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1. AKITUZOTT KUTATASI FELADAT OSSZEFOGLALASA

A human genom projektnek koszbnhetbéen az emberi
szervezetet alkoto fehérjék szekvenciaja ismertté valt, és e fehérjék
jelentds részének élettani, illetve koéros folyamatokban jatszott
szerepérfl is vannak ismereteink. Szamos korkép esetén tudjuk,
hogy mely fehérje miikodésének befolyasolasa — serkentése vagy
gatlasa — lenne terapias szempontbdl elényds. Az ilyen célzott,
molekularis terapia kifejlesztését nagymértékben segiti a célfehérje
szerkezetének, mikddésének pontos ismerete.

Az ioncsatornak olyan specidlis transzmembran fehérjék,
amelyek egy (vagy néhany) adott ionfajta szelektiv transzportjara
képesek, porusukat pedig kilonféle szabalyozé szignalok
nyitjak/zarjak. Mulkoédésik kozvetlen eredménye a bioldgiai
membranok id6ben valtozé ion-permeabilitasa, illetve a
transzmembran iontranszport. Az ioncsatornak elengedhetetlenek
tobbek ko6zott a membranpotencial, az idegi ingeruletvezetés,
szinaptikus ingerlletatvitel, sziv- és vazizommikodés, érzékelés,
kuldnbdz6 hamfelszineken keresztilli viz- és soéfelszivodas illetve
kivalasztas, hormonszekrécio, immunsejt aktivacio, és még sok mas
élettani folyamat létrejéttében. Elettani szerepiik mellett tdbb szaz
betegség ismeretes, amelyek hatterében valamely ioncsatorna
mikodészavara all.

Az ioncsatornak transzport aktivitasa természeténél fogva
elektrogén, ami egyedilalld lehetéséget biztosit e fehérjék
konformacidévaltozasainak egyedi, molekularis szintl
tanulmanyozasara. Az utdbbi éviizedben e nagyfelbontasu
funkcionalis vizsgalatok egyre inkabb tamaszkodhatnak a névekvd
szamu atomi  felbontasu fehérie  térszerkezetekre is.
Kutatécsoportunk az orvosi szempontbdl jelentés, sajat enzimatikus
aktivitassal is rendelkezd, CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) és TRPM2 (Transient Receptor Potential
Melastatin 2) ioncsatornak szerkezet-funkcié vizsgalataban vesz
részt. Célunk e két ioncsatorna térszerkezetének, illetve molekularis
mikddési mechanizmusanak pontos feltérképezése.

Kisérletes kutatasaink mellett elméleti fejlesztémunkat is
végzink, amelynek célja az egyedi ioncsatorna aramok kinetikai
elemzésének, modellek illesztésének és statisztikai rangsorolasanak
tokéletesitése, illetve e mdédszerek alkalmazasi kdrének bdvitése.
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2. IRODALMI HATTER

2.1 A CFTR klorid csatorna

CFTR kutatas végs6 célja a cisztikus fibrozisban (CF), illetve
szekrécios hasmenésben (pl. kolera) szenvedé betegek gydgyitasa.
A CF, amelyet a CFTR csatorna mikodészavara okoz, a
leggyakoribb 6rokl6dé halalos betegség a fehér lakossag korében. A
jelenleg gyodgyithatatlan komplex betegséget a tlidé, bélcsatorna,
hasnyalmirigy, és verejtékmirigyek hamrétegeinek felborult so-viz
egyensulya jellemzi; a javulé tlneti kezelések ellenére a betegek
varhaté élettartama ma is csak ~30 év. Masrészrél, a fejl6dd
orszagokban még ma is gyakori szekrécios hasmenéseket a CFTR
bakteridlis toxinok okozta tulmikddése idézi el6, amely a
bélcsatornan keresztlli nagymértékii so-vizvesztéshez vezet.

Szamtalan 06roklétt mutacié okozhatja a CFTR csokkent
mikddését. A leggyakoribb CF allél (AF508, >70%) a fehérje érését
zavarja meg, igy kevés CFTR fehérje jut el a sejtfelszinre. A legtdbb
CF mutacié azonban (a AF508 is) emellett sulyosan karositja a
csatorna  miUkodését is, csokkentve a porus nyitvatartasi
valészinliségét. A CF kutatas tavlati célkitiizései az érési zavar
kikliszobolése, és a funkcid javitasa. Ezzel szemben a szekrécios
hasmenéseket a CFTR szelektiv gatlasa oldana meg.

A CFTR az ABC (ATP Binding Cassette) fehérjecsaladba
tartozik, ennek megfeleléen polipeptid lanca két homolog félbdl épll
fel, amelyeket egy-egy transzmembran domén (TMD) és
intracellularis nukleotidkété domén (NBD) alkot; e két felet egyetlen
intracellularis regulaciés (R) domén koti 6ssze. Az R-domént a
ciklikus AMP dependens proteinkinaz (proteinkinaz A, PKA) szamos
helyen foszforilalja, defoszforilalt allapotban a csatorna inaktiv. A
CFTR pérus kapuzasat a két NBD altal katalizalt ATP-hasitasi ciklus
hajtia. ATP megkotését kdvetden a két NBD dimert képez, amely két
ATP molekulat zar magaba. Mindkét ATP koétéhelyhez mindkét NBD
hozzajarul: az egyik a konzervalt Walker A és B motivumokat, a
masik a konzervalt ABC signature szekvenciat szolgaltatia. A CFTR
esetén az "1-es" kotdéhely (NBD1 Walker A/B + NBD2 signature)
katalitikusan inaktiv, csak a 2-es kot6hely (NBD2 Walker A/B +
NBD1 signature) aktiv ATPaz. A csatorna pérusat az NBD1/NBD2
dimer kialakulasa nyitja, a zarédas az ATP elhasitasat kdveti.
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Az ABC fehérjecsalad tobbi tagjai is rendkivil fontosak orvosi
szempontbdl: alapvetd szerepet jatszanak a gyogyszerek
felszivodoképességének, szdveti eloszlasanak meghatarozasaban,
tumor kemoterapia soran tulzott kifejez6désik  multidrog
rezisztenciahoz vezet. Ezen felll tobb 6rokletes betegség kotédik
ABC fehérjék mutacidihoz. Az egyedi csatornas mérések oriasi
felbontoképessége miatt a CFTR, mint egyedlli ion csatorna a
csaladban, modellként szolgal a tébbi, nehezebben vizsgalhaté ABC
fehérjével kozos alapvetd mechanizmusok tanulmanyozasara. A
CFTR kutatasa ezért hasznos lehet a gyogyszerek felszivodasa,
szoveti eloszlasanak javitasa, vagy a daganatbetegekben fellép6
multidrog rezisztencia lekiizdése szempontjabdl is.

2.2. A TRPM2 kation csatorna

A TRPM2 a TRP fehérje csalad tagja, amely agyi
idegsejtekben, csontvelében, fagocitdkban, a pankreasz B-sejtjeiben
és szivizomsejtekben alkot oxidativ stresszre aktivalédé Ca?*-
permeabilis nem-szelektiv kation csatornakat. A koérokozokkal
érintkezd fagocitakban termel6dé reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
aktivaljagk a TRPM2 csatornakat, s az ezeken bedmld Ca*
hozzdjarul a kemotaxis és a citokintermelés kivaltasahoz. A
pankreasz B-sejtieiben a TRPM2 aktivitas segiti a glikéz-kivaltotta
inzulin-szekréciot, kiegészitve az ATP-szenzitiv. K' (Kap)
csatornakhoz kotéddé klasszikus Uutvonalat; TRPM2 knock-out
egerekben emelkedett a nyugalmi vércukorszint, és csokkent a
gliikoz tolerancia.

