Valaszok Dr. Panyi Gyorgy Professzor kérdéseire

Elészor is koszonom Panyi Professzor Urnak a rendkiviil részletes, szakmailag alapos
biralatot és a pozitiv értékelést. A feltett kérdésekre az alabbiakban valaszolok.

1. Az inside-out patch Kkonfiguracioban elvégzett mérések esetén tapasztalataim szerint
allandoan felmeriilo probléma, hogy a pipettaba behiizott membran un. omega alakzatot
vehet fel, ami megneheziti a csatorna citoszolikus bejaratanal az oldatok gyors és pontos
cseréjét. Ez kiilonosen érdekes lehet ott ahol a Ca** elvonas utin az dram megsziinésének igen
gyors (~ms) kinetikajat méri. A patch geometria miatt az oldatcsere akkor is nagyon lassu
lehet, ha egyébként a gyors perfuziés berendezés ~ms alatti oldatcserére alkalmas. Sajat
tapasztalataim szerint minden egyes patch esetén meg kell hatarozni az oldatcsere kinetikajat,
és erre korrigalni a mért aram valtozast. Tortént-e ilyen Kisérlet, mivel lehetett pontosan
kimérni az aktualis oldatcsere kinetikat? Tortént-e korrekcio az oldatcsere kinetikajara?

Ez a kérdés teljesen jogos: egy makroszkdpos csatornadram hirtelen oldatcsere kivaltotta
relaxacidja csak akkor tiikrozi az ioncsatorndk kapuzasi kinetikai paramétereit, ha maga az
oldatcsere lényegesen gyorsabban lezajlik, mint a kivaltott bioldgiai valasz. Ennek tudataban az
ilyen méréssorozatok eldtt mindig meghataroztuk az oldatcsere iddallandojat. Erre kézenfekvd
lehet6séget biztosit a békapetesejtek endogén Ca®"-aktivalt klorid drama. Ez az aram vagy klorid
ionok fenntartott jelenlétében Ca®" hirtelen alkalmazasaval/elvonasaval, vagy Ca®" fenntartott
jelenlétében CI°  hirtelen alkalmazasaval/elvonasaval —aktivalhaté/inaktivalhato. A Ca®
alkalmazasa/elvondsa az endogén klorid csatorndk kapujat nyitja/zarja, ezért az igy kapott
aramrelaxaciok kinetikdjat e csatornak kapuzasi sebessége limitalja. (Példaul, a Ca®" hirtelen
elvonasakor mért ~100 ms-os relaxacios idéallando e csatornak atlagos nyitvatartasi idejét tiikkrozi.)
Ezért az oldatcsere sebességének meghatirozasahoz a masik lehetSséget valasztottuk: Ca®”
fenntartott jelenlétében az oldat anionjait valtogattuk permeabilis klorid és nem permedbilis
glukonat kozott. Ilyenkor a Ca®" folyamatosan nyitva tartja az endogén klorid csatornak kapujat, a
mért aramrelaxaciok kinetikaja tehat pontosan tiikkrozi a csatorndk porusat éré oldat
ionkoncentracioinak idobeli valtozasat.

Az oldatcsere id6allanddja csak a TRPM2 csatorndk Ca’" elvonasakor mért zarodasi
sebességének mérésekor volt limitdld tényezd. Amennyiben az extracellularis oldat nem
tartalmazott Ca*"-ot, az intracellularis Ca*" elvonasakor mért TRPM2 zarodasi sebesség (36. B
abra) 54 mérésbél 17+1 s”'-nak adodott (id6allandd 66+3 ms). Ugyanekkor, a Ca®* jelenlétében
mért klorid—glukonat csere sebessége 16 mérésbsl 58+10 s™ volt (idéallandd 25+4 ms). Ebben az
esetben tehat az oldatcsere sebessége a mért bioldgiai valaszénak csak 2-3-szorosa volt, azaz
méréseink a csatorndk zarodasi sebsségét némileg aldbecsiilték. Erre a pontatlansagra nem
alkalmaztunk korrekciot, mert a kovetkeztetésekre ez nem volt lényeges befolydssal, de a
kozlemény diszkusszidjdban erre a technikai korlatra, illetve becsléseink ebbdl adodod
pontatlansagara, kifejezetten felhivtuk a figyelmet.

