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1. ROVIDITESEK

ABC

ADP
ADPR
ADPRaz
AMP
AMPCPR
AMP-kinaz
AMPPNP
ATP
ATPaz
cADPR
CaM-kinaz
CFTR
DNS
EGTA

GABA
GTPaz
HEPES
IBMX
Katp

LL
MOPS
NAAD
NAADP

3NB
NBD
NMDG
NPPB

nudix

ATP kot6 kazetta (ATP Binding Cassette)
adenozin-5'-difoszfat (Adenosine-5'-DiPhosphate)
ADP-Ribo6z

ADPR hidrolaz (ADPR pirofoszfataz)
adenozin-5'-monofoszfat (Adenosine-5'-MonoPhosphate)
a,B-metilén ADPR

AMP-fliggd protein kinaz

adenozin 5'-(B,y-imido)trifoszfat)

adenozin-5'-trifoszfat (Adenosine-5'-TriPhosphate)
adenozin-5'-trifoszfataz

ciklikus ADP-rib6z

Ca-kalModulin fuggd protein kinaz

Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
DezoxiriboNukleinSav

etilén glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N'-tetraecetsav
(Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-TetraAcetic acid)
gamma-aminovajsav (Gamma-AminoButiric Acid)
guanozin-5'-trifoszfataz
4-(2-HidroxiEtil)Piperazin-1-EtanSzulfonsav
3-1zoButil-1-MetilXantin

ATP-fligg6é K* (csatorna)

Log-Likelihood

3-(N-MOrfolino)PropanSzulfonat
nikotinsav-adenin-dinukleotid (Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide)
nikotinsav-adenin-dinukleotid-foszfat

(Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide Phosphate)
3-NitroBenzoesav

nuklelotid k6t6 domén (Nucleotide Binding Domain)
N-Metil-D-Glukamin
5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoesav
(5-Nitro-2-(3-PhenylPropylamino)Benzoic acid)

nucleoside diphosphate linked moiety X
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™

TMD
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AH*
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Tb

Tib

NUDix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-Type motif 9
NUDT9 homoldgia

foszfatidil inozitol biszfoszfat (Phosphatidyl Inositol Bisphosphate)
Protein Kinaz A (ciklikus AMP-figgd protein kinaz)
nyitvatartasi valoszinliség (Open Probability)
3-fenilpropilamin (3-PhenylPropylamine)

Regulacios domeén

regulacios toldalék (Regulatory Extension)

regulacios beékelédés (Regulatory Insertion)
RiboNukleinSav

Reaktiv Oxigén Szarmazék

Rp-adenozin 3',5'-ciklikus monofoszforotiorat

natrium (Sodium)-DodecilSzulfat PoliAkrilamid GélElektroforézis
TRPMb5-like

vékonyréteg kromatografia (Thin Layer Chromatography)
TranszMembran

TranszMembran Domén

vad tipusu (Wild-Type)

aktivacios szabadentalpia valtozas

aktivacios entalpia valtozas

Log-Likelihood névekmény

aktivacios entropia valtozas

atlagos burst hossz

atlagos interburst hossz
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2. BEVEZETES

A human genom projektnek koszOnhetben az emberi szervezetet alkoto
fehérjék szekvenciaja ismertté valt, és e fehérjék jelent0s részének élettani, illetve
koros folyamatokban jatszott szerepérdl is vannak ismereteink. Szamos korkép
esetén tudjuk, hogy mely fehérje mikodésének befolyasolasa — serkentése vagy
gatlasa — lenne terapias szempontbdl elényos. Az ilyen célzott, molekularis terapia
kifejlesztését nagymértékben segiti a célfehérje szerkezetének, mikodésének
pontos ismerete.

Az ioncsatornak olyan specialis transzmembran fehérjék, amelyek egy (vagy
néhany) adott ionfajta szelektiv transzportjara képesek, poérusukat pedig kulénféle
szabalyozé szignalok nyitjak/zarjak. Mikodésuk kozvetlen eredménye a bioldgiai
membranok idében valtozé ion-permeabilitasa, illetve a transzmembran
iontranszport. Az  ioncsatorndk  elengedhetetlenek  tdbbek  kdzott a
membranpotencial, az idegi ingeruletvezetés, szinaptikus ingeruletatvitel, sziv- és
vazizommuikodeés, érzékelés, kulonb6zd hamfelszineken keresztuli viz- és
sofelszivodas illetve kivalasztas, hormonszekrécio, immunsejt aktivacid, és még sok
mas élettani folyamat létrejottében. Elettani szerepiik mellett tébb szaz betegség
ismeretes, amelyek hatterében valamely ioncsatorna mikodészavara all.

Az ioncsatornak transzport aktivitasa természeténél fogva elektrogén, ami
egyedulalld lehet6séget biztosit e fehériék konformaciovaltozasainak egyedi,
molekularis szintl tanulmanyozasara. Az utébbi évtizedben e nagyfelbontasu
funkcionalis vizsgalatok egyre inkabb tamaszkodhatnak a ndvekvé szamu atomi
felbontasu fehérje térszerkezetekre is. Kutatdécsoportunk az orvosi szempontbdl
jelentés CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) és TRPM2
(Transient Receptor Potential Melastatin  2) ioncsatornak szerkezet-funkcio
vizsgalatdban vesz részt. Célunk e Kkét ioncsatorna térszerkezetének, illetve
molekularis mikdédési mechanizmusanak pontos feltérképezése.

Kisérletes kutatasaink mellett elméleti fejlesztémunkat is végzunk, amelynek
célja az egyedi ioncsatorna aramok kinetikai elemzésének, modellek illesztésének
és statisztikai rangsorolasanak tokéletesitése, illetve e moddszerek alkalmazasi

korének bdvitése.
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2.1. A biolégiai membranokon keresztiili transzportfolyamatok biofizikaja

A bioldgiai membranokat alkotd lipid kettésréteg nem atjarhato polaros, illetve
elektromos toltéssel rendelkez6 részecskék (ionok) szamara. Ugyanakkor, a sejtek,
illetve a szervezet mikodése szempontjabdl elengedhetetlen ezen anyagok
szabalyozott felvétele illetve leadasa. Az ilyen transzportfolyamatok ellatasat
elsésorban specializalt transzportfehérjék végzik, amelyek szerkezetikkel a lipid
kett6sréteg teljes vastagsagat athidaljak (transzmembran fehérjék). Termodinamikai
szempontbdl passziv transzportnak nevezzuk a szabadenergia-csdkkenés irdnyaban
torténé  ("downhill") transzport folyamatokat, amelyek nem igényelnek kuilsé
energiaforrast, mig az elektrokémiai gradiens ellenében torténé ("uphill")
transzportfolyamatokat aktiv transzportnak nevezzuk. A passziv transzportot végz6
fehérjék az egyébként spontan transzport sebességét nagysagrendekkel novelik a
lipid kettésrétegen at torténd diffuziohoz képest, mig az aktiv transzporterek lehetévé
teszik a kulonb6zé membran kompartmentek kozotti transzmembran koncentracio-
gradiensek felépitését. Kinetikai szempontbdl a transzportfehérjéket két csoportba
soroljak: a klasszikus transzporterek (pumpak) és a transzmembran pérusok

(ioncsatornak, aquaporinok) csoportjaiba.
2.1.1. A transzportfolyamatok klasszikus osztalyozasa
2.1.1.1. Klasszikus transzporterek (pumpak)

A klasszikus transzporter fehérjék transzmembran régidi mikodési ciklusuk
soran kétféle szélsé konformacio kozott valtakoznak (1. A abra). A befelé nyitott
konformacioban a transzporter "belsé" (pl. plazma membran transzporter esetén a
citoszolikus) felszinén, a kifelé nyitott konformacidban pedig a "kilsé" (pl. plazma
membran transzporter esetén az extracellularis) felszinén valik hozzaférhetévé a
szubsztratkotd hely (Jardetzky, 1966). A transzporter egyik szélsé allapotabdl a
masikba csak egy koztes "okkludalt" allapoton keresztul juthat, amely a szubsztratot
a fehérje belsejébe zarja: ebben az allapotban a szubsztrat egyik oldalrél sem
hozzaférhetd (Beauge és mtsai., 1979; Post és mtsai., 1972). Termodinamikai
szempontbdl a klasszikus transzporterek kozé aktiv és passziv transzporterek is

tartoznak. Passziv "klasszikus" transzporterek az uniporterek, mint példaul a
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vorosvérsejt membran glukéz transzportere (Glut-1). Az aktiv "klasszikus"
transzporterek végezhetnek elsédleges vagy masodlagos aktiv transzportot: az
uphill transzport az elsé esetben kdzvetlenul ATP-hidrolizishez (P-, V-, F-tipusu,
illetve ABC ATPazok), mig a masodik esetben egy masik szubsztrat downhill
transzportjahoz kotdtt (csatolt transzport, pl. Na*/H*-cseréls, Na*/Ca®*-cseréld, Na*-
glukéz kotranszporter; Id. 1. A abra). A termodinamikai sokféleség ellenére a
klasszikus transzporterek kinetikai szempontbdl hasonléak: miutan minden
transzport ciklus csak egy vagy néhany szubsztratot (iont) juttat keresztil a
membranon, a transzportsebességet végsdésoron a transzportfehérje globalis
konformaciovaltozasainak sebessége hatarozza meg. Tekintve, hogy az ilyen
globalis konformacidvaltozasok tipikusan a millisecundum-os idéskalan zajlanak, a
klasszikus transzportfehérjék atviteli sebessége tipikusan nem nagyobb, mint 10%
10* s™ (Gadsby, 2009).

2.1.1.2. Transzmembran pérusok

A transzmembran transzportfehériék egy része rendelkezik olyan
konformacidval, amelyben a fehérje hossztengelye mentén a teljes membrant atérd,
a két kompartmentet 6sszekdtd poérus nyilik meg (1. B abra). Az ioncsatornak
porusain keresztiil szervetlen ionok (Na*, K*, Ca®*, CI), az aquaporinok pérusain
keresztul pedig vizmolekulak aramolhatnak passzivan, elektrokémiai gradiensuk
iranyaban. Miutan ez a fajta transzport nem igényel fehérje konformaciovaltozast, az
atviteli sebességet az elektrodiffuzié sebessége hatarozza meg, amely
nagysagrendekkel gyorsabb a "klasszikus" transzportok sebességénél: az
ioncsatornakban példaul az ionok ataramlasi sebessége fiziologias korulmények
kdzott tipikusan 10°-102 ion/s (Morais-Cabral és mtsai., 2001). A transzmembran
porusok azonban nem allnak fenn folyamatosan: a csatornat a fehérje "kapu"-janak
sztochasztikus konformacié-valtozasai nyitjak-zarjak (1. B abra). Ez a folyamat (a
"kapuzas") viszont megint csak a fehérje konformacio-valtozasok tipikus idéskalajan
zajlik (azaz a kapu 10%10%szer nyilik-csukodik masodpercenként). A kapu
nyitvatartasi valdsziniségét (open probability, P,) kilénbdzé csatornak esetén
kilonb6z6 sejtszignalok befolyasoljak  (pl. membranpotencial (feszultségfiggd
csatornak), extracellularis ligand bekotédése (ligandfuggd csatornak), foszforilacio,
stb.).
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1. dbra. Transzmembran transzportmechanizmusok kinetikai felosztasa. A,
Klasszikus transzporter mechanizmus. A transzportalt szubsztrat membranon
keresztuli mozgasat a transzportfehérje jelentés konformacié valtozasai kisérik. A
transzporter két kapuval rendelkezik, és kifelé nyitott (kllsé kapu nyitva), okkludalt
(mindkét kapu zarva), illetve befelé nyitott (belsé kapu nyitva) konformaciok kézott
valtakozik: e konformacié valtozasok sebessége (tipikusan 10%-10* s™)
meghatarozza a transzportsebességet. B, loncsatorna mechanizmus. A
transzportfehérje csukott és nyitott konformaciok kozott valtakozik. A nyitott
allapotban transzmembran porus nyilik meg, amelyen a transzportalt ionok

elektrodiffuzié révén haladnak at. A transzportsebesség és a fehérje konformacio

valtozas ("kapuzas") sebessége fuggetlenek egymastol.
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2.1.2. A klasszikus osztalyozas korlatai, a csatorna-transzporter hatarmezsgye

A fenti merev osztalyozas évtizedeken keresztil meghatarozta a kutatoi
szemléletet. Az utdbbi évtizedben azonban egyre tobb olyan jelenségre derult fény,
amely vilagossa tette, hogy a "klasszikus" transzportfehérjék és az ioncsatornak nem
feltétlenul két egymastdl gyodkeresen kulonb6ézé fehérjecsoport, hanem miikddési
mechanizmusuk sok szempontbdl hasonld. Ugyszintén, létezik egy atmeneti csoport
is, amely mind csatorna, mind transzporter tulajdonsagokkal is bir (Csanady és
Mindell, 2008). A Clc fehérjecsalad tagjai k6zott példaul, a nagyfoku szekvencia
homoldgia ellenére, mind CI” csatornak, mind CI/H" antiporterek is fellelheték (Miller,
2006). A CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) klorid
ioncsatorna a zOmeében elsbdleges aktiv transzportereket tomorit6 ABC (ATP
Binding Cassette) fehérjék csaladjaba tartozik, és maga is aktiv ATPaz (Gadsby és
mtsai., 2006). Az EAAT (Excitatory Amino-Acid Transporters) masodlagos aktiv
transzporter csaladba tartozé glutamat transzporterek mikodése soran kimutathato
egy termodinamikailag nem csatolt passziv CI" aram jelenléte (Zerangue és
Kavanaugh, 1996). A Na-K ATPaz fiziolégias mikdodése soran ugyancsak
kimutathaté egy nem csatolt passziv proton aram (Vedovato és Gadsby, 2014), a
palytoxin nevi, tengeri korallokbdl izolalt toxin pedig Na® és K* ionokra szelektiv
ioncsatornava valtoztatja at a pumpat (Artigas és Gadsby, 2003).

A jelenleg egyre inkabb elfogadott szemlélet szerint a "klasszikus
transzporterek" olyan ioncsatornak, amelyek két kapuval, egy extracellularis és egy
intracellularis kapuval rendelkeznek (1. A abra). Ha az intracellularis kapu van nyitva
befelé nyitott, ha az extracellularis kapu van nyitva kifelé nyitott, konformaciorol
beszélink; mindkét kapu egyidejl bezarodasa jellemzi a kdztes "okkludalt" allapotot.
Az aktiv transzporterek alapvetd tulajdonsaga, hogy a két kapu sohasem lehet
egyidejlleg nyitva, ez ugyanis transzmembran porust, "ioncsatornat" eredményezne
(1. B abra). Ha figyelembe vessziik, hogy egy aktiv transzporter ~10° s
sebességgel katalizalja az "uphill" transzportot, mig egy nyitott poruson keresztuli
"downhill" ionaram sebessége ~10% s, nyilvanvaléva valik, hogy a két kapu egyittes
megnyilasanak valoszinlisége kisebb kell legyen mint ~10°, ahhoz, hogy az eredé
transzport iranya "uphill' maradhasson. Egy transzporter két kapujanak egyikét

"elrontva" viszont ioncsatornahoz jutunk: ezt szemléltetik a fenti példak, valamint
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erre utal a transzporterek atviteli sebességének és az ioncsatornak kapuzasi

sebességének hasonldsaga is (Gadsby, 2009).

2.1.3. Egyensulyi és nem-egyensulyi rendszerek elkiilonitésének gyakorlati

jelentdsége

Az ioncsatornakon keresztlli transzport passziv folyamat, amely nem
feltételez kulsé energiaforrast. Ennek megfeleléen a legtobb ioncsatorna kulonbozé
kapuzasi konformaciéi is egyensulyban vannak egymassal, a koztik torténd
atmenetek reverzibilisek. Néhany ioncsatorna esetén azonban a kapuzasi
konformacio-valtozasok kifejezett idébeli asszimmetriat mutatnak, ami arra utal, hogy
e csatornak kapuzasa ciklikus nem-egyensulyi folyamat. llyen mintazatokat mutattak
ki példaul a két kilon fehérjecsaladba tartoz6 CFTR (Gunderson és Kopito, 1995)
(Jih és mtsai., 2012; Csanady és Torocsik, 2014b) és Clc-0 (Lisal és Maduke, 2008)
klorid ioncsatornak esetében is.

A kapuzas egyensulyi vagy nem-egyensulyi voltanak tisztazasa tobb
szempontbdl is jelentéséggel bir. Egyrészt, bizonyos termodinamikai modszerek,
amelyek a csatornak kapuzasanak dinamikajarél adnak informaciét, kizardlag
egyensulyi rendszerek esetén alkalmazhaték. llyen példaul a Rate Equilibrium Free
Energy Relationship (REFER) analizis, amely a fehérje szerkezetén végighalado
konformacios hullamok azonositasara alkalmas (Auerbach, 2007). Matematikai uton
kimutattam, hogy egyedi-csatornas mérések REFER analizise segitségével
semmilyen termodinamikai informacié nem nyerheté abban az esetben, ha a
kapuzas nincs egyensulyban (Csanady, 2009). Ezért nem alljak meg a helylket a
szakirodalomban a CFTR csatornardl leirt olyan kovetkeztetések, amelyek ezen
modszerrel kapott eredményekre épulnek (Aleksandrov és mtsai., 2009; Scott-Ward
és mitsai.,, 2007). Masrészt, gyokeresen eltérnek egymastél azok a stratégiak,
amelyek segitségével egyensulyi illetve nem-egyensulyi rendszerek esetén a
csatornak  aktivitasa  (nyitvatartasi  valészinlisége)  legeredményesebben
befolyasolhaté. Egyensulyi kapuzas esetén a P, a nyitott allapot(ok) energetikai
stabilizalasaval novelhet6, a csukott allapot(ok) stabilizalasaval pedig csdkkenthetd.
llyen elven szabalyozddnak a ligandfiiggé ioncsatornak (példaul a nikotinerg
acetilkolin receptor, GABA, glutamat, és glicin receptorok): a ligand er6sebben

kotédik a csatorna nyitott allapotaban mint csukott allapotaban, ezért — a
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mikroszkopikus reverzibilitds értelmében — a ligand bekotédése stabilizalja a nyitott
allapotot a csukotthoz képest (Jackson, 1986). Ezzel szemben, ha a kapuzas
irreverzibilis korfolyamat, akkor a nyitott allapotban eltdltétt idéhanyad (a P,)
leghatékonyabban a sebességmeghatarozo Iépések sebességének, azaz az ezeket
meghatarozé energiagatak magassagainak befolyasolasan keresztul szabalyozhato
((Csanady és Torocsik, 2014a); bévebben errél az 5.1.4.-es alfejezetben).

Munkank soran két olyan ioncsatornat tanulmanyoztunk, amelyek esetében
komolyan felmerult a nem-egyensulyi kapuzas lehetbsége, tekintve, hogy mindkét
csatorna esetében a ligandkété domén enzimatikusan aktiv doménnak bizonyult,
amely elhasitja a csatornat aktivalo ligandot (Li és mtsai., 1996; Perraud és mtsai.,
2001). A kovetkez6 két alfejezet e két csatornat, a CFTR és a TRPM2 (Transient
Receptor Potential Melastatin 2) ioncsatornakat mutatja be.

2.2. A CFTR klorid ioncsatorna
2.2.1. A CFTR élettani és korélettani szerepe

A CFTR epitelidlis klorid ioncsatorna, amely tobbek kozoétt a tidé alveolaris
felszine, a hasnyalmirigy és a verejtékmirigyek kivezetécsovei, illetve a
bélnyalkahartya hamsejtjeinek apikalis felszinén talalhaté meg, és donté szerepet
jatszik az ezen hamrétegeken keresztuli so-viz transzportban (Pilewski és Frizzell,
1999). A CFTR mutaciok okozta mikodészavarai a cisztikus fibrozis (CF) nevi
korkép kialakulasahoz vezetnek, amely a leggyakoribb 6rékl6dé halalos betegség a
fehér lakossag korében (prevalencia 1/2500). A jelenleg gyogyithatatlan komplex
betegséget a tudd, bélcsatorna, hasnyalmirigy, és verejtékmirigyek hamrétegeinek
felborult s6-viz egyensulya jellemzi, amely sés verejtékhez, emésztési zavarokhoz,
illetve visszatérd tudéfertbzések révén a tiddszovet fokozatos roncsoldédasahoz
vezet. A javulo tuneti kezelések ellenére a betegek életminésége erésen korlatozott,
varhatoé élettartamuk pedig ma is csak ~30 év. Szamtalan 6roklott mutacié okozhatja
a CFTR csokkent mikodését. A leggyakoribb CF allél, az 508-as szamu fenilalanin
(v.6. 2. B abra ) delécidja (AF508), a CF mutaciok ~70%-at teszi ki, igy a recessziv
oroklésmenetnek megfeleléen a CF betegek >90%-a rendelkezik legaldbb egy

AF508 alléllel (O'Sullivan és Freedman, 2009). A AF508 mutacié elsbésorban a
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2. abra. A CFTR csatorna szerkezete. A, A CFTR membran topolégiaja. A két
transzmembran domént (TMD1, TMD2, vildagoskék) hat-hat transzmembran o-hélix
alkotja és egy-egy intracellularis nukleotidkétd domén (NBD1, zdéld, NBD2, kék)
koveti. E két homolog felet koti 6ssze az intracellularis regulacios domeén (R, piros).
B, A Sav1866 bakterialis ABC transzporter homolog kristalyszerkezete (Dawson és
Locher, 2006) alapjan készult CFTR szerkezeti homolégia modell (Mornon és
mtsai., 2008), amely nem tartalmazza az R domént. Szinkddolas: transzmembran
o-hélixek (sziirke), NBD1 (z6ld), NBD2 (vilagoskék), a porus alkotasaban biztosan
részt vevd TM6-os a-hélix (sarga). Térkitdltd abrazolassal kiemelt aminosavak:
érési (lila), kapuzasi (narancssarga), és permeaciés (sététzéld) zavart okozé CF

mutaciok pozicioi. A leggyakoribb CF mutacié az 508-as fenilalanin delécidja.
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fehérje érését zavarja meg, igy rendkivul kevés CFTR fehérje jut el a sejtfelszinre
(Cheng és mtsai., 1990), emellett azonban sulyosan karositja a csatorna mikodését
is, csokkentve a porus nyitvatartasi valészinlségét (Miki és mtsai., 2010). Mas,
ritkabban el6forduld CF mutacidk a sejtfelszinre kijutd fehérje kapuzasat, vagy a
nyitott poruson keresztili klorid ion aramlast (permeaciot) zavarjak meg (v.6. 2. B
abra). A CFTR-nek azonban nem csak csokkent mikddése okozhat
egészségkarosodast: a fejl6dé orszagokban még ma is gyakori szekrécios
hasmenéseket (pl. kolera) a bélham CFTR csatornainak bakterialis toxinok okozta
tulmikodése idézi el§, amely a bélcsatornan keresztuli nagymeértékl so6-

vizvesztéshez vezet (Thiagarajah és Verkman, 2005).

2.2.2. A CFTR szerkezete, miikodése

A CFTR az ABC fehérjék C alcsaladjaba tartozik (ABCC7), és tipikus ABC
molekulaszerkezettel bir (2. A abra). Egyetlen polipeptid lanca két homolog félbél
epul fel, amelyeket egy-egy transzmembran domén (TransMembrane Domain, TMD)
és ezt kovetd intracellularis nukleotidk6té domén (Nucleotide Binding Domain, NBD)
alkot; e két felet egyetlen intracellularis regulacios (R) domén koéti 6ssze (Riordan és
mtsai., 1989). A TMD és NBD domének az ABC fehérjék konzervalt alkotorészei,
mig az R domén egyetlen mas ismert fehérje szekvenciaval sem mutat homoldégiat.
A novekvdé szamu ABC fehérje kristalyszerkezetnek koszonhetbéen a "kanonikus"
ABC domének térszerkezetérél egyre pontosabb informacidink vannak (Hollenstein
és mtsai., 2007): a membranba agyazott TMD domének alkotjak a szubsztrat
transzlokacios utvonalat, amelynek konformaciovaltozasait az egymassal érintkez6
intracellularis NBD domének iranyitjak (2. B abra). Ezzel szemben az R domén
szerkezete teljesen ismeretlen, és CD spektroszképias mérések alapjan
feltételezhetd, hogy részben rendezetlen (Ostedgaard és mtsai., 2000).

Az R domén szamos konszenzus szerint tartalmaz, amelyek a ciklikus AMP
dependens protein kinaz (protein kinaz A, PKA) szubsztratjai; ennek megfeleléen, a
PKA legalabb 8 helyen foszforildlja az R domént ((Picciotto és mtsai., 1992); v.0. 3.
B abra). Defoszforilalt allapotban a csatorna inaktiv ((Cheng és mtsai., 1991); 3. A és
C abrak), és nyitvatartasi valészinlisége a foszforilacié sztéchiometriajaval nagyjabol
aranyosan novekszik (Mathews és mtsai., 1998; Csanady és mtsai., 2005b). A PKA

mellett mas kinazok is képesek a CFTR-t foszforilalni (pl., protein kinaz C, CaM-
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3. abra. A CFTR csatorna kapuzasanak alapveté jellemzéi. A, A CFTR
csatornak kapuzasanak vizsgalatara legalkalmasabb a patch-clamp modszer inside-
out konfiguracidja, amely lehetévé teszi az intracellularis membranfelszin kdzvetlen
ATP a citoszolikus NBD doménekhez kotédve, a PKA az R domén konszenzus
szerinjeinek foszforilacioja révén fejti ki hatasat. C, WT CFTR csatornakat
expresszald Xenopus petesejtbdl kiszakitott inside-out patch-rél elvezetett
aramregisztratum. A lefelé irdanyuld egységnyi kilengések egyedi csatorna pérusok
megnyilasat jelzik, a patch legalabb 4 aktiv CFTR csatornat tartalmazott. A PKA
fokozatosan aktivalja a csatornakat, a foszforilalt csatornak is csak ATP

jelenlétében kapuznak.
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kinaz, AMP-kinaz;(Cheng és mtsai., 1991; Picciotto és mtsai., 1992; Hallows és
mtsai., 2000), azonban e folyamatok funkcionalis jelentésége tisztazatlan.

