartasahoz (187). A vad tipusu
TRPM2-ben az ennek megfeleld tirozin a -12° helyen talalhaté (24. A abra), de a TS5L
mutdnsban a leucin inzercidja révén -13° pozicioba keriil. Elképzelhetd, hogy az igy
bekovetkezd atrendezddés révén megvaltozik a tirozin oldallincénak orientacidja, és

helyreall a konzervalt hidrogén hid, ami a porus stabilizaciojahoz vezet.

5.3.3. Alkalmas-e a TSL mutans a TRPM2 kapuzasanak modellezésére?

Méréseink igazoltdk, hogy a TS5L csatorna nem inaktivalodik, és igy alkalmas

steady-state egyedi csatorna mérések készitésére. Azonban a vad tipusit TRPM2
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modellezésére nyilvan csak akkor hasznalhat6, ha nem valtozik meg a csatorna
kapuzésanak mechanizmusa. Mivel a mutaciok a szelektalo filterben vannak, elég tavol
a ligandkotd helyektdl és a feltételezett aktivacidos kaputdl, valoszintsithetd volt a
csatorna kapuzasanak érintetlensége. Makroszkopos dramok segitségével ki is mutattuk,
hogy a mutéaciok érdemben nem befolyasoltdk sem az ADPR, sem a Ca®" aktivald
hatasat (25. abra), és a csatorndk aktivalé ligandok elvondsat kovetd zarddasanak
kinetikaja sem valtozott. Végiil dsszehasonlitottuk az egyedi TSL mutans csatornak
vizsgalataval nyert atlagos kapuzasi kinetikai paramétereket azokkal, amelyeket a vad
tipusu csatornaval késziilt korabbi mérések elemzése alapjan mar publikaltak (52), de a
mikroszkopos kapuzasi kinetika tekintetében sem taldltunk jelentds eltérést a két
csatorna kozott (26. abra). Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a TSL mutacidé nem
véltoztatta meg a TRPM2 csatorna ADPR/Ca”*"-fiigg$ kapuzasat, igy a TSL mutans
alkalmas lehet az ADPR és a Ca’" aktivalé mechanizmusanak részletes biofizikai

vizsgélatara.

5.3.4. Vad tipust és poérusmutans csatornak permeabilitasainak 0sszehasonlitdsa

Bér a TSL mutans szelektalo filterének szekvencidja azonos a mintaként hasznalt
TRPMS csatornaéval, meglepé6 médon mégsem Orokdlte annak egyértékii kationok
iranti szelektivitasat (59), sot, kétértékli kationok iranti vezetoképessége még jelentdsen
novekedett is (28. és 29. abra). Ez a tény felhivja a figyelmet arra, hogy egy csatorna
szelektivitasahoz sziikséges konformdacio 1étrehozasaban a filter szekvenciaja mellett, az
oldallancok interakcidja révén, jelentds szerepe van a filtert koriilvevé kornyezetnek is.
Sajnos, mivel sem a TRPM2, sem a TRPMS5 esetén nem 4all rendelkezésre
kristalyszerkezet, nehéz megjosolni, hogy a TRPMS pérus monovalens szelektivitasaért,
mely konkrét aminosavak felelések. Mindenesetre a TRPM2 T5L varidnsanak
megndvekedett Ca®"  vezetSképessége funkcionalis kdvetkezményekkel is jar:
extracellularis Ca”" jelenlétében negativ membranpotencialokon a citoszodlikus Ca*"
elvonasakor a TS5L csatorndk szignifikdnsan lassabban zarodnak be, mint a vad tipusu
csatorndk — pedig ilyen kiilonbség extracellularis Ca®" hidnyaban nem észlelhetd (32.
abra). Ez 0sszhangban van azzal a korabbi modellel (52), amely szerint az aktivacioért

felelds Ca>" kotShelyek intracellularisan, de a pérus nyilasanak kozvetlen kozelében
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helyezkednek el, ahol a nyitott péruson bearamlo Ca®" révén magas lokalis [Ca®']-t
észlelnek. Mivel az extracellularis Ca*" alacsony mM-os koncentraci6 tartoméanyéban a
T5L pérus a vad tipusinal jelentésen gyorsabban vezeti be a Ca’"-ot (28. 4bra), igy
ebben a mutansban nyitott porus esetén az aktivald kotdhelyek kérnyezetében varhatdan
magasabb lokalis Ca®" koncentracio alakul ki, ami viszont a zarodasi sebesség
csokkenéséhez vezet (52).