A TRPM2 aktivitdsa szamos patologias folyamathoz is
kéthetd, amelyek apoptézishoz vezetnek. Agy és szivizom iszkémiat
kovetd reperfuzidja ROS termelést valt ki; a kovetkezésképpen
aktivaloddé TRPM2 csatornakon bedmld Ca®* sejthalalt okoz. Az
oxidativ stressz és a TRPM2 neurodegenerativ betegségekben, pl.
Alzheimer-kérban, is szerepet jatszik. Ugyanakkor, amiotrofias
lateralszklerézisban, Parkinson demenciaban, és bipolaris zavarban
szenvedl betegekbdl izolalt TRPM2 mutacidk arra utalnak, hogy a
csokkent TRPM2 miikddés is betegséghez vezethet. A granulocita-
aktivacioban betoltdétt szerepe miatt a TRPM2 a kronikus
gyulladasok kezelésében, az inzulin szekrécié serkentése révén
pedig a cukorbetegség és a kongenitalis hiperinzulinizmus
kezelésében is igéretes terapias célpont.
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A TRPM2 homotetramer; alegységeit hat transzmembran o-
hélix, egy tetramerizaciéért felelés coiled-coil régio, és egy
intracellularis NUDT9-H domén alkotja; ez utdébbi 50%-ban homoldg
a mitochondrialis NUDT9 enzimmel amely ADP-ribézt (ADPR) hasit
AMP-re és ribéz-5-foszfatra ("ADPRaz"). A TRPM2 izolalt NUDT9-H
doménja is aktiv ADPRaz, és szerkezete j6l modellezheté a NUDT9
kristalyszerkezete alapjan.

A TRPM2 csatornakat a NUDT9-H doménhoz két6dé ADPR
aktivalja. Az ADPR a kapocs az oxidativ stressz és a TRPM2
aktivacio kozott: élé sejtben ROS hatasara ADPR szabadul fel a
mitochondriumbdl. A citoszolikus ADPR nagy affinitassal aktivalja a
TRPM2-t, de az aktivaci6 mechanizmusa és az ADPRaz aktivitas
szerepe ismeretlen. Intakt sejtekben az intra-és extracellularis Ca*
is fokozza az ADPR-aktivalta TRPM2 aramot, és még szamos egyéb
modulator is befolyasolja azt (pl. H.O,, AMP, ciklikus ADPR
(cADPR), nikotinsav-adenin-dinukleotid-foszfat (NAADP)).
Kutatasaink kezdetén nem volt ismert, hogy e modulatorok
kdzvetleniil a TRPM2 csatornahoz kétédve, vagy az ADPR és a Ca®*
koncentracidinak befolyasolasa révén hatnak.

A TRPM2 kulénb6zé korképekben jatszott szerepe révén uj,
igéretes terapias célpont, amelynek mind gatlasa (pl., stroke,
szivinfarktus, Alzheimer-koér, kronikus gyulladas, hiperinzulinizmus),
mind serkentése (pl., diabetes, Parkinson demencia, amiotréfias
lateralszklerézis, bipolaris zavar) hasznos lehet. A TRP csalad
tagjainak sokrétli szerepe miatt azonban egy klinikailag hasznosit-
hato TRPM2 modulatornak mindenekel6tt rendkivil szelektivnek kell
lennie. Mivel a NUDT9-H domén a TRPM2 egyetlen egyedi fehérje
szegmense, ez a domén a legkézenfekvdbb célpont. Ugyanakkor
errél a "chanzyme" doménrdl egyel6re korlatozottak az ismereteink.

2.3. Egyedi csatornas aram regisztratumok elemzése

Egyedi csatornak nyitott illetve zart allapotban eltdltott
tartozkodasi id6inek eloszlasai informaciot hordoznak a kapuzas
molekularis mechanizmusarél. Ezen eloszlasokhoz maximum
likelihood modszerrrel kinetikai modellek illeszthet6k, s e modellek
paraméterei becsilheték. Munkank kezdetekor azonban nem allt
rendelkezésre hatékony modszer tébb aktiv csatornat tartalmazo
patch regisztratumok ilyen célu elemzésére. Szintén kidolgozatlan
volt alternativ kinetikai modellek statisztikailag korrekt rangsorolasa.
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3. CELKITUZESEK

3.1. A CFTR szerkezete, miikodése

3.1.1. A CFTR modularis felépitése, domén hatarok

Az ABC fehérjék felépitése modularis, az egyes domének
sokszor kilén génekrdl, 6nallé polipeptid lancként termelédnek, és a
transzlaciot kdvetéen épilnek 6ssze funkcionalis transzporterré. Bar
a CFTR egyetlen polipeptidlancbdl all, szerkezete szintén modularis
(TMD1 — NBD1 — R-domén — TMD2 — NBD2). Tisztazni kivantuk,
hogy el6allithatdok-e funkcionalis CFTR csatornak kulon-kilén meg-
termelt domének dsszeépllésével. E modszer segitségével ellené-
rizni kivantuk a szekvencia alapjan jésolt doménhatarok pontossagat.

3.1.2. A CFTR foszforilacios szabalyozasa

Tisztdzni kivantuk, hogy a foszforilalt R-domén aktivalo
hatasu-e, vagy a nem-foszforilalt R-domén okoz gatlast. Bar az R-
domén foszforilacidja Osszességében aktivalé hatasu, a 768-as
szerinrdl leirtdk, hogy foszforilacidja er6sen csdkkenti a csatorna
aktivitasat. Ezért részletesen meg kivantuk vizsgalni az S768
oldallanc foszforilacidjanak kinetikajat és funkcionalis kdvetkezmé-
nyeit. A CFTR NBD1 szekvenciaja tartalmaz két "nem kanonikus"
szekvenciaszakaszt, amelyek mas ABC fehérijék NBD doménjeiben
nem talalhatok meg. Felvetédott, hogy ezek fontos szerepet
jatszhatnak a foszforilacidés szabalyozasban, ezért meg kivantuk

c sy

3.1.3. A CFTR ATP-fiigg6 kapuzasi ciklusanak mechanizmusa
Termodinamikai szempontbdl kivantuk jellemezni a kapuzasi
ciklust, hogy feltérképezhessilkk az egyes konformaciévaltozasok
energetikajat. Meg kivantuk vizsgalni, hogy a CFTR kapuzasa
valéban nem-egyensulyi, ciklikus folyamat-e, és hogy mennyire
szoros a csatolas az ATPaz ciklus illetve a kapuzasi ciklus k6zaott.

3.1.4. CFTR stimulatorok molekularis hatasmechanizmusa

Az 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoat (NPPB)
porusblokkold tulajdonsagu molekula, amely azonban emellett
erbteljesen stimulalja a CFTR kapuzasat: jelenleg ez a vegyilet a
AF508-as mutans legnagyobb hataserdsségll ismert aktivatora,
amely 15-20-szorosara noveli a mutans csatorna nyitvatartasi
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valészinliségét. A CFTR stimulatorok lehetséges terapias
jelentésége miatt tisztazni kivantuk az NPPB kapuzasi hatasanak
mechanizmusat, illetve e droghatas szerkezeti feltételeit.

3.2. A TRPM2 szerkezete, miikodése

3.2.1. A TRPM2 biofizikai vizsgalatara alkalmas kisérleti
rendszer létrehozasa

Olyan heterolog rendszert kivantunk beallitani, amelyben a
human TRPM2 csatorna izoladlt membranban vizsgalhaté a
citoszolikus felszin direkt perfuziéja mellett.