A foszforilalt CFTR csatornak pérusanak kapuzasat a két NBD altal katalizalt
ATP-hasitasi ciklus hajtja (Li és mtsai., 1996). Biokémiai kisérletek (Moody és mtsai.,
2002) és szamos kristalyszerkezet (Smith és mtsai., 2002; Chen és mtsai., 2003)
bizonyitjak, hogy az ABC fehérjék NBD doménjei ATP megkotését kovetden
intramolekularis dimert képeznek, amely két ATP molekulat zar magaba (4. A abra,
sarga palcikak). Mindkét ATP kot6helyhez mindkét NBD hozzajarul: az egyik NBD a
konzervalt Walker A (GXXXXGKS/T; a konzervalt lizint a 4. A abran piros palcikak
jelzik) és B (YYWWDE, ahol ¥ nagy hidroféb oldallancu aminosav) motivumokat, a
masik NBD a konzervalt ABC signature szekvenciat (LSGGQ; 4. A abra, rozsaszin)
szolgaltatia. E dimerek rendkivll stabilak, és csak a két NBD-t mintegy
"Osszeragasztd" ATP molekulak hidrolizisét kovetéen esnek szét (Moody és mtsai.,
2002; Smith és mtsai., 2002). A CFTR az ABC-C alcsalad tobbi tagjahoz hasonléan
aszimmetrikus (4. B abra): "1-es" szammal jelolt ATP kotéhelyének (NBD1 Walker
A/B + NBD2 signature; 4. B abra, lent) konszenzus szekvenciai atipusosak, igy e
kétéhely katalitikusan inaktiv (Aleksandrov és mtsai., 2002; Basso és mtsai., 2003),
és csak a "2-es" kot6hely (NBD2 Walker A/B + NBD1 signature; 4. B abra, fent),
amelyet konszenzus szekvenciak alkotnak, aktiv ATPaz (Ramjeesingh és mitsai.,
1999). Az ABC fehérjék tobbsége "klasszikus" elsddleges aktiv transzporter (ld.
2.1.1.1. alfejezet), amelyek TMD-jai befelé és kifelé nyitott konformaciok kézott
valtakoznak. Kristalyszerkezetek tanusaga szerint a CFTR-rel rokon ABC
exporterekben az ATP-t kotott szoros NBD dimerek kifelé nyitott ((Dawson és
Locher, 2006; Ward és mtsai., 2007); v.0. 5. B és C abrak), mig disszocialt vagy
részlegesen disszocialt NBD dimerek befelé nyitott TMD konformaciéval jarnak
egyutt (Ward és mtsai., 2007; Aller és mtsai., 2009; Hohl és mtsai., 2012); v.6. 5. A
és C abrak). A CFTR esetében ezzel szemben az NBD dimer ATP kotését kdvetd
kialakulasa megnyitja, a 2-es kotéhelyen kotott ATP hasitasat kovetd szétesése
pedig bezarja, a csatorna transzmembran pérusat ((Vergani és mtsai., 2005); v.0. 6.
abra). Ennek megfeleléen jelenleg az az altalanosan elfogadott nézet, hogy a CFTR
valamely 6si aktiv transzporterbél fejl6dott csatornava, oly moédon, hogy az 6&si
transzporter belsd kapuja az evolucié soran elcsOkevényesedett, igy kifelé nyitott

TMD konformacidban is atereszté marad (Bai és mtsai., 2011).
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4. abra. Az ABC fehérjék NBD dimer szerkezete. A, A Methanococcus jannaschii
baktérium lipoprotein exporter komplexe (LoICDE) NBD doménjének (LolD, Mj0796)
kristalyszerkezete (PDBID: 1L2T). A katalitikus glutamat mutaciojanak (E171Q)
koszonhetéen a domén ATP jelenlétében homodimert képez (Smith és mtsai.,
2002). ATP, sarga palcikak, Walker A motivumok, piros, ABC signature motivumok,
rézsaszin. B, A CFTR NBD1 (zé/d) - NBD2 (kék) heterodimerjének sematikus képe.
ATP, sarga kérék, Walker A lizinek, piros kérok, Walker B aszpartat-glutamat par
(az NBD1-ben aszpartat-szerin), narancssarga koérék, signature motivumok,

rézsaszin foltok.
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5. abra. Az ABC transzporterek TMD-jainak atfordulasa az NBD dimer
kialakulasahoz/széteséséhez kapcsolt. A, A Thermotoga maritima baktérium
TM287/288 heterodimer exporterének kristalyszerkezete (PDBID: 3QF4). A
transzporter NBD dimerje (z6ld/kék) az aktiv (2-es) kotohely koral felnyilt, a TMD
(vilagoskék) befelé nyitott konformacidban talalhaté (Hohl és mtsai., 2012). B, A
Staphylococcus aureus baktérium Sav1866 homodimer ABC exporterének
kristalyszerkezete (PDBID: 2HYD). A transzporter NBD dimerje (zéld/kék) zart, a
TMD (vilagoskék) kifelé nyitott konformacioban talalhaté (Dawson és Locher, 2006).
C, Az ABC exporterek transzportciklusanak sematikus rajza. A szubsztrat (piros kér)
a transzporterhez annak befelé nyitott, nagy affinitasu konformaciéjaban kotédik,
majd kifelé nyitott, kisaffinitasu konformaciojaban valik le arrol. Az egyiranyu ciklust

az ATP (sarga kér) elhasitasa haijtja.
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6. abra. A CFTR feltételezett kapuzasi ciklusanak egyszerisitett sematikus
rajza. A foszforilalt CFTR csatornak telitési ATP jelenlétében zajlé kapuzasi
folyamatanak javasolt mechanizmusa (Vergani és mtsai., 2005). Mindkét NBD "feji
végei" (Walker szekvenciai) ATP-t kotnek (Cq allapot), majd az NBD dimer
kialakulasa megnyitja a pérust (O, allapot). A 2-es (felsd) kdtdhelyen kotott ATP
elhasitasa destabilizalja az NBD dimert (O, allapot), a dimer szétesésekor a porus
bezarodik (C, allapot). Szinkddolas: TMD, vilagoskék, NBD1, zé6ld, NBD2, kék,
ATP, sarga kér, ADP, piros félhold.
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A fenti lassu, masodperces idéskalan zajlo, konformacidvaltozasokon kivul az egyedi
CFTR csatornak aram regisztratumain megfigyelheték rovid, ~10 ms id6étartamu
poruszarodasok is, amelyek a hosszu nyitasi eseményeket ugynevezett "burst"-Okre
szabdaljak fel. Ezek a rovid ("flickery") zarédasok nem mutatnak ATP koncentracio
fuggést, hatterGkben valdszinlleg kisebb, az ATPaz ciklustdl fuggetlen
konformaciovaltozasok allnak (Vergani és mtsai., 2003). A tovabbiakban ezért a
"nyitasi esemény" szé a burst-Ok, a "zardédasi esemény" sz6 pedig a burst-Oket
elvalaszté hosszu ("interburst") zarodasok szinonimajaként fog szerepelni. A burst
és interburst események hosszanak meghatarozasat a 4.7. alfejezet targyalt
mobdszerek teszik lehetévé.

Az anionokra szelektiv porus pontos szerkezeti modellezését neheziti az
alacsony foku szekvencia homolégia a CFTR és rokonainak ezen régioi kozott.
Funkcionalis adatok alapjan azonban tébb TM oa-hélixrél bebizonyosodott, hogy részt
vesz a porus alkotasaban. Ezek kozul kiemelten vizsgaltak a TM1 (Gao és mtsai.,
2013; Ge és mtsai., 2004), TM6 ((Bai és mtsai., 2010; Ge és mtsai., 2004; Cui és
mtsai., 2012); v.0. 2. B abra, sarga a-helix), és TM12 (Bai és mtsai., 2011; Qian és
mtsai., 2011; Cui és mitsai.,, 2012) o-hélixek szerepét. Szintén funkcionalis
vizsgalatok azonositottak egy tag intracellularis vesztibulumot, amelybe nagyméreti
porusblokkolé anionok is beférnek (Zhou és mtsai., 2010), illetve e vesztibulum
mélyén egy pozitiv téltésli aminosav oldallancot (K95), amelynek e blokkolé anionok
megkotésében van szerepe (Linsdell, 2005). A csatorna kapujanak pontos helye

egyel6re ismeretlen.
2.2.3. A CFTR szerkezet-funkcié kutatasok gyakorlati jelentésége

A CFTR kutatas végsd célja a cisztikus fibrézisban, illetve szekrécios
hasmenésben szenvedd betegek gyogyitdsa. A CF kutatas tavlati gyakorlati
célkitizései a AF508 mutacié okozta érési zavar kikiszdbdlése, illetve a csokkent
csatorna funkcié javitasa: ilyen hatasu "korrektor" illetve "potenciator" (stimulator)
molekulak fejlesztése jelenleg folyamatban van. Ezzel szemben a szekrécios
hasmenések kezelésére a CFTR szelektiv gatlasa adhatna megoldast (Sonawane
és mtsai., 2008).
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Az ABC fehérjecsalad tobbi tagjai is rendkivil fontosak orvosi szempontbdl:
alapvet6 szerepet jatszanak a gyogyszerek felszivoddképességének, szoveti
eloszlasanak meghatarozasaban, tumor kemoterapia soran tulzott kifejez6désuk
multidrog rezisztenciahoz vezet. Ezen felul tobb Orokletes betegség kotédik ABC
fehérjék mutacioihoz. Az egyedi csatornas mérések oriasi felbontoképessége miatt a
CFTR, mint egyeduli ion csatorna a csaladban, modellként szolgal a tdbbi,
nehezebben vizsgalhaté ABC fehérjéevel kozds alapveté mechanizmusok
tanulmanyozasara. A CFTR kutatasa ezért hasznos lehet a gyogyszerek
felszivddasa, szOveti eloszlasanak javitasa, vagy a daganatbetegekben fellépd

multidrog rezisztencia leklizdése szempontjabdl is.
2.3. A TRPM2 kation csatorna
2.3.1. A TRPM2 élettani és korélettani szerepe

Tobb élettani, illetve apoptozishoz vezetd korélettani folyamatban szerepet
jatszik egy Ca2+ felvételi ut, amelyet reaktiv oxigén szarmazékok aktivalnak. A
TRPM2 fehérjérél klonozasa (Nagamine és mtsai., 1998) utan révidesen kiderult,
hogy agyi idegsejtekben, csontvelében, fagocitakban, a hasnyalmirigy B-sejtjeiben,
és szivizomsejtekben alkot oxidativ stresszre aktivaléddé Ca®*-permedbilis nem-
szelektiv kation csatornakat (Perraud és mtsai., 2001; Sano és mtsai., 2001; Hara és
mtsai., 2002), amelyek kozponti szerepet jatszanak a fenti folyamatokban. A
korokozokkal érintkezé fagocitakban termel6dé reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
aktivaljak a TRPM2 csatornakat, s az ezeken bedmlé Ca** hozzajarul a kemotaxis és
a citokintermelés kivaltasahoz (Yamamoto és mtsai., 2008). A hasnyalmirigy B-
sejtieiben a TRPM2 aktivitas segiti a glukéz-kivaltotta inzulin-szekréciot, kiegészitve
az ATP-szenzitiv K" (Katp) csatornakhoz k6tédé klasszikus utvonalat; TRPM2 knock-
out egerekben emelkedett a nyugalmi vércukorszint, és csOkkent a glukoz tolerancia
(Uchida és mtsai., 2011).

A TRPM2 aktivitdsa szamos patoldgias folyamathoz is koéthetd, amelyek
apoptézishoz vezetnek (Nilius és mtsai., 2007). Agy és szivizom iszkémiat kdvetd
reperfuzidja ROS termelést valt ki; a kovetkezésképpen aktivalodo TRPM2

csatornakon bedmld Ca?* sejthalalt okoz (Fonfria és mtsai., 2005). Az oxidativ
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stressz és a TRPM2 neurodegenerativ betegségekben, pl. Alzheimer-kérban, is
szerepet jatszik (Fonfria és mtsai.,, 2005). Ugyanakkor, amiotréfias
lateralszklerézisban, Parkinson demenciaban (Hermosura és mitsai., 2008), és
bipolaris zavarban (McQuillin és mtsai., 2006) szenvedd betegekbdl izolalt TRPM2
mutaciok arra utalnak, hogy a csokkent TRPM2 mikddeés is betegséghez vezethet.
A granulocita-aktivacioban betdltott szerepe miatt a TRPM2 a krénikus gyulladasok
kezelésében (Yamamoto és mtsai., 2008), az inzulin szekrécid serkentése révén
pedig a cukorbetegség és a kongenitalis hiperinzulinizmus kezelésében (Uchida és

mtsai., 2011) is igéretes terapias célpont.
2.3.2. A TRPM2 szerkezete, miikodése

A TRP (Transient Receptor Potential) fehérje csalad nagyszamu tagjai kation
csatornak, amelyek kuldnféle szenzoros folyamatokban (hideg-, meleg-, fény-, hé-,
izérzékelés) jatszanak szerepet, illetve szamos sejttipusban hozzajarulnak az
intracellularis Ca?* szint szabalyozasahoz (Nilius és mtsai., 2007). A TRPM2
homotetramer; alegységei hat transzmembran a-hélixet, illetve nagy N- és C-
terminalis intracellularis régiokat tartalmaznak (7. A abra). Mig a teljes szekvencia
kb. felét (kb. 700 aminosavat) kitevé N-terminalis régio (7. A abra, sotétkék) szerepe
ismeretlen, a C-terminalis régiét egy tetramerizaciéért felelés coiled-coil szakasz
((Tsuruda és mtsai., 2006); 7. A abra, narancs) és egy intracellularis NUDT9-H
domén (7. A abra, szirke) alkotja. Ez utobbi 50%-ban homoldég a vizoldékony
mitochondrialis NUDT9 enzimmel, amely ADP-rib6zt (ADPR) hasit AMP-re és riboz-
5-foszfatra ("ADPR&z"; 7. B abra). A TRPM2 izolalt NUDT9-H doménjardl is leirtak,
hogy aktiv ADPRaz (Perraud és mtsai., 2001; Perraud és mtsai., 2003), és
szerkezete jol modellezheté a NUDT9 kristalyszerkezete ((Shen és mtsai., 2003); 7.
C abra) alapjan. A TRPM2 csatorna transzmembran régidjanak topoldgiaja a
feszlltségfiggd kation csatorna csalad konzervalt topoldgigjat koveti. Ennek
megfeleléen a TM1-4 a-hélixek (7. A abra, piros) az ugynevezett feszultségszenzor
domént alkotjak (Long és mtsai., 2005; Liao és mtsai., 2013); bar a TM4 hélix
konzervalt pozitiv t6ltéseinek hianya miatt a TRPM2 kapuzasa nem fesziiltségfiiggd.
A TM5-6 a-hélixek, valamint a kozeéjuk ékel6dd extracellularis pérushurok alkotjak a

kation porust (7. A abra, kék), amely Na*, K*, és Ca** ionokra egyarant permeabilis

22



Dr. Csanady Laszlo loncsatorna-enzimek szerkezete/miikodése

D
M

I
an
Q

A TRPM csalad "core" régio

TRPM homoldgia régié pérus domén

X 4

N

CICF\’"NUDTQI-H
B . C —  \
SN

&
HO  OH
N NH
Q Y
I |
HO O O—F—0H N A

. 4 O- O NJ
Nb6z-5-P o-b-0— ,
0
HO OH
AMP

7. dbra. A TRPM2 csatorna doménszerkezete. A, A TRPM2 csatorna membran
topologidja. N-terminalis domének, sétetkék, fesziltségszenzor domén, piros, porus
domén, kék, coiled-coil régid, narancssarga, NUDT9-H domén, sziirke. B, A
csatornat aktivald ADPR, illetve az ADPRaz enzimek altal katalizalt hasitasi reakcio
végtermékeinek szerkezete. C, A NUDT9-H doménnel 40% szekvenciahomologiat
mutatdé NUDT9 ADPRAaz kristalyszerkezete (PDBID: 1Q33). A kristalyositas rib6z-5-
foszfat jelenlétében tortént (Shen és mtsai., 2003). Szinkddolas: "cap" aldomén,
z6ld, "core" aldomén, kék, riboz-5-foszfat, sérga palcika, Mg?* ionok, rézsaszin

goémbok.
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(Perraud és mtsai., 2001; Sano és mtsai., 2001). A feszultségfuggd kation csatorna
csaladban a csatornak aktivacios kapujat a TM6 a-hélixek C-terminalis, citoszolikus
végének négyes kotege alkotja (Long és mtsai., 2005; Liao és mtsai., 2013), emellett
inaktivacios kapuként mikodhet a szlk, extracellularis szelektald filter is (Cuello és
mtsai., 2010).

A TRPM2 csatornakat a NUDT9-H doménhoz koét6dé ADPR aktivalja
(Perraud és mtsai., 2001; Sano és mtsai., 2001). Az ADPR a kapocs az oxidativ
stressz és a TRPM2 aktivacié kozott: élé sejtben ROS hatasara ADPR szabadul fel
a mitochondriumbdl (Perraud és mtsai., 2005). Intakt sejtekben az intra- és
extracellularis Ca®* is fokozza az ADPR-aktivalta TRPM2 aramot (Perraud és mtsai.,
2001; McHugh és mitsai., 2003; Starkus és mtsai., 2007). Emellett intakt-sejtes
mérésekben még szamos egyéb TRPM2 modulatort is felfedeztek: a hidrogén-
peroxid (H202), a ciklikus ADP-ribéz (cADPR), valamint a nikotinsav-adenin-
dinukleotid-foszfat (NAADP) aktivalo hatasan tul leirtdk e harom agonista
szinergizal6é hatasat is mind egymassal, mind az ADPR-zal szemben (Kolisek és
mtsai., 2005; Beck és mtsai., 2006). Ugyanakkor az AMP-t intakt-sejtes mérésekben
gatld hatasunak talaltak (Kolisek és mtsai., 2005).

Kutatasaink kezdetén nem alltak rendelkezésre izolalt membranokban, inside-
out patch konfiguraciéban, direkt citoszolikus perfuzié jelenlétében nyert
makroszkdpos vagy egyedi csatornas mérési adatok, ezért a TRPM2 molekularis
biofizikaja teljesen feltérképezetlen volt. Tobbek kdzott ismeretlen volt az ADPR-
aktivaci6 mechanizmusa és a NUDT9-H domén ADPR&z aktivitasanak a
kapuzasban betoltott esetleges szerepe, ez az enzimatikus aktivitds ugyanis
felvetette a kapuzas nem-egyensulyi voltanak lehetéségét. Ugyszintén felderitetlen
volt a Ca**-aktivaci6 mechanizmusa és az aktivalé Ca®* kétShelyeinek térbeli
elhelyezkedése. Végezetll, tisztazatlan volt, hogy a sok egyéb azonositott modulator
kdzvetlenil a TRPM2 csatornahoz kotddve, vagy az ADPR és a Ca®'

koncentracidinak befolyasolasa révén, kozvetetten fejti-e ki hatasat.
2.3.3. A TRPM2 szerkezet-funkcié kutatasok gyakorlati jelentésége

A TRPM2 kllénb6z6 korképekben jatszott szerepe révén Uj, igéretes terapias

célpont, amelynek mind gatlasa (pl., stroke, szivinfarktus, Alzheimer-kor, kronikus
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gyulladas, hiperinzulinizmus), mind serkentése (pl., diabetes, Parkinson demencia,
amiotrdéfias lateralszklerodzis, bipolaris zavar) hasznosnak bizonyulhat. A TRP csalad
tagjainak sokrétll szerepe miatt azonban egy klinikailag hasznosithaté TRPM2
modulatornak mindenekel6tt rendkivil szelektivnek kellene lennie. Mivel a NUDT9-H
domén a TRPM2 egyetlen egyedi fehérje szegmense, ez a domén a
legkézenfekvébb gyogyszercélpont. Ezért e csatorna-enzim ("chanzyme") domén
szerkezetének, pontos szerepének megértése kulcsfontossagu lehet a TRPM2

csatornat célzo szelektiv drogok fejlesztésében.
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3. CELKITUZESEK

3.1. A CFTR szerkezete, miikodése

3.1.1. A CFTR modularis felépitése, domén hatarok tisztazasa

Az ABC fehérjék felépitése modularis, az egyes domének sokszor kulon
geénekrél, onalldé polipeptid lancként termelédnek, és a transzlaciot kovetben épullnek
O0ssze funkcionalis transzporterré. Bar a CFTR egyetlen polipeptidlancbdl all,
szerkezete szintén modularis (TMD1 — NBD1 — R domén — TMD2 — NBD2; 2. A
abra). Tisztazni kivantuk, hogy el6allithatok-e funkcionalis CFTR csatornak kulén-
kilon megtermelt domének Osszeépulésével. E mddszer segitségével ellendrizni

kivantuk a szekvencia alapjan josolt doménhatarok pontossagat.

3.1.2. A CFTR foszforilaciés szabalyozasa

Tisztazni kivantuk, a foszforilacion keresztlli szabalyozas mechanizmusat.
Alapkérdésink az volt, hogy a foszforilalt R doménnek van-e aktivalo hatasa, vagy a
nem-foszforilalt R domén okoz gatlast. Bar az R domén foszforilacidja
Osszességében aktivalo hatasu, a 768-as szerinrdl leirtak, hogy ennek foszforilacioja
er6sen csokkenti a csatorna aktivitasat. Ezért részletesen meg kivantuk vizsgalni az
S768 oldallanc foszforilacijanak kinetikajat és funkcionalis kovetkezményeit. A
CFTR NBD1 szekvenciaja tartalmaz két "nem kanonikus" szekvenciaszakaszt,
amelyek mas ABC fehérjek NBD doménjeiben nem talalhatok meg. Felvet6daott,
hogy ezek fontos szerepet jatszhatnak a foszforilaciés szabalyozasban, ezért meg

kivantuk vizsgalni e szakaszok deléciéjanak funkcionalis kovetkezményeit is.
3.1.3. A CFTR ATP-fiigg6 kapuzasi ciklusanak mechanizmusa

Termodinamikai szempontbdl kivantuk jellemezni a kapuzasi ciklust, hogy
feltérképezhessuk az egyes konformaciovaltozasok 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 kozott.
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3.1.4. CFTR stimulatorok molekularis hatasmechanizmusa

Az 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoat (NPPB) pérusblokkold tulajdonsagu
molekula, amely azonban emellett erételjesen stimulalja a CFTR kapuzasat: jelenleg
ez a vegyulet a AF508-as mutans legnagyobb hataser6sségl ismert aktivatora,
amely 15-20-szorosara ndveli a mutans csatorna nyitvatartasi valoszinliségét. 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

A TRPM2 csatorna részletes biofizikai jellemzése érdekében olyan heterolog
rendszert kivantunk beallitani, amelyben a human TRPM2 csatorna izolalt
membranban vizsgalhaté a citoszolikus felszin kdzvetlen perfuzidja mellett.

3.2.2. A TRPM2 Ca**-fiigg6 szabalyozasa

Tisztazni kivantuk a TRPM2 csatornat aktivald Ca?* kétéhelyeinek térbeli

elhelyezkedését, illetve a Ca®*-indukalta aktivacid molekularis mechanizmusat.
3.2.3. A TRPM2 ADPR-fuggd szabalyozasa

Tisztazni kivantuk, hogy a NUDT9-H domén az intakt csatornaban is hasitja-e
az ADPR-t, illetve, hogy mennyire szoros a kapcsoltsag e katalizis és a porus
kapuzasa kozott.
3.2.4. A TRPM2 egyéb modulatorai

Tisztazni kivantuk, hogy a H;O,, az AMP, a cADPR, illetve az NAADP

koézvetlenil a TRPM2 csatornahoz kotédve fejtik-e ki a porus kapuzasat modulalo,

intakt sejtekben leirt hatasaikat.
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3.2.5. A TRPM2 inaktivaciéjanak mechanizmusa

Tisztazni kivantuk a TRPM2 csatornak inside-out patch-ben, ADPR és Ca®
fenntartott jelenlétében tapasztalhatd gyors inaktivaciéjanak mechanizmusat, és
modot kivantunk talalni annak kikuszobolésére.

3.2.6. A TRPM2 PIP,-fliiggd szabalyozasa

Meg kivantuk vizsgalni, hogy a foszfatidil inozitol biszfoszfat (PIP,) hatassal

van-e a TRPM2 miikodésére.
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4. ALKALMAZOTT MODSZEREK
4.1. Molekularis biolégia

A human CFTR és TRPM2 cDNS-eket a pGEMHE vektorba klonoztuk.
Pontmutaciokat a Strategene Quikchange Kit-tel hoztunk Iétre, a forgalmazdé
el6irasait kovetve. A modularis CFTR konstrukciékhoz az egyes szegmenseket
PCR-rel amplifikaltuk. Minden uj konstrukciot teljes szekvenalassal ellendriztink.
RNS-t T7 polimeraz felhasznalasaval in vitro transzkripciéval allitottunk el (Ambion

mMessage Kit).
4.2. Nukleotidok tisztitasa, tisztasaganak ellenérzése

Nukleotidok (ADPR, cADPR, NAADP, NAAD, NAD, ATP, ADP, AMP)
tisztasagat vékonyréteg kromatografiaval (TLC) ellenériztik. E célbol 10—100 nmol
nukleotidot vittunk fel Polygram SIL G/UV254 TLC lemezekre (Macherey-Nagel),
amelyeket 70% (v/v) etanol, 30% (v/v) H20O, 0.2 M NH4HCO3 olddészerkeverékben
futtattunk. A szétvalasztott nukleotidokat UV fény alatt tettik lathatova. A cADPR
(Sigma) torzsoldat jelentés ADPR szennyezddését enzimatikusan bontottuk el
(nucleotide pyrophosphatase type | (P7383; Sigma)), majd a 24 kDa molekulasulyu
enzimet 3kDa vagopontu szir6 (Z629367; Sigma) segitségeével tavolitottuk el.