Az Osszes tobbi kisérleti felallasban az oldatcsere sebessége nem volt limitdlo tényezo,
hiszen a mért kapuzasi id6allandok az oldatcsere iddallanddjandl tobb mint 10-szer hosszabbak
voltak (pl., TRPM2 zar6édasa ADPR elvonasra: ~2 s, WT CFTR zarddas: ~250 ms, stb.).

2. A fentiekhez hasonléan problémas lehet, Kkiilonosen nagy aramok esetében az ionok
akkumulacioja a pipettaban, ha pipettaba foly6 ionaramot mériink. Jelentett-e ez gondot a
Jelolt altal végzett kiséreltekben? Tortént-e erre korrekcio?

Ilyen korrekciora nem volt sziikkség, mert inside-out patch-clamp méréseinkben a
pipettaoldat ionkoncentracio-valtozasa elhanyagolhatd volt. Amennyiben e koncentraciok jelentds
mértékben eltolodtak volna, megvaltozott volna a csatorna aramok reverz potencialja, illetve az
egyedi csatorndk dramamplitidoinak nagyséaga, ilyen jelenségeket azonban nem tapasztaltunk.

A kiszakitott patch-en atfolyd iondramok nagysagat, illetve a pipettaoldat térfogatat
figyelembe véve ilyen jellegli valtozasok nem is voltak varhatok. Pl., egy 100 pA nagysagu befelé



iranyuldé CFTR klorid aram 965 s (~16 perc) alatt 96500 pC negativ toltést, azaz 1 pmol klorid iont
juttat be a pipettdba. A pipettaoldat térfogatit 10 pl-nek véve ez 0.1 uM-ral néveli meg az
pipettaoldat eredetileg 140 mM-os Na' ion koncentracioja hasonld méretii befelé iranyulo TRPM2
aram mérése soran. Természetesen feltételezhetd, hogy a membranon atfolyd ionok diffizié révén
csak lassan ekvilibralodnak a teljes pipetta oldatban, azonban a teljes pipetta-térfogatnak a hegyhez
kozeli 1/10000 részével torténd keveredés is elegendd ahhoz, hogy a fenti esetekben a koncentracio-
valtozas 1 mM, azaz <1%, alatt maradjon.

3. Az elektrofiziologiai mérések esetében a diffuzids potencial és az arra vonatkozé korrekcio
kritikus pontja az adatok értelmezésének. Kiilonosen érdekes ez a kérdés akkor, amikor a
pipettan beliil kiilonb6z6 mobilitasi ionokat tartalmazé oldatokat rétegeztek egymasra.
Felteheto ugyanis, hogy az idé elore haladtaval a Na+ és a glukonat ionok eltéré mobilitasa
miatti diffiziés potencial az oldatok keveredésével megsziinik. Hogyan vették ezt figyelembe?

A NaCl/Na-glukonat oldatok hatéarfeliiletén fellépd diffiizids potencial méréseink idStartama
alatt nem valtozott 1ényegesen, a mérések kezdetén a szabad oldatba meriild pipettahegy ¢és a
kadoldat kozott "kinullazott" fesziiltség ugyanis a mérések kdzben nem sodrodott el (AV<1 mV) —
ezt a mérések végeén, a patch "elfujasat" kdvetden mindig elldriztiik.

Amikor ennek volt jelentdsége, pl. amikor kiillonb6zd aszimmetrikus ionkornyezetekben
hatdroztuk meg az egyedi TRPM2 csatornaaramok amplitudoinak fesziiltségfiiggését (Toth és
mtsai., 2012, PNAS 109:13440-5), akkor az adott koriilmények kozott a pipettahegy és a kadoldat
kozott fellépd diffuzios potencidlokat természetesen mindig megmértiik, és a membranpotencialokat
ezekkel korrigaltuk.

Szintén kérdés, hogy a Na+ glukonat (v glutamat) és a NaCl mennyi ido alatt keveredett olyan
mértékben, hogy a patch Cl- ionokkal szennyezett legyen?