3.2.2. A TRPM2 Ca* fiigg6 szabalyozasa
Tisztazni kivantuk a csatornat aktivaldé Ca®* kétdhelyeinek
térbeli elhelyezkedését, a Ca?* aktivacié molekularis mechanizmusat.

3.2.3. ATRPM2 ADPR-fiigg6 szabalyozasa

Tisztazni kivantuk, hogy a NUDT9-H domén az intakt
csatornaban is hasitja-e az ADPR-t, illetve, hogy mennyire szoros
katalizis és kapuzas kapcsoltsaga.

3.2.4. A TRPM2 egyéb modulatorai
Tisztazni kivantuk, hogy a H,O,, AMP, cADPR, illetve
NAADP koézvetlenil a TRPM2-h6z kotédve fejtik-e ki hatasaikat.

3.2.5. A TRPM2 inaktivaciéjanak mechanizmusa

Tisztazni kivantuk az inside-out patch-ben, ADPR és Cca?
fenntartott  jelenlétében tapasztalhaté gyors inaktivacio
mechanizmusat, és modot kivantunk talalni annak kikiiszobolésére.

3.2.6. A TRPM2 PIP,-fugg6 szabalyozasa
Meg kivantuk vizsgalni, hogy a foszfatidil inozitol biszfoszfat
(PIP,) hatassal van-e a TRPM2 mikodésére.

3.3. EIméleti célkitlizések

3.3.1. Tobbcsatornas regisztratumok kinetikai elemzése

Létre kivantunk hozni egy modszert kinetikai modellek
maximum likelihood illesztésére olyan patch regisztratumok esetén,
amelyekben tébb mint egy csatorna aktivitasa latszik.
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3.3.2. Alternativ kinetikai modellek statisztikai rangsorolasa

Vizsgalni kivantuk, hogy a maximum likelihood illesztés
paramétereibdl Iétrehozhaté-e megbizhato statisztikai teszt alternativ
kinetikai modellek rangsorolasara.

3.3.3. Nem-egyensulyi rendszerek termodinamikai vizsgalata

Vizsgalni kivantuk, hogy a REFER (rate-equilibrium free
energy relationship) analizis mddszerével milyen termodinamikai
informacioé nyerhetd egy nem-egyensulyi rendszerrél.
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4. A KISERLETEK ES AZ ADATELEMZES MODSZEREI

4.1. Molekularis biolégia

A human CFTR és TRPM2 cDNS-eket a pGEMHE vektorba
klénoztuk. Pontmutacidkat a Strategene Quikchange Kit-tel hoztunk
létre, modularis konstrukciokhoz az egyes szegmenseket PCR-rel
amplifikaltuk. RNS-t T7 polimeraz felhasznalasaval in vitro
transzkripcioval  allitottunk  el6. Minden konstrukciot teljes
szekvenalassal ellendriztink.

4.6. Nukleotidok tisztitasa, tisztasaganak ellendrzése

Nukleotidok (ADPR, cADPR, NAADP, NAAD, NAD, ATP,
ADP, AMP) tisztasagat vékonyréteg kromatografiaval ellenériztik. A
cADPR (Sigma) torzsoldat ADPR szennyez8dését enzimatikus
tisztitassal tavolitottuk el.

4.7. Anionok Ca”* affinitasanak fluoreszcens meghatarozasa

A glukonat és glutamat anionok Ca?* iranti affinitasat kalibralt
Ca-green 5N fluoreszcencia segitségével, titralasos kisérletekben
hataroztuk meg.

4.2. Xenopus laevis petesejtek izolalasa, injektalasa

A békapetesejteket hasi metszésbdl eltavolitott petefészek-
lebenyekbdl kollagenazos emésztéssel izolaltuk. A tisztitott cRNS-t
mikroinjektalassal juttattuk a sejtekbe.

4.3. Inside-out patch mérések

Az ioncsatorna aramokat a petesejtekbdl kiszakitott inside-
out patch preparatumokbdl vezettiik el. A patch citoszolikus felszinét
folyamatosan perfundaltuk, a citoszolikus oldat 0&sszetételét
szamitogép-vezeérelt elektronikus szelepek segitségével ~30 ms
id6allandoval tudtuk cserélini.

4.4. Steady state egyedi csatornas mérések kinetikai elemzése

Az ioncsatorna  aramokat félamplitidd  modszerrel
idealizaltuk, az eseménylistdkhoz kinetikai modelleket maximum
likelihood maddszerrel illesztettiink. Az adatelemzésekhez kizardlag
sajat fejlesztésl szoftvereket hasznaltunk.

4.5. Egyedi csatornak vezetoképességének meghatarozasa
Az egyedi csatornaaramok nagysagat amplitudd
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hisztogramokhoz illesztett Gauss gorbék cslcsainak tavolsagaként
definialtuk.

4.5. Makroszkopos aramrelaxaciok illesztése

Aktivalé ligandok koncentracioinak hirtelen megvaltoztatasat
kovetd aramrelaxaciok kinetikajat illesztett exponencialisok
idéallandadival jellemeztik.
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5. TUDOMANYOS EREDMENYEK ES MEGBESZELES
5.1. A CFTR szerkezete, miikodése

5.1.1. A CFTR modularis felépitése, domén hatarok

Megallapitottuk, hogy mikoédéképes CFTR csatornak
allithatok el6 egymassal komplementer rész-szegmensek egyuttes
expresszidjaval. Példaul, a TMD1 szegmens (1-432-es aminosavak)
és az NBD1/R-domén/TMD2/NBD2 szegmens (433-1480) egylttes
expresszidja a vad tipustuhoz (WT) mindenben hasonld csatornakat
eredményez. Hasonloképpen, mikodbképes csatornakat
eredményez a TMD1/NBD1 (1-633) és az R-domén/TMD2/NBD2
(634-1480) szegmensek, illetve a TMD1/NBD1/R-domén (1-835) és
a TMD2/NBD2 (837-1480) szegmensek egyuttes expresszidja. Ezzel
szemben, a fenti rész-szegmensek egyike sem képez 6nmagaban
mikodo csatornat. Szintén nem keletkeznek miikodé csatornak, ha
a vagasi hely az NBD1 domén belsejében, azaz a 433-as és a 633-
as pozicidé kozott talalhatd. E mdédszer alapjan az NBD1 domén N-
termindlis hatarat a 433-as aminosav kérnyékére, C-terminalis
hatarat pedig a 633-as aminosav koérnyékére josoltuk.