4.3. Anionok Ca** affinitasanak fluoreszcens meghatarozasa

A glukonat anion Ca®" iranti affinitasat kalibralt Ca-green 5N fluoreszcencia
segitségével, titralasos kisérletekben hataroztuk meg (Grynkiewicz és mtsai., 1985;
Csanady és Torocsik, 2009), a K4 ~20 mM-nak adddott. Ennek megfeleléen 140
mM-os Na-glukonat oldathoz adott néhany uM Ca®* esetén a Ca?* ionok ~1/8-a
marad szabad allapotban; azaz a mikromolaros Ca®* koncentracié tartomanyban a
glukonat optimalis Ca®* pufferként miikddik. Szubmikromolaros Ca?* koncentraciokat
EGTA alkalmazasaval allitottunk el6 (kalibralt FURA-2 fluoreszcencia segitségével
becsult K4 ~282 nM). A 4.6. alfejezetben részletezett Na-glukonat alapu kad oldatok

szabad Ca®* koncentracidi e fluoreszcens méréseken alapuld becsléseket tiikrozik.
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4.4. Xenopus laevis petesejtek izolalasa, injektalasa

A békapetesejteket hasi metszésbdl eltavolitott petefészek-lebenyekbdl
kollagenazos emeésztéssel izolaltuk (Gibco Collagenase Type | ), az izolalt sejteket
82.5 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, 5 mM HEPES (pH=7.5), 50
mM gentamicin-szulfat tartalmd inkubalé oldatban, 18°C-on taroltuk. A tisztitott
cRNS-t az izolalast kévetdé napon mikroinjektalassal juttattuk a sejtekbe. A bejuttatott
RNS mennyisége a kivant expresszios szinttél fuggdéen 0.1-10 ng volt, fix 50 nl-es
térfogatban. A két elektrodos voltage-clamp illetve inside-out patch-clamp méréseket

az injektalast kdvetd 1-3. napon végeztuk (8. abra).
4.5. Két elektrédos voltage-clamp mérések

A folyamatosan aramlé kad oldat Ca?* mentes Ringer oldat volt, a teljes
oldatcsere id6tartama <8 s. A mér6kamra 2.5% agar/3 M KCI sohidakkal
kapcsolédott az aktiv fold aramkorhoz. A mikroelektrodak 3 M KCI oldattal voltak
toltve, ellenallasuk 0.5-2 MQ volt. Az aramokat szobahén (~22°C), OC-725A oocyte
clamp (Warner Instrument Corp.) erdsitével regisztraltuk, és 50 Hz savszélességen,
100 Hz mintavételi frekvenciaval digitalizaltuk (Digidata 1200 analdg-digitalis
konverter, pCLAMP 6 szoftver). Az endogén protein kindaz A utvonal aktivalasa
céljabdl az intakt petesejtek cCAMP szintjét a folyamatosan aramlé kad oldathoz adott
1 mM IBMX (3-izobutil-1-metilxantin) + 50 uM forskolin alkalmazasaval emeltik meg.
Az aktivalt konduktanciakat a feszlltség-aram karakterisztikak -60 és -20 mV kozotti

meredekségeként adtuk meg, a nem-stimulalt nyugalmi konduktanciat levontuk.
4.6. Inside-out patch-clamp mérések

Az egyedi illetve makroszkdépos ioncsatorna aramokat a petesejtekbdl
kiszakitott inside-out patch preparatumokbdl vezettik el. A patch citoszolikus
felszinét folyamatosan perfundaltuk (8. abra), a citoszolikus oldat 6sszetételét
szamitogeép-vezérelt elektronikus szelepek segitségével ~30 ms idéallandéval

tudtuk cserélni. A méréseket 25°C-on végeztilk. A boroszilikat patch pipettak
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8. abra. A Xenopus oocyta heterolég expresszidés rendszer. A human (CFTR
vagy TRPM2) ioncsatornat kodolé cDNS-t tartalmazo, E. coli-ban szaporitott, majd
tisztitott plazmidrdl in vitro transzkripcidval cRNS-t allitunk eld. A tisztitott cRNS-t
afrikai karmosbékabol (Xenopus laevis) izolalt petesejtekbe mikroinjektaljuk,
amelyek leforditjak a szamukra idegen Uzenetet, azaz megszintetizaljak és plazma
membranjukba juttatjak a human ioncsatorna fehérjéket. E sejtek felszinérdl izolalt
~1 um atmérdji membran foltokban (inside-out patch) talalhaté ion csatornak
elektromos aktivitdsa egyedi molekula felbontassal regisztralhatdé, mikdézben a

csatornak intracellularis felszinét moso, folyamatosan aramlé kadoldat 6sszetétele

avorsan (idéallandd ~30 ms) cserélhetd.
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ellenallasa 2-5 MQ volt, mig a pipetta és a membran kozotti ellenallas altalaban
>100 GQ.

A CFTR csatornara iranyul6 mérésekhez az extracellularis (pipetta) oldat 136
mM NMDG-Cl-ot (N-metil-D-glukamin klorid), 2 mM MgCl,-ot, 5 mM HEPES-t
(pH=7.4), az intracellularis (kad) oldat pedig 134 mM NMDG-CI-ot, 2 mM MgCl,-ot, 5
mM HEPES-t, és 0.5 mM EGTA-t (pH=7.1) tartalmazott.

A TRPM2 csatornara iranyul6 mérésekhez a patch pipetta hegye kb. 1 cm
magassagig a kovetkezd oldattal volt feltdltve: 140 mM Na-glukonat, 2 mM Mg-
glukonat,, 10 mM HEPES (pH=7.4); 1 mM extracellularis [Ca*'] elérése céljabdl
ehhez még 8 mM Ca-glukonaty-ot adtunk. A pipetta hatso, ezlst/ezist-klorid
elektrédot tartalmazo, felét Ovatos rarétegzéssel 140 mM NaCl-alapu oldattal
toltottuk fel. A kad oldat 140 mM Na- glukonatot, 2 mM Mg-glukonaty-ot, és 10 mM
HEPES-t (pH=7.1) tartalmazott, amelyet 4.4, 7.6, 14.8, 43.6, 125, és 398 uM végsd
szabad [Ca®'] elérése céljabdl 0, 32, 100, 320 uM, 1 mM, és 3.2 mM Ca-glukonat,-
tal, illetve 8, 30, 100, 300 nM, és 1 uM szabad [Ca*] elérése céljabsl 1 mM EGTA
mellett 0, 70, 240, 500, és 760 uM Ca-glukonat,-tal egészitettiink ki. A kad elektrod
140 mM KCI-be meralt, amelyet sohid kotott 0ssze a kad oldatottal (9. abra).

A felerGsitett (Axopatch 200B erdsitd) aramokat 2 kHz-en sz(rtik, 10 kHz
mintavételi frekvenciaval digitalizaltuk (Digidata 1322A), a digitalizalt adatokat

merevlemezen rogzitettik (Pclamp 9).
4.7. Steady state egyedi csatornas patch-clamp mérések kinetikai elemzése

Egyedi csatornak nyitott illetve zart allapotban eltoltott tartdézkodasi idéinek
eloszlasai informaciot hordoznak a kapuzas molekularis mechanizmusarél. Ezen
eloszlasokhoz maximum likelihood mddszerrel kinetikai modellek illesztheték, s e
modellek paraméterei becsllheték. E célbdl az ioncsatorna aramokat 100 Hz (CFTR
aramok) illetve 200 Hz (TRPMZ2 aramok) savszélességgel szlrtlik, félamplitudd
modszerrel idealizaltuk, és az igy kapott eseménylistakhoz kinetikai modelleket
illesztettlink.

Egyedi csatornak ‘"burst" eseményeinek eloszlasat klasszikus burst-

analizissel allitottuk el6: ez az eljaras egy rogzitett, a zarddasi id6 eloszlas alapjan
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9. abra. A TRPM2 csatornak Xenopus oocyta membranban torténoé szelektiv
vizsgalatara alkalmas mérési rendszer. A Ca**-aktivalt endogén klorid aramok
kikiszobdlése céljabdl az inside-out patch membran mindkét felszinét éré oldatban
a klorid ionokat glukonat (G’) ionok helyettesitik (sarga kompartmentek). A
masodfaju Ag/AgCl pipetta- illetve kadelektrodok (cikkcakk vonalak) klorid (CI)
alapu oldatokba (vilagoskék kompartmentek) merllnek. A kad elektodot sohid
kapcsolja a patch citoszolikus felszinével érintkez6 kad oldathoz. A pipetta elektrod
a pipetta végét kb. 1 cm magassagig megtolté glukonattartalmu oldatra évatosan
rarétegzett kloridtartalmu oldatba mertl. A két pipetta oldat diffuzié révén toérténd
keveredése lassu folyamat: méréseink alapjan a klorid ionok 1 6ras meéreés alatt sem
jutnak el a patch citoszolikus felszinéig, illetve ez idé alatt nem valtozik meg
szamottevéen a két oldat hataran fellépd diffuzidés potencial sem. A glukonat ionok
egyuttal Ca®* pufferként is miikddnek, uM-os tartomanyban hatékonyan stabilizaljak
a szabad [Ca*']-t (Csanady és Torocsik, 2009).
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szamolt, vagasi értéknél rovidebb zarédasi eseményeket torol az eseménylistabol
(Jackson és mtsai., 1983).

A CFTR és TRPM2 csatornak lassu kapuzasi kinetikaja miatt egyetlen aktiv
csatorna csak rendkivul hosszu mérési id6 alatt szolgaltat elegend6 esemeényt a
megbizhato illesztéshez, viszont tobb, akar 8-10 csatornat tartalmazo patch-ekben is
meég tisztan feloldhatok az egyedi kapuzasi események (v.6. 10. A abra). Munkank
kezdetekor azonban nem allt rendelkezésre hatékony mddszer tobb aktiv csatornat
tartalmaz6 patch regisztratumok ilyen célu elemzésére. Ezért kidolgoztam egy
maximum likelihood alapu matematikai eljarast, amelynek segitségével az egyedi
csatornak kapuzasi paraméterei megbizhatéan meghatarozhaték olyan patch
regisztratumokbdl is, amelyek tobb mint egy aktiv csatornat tartalmaznak. A médszer
lényege az 0sszes vezetési szinthez tartoz¢ tartozkodasi id6 eloszlasok egyuttes
illesztése a megfeleld kapuzasi sémaval (10. B abra). Tovabbi elénye, hogy egyuttal
lehetéséget ad a véges savszélesség okozta torzulasok kompenzalasara is. Az
algoritmust koézoltem (Csanady, 2000) és szoftvercsomag formajaban meg is
valositottam; e szoftvert azéta tobb kutatécsoport hasznalja vilagszerte, segitségével
eddig tobb mint 40 rangos kozlemény szlletett. A CFTR és TRPM2 csatornak
atlagos burst (tp) €s interburst (1) hosszainak meghatarozasa céljabol e médszer
segitségével a C—0O«—B  (closed-open-blocked) sémat illesztettik az
eseménylistdkhoz (10. A abra). A CFTR esetében ez a séma a lassu, ATP-figgé
kapuzast a C—0O alsémaba, az ATP-fuggetlen gyors kapuzast pedig az O—B
alsémaba tomoriti. Az illesztés soran meghatarozott négy sebességi allando (rco,
roc, fso, ros; ld. 10. B &bra, lent) ismeretében a burst és interburst hosszak

kiszamithatok: t,=(1/roc) (1+ros/rso), €s Tin=1/rco.
4.8. Kinetikai modellek statisztikai rangsorolasa

Munkank kezdetén ugyancsak kidolgozatlan volt alternativ kinetikai modellek
statisztikailag korrekt rangsorolasa, mert az eseménylistdk maximum likelihood
illesztése sordn — a paraméterbecslések mellett — kapott loglikelihood hanyados
indikatorok eloszlasa nem volt ismert. Ezen eloszlasok részben elméleti, részben

kisérletes meghatarozasa révén (Csanady, 2006) lehetévé valt a klasszikus
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1 pAl_ n Becstilt sebességi allandok:

3— _ -1 _ i
4 200 ms W rCO =1.00s FOB =403s

- _ 1 _ ,
e =1.978" 155=99.7s

10. abra. Tobb aktiv csatornat tartalmazé patch aramregisztratumanak
kinetikai elemzése. A, Bemeneti adatsor: a C(losed)«—O(pen)—B(locked)
kapuzasi sémaval, a fent feltlintetett sebességi allandokkal szimulalt 4 db egyforma,
egymastol fuggetlen csatorna aktivitasa. A szimulalt regisztratum 100 Hz
savszélességgel lett szlirve. Az id6ben széthuzott szakaszon (lent) lathatd, hogy az
egyedi csatorna események tisztan feloldhatok. B, Az A panelben lathato
regisztratum egyes vezetési szintjeinek transzformalt (Sigworth és Sine, 1987)
tartézkodasi id6 hisztogramjai (szines oszlop diagramok; a logaritmusos
idétranszformacié csucsos fuggvényekké alakita a monoton csokkend
exponencialis sirlségfiggvényeket), valamint a sajat fejlesztési maximum
likelihood algoritmus altal a hisztogram egytttesre illesztett slriségfliggvények
(fekete vonalak; (Csanady, 2000)). A négy illesztett paraméter becsult értékei (lent)
a szlrés okozta adatvesztés ellenére megbizhatéan visszaadjak a szimulacidhoz

hasznalt értékeket (A panel, fent).
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loglikelihood ratio teszt alkalmazasa alternativ kinetikai modellek statisztikai

rangsorolasa céljabdl (Id. 5.1.3.1. alfejezet és 18. abra).
4.9. Egyedi csatornak vezetoképességének meghatarozasa

Az egyedi csatornaaramok nagysagat amplitudé hisztogramokhoz illesztett

tObbsz6rds Gauss gorbék csucsainak tavolsagaként definialtuk.
4.10. Makroszkopos aramrelaxaciok illesztése

Aktivalé ligandok koncentracidinak hirtelen megvaltoztatasat kovetd
aramrelaxaciok kinetikajat illesztett monoexponencialis fliggvények idéallanddival (1)
jellemeztuk. A legkisebb négyzetek modszerrel illesztett exponencialisok

id6allanddjanak inverze a relaxacié sebesseégi allandojat adja.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. A CFTR szerkezete, miikodése

5.1.1. A CFTR modularis felépitése, domén hatarok tisztazasa

Sok ABC fehérje esetén a négy "kanonikus" ABC transzporter domént — azaz
a két NBD-t és a két TMD-t (2. A abra) — nem egyetlen polipeptid lanc kodolja,
hanem az egyes domének, vagy TMD-NBD domén-parok, kulon génekrél
szintetizalodnak, és a megfeleld sztdchiometridval 6sszeépulve alkotnak funkcionalis
transzportert. Munkam kezdetén, Dr. David Gadsby laboratériumaban, azt
vizsgaltuk, hogy ez a stratégia a CFTR esetében is mikodik-e, azaz el6allithatok-e
funkcionalis CFTR csatornak komplementer szegmentsek egyuttes expresszidjaval.
Miutan abban az idében az egyes domének hatarai sem voltak egyérteimien
meghatarozva, e modszerrel egyuttal a doménhatarokat is pontositani akartuk. Ezért
kulonboz6 helyeken "kettévagtuk" a CFTR szekvenciajat, azaz békapetesejtekben
egyutt fejeztink ki két komplementer (vagy kdzel komplementer) szegmenst.

Els6 megkdzelitésként két elektrodos voltage clamp technikaval mértuk az
IBMX+forskolin koktéllal aktivalhaté egész-sejtes CFTR aram nagysagat. Mig a vad
tipusu (WT) CFTR csatornékat expresszaldé petesejtekben nagy, kb. 200 pS
konduktaniaju CFTR aramokat tudtunk kivaltani (11. A abra, 2. sor), az N-terminalis
nukleotidkot6 domén (NBD1) karboxi-terminalis végeként josolt 589-es poziciot
(Riordan és mtsai.,, 1989) kodvetd vagas esetén meglepetésre nem keletkeztek
mikodéképes CFTR csatornak (11. A abra, 3. sor; v.0. nem-injektalt petesejtek, 11.
A abra, 1. sor), ami felvetette, hogy az NBD1 C-terminalis hatara valojaban az 589-
es poziciotol disztalisan talalhaté. Valdban, a ko-expresszalt N-terminalis szegmenst
fokozatosan meghosszabbitva (11. A abra, 4-6. sorok) a 633-as pozicid elérésekor
mérhetd CFTR aram jott létre (11. A abra, 6. sor), amely a koexpresszalt C-
terminalis szegmens pontos komplementerré roviditése esetén megkozelitette a WT
CFTR aram nagysagat (11. A abra, 7. sor). Miutan e vagott konstrukcio aktivalhaté
aramat a 623-633 szakasz kiiktatasa megszintette (11. A abra, 8. sor), a 634-668-as

szakasz kiiktatasa viszont nem (11. A abra, 9. sor), az NBD1 "funkcionalis hatarat" a

37



Dr. Csanady Laszlo A~ ZAE 19 loncsatorna-enzimek szerkezete/miikodése
GC—74o 15
A £ 8= B £ 8=
S g=.2 2 2S¢
z #5258 2 #5258
nem injektalt i i 50 pS nem injektalt 1 i L“s
WT - :;-| WT \‘J‘nﬂ ﬂﬂﬂ :}{
116 ] om /Il *
F589+590 F589+590
s ]I N s pulll
F611+590 1 j
t&m"h aHH' F589+449 ‘Jm[h “]“[ |
F622+590 M 1 1
C633+560 ""H nﬂﬂ | = F589+433”nﬂ|‘L .J"'m, | =
F633+634 M j : F432+433 ”mm:ﬂm’r q =-|
F622+634 I"m JW] | F432+449 ‘J"'m lll“L P
F633+668 “ﬂﬂ "HH : j e F4144433 “"" "l"L ] :ﬁ

11. abra. Az NBD1 domén hatarainak tisztazasa koexpressziéos moédszerrel. A,
B, WT CFTR cRNS-sel, illetve kulonb6zé cRNS parokkal (sematikus rajzok) injektalt
petesejtekben két elektrodos voltage-clamp technikaval regisztralt nyugalmi (bal
oldali oszlop diagramok), és 50 uM forskolin + 1 mM IBMX alkalmazasaval stimulalt
(jobb oldali oszlop diagramok), egész-petesejt vezetbképességek. A
vezetOképességek a feszlltség-aram karakterisztikak -60 és -20 mV kozotti
szakaszainak meredekségeiként lettek meghatarozva. A sémak szinkodolasa: Flag-
cimke, fekete, TMD1, sotétkék, NBD1, piros, R domén, zdld, TMD2, vilagoskeék,
NBD2, sarga. A konstrukciok megnevezéséhez hasznalt szamok (itt, valaminta 12,
13. és 15. abrakban) az N-terminalis szegmens C-terminalis, illetve a C-terminalis
szegmens N-terminalis végét jeldlik. Pl.: F589+590 = Flag-3-589 szegmens + 590-

1480 szegmens. A rozsaszin kerettel kiemelt konstrukcidok kapuzasat részletesen is

megvizsgaltuk (12. abra).
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C-terminalis oldalon a 633-as pozici6 kornyékére — a 622-es poziciotol
mindenképpen disztalis pontra — josoltuk.

Hasonlé megkozelitéssel kivantuk pontositani az NBD1 N-terminalis hatarat.
Az inaktiv, 589-es pozicié utan vagott konstrukciobadl (11. B abra, 3. sor) kiindulva, a
C-terminalis szegmenst fokozatosan az N-terminalis iranyban hosszabbitva (11. B
abra, 4-5. sorok), a 433-as pozicio elérésekor jelent meg el6szér mérheté CFTR
aram, amely a koexpresszalt N-terminalis szegmens pontos komplementerré
roviditése esetén (11. B abra, 6. sor) megkdzelitette a WT aramot (11. B abra, 2.
sor). Miutan a 415-432 szakaszt kiiktathaténak (11. B abra, 8. sor), a 433-449
szakaszt viszont nélkulozhetetlennek (11. B abra, 7. sor) talaltuk, az NBD1
"funkcionalis hatarat" az N-terminalis oldalon a 433-as pozicié kdzelébe jésoltuk.

A fenti, intakt sejteken végzett el6szirés (amelyet Dr. Kim Chan kollégam
végzett) tehat azt mutatta, hogy az aktivalhaté CFTR aram nagysaga a vagas
helyétdl figg: ha akar a C-terminalis, akar az N-terminalis oldalrdl belevagtunk az
NBD1 doménbe, akkor nem kaptunk aramot. Viszont a vad tipusu csatornaéhoz
hasonlé nagysagu aramot kaptunk, ha az NBD1-t6l akar N-terminalisan (1-432 és
433-1480 CFTR szegmensek koexpresszidja), akar C-termindlisan (1-633 és 634-
1480 szegmensek koexpresszidja) vagtuk el a szekvenciat. Ezt a két "vagott"
konstrukciot azutan részletesen megvizsgaltuk inside-out patch-clamp mérésekkel
is, a PKA aktiv katalitikus alegységének perfuzidja mellett (v.6. 3. A abra; e
meéréseket mind sajat magam végeztem). Makroszkdépos meérésekben a vagott
csatornak a WT csatornakéval megegyez6 mdodon foszforilaciofuggéek maradtak, és
valtozatlan érzékenységet mutattak az intracellularis ATP-vel szemben (Ki, ~ 50
uM). Egyedi csatornak szintjén vizsgalva a vagott csatornaknak mind konduktanciai,
mind pedig kapuzasi kinetikajuk (12. abra) — mérsékelt kvantitativ kildnbségeket
leszamitva — megegyezett a vad tipusu csatornakéval. (Az NBD1 domeént kovet6
vagas a nyitvatartasi idék mérsékelt roviditésén, az N-terminalisan elhelyezett Flag-
cimke pedig a zarvatartasi id6k mérsékelt megnyujtasan keresztil némileg
csOkkentette a nyitvatartasi valoszinlséget; (Chan és mtsai., 2000) 12. abra.)
Hasonldképpen, mikodbképes csatornakat eredményezett a TMD1/NBD1/R domén
(1-835) és a TMD2/NBD2 (837-1480) szegmensek egyuttes expresszidja is
(Csanady és mtsai., 2000).

39



Dr. Csanady Laszlo loncsatorna-enzimek szerkezete/miikodése

D
M

I
an
Q

Atl. nyitvatartasi  Atl. zarvatartasi Nyitvatartasi
idd (ms) idé (ms) valoészinlség
0 800 0 4000 00 02 04

WT JJ" ]].-”Jm (9) —H —
432+433 \JU rl """ (6) — E—
633+634 JJU ]. -".“," 7) %% — —

AL R

F432+433-.¢."ﬂﬂ l“‘ﬂ (c) [— TR F—
F633+634 """ -n“‘l o p— k[

(7) I+« I <o,k

com—])

12. abra. Az NBD1 domén N- vagy C-terminalis oldalan elvagott CFTR
csatornak kapuzasa a WT csatornakéhoz hasonlé. WT CFTR cRNS-sel, illetve
klldnbdz6 cRNS parokkal (sematikus rajzok), injektalt petesejtekbdl kiszakitott
inside-out patch-ekben 300 nM PKA és 2 mM ATP jelenlétében észlelt egyedi
CFTR csatorna aramok kinetikai paraméterei (oszlop diagramok). A 432-es poziciot
kovetd vagas (432+433) nem befolyasolja a kapuzast, a 633-as poziciét kovetd
vagas (633+634) mérsékelten csOkkenti az atlagos nyitvatartasi id6ét (bal oldali
oszlop diagram, 3. és 6. sor). Az N-terminalis Flag-cimke mindegyik konstrukcidban
kb. kétszeresére nyujtja az atlagos zarvatartasi idét (k6zépsé oldali oszlop diagram,
4-6. sor). * P<0.1, ** P<0.05, *** P<0.01.
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Megmutattuk tehat, hogy a CFTR el6allithatd komplementer szegmenseinek
koexpresszidjaval, mig a rész-szegmensek egyike sem képezett dnmagaban
mUkod6 csatornat. Tovabba, e moddszer alapjan az NBD1 domén N-terminalis
hatarat a 433-as aminosav kornyékére, C-terminalis hatarat pedig a 633-as
aminosav kornyékére josoltuk (Chan és mtsai., 2000): ez jelentds korrekciot jelentett
az eredeti, pusztan szekvencia alapjan jésolt NBD1 domén hatarokhoz (433-586)

képest (Riordan és mtsai., 1989).

5.1.2. A CFTR foszforilaciés szabalyozasa

5.1.2.1. Pozitiv vagy negativ regulatorként miikédik-e az R domén?

Az el6z6 alfejezetben bemutatott koexpressziés mddszer lehet6séget adott a
regulacios R domén szerepének vizsgalatara is. Az R domént a protein kinaz A
foszforilalja, ez a foszforilacio a csatorna-aktivitas eléfeltétele: inside-out patch-
clamp mérésekben a WT CFTR csatornak nem nyitnak ki a protein kinaz A aktiv
katalitikus alegységének alkalmazasa nélkul (13. abra, fent). Tisztazni akartuk, hogy
ez a foszforilacion keresztuli aktivacio a nem-foszforilalt R domén gatlé hatasat, vagy
a foszforilalt R domén serkent6 hatasat tukrézi. Ezért, még mindig Dr. David Gadsby
laboratériumaban dolgozva, a két TMD-NBD paros (TMD1/NBD1: 1-633-as
szegmens, TMD2/NBD2: 837-1480-as szegmens) koexpresszidjaval olyan CFTR
csatornakat hoztunk létre, amelyekbdl hianyzik az R domén (cut-AR; 13. abra, alsé
topologia diagram). Azt talaltuk, hogy e csatornak mikodéképesek, és ATP-fuggd
kapuzasuk a WT csatornakéhoz hasonld. A cut-AR csatornak aktivitasahoz azonban
nem volt szukséges el6zetes foszforilaciéra (13. abra, lent), ebbdél arra
kovetkeztettlink, hogy az R domén doéntéen gatlé hatasu: a WT csatornak nem-
foszforilalt R doménja gatolja a csatornak kapuzasat, s e gatlas felfliggeszthetdé az R

domeén foszforilaciojaval, vagy delécidjaval is (Csanady és mtsai., 2000).