Mivel a porus keresztmetszete altalaban a szelektalo filterben a legsziikebb, az
itt talalhat6 aminosavak cseréje pusztan az oldallanc méretvaltozasa révén
megvaltoztathatja, hogy mekkora atmérdjii ionok férnek at a csatornan (170). Bar a TSL
mutans vezetOképességét — a vad tipussal Osszehasonlitva — minden vizsgalt kation
mellett nagyobbnak talaltuk, a 7 A koriili NMDG -t mar mindkét csatorna csak nagyon
kis mértékben engedte at (31. abra). Ez alapjan a T5L mutéacidi nem befolyasoljak a
porus méretét. Figyelembe véve, hogy a bevitt aminosav oldallancok nagyobbak az
eredetieknél (glicin — aszpartat, tirozin — glutamat), ez felveti, hogy — a K'
csatornakhoz hasonloan (71) —, esetleg a TRPM2-ben is a peptidlanc gerince nézhet a
porus felé.

Az egyedi csatornak kiilonbozé Na' és Ca’”  koncentraciok melletti
vezetOképessége, mindegyik porusmutans esetében az atengedett ionok irdnti jelentds
latszélagos affinitds-fokozodast mutatott (27-30. abra). Erdekes, hogy mig a -2’ vagy
-3’ helyre bevitt negativ toltések eltéré modon befolyasoltdk a csatorna inaktivaciojanak
kinetikajat (24. B abra), addig a csatornak permeabilitasi tulajdonsagait hasonlé6 médon
valtoztattak meg (30. dbra). A két negativ t6ltés hatdsa ebben a vonatkozasban sem volt
additiv, rdadasul a permedcidoban a -4’ pozicidba inzertalt leucin sem okozott tovabbi
eltérést (27-30. abra). Bar a porusmutdnsokban bekovetkezett latszolagos affinitas-
novekedés sokkal kifejezettebb volt a kétértékii kationok vonatkozéasaban, ez egyik
esetben sem tarsult a maximalis vezetOképesség novekedésével (27-30. abra). Erre a
legkézenfekvobb magyardzat, hogy alacsony ionkoncentracidkndl a bevitt negativ
toltések elektrosztatikus hatdsa megndveli a podrus szdjandl a lokalis kation
koncentraciot, igy balra tolva a koncentracid-vezetOképesség Osszefliggést. Magas
ionkoncentracioknal viszont a csatornak ateresztoképessége a limitald tényezd, amely
meghatirozza a vezetOképesség maximalis értékét. Szemben a szik poérusa K

csatornak citoszolikus iiregében 1évd természetes, vagy célzottan bevitt pozitiv

123



doi:10.14753/SE.2013.1814

toltésekkel, amelyek esetében ez az elektrosztatikus hatas aszimmetrikusan, csak a
kifelé iranyuld dram vonatkozasaban jelentkezett (188,189), a TRPM2 pdrusmutansok
esetében az 4aram szimmetrikusan, mindkét irdnyban megnovekedett (27. &bra).
Ugyanakkor, a szimmetrikus hatas nem példanélkiili, hasonlé eredményt kaptak a
tdgabb porusti nikotinos acetilkolin receptor podrusdban taldlhaté centralis gylrl
toltéseinek megvaltoztatdsakor (190). Valoszinlileg a TRPM2-nél is a nagyobb
porusméret, vagy a negativ toltések centralis elhelyezkedése eredményezheti a
szimmetrikus hatast.