5.1.2. A CFTR foszforilacios szabalyozasa

A WT CFTR csak PKA-val torténd foszforilaciot kdvetéen
aktiv. A TMD1/NBD1 (1-633) szegmens és a TMD2/NBD2 (837-
1480) szegmens egyittes expresszidjaval olyan csatornat allitottunk
el6, amelybdl hianyzik az R domén (cut-AR). Ezek a csatornak
mikodéképesek, és ATP-fuggd kapuzasuk a WT csatornakéhoz
hasonld. A cut-AR csatornak aktivitasahoz azonban nem szikséges
foszforilacid, ebbdl arra kdvetkeztettlink, hogy az R-domén déntéen
gatldé hatasu: a WT csatorndk nem-foszforilalt R-doménja gatolja a
csatornak kapuzasat, s e gatlas felfliggeszthet6é az R-domén

Az NBD1 domén rontgenkrisztallografias szerkezete tovabb
pontositotta e domén hatarait. Kiderllt, hogy az NBD1 domént
valéjaban a ~390-638 aminosavak alkotjak, azonban a 404-435-6s
szakasz egyedi beékel6édés (regulatory insertion, RI), amely
egyetlen masik ABC fehérjében sem taldlhaté meg. Mind az R,
mind az NBD1-et kdveté 639-670-es szakasz (regulatory extension,
RE) tartalmaz PKA-szubsztrat szerint (S422, illetve S660), és
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szerkezete foszforilacio-fliggének bizonyult. Ezért felmertlt, hogy e
két szakasz fontos szerepet jatszhat a CFTR foszforilacié-fliggd
szabalyozasaban. Ko-expresszios kisérleteinkhez készllt
konstrukcidink lehetéséget biztositottak e két szakasz szelektiv
deléciojara. Az 1-414-es és 433-1480-as szegmensek ko-
expresszidja az Rl, az 1-633-as és 668-1480-as szegmenseké pedig
az RE jelent6s részét iktatta ki. Sem az RIl, sem az RE kiiktatasa
nem fliggesztette fel a CFTR aktivacié szigoru foszforilacio-fliggéseét,
és nem befolyasolta Iényegesen a csatornak kapuzasat. Nem volt
szamottevé hatasa annak sem, ha az RI delécidjaval egyidében az
RE egyetlen foszforilalhatod szerinjét is kikliszoboltik (1-633(S422A)
és 668-1480 szegmensek ko-expresszidja). Tehat sem az RI, sem
az RE szakasz jelenléte nem szilkséges a CFTR foszforilacio-fliggé
szabalyozasahoz.

A 768-as R-domén szerin szerepének megértése céljabol
megvizsgaltuk az S768A mutanst. A WT csatorndkkal ellentétben az
S768A csatornak a petesejtekben mar nyugalmi allapotban, a cAMP
utvonal stimulalasa nélkul is, kozel maximalisan aktivak, ez az
aktivitas azonban PKA gatléoszerek (Rp-cAMPS) injektalasara
elenyészik. Inside-out patch-ben a WT csatornakhoz hasonléan az
S768A csatornak is csak PKA-val aktivalhatok, azonban ehhez
érzékenység eredménye a nyugalmi sejtekben mért nagy S768A
aram. Tomegspektrometrias mérésekkel igazoltuk, hogy nyugalmi
sejtekben a WT csatornak 768-as szerinje valdban foszforilalva van,
amint ezt az S768A mutans markans fenotipusa alapjan
feltételeztiik. PKA és y-**P-ATP jelenlétében foszforilalt izolalt R-
domén peptid tOmegspektrometridas elemzése igazolta, hogy WT
csatornakban a 768-as szerin foszforilalodik leggyorsabban. Ezzel
szemben a tdébbi R-domén szerin foszforilacidjanak kinetikaja nem
valtozott az S768A mutécié hatasara. Eredményeink alapjan a WT
csatornakban a 768-as szerin mar nyugalmi PKA aktivitas mellett is
foszforilalodik, ez a modifikacié pedig jobbra tolja el a csatornak
aktivitasanak foszforilacié-fliggését. A jelenség élettani jelentésége
nem ismert, feltételezéslink szerint biztositja a CFTR aktivitasanak
finomabb szabalyozhatdsagat.
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5.1.3. Az ATP-fugg6 kapuzasi ciklus mechanizmusa

A CFTR kapuzasi lépéseinek termodinamikai jellemzése
céljabdél megvizsgaltuk a WT csatornak nyitasi és zarédasi
sebességeinek hémérsékletfliggését (15-35°C kozott). Miutan a WT
CFTR zarodasa ATP hidrolizishez kétott, megvizsgaltuk katalitikusan
inaktiv.  mutansok (pl. K1250A) zardodasi sebességének
hémérsékletfliggését is: e csatornak lassu zarédasa, amely az ATP-t
kotétt NBD dimer lassu szétesését tukrozi, valojaban a nyitasi Iépés
visszaforditasanak tekinthet6. Az egyes kapuzasi lépések aktivacios
entalpiait (AH*) Eyring diagramok meredekségeibdl hataroztuk meg,
mig maguk a sebességek felsé becslést adtak az aktivaciés
szabadentalpiakra (AG*max); e két paraméterbdl egyszersmind az
aktivacios entrépia alsé becslése (AS*.,) is adodott. A nyitas és
nem-hidrolitikus zarédas AH* értékei ~120, illetve ~40 kJ/mol
értéknek adoédtak, azaz a nyitasi aktivalt allapotban a fehérjét
nagyfoku feszllés jellemzi, amely a nyitott llapotban csak részben
oldédik. Az aktivacios entalpianal joval kisebb nyitasi AG*.x (~80
kd/mol) alapjan a nyitasi aktivalt allapot elérése jelent6s
entropiandvekedéssel parosul (TAS‘cmin ~40 kJ/mol). Ez konzisztens
azzal a korabbi felvetéssel, miszerint a nyitasi aktivalt allapotban az
NBD dimer mar Kkialakult: az entropiandvekedés a két NBD
Osszezaruld felszineirdl leszoruld rendezett hidratburok szétesését
tikrozheti. Eredményeink egy tovaterjedd konformacios hullammal
magyarazhatok. Eszerint a nyitasi konformaciovaltozast az NBD
dimer kialakulasa inditja el, e folyamatban a két ATP molekularis
ragaszto szerepét tolti be. Az NBD dimer kialakulasa feszulést idéz
el a még zart allapott TMD-ban, amely annak megnyilasakor —
tovabbi entropiandvekedés mellett — részlegesen oldodik. Ezzel
szemben a WT csatornak zarédasakor a AH* (~70 kJ/mol) és AG*
(~70 kd/mol) értékek hasonldak, nincs szamottevd entropiavaltozas.
Ez konzisztens azzal az elképzeléssel, hogy a zarddas
sebességmeghatarozé Iépése az ATP hidrolizis: e Iépés aktivaciés
allapota egyetlen kémiai kotés — az ATP [B-y kétése — feszllését
tikrozi.

A CFTR éltal katalizalt ATP hidrolizis fiziologias kérulmények
kozott irreverzibilis, nem egyensulyi folyamat. Sokaig vitatott volt
azonban, hogy a porus kapuzasanak mechanizmusa mennyire
szorosan csatolt ehhez az ATPaz aktivitashoz. Miutan az
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ioncsatornak dontdé tobbségének kapuzasa egyensulyi folyamat,
sokan kétségbevontak, hogy a CFTR esetében ez masképpen
lehetne. Az egyedi csatornak nyitott illetve csukott allapotban eltdltott
tartozkodasi id6inek eloszlasai egyértelml lehet6séget biztositanak
a kapuzas nem-egyensulyi voltanak vizsgalatara. Matematikai uton
megmutathatd, hogy egyensulyi folyamatok esetén ezek az
eloszlasok monoton csdkkendk — csucsos eloszlasok kizardlag nem-
egyensulyi mechanizmus esetén johetnek Iétre. Ezért egyedi
csatornas mérésekbdl rekonstrudltuk WT és mutans CFTR
csatornak nyitasi id6 eloszlasait. WT csatornak esetén csucsos
eloszlast talaltunk, mig a 2-es ko6téhely konzervalt Walker B
aszpartatjanak mutaciéja (D1370N) hatasara az eloszlas monoton
csokkendvé valt. Maximum likelihood illesztések segitségével
megallapitottuk, hogy WT csatornak esetén — a CFTR transzporter
eredetének megfeleléen — szoros csatolas van az ATPaz ciklus és a
kapuzasi ciklus kézott: a nyitasok >95%-a ATP hidrolizissel végz6-
dik. Egyes mutaciék azonban lazithatjak e csatolas szorossagat. A
K464A mutacié (NBD1 Walker A motivum) példaul csokkenti az ATP
hidrolizis sebességét, ugyanakkor destabilizalja az NBD dimert, igy
a nyitasoknak csak ~20%-a végzddik ATP hidrolizissel. Végs6é
esetben, a katalizis teljes megszintetése esetén (pl. D1370N),
lassu, nem-hidrolitikus kapuzas tapasztalhat6 (0% csatolas).