5.1.2.2. Nem-konzervalt NBD1 szegmensek szerepe

A CFTR NBD1 domén 2004-ben, Magyarorszagra tortén6 hazatérésem utan,

kozolt rontgenkrisztallografias szerkezete ((Lewis és mtsai., 2004); 14. abra) tovabb
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13. abra. Az R domén delécidja foszforilacié hianyaban is aktiv CFTR
csatornakat eredményez. Egyetlen WT CFTR (fent) illetve 1-633 és 837-1480-as
CFTR szegmensekbdl Osszeépult (633+837, lent) csatorna aramregisztratumai
Xenopus oocytabol kiszakitott inside-out patch-ben. Mig a WT csatorna csak PKA
alkalmazasaval aktivalhato, az R domént nem tartalmazé 633+837 csatorna ATP (2

mM) jelenétében a PKA (300 nM) kezelést megel6zden is aktiv.

42



Dr. Csanady Laszlo A~ ZAE 19 loncsatorna-enzimek szerkezete/miikodése
uy I =rJ LJ

pontositotta e domén hatarait. Kiderult, hogy az NBD1 domént valdjaban a ~390-638
aminosavak alkotjak, azonban a 404-435-6s szakasz a domén N-terminalis -
lemezének (14. abra, vilagoskék) els6 két B-redbje kozotti egyedi beékelédés
(regulatory insertion, RI), amely egyetlen masik ABC fehérjében sem talalhaté meg.
Mind az RI, mind az NBD1-et kdzvetlenll kdvetd hélix-loop-hélix motivum (639-670-
es szakasz, regulatory extension, RE) tartalmaz PKA-szubsztrat szerint (S422,
illetve S660), és szerkezete foszforilacio-fuggének bizonyult. Ezért a szerzék
felvetették, hogy e két szakasz (14. abra, piros szegmensek; az Rl egy része a
kristalyszerkezetben nem volt feloldhatd, piros péttyézétt vonal) fontos szerepet
jatszhat a CFTR foszforilacio-figgd szabalyozasaban (Lewis és mitsai.,, 2004).
Koexpresszios kisérleteinkhez készult konstrukcioink lehetdséget biztositottak e két
szakasz szelektiv deléciojara: az 1-414-es és 433-1480-as szegmensek
koexpresszidja ugyanis az RI, az 1-633-as és 668-1480-as szegmenseké pedig az
RE jelentds részét iktatja ki ("ARI" és"ARE" csatornak) — ugyanakkor korabbi
munkank alapjan e deléciok mikoédéképes csatornakat eredményeztek (v.6., 11. A
és B abrak legalsé sorai). Ezért, mar itthoni munka keretében, inside-out patch-
clamp kisérletekben részletesen megvizsgaltuk e szakaszok kiiktatasanak
funkcionalis hatasait. Sem az Rl, sem az RE kiiktatasa nem fluggesztette fel a CFTR
aktivacié szigoru foszforilacié-fluggését: a WT csatornakhoz (15. A abra) hasonléan
mind a ARE (15. B abra), mind a ARI (15. C abra) csatornak esetén a CFTR aram
PKA alkalmazasa el6tt (nem foszforilalt csatornak; 15. B abra, fekete oszlopok) csak
~1%-a volt a PKA jelenlétében mérhetdé aramnak (teljesen foszforilalt csatornak; 15.
B abra, csikozott oszlopok), és a PKA elvonasat kdvetéen néhany masodperc alatt
kb. 50%-ara esett vissza (részlegesen foszforilalt csatornak; 15. B abra, sziirke
oszlopok). (A PKA elvonasat kovetd gyors részleges deaktivacio a WT csatornak jol
ismert tulajdonsaga, és az R-domén foszfoszerinek egy csoportjanak membranhoz
kotott foszfatazok altali gyors defoszforilacidjat tukrozi; a megmarado CFTR aram
nagysagrendekkel lassabb kinetikaval csokken tovabb.) Tovabba, egyik delécio sem
befolyasolta Iényegesen a csatornak ATP-fliggé kapuzasat. Nem volt szamottevd
hatasa annak sem, ha az RE deléciojaval egyidében az Rl egyetlen foszforilalhato
szerinjét is kikuszoboltuk (1-633(S422A) és 668-1480 szegmensek koexpresszioja;
15. D abra, 15. E abra jobb oldali oszlopcsoport). Megallapitottuk tehat, hogy sem az
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14. abra. Nem konzervalt szakaszok elhelyezkedése a CFTR NBD1
szerkezetben. (Bal) CFTR membran topolédgia, az NBD1 domén pirossal kiemelve.
(Jobb) Az egér CFTR NBD1 kristalyszerkezete MgATP-t kotott formaban ((Lewis és
mtsai., 2004); PDBID: 1R0X) két kilonb6z6 nézetben: az ATP-kotd zseb feldl (fent),
illetve a fentivel nagyjabdl meréleges iranybdl, a parallel B-lemez (z6ld) sikjabdl
nézve (lent). A nem-konzervalt beékelédés (RI) és toldalék (RE) pirossal vannak
kiemelve. Az Rl 412-428-as szakasza a kristalyszerkezetben nem volt feloldhatd, e
peptidszakaszt piros pontozott vonal helyettesiti. Szinkddolas: ABC-specifikus o-
helikalis aldomén, sarga; F1-szeri ATP-koté "core" parallel B-lemez, zéld; ABC-

specifikus antiparallel B-lemez, vilagoskék; ATP, rézsaszin; 660-as és 670-es

szerinek oldallancai, kék.
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15. abra. A nem-konzervalt NBD1 szegmensek kikiiszobolése nem zavarja
meg a CFTR foszforilaciofiggd szabalyozasat. A-D, (A) WT, (B) ARE
(633+668), (C) ARI (414+433), valamint (D) ARI(S422A) CFTR konstrukciokat
expresszalo petesejtekbdl kiszakitott inside-out makro-patch-ekben, -80 mV
membranpotencialon regisztralt makroszkopos CFTR aramok a csatornak harom jél
elkllénithetd foszforilacids allapotanak aktivitasat szemléltetik: PKA alkalmazasa
elétt (nem, vagy alig foszforilalt allapot), telitési koncentracioban (300 nM)
alkalmazott PKA jelenlétében (teljesen foszforilalt allapot), illetve a PKA elvonasara
bekovetkezd gyors részleges defoszforilaciét kovetben (részlegesen foszforilalt
allapot). E, WT, ARE, ARI, és ARI(S422A) CFTR csatornak aktivitasa PKA
alkalmazasa el6tt (fekete oszlopok, "pre"), PKA jelenlétében (csikozott oszlopok,
"PKA"), illetve PKA elvonasa utan (szirke oszlopok, "post"). Az atlagos

makroszképos aramok az ugyanazon patch-ben PKA jelenlétében regisztralt

atlagos aramhoz vannak normalva.
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RI, sem az RE szakasz jelenléte nem sziukséges a CFTR foszforilacio-fuggd

szabalyozasahoz (Csanady és mtsai., 2005a).
5.1.2.3. A 768-as gatl6 foszfoszerin vizsgalata

A protein kindaz A az R doménben talalhaté mintegy tucatnyi szerint foszforilal
(Picciotto és mtsai., 1992), és a csatornak aktivitdsa nagyjabol aranyosan novekszik
a foszforilacio mértékével. E jelenség egyik lehetséges magyarazataként felvetodaott,
hogy az aktivaciot (azaz az R domén gatlé hatasanak felfliggesztését) egyszeriien a
foszfatcsoportok negativ  toltéseinek felhalmozdédasa okozna, valamilyen
elektrosztatikus mechanizmuson keresztul. Ennek azonban ellentmondott az a
felfedezés, hogy a 737-es és 768-as R domén szerinek oldallancainak
kikiszObolése (szerin-alanin mutacid) novelte az intakt sejtekben mért CFTR
csatornaaktivitast (Wilkinson és mtsai., 1997). A 768-as R-domén szerin szerepének
megértése ceéljabdl részletesen megvizsgaltuk a 768-as pozicioban nem
foszforilalhatd S768A mutanst. A WT csatornakkal ellentétben az S768A csatornak
intakt petesejtekben mar nyugalmi allapotban, a cAMP utvonal stimulalasa nélkul is,
kézel maximalisan aktivak voltak; ez az aktivitds azonban PKA gatlészerek (Rp-
cAMPS) injektalasara elenyészett. Inside-out patchben koézvetlendl vizsgalhaté a
csatorna aktivitas foszforilaciofiggése, hiszen egy adott patch-ben az alkalmazott
PKA és az (allando) endogén foszfataz aktivitas egymassal ellentétes hatasainak
eredményeként a CFTR csatornak foszforilacios szintje (azaz az R-domén szerinek
foszforilacios sztdochiometridja) steady-state értékre a&ll be, amely a PKA
koncentracié ndvelésével emelheté (16. A abra, sététkék nyil). llyen koértlmények
kozott a WT csatornakhoz hasonldéan az S768A csatornak is csak PKA-val voltak
aktivalhatok, azonban ehhez alacsonyabb koncentracioju PKA is elegendének
bizonyult (16. A abra): ez a fokozott PKA érzékenység eredményezte az intakt
sejtekben mért nagy nyugalmi S768A aramot. Inside-out patch mérésekben egyedi
csatornak kapuzasi kinetikajat vizsgalva (17. A-B abrak) megallapitottuk, hogy az
S768A mutacio funkcionalis hatasa pusztan abbdl all, hogy megnyujtja a csatornak
atlagos nyitvatartasi idejét (17. E abra; v.6. 17. D abra), és az ezaltal megndvekedett
nyitvatartasi valdsziniség (17. C abra) eredményezi a protein kinaz A iranti
érzekenység latszélagos novekedését (16. A abra). A velunk kollaboralé Gadsby

laboratorium tdmegspektrometrias mérésekkel igazolta, hogy nyugalmi sejtekben a
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16. abra. Az S768A mutacié noveli a CFTR csatornak nyitvatartasi
valészinliségét, de nem befolyasolja a tobbi R domén szerin
foszforilaciéjanak kinetikajat. A, Egyedi WT (piros kbrok) és S7T68A (kék kordk)
CFTR csatornak steady-state nyitvatartasi valdszinliségei inside-out patch-ben, 2
mM ATP és kulonbozd koncentraciéju PKA jelenlétében. Egy adott patch-ben az
alkalmazott PKA és az (allandd) endogén foszfataz aktivitas ellenhatasanak
eredményeként a CFTR csatornak foszforilacios szintje (azaz sztdéchiometriaja)
steady-state értékre all be, amely a PKA koncentracié nodvelésével emelhetd
(sotétkék nyil). B, C-terminalis hisztidin cimkével tisztitott WT (fent) és S768A
mutans (lent) R-domén peptidek in vitro foszforilaciojanak idéfuggése. Az R-domén
peptidek a savok alatt feltiintetett idétartamua (0.5-60 perc), 10 nM PKA és 5 uM 32P-
MgATP jelenlétében tortént inkubaciot kovetbéen SDS-PAGE segitségével lettek
elvalasztva, majd autoradiografiaval el6hivva. A nyil a 28 kDa-os molekulatdmeget
jelzi. A fokozatos mobilitas-csokkenésben tikr6z6dé R-domén foszforilacio

kinetikaja nem valtozott az S768A mutacié hatasara. (A leglatvanyosabb mobilitas-

csoOkkenést a 737-es szerin foszforilacidja okozza.)
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17. abra. Az S768A mutacié hatasa a CFTR csatornak kapuzasi kinetikajara. A-
B, Alacsony (55 nM) majd magas (550 nM) koncentraciéban alkalmazott PKA ;s 2
mM ATP jelenlétében kialakul6 steady-state egyedi csatorna aramok (A) WT illetve
(B) S768A mutans CFTR csatornakat kifejez6 petesejtekbdl izolalt inside-out patch-
ekben, +40 mV membranpotencialon. Az aktiv csatornak szamanak (N)
meghatarozasa érdekében a kisérletek végén a csatornakat 300 nM PKA, 0.1 mM
ATP és 2 mM pirofoszfat (PP;) egylttes alkalmazasaval nyitott allapotban
stabilizaltuk; jol lathatdé a nyitvarekedt csatornak nukleotidok elvonasat kovet6 lassu
zarédasa (id6éallandé ~30 s, v.0. atlagos nyitvatartasi id6 ATP jelenlétében ~250
ms). A csatornak szamanak (A, N=4; B, N=5) ismeretében a jol feloldaté egyedi
csatornaesemények (Id. idében széthuzott szakaszok) elemzése a 10. abran lathato
modszerrel tortént. C-E, Egyedi WT (szlirke oszlopok) és S768A (fekete oszlopok)
CFTR csatornak steady state nyitvatartasi valoszinliségei (C), illetve atlagos zarva-
(D) és nyitvatartasi id6i (E) 2 mM ATP és 55 (fels6é oszlopparok) illetve 550 nM (alsé
oszlopparok) PKA jelenlétében. * P<0.05.
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WT csatornak 768-as szerinje valoban foszforilalva van, amint ezt az S768A mutans
markans fenotipusa alapjan feltételeztiik. Ezzel &sszhangban, PKA és y-*?P-ATP
jelenlétében foszforilalt izolalt R domén peptid tdmegspektrometrias elemzése
kimutatta, hogy a WT R doménban a 768-as szerin foszforilalédik leggyorsabban.
Ugyanakkor a tobbi R domén szerin foszforilacidjanak kinetikaja nem valtozott az
S768A mutacio hatasara (16. B abra). Ebbdl arra kovetkeztettink, hogy a WT
csatornakban a 768-as foszfoszerin zarédast gyorsitd hatasa (17. E abra) nem a
tobbi R-domén szerin foszforilaciojanak gatlasat tikroézi, hanem a kapuzasra kifejtett
direkt hatas. Eredményeink alapjan a WT csatornakban a 768-as szerin mar
alacsony, nyugalmi PKA aktivitas mellett is foszforilalodik, ez a modifikacio pedig a
nyitvatartasi valoszinlség csokkentése révén jobbra tolja el a csatornak
aktivitasanak foszforilacio-figgését. Tehat az egyes foszfoszerinek hatasa sokkal
komplexebb annal, mintsemhogy egyszerl elektrosztatikus hatassal lehessen
azokat magyarazni. A jelenség élettani jelentdsége nem ismert, feltételezésunk
szerint biztosithatja a CFTR aktivitasanak finomabb szabalyozhatésagat (Csanady
és mtsai., 2005b).

5.1.3. Az ATP-fuggé kapuzasi ciklus mechanizmusa

A foszforilalt CFTR csatornak kapuzasat a két NBD-hez két6dd ATP hajtja — a
csatornak csak ATP jelenlétében kapuznak (pl. 3. C abra). Alapvet6 célkitlizésunk
volt e kapuzasi mechanizmus minél pontosabb megértése. Amint azt a Bevezetés
fejezetben felvazoltuk, minden ABC fehériében az ATP a két nukleotidkoté domén
dimerizaciojat idézi el6 (4. A abra). A dimer két ATP molekulat zar magaba a kontakt
felszinek altal alkotott két kotéhelyen, amelyek az ATP-t elhasitva energizaljak az
aktiv transzportot. A CFTR-ben csak a 2. szammal jelzett kotdhely aktiv ATPaz, az
1. kotbéhely degeneralt (4. B abra). A Gadsby csoport sok éves munkaja révén,
amelybe PhD hallgatoként majd itthonrél kollaboratorként kapcsolédtam be, olyan
kapuzasi modell korvonalazédott, amelyben a nukleotidk6té domének dimerizacioja
nyitja meg a porust. Mivel a dimer rendkivul stabil (Moody és mtsai., 2002; Smith és
mtsai., 2002), a nyitasi Iépés visszaforditdsa nagyon lassu: ezt tanusitja, hogy a 2-es
kotéhely hidrolitikus aktivitasanak megszilntetése — akar kulonféle katalitikus hely
mutaciokkal (pl., K1250R, 21. B abra; K1250A, 27. B abra), akar nem-hidrolizalhat6
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ATP analogok (AMPPNP vagy pirofoszfat) alkalmazasaval (pl., 17. A-B abrak) — két
nagysagrenddel csokkentik a CFTR csatornak zarédasi sebességét (0.03-0.2 s™),
azaz "nyitva rekesztik" a csatornakat (Gunderson és Kopito, 1994; Hwang és mtsai.,
1994). Ezzel szemben a normalis ciklus soran a 2. helyen kotott ATP elhasitasa
destabilizalja a dimert, lehetévé téve annak gyors (~4 s”) szétesését és a porus
zarbédasat (Vergani és mtsai., 2003; Basso és mtsai., 2003; Vergani és mtsai., 2005).
Ez a modell, amelyet t6bb review cikkben is 6sszefoglaltunk (pl. (Gadsby és mtsai.,
2006); v.0. 6. abra), mara nagy vonalaiban széles korben elfogadott, azonban
kezdetben sokaig vitatott volt. Az ioncsatornak donté tobbségének kapuzasa ugyanis
egyensulyi folyamat, ezért sokan kétségbe vontak, hogy a CFTR esetében ez
masképpen lehetne (Aleksandrov és Riordan, 1998; Aleksandrov és mtsai., 2000;
Aleksandrov és mtsai., 2009). Bar maga a CFTR altal katalizalt ATP hidrolizis
fiziologias korlilmények kozott nyilvanvaléan irreverzibilis (azaz nem-egyensulyi)
folyamat, az alapvetd kérdés az maradt, hogy a pérus kapuzasanak mechanizmusa

mennyire szorosan csatolt ehhez az ATPaz aktivitashoz.
5.1.3.1. A CFTR kapuzasi ciklus nem-egyensulyi voltanak bizonyitasa

Az egyedi csatornak nyitott illetve csukott allapotban eltoltétt tartozkodasi
id6inek eloszlasai egyertelml lehetéséget biztositanak a kapuzas nem-egyensulyi
voltanak vizsgalatara. A termodinamika torvényeibél kovetkezik, hogy egyensulyi
folyamatok esetén (pl. 18. A abra, 1gr séma, illetve 19. A abra) ezek az eloszlasok
monoton csdkkendk (v.6., 19. C abra) — bifazisos, csucsos eloszlasok (v.6., 19. D
abra) kizarélag nem-egyensulyi mechanizmus (pl. 18. A abra, 1-es séma, illetve 19.
B abra) esetén johetnek létre (Kijima és Kijima, 1987). A maximum likelihood
illesztés pedig arra is lehetéséget ad, hogy objektiv kritériumok alapjan elddntsuk,
melyik modell illeszkedik jobban a mérési adatokra. Nevezetesen, két egymasba
agyazott modell esetén (azaz, ha az egyszerlibb modell a komplexebb modell
részhalmaza (almodellje); v.0., 18. A abra 1R és 1-es séma, illetve 19. A és B abrak)
a komplexebb modell illesztése mindig magasabb log-likelihood (LL) értéket
eredményez. Azonban e ndvekmény (ALL, log-likelihood ratio) eloszlasa attél flgg,
hogy melyik modell all kdézelebb a valésaghoz (18. B &bra; (Csanady, 2006)).

Nevezetesen, megmutattuk, hogy amennyiben az egyszeriibb modell a helyes, a
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18. abra. Egymasba agyazott modellek objektiv 6sszehasonlitasa a log-
likelihood novekmény (ALL) értéke alapjan. A, Két egymasba agyazott alternativ
kapuzasi séma. Az 1r séma az 1-es séma specialis esetének (almodelljének)
tekinthet, mert az O,—C sebességi allandé novelésekor az 1-es séma
aszimptotikusan az 1r sémahoz kozelit. Az 1R séma (fent) egy-paraméteres
monoexponencialis (Id. 19. C abra), az 1-es séma (lent) két-paraméteres csucsos
(Id. 19. D &bra) nyitasi id6 eloszlast josol. B, A ALL eloszlasanak elméletileg
szamolt varhato értéke (sarga illetve vilagoskék vonal) és szorasa (a sarga és
vilagoskék satirozott savok a varhatd érték + szoras tartomanyt jeldlik) abban az
esetben ha az almodell (vilagoskék) illetve ha a komplexebb modell (sarga) a valés,
az illesztett nyitasi események szamanak fuggvényében abrazolva. A Kkor
szimbélumok és hibavonalak mindegyike 1000 db. flggetlen szimulalt
esemenylistanak az 1g majd 1-es sémaval torténd illesztésekor kapott ALL értékek
atlagat és szérasat mutatjak: a szimulacio a vilagoskék szimbolumok esetén az 1g,
a sarga szimbolumok esetén az 1-es séma alapjan tortént. A vizszintes vonal a log-
likelihood ratio (LLR) teszt P=0.05 értékhez tartozd kuszobértékét (x) mutatja:
ALL>x esetén <0.05 a valoszinlsége annak, hogy az eseménysor az 1r

mechanizmussal iott [étre.
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ALL eloszlasa T" eloszlashoz kozelit, és varhaté értéke (18. B abra, vilagoskeék
vizszintes vonal) illetve szorasa (18. B abra, vildgoskék satirozott tartomany) az
adatok mennyiségétdl fuggetlen. Ezzel szemben, ha a komplexebb modell helyes, a
ALL eloszlasa aszimptotikusan normal eloszlashoz kdzelit, melynek varhatd értéke
(18. B abra, sarga gérbe vonal) linearisan, szérasa (18. B abra, sarga satirozott
tartomany) négyzetgydkodsen né az adatok mennyiségével (Csanady, 2006). A log-
likelihood ratio teszt azon alapszik, hogy a ALL értékbdél kiszamolhatd, mekkora
konfidenciaval vethet6 el az a feltételezés, hogy az egyszeriibb modell a helyes: pl.
ALL>1.92 esetén az egyszerliibb modell 95% konfidenciaval elvethet6 (P<0.05; 18. B
abra, sététkék vizszintes vonal).

Aleksandrov és mtsai (2009) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CFTR
csatornak kapuzasa és az NBD doménekben zajlé6 ATP hidrolizis kdzott nincs
kapcsoltsag, azaz a kapuzasi séma egyszerl egyensulyi folyamat (19. A abra): e
feltételezés alapjan a nyitasi idok eloszlasa monoton csokkené kellene legyen (19. C
abra). Ezzel szemben, a Vergani és mtsai (2005) altal javasolt kapcsolt séma nem-
egyensulyi korfolyamat, és csucsos nyitasi id6 eloszlasokat jésol (19. D abra).

Megjegyzendd, hogy a 19. A abra egyensulyi sémaja a 19. B abra ciklusos

19. abra. A WT CFTR csucsos nyitasi id6 eloszlasa nem-egyensulyi
mechanizmust bizonyit. A-B, (A) Egyensulyi linearis és (B) nem-egyensulyi
ciklusos mechanizmus a CFTR kapuzasanak leirasara. Az A séma a B séma
almodellie (B, kék pontozott vonal). C-E, (C) Az A séma alapjan szimulalt
eseménylista illetve (E) egyedi, PKA elvonasat kdovetéen 2 mM ATP jelenlétében
kapuz6é D1370N CFTR csatornak nyitasi id6 eloszlasai (sarga hisztogramok), és
ezek maximum likelihood illesztései az A sémaval (k1=0, 1 szabad paraméter (k.1);
kék pontozott vonalak). A B sémaval torténd illesztések egyik esetben sem novelték
a log-likelihood indikator értékét (ALL=0). D-F, (D) A B séma alapjan, k=0
valasztassal szimulalt eseménylista illetve (F) egyedi, PKA elvonasat kovetéen 2
mM ATP jelenlétében kapuzé WT CFTR csatornak nyitasi id6 eloszlasai (sarga
hisztogramok), és ezek maximum likelihood illesztései az A (k1=0, 1 szabad
paraméter (k.1); kék pontozott vonalak), illetve B (2 szabad paraméter (ki, k2); piros
folytonos vonalak) sémakkal. Bar a B séma illesztése csak 2 szabad paraméterrel
tortént (k.1 értékét O-ra rozitettuk), az F panelben a log-likelihood novekmény

ALL=18.01: ennek alapjan az egyensllyi A séma biztonsaggal elvethetd (P=2:10"°).
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19. abra. (folytatas)... A lassu k.4 sebességi alland6 pontos értékérdl a nyitasi idé
eloszlas nem ad informaciot, erre a kilénb6z6 katalizis-képtelen mutansok lassu
zarédasi sebességei (K1250R: ~0.2 s, K1250A: ~0.04 s, E1371S: ~0.03 s™; a
D1370N mutacié a Mg?* ion kdétddésének megzavarasa miatt destabilizalja az NBD

dimert: k4~0.5 s™") alapjan adtunk fels& becslést (<0.2 s™).
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sémajanak almodellje (19. A-B abrak, kék pontozott vonal), igy a modellek a log-
likelihood ratio teszt alapjan 6sszehasonlithatok. Ezért egyedi csatornas mérésekbél
rekonstrualtuk WT és mutans CFTR csatornak nyitasi idé eloszlasait. WT csatornak
esetén egyertelmien csucsos eloszlast talaltunk (19. F abra): a ciklusos modell
illesztése (19. F abra, piros vonal) 18.01 egységgel magasabb log-likelihood értéket
adott az egyensulyi modelléhoz (19. F abra, kék pontozott vonal) képest, mely utdbbi
a log-likelihood ratio teszt alapjan nagy biztonsaggal kizarhaté (P=2-10°). Ezzel
egyertelmlen igazoltuk a kapuzas nem-egyensulyi voltat. Ezzel szemben, a 2-es
kotéhely katalizis szempontjabdl kulcsfontossagu Walker B aszpartatjanak mutacioja
(D1370N) hatasara az eloszlas monoton csdkkendvé valt (19. E abra), jelezve, hogy
az ATP hidrolizis (19. B abra, O1—0, Iépés) megszintetésével (k=0) a kapuzast
csonka egyensulyi folyamatta (Id. 19. A abra) redukaltuk. A maximum likelihood
illesztések segitségével becsllt ki és k, sebességi allandok (19. F abra, piros
szamok) és a kulonféle hidrolizisre képtelen CFTR mutansok lassu zarédasi
sebességeibdl becsiilt k4 érték (<0.2 s™') dsszevetése alapjan megallapitottuk, hogy
WT csatornak esetén — a CFTR transzporter eredetének megfeleléen — szoros
csatolas van az ATPaz ciklus és a kapuzasi ciklus kozott: a nyitasok >95%-a ATP
hidrolizissel végzddik. Egyes mutacidok azonban lazithatjdk e csatolas szorossagat.
A K464A mutacio (NBD1 Walker A motivum) példaul csdkkenti az ATP hidrolizis
sebességét (k1~0.9 s™), ugyanakkor destabilizalja az NBD dimert (k.1~3.4 s™), igy a
nyitdsoknak csak ~20%-a veégz6dik ATP hidrolizissel. Végs6 esetben, a katalizis
telies megszuntetése esetén, lassu nem-hidrolitikus kapuzas tapasztalhaté (0%
csatolas), amint azt a D1370N mutans is példazza (19. E abra; ez a mutéacié
ugyanakkor a katalitikus Mg®" ion koordinacidjanak megzavarasa révén az NBD
dimer élettartamat is jelentésen roviditi; (Hung és mtsai., 1998; Hopfner és mtsai.,
2000)). Ezen kozleményunket (Csanady és mtsai., 2010) méltatdé kommentar nagy
jelentéségi felfedezésnek mindsitette e munkat, amit a kovetkezd idézetek is
szemléltetnek: "Conventional equilibrium gating mechanisms also remain in
contention... The present study nails the coffin closed on such mechanisms”,
valamint "these experiments beautifully illustrate how the awesome power of single-

channel analysis can reveal fundamentals" (Miller, 2010).
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5.1.3.2. A CFTR kapuzasi konformacidévaltozasainak termodinamikai jellemzése

A katalitikus ciklus pontosabb feltérképezése ellenére, tovabbra is
megvalaszolatlan kérdés maradt, hogy milyen mechanizmussal idézi el6 az NBD
dimer kialakulasa/szétesése a poérus kapuzasi konformacidvaltozasait. Ennek
mélyebb megértése céljabdl meg kivantuk vizsgalni az egyes kapuzasi lépések
termodinamikai paramétereit.