A pipettaoldat kb. egyforma térfogata két rétegének 1ényeges keveredése kétféle mérhetd
valtozast is eldidézett volna.
klorid elektrodjanak elektrodpotencialjat tolta volna el, ennek kdvetkeztében eltolodott volna a
tartofesziiltség. Amint azt mdar emlitettem, a mérés soran bekovetkezd fesziiltségsodrodas
lehetdségét minden mérés végén ellendriztiik, de ilyet nem tapasztaltunk.

Masrészt, a klorid ionok megjelenése a pipettahegyben az endogén klorid aram
megjelenéséhez vezetett volna. Kisérleti koriilményeink kozott azonban a TRPM2 csatornak
aktivalasara alkalmazott intracellularis Ca®" még hosszii, tobb 10 perces, mérések vége felé sem
idézett eld6 mérhetd endogén klorid aramot. Bar az endogén klorid dram is mutat "rundown-t",
kloridion alapu méréoldatokkal az intracellularis Ca*" még a kiszakitast kovetd tobb 10 perc utan is
altalaban jelentds klorid aramot aktival. Ezért valdszinli, hogy a TRPM2 csatorndk vizsgalatara
kifejlesztett kisérleti koriilményeink kozott a pipettahegybe még ilyen idétavon sem jutott el
jelentds mennyiségii klorid ion.

A 2. és 3. kérdésekre adott valaszaimat Osszefoglalva tehat a kisérleti eredmények alapjan
megallapithatd, hogy az iondiffiizié sebessége egyrészt elegendden gyors ahhoz, hogy a pipettahegy
kozvetlen kornyezetében ne halmozodjon fel, illetve ne depletadlodjon, a pipettahegyre fesziild
membranon atdramld ionfajta, masrészt viszont elegendden lassu ahhoz, hogy a klorid ionok a
pipetta tengelye mentén vandorolva ne juthassanak el a glukonat/klorid hatarfeliiletrdl a kb. 1 cm-es
tavolsagra talalhato pipettahegyig a kisérletek néhany 10 perces id6tartama alatt.

4. Az oocita expresszios rendszer elonyei mellett komoly hatranyokat is hordoz. Az altalam
vizsgalt Kv1.3 csatorna biofizikai tulajdonsagai nagyon Kkiilonboznek az emlds expresszios
rendszerben vagy human T sejtekben mértektol. TRPM2 esetén ismer-e konkrét
kiilonbségeket a két rendszer kozott (béka oocita vs. emlés expresszios rendszer)? Hogyan
viszonyul pl. a béka oocita membran PIP2 tartalma az emloshoz?
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A CFTR esetében a békapetesejtben illetve emlds sejtekben kifejezett csatornakat is
részletesen vizsgaltak, és ezek kozott semmilyen Iényeges eltérést nem tapasztaltak, ugyanez igaz
sok mas részletesen vizsgalt ioncsatornara is, tobbek kdzott a TRPM2 legkdzelebbi homologjara, a
TRPMS-ra is (pl., Rohacs és mtsai., 2005, Nat Neurosci 8:626-634; Liu és Qin, 2005, J Neurosci
25:1674-81). A TRPM2 csatorna biofizikai tulajdonsagait azonban emlds sejtekben mindeddig
senki sem vizsgalta. A kérdés felvetése jogos, hiszen a békapetesejtek membranjanak lipid
Osszetétele nyilvanvaloan eltér az emlds sejtekétol, és e lipidek koziil a PIP, mindenképpen jelentds
TRPM2 csatorna regulator. A békapetesejt membranjanak PIP, tartalmardl nem rendelkeziink
pontos adattal, azonban a rokon TRPMS csatorndn végzett megfigyelések alapjan az feltehetden az
emlds sejtekéhez hasonlo tartomanyban mozog.

Elképzelheté-e hogy a TRPM2 aktivatoraira vonatkozo irodalmi megallapitasok valamilyen
modon a hasznalt expresszios rendszertél is fiiggenek?