5.1.4. Egy CFTR stimulator szerkezet-aktivitas vizsgalata

Az 5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoat (NPPB)
feszultségfuggd porusblokkold, amely emellett erételjesen noveli a
CFTR nyitvatartasi valésziniségét. A CFTR stimulatorok lehetséges
terapias jelentésége miatt feltartuk az NPPB kapuzasi hatasanak
mechanizmusat. Az alkalmazott maximalis NPPB koncentracié (210
uM) mellett a WT CFTR csatornak nyitvatartasi valdsziniisége kb. 4-
szeresére, a AF508 CFTR csatornaké viszont kb. 20-szorosara no6tt.
Ezzel szemben a kontrollként alkalmazott masik CFTR
porusblokkold, a 3-(N-morfolino)propanszulfonat (MOPS) nem hatott
a kapuzasra. A porusblokkal ellentétben az NPPB kapuzasi hatasai
feszultségfuggetleneknek mutatkoztak, és nagy koncentracioju
MOPS jelenléte sem fliggesztette fel azokat. Ez arra utal, hogy az
NPPB "kapuzasi kétéhelye" a péruson kivil talalhato.

Az NPPB okozta stimulacié molekularis mechanizmusanak
megértése érdekében részletesen tanulmanyoztuk az egyes
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kapuzasi |épések sebességére gyakorolt hatasait. Megallapitottuk,
hogy a drog az ATP hidrolizis gatlasa révén kb. 4-szeresére nyujtja a
vad tipusu csatornak atlagos nyitvatartasi idejét. Emellett kb. 3-
szorosara noveli mind a vad-tipusu csatornak nyitasi sebességét,
mind a katalitikusan inaktiv (K1250A, E1371S) mutansok nem-
hidrolitikus  zarédasi sebességét: azaz a nyitasi |épésre
katalizatorként hat. Ertelmezésiink szerint (Id. 5.1.3. alfejezet) e
nyitasi atmeneti allapotban fellép6 feszlilés a mar kialakult NBD
jelentkezik. Kézenfekvd tehat, hogy az NPPB kapuzasi kétéhelye,
amely azonositasa esetén Uj célpontot jelenthetne a CFTR-t aktivald
gyogyszerek tervezésében, valahol ebben a régidban talalhaté.

A szerkezet-hatas 6sszefiiggések jobb megértése érdekében
megvizsgaltuk, hogy az NPPB két, kinetikailag elkilonithetd
kapuzasi hatasaért a komplex molekula kiilénb6z6 részei felelések-
e. E célbdl "kettévagtuk" az NPPB molekulat egy 3-nitrobenzoat
(3NB, "feji vég") és egy 3-fenilpropilamin (3PP, "farki vég") részre, és
kllon-kulon vizsgaltuk a két részmolekula kapuzasra, illetve
permeacioéra gyakorolt hatasait. Varakozasunknak megfeleléen az
NPPB pérusblokkold tulajdonsaga a 3NB karboxil csoportjanak volt
tulajdonithatd, mig a 3PP kevéssé befolyasolta a csatornapoérus
vezetOképességét. Meglepetésre azonban mind a 3NB, mind a 3PP
erbteljesen stimuldlta a CFTR nyitvatartasi valdszinliségét.
Részletes kinetikai analizis alapjan a 3NB kb. harmadara csdkkenti
mind a WT CFTR csatornak atlagos csukvatartasi idejét, mind a
nem-hidrolitikus K1250A mutans nyitvatartasi idejét, viszont nem hat
a WT csatornak nyitvatartasi idejére. Ezzel szemben a 3PP
szelektiven ez utébbi paramétert nyujtia meg. A 3NB és a 3PP
részmolekulak aktivald hatasai tehat mikroszkopikus szinten eltéréen
valésulnak meg: a 3NB kizarélag a nyitasi konformaciovaltozas
atmeneti allapotat stabilizélja, mig a 3PP szelektiven az ATP
hidrolizist gatolja. Ha a nyitvatartasi valdszinliség ©6nmagaban
alacsony (pl. AF508 mutans), akkor az NPPB-nek ezen két kapuzasi
hatasa egymastol fliiggetlenll ndveli azt. Ezért az NPPB szerkezet
alapjan tervezett hatédsos potenciator molekuldknak mindkét
kapuzasi hatast meg kellene &riznilk a porusblokk kiiktatasa mellett.
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5.2. A TRPM2 szerkezete, miikodése

5.21. A TRPM2 biofizikai vizsgalatara alkalmas kisérleti
rendszer létrehozasa

A TRPM2 békapetesejtben, inside-out patch-ben, torténd
vizsgalatahoz ki kellett iktatnunk e sejtek endogén Ca*" aktivalt CI-
aramat. Megmutattuk, hogy szimmetrikus 140 mM-os Na-glukonat
oldatban az intracellularis Ca®* nem indukal endogén aramot, igy a
TRPM2 aram szelektiven vizsgalhat6. Mivel a TRPM2-t intracellula-
ris Ca** aktivalja, fluoreszcens titralasos médszerrel meghataroztuk
a glukonat Ca*" affinitasat, igy kiszamithattuk glukonat alapu kad-
oldataink szabad [Ca*']-jat. Inside-out patch-clamp kisérleti rendsze-
rink lehetévé tette az intracellularis ligand koncentracidék direkt,
gyors kontrolljat, kilénb6zé membranpotencialokon hirtelen kon-
centraciovaltdsokra kapott makroszkopos valaszok kinetikajanak,
illetve egyedi csatornak steady-state kapuzasanak vizsgalatat.

5.2.2. A TRPM2 Ca”*" fiiggd szabalyozasa

Megallapitottuk, hogy telitési intracellularis [ADPR] és
alacsony (4 uM) extracellularis [Ca?'] jelenlétében a TRPM2
csatornaknak mind a nyitasi, mind a csukddasi sebessége az
intracellularis [Ca®'] fliggvénye; a [Ca®'] emelése gyorsitja a nyitast
(K12=158 uM) és lassitja a csukddast (K42=379 nM). E két hatas
nagyon eltér K, értéke arra utal, hogy a nyitott csatornak jéval
erésebben kotik a Ca*-ot mint a csukott csatornak — éppen ez a
Ca®" aktivalo hatasanak magyarazata. A mikroszképikus kinetika a
Monod-Wymann-Changeux modellel irhaté le: a TRPM2-t négy Ca**
ion kétédése aktivalja; minden Ujabb kétédés kb. 33-szorosara ndveli
a nyitott/csukott egyensulyi allandét, dsszesen kb. 10°-szoros
aktivaciot okozva.