A kémiai reakcidk sebessége egy energiagaton, a magas szabadentalpigju
aktivalt allapoton (20. A abra, T* allapot), valé atjutds sebességét tiikrozi. Az aktivalt
komplex elmélet értelmében a reakcidsebesség (k) az Eyring-Polanyi egyenlet (20.
A abra, fekete egyenlet) segitségével egy prefaktor és egy exponencialis tényezé
szorzataként szamithatdo, mely utobbi tartalmazza az aktivalt allapot
szabadentalpidjat (AG*). Bar a prefaktorban szerepld "atviteli egyitthaté" (0<x<1)
pontos értéke altalaban nem ismert (Chakrapani és Auerbach, 2005), a
reakciosebesség abszolut értékének ismeretében (k=1 valasztassal) legalabbis fels6
becslést adhatunk az aktivacios szabadentalpiara (AG*nax; 20. A abra, kék egyenlet).
Ezzel szemben az aktivacids entalpia (AH*; 20. B abra) a reakcidsebesség
hémérsekletfiggésebdl pontosan is meghatarozhato, a kalonb6z6 hémeérsékleteken
meért reakciésebességekbdl generalt Eyring diagram (20. B abra, jobb)
meredekségeként (Fersht, 2002). A AG*,.x és a AH* kiildnbségébdl pedig az
aktivacios entropia alsé becslése (AS*min) is adddik (20. C abra, z6ld egyenlet).

A CFTR esetében mindemellett azt is szem el6tt kell tartani, hogy a kapuzas
nem-egyensulyi ciklikus folyamat: a pérus egy nyitasat majd csukddasat kdvetben a
rendszer nem jut vissza kiindulasi allapotaba, hiszen ekdzben egy ATP molekula
ADP-vé és foszfatta alakult at (20. D abra, reakcioséma). Vagyis, a csukodasi lépés
nem a nyitasi Iépés megforditottja: e két Iépés sebességei két kuldon energiagat egy-
egy oldalat jellemzik (20. D abra, felsé szabadentalpia diagram, kettés nyilak). A
nyitasi |épés visszaforditasanak energetikajat (20. D abra, alsé szabadentalpia
diagram, jobb oldali kettés nyil) csak ugy lehet vizsgalni, ha megakadalyozzuk az
ATP hidrolizist, amely alternativ utat kinal a csukddasra (20. D abra, rdozsaszin
figgbleges vonal).

E harom kapuzasi lépés (nyitas (19. B abra, C1—0O1 Iépés), nem-hidrolitikus

zarddas (19. B abra, O1—C; Iépés), hidrolitikus zarédas (19. B abra, O1—0,—C;

95



Dr. Csanady Laszlo d 3 loncsatorna-enzimek szerkezete/miikodése

A a-ttg ki, % D

h CFTR:
+ AGY =RTIn ks T nem-egyensulyi termodinamika
AGingy kh
T N
Eyring diagram o
+ ADP
. Meredekség =- %Jr X + +
AHF 3 C—=T=0O+T. ,aor
= ATP ATp  ATP  ATP A%%
1 ATP :
ATP

+
TASE

20. abra. Aktivalt komplex elmélet egyensulyi és nem-egyensulyi rendszerre.
A-C, Kémiai reakcio (A) szabadentalpia-, (B) entalpia-, illetve (C) entropiavaltozasa
az aktivalt allapoton valé atjutdas soran. Az Eyring-Polanyi egyenlet (A, fekete
egyenlet) segitségével a reakcidsebesség abszolut értékébdl felsé becslés adhato
az aktivacidés szabadentalpiara (A, kék egyenlet), hémérsékletfuggésébdl pedig
kiszamithaté az aktivacios entalpia (B, Eyring diagram). E két becsult paraméter
alsé becslést ad az aktivacioés entropiara (C, zéld egyenlet). D, A WT CFTR
egyetlen pérusnyilasat majd zarédasat jellemzé allapotsor, és e reakcidésor szabad-
entalpia profilja (fent). A nyitasi és zarédasi aktivaciés szabadentalpiak (fliggbleges
kettés nyilak) két kulon energiagat egy-egy oldalat jellemzik. Az ATP hidrolizis
megakadalyozasaval (fiiggbleges rozsaszin vonal) egyensulyi rendszer hozhato
létre (als6 szabadentalpia profil), ilyenkor a nyitasi és zarddasi aktivacidés szabad-

entalpiak (fiiggbleges kettds nyilak) ugyanazon energiagat két oldalat irjak le.
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utvonal)) vizsgalata céljabdl egyrészt regisztraltuk egyedi vad tipusu CFTR
csatornak kapuzasi kinetikajat (21. A abra, aram regisztratum) — azaz nyitasi és
csukodasi sebességeit — telitési [ATP] mellett, kulonbozé beallitott hémeérsékleteken
(15-35°C kozott), mikozben parhuzamosan mértiik az aktualis hémérsékletet is a
patch kozvetlen kozelében (21. A abra, hémérséklet regisztratum), egy paranyi
termisztor segitségével. Masrészt, makroszkopos aramrelaxaciok illesztésével
meghataroztuk nem-hidrolitikus mutansok (pl. az NBD2 konzervalt, katalizis
szempontjabodl kulcsfontossagu Walker A lizinjenek K1250R és K1250A mutansai)
lassu csukodasi sebességeinek hémérsékletfiggését is (21. B abra). Ezen
mutansoknak a WT csatornakéhoz képest kb. 100-szor lassabb zarédasa az ATP-t
kotott NBD dimer lassu szétesését tukrozi; ezzel modelleztuk a WT csatornak nyitasi
lépésének visszaforditasat (v.0. 20. D abra, alsé szabadentalpia diagram). A kapott
Eyring diagramok (21. C-D-E 4&brak) meredekségeib6l meghataroztuk e harom
kapuzasi lépés AH* értékeit, majd 6sszevetettiik azokat e sebességek 25°C-on mért
abszolut értéka alapjan becsiilt (20. A abra, kék egyenlet) AG*nax értékekkel: igy
TAS*nin is adodott. Ezen adatokbdl végiil dsszedllithattuk egy kapuzasi ciklus
energetikai profiljat, azaz e harom termodinamikai fuggvény alakulasat a csatorna
megnyilasa, majd egy ATP elhasitasat kovet6 becsukddasa soran (22. A abra).

A nyitasi atmeneti allapot két szempontbdl is érdekesnek mutatkozott.
Egyrészt, rendkivill nagy AH* érték jellemzi (~120 kJ/mol; v.6. 22. A abra, piros
gorbe), masrészt a AH' és AG*nax (~80 kJ/mol; v.6. 22. A abra, kék gorbe) értékek
kdzotti nagy kilénbség jelentds entrépiandvekedést sejtet (TAS* min ~40 kJ/mol; v.6.
22. A abra, zéld gérbe). Ez utébbi konzisztens azzal a korabbi felvetéssel, miszerint
a nyitasi atmeneti allapotban az NBD dimer mar kialakult (Vergani és mtsai., 2005):
fehérje-fehérje dimer képzddést gyakran kiséri entropia novekedés, hiszen ilyenkor a
kolcsdonhato fellleteket boritd rendezett hidratburok kiszorul a rendezetlen
folyadékfazisba. A molekularis feszulésre utald nagyon magas aktivaciés entalpiat
pedig ugy ertelmezzuk, hogy a nyitasi aktivalt allapotban az NBD dimer ugyan mar
kialakult, de a porus még zart (22. B abra, 2. allapotséma): ez idézheti el6 a
tapasztalt molekularis feszulést, amely azutan a nyitott allapot iranyaban oldédik (22.
B abra, 3. allapotséma). Eredményeink alapjan tehat a nyitasi reakcié tovaterjedd
konformaciés hullammal irhaté le: a nyitasi konformaciovaltozast az NBD dimer

kialakulasa inditja el, e folyamatban a két ATP molekularis ragasztd szerepét télti be.
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21. abra. A CFTR kapuzasi lépéseinek homérsékletfiiggése. A, Két db.
el6foszforilalt WT CFTR csatorna arama (fent) inside-out patch-ben, 2 mM ATP
jelenlétében, -80 mV membranpotencialon, mikdzben a lokalis hémérséklet (lent) 25
°C és 31°C kozott valtakozik. Az idében széthlzott szakaszokon jol lathatd a
kapuzasi kinetika gyorsulasa a magasabb hémeérsékleten. B, Inside-out patch-ben,
PKA elvonasat kovetéen, -80 mV membranpotencialon, 2 mM ATP rdvid
alkalmazasaval 25 °C és 15°C lokalis hémérsékleten (lent) ismételten aktivalt
makroszképos K1250R CFTR aram (fent). Az ATP elvonasat kovetd aramrelaxaciok
exponencialis fliggvényekkel lettek illesztve (szines gbrbék), az illesztett
idéallanddk (t) inverze a zarodasi sebesség. C-E, Egyedi WT CFTR csatornak
steady-state nyitasi (C) és zarodasi (D) sebességeibdl, illetve (E) K1250R CFTR
csatornak makroszkopos zarddasi sebességeibdl elballitott Eyring diagramok, illetve

azok meredekségeib8l szamolt aktivacios entalpiak.
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22, abra. A WT CFTR kapuzasanak energetikai profilja. A, (Lent) A WT CFTR
egyetlen poérusnyilasat majd zarodasat jellemzé allapotsor, és (fent) e reakciosor
szabadentalpia (kék), entalpia (piros), illetve entrépia (zdld) profilja. A nyitasi és
zarddasi aktivacios energia értékek (fliggbleges kettds nyilak melletti szamok) a WT
CFTR csatornak steady-state nyitasi illetve zardodasi sebességeinek mért
paramétereib6l, a nem-hidrolitikus zarédaséi a K1250R csatornak zarodasi
sebességének paramétereibdl lettek szamolva. B, Az energetikai profil molekularis
értelmezése. A nyitasi aktivalt allapot entropia-ndvekedését a mar zart NBD dimer
érintkezési fellleteir6l a rendezetlen oldatba kiszoruld vizmolekulak, oriasi
aktivacios entalpiajat pedig a mar kialakult NBD dimer de még zart porus érintkezeési
fellletén kialakuld feszulés (goérbllt rudak) magyarazhatja. A zardédasi aktivalt
allapot a sebességmeghatarozo6 1épés, azaz az ATP hidrolizis atmeneti allapotat
tikrozi, az ATP B-y kotésében jelentkez6 fesziilés szamottevd entrépiavaltozas

nélkul okoz entalpia ndvekedést.
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Az NBD dimer kialakulasa feszulést idéz el6 a még zart allapotu TMD-ban, amely a
porus megnyilasakor — tovabbi entropiandvekedés mellett — részlegesen oldodik.
Ezzel szemben a WT csatornak zarédasakor a AH* (~70 kJ/mol; 22. A abra,
piros gérbe, jobb oldali energiagét) és AG*nax (<70 kJ/mol; 22. A abra, kék gérbe,
Jjobb oldali energiagat) értékek hasonldak, tehat a zarédasi aktivalt allapot elérésekor
nincs szamottevé entrépiavaltozas (22. A abra, z6ld gérbe, jobb oldali energiagat).
Ez egybevag azzal az elképzeléssel, miszerint a zardédas sebességmeghatarozo
lépése az ATP hidrolizis (19. B abra, O1—0, 1épés): e Iépés aktivacids entalpigja
egyetlen kémiai kétésben — az ATP B-y kétésében — jelentkezd feszulést tukrozi.
Miutan az entropia ebben az aktivalt allapotban még nem csdkken, azt gondoljuk,
hogy az NBD dimer ekkor még intakt, és a poérus nyitva van (22. B abra, 4.

allapotséma; (Csanady és mtsai., 2006)).

5.1.4. Egy CFTR stimulator szerkezet-aktivitas vizsgalata

Az  5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoat (NPPB; 23. abra, barna)
feszultségfuggd porusblokkold (24. abra), amelyrél emellett kiderult, hogy erételjesen
noveli a CFTR nyitvatartasi valésziniségét (Wang és mtsai.,, 2005). A CFTR
stimulatorok lehetséges terapias jelentésége miatt makroszképos és egyedi-
csatornas mérések segitségével feltartuk az NPPB kapuzasi hatasanak
mechanizmusat (Csanady és Torocsik, 2014a).

Er6ésen szlirt (10 Hz) egyedi csatornaaramokra (24. A abra) gyakorolt
(pbrusblokkold) hatasat (inpps/ikontron; 24. C és 25. A abrak, lres barna koérok)
Osszevetve a steady-state makroszképos WT CFTR aramokra gyakorolt hatasaval
(INnepB/lkontron; 25. A abra, telt barna kérék) szamszerUsithettUk az NPPB nyitvatartasi
valoszinliségre gyakorolt hatasat (Po.nepe/Po:kontrot = (INpps/lkontro) / (inpPB/ikontroll); 25.
C abra, telt barna kérok). Megallapitottuk, hogy régzitett -120 mV membranpotencial
mellett barmely alkalmazott NPPB koncentracio 1ényegesen enyhébben csokkentette
a WT csatornak steady-state makroszkopos aramat, mint amennyire az a pérusblokk
alapjan varhato lett volna (25. A &bra, fliggbleges sététkék kettés nyil), ami
alatdmasztotta a nyitvatartasi valoszinliség stimulaciéjat. Az alkalmazott maximalis
NPPB koncentracio (210 puM) mellett a WT CFTR csatorndk nyitvatartasi

valészinlisége kb. 4-szeresére (25. C abra, barna koérédk), a cisztikus fibrézisban
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23. abra. CFTR pérusblokkolé drogok kémiai szerkezete. Az NPPB (barna) és a
MOPS (sététzéld), valamint az NPPB-t alkotd két részmolekula, a 3-nitrobenzoat
(BNB, kék) és 3-fenilpropilamin (3PP, piros) szerkezeti képletei. Fizioldgias pH-n az
NPPB és a 3NB teljesen deprotonaltak (anionok), a 3PP teljesen protonalt (kation),

a MOPS-nak pedig 50%-a deprotonalt (anion), 50%-a protonalt (semleges).
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24. abra. Az NPPB és a MOPS pérusblokkolé hatasanak feszultségfuggése. A,
Er6sen szlrt (savszélesség 10 Hz) egyedi WT CFTR csatorna aramok 2 mM ATP
jelenlétében -120 és +80 mV kozoétti kulonb6zd membranpotencialokon, kontroll
kordlmények kozott (bal), illetve 210 uM NPPB (kézép) illetve 20 mM MOPS™ (jobb,
[MOPS]ieles=40 mM) jelenlétében. B, Az egyedi csatorna amplitudok
feszlltségfuggése kontroll korulmények kozott (szirke), illetve 210 uM NPPB
(barna), vagy 20 mM MOPS" (z6ld) jelenlétében. C, Relativ egyedi csatorna
amplitudék 210 uM NPPB (barna), vagy 20 mM MOPS’ (zé/d) jelenlétében. Az adott
feszlltségen a blokkolo jelenlétében mért amplitidd az ugyanazon feszlltségen
mért kontroll amplitidohoz lett normalva. A folytonos gorbék az ifig(Vm) =
(1+exp(-(RT/zF)*(Vm-V112)))" Boltzmann fliggvény illesztését szemléltetik. Az
illesztett paraméterek (Vi2: k6zépfesziltség; z: latszolagos tdltés) a kdvetkezbk
voltak: NPPB: V4, = 2412 mV, z = 0.51+0.03; MOPS: V1= 85+3 mV, z = 0.45+0.03.
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25. abra. Az NPPB erételjesen stimulalja a WT CFTR nyitvatartasi valészinii-
ségét. A-B, Telt k6rék: novekvé koncentracioban alkalmazott (A) NPPB illetve (B)
MOPS™ fajlagos hatasa a 2 mM ATP jelenlétében -120 mV membranpotencialon
mért steady-state makroszképos WT CFTR aramokra. A drog jelenlétében mért
aram a kontroll aramhoz lett normalva. A folytonos gérbék a Hill egyenlet illesztését
szemléltetik, az illesztett paraméterek az abrakrol leolvashatok. Ures kérok:
ndvekvd koncentraciéban alkalmazott (A) NPPB illetve (B) MOPS™ fajlagos hatasa
az egyedi csatorna amplitudokra -120 mV membranpotencialon; a pontozott gorbék
a Michaelis-Menten egyenlet illesztését szemléltetik. (NPPB: Ki=20£1 uM, MOPS-:
8.310.3 mM) Az A panelben a sotétkék kettés nyil a két gorbe kozotti jelentés
eltolodast hangsulyozza. C, Novekvd koncentraciéban alkalmazott NPPB (barna
korok) illetve MOPS™ (z6Id kérék) fajlagos hatasa a 2 mM ATP jelenlétében -120 mV
membranpotencialon kapuzé WT CFTR csatornak nyitvatartasi valészinliségére. A
nyitvatartasi valoszinliségre gyakorolt fajlagos hatas a makroszkdpos aramokra és
az egyedi csatorna amplituddkra gyakorolt fajlagos hatasok hanyadosa. A kontroll
korulmények kozott a WT CFTR nyitvatartasi valoszinisége ~0.2, a lehetséges

maximalis fajlagos stimulacié tehat 5-sz6ros (szlirke pontozott vonalak).
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jatszott szerepe miatt jelentés AF508 CFTR csatornaké viszont kb. 20-szorosara
nétt. Ezzel szemben a kontrollként alkalmazott 3-(N-morfolino)propanszulfonat
(MOPS; 23. abra, z6éld), egy masik ismert CFTR pdrusblokkolo (24. abra), nem hatott
a kapuzasra (25. C abra, zéld kérok; v.6. 25. B abra). A porusblokkal ellentétben az
NPPB kapuzasi hatasai szinte teljesen feszlltségfliggetleneknek mutatkoztak (26. B
abra, telt barna korok), ezért a drog pozitiv membranpotencialokon 6sszességében
is stimulalta a makroszképos WT (illetve AF508) CFTR aramot (26. A abra).

Az NPPB okozta P, stimulaci6 molekularis mechanizmusanak megértése
érdekében részletesen tanulmanyoztuk az egyes kapuzasi |épések sebességére
gyakorolt hatasait. Megallapitottuk, hogy a drog az O—0O;, atmenet (v.6. 6. abra)
szelektiv lassitasa révén 3-4-szeresére nyujtia a vad tipusu csatornak atlagos
nyitvatartasi idejét (27. A abra, bal oldali oszlop diagram); emellett kb. 3-szorosara
néveli mind a vad-tipusu csatornak nyitasi sebességét (C1+—0O¢ atmenet; 27. A abra,
jobb oldali oszlop diagram), mind a katalitikusan inaktiv (K1250A, E1371S)
mutansok nem-hidrolitikus zarodasi sebessegeét (O4—Cq atmenet; 27. B abra). Az
NPPB tehat a C1<—01 lépésre katalizatorként hat: stabilizalja e konformaciovaltozas
atmeneti ("aktivalt") allapotat, azaz csdkkenti a Cq és O4 allapotok kozoétti energiagat
magassagat. Ezt az energiagatat termodinamikai szempontbdl az 5.1.3.2.
alfejezetben mar jellemeztuk (22. A abra, bal oldali energiagat; 22. B abra, 2.
allapotséma): értelmezésunk szerint e nyitasi atmeneti allapotban fellép6 feszilés a
mar kialakult NBD dimer és a még zart konformacioju TMD domén érintkezési
felszinén jelentkezik. Kézenfekvd tehat, hogy az NPPB kapuzasi kétéhelye valahol
ebben a régidban talalhaté. Az NPPB kapuzasi hatasainak fesziltségfiggetlen volta
(25. C és 26. B abrak), tovabba az a tény, hogy e hatasokat nagy koncentraciéju
MOPS jelenléte sem fuggesztette fel (28. abra: a MOPS kiszoritjia az NPPB-t a
porusbol (28. A-B abrak), de sem a hidrolitikus (28. C-D abak), sem a nem-
hidrolitikus (28. E-F abak) zarédasi sebességre gyakorolt hatasat nem befolyasolja),
mindenesetre kétségkivul arra utalnak, hogy az NPPB "kapuzasi kotbhelye" a
poruson Kiviul keresendd (Csanady és Torocsik, 2014a).
befolyasolasan alapul, teljesen egyedi, és csak nem-egyensulyi, ciklikus kapuzasi
mechanizmus esetén vezethet a nyitvatartasi valosziniség novekedéséhez:

egyensulyi mechanizmus (29. A abra, bal) esetén egy energiagat stabilizalasa (29. B
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26. abra. Az NPPB okozta CFTR stimulaci6 nagymértékben
fesziiltségfiggetlen. A, Novekvdé koncentracioju NPPB hatasa +60 mV
membranpotencialon, 2 mM ATP rdvid alkalmazasaval ismételten aktivalt
makroszképos WT CFTR aram nagysagara. B, Novekvd koncentraciéban
alkalmazott NPPB fajlagos hatasa a 2 mM ATP jelenlétében +60 mV
membranpotencialon kapuzé6 WT CFTR csatornak egyedi csatorna amplitudéjara
(allo négyzetek), steady-state makroszképos aramara (fekvé négyzetek, v.6. A
panel), illetve nyitvatartasi valoszinGségére (telt kérék, v.6. 25. C abra). A
nyitvatartasi valoszinlségre gyakorolt fajlagos hatds a makroszkdpos aramokra és

az egyedi csatorna amplituddkra gyakorolt fajlagos hatasok hanyadosa.
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27. abra. Az NPPB hatasai a CFTR kapuzasanak egyes lépéseire. A, (Fent)
Egyedi WT CFTR csatorna aktivitasa 2 mM ATP jelenlétében, +60 mV
membranpotencidlon kontroll kortlmények koézott (felsé aramgérbe) és 210 uM
NPPB jelenlétében (alsé &ramgérbe). (Lent) Atlagos nyitvatartasi és zarvatartasi
id6k NPPB jelenlétében (barna oszlopok) illetve hianyaban (sziirke oszlopok). **
P<0.01. B, (Bal) Inside-out patch-ben, PKA elvonasat kovetéen, +60 mV
membranpotencialon, 210 uM NPPB jelenlétében majd hianyaban, 10 mM ATP
rovid alkalmazasaval aktivalt makroszképos K1250A CFTR aram. Az ATP elvonasat
kovetd aramrelaxaciok exponencialis figgvényekkel lettek illesztve (szines gorbék),
az illesztett idéallanddk (t) inverze a zarddasi sebesség. B, A K1250A CFTR
csatornak makroszképos zarodasi sebessége NPPB jelenlétében (barna oszlop)

illetve hianyaban (sziirke oszlop). ** P<0.01.