Azt elképzelhetdnek tartjuk, hogy kiillonbozd expresszids rendszerekben a TRPM2 csatornak
szabalyozasa kvantitativ kiilonbségeket mutat, pl. az egyes agonistakkal szembeni érzékenység
tekintetében. A méréseink soran direkt TRPM2 aktivatorként kizart H,O,, cADPR, illetve piridin
dinukleotidok (NAD, NAADP, NAAD) vonatkozasaban azonban azt gondoljuk, hogy a kiilonb6z6
egész-sejtes rendszerekben ezekkel eldidézett TRPM2 valaszok nem direkt hatdsok. Egyrészt,
kompeticios kisérletekkel megmutattuk, hogy e nukleotidok egyaltalan nem — még a fiziologiasnal
2-3 nagysagrenddel magasabb koncentracioban sem — kotddnek a csatorndhoz. Mésrészt, a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 vegyiiletek részletes analizise soran azonositott jelentés ADPR
szennyezddések adekvat magyardzatot adnak az irodalomban leirt hatdsokra. E kérdéssel
kapcsolatos leglijabb tapasztalatainkat a disszertacid beadasat kovetéen megjelent kdzleményben is
Osszegeztiik (Toth és mtsai., 2015, J Gen Physiol 145: 419-30).

Mindemellett a békapetesejt rendszer egyértelmli hatranya, hogy e membranok
lipidosszetétele 20-25°C hémérsékleten biztosit megfeleld fluiditast, ezért 30°C felett a patch-ek
stabilitasa dramaian cs6kken, 37°C-on pedig a kisérletek sikeraranya elenyész6. A TRP csatorna
csalad nagyon sok tagja kifejezetten homérsékletérzékeny, ezért a TRPM2 kapuzasi
tulajdonsdgainak hémérsékletfiiggése elsérendl jelentdséggel birhat. Miutdn ennek vizsgalatara a
békapetesejt rendszer nem alkalmas, mindenképpen tervezziik a csatorna biofizikai
tulajdonsagainak vizsgalatara alkalmas emlds expresszios rendszer beallitasat.

5. A disszertacio 41. oldalan azt irja, hogy a cut-AR csatonak aktivaciéjahoz nincs sziikség
elozetes foszforilaciora. Felhasznalhato-e ez a konstrukt a csatorna biofizikai és farmakologiai
vizsgalataihoz, ugyanis ekkor meg lehetne takaritani egy a csatorna aktivacidojat beindito
kisérletes lépést.

Igen, az altalunk szerkesztett cut-AR csatorna konstrukcid azdta a mi munkdinkban (pl.,
Sorum et al., 2015, Cell 163:724-733), de mas csoportok munkaiban is (Ai és mtsai., 2004, Mol
Pharmacol 65:1415-26; Bompadre és mtsai., 2005, J Gen Physiol 125:361-75; Bompadre és mtsai.,
2005, J Gen Physiol 125:377-94; Zhou és mtsai., 2005, J Physiol 569:447-57; Yeh et al., 2015, J
Gen Physiol 145:47-60), gyakran szerepel modellként a CFTR ATP-fiigg6 kapuzasanak
vizsgélatara.

6. A 46. oldalon azt irja, hogy patch kitépést kovetden is egyensulyt tud tartani egymassal a
PKA altal katalizalt foszforilacio és a feltételezhetben a membranhoz asszocialt endogén
foszfataz. Ez teljes sejt Kkisérleteknél konnyen elképzelhetd, kitépett patch esetén azonban,
tekintve a membran folt miniatiir voltat, mar kétséges hogy elegendo foszfataz maradhat-e a
membranban. Lehet-e alternativ magyarazata a foszforilacio steady-state beallasanak? Van-e
fiiggetlen kisérletes bizonyiték arra, hogy elegendé foszfataz talalhato a kitépett patch-ben?

A békapetesejt membranjdhoz asszocialt erds szerin-treonin foszfatdz aktivitas
kisérleteinkkel egyértelmiien alatamaszthat6.