Kimutattuk, hogy magas (1 mM) extracellularis [Ca
jelenléte nincs hatassal a csatornak nyitasi sebességére, tehat a
csukott csatorndk nem érzékelik az extracellularis Ca*-ot. Amint
azonban egy csatorna megnyilik, a pérusan bearamlé Ca?* késlelteti
a csatorna becsukédasat, mert telitésben tartja az aktivalo
kétéhelyeket — dacara az intracellularis felszin Ca?-mentes oldattal
torténd folyamatos, gyors mosasanak. Az aktivald kotéhelyek tehat a
csatorna kapujatdl intracellularis iranyban helyezkednek el, de nem a
csatorna fehérje felszinén, hanem egy mély (regben

2]

15



Dr. Csanady LaszIo

(vesztibulumban), a pérus bemenetének kozvetlen kozelében. Ezt a
kovetkeztetést megerdsiti, hogy pozitivabb membranpotencialok
alkalmazasakor az extracellularis Ca®* kapuzasra gyakorolt hatasa a
Ca?* bedramlas hajtoerejének  csokkenésével aranyosan
mérséklédik. A Ca?* kdtéhelyek mind csukott, mind nyitott allapotban
szabadon hozzaférheték az oldat szamara.

5.2.3. A TRPM2 ADPR-fiigg6 szabalyozasa

A TRPM2 csatornat aktivald6 ADPR-t a csatorna intracellularis
karboxi-terminalis NUDT9-H doménje kéti, amely ~40% szekvencia
homoldgiat mutat a NUDT9 nevi mitochondrialis ADPRaz enzimmel.
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az izolalt NUDT9-H domén is
aktiv ADPRaz, ezért kézenfekvd és stratégiailag fontos kérdés volt,
hogy a TRPM2 kapuzasa is — a CFTR-éhez hasonléan -
enzimatikus aktivitdshoz kapcsolt nem-egyensulyi folyamat-e.
Felvet6dott példaul, hogy a lassu ADPR hidrolizis a G,-fehérjék
GTP&az aktivitdsahoz hasonl6 id6zitd mechanizmus lehetne, amely
korlatozza az aktiv periédus idétartamat. E feltevés értelmében a
csatornak ADPR hirtelen megvonasat kévetéen mérheté lassu
csukddasi sebessége (~0.5 s') az ADPR hasitds sebességét
tikrozné. E kérdeés tisztazasa érdekében ellendrizni kivantuk, hogy a
csatorna leirt enzimatikus aktivitdsa hogyan kapcsolodik a csatorna
kapuzasahoz.

El6szO6r megvizsgaltuk a NUDT9-H domén pontmutacidinak
hatasat a TRPM2 csatorna kapuzasara. Az ADPRazok konzervalt
"Nudix-box" motivuma (konszenzus REFXEE) a TRPM2 NUDT9-H
doménjében atipusos (RILRQE). A NUDT9 enzimben az EF—IL
mutaciéo (Id. TRPM2) 1%-ara csokkenti, az EE—-KK mutacio
felflggeszti az ADPRaz aktivitast. Ennek analdgigjara létrehoztunk
egy feltételezhetéen "inaktiv"' QE—KK (Q1408K/E1409K) és egy
feltételezhetéen "hiperaktiv" IL—EF (11405E/E1406F) TRPM2
mutanst. Azonban e négy egyedi és két dupla mutacié egyike sem
befolyasolta az ADPR iranti latszélagos affinitast (Ky2~1 uM) és az
ADPR elvonasat kdvet6 csukodasi sebességet. Ugyancsak nem volt
hatdsa a kapuzasra a feltételezett katalitikus bazisként mikodé
aszpartat oldallanc csonkitasanak (D1468A) sem.

A fenti mutacidk kapuzasra kifejtett hatasanak hianyat
egyarant magyarazhatja, (a) ha a NUDT9-H domén eleve
katalitikusan inaktiv, (b) ha az ADPR hasitasanak nincs hatasa a
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kapuzasra, vagy (c) ha a vizsgalt Nudix-box oldallancok nem
szikségesek a katalizishez (a homolog NUDT9 enzim
kristalyszerkezete felvetette, hogy a katalizis kémiai mechanizmusa
nem teljesen konzervalt az ADPRéazok kozott). A kérdés alternativ
megkozelitéseként megszintetizaltattunk egy nem-hidrolizalhato
ADPR analégot, amelyben az o és B foszfatokat metilén-hid koti
O0ssze (AMPCPR). Miutan vékonyréteg kromatografias vizsgalatokkal
ellendriztik, hogy az AMPCPR-t még a NUDT9-H doménnal kb.
100-szor aktivabb NUDT9 enzim sem képes elhasitani,
megvizsgaltuk ezen analdég hatasat a TRPM2 csatornakra. Az
ADPR-hoz hasonléan, az AMPCPR is alkalmasnak bizonyult a
csatorndk megnyitasara, bizonyitva ezzel, hogy a ligand elhasitasa
nem feltétele a porus megnyilasanak. Ugyanakkor, az AMPCPR az
ADPR-éhoz képest kb. 40-szer alacsonyabb latszélagos affinitassal
hatékonysaga allt, ami a csukott csatornakhoz valdé kotédeés
csokkent affinitasat tikrézi. Raadasul, az AMPCPR részleges
agonistanak bizonyult, azaz telitési koncentraciéban is csak kb. fele
akkora nyitvatartasi valdszinlséget biztositott mint az ADPR. E
csokkent hatasersséget az AMPCPR-t kotott csatornak révidebb
nyitvatartasi ideje, azaz a nyitott allapot csdkkent stabilitasa okozta:
ennek megfeleléen az AMPCPR elvonasat kovet§ zarodasi
sebesség is az ADPR elvonasat kovetééhez képest kb. 3-szor
gyorsabbnak mutatkozott. Ez azt bizonyitja, hogy a ligand elhasitasa
a pérus bezarédasanak sem feltétele. Osszességében
megallapitottuk, hogy a TRPM2 csatornak ADPR-stimulalta
kapuzasa és a ligand esetleges hidrolizise kézo6tt nem all fenn
csatolds, azaz a TRPM2 esetében a porus kapuzasa egyensulyi
folyamat.

5.2.4. A TRPM2 egyéb modulatorai

Megallapitottuk, hogy — intakt sejtekkel ellentétben — izolalt
patch membranban a H,O, nem aktivalja a TRPM2-t és nem befo-
lyasolja az ADPR-kivaltotta aktivitast. Ugyszintén, izolalt patch-ben
nem hat a TRPM2 aktivitasra sem az AMP, sem az enzimatikusan
tisztitott cADPR (a kereskedelmi forgalomban kaphaté cADPR-t
ADPR-zal er6sen szennyezettnek talaltuk). Az NAADP kisaffinitasu
(Kn=100 uM) parcialis agonistanak bizonyult (50% hatékonysag) és
nem szinergizalt az ADPR-zal, az NAAD-t pedig teljesértékl, de

17



Dr. Csanady LaszIo

kisaffinitasu (K,=30 uM) agonistanak talaltuk. Tehat a H,O,, AMP,
cADPR, NAADP, és NAAD nem kozvetlenul a TRPM2 fehérjéhez
kotédnek: cellularis hatasaik részben kozvetettek, részben pedig
szennyezddést tikroznek.

5.2.5. A TRPM2 inaktivaciéjanak mechanizmusa

Megallapitottuk, hogy a WT TRPM2 gyors inaktivacioja
allapotfiiggé, valamint fligg a permeald ionok fajtajatél és
koncentraciojatél — ez valoszinisitette a szelektald filter szerepét e
folyamatban. A rokon TRPMS5 csatorna filter szekvenciajat utanzé
tripla mutans TRPM2 (T5L TRPM2) nem inaktivalodik Ca®* és ADPR
fenntartott jelenlétében. A WT TRPM2 inaktivaciojat tehat a
szelektalo filter konformaciovaltozasa okozza. Mivel a TS5L mutécio
nem valtoztatta meg a kapuzas Ca®*- és ADPR-fiiggését, e
porusmutans kivald modell a kapuzas steady-state kordlmények
kozotti vizsgalatahoz.