28. abra. Az NPPB kapuzasi kotéhelye a CFTR péruson kivil talalhaté. A,
E1371S nem-hidrolitikus mutans CFTR csatornak ATP elvonasat kdvetéen lassan
csillapodé makroszképos arama -120 mV membranpotencialon: a rovid idékre,
kilénb6z6 koncentraciokban alkalmazott porusblokkolok (MOPS, zéld sav, NPPB,
barna savok) fajlagos hatasa a nyitvarekedt (P,~1) csatornak aramara (I/lkontron)
tisztan az egyedi csatorna amplitudokra gyakorolt fajlagos hatast (azaz a pérus-
blokkot, i/ikontron) tUkrozi. Sarga nagyitott szakasz: kilénb6z6 NPPB koncentraciok
alkalmazasa 80 mM MOPS’ fenntartott jelenlétében. B, 80 mM MOPS’ jelenlétében
alkalmazott NPPB egyedi csatorna amplitidokra gyakorolt fajlagos hatasanak

dozisfuggése (zdéld-barna kérdk). A folytonos gorbe a Michaelis-Menten egyenlet
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illesztve (szines gérbék), az idballando (szines szamok) inverze a zarodasi sebes-
ség. E, Onmagaban, vagy 100 uM NPPB (fent és lent), 80 mM MOPS™ (fent), illetve
100 uM NPPB + 80 mM MOPS™ (lent) jelenlétében, alkalmazott 10 mM ATP altal is-

mételten aktivalt makroszkopos K1250A CFTR aramok -40 mV membranpoten-

cialon. Szines gorbék, illesztett exponencialisok; szines szamok, idéallandok. D, F,

(D) WT és (F) K1250A CFTR csatornak makroszképos zarddasi sebességei kontroll
kordlmények kdzott (szirke oszlop), 100 uM NPPB (barna oszlop), 80 mM MOPS’
(z6ld oszlop), illetve 100 uM NPPB + 80 mM MOPS™ (csikozott oszlop) jelenlétében.
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29. abra. Katalizator hatas csak nem-egyensulyi mechanizmus esetén
novelheti a nyitvatartasi valésziniiséget. A, Egyensulyi (A) és a WT CFTR-re
jellemzd ciklusos nem-egyensulyi (B) kapuzasi séma. A feltlintetett sebesséqi
allandék (piros szamok) mellett a két modell azonos nyitasi és zarodasi
sebességeket josol; a B panel sebességi allandéi a CFTR-re jellemzd értékek. A
kék sebességi allandok a C—0O (C4+—07) atmenetet gyorsitd "katalizator"
jelenlétében vart értékek. B, Az A panelben abrazolt kapuzasi sémak
szabadentalpia diagramjai kontroll koérilmények kozott (piros) és a "katalizator"
jelenlétében (kék). A diagramok nem méretaranyosak. C, A "katalizator" hatasa a
kapuzasi kinetikara egyensulyi (bal) illetve nem-egyensulyi ciklusos (jobb) kapuzasi

séma esetén.
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abra, bal) a nyitast és a zarédast egyforma mértékben gyorsitja (29. A abra, bal, kék
sebesséqi allandok), a nyitvatartasi valdszinliséget azonban nem befolyasolja (29. C
abra, bal): ennek megfeleléen az NPPB a katalitikusan inaktiv K1250A mutans
egyensulyi mechanizmussal zajlé lassu kapuzasanak csak kinetikajat gyorsitotta,
nyitvatartasi valoszinlségét azonban nem befolyasolta (Csanady és Torocsik,
2014a). Ezzel szemben, ciklikus kapuzasi mechanizmusanak (29. A abra, jobb)
koszénhetéen, a WT CFTR porus zarédasanak az O4—C4 Iépés nem
sebességmeghatarozé lépése, igy a C1+—0O¢ atmenet energiagatjanak csokkentése
(29. B abra, jobb) szelektiven noveli a nyitasi sebességet a zarddasi sebesség
szamottevd befolyasolasa nélkll (29. A abra, jobb, kék sebességi allandok), ndvelve
ezzel a nyitvatartasi valdszinliséget (29. C abra, jobb). Raadasul, az O1—0, lépés
lassitasa a fenti hatastol fliggetlen, tovabbi stimulaciét okoz. A WT (és AF508) CFTR
nyitvatartasi valdsziniségének noveléseére jelenleg ez a létezd legeredményesebb
stratégia, amely az NPPB aktivalo kotbhelyének azonositasa esetén uj célpontot
jelenthetne a CFTR-t aktivalé gyogyszerek tervezésében (Csanady és Torocsik,
2014a).

Az NPPB szerkezet-hatas 0Osszefliggéseinek jobb megértése érdekében
megvizsgaltuk, hogy e drog két, kinetikailag elkulonithetd kapuzasi hatasaért a
komplex molekula kulonbozé részei felel6sek-e. E célbol "kettévagtuk" az NPPB
molekulat egy 3-nitrobenzoat (3NB, "feji vég"; 23. abra, kék) és egy 3-fenilpropilamin
(3PP, "farki veég"; 23. abra, piros) részre, és kulon-kilon vizsgaltuk a két
részmolekula kapuzasra, illetve permeaciéra gyakorolt hatasait. Varakozasunknak
megfeleléen az NPPB poérusblokkold tulajdonsaga a 3NB karboxil csoportjanak volt
tulajdonithatd (30. A abra, kék nyitott kbrék és pontozott vonal), mig a 3PP kevéssé
befolyasolta a csatornapoérus vezetbképességét (30. C abra, piros nyitott kbrék és
pontozott vonal, a kismértékl blokkot a 3PP titralasara hasznalt szulfat ionok
okoztak). Meglepetésre azonban, a makroszképos aramokra gyakorolt hatasukat
(30. A és C abrak, zart kérok) a permeaciora gyakorolt hatasukkal (30. A és C abrak,
nyitott kérék) osszevetve kiderilt, hogy mind a 3NB, mind a 3PP erételjesen
stimulalja a CFTR nyitvatartasi valdszinlGségét (30. B és D abrak). Tovabba, az
NPPB-hez képest csokkent affinitasuk alapjan megallapithatd, hogy mindkét
részmolekula hasonlé mértékben jarul hozza a teljes NPPB molekula kotési

energiajahoz (a latszdlagos Ky értékekbdl szamolt kotési szabadentalpiak: AG°Npps=
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30. abra. Mind a 3NB, mind a 3PP noveli a WT CFTR csatornak nyitvatartasi
valoszinlségét. A, C, Telt kérék: ndvekvd koncentracioban alkalmazott (A) 3NB
illetve (C) 3PP-szulfat fajlagos hatasa a 2 mM ATP jelenlétében -80 mV membran-
potencialon mért steady-state makroszképos WT CFTR aramokra. A drog jelenlé-
tében mért aram a kontroll aramhoz lett normalva. A folytonos gérbék a Hill egyenlet
illesztését szemléltetik, a latszolagos affinitdsok az abrakrél leolvashatok. Ures ko-
rék: ndévekvé koncentraciéban alkalmazott (A) 3NB illetve (C) 3PP-szulfat fajlagos
hatasai az egyedi csatorna amplituddkra -80 mV membranpotencialon; az A panel-
ben a pontozott gérbe a Michaelis-Menten egyenlet illesztése (K=2.6£0.2 mM), a C
panelben lathatd mérsékelt blokkot a szulfat ionok okozzak. A sététkék kettés nyilak
a két abrazolt gorbe kozatti jelentds eltolddast hangsulyozzak. B, D, Novekvd kon-
centracidban alkalmazott 3NB (B) illetve 3PP (D) fajlagos hatasa a 2 mM ATP jelen-
létében -80 mV membranpotencialon kapuzé WT CFTR csatornak nyitvatartasi va-
|6szinliségére. A nyitvatartasi valoszinlségre gyakorolt fajlagos hatas a makroszké-
pos aramokra és az egyedi csatorna amplitudokra gyakorolt fajlagos hatasok ha-
nyadosa. Kontroll korulmények kozotta WT CFTR nyitvatartasi valoszinisége ~0.2, a

lehetséges maximalis fajlagos stimulacio tehat 5-szords (sziirke pontozott vonalak).
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31. abra. A WT CFTR csatornaknak a 3NB a nyitasi sebességét noveli, a 3PP
pedig a zarédasi sebességét csokkenti. A, Egyedi WT CFTR csatorna aktivitasa
2 mM ATP jelenlétében, -80 mV membranpotencialon kontroll kérilmények kdzott
(fels6 aramgérbe), illetve 32 mM 3NB (k6zépsé aramgérbe) vagy 20 mM 3PP (alsé
aramgoérbe) jelenlétében. B, WT CFTR kapuzasi séma a vizsgalt kapuzasi lépések
szemléltetésére (lila nyilak). A telitési ATP mellett mért atlagos zarvatartasi id6 (ti)
inverze a C1—04 atmenet sebességét, az atlagos nyitvatartasi idé (1) inverze az
01—0,—C;, zarddasi reakciout eredd sebességét tukrozi, utobbiban az O1—0, a
sebességmeghatarozé 1épés. C-E, (C) Nyitvatartasi valdszinliség, (D) atlagos
nyitvatartasi és (E) zarvatartasi id6k kontroll kdrilmények kozott (sziirke oszlopok),
illetve 210 uM NPPB (barna oszlopok), 32 mM 3NB (kék oszlopok), vagy 20 mM

3PP (piros oszlopok), jelenlétében.
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-9.4 KT; AG°3\g=-4.7 kT; AG°3pp=-5.1 kT). Részletes kinetikai analizis alapjan a 3NB
kb. 3-szorosara noveli mind a WT CFTR csatornak nyitasi sebességét (31. A abra,
kézép, 31. E abra, kék; a nyitasi sebesség az atlagos zarvatartasi id6 (tjp) inverze,
31. B abra), mind a nem-hidrolitikus K1250A mutans zardsasi sebességeét (32. A
abra, 32. C abra, kék; a zarddasi sebesség a makroszkdpos zarodasi idéallandd (1)
inverze), viszont nem hat a WT csatornak nyitvatartasi idejére (31. D abra, kék).
Ezzel szemben a 3PP szelektiven ez utébbi paramétert nyujtjia meg (31. A abra, 31.
D abra, piros; v.6. 31. E és 32. C abrak, piros). A 3NB és a 3PP részmolekulak
aktivalo hatasai tehat mikroszkopikus szinten eltéréen valésulnak meg (33. abra): a
3NB kizarélag a nyitasi konformacidvaltozas (C1+—O4 Iépés) atmeneti allapotat
stabilizalja, mig a 3PP szelektiven az ATP hidrolizist (O1—0O, |épés) gatolja
(Csanady és Torocsik, 2014b). Az NPPB, amely szerkezetében egyesiti a 3NB és
3PP molekulakat, mindkét hatast képes el6idézni. Fontos megjegyezni, hogy olyan
csatornak esetén amelyek nyitvatartasi valészinlisége dnmagaban alacsony, mint
amilyen a AF508 csatorna, az NPPB-nek ezen két kapuzasi hatasa egymastol
fuggetlenul noveli a nyitvatartasi valészinliséget. Ezért az NPPB szerkezet alapjan
tervezett nagy hataser6sségl potenciator molekulaknak mindkét kapuzasi hatast

meg kellene 6riznitk a pérusblokk kiiktatasa mellett.
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32. abra. A 3NB néveli a nem-hidrolitikus zaréodas sebességét. A, B, Onmaga-
ban, vagy (A) 32 mM 3NB, illetve (B) 20 mM 3PP jelenlétében, révid ideig alkalma-
zott 10 mM ATP altal ismételten aktivalt makroszképos K1250A CFTR aramok -20
mV membranpotencialon. Az ATP elvonasat kovetd aramrelaxaciok exponencialis
fuggvénnyel lettek illesztve (szines gbrbék), az illesztett idéallandod (t) inverze a za-
rédasi sebesség. C, (Bal) A K1250A CFTR csatornak makroszkopos zardédasi se-
bessége kontroll korulmények kozott (sziirke oszlop), 210 uM NPPB (barna oszlop),
32 mM 3NB (kék oszlop), illetve 20 mM 3PP (piros oszlop) jelenlétében. (Jobb) Ka-
puzasi séma a vizsgalt kapuzasi lépés szemléltetésére (lila nyil). A K1250A mutacio
(piros csillag) kiiktatja az ATP hidrolizist (piros X). llyen kérilmények k6zott a lassu

zarodasi sebesség (1/1) az O1—C¢ atmenet sebességét tukrozi.
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33. abra. A 3NB és a 3PP kivaltotta kapuzasi hatasok mechanizmusanak
osszefoglalasa. Az NPPB "feji vége", a 3NB (kék), a C1—~04 atmenetet katalizalja
(kék nyil). Az NPPB "farki vége", a 3PP (piros), az O1—0, atmenetet lassitja (piros

nyil). Az NPPB (barna) 6nmagaban mindkét hatast el6éidézi (barna nyilak).
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5.2. A TRPM2 szerkezete, miikodése

5.2.1. A TRPM2 biofizikai vizsgalatara alkalmas kisérleti rendszer létrehozasa

A human TRPM2 csatorna biofizikai vizsgalatara a CFTR csatornak estén
mar bevalt Xenopus laevis oocyta heterolog expresszios rendszert valasztottuk. A
TRPM2 békapetesejtben, inside-out patch-ben, térténd vizsgalatahoz azonban ki
kellett iktatnunk e sejtek CI” ionok jelenlétében megfigyelheté markans endogén Ca?*
aktivalt CI" aramat (34. A abra; 34. B abra, vilagoskék kérdk). Megmutattuk, hogy
szimmetrikus 140 mM-os Na-glukonat oldatban az intracellularis Ca?* nem indukal
endogén aramot (34. A &bra; 34. B abra, sarga kérbk), igy ebben az ion
kornyezetben a TRPM2 aram szelektiven vizsgalhaté. Mivel a TRPM2-t
intracellularis Ca®* aktivalja, elengedhetetlen volt szamunkra az alkalmazott Ca*
koncentracidok pontos ismerete. E célbdl fluoreszcens titrdlasos maodszerrel
meghataroztuk a glukonat Ca** affinitasat (K¢~20 mM), igy kiszamithattuk glukonat
alapu kad oldataink szabad Ca** koncentracidjat ([Ca*‘lszabad = (1/8)-([Ca* eles)-
Ujonnan bedllitott inside-out patch-clamp kisérleti rendszeriink lehetévé tette a
membranpotencial és a csatornak intracellularis felszinét éré ligand koncentraciok
kdzvetlen, gyors kontrolljat. igy elséként nyilt lehetéségiink arra, hogy kiilénb6z6
membranpotencialokon vizsgalni tudjuk egyrészt az agonista koncentraciok hirtelen
megvaltoztatasara kapott makroszkdépos aramrelaxaciok kinetikajat, masrészt az
egyedi csatornak steady-state kapuzasat is (Csanady és Torocsik, 2009).

Inside-out patch-clamp mérések segitségével meghataroztuk a TRPM2
csatornak kapuzasanak alapvetd biofizikai tulajdonsagait. EI6szor is megallapitottuk,
hogy az ADPR mellett az intracellularis Ca®* obligat ko-aktivator: a TRPM2 csatornak
csak mindkét intracellularis ligand egyuttes jelenlétében kapuznak (35. A és C
abrak). A két ligand egyikének vagy masikanak elvonasat kovet6 zarodasi relaxaciok
sebessége azonban két nagysagrenddel eltér egymastol: ADPR elvonasat kdvetben
a csatornak lassabban (iddallandd ~2 s; 35. A abra, kék gérbe), Ca** elvonasat
kovetdéen gyorsabban (idéallandd ~50 ms; 35. C abra, kék gérbe) zarédnak. Ez arra
utal, hogy nyitott csatornakban a kotott ADPR nem szabadon hozzaférhetd az oldat
szamara (teljes vagy részleges okkluzid), mig a Ca*" ionok nyitott allapotban is
érintkeznek az oldattal. Telitési [Ca®*] jelenlétében az ADPR latszolagos affinitasa
Kiz~1 uM (35. A, B abrak), telitési [ADPR] jelenlétében pedig a Ca®* latszdlagos
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34. abra. Szimmetrikus Na-glukonat oldatban az endogén Ca”*-aktivalt CI
aram eltiinik. A, Nem injektalt Xenopus laevis petesejtbél kiszakitott inside-out
patch parhuzamos éaram (fels6é goérbe) és membranpotencial (alsé gdrbe)
regisztratuma a lent abrazolt konfiguraciéban: Na-glukonat tartalmu pipetta oldat
(sarga) jelenlétében, a kadoldat anionjanak (glukonat, sarga, klorid, vilagoskék)
ismételt valtogatasa kozben (ld. szines sav, fent). Intracellularisan alkalmazott
125uM Ca®* csak klorid alapt kadoldat jelenlétében idéz el befelé iranyuld
makroszkopos aramot. B, A Ca**-indukalt aram fesziiltségfiiggése glukonat/klorid
(vilagoskék koérok), illetve glukonat/glukonat (sarga kérdk) ionkodrnyezetben. Minden
abrazolt érték az A panelben az adott fesziiltségen Ca** jelenlétében mért aram és

az ugyanazon fesziiltségen Ca®* hianyaban mért kontroll a&ram kiilénbsége.
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35. abra. A TRPM2 kapuzasanak alapvet6 tulajdonsagai. A, C, Inside-out patch-
ben, -20 mV membranpotencialon (A) 125 uM Ca** és emelkedd [ADPR] illetve (C)
32 uM ADPR és emelkedd [Ca®'] jelenlétében aktivalodd makroszkopos WT
TRPM2 aramok. A csatorna aktivitdshoz a Ca®** és az ADPR egyiittes jelenléte
szilkséges. Az (A) ADPR illetve (C) Ca* elvonasat kovetd aramrelaxaciok
exponencialis fluggvényekkel lettek illesztve (kék gbrbék), a sebességi allandok az
abrakrol leolvashatok. B, D, Makroszkopos WT TRPM2 aram intracellularis (B)
[ADPR]- illetve (D) [Ca*']-fliggése a masik ko-aktivator telitési koncentracidja (125
uM Ca?* illetve 32 uM ADPR) mellett; az aramok az ugyanazon patch-ben 32 pM
ADPR+125 uM Ca?* jelenlétében mért aramhoz lettek normalva. A folytonos gérbék
a Hill egyenlet illesztését szemléltetik, az illesztett paraméterek az abrakrol
leolvashatok. E, "Rundown": a makroszkopos WT TRPM2 aram 125 uM Ca?* és 32
uM ADPR fenntartott jelenlétében is irreverzibilisen inaktivalodik, a folyamat

idéallanddja rovidebb mint 1 perc (ld. piros illesztett exponencialis).
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affinitasa K12~20 uM (35. C, D abrak). Technikai kihivast jelentett a TRPM2 biofizikai
vizsgalatdban a kiszakitott patch-ekben megfigyelhetd gyors inaktivacié (idéallandé
< 1 perc; 35. E abra), amelyrdl zaj analizis segitségével megallapitottuk, hogy nem
az egyes csatornak nyitvatartasi valészinlségének (P,) fokozatos csodkkenését,
hanem az aktiv csatornak szamanak (N) gyors fogyasat tlkrézi (Csanady és
Torocsik, 2009).

5.2.2. A TRPM2 Ca** fiiggd szabalyozasa

A két azonositott obligat agonista kdziil elséként a Ca®* kapuzasra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk részletesen, telitési (32 uM) intracellularis [ADPR] mellett. EI6szor
az intracelluldrisan (kad oldatban) alkalmazott Ca?* hatasat vizsgaltuk alacsony (4
uM) extracelluldris [Ca®**] jelenlétében. Egyrészt, tdbbcsatornas patch-ekben
meghataroztuk az atlagos nyitasi és zarasi sebességek citoszolikus Ca2*
koncentraciéfuggését (36. A és B abrak, telt kék kérdk). Masrészt, makroszkdpos
mérésekben, a Ca2+* koncentraciot hirtelen kulonb6zé nanomolos értékekre
csOkkentve, a relaxacios sebesseégekbdl meghataroztuk a zardédasi sebességeket a
nanomolos koncentraciétartomanyban is (36. B abra, lres kék kérdk), amelyben a
nyitasi sebesség nulla. Megallapitottuk, hogy a TRPM2 csatornaknak mind a nyitasi,
mind a csukddasi sebessége az intracellularis [Ca®*] fiiggvénye; az intracellularis
[Ca®"] emelése gyorsitja a nyitast (36. A abra; Ki2=158 uM) és lassitja a csukodast
(36. B abra; K12=379 nM). E két hatas nagyon eltéré K, értéke azonban arra utal,
hogy a nyitott csatornak joval erésebben kétik a Ca®*-ot mint a csukott csatornak —
éppen ez a Ca®" aktivald hatasanak magyarazata. E koncepcid legegyszeriibb
megfogalmazasa egy tetramer fehérjére a Monod-Wyman-Changeux mechanizmus
(36. C abra). E modell illesztése (36. A-B abrak, kék illesztett gbrbék) alapjan a
TRPM2 csatornat négy Ca** ion kdtddése aktivalja; minden Gjabb kétédés kb. 33-
szorosara noveli a nyitott és csukott allapot k6zotti egyensulyi allandot, 6sszesen kb.
10°-szoros aktivaciét okozva (Csanady és Torocsik, 2009).

Ezutan megvizsgaltuk az extracellularisan (pipetta oldatban) alkalmazott Ca**
kapuzasra gyakorolt szerepét. Kimutattuk, hogy magas (1 mM) extracellularis [Ca?"]
jelenléte nincs hatassal a csatornak nyitasi sebességére (36. A abra, piros kérok),

ami a zart csatornak tulajdonsaga. Ez arra utal, hogy a csatorna csukott allapotaban
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36. abra. A TRPM2 kapuzasanak intracellularis [Ca*']-fliggése jol leirhato a
Monod-Wyman-Changeux modellel. A-B, Egyedi WT TRPM2 csatornak atlagos
nyitasi (A) és zarédasi (B) sebességének intracellularis [Ca*']-fliggése 32 uM
intracellularis ADPR, és 4 uM (kék koérék) illetve 1 mM (piros kérék) extracellularis
(pipetta) [Ca®] jelenlétében. A telt kérék a 10. &bran bemutatott modszerrel
meghatarozott steady-state kapuzasi paraméterek. Az (lires kbérék (B panel) az
intracellularis [Ca®']-nak 125 uM-rél az abrazolt (4.4 uM-os) tesztkoncentraciéra
torténd hirtelen csokkentése kivaltotta makroszkopos aramrelaxaciok idéallanddinak
inverzei: <4.4 uM-os intracellularis [Ca®*] mellett a nyitasi sebesség kdzel nulla (Id.
A panel), igy e relaxaciok sebességei a zarddasi sebesseéget tukrozik. Kek folytonos
gorbék: a C panelben szemléltetett séma legjobb illesztése az alacsony
extracellularis [Ca®*] mellett mért adatokra (kék kérok), a latszolagos affinitasok az
abrardl leolvashatok. €, Monod-Wyman-Changeux modell 4 Ca?* kétéhellyel (1
kotohely/ alegység). A négyzetek zart, a kérék nyitott pérusu csatorna alegységet
jelképeznek; a Ca**-ot kotdtt alegységek feketére vannak szinezve. A modell 5
szabad paraméterének illesztett értékei a jobb oldalon lathatok. A szines nyilak az
intracellularis Ca®* hirtelen elvonasara bekdvetkezd csatornazarodas reakcidutjat

szemléltetik extracellularis Ca** hianyaban (vilagoskék nyil, v.6. 37A abra, gyors

relaxacio) illetve jelenlétében (rozsaszin nyil; v.6. 37A abra, lassu relaxacio).
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37. abra. Az aktivalé Ca®* kotéhelyek a kaputdl intracellularisan, de a pérus
kozvetlen kozelében talalhatok. A, 32 uM ADPR + 125 uM Ca®" jelenlétében
aktivalt makroszkopos WT TRPM2 aramoknak az intracellularis Ca®* hirtelen
elvonasara bekovetkez6 zarodasi relaxacioi 4 uM-os (felsé séma, bal oldali gérbe),
illetve 1 mM-os (als6 séma, jobb oldali gérbe) extracellularis (pipetta) [Ca®*] esetén.
Membranpotencial: -20 mV. A szines folytonos gérbék exponencialis figgvények
illesztései, az iddallandok az abrardl leolvashatok. B, Az extracellularis Ca**
zarddasi sebességre gyakorolt hatasanak sematikus magyarazata. Membran,
sarga; TRPM2 csatorna pérus, zéld; Ca**-mentes oldat, vilagoskék; Ca**-tartalmu
oldat, rozsaszin; Ca® ionok, piros ko6rék. Az intracellularis oldat folyamatos
aramlasat fekete nyilak jelzik. (Fent) Extracellularis Ca®* hianyaban az intracellularis
Ca*" hirtelen elmosasara az aktivalé kétéhelyek azonnal elveszitik a Ca?*-ot, ezért a
csatornak gyorsan zarddnak (v.6., A panel, bal oldali gérbe; 36. C panel, vilagoskéek
nyil). (Lent) Extracellularis Ca®* jelenlétében az intracellularis Ca?* hirtelen
elmosasat kdvetéen a péruson bedmlé Ca?* ionok mindaddig telitésben tartjak az
aktivald kotbhelyeket, amig a kapu be nem zarul: a csatornak ezért csak lassan

zaroédnak (v.0., A panel, jobb oldali gérbe; 36. C panel, r6zsaszin nyil).
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az extracellularis Ca2* nem fér hozza az aktivalo kotbhelyekhez: azaz, e kotéhelyek
a kaputdl intracellularisan talalhaték. Ugyanakkor 1 mM kils6é Ca2*+ jelenléte
jelentésen lassitotta a belsé Ca2+ hirtelen elmosasat kovetd zarédast (37. A abra; 36.
B abra, lres piros kérok). E jelenség a kovetkez6képpen magyarazhato. Kilsé Caz*
hianyaban a bels6é Ca2?* hirtelen elmosasakor a kotéhelyek, amelyek a kaputdl
intracellularisan talalhatok, azonnal elveszitik a Ca2+-ot: ilyenkor a ligandmentes
csatornak gyors zarodasi sebességét észleljik (37. B abra, felsé eseménysor; 36. C
abra, vilagoskék nyil-lal jelolt reakciout). A ca* kotéhelyek tehat mind csukott, mind
nyitott allapotban szabadon hozzaférhet6k az intracellularis oldat szamara. Ezzel
szemben, kulsé Ca2*+ jelenlétében a nyitott péruson bedmilé Ca2+ — még az
intracellularis felszin Ca®*-mentes oldattal torténd folyamatos, gyors mosasa mellett
is — telitesben képes tartani az aktivald kotShelyeket: ilyenkor a ligandkotott
csatornak lassu zarddasat észleljuk, és az aktivald kotbhelyek csak a zarddast
kovetben veszitik el a Ca2+-ot (37. B abra, alsé eseménysor; 36. C abra, rozsaszin
nyil-lal jelolt reakciout). Ezt a kovetkeztetést meger6siti, hogy pozitivabb
membranpotencidlok alkalmazéasakor az extracellularis Ca®** kapuzasra gyakorolt
hatasa a Ca** bearamlas hajtderejének csokkenésével aranyosan mérséklédik. Az
aktivalo kotéhelyek tehat a csatorna kapujatél ugyan intracellularis iranyban
helyezkednek el, de valészinlileg nem a csatorna fehérje felszinén, hanem egy mély
uregben (vesztibulumban), a pérus bemenetének kdzvetlen kézelében ((Csanady és
Torocsik, 2009); e kdzleményunk 0sszefoglalé abraja [37. abra] a Journal of General