Egyrészt, a nem injektalt petesejtekhez viszonyitva a CFTR-t kifejezd petesejtek nyugalmi
allapotban is jelentds egész-sejtes klorid konduktanciat mutatnak: ennek nagysaga WT csatornakat
kifejezd sejtek esetén ~10 uS (1d. 11. abra), az S7T68A mutanst kifejezo sejtek esetében viszont akar
~200 uS (Csanady és mtsai., 2005, J Gen Physiol 125:171-86). Miutan mindkét csatorna tipus
kapuzésa szigortian foszforilaciofiiggd, ez azt tanusitja, hogy a CFTR csatorndk a nyugalmi
petesejtekben is jelentés mértékben foszforilaltak, amit tomegspektrometrias mérésekkel is
alatdmasztottunk. Ennek ellenére, kiszakitott patch mérésekben sem a WT, sem az S7T68A csatornak
nem mutatnak szamottevo aktivitast a proteinkindz A (PKA) alkalmazasa el6tt (vo. 15. A, ill. 17.
abrédk). Ez arra utal, hogy a csatorndk a sejtbdl vald kiszakitas és az inside-out mérés megkezdése
kozott elteld 1-2 perc alatt gyakorlatilag teljesen defoszforilalédnak.

Masrészt, kiszakitott patch mérések soran az alkalmazott PKA elvonidsa a WT CFTR aram
azonnali hanyatlasat eredményezi, amely defoszforilaciot tiikroz, hiszen a PKA ismételt
alkalmazaséaval visszafordithat6. A PKA elvonasat kovetd deaktivacio egyébként bifazisos: a kinaz
elvonasat koveto rendkiviil gyors, néhany masodperc alatt bekdvetkezo, részleges deaktivaciot (1d.
15. A ébra, a nyitvatartasi valosziniiség kb. felére esik) egy ennél nagysagrendekkel lassabb, tobb
perces idéallandoju, tovabbi hanyatlas kovet. Valoszinti tehat, hogy az R-doménben a PKA éltal
foszforilalt mintegy tucatnyi szerin oldallanc kozott vannak gyorsabban ¢és lassabban
defoszforilalodok is.

7. A disszertacio 17. abra C, D és E panelek 6sszehasonlitasakor az tiinik ki, hogy az S768A
mutans csatorna esetében PKA koncentraciotol fiiggetleniil né az atlagos nyitvatartasi idoé,
ezek értéke kb azonos 55 nM és 550 nM PKA esetében. Ugyanakkor a nyitasi valdsziniiség
jelentésen fiigg a PKA koncentraciotol. A 46. oldalon azonban azt irja, hogy a mutacio
megnoveli a csatornak atlagos nyitvatartasi idejét, ami miatt megné a nyitasi valdsziniiség és
emiatt novekszik a PKA iranti érzékenység. A bemutatott adatok alapjan nem vilagos, hogy
mely paraméterek tudhatok be a mutacionak és mely 1épés lesz PKA szenzitiv. Kérem ennek
kifejtését.

Ezt a gondolatmenetet az eredményeket bemutatd eredeti kzleményben részletesen leirtuk,
a disszertacidban szerepld tomor 0sszefoglalds alapjan azonban valdban nem trividlis. A 17. D-E
abrakon latszik, hogy a PKA koncentracié emelése mindkét csatorna tipus esetében a nyitasi
sebességet noveli, a zarodasi sebességre viszont kevéssé hat. A 16. A abrabdl viszont egyértelmil,
hogy magas PKA koncentracioknal a nyitdsi sebesség is "telitddik". Ha a zarddasi sebességet (roc)
PKA-fiiggetlennek vessziik, a nyitdsi sebesség (rco) PKA-dozisfiiggésére pedig egyszeri
hiperbolikus 0sszefliggést feltételeziink (rco=rco:max™[PKAJ/([PKA]+K,)), akkor a nyitvatartdsi
valoszinlis€g (Po=rco/(rcotroc)) doézisfiiggése is hiperbolikusnak adodik, €és a félmaximalis
aktivitast biztosito PKA koncentracié (Kp,) a kdvetkezoképpen szamithatd ki: Kpo=Kico™(1-Po:max)-
Ebbol az 0Osszefiiggésbdl latszik, hogy a Po.ma.x novelése sziikségszertien noveli a PKA iranti
latszolagos affinitast is (azaz csokkenti a Kpo-t). Miutan Po.max=rco:max/(fco:maxttoc), a zarddasi
sebességnek (roc) a mutans csatornakban észlelt csokkenése (17. E abra) éppen ezt eredményezi.