5.2.6. A TRPM2 PIP,-filiggd szabalyozasa

Megallapitottuk, hogy a membran PIP, tartalmanak teljes
deplécidja a TRPM2 csatornak zardédasahoz vezet, ilyen
kérilmények kdzott a csatornak csak mM-os intracellularis [Ca®']
jelenlétében nyithatok meg. A PIP, tehat a TRPM2 latszélagos Ca®*
érzékenysegeét befolyasolja. Ugyanakkor a nyitott TRPM2 csatornak
nagy affinitassal kotik a PIPo-t, mert a T5L mutans aktivitasa Ca’* és
ADPR jelenlétében még a patch kiszakitasat kévetd 1 6ra alatt sem
csOkken lényegesen, mig a membran szabad PIP, tartalma a
kiszakitast kdvetéen percek alatt elenyészik.

5.3. EIméleti eredmények

3.3.1. Tobbcsatornas regisztratumok kinetikai elemzése

Létrehoztam egy maximum-likelihood alapu matematikai
eljarast, amelynek segitségével az egyedi csatornak kapuzasi
paraméterei meghatarozhatok tébb mint egy aktiv csatornat
tartalmazd patch regisztratumokbdl is. A médszert szoftver csomag
formajaban meg is valdsitottam; e szoftvert azéta tébb kutatécsoport
hasznalja vilagszerte, segitségével eddig >30 rangos kdzlemény
szuletett.
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3.3.2. Alternativ kinetikai modellek statisztikai rangsorolasa

Kidolgoztam egy  statisztikai modszert, amelynek
segitségével a lehetséges kapuzasi modellek a maximum-likelihood
illesztés alapjan statisztikailag rangsorolhatok.

3.3.3. Nem-egyensulyi rendszerek termodinamikai vizsgalata

Matematikai uton kimutattam, hogy egyedi-csatornas
mérések REFER analizise segitségével semmilyen termodinamikai
informacié nem nyerheté abban az esetben, ha a kapuzas nincs
egyensulyban. Ezért nem alljak meg a helylket a szakirodalomban a
CFTR csatornardl leirt olyan kovetkeztetések, amelyek ezen
moddszerrel kapott eredményekre épllnek.
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6. A TEZISEK LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASAI

6.1. A CFTR szerkezete és miikodése

A CFTR — moduléaris szerkezetének megfeleléen — t6bb
polipeptid szegmensbél is dsszeépithetd. Az R-domén nem foszfo-
rilalt formajaban gatlé hatasu. A 768-as R-domén szerin foszforila-
cioja csokkenti a CFTR PKA iranti érzékenységét. A nem konzervalt
RI és RE szakaszok nem sziikségesek a csatorna foszforilacié-
fuggd szabalyozasahoz. A csatornanyitds hullamszerien terjed6
konformaciévaltozas, amelyet az NBD-k ATP kotését kovetd dime-
rizacidja indit. A nyitasi aktivalt allapotot nagyfoku fesziilés jellemzi,
ebben az allapotban a dimer mar kialakult, de a pérus valdszinilleg
még zart. A WT CFTR csatorna kapuzasa ciklikus, nem-egyensulyi
folyamat, amely szorosan csatolt az ATP hidroliziséhez: a nyitasi
események >95%-a ATP hidrolizissel végzédik. Az ATP hidrolizis a
zarédas sebességmeghatarozé lépése. Az NPPB a AF508 CFTR
csatorna egyik legnagyobb hataserdésségil stimulatora. A stimulacié
két kinetikailag elkulonithetd hatas — a nyitasi |épés energiagatjanak
csokkentése és az ATP-hasitasi Iépés gatlasa — révén valésul meg.
A fenti két hatasért szelektiven a drog molekula két komplementer
része felelés: a 3-nitrobenzoat rész csak a nyitasi |épésre, mig a 3-
fenilpropilamin rész csak az ATP-hasitasi lépésre hat.

6.2. A TRPM2 szerkezete és miikodése

Az intracellularis ADPR, az intracellularis Ca®', és a
membran belsd rétegében talalhaté PIP, a TRPM2 csatorna ko-
aktivatorai. A négy alegységhez kotédd Ca®** ionok a Monod-
Wyman-Changeux mechanizmussal aktivaljak a csatornat, 6sszes-
ségében >10°szorosara ndvelik a nyitott/csukott egyensulyi
allandét. Az aktivalé Ca®* kotéhelyek a kaputdl intracellularisan, de a
porus kozvetlen kdzelében talalhaték, és mind csukott, mind nyitott
allapotban gyors egyensulyban vannak az oldattal. Fiziologias
korlilmények kdzott a nyitott péruson bearamlé Ca®* ionok telitésben
tartjak az aktivalo koétéhelyeket. Az ADPR elsGsorban a zart
nyitott allapotaban sem okkludalédik teljesen. A csatorna kapuzasa
egyensulyi folyamat, amely nem csatolédik az ADPR hasitasahoz. A
H,O,, cADPR, AMP, és NAADP kozvetlenlil nem befolyasoljak a
TRPM2 aktivitasat, intakt sejtekben tapasztalt modulalé hatasaik
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kozvetettek. A csatornak nagy affinitassal kotik a PIP,-t, a membran
PIP, tartalmanak teljes deplécidja esetén viszont csak mM-os [Ca?']
mellett aktivalhatok. A WT TRPM2 kiszakitott patch-ben tapasztalt
gyors inaktivaciéjat a szelektalo filter konformacié-valtozasa okozza,
amely a T5L mutacioval megakadalyozhaté.

6.3. EIméleti eredmények

Kapuzasi kinetikai paraméterek tobb csatornat tartalmazoé
patch regisztratumokbol is kinyerhet6k. Alternativ kinetikai modellek
statisztikailag rangsorolhatok.

21



Dr. Csanady LaszIo

7. SAJAT KOZLEMENYEK JEGYZEKE

Forditott kronolégiai sorrend, alahtuzas=benyujté szerzé, *=PhD o6ta

7.1. A tézisek alapjat képez6 idegen nyelvii kdzlemények

1.

*2.

*3.

*4,

*5.

*6.

*7.

*8.

*9.

Toth, B., lordanov, |., Csanady, L. 2014. Putative chanzyme
activity of TRPM2 cation channel is unrelated to pore gating.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111:16949-16954. IF: 9.809.

Csanady, L., Torécsik B. 2014. Structure-activity analysis of
a CFTR channel potentiator: distinct molecular parts underlie
dual gating effects. J Gen Physiol. 144:321-336. IF: 4.570.

Csanady, L., Torocsik B. 2014. Catalyst-like modulation of
transition states for CFTR channel opening and closing: New
stimulation strategy exploits nonequilibrium gating. J Gen
Physiol. 143:269-287. IF: 4.570.

Toth B., Csanady, L. 2012. Pore collapse underlies
irreversible inactivation of TRPM2 channel currents. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 109:13440-13445. IF: 9.681.

Csanady, L., Vergani, P., Gadsby, D.C. 2010. Strict coupling
between CFTR's catalytic cycle and gating of its CI- ion pore
revealed by distributions of open channel burst durations.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 107:1241-1246. IF: 9.771.