Physiology folydirat cimlapjara kerdult).
5.2.3. A TRPM2 egyéb modulatorai

A két obligat agonista, az ADPR és a Ca*", mellett megvizsgaltuk tébb mas
olyan vegyulet hatasait is, amelyek intakt sejtekben befolyasoltak a TRPM2 aramok
nagysagat. El6szor is megallapitottuk, hogy — intakt sejtekkel ellentétben — izolalt
patch membranban a H;O, nem aktivalja a TRPM2-t (38. A abra) és nem
befolyasolja az ADPR-kivaltotta aktivitast (38. B &bra, v.6., 35. B abra). Ugyszintén
nem hatott a TRPM2 aktivitasra izolalt patch-ben az AMP sem (38. C-D abrak). A
cADPR hatasanak vizsgalatat megnehezitette, hogy vékonyréteg-kromatografias
vizsgalat alapjan a kereskedelmi forgalomban kaphaté cADPR-t ADPR-zal erdsen

szennyezettnek talaltuk. Az ADPR szennyez6dést6l enzimatikus bontassal
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38. abra. A H,0,, az AMP és a cADPR nem hatnak kozvetlenil a TRPM2
csatorna kapuzasara. A, Inside-out patch-ben, telitési intracellularis Ca* jelen-
letében, 1 mM H20; intracellularis alkalmazasa nem aktival WT TRPM2 aramot, és
nem befolyasolja az ADPR-kivaltotta makroszkopos TRPM2 aram [ADPR]-flUggését.
Membranpotencial: -20 mV. B, Kulonb6z6é ADPR koncentraciok relativ hatasa 125
UM Ca?* és 1 mM H,0; jelenlétében. A teszt kdriilimények kdzott mért steady-state
makroszképos WT TRPM2 aramok az ugyanazon patch-ben 32 uM ADPR + 125
UM Ca?* jelenlétében aktivalt aramokhoz (piros oszlop) lettek normalva. C, Inside-
out patch-ben telitési intracellularis Ca®* (125 uM) és ADPR (32 uM) jelenlétében
100 uM AMP intracellularis alkalmazasa nem gatola a WT TRPMZ2 aramot.
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38. abra (folytatas)... Membranpotencial: -20 mV. D, 100 uM AMP relativ hatasa
32 uM ADPR jelenlétében (bal kék oszlop) illetve 200 uM AMP relativ hatéasa 3.2
UM ADPR jelenlétében (jobb kék oszlop). Az intracellularis [Ca?*] 125 uM volt. A
teszt korulmeények kozott meért steady-state makroszkopos TRPMZ2 aramok az
ugyanazon patch-ben 32 illetve 3.2 uM ADPR + 125 uM Ca?* jelenlétében aktivalt
aramokhoz (piros oszlopok) lettek normalva. E, Inside-out patch-ben telitési
intracellularis Ca®* jelenlétében 10 uM tisztitott cCADPR intracelluléris alkalmazasa
nem aktival WT TRPM2 csatornakat, bar ugyanezen patch-ben 32 uM ADPR
makroszkopos TRPM2 aramot valt ki. Membranpotencial: -20 mV. F, 10 uM tisztitott
cADPR hatasa a kiilénb6zé ADPR koncentraciok és 125 uM Ca®* kivaltotta relativ
aramokra. A teszt korulmények kozott meért steady-state makroszkopos TRPM2

aramok az ugyanazon patch-ben 32 uM ADPR + 125 uM Ca”* jelenlétében aktivalt

aramokhoz (piros oszlop) lettek normalva.

megszabaditott "tisztitott" cADPR azonban nem aktivalt (38. E abra), és nem
befolyasolta az ADPR-kivaltotta aktivitast sem (38. F abra, v.6., 35. B abra). Az
NAADP és az NAAD esetében vékonyréteg-kromatografias vizsgalataink nem
mutattak ki jelentés ADPR szennyez6dést, viszont mindkét nukleotid csak a
fiziologiasnal tobb nagysagrenddel magasabb koncentraciéban aktivalta a TRPM2
csatornakat (Kn=100 illetve 30 uM). Tehat a H,O,, AMP, cADPR, NAADP, és NAAD
nem kozvetlenil a TRPM2 fehérjéhez kotddnek: az irodalomban kozolt sejtszinti
hatasaik részben kozvetett hatasok, amelyek az elsédleges agonistak (az ADPR és
a Ca?") lokalis koncentracidinak befolyasolja révén valésulnak meg, részben pedig a
kereskedelemben kaphatd készitmények ADPR szennyezddését tukrozik (Toth és
Csanady, 2010).

5.2.4. A TRPM2 inaktivaciojanak mechanizmusa

A WT TRPM2 spontan gyors inaktivaciojanak mechanizmusat tanulmanyozva
észrevettik, hogy e folyamat sebessége allapotfliggd, valamint fligg a permeald
ionok fajtajatol és koncentraciojatél — ez valdszinlsitette a szelektalo filter szerepét
ebben a folyamatban. A rokon TRPM4 és TRPM5 csatornakéval Osszevetve a
TRPM2 filterszekvencigjat (39. A abra, kék keret) feltiint, hogy a TRPM2 filtere egy

deléciét tartalmaz, illetve hianyzik beldle két konzervalt, negativ toltési oldallanc (39.
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A abra, piros keret). E harom poziciéba (39. A abra, "Cél triplet") a rokon TRPMS
csatorna megfeleld6 aminosavait (Leu - Asp - Glu) helyettesitve létrehoztunk egy
"TRPMb5-like" (T5L) tripla mutanst. Ez a pérusmutacié teljesen megszintette a WT
csatornak esetében telitési Ca®* és ADPR fenntartott jelenlétében is megfigyelhets
inaktivaciot (v.06. 39. B és C abrak), ami arra utal, hogy a WT TRPM2 inaktivacidja a
szelektaldfilter konformaciovaltozasanak koévetkezménye. Mivel a TS5L mutéaciéd
mindemellett nem valtoztatta meg a kapuzas Ca?- és ADPR-fliggését, e
porusmutans kivalo modell a kapuzasi kinetika steady-state korlilmények kozotti

vizsgalatahoz (T6th és Csanady, 2012).
5.2.5. A TRPM2 PIP,-fliiggd szabalyozasa

A foszfatidil-inozitol biszfoszfat (PIP2) a membran belsé rétegében talalhato
foszfolipid, amely sok kation csatornahoz kétédik, és befolyasolja azok kapuzasat
(Huang és mtsai., 1998; Hansen és mtsai., 2011). Miutan a PIP, tdbb rokon TRPM
tipusu csatornat is szabalyoz (Rohacs és Nilius, 2007), megvizsgaltuk esetleges
hatasat a TRPM2-re. Az intracellularis membranfelszint a polikation polilizinnel
kezelve a PIP, negativ toltéslt feji csoportjai eltakarhatok. Megmutattuk, hogy a
szabad PIP, e mddszerrel torténd teljes deplécidja bezarja a TRPM2 csatornakat,
amelyek azonban a polilizin elmosasat kovetéen exogén PIP, alkalmazasaval
azonnal ujra megnyithatok (40. A abra). Fokozatosan, percek alatt, akkor is
Ujraaktivalodnak a csatorndk, ha csak elmossuk a polilizint, amely feltehet6en lassan
ledisszocial a membranrdl, Ujra szabadda téve az endogén PIP,-t (40. C &bra).
(Ezeket a kisérleteket T5L csatornakon végeztik, amelyek hosszu megfigyelést
tettek lehetéve.)

A polilizin elmosasat kozvetlentl kdvetd atmeneti idészakban, amikor a
szabad PIP; felszini slrlisége még rendkivul kicsi, a csatornak mégis megnyithatok
voltak, de ehhez rendkivul magas, millimélos Ca®* koncentraciot kellett alkalmazni
(40. C abra, kék és piros szakaszok): meéréseink szerint a PIP; teljes deplécioja 50-
szeresére (~1 mM-ra) ndvelte az aktivalé Ca** Ky, értékét (v.6., 40. C abra, a
polilizin elvonasat kovetd elsé piros szakasz). Ugyanakkor, ha polilizin nélkul
alkalmaztunk nagy mennyiségli exogén PIP.-t, akkor a Ca** Ky, értéke csak kis

mértékben, kb. felére, csOkkent (40. B &bra, oszlop diagram, 50 uM PIP;
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39. abra. A T5L pérusmutacio kikliszoboli a TRPM2 csatornak inaktivaciojat.
A, A TRPM4, TRPM5, és TRPM2 csatornak szelektalofilterét tartalmazé szekvencia
szakaszok Osszehasonlitasa. A porus hélixet z6ld, a szelektald filtert kék, a T5L
TRPM2 konstrukcioban megvaltoztatott 3 pozicidét piros keret emeli ki. A T5L
TRPM2 szelektalo filtere 3 mutacio révén (G984D, YI85E, leucin inzercid a 984-es
pozicid elétt) a TRPM5S szelektalofilterével valt azonossa. B, Makroszképos WT
TRPM2 aram 32 uM ADPR + 125 uM Ca*"* jelenlétében 1 percen beliil inaktivalodik.
C, Makroszképos T5L TRPM2 aram 32 uM ADPR + 125 uM Ca®* jelenlétében 1 6ra
elteltével sem csdkken Iényegesen; a csatornak idékézonkénti révid Ca?
elvonasokkal kivaltott zardédasai a patch tapadasi ellenallasanak valtozatlan
fennallasat igazoljak. A B, és C panelben a membranpotencial -20 mV.
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40. abra. A membran szabad PIP; tartalmanak teljes lefedése bezarja a TRPM2
csatornakat. A, 32 uM ADPR + 125 uM Ca** aktivalta makroszképos T5L TRPM2
aram 15 pg/ml polilizin rovid alkalmazasara elenyészik, de a szabad polilizin
elmosasat kovetéen 50 uM dioktanoil-foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP,)
segitségével helyreallithato. B, 50 uM dioktanoil-foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
(PIP2) alkalmazasanak mérsékelt hatadsa makroszkopos TSL TRPM2 aram 4 uM
intracellularis Ca?* kivaltotta relativ aktivaciojara (32 uM ADPR jelenlétében).
Oszlop diagram: az aramok az ugyanazon patch-ben 32 uM ADPR + 125 uM Ca®"
jelenlétében mért aramhoz lettek normalva. C, Makroszképos T5L TRPM2 aram 32
uM ADPR és 125, 400, illetve 1250 uM Ca** alkalmazasa kdzben. Polilizin (15
ug/ml) révid alkalmazasara az aram elenyészik, de a szabad polilizin elmosasat
kovetbéen lassan spontan reaktivalddik. A polilizin alkalmazasa el6tt, illetve a
reaktivacio utan, 125 uM Ca® maximalisan, mig kozvetlenul a polilizin alkalmazasat
kovetéen 1250 uM Ca®* is csak kb. félmaximalisan, aktival. A membranpotencial

mindharom panelben -20 mV.
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jelenlétében a Ca®* becsillt Ky, értéke ~10 uM). Ez arra utal, hogy a TRPM2 erésen
koti a PIP2-t, hiszen egy kiszakitott membranfolt PIP, koncentracioja eleve alacsony,
mégis kdzel maximalis Ca®* affinitast (Ki» ~20 uM; (Csanady és Torocsik, 2009))
biztosit a csatornanak. Ez magyarazhatja azt, hogy a T5L mutans aktivitasa Ca** és
ADPR jelenlétében még a patch kiszakitasat koveté 1 o6ra alatt sem csodkken
lényegesen (39. C abra), bar a membran szabad PIP, tartalma a kiszakitast

kovetben percek alatt elenyészik (T6th és Csanady, 2012).
5.2.6. A TRPM2 ADPR-fliiggd szabalyozasa

A TRPM2 csatornat aktivaldé ADPR-t a csatorna intracellularis karboxi-
terminalis NUDT9-H doménje koti (7A abra, szirke), amely ~40% szekvencia
homolégiat mutat a NUDT9 nevl mitochondridlis ADPRaz enzimmel (7. C &bra).
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az izolalt NUDT9-H domén is aktiv ADPRaz
(7. B abra; (Perraud és mtsai., 2001; Perraud és mtsai., 2003)), ezért kézenfekvl és
stratégiailag fontos kérdés volt, hogy a TRPM2 kapuzasa is — a CFTR-éhez
hasonléan - enzimatikus aktivitAshoz kapcsolt nem-egyensulyi folyamat-e.
Felvet6dott példaul, hogy a lassu ADPR hidrolizis a G-fehérjék GTPaz aktivitasahoz
hasonlé id6zit6 mechanizmus lehetne, amely korlatozza az aktiv periédus
id6tartamat. E feltevés értelmében a csatornak ADPR hirtelen megvonasat kdvetden
mérhetd lassti csukddasi sebessége (~0.5 s'; 35. A abra) az ADPR hasitas
sebességét tukrozné. E kérdés tisztazasa érdekében ellendrizni kivantuk, hogy a
csatorna leirt enzimatikus aktivitdsa valds-e, illetve, hogy mi mdédon kapcsolédik a
csatorna kapuzasahoz.

El6szor megvizsgaltuk, hogy a NUDT9-H domén pontmutacidéi miképpen
hatnak a TRPM2 csatorna kapuzasara. Az ADPRazok konzervalt "Nudix-box"
motivuma (41. B abra; konszenzus REFXEE) a TRPM2 NUDT9-H doménjében
atipusos (R'LRQE). A NUDT9 enzimben az “F—/L mutacié (Id. TRPM2) 1%-ara
csokkenti, az EE—>KK mutacié felfuggeszti az ADPRaz aktivitast (Perraud és mtsai.,
2003). Ennek analdgidjara 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 (~1 uM) és az ADPR elvonasat
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41. abra. A TRPM2 feltételezett katalitikus hely mutaciéi nem befolyasoljak a
csatornak kapuzasat. A, C, D-F, H-J, Inside-out patch-ben, -20 mV
membranpotencialon, 125 uM Ca?* jelenlétében 1 illetve 32 pM ADPR kivaltotta
makroszképos (A) WT, (C) D1468A, (D) Q1408K, (E) E1409K, (F)
Q1408K/E1409K, (H) I11409E, (I) L1409F, illetve (J) 11409E/L1409F TRPM2
aramok. Az ADPR elvonasat kdveté aramrelaxaciok exponencialis fliggvényekkel
lettek illesztve (szines gérbék), az idballandok az abrakrdl leolvashatok. B, A
NUDT9 enzim és a NUDT9-H domén Nudix-box motivumanak és kornyezetének
szekvencia 0sszehasonlitasa. A mutaciokkal célzott 4 Nudix-box poziciét és a
feltételezett katalitikus bazist szines keretek emelik ki. G, A WT TRPM2 és a
katalitikus hely mutansok relativ aktivitasai 1 pM ADPR (és 125 puM Ca*")
jelenlétében; a teszt aramok az ugyanazon patch-ben 32 uM ADPR + 125 uM Ca**

jelenlétében mért aramhoz lettek normalva. K, A WT TRPM2 és a katalitikus hely

mutansok ADPR elvonasat kdvetd makroszkopos relaxacios idéallandoi.
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42. abra. Az AMPCPR nem-hidrolizalhaté ADPR analég. A, ADPR, AMP, és
AMPCPR mintak vékonyréteg kromatografias analizise NUDT9 enzimmel toértént
inkubacio elétt (-) és utan (+). Az enzim az ADPR-t AMP-re és rib6z-5-foszfatra
bontja, utdobbi nem fluoreszkal, ezért nem lathaté a kromatogramon. Az AMPCPR
nem hasithaté. B, Az ADPR és az AMPCPR szerkezeti képletei; a kék nyil az
ADPR-ban a NUDT9 enzim altal hidrolizalt oxigén hidat jeldli.
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kovetd csukodasi sebességet (41. D-F és H-J abrak, v.6. 41. A abra). Ugyancsak
nem volt hatasa a kapuzasra a feltételezett katalitikus bazisként mikodé aszpartat
oldallanc csonkitasanak (D1468A) sem (41. C abra).

A fenti mutaciok kapuzasra kifejtett hatasanak hianyat (41. G és K abrak)
egyarant magyarazhatja, (a) ha a NUDT9-H domén eleve katalitikusan inaktiv, (b) ha
az ADPR hasitasanak nincs hatasa a kapuzasra, vagy (c) ha a vizsgalt Nudix-box
oldallancok nem szikségesek a katalizishez (a homolég NUDT9 enzim
kristalyszerkezete felvetette, hogy a katalizis kémiai mechanizmusa nem teljesen
konzervalt az ADPRazok kozott; (Shen és mtsai., 2003)). A kérdés alternativ
megkozelitéseként ezért, kollaboracié keretében (Dr. Krzysztof Felczak, University of
Minnesota), megszintetizaltunk egy nem-hidrolizalhaté ADPR analégot, amelyben az
o és [ foszfatokat metilén-hid kéti 6ssze (AMPCPR; 42. B abra). Miutan vékonyréteg
kromatografias vizsgalatokkal ellendriztiik, hogy az AMPCPR-t még a NUDT9-H
doménnal kb. 100-szor aktivabb NUDT9 enzim sem képes elhasitani (42. A abra),
megvizsgaltuk ezen analég hatasat a TRPM2 csatornakra. Az ADPR-hoz (42. A
abra) hasonléan, az AMPCPR is alkalmasnak bizonyult a csatorndk megnyitasara
(43. B abra), bizonyitva ezzel, hogy a ligand elhasitasa nem feltétele a porus
megnyilasanak. Ugyanakkor, az AMPCPR az ADPR-éhoz képest kb. 40-szer
alacsonyabb latszdlagos affinitassal aktivalt (43. C a&bra), és csak részleges
agonistanak bizonyult, azaz telitési koncentracidoban is csak kb. fele akkora
nyitvatartasi valészinlséget biztositott mint az ADPR (43. C abra). Masrészt, ha a
ligand elhasitasa a poérus zarédasanak lenne feltétele, akkor az AMPCPR altal
megnyitott csatornak varhatéan hosszabb ideig maradnanak nyitva. Ezzel szemben,
az AMPCPR elvonasat kovetd zarddasi sebesség (44. B abra) az ADPR elvonasat
kovetééhez (44. A abra) képest kb. 3-szor gyorsabbnak mutatkozott (44. C abra): a
ligand elhasitasa tehat a porus bezarédasanak sem feltétele. Osszességében
megallapitottuk, hogy a TRPM2 csatornak ADPR-stimulalta kapuzasa és a ligand
esetleges hidrolizise kdzo6tt nem all fenn csatolas, azaz a TRPM2 esetében a poérus
kapuzasa egyszeri( egyensulyi folyamat (T6th és mtsai., 2014).

A nukleotidok stimulalo hatasmechanizmusanak alaposabb megértése
céljabdl megvizsgaltuk egyedi TRPM2 csatornak steady-state kapuzasi kinetikajanak
nukleotid koncentracio-fliggését telitési (125 uM) intracellularis Ca®* jelenlétében
(45. abra). Mind alacsony (1 uM, 45. A abra), mind telitési (32 uM, B abra) ADPR
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43. abra. Az AMPCPR részleges agonistaként aktivalja a TRPM2 csatornakat.

A, B, Inside-out patch-ben, -20 mV membranpotencialon 125 uM Ca** és (A) 0.32,
1, 3.2, 10, és 32 uM ADPR (kék tért sav) illetve (B) 10, 32, és 200 uM AMPCPR
(piros tért sav) jelenlétében aktivalodé makroszképos T5L TRPM2 aramok. C,
Makroszképos TS5L TRPM2 aram intracellularis [ADPR]- (kék koérok) illetve

[AMPCPR]-fliggése (piros kérék) 125 uM Ca** mellett; az aramok az ugyanazon

patch-ben 32 uM ADPR+125 uM Ca?* jelenlétében mért aramhoz lettek normalva. A

folytonos gérbék a Hill egyenlet illesztését szemléltetik, az illesztett paraméterek az

abrardl leolvashatok.
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44. abra. Az AMPCPR aktivalta TRPM2 csatornak zarédasi sebessége
gyorsabb. A, B, Telitési Ca®* és (A) ADPR illetve (B) AMPCPR altal -20 mV
membranpotencialon kivaltott makroszkopos TS5L TRPM2 aramok lecsengései a
nukleotid hirtelen elvonasat kovetben. A szines gérbék exponencialis fuggvenyek
illesztései, az iddéallandok az abrakrdél leolvashatdok. C, Az ADPR (kék oszlop) illetve

AMPCPR (piros oszlop) altal megnyitott csatornak nukleotid elvonasat kdvetd
deaktivacidianak id6allandoi.

92




Dr. Csanady Laszlo A~ ZAE 19 loncsatorna-enzimek szerkezete/miikodése
uy I =rJ LJ

koncentracié mellett meghataroztuk a csatornak nyitasi és csukasi id6 eloszlasait
(45. C és D abrak, sarga hisztogramok). Mig a nyitasi id6ék eloszlasai (45. C, D
abrak, jobb panelek) monoexponencialisnak bizonyultak, addig a csukasi idék
eloszlasai (45. C, D abrak, bal panelek) mindkét ADPR koncentracid mellett ket
egyértelmden elkulonithetd exponenciadlis komponenst tartalmaztak, ami a kapuzas
"bursting" jellegét tikrozi: a CFTR-hez hasonléan a TRPM2 csatornak esetében is
megfigyelheték a hosszu, >100 ms id6tartamu "interburst" péruszardodasok mellett
rovid, ~5 ms id6tartamu "flickery" zarodasok is, amelyek a hosszu nyitasi
eseményeket "burst"-0kre szabdaljak fel. Az interburst zarédasok atlagos id6tartama
magasabb [ADPR] mellett rovidult, de telitési koncentracié mellett is lényegesen
hosszabb maradt a flickery zardédasokénal (45. D abra, bal panel). Ez arra utal, hogy
a burst-6t nem maga a ligandkét6édés valtja ki, hanem valamely a kotédést kovetd
konformacio-valtozas, amely telitési ligand-koncentracio mellett sebesség-
meghatarozéva valik (45. E abra). A TRPM2 kapuzasat leir6 modell tehat még
telitési [ADPR] mellett is minimalisan harom-allapot modell kell legyen, amely egy
nyitott mellett két elkilonithetd csukott allapotot tartalmaz.. (A 45. C-D abrakban
lathatd folytonos piros illetve szaggatott kek gérbék az E panelben abrazolt séma
azonos szinnel keretezett rész-sémainak illesztései; a log-likelihood ratio teszt
(Csanady, 2006) alapjan a C-O modell biztonsaggal elvethetd.) A felmerulé C-C-O
illetve C-O-C alternativak koézll a tovabbi analizis (Id. 47. abra) az utébbi modellt
valoszinUsitette (Cs*-O*-Cs*; 45. E abra; a * jeldlés ligand-kotott allapotokat, az s és f
indexek interburst [slow] illetve flickery [fast] komponenseket jeldlnek; a Cs- Cs* [1€pés
[vizszintes szaggatott kettds nyil] a négy ligand koétését tomoriti magaba).

A TRPM2 csatornak rendkivul lassu kapuzasa miatt egyetlen aktiv csatorna
megdfigyelése nem szolgaltatott elegendé szamu kapuzasi eseményt a kapuzas
kinetikai paramétereinek megbizhaté becsléséhez (Id. 45. C, D 4a&brak, a
hisztogramok csak ~70 illetve ~100 eseményt tartalmaznak), ezért a tovabbiakban e
paraméterek ligand koncentracié-fliggését olyan, tébb aktiv csatornat tartalmazo,
patch regisztratumokban tanulmanyoztuk, amelyekben az egyes kapuzasi
események tisztan feloldhatok maradtak (46. A és C abrak). Az ilyen mérések egyes
vezetési szintjeinek tartozkodasi idé eloszlasait el6allitva (46. B és D abrak; szines
hisztogramok) ezek egyutteséhez, a 10. abran bemutatott maximum likelihood
algoritmus (Csanady, 2000) segitségével, illeszteni tudtuk a Cs*-O*-C¢* modellt (46.
B és D abrak; fekete goérbecsaladok). Az igy kapott sebességi allanddkbol a
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45. abra. Egyedi TRPM2 csatornak még telitési ADPR mellett is burst-0s
kapuzasi mintazatot mutatnak. A, B, Egyedi T5L-TRPM2 csatornak aramai 125
és (A) 1 uM illetve (B) 32 uM ADPR jelenlétében. A
vilagoskék szaggatott vonalak a nulla-aramszintet jelzik. C, D, Egyedi T5L-TRPM2

uM intracellularis Ca?*

csatornak transzformalt (Sigworth és Sine, 1987) csukasi- (bal panelek) illetve
(C) 1 uM
illetve (D) 32 uM ADPR jelenlétében. A folytonos piros és szaggatott kek gérbék az

nyitasi-idé (jobb panelek) hisztogramjai 125 pM intracellularis Ca®* és

E panel hasonl6 szinnel keretezett alsémainak maximum likelihood illesztései; a C-
O-C modell illesztésére kapott log-likelihood névekmény (ALL) értéke alapjan a C-O
modell P szignifikancia szinten elvethet6 (Csanady, 2006). E, A tartézkodasi id6
eloszlasokkal kompatibilis legegyszeriibb kapuzasi séma. A bekeretezett
részhalmazok a C-D panelek hasonlo szinl illesztéseit generaljak. A liganddal
telitett allapotokat csillag jeloli, Cs*, hosszu (slow) zart allapot; O* , nyitott (open)
allapot; Cs*, rovid (flickery) zart allapot. A vizszintes szaggatott kettés nyil a
ligandmentes (Cs) és telitett (Cs*) hosszu zart allapotokat koti 0ssze, és 0sszesen 4

ligand megkotését jeldli.
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46. abra. Tobbcsatornas patch mérések kinetikai elemzése. A, C, Az egyedi
kapuzési események tisztan feloldhaték maradnak tobb aktiv TRPM2 csatornat
tartalmazoé patch-ekben. Steady-state csatorna aramok (A) 10 illetve (C) 14 aktiv
T5L TRPM2 csatornat tartalmazé patch-ekben 125 pM Ca®* és (A) 32 illetve (C) 1
uM ADPR jelenlétében; a csatornak szamat mindkét patch eseténa 32 uM ADPR
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46. abra (folytatas)... jelenlétében megfigyelheté magas aktivitasu szakaszokbol
becsultik, az egyidejlleg nyitvatartd csatornak maximalis szama alapjan. A sarga
keretekkel kiemelt szakaszokat megnyujtott idéskalaval is abrazoltuk; megfigyelhetd
a kapuzasi események jo feloldhatosaga. Savszélesség, 200 Hz. B, D, Az Aés C
panelekben abrazolt csatornaaramok 125 uM Ca?* és (B) 32 illetve (D) 1 uM ADPR
jelenlétében megfigyelt steady-state szakaszainak egyes vezetési szintjeihez (Id.,
A, C panelek, sziirke szaggatott vonalak) tartozd logaritmusosan transzformalt
tartozkodasi id6 eloszlasok (szines hisztogramok). Az idealizalas holtideje 0.9 ms, a
hisztogram egyuttesek dsszesen (B) 472, illetve (D) 1190 eseményt tartalmaznak. A
folytonos fekete gérbecsaladok a Cs(1)-O(3)-Cr2) sSéma szimultan maximum likelihood
illesztései a hisztogram egyuttesekhez, a négy sebességi allandoval (rys, ra1, r32, r23)
mint szabad paraméterekkel (Csanady, 2000). A sebességi allanddk becslései (B)
r13=6.6 s, r31=0.23 s, r13=0.24 s, r13=385 s, illetve (D) r13=0.046 s, r3;=0.17 s™,
r5=0.33 s, r3=135 s'. A szamolt burst paraméterek (Id., 47. B-F abrak) (B)
%=4415 ms, 71%=150 ms, 7,=2145 ms, #=2.6 ms, n=1.1, illetve (D) %=5082 ms,
,=21874 ms, 7,=1988 ms, #=7.4 ms, n=1.9.

nyitvatartasi valoszinlség (P,) mellett kiszamithattuk a burst (tp), interburst (tip),
flickery zart (1), illetve nyitott (1,) események atlagos id6tartamait, illetve az egy
burst-re esé flickery zarédasok atlagos szamat (ny) is. A fenti paraméterek nukleotid
koncentracié-flggéseinek részletes vizsgalata (47. A-F abrak), amelyet mind az
ADPR (kék kérék) mind az AMPCPR (piros kérék) mint aktivalo ligand jelenlétében
elvégeztink, a kdvetkez6 uj megallapitasokhoz vezetett (Téth és mtsai., 2014).