8. A 19. abran nagyon latvanyosan mutatja be a modelleket és modell diszkriminaciohoz
hasznalt illesztéseket. A C és D ill. az E és F panelek dsszehasonlitasanal az lathaté, hogy az
abrazolt hisztogrammok valoban eltérnek egymastol. Nem lathato az azonban, hogy a
hisztogrammok alakja mennyire fiigg attol, hogy milyen szélesre valasztja az események
hosszait (bin witdth). Azt szeretném megkérdezni, hogy milyen elvek szerint valasztotta ki a
bin width-et, és mennyire volt ettol fiiggetlen a modell diszkriminacio és a konklizié?

A hisztogramok oszlopszélességének valasztasdra nincsenek kdébe vésett szabalyok,
altalanossagban minél nagyobb a minta elemszdma, anndl keskenyebbé valaszthatok az oszlopok.
Empirikus alapon azt a legkisebb oszlopszélességet valasztjuk, amely mellett a hisztogram még
nem valik tal "zajossda" — ez a valasztds illusztrdlja legjobban a valdsziniiségi eloszlas
stirtiségfiiggvényének alakjat.



Fontos azonban leszogezni, hogy a hisztogramok csak illusztraciok, a modell diszkriminécio
¢s a kovetkeztetések a hisztogramoktol teljesen fliggetlenek. A modellek maximum likelihood
illesztése a nyers adatokhoz torténik, ennek soran minden egyes regisztralt esemény az 6 pontos
id6tartamaval van figyelembe véve. Az ezen illesztések alapjan kapott loglikelihood érték tehat
objektiv mércét ad a modellek kozotti valasztasra (1d. 5.1.3.1. alfejezet és 18. abra).

9. A 26. abra cimében az szerepel, hogy az NPPB okozta CFTR stimulicié nagymértékben
fesziiltségfiiggetlen. Az abran azonban, ha jol értelmezem, akkor rogzitett membranpotencial
mellett kapuzé CFTR csatornak lathaték, ill. az NPPB koncentriacio a valtozé. A 64. oldal
tetején is azt irja hogy az NPPB hatasa fesziiltség-fiiggetlen és a 26. abrara hivatkozik. Kérem
tisztazza ezt a kérdést roviden.

A 26. abra cime ¢és az emlitett hivatkozas ebben a formaban valdoban nehezen értelmezhetdk.
Az NPPB kapuzasi hatdsanak fesziiltségfiiggetlen volta ugyanis a 26. abranak csak az el6zo, 25.
abraval torténd Osszevetésébdl deriil ki: a 26. B dbra azt mutatja, hogy a +60 mV
membranpotenciadlon kivaltott kapuzasi hatas kozel azonos a 25. C 4bran bemutatott, -80 mV
membranpotencidlon kivaltott hatdssal. A 64. oldalon valamivel lejjebb megtaldlhato a helyes
hivatkozas is: "Az NPPB kapuzasi hatasainak fesziiltségfliggetlen volta (25. C és 26. B abrak)".

A 26. abran egyébként jo lett volna a AF508 CF mutacié esetén bemutatni az NPPB hatasat,
mert ott sokkal nagyobb valtozasokat varunk mint WT csatorna esetében.

A megfigyelésiinket 0sszegzd eredti kdzleményben (Csanady és Tordcesik, 2014, J Gen
Physiol 143:269-87) ezt meg is tettiik, a kapuzasi hatas a AF508 csatorna esetén valdban sokkal
nagyobb, 10-20-szoros volt.

10. Az NPPB szerkezet-funkcié vizsgalata alapjan kapott eredményekre épitve érdemes lenne
jobb tulajdonsagu aktivatorokat fejleszteni. Torténtek-e erre probalkozasok, és ha igen,
akkor milyenek az elozetes eredmények (amennyiben ezek publikiusak)?