Mindenesetre, az oktol fliggetleniil, az egyedi-csatornas mérésekhez kifejezetten
elény0s a nagyobb vezetdképesség, hiszen igy nagyobb hattérzaj is toleralhatd az adatok

elemzésekor.

5.4. A PIP, szerepe a TRPM?2 csatorna mikodésében

A PIP; a legtdbb csatorna esetében az intracellularis aktivacios kapun keresztiil
fejti ki hatasat (191,192), igy nem meglepd, hogy a TRPM2 esetében a szelektalo
filterhez kothetd inaktivacioban nem volt szerepe (23. A abra). Ugyanakkor, figyelembe
véve, hogy a PIP, a TRPM csalad szamos tagjanak milkodését szabalyozza
(61,108,163-165), felmeriilt, hogy esetleg mas modon lehet hatassal a TRPM2-re.
Méréseink valoban igazoltdk, hogy — a TRPM4/5-h6z hasonléan — a PIP, jelenléte
befolyasolja a TRPM2 csatorna Ca”" iranti latszélagos affinitasat. Az altalunk hasznalt
izolalt membranos inside-out patch-ekben kontroll koriilmények kozott az intracellularis
Ca®" TRPM2-t aktival6 hatasanak K, értéke ~ 20 uM volt (25. D abra). Ugyanakkor, ha
talalhato szabad PIP,-t, a Ca*"-aktivacio K, értéke > 1 mM-ra emelkedett (33. B 4bra).
Ezzel szemben, ha 50 uM diCs-PIP, adésaval biztositottuk a membran magas szabad
PIP, tartalmat, a Ca®" iranti latszolagos affinitas csak kismértékben nétt meg — a becsiilt
Ky, ~ 10 uM (33. C abra). Tekintettel arra, hogy a patch kiszakitdsa és a mérés
megkezdése kozott legalabb 40 masodperc telik el, és ennyi id6 alatt a TRPMS
csatornaval végzett méréseink tanulsaga szerint (23. A abra, fels6¢ aramgorbe) a lipid-
foszfatazok még Mg®" hianyaban is lebontjak a PIP, tulnyomé részét, standard, Mg*"

jelenlétében végzett méréseink soran a membran PIP, tartalma nagyon alacsony kellett,
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hogy legyen. Ez arra utal, hogy a TRPM2 — szemben legkdzelebbi rokonaval, a TRPMS8
csatornaval — nagyon nagy affinitassal koti a PIP,-t, és igy a mérés soran a membranban
maraddé minimalis PIP; is elegend6 a kozel maximalis Ca’" affinitas fenntartdséhoz. Bar
még tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak kideritésére, hogy mely szerkezeti elemek
feleldsek ezért az erds PIP, kotésért, szamunkra egyelére az is fontos tény, hogy a
TRPM2 csatorna kapuzasa megdrzi kozel fiziologids jellegét kiilsé PIP, forrés

biztositasa nélkil is.
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6. Kovetkeztetések

1, Alternativ anion keresése:

- A glutamat CI” helyettesitésére alkalmas anion a Xenopus petesejteken végzett

izolalt membranos patch clamp kisérletek soran
2, A TRPM2 kézvetlen és kozvetett modulatorainak azonositasa:

- Az egészsejtes mérések alapjan korabban leirt szamos TRPM2 modulator koziil
a H,0,, és az AMP kozvetlen mdédon nem befolyasoljak a csatorna mitkodését.

- A cADPR kozvetlen modon nem hat a TRPM2 csatornara. Egészsejtes
mérésekben leirt aktivalo hatdsat valdszinlileg a mintdk ADPR szennyezése,
esetleg kozvetett modon a RYR-on keresztiili Ca®" felszabaditds révén,
okozhatta.

- Az NAADP a TRPM2 csatorna valodi parcidlis agonistaja, azonban tekintettel
jelentdsége valosziniitlen. Az NAAD nemcsak szerkezetileg, de latszolagos
affinitasaban és maximalis aktivalo képességében is dtmenetet képez az NAADP
¢s az ADPR kozott.