A nukleotid-okozta stimulacio koncentracio-fuggése (47. A abra) a csukott
csatornak burst-be jutasi sebességének (1/tip) ligand koncentracio-fuggését tukrozi
(47. C abra).

Az AMPCPR alacsonyabb hatékonysaga (47. A abra, piros vs. kék korok; v.0.
43. C abra) tehat ezen analégnak a csukott csatornak iranti alacsonyabb koétédési
affinitasat jelzi (v.6. 47. G abra, Cs—Cs* |épés).

Ezzel szemben a burst-Ok atlagos hosszanak ligand koncentracié-fliggése
(47. B abra) csak mérsékelt, bar szignifikans pozitiv korrelaciét mutat (pl., az ADPR
esetén r=0.86). Bar a nyitott (burst) allapotban a csatorna sziikségképpen erésebben
koti a ligandot mint zart (interburst) allapotban, e mérsékelt tendencia felveti, hogy a
CFTR-rel ellentétben a TRPM2 csatornaban a nukleotid ligandok (47. G abra, lila
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47. abra. A nukleotid-fliggé kapuzas molekularis mechanizmusa a részletes
kinetikai elemzés alapjan. A-F, 125 uM Ca*" és kiilénb6zd koncentraciéju ADPR
vagy AMPCPR (kék illetve piros korok) jelenlétében kapuzd TSL-TRPM2 csatornak
Po, (B) T, (C) Tb, (D) 1o, (E) 7T illetve (F) n; kapuzasi
124

Osszesen 199 ol feloldhatdé szegmensének maximum-likelihood illesztéseibdl

steady-state (A)

paramétereinek nukleotid koncentracié-fuggései, tobbcsatornas patch
szamolva (Id. 4.7. alfejezet, illetve 46. abra). A 1, paraméter a D-F panelekben
abrazolt "intraburst" paraméterek flggvénye (pirosan keretezett egyenlet). A
Po:([L]/([L]"+K™)), illetve a Hill
Tp= ([L]"+K") ([L]"Ti=)) illesztései. Az illesztett
paraméterek (A) az ADPR esetén P,.=0.751£0.03, K=2.1+£0.3 uM, n=1.0+0.1; az
AMPCPR esetén P,..=0.411£0.02, K=4816 uM, n=2.5+0.5; (C) az ADPR esetén
Tip-=1.0£0.2 s, K=7.1£1.9 uM, n=1.5+0.1; az AMPCPR esetén 7j,..=1.8£0.8 s,
K=83+45 uM, n=1.4+0.1. a TRPM2 nukleotid-fliggd

kapuzasanak molekularis értelmezése. A flggbleges atmenetek melletti szamok

folytonos gérbék a Hill egyenletnek (A panel, Py,=

egyenlet inverzének (C panel,

G, Sematikus rajz,

sebességi allandok (s'1). Kék, TM domén; felsé szlkiilet, szelektalo filter; also
szlikdlet, TM6 helikalis koteg; piros, NUDT9H domének; lila, aktivalo nukleotidok;

sarga, Ca®"; z6ld, Na*. A nukleotid tokéletlen okkluzidja lehetdvé teheti a nukleotid

levalasat a burst allapotban is (a halvany szinezettel jelzett allapotok iranyaba).
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kérok) nyitott allapotban sem teljesen okkludaltak, hanem — ha lassan is — de
"kimoshatdk" maradnak, azaz létezik "ligandmentes burst" allapot is (47. G abra,
halvany szinezettel jelzett O és C; allapotok). Ennek megfeleléen a ligand elvonasat
kovetd aramrelaxaciok sebessagi allandodi (v.0. 44. abra) a nulla ligand-koncentracio
jelenlétében jellemzd atlagos burst-hosszat tukrozik. Ezzel szemben Kkorabbi
kisérleteink alapjan (v.6. 36. abra) a ko-aktivator Ca?* ionok (47. G abra, sarga
kérok) a csatorna nyitott allapotaban is gyors egyensulyban maradnak a csatornat
korulvevd oldattal, azaz "gyorsan kimoshatok".

Az AMPCPR alacsonyabb hataser6sségét (47. A abra, piros vs. kék kOrok;
v.0. 43. C abra) az ezen analdg altal kivaltott burst-ok csokkent stabilitdsa, azaz
rovidebb élettartama okozza (47. B abra, piros vs. kék kbrok; v.6. 44. C abra).

A C*-O*-Cf* modell valasztasat az alternativaként felmerulé Cg*-Ci*-O*
modellel szemben két medfigyelés is alatdmasztja. Egyrészt, a rovid, "flickery"
zarédasoknak mind atlagos hossza (47. E abra), mind burst-6nkénti atlagos
gyakorisaga (47. F abra) fuggetlen a nukleotid koncentraciétél, ami felveti, hogy a
nukleotid ligand a "lassu" kaput szabalyozza, mig a "flickery" zarédasokeért felel6s
gyors kapu ettél fuggetlen, fizikailag elkulonithetd képlet. (A Cs*-Cs*-O* modell csak
egyetlen kaput feltételez, amely a C¢*-O* atmenet soran nyit/zar.) Masrészt, a Cs*-
O*-Cs* modell egyszerlibb magyarazatot kinal az AMPCPR kapuzasi kinetikara
gyakorolt komplex hatasanak magyarazatara. Az ADPR-zal 6sszehasonlitva az
AMPCPR kot6dése esetén a 1, (47. B abra), 1, (47. D abra), és n; (47. F abra)
paraméterek egyarant csokkennek, mig a 1 (47. E abra) paraméter nem valtozik. A
Cs*-O*-Cs* modell értelmében e valtozasok dsszességét egyetlen kapuzasi Iépés, az
O*—Cs* atmenet sebesseégi allanddjanak ~3-szoros novekedése magyarazza (47. G
abra). Ezzel szemben a Cs*-C¢*-O* modell feltételezése esetén az AMPCPR hatasai
csak harom sebességi alland6 egyideji megvaltozasaval lennének magyarazhatok
(az O*—Cs* és Cr *—Cs* atmenetek gyorsulasa mellett a C; *—O* atmenetnek
lassulnia kellene).

A nukleotidkoté helyek (NUDT9-H domén) intracellularis elhelyezkedése
alapjan kézenfekvd, hogy a "lassu kaput" a TM6-os o-hélix-ek (7A abra) C-
terminalis, intracellularis végeinek kotege alkotja, amely a szerkezetileg rokon kation
csatornak mindegyikében citoszolikus kapu szerepét tolti be (Long és mtsai., 2005;

Liao és mtsai., 2013). Feltételezhetéen ugyanezt a kaput (47. G abra, alsé kapu)
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szabalyozzak a szintén intracellularis kétshellyel rendelkezd ko-aktivator Ca®* ionok
(Id. 37. B abra), valamint a membran belsé rétegében elhelyezkedd PIP, molekulak
is (v.0., (Hansen és mtsai., 2011)). Ezzel szemben felmerll, hogy a rovid, flickery
zarddasok az extracellularis oldalon elhelyezkedd szelektald filter aprd, lokalis

konformacio-valtozasait tukrozik (47. G abra, felsé kapu).
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6. SZINTEZIS: A CFTR ES TRPM2 CSATORNA-ENZIMEK OSSZEVETESE

Bar a CFTR és a TRPM2 csatornak fehérje szekvenciai kozo6tt nem mutathato
ki hasonlésag, kapuzasi mechanizmusaik k6zo6tt mégis szamos érdekes parhuzam

fedezhet? fel.
6.1. Tobbsiku szabalyozas

Mindkét csatorna kapuzasa tobb tényezd egyuttes fennallasat feltételezi: a
CFTR csatornak csak az R domén foszforilacidja és intracellularis ATP jelenléte
esetén aktivak (3. C abra), mig a TRPM2 csatornak aktivitdsahoz intracellularis Ca**
és ADPR (35. A abra), valamint a membran megfelel6 PIP, tartalma (40. abra) is
szukséges. Fiziologias korulmények kozott azonban a csatornak szabalyozasaban e
tényez6k nem egyforma mértékben jatszanak szerepet. A CFTR ATP iranti
érzékenysége (Ki2 ~50 uM; (Csanady és mtsai., 2000)) példaul sokkal magasabb
annal, mintsemhogy az ATP mind szabalyozé tényezd szdba johetne: az él6 sejt
citoplazmajara jellemz6 magas (mM-os) ATP koncentracié mellett a CFTR csatornak
NBD doménjei valdszinlleg folyamatosan telitve vannak ATP-vel. Ezért a CFTR
aktivitasat él6 sejtben els6sorban a foszforilacio mértéke hatarozza meg. Koznapi
hasonlattal élve az ATP az "Uzemanyag" amely a kapuzas "motorjat" (az NBD
dimerizacids-disszociacios ciklust) hajtia, mig a foszforilacid/defoszforilacid a
"gazpedal", amely e folyamat sebességét az aktualis élettani kdvetelményekhez
igazodva szabalyozza. A TRPM2 csatornat is koincidencia detektornak tekintik
amely az intracellularis [ADPR] és [Ca®"] egylttes emelkedését jelzi. Azonban
eredményeink alapjan e két ligand hatasanak teljesen eltéré a dinamikaja: fizioldgias
korilmények kozoétt (intakt sejtben, magas extracellularis [Ca®*] mellett) a Ca?*-ra
permeabilis TRPM2 sajat aktivitasa révén regeneralja egyik aktivald ligandjat (az
intracellularis Ca®*-ot), amely nyitott pérus jelenlétében az aktivald kétdhelyek
kozvetlen kozelében mikromolaros koncentracio tartomanyba emelkedik, és
telitésben tartja e kotdhelyeket (37. abra). Intracellularis ADPR jelenlétében tehat
valészinlileg egyetlen révid Ca?* szignal is elegendé ahhoz, hogy elnyuijtott,
onfenntartd6 TRPM2 aktivitast valtson ki, amelynek csak a citoszolikus ADPR

koncentracidja szab hatart. Hasonldéképpen, a TRPM2 PIP2 iranti nagy affinitasa
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(v.6. 40. abra) fényében kérdéses, hogy élettani korulmények kozott elfordul-e a
membran PIP, tartalmanak olyan mértéki csokkenése, amely mar korlatozna a
TRPM2 aktivitasat.

6.2. Katalizis és kapuzas kapcsoltsaga

A szamunkra legizgalmasabbnak igérkezé parhuzam a CFTR és a TRPM2
csatornak kozott a két csatorna enzimatikus aktivitasa volt. Mindkét csatornarol
leirtak, hogy elhasitja aktivalé nukleotid ligandjat: a CFTR-t aktivaldo ATP-t a két NBD
domén altal kozdsen alkotott "2-es kétdéhely" (4. B abra; v.6. (Ramjeesingh és mtsai.,
1999)), a TRPM2-t aktivalé ADPR-t pedig a NUDT9-H domén (7. A abra; (Perraud
és mtsai., 2001)) bontja el. Fiziologias koncentracio viszonyok ko6zott mindkét kémiai
folyamat er6sen exergonikus, ezért az ezeket katalizal6 enzimek mechanizmusa
mindenképpen nem-egyensulyi, kdzel irreverzibilis, ciklusos folyamat kell legyen.
Ezzel szemben, maga az ioncsatornakon keresztuli transzport termodinamikailag
passziv folyamat, aminek megfeleléen a csatornak tobbségének kapuzasa nem
igényel energiabefektetést, hanem egyszer(i egyensulyi mechanizmust kdvet. Ezért
munkank kezdetén erésen vitatott volt, hogy a CFTR és a TRPM2 csatornak
esetében mennyire lehet szoros a kapcsoltsag a kapuzas és az enzimatikus ciklus
kozott. Munkank egyik alapvetd ceélkitlzése e kérdés tisztazasa volt mindkét
tanulmanyozott csatorna esetében.

A WT CFTR csatorna esetében eredményeink alatdmasztottak azt a
feltételezést, hogy a porus kapuzasanak folyamata szorosan csatoloédik az NBD
doméneken zajl6 ATP hidrolizis ciklushoz, azaz maga is ciklikus, nem-egyensulyi
folyamat (6. abra). Ez az ioncsatornak vilagaban szokatlan mechanizmus a CFTR
evolucids eredetébdl adodik, hiszen e csatorna feltehetbleg valamely 6si ABC
transzporter leszarmazottja. Az egyensulytél tavoli mikédés pedig az egyiranyu
"uphill" transzportot katalizalé6 ABC exporterek esetén szikségszer( tulajdonsag: e
transzporterekben az ATP hidrolizis energiaja olyan ciklust hajt, amelynek soran a
TMD-ok befelé nyitott nagyaffinitasu és kifelé nyitott kisaffinitdsu konformaciok kozott
intracellularis kompartmentben, majd annak eleresztését a magasabb koncentracioju
extracellularis kompartmentben (5. abra). A CFTR ciklikus mechanizmusat két

alapvet6 megfigyelésink bizonyitja. (i) Egyrészt, az egyedi WT CFTR csatornak
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nyitasi id6 eloszlasainak egyértelmien csucsos volta (19. F abra) kizarja az
egyensulyi kapuzas lehetéségét. Ezen eloszlasok maximum likelihood illesztése
alapjan a nyitasi események donté tobbsége (>95%-a) esetén a zarédas folyamata
nem a nyitasi reakcidé megforditdsa, hanem Kkinetikailag elkulonithetd reakciout
mentén halad (Csanady és mtsai., 2010). E normalis zarddasi reakcié pedig ATP
hidrolizisen keresztll kell hogy megvaldsuljon, hiszen a zardédas sebessége a
hidrolizis megakadalyozasa esetén kb. 1/100-adara csokken: mind a 2-es koétéhely
kulcspozicidinak mutacioi (pl. K1250A, E1371S/Q mutaciok [pl. 28. abra]), mind
nem-hidrolizalhatd ATP analdégok (pl. AMPPNP, pirofoszfat [17. A-B abrak])
kotbédése a 2-es kotbhelyhez "nyitva rekesztik" a CFTR csatornakat (v.6., (Gadsby
és mtsai., 2006)). (ii) A CFTR kapuzas ciklusos jellegét bizonyitd masik, fliggetlen
megdfigyelésunk az NPPB kapuzasra gyakorolt komplex hatasa. Ez a drog egyrészt
stabilizélja a nyitasi reakcié aktivalt allapotat, igy katalitikusan inaktiv CFTR
mutansoknak mind a nyitasi, mind a (rendkivll lassu) zarédasi sebességét egyforma
mértékben noéveli (v.0. 27. B abra). Ezzel szemben WT CFTR csatornak esetén az
NPPB szintén noveli a nyitasi sebességet, azonban a zarodasi sebességet paradox
modon csokkenti (27. A abra). Ez a tény megint azt bizonyitja, hogy a WT csatornak
zarédasa a nyitasi reakciotol fuggetlen reakciout mentén valésul meg (Csanady és
Torocsik, 2014a).

Bar a TRPM2 csatornardl is leirtak, hogy elhasitja aktivald ligandjat, az
ADPR-t (Perraud és mtsai., 2001; Perraud és mtsai., 2003), sokoldalu
megkozelitéssel bizonyitottuk, hogy a porus kapuzasa nincs ezen enzimatikus
aktivitashoz csatolva, azaz a WT TRPM2 csatorna kapuzasa egyensulyi folyamat.
Egyrészt, a TRPM2 NUDT9-H doménjének konzervalt — az ADPRaz enzimek
katalizis szempontjabdl kulcsfontossagu — "Nudix-box" pozicidiba bevitt szamos
mutacio egyike sem fejtett ki szamottevé hatast a csatorna kapuzasara (41. abra).
Masrészt, a nem-hidrolizalhaté ADPR analég AMPCPR (42. abra) alkalmasnak
bizonyult a csatorna aktivalasara (43. B abra), és alkalmazasakor sem a csatornak
"nyitva rekedése", sem "csukva rekedése" nem volt tapasztalhatd. Ellenkezdbleg,
mikdzben a telitési [AMPCPR] mellett mért maximalis nyitasi sebesség
megkozelitette az ADPR indukalta maximalis nyitasi sebességet (47. C abra), az
AMPCPR indukalta kapuzas csukodasi sebessége kb. 3-szor gyorsabb volt az
ADPR mellett mérhet6 kontrollhoz képest (44. C és 47. B abrak). E megfigyelések
egyértelmlen bizonyitjak, hogy a WT TRPM2 csatornak egyetlen kapuzasi lépése
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sem kotédik az ADPR hidroliziséhez (Toth és mtsai., 2014). A TRPM2 irodalomban
kozolt ADPRaz aktivitasanak (Perraud és mtsai.,, 2001; Perraud és mtsai., 2003)
valésagos voltat tovabbi biokémiai vizsgalatoknak kell megerésitenie vagy cafolnia.
Bar genomialis analizis alapjan a TRPM2 csatornaéhoz hasonlé, Nudix-doménnal
fuzionalt csatorna(szerl) fehérje szekvencidak mar az &si egysejtl protisztakban is
megjelentek (Schnitzler és mtsai., 2008), ezek funkciéjardl, illetve Nudix-doménjeik
aktivitasarél egyelére semmit sem tudunk. igy a NUDT9-H domén esetleges

enzimatikus aktivitdsanak evolucios eredete jelenleg ismeretlen.
6.3. Az aktivitas befolyasolasanak alapveté farmakoldgiai stratégiai

A kapuzas egyensulyi vagy nem-egyensulyi volta alapvetéen meghatarozza a
csatorna modulatorok fejlesztésének stratégiajat. A TRPM2 kapuzasa egyensulyi
folyamat (Téth és mtsai., 2014), igy ennek befolyasolasara elsésorban a klasszikus,
a drogkotéhely affinitasvaltozasan alapuldé mechanizmus latszik alkalmasnak: a
nyitott allapotban er6sebben kotdédé drogok a nyitott csatornat, a csukott allapotban
er6sebben kotédék pedig a csukott csatornat fogjak energetikailag stabilizalni — az
elébbiek aktivaldé, az utdbbiak gatlé hatasuak lesznek. Az atmeneti allapotok
energetikai befolyasolasa csak a kapuzas kinetikajara hathat: egyforma mértékben
valtoztatja meg a nyitasi €s a csukddasi sebességet, a nyitvatartasi valdsziniséget
viszont nem befolyasolhatja (29. A-C abrak). Ezzel szemben a CFTR irreverzibilis,
ciklikus kapuzasi mechanizmusa egyedi beavatkozasi lehet6ségeket kinal: miutan e
csatorna nyitasi és csukodasi reakcidja két kildon energiagaton keresztul valésul meg
(29. B abra), ezen energiagatak befolyasolasa révén a nyitasi és a csukodasi
sebesség szelektiven manipulalhatd, ami a nyitvatartasi valészinliség valtozasat
eredményezi. J6 példa erre az altalunk vizsgalt két CFTR aktivator, a 3NB, amely
szelektiven ndveli a nyitasi sebességet (33. abra, kék), valamint a 3PP, amely
szelektiven csdkkenti a zarddasi sebességet (33. abra, piros) a WT CFTR csatornan
(Csanady és Torocsik, 2014b). E két drogmolekula fuzi6jat megtestesit6é NPPB
esetében pedig mindkét hatas egyuttes érvényesulése (33. abra, barna) kildndsen
nagy hataser6sségli CFTR stimulatort eredményez (Csanady és Torocsik, 2014a). A
fentiek értelmében persze nem meglepd, hogy e drogok a katalitikusan inaktiv CFTR
mutansoknak csak kapuzasi kinetikajara hatnak, nyitvatartasi valoszinliséguket

azonban nem befolyasoljak.
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7. A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
7.1. A CFTR szerkezete és miikodése

A CFTR - modularis szerkezetének megfeleléen — tdbb polipeptid
szegmensbdl is O6sszeépithet6. Az R domén nem foszforilalt formajaban gatlé
hatasu. A 768-as R-domén szerin foszforilacidéja csokkenti a CFTR PKA iranti
erzekenységét. A nem konzervalt Rl és RE szakaszok nem szukségesek a csatorna
foszforilacio-fuggd szabalyozasahoz. A csatornanyitds hullamszerien terjed6
konformaciovaltozas, amelyet az NBD-k ATP kotését kovetd dimerizacidja indit. A
nyitasi aktivalt allapotot nagyfoku feszllés jellemzi, ebben az allapotban a dimer mar
kialakult, de a porus valészinlileg még zart. A WT CFTR csatorna kapuzasa ciklikus,
nem-egyensulyi folyamat, amely szorosan csatolt az ATP hidroliziséhez: a nyitasi
esemeények >95%-a ATP hidrolizissel végzédik. Az ATP hidrolizis a zarddas
sebességmeghatarozo lépése. Az NPPB az egyik legnagyobb hataserésségi CFTR
stimulator. A stimulacié két kinetikailag elkulonithet6 hatas — a nyitasi 1épés
energiagatjanak csokkentése és az ATP-hasitasi Iépés gatlasa — révén valosul meg.
E két hatas alacsony alapaktivitds esetén (pl. a cisztikus fibrozist okozé AF508
mutans) egyuttesen akar 10-15-sz6r0s stimulacidt is okoz. A fenti két hataseért
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 Iépésre hat.
A kapuzas stimulacidjanak ezen formaja, amely kizarélag energiagatak
befolyasolasan alapul, teljesen egyedi, és csak nem-egyensulyi, ciklikus kapuzasi

mechanizmus esetén vezethet a nyitvatartasi valészinliség ndvekedéséhez.
7.2. A TRPM2 szerkezete és miikodése

A TRPM2 csatorna egymastdl fuggetlen gyors és lassu kapuval rendelkezik.
Az intracellularis ADPR, az intracellularis Ca2+, €s a membran belsé rétegében
talalhaté PIP, a TRPM2 ko-aktivatorai, amelyek a csatorna intracellularis lassu
kapujat szabalyozzak. A négy alegységhez kétédd Ca?* ionok a Monod-Wyman-
Changeux mechanizmussal aktivaljak a csatornat, dsszességében >10°-szorosara

novelik a nyitott/csukott egyensulyi allandét. Az aktivaldé Ca** kétShelyek a kaputdl
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intracellularisan, de a porus kdzvetlen kdzelében talalhatdk, és mind csukott, mind
nyitott allapotban gyors egyensulyban vannak az oldattal. Fiziolégias kortlmények
kozott a nyitott poruson bedramld Ca?* ionok telitésben tartjak az aktivald
kotéhelyeket. Az ADPR elsésorban a zart konformacidju csatornahoz képes kotédni,
azonban a csatorna nyitott allapotdban sem okkludalodik teljesen. A csatorna
kapuzasa egyensulyi folyamat, amely nem csatolédik az ADPR hasitasahoz. A H,O,,
cADPR, AMP, és NAADP kozvetlenll nem befolyasoljak a TRPM2 aktivitasat, intakt
sejtekben tapasztalt modulalé hatasaik kozvetettek. A csatornak nagy affinitassal
kotik a PIP2-t, a membran PIP, tartalmanak teljes deplécioja esetén viszont csak
mM-os [Ca®'] mellett aktivalhatok. A WT TRPM2 kiszakitott patch-ben tapasztalt
gyors inaktivacidjat a szelektalod filter konformacio-valtozasa okozza, amely a T5L

mutacioval megakadalyozhato.
7.3. EIméleti eredmények

Kapuzasi kinetikai paraméterek tobb csatornat tartalmazé patch
regisztratumokbdl is hatékonyan kinyerheték a maximum likelihood modszerrel. A

loglikelihood ratio teszt segitségével alternativ kinetikai modellek statisztikailag

objektiv mddon rangsorolhatok.
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