Wang ¢és munkatarsai (2005, J Biol Chem 280:23622-30) leirtak, hogy az NPPB
porusblokkold negativ toltésli karboxilat csoportjat amid csoportra cserélve a porusblokk
megsziinik, mig a kapuzast stimuldldo hatds megmarad. E megfigyelést sajat méréseink is
megerdsitették, azonban az amid analdg okozta kapuzasi stimuldci6 mértéke messze alatta maradt
az eredeti vegylletének. Alternativaként az intakt NPPB szerkezethez olyan nagy térigényli
csoportot lehetne hozzdadni, amely sztérikusan gatolja a podrusba torténd bejutdst, de nem
akadalyozza meg a bekotddést a kapuzasi kotOhelyhez. Ilyen szubsztituensek tervezését
eldsegithetné a kapuzasi kotdhely ismerete. Csoportunkban jelenleg folynak is ilyen iranyu
kisérletek, amelyekhez az amerikai Cystic Fibrosis Foundation-t6l nyertiink tamogatast.

11. Ismert-e az, hogy a TRPM2 csatorna esetében mi a porus pontos szerkezete, az aktivacios
kapu helyzete, ill., hogy mi biztositja a ligand kotés és a kapu nyitasa kozotti kapcsolatot?

A TRPM2 csatornarél sajnos nem all rendelkezésre nagy felbontasu térszerkezet, ezért a
porus pontos térszerkezete és az aktivacids kapu helyzete nem ismert. Jelenleg a rokon TRPV1
csatornanak a kdzelmultban krioelektronmikroszkdpias modszerrel meghatérozott 3.4 A felbontast
térszerkezete (Liao és mtsai., 2013, Nature 504:107-112) a leghasznalhatobb mintdnk. Miutén a
porust alkotd hélixek teriiletén viszonylag magas a szekvencia homolégia, a porus vonatkozasaban
ez a szerkezet valdsziniileg nem rossz modell. A TRPVI1 csatorna azonban nem rendelkezik a
TRPM2 intracellularis doménjeivel, igy ez utdbbiak szerkezete, illetve pdrushoz viszonyitott
elhelyezkedése ismeretlen.

Terveztek-e olyan vizsgalatokat, melyek ezekre a kérdésekre adnanak valaszt? Ha igen, akkor
milyen modszert préobalnak pl. a csatolas vizsgalatara?

Igen, a csatolas vizsgalata el6tt azonban mindenekel6tt a kapu fizikai helyzetét kivanjuk
meghatarozni. A rokon kation csatornakban tapasztaltak alapjan erre két lehetséges régio



kinalkozik: vagy maga a szelektalo filter, amely a pérus extracellularis kb. egyharmadat foglalja
magaban, vagy a 6-os transzmembran alfa hélixeknek az intracellularis membranfelszinhez kozeli
keresztezddési pontja. Miutan a TRPM?2 két kinetikailag elkiilonithetd kapuval, egy gyors €s egy
lassu kapuval, rendelkezik (To6th és mtsai., 2012, PNAS 109:13440-5), az is elképzelhetd, hogy
mindkét régié kapuként szerepel. Ez utobbi esetben pedig kérdéses, hogy a két fizikailag elkiiloniild
kapu koziil melyik az aktivalo ligandok (ADPR, Ca®’, PIP,) éltal befolyasolt "lassu kapu". E
kérdések eldontésére a SCAM modszert, azaz mesterségesen bevitt ciszteinek szulfhidril-reaktiv
vegyiiletekkel torténd reakciojat kivanjuk felhasznalni. Ezzel a megkozelitéssel ugyanis vizsgéalhato
az egyes aminosav oldallancok citoszolikus oldat feldli hozzaférhetéségének allapotfiiggése, azaz,
hogy egy-egy ilyen oldallanc csak a kapu nyitott allapotdban, vagy pedig nyitott és csukott
allapotaban is "lathatd"-e a citoszol feldl. Az ehhez sziikséges, reaktiv endogén ciszteinektdl mentes
hattérkonstrukcio elkészitése jelenleg folyamatban van.

Budapest, 2016. januar 13.
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