- A NAD' hatasat nem tudtuk vizsgalni, mert a minta jelentds mennyiségiit ADPR
szennyezést tartalmazott, amit nem tudtunk eltavolitani.

3, A TRPM2 irreverzibilis inaktivacidjanak vizsgélata:

- A csatorna irreverzibilis inaktivaciojat a fesziiltségfiiggd K" csatornak C-tipusu
inaktivacidjahoz hasonloan a szelektalo filter konformécio valtozasa okozhatja.
lassithato, illetve megsziintethetd.

- A nem inaktivalodd T5L mutédns kapuzési kinetikai paraméterei, valamint
ADPR és Ca” iranti affinitdsa nem véltozott, permeacios tulajdonsagai pedig
eldnyOsen valtoztak, ezért kival6 modell a TRPM2 csatorna ADPR-, illetve
Ca”"-fiiggd kapuzasanak egyedi-csatornas méréseken keresztiil torténé részletes
biofizikai vizsgalatdhoz.

4, A PIP, hatasa a TRPM2 csatornara:

- A PIP; nem befolyasolja a vad tipusu csatorna irreverzibilis inaktivacidjat. A

membran PIP, tartalméanak diCg-PIP,-vel torténd helyreallitasa nem reaktivalja a

csatornakat.
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s

torténo lefedése, a TRPM2 Ca’’ iranti affinitasanak drasztikus csdkkenése miatt,
a csatorndk zarodasahoz vezet. Ez a hatds a polilizin elvonasaval, vagy DiCs-
PIP, alkalmazasaval, visszafordithato.

Ugyanakkor kontroll koriilmények kozott, polilizin el6zetes alkalmazasa nélkiil,
a diCg-PIP; csak kismértékben fokozza a TRPM2 Ca®" iranti affinitasat.
Figyelembe véve, hogy a mérések kezdetekor a membranban fellelhetd
minimalis PIP, elegendd a TRPM2 kozel maximalis aktivitdsanak

fenntartdsahoz, a csatorna feltételezhetden nagy affinitassal koti a PIP,-t.
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7. Summary

TRPM2 is a non-selective cation channel, which is permeable to Na', K" and
Ca”". The channel is co-activated by intracellular Ca’" and ADPR. The TRPM2 channel
is abundantly expressed in brain neurons, immune cells, and pancreatic B-cells. Under
physiological conditions it might play a role in glucose-induced insulin secretion and in
the immune response. In addition, TRPM2 enhances the sensitivity of the cells towards
oxidative stress. Thus, under pathological conditions it could be responsible for
neuronal damage during ischemia/reperfusion.

Although ADPR and Ca”" have been already identified as the main activators of
the channel, in intact cells TRPM2 is also modulated by several additional factors.
Superfusion of TRPM2-expressing cells with H>O,, or intracellular dialysis of cADPR,
or NAADP activates, while dialysis of AMP inhibits, TRPM2 whole-cell currents.
Additionally, H,0,, cADPR, and NAADP enhance ADPR-sensitivity of TRPM2
currents in intact cells. Because in whole-cell recordings the entire cellular machinary
for nucleotide and Ca*"-homeostasis is intact, modulators might affect TRPM2 activity
either directly, by binding to TRPM2, or indirectly, by altering local ADPR and Ca*"
concentrations. To identify direct modulators of TRPM2, we have studied the effects of
several candidates in inside-out patches excised from Xenopus oocytes expressing
human TRPM2, by directly exposing the cytosolic faces of the patches to these
compounds. H,O, and enzymatically purified cADPR failed to activate, while AMP
failed to inhibit TRPM2 currents. NAADP and NAAD were partial agonists, but both
with very low affinities. Neither of HO,, cADPR, and NAADP enhanced activation by
ADPR. Considering intracellular concentrations of these compounds, none of them are
likely to directly affect the TRPM2 channel protein in a physiological context.