Toth B., Csanady, L. 2010. Identification of direct and indirect
effectors of the transient receptor potential melastatin 2 (TRP-
M2) cation channel. J. Biol. Chem. 285:30091-102. IF: 5.328.

Csanady, L., Toréesik, B. 2009. Four Ca?" ions activate
TRPM2 channels by binding in deep crevices near the pore
but intracellularly of the gate. J. Gen. Physiol. 133:189-203.
IF: 4.260.

Csanady, L. 2009. Application of rate-equilibrium free energy
relationship analysis to nonequilibrium ion channel gating
mechanisms. J. Gen. Physiol. 134:129-136. IF: 4.260.

Csanady, L., Mindell, J.A. 2008. The twain shall meet: chan-
nels, transporters and things between... Meeting on “Memb-

22

Dr. Csanady LaszIo

CFTR és TRPM2 szerkezet/funkcio

CFTR és TRPM2 szerkezet/funkgié 745 13

*10.

*11.

*12.

*13.

*14.

15.

16.

17.

rane Transport in Flux: the ambiguous interface between
channels and pumps” EMBO Rep 9:960-965. IF: 7.099.

Gadsby, D.C., Vergani, P., Csanady, L. 2006. The ABC
protein turned chloride channel whose failure causes cystic
fibrosis. Nature 440:477-483. IF: 26.681.

Csanady, L., A.C. Nairn, Gadsby, D.C. 2006.
Thermodynamics of CFTR channel gating: a spreading
conformational change initiates an irreversible gating cycle. J.
Gen. Physiol. 128:523-533. IF: 4.685.

Csanady, L. 2006. Statistical evaluation of ion-channel gating
models based on distributions of LogLikelihood Ratios.
Biophys. J. 90:3523-3545. IF: 4.757.

Csanady, L., Seto-Young, D., Chan, K.W., Cenciarelli, C.,
Angel, B.B., Qin, J., McLachlin, D.T., Krutchinsky, A.N., Chait,
B.T., Nairn, A.C., Gadsby, D.C. 2005. Preferential phosphory-
lation of R-domain serine 768 dampens activation of CFTR
channels by PKA. J. Gen. Physiol. 125:171-186. IF: 4.410.

Csanady, L., Chan, K.W., Nairn, A.C., Gadsby, D.C. 2005.
Functional roles of nonconserved structural segments in
CFTR's NH,-terminal Nucleotide Binding Domain. J. Gen.
Physiol. 125:43-55. IF: 4.410.

Csanady, L. 2000. Rapid kinetic analysis of multichannel
records by a simultaneous fit to all dwell-time histograms.
Biophys. J. 78:785-799. IF: 4.462.

Csanady, L., Chan, KW., Seto-Young, D., Kopsco, D.C.,
Nairn, A.C., Gadsby, D.C. 2000. Severed channels probe
regulation of gating of Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator by its cytoplasmic domains. J. Gen.
Physiol. 16:477-500. IF: 6.082.

Chan, K.W., Csanady, L., Seto-Young, D., Nairn, A.C,,
Gadsby, D.C. 2000. Severed molecules functionally define the
boundaries of the Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator's NHj-terminal nucleotide binding
domain. J. Gen. Physiol. 116:163-180. IF: 6.082.

23



Dr. Csanady LaszIo

7.2. Egyéb idegen nyelvi kozlemények

*18.

*19.

*20.

*21.

*22.

*23.

*24.

*25.

*26.

Csanady, L., Mihalyi C, Szollosi A, Térocsik B, Vergani P.
2013. Conformational changes in the catalytically inactive
nucleotide-binding site of CFTR. J Gen Physiol. 142:61-73.
IF: 4.570.

Szollosi, A. , Muallem, D.R., Csanady, L., Vergani, P. 2011.
Mutant cycles at CFTR's non-canonical ATP-binding site
support little interface separation during gating. J. Gen.
Physiol. 137:549-62. IF: 3.841.

Homolya L., Orban T.l., Csanady, L., Sarkadi, B. 2011.
Mitoxantrone is expelled by the ABCG2 multidrug transporter
directly from the plasma membrane. Biochim. Biophys.
Acta. 1808:154-163. IF: 3.990.

Szollosi A., Vergani P., Csanady, L. 2010. Involvement of
F1296 and N1303 of CFTR in induced-fit conformational
change in response to ATP binding at NBD2. J. Gen.
Physiol. 136:407-23. IF: 4.283.

Csanady, L. 2010. Degenerate ABC composite site is stably
glued together by trapped ATP. J. Gen. Physiol. 135:395-
398. IF: 4.283.

Csanady, L. 2010. Permeating proton found guilty in
compromising TRPM2 channel activity. J. Physiol.
588:1661-1662.

Chinopoulos, C., Vajda, Sz., Csanady, L., Mandi, M., Mathe,
K., Adam-Vizi, V. 2009. A Novel Kinetic Assay of
Mitochondrial ATP-ADP Exchange Rate Mediated by the ANT.
Biophys. J. 96:2490-2504. IF: 4.390.

Chan, K.W., Wheeler, A., Csanady, L. 2008. Sulfonylurea
Receptors Type 1 and 2A Randomly Assemble to Form
Heteromeric Karp Channels of Mixed Subunit Composition. J.
Gen. Physiol. 131:43-58. IF: 4.711.

Fang, K., Csanady, L., Chan, K.W. 2006. The N-terminal
transmembrane domain (TMDO) and a cytosolic linker (LO) of
sulfonylurea receptor define the unique intrinsic gating of Katp

24

CFTR és TRPM2 szerkezet/funkgié 745 13

Dr. Csanady LaszIo

CFTR és TRPM2 szerkezet/funkcio

*27.

*28.

29.

channels. J. Physiol. 576:379-389. IF: 4.407.

Csanady, L., Adam-Vizi, V. 2004. Antagonistic regulation of
native Ca®- and ATP-sensitive cation channels in brain
capillaries by nucleotides and decavanadate. J. Gen. Physiol.
123:743-757. IF: 5.105.

Csanady, L., Adam-Vizi, V. 2003. Ca*- and voltage-
dependent gating of Ca®*- and ATP-sensitive cationic
channels in brain capillary endothelium. Biophys. J. 85:313-
327. IF: 4.463.

Csanady, L., Gadsby, D.C. 1999. CFTR channel gating:
Incremental progress in irreversible steps. J. Gen. Physiol.
114:49-53. IF: 6.382

7.3. Magyar nyelvi kézlemények: —

7.4. Konyvek, konyvfejezetek

*30.

*31.

Vergani, P., Gadsby, D.C., Csanady, L. 2013. CFTR, an ion
channel evolved from an ABC transporter. In: Roberts
Gordon (Editor); Heidelberg: Springer-Verlag, Encyclopedia
of Biophysics 254-265.

Csanady, L., Vergani, P., Gulyas-Kovacs, A., Gadsby, D.C.
2011. Electrophysiological, biochemical, and bioinformatic
methods for studying CFTR channel gating and its regulation.
Methods Mol Biol. 741:443-69.

7.5. Tudomanymetriai 6sszesités

Osszes koézlemények szama: 31
Osszesitett impakt faktor: 171.4
Hivatkozasok (fliggetlen): 820 (707)
H-index: 15
Egyediili szerzés kdzlemények szama: 5
Elsészerzés kdzlemények szadma: 19

Utolso szerzés kdzlemények szama: 12
Tarsszerz8s kdzlemények szama: 5

PhD o6ta megjelent kozlemények szdma: 27

25