Although our macroscopic measurements have identified the main modulators of
the channel, little is known about the mechanism of gating. Steady-state single-channel
analysis could be very useful for addressing such details, however wild-type TRPM2
channels are not amenable to such studies, because they irreversibly inactivate shortly
after patch excision. This inactivation can be completely prevented by mutations in the
extracellular selectivity filter. Introduction of two negative charges plus a single-residue
insertion, to mimic the filter sequence of TRPMS, results in TRPM2 channels with
changed permeation properties but intact ADPR/ Ca”**-dependent gating, which retain
unabated maximal activity for over 1 hour. This non-inactivating TRPM2 variant will

be an invaluable tool for gating studies.
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8. Osszefoglalas

A TRPM2 nem-szelektiv kation csatorna, amely egyarant permedabilis Na'-ra,
K'-ra és Ca’’-ra. A csatornat intracellularis Ca*” és ADPR egyiittes jelenléte aktivalja.
A TRPM2 legnagyobb mennyiségben az agyban, immunsejtekben €s a hasnyalmirigy -
sejtieiben fejezddik ki. Fizioldgias korilmények kozott szerepe lehet az inzulin
szekrécio, illetve az immunvalasz szabalyozdsaban. Emellett a TRPM2 csatorna
fokozza a sejtek érzékenységét az oxidativ stresszre, igy patologias koriilmények kozott
hozzajarulhat az ideg- ¢és szivizomsejtek iszkémiat kdvetd reperfuzios karosodasahoz.

Bar a csatorna fo aktivatorait, az ADPR-t és a Ca2+-0t, mar azonositottak,
szamos egyéb anyagnak is szerepe lehet a TRPM2 szabalyozasaban. Egészsejtes
mérések a HyO,-ot, a cADPR-t és az NAADP-t lehetséges aktivatorként, mig az AMP-t
lehetséges gatloszerként azonositottak. Emellett a H,O,, a cADPR és az NAADP mar
alacsony koncentracioban fokoztdk a TRPM2 aram ADPR iranti érzékenységét. Mivel
az egészsejtes mérések sordn a sejt nukleotid és Ca’* homeosztazisaért felelés
rendszerek jelen vannak, ezért nem donthetd el egyértelmiien, hogy a fenti modulatorok
a TRPM2 csatorndhoz kotddve kozvetleniil, vagy a 6 aktivatorok (ADPR-t és Ca®")
lokalis koncentracidinak megvaltoztatasaval, kozvetett modon hatnak-e. A kdzvetlen
moduléatorok azonositasa céljabol e molekulak hatasdt a human TRPM2 csatornat
kifejez0 Xenopus petesejtekbdl izolalt inside-out patch-ekben vizsgaltuk meg. Ilyen
koriilmények kozott a HyO, és az enzimatikus titon megtisztitott cCADPR nem aktivélta,
mig az AMP nem gatolta a TRPM2 csatornat. Bar az NAADP ¢és az NAAD kis
affinitast parcidlis agonistanak bizonyultak, alacsony intracellularis koncentraciojuk
miatt e kozvetlen hatdsnak valésziniileg nincs fiziologids jelentdsége.

Bar makroszkopos méréseinkben azonositottuk a csatorna aktivatorait, a kapuzas
mechanizmusarol csak nagyon keveset tudunk. Steady-state egyedi-csatornas mérések
elemzése sokat segithetne e részletek tisztdzasaban, de a vad tipusi TRPM2 nem
alkalmas ilyen vizsgalatokra, mert a csatorndk a patch kiszakitdsa utdn hamar
inaktivalédnak. Ez az inaktivacid megsziintethetd két negativ toltés és egy extra
aminosav bevitelével, amelyek révén a TRPM2 szelektalo filtere "TRPMS-szertive"
valik. Bar a mutns csatorna permeabilitasi tulajdonsagai megvaltoznak, ADPR/Ca*"-
fliggd kapuzasa valtozatlan marad, igy ez a nem-inaktivalodd6 TRPM2 varidns kivalo

eszkoz lehet e kapuzasi mechanizmus részletes biofizikai vizsgéalatahoz.
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