Valaszok Dr. Varro Andras Professzor kérdéseire

Eziton koszonom Varré Professzor Urnak, hogy elvallalta disszerticiom biralatat, valamint
az értékelése soran megfogalmazott elismerd szavakat. Kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

1. A Bevezetésben a jelolt targyalta mind a CFTR mind a TRPM2 csatorna farmakologiai
befolyasolhatosagianak potencialis lehetoségeit. Milyen lehetoséget lat a jelolt sajat kutatasi
eredményei hasznositisanak az emlitett két csatorna modulatorainak terapias céla
gyogyszerfejlesztésében?

A CFTR vonatkozéasaban jelenleg aktivan dolgozunk az NPPB szerkezetén alapulo, de a
gyakorlatban is hasznosithatd potenciator molekuldk fejlesztésén. Egy ilyen potenciator, esetleg a
mar klinikai kiprobalas alatt 4116 lumacaftor korrektorral egylitt alkalmazva, hatékonyabba tehetné a
cisztikus fibrézis AF508 mutaci6 okozta, leggyakoribb forméjanak jelenleg megoldatlan kezelését.

A TRPM2 csatornén elért eredményeink egyeldre csak nagyon altalanos, elvi irdnymutatéast
adnak: miutan a kapuzas itt egyensulyi folyamat, gatloszerekként olyan vegyiiletek johetnek szdba,
amelyek a csatorna csukott allapotdhoz kotdédnek nagyobb affinitdssal — a nyitott allapothoz
erdsebben kotddo vegyiiletek viszont aktivatorok lesznek. Specifikus célpontnak pedig elsésorban a
csatorna NUDT9 doménje igérkezik, hiszen ez az a domén amely egyetlen mas ioncsatornaban sem
talalhaté meg. Egyelore kifejezett antagonista vegyiiletet nem ismeriink, de 1éteznek az ADPR-nak
olyan parcialis agonista analégjai (pl. 8-Br-ADPR, ill. 1,N°-eténoadenozin-5'-O-difoszforiboz (e-
ADPR)), amelyek maximalis hataser0ssége annyira kicsi, hogy az ADPR-zal szemben praktikusan
kompetitiv gatloszerként viselkednek. Ezek affinitdsa azonban egyeldre tul gyenge ahhoz, hogy a
gyakorlatban kézvetleniil hasznosithatok legyenek.

2. A jelolt 30. oldalon leirja, hogy az oocytakat 82.5 mM Na Cl-ot 2mM KCl-ot tartalmazo
oldatban taroltak 18 °C-on. Ez erésen hypozmotikusnak tiinik. Nem okozott-e ez problémat a
tarolas soran és milyen koriilmények kozott torténtek a két mikroelektrodas voltage clamp
mérések?

A kéteéltiiek sejtjeinek ozmolaritasa 200-250 mOsmol/l, ez joval alacsonyabb mint az emlds
sejteké. A petesejtek emellett a természetben az éallat testén kiviill, tovizben is hossz ideig
¢letképesek. Az altalunk hasznalt oldat tipikus békapetesejtek tarolasara bevalt oocyta Ringer oldat.
A két mikroelektrodas mérések is ebben az oldatban torténtek.

3. A protein kinaz A aktivator IBMX-et és a cAMP aktivator forskolint igen magasnak tiin6
koncentracioban 1 mM és 50 pM alkalmaztak. Miért volt sziikség ezekre a magas
koncentraciokra?

Ezek a vegyiiletek békapetesejtekben valoban csak az emlds sejteknél megszokott
értékeknél 1ényegesen magasabb koncentracioban hatékonyak. Ennek hatterében valdszintlileg a
nagyobb sejttérfogat ¢€s az annak legalabb felét kitevd szikanyag allhat, amelybe ezek a
lipidoldékony vegyiiletek beoldédnak. Ugyanezen okobol kifolydlag e drogok kimosésa is
rendkiviil lassu folyamat.

4. A 45. oldal 15. abrajan inside out makro patch felvétel lathato kb 20 pA-es
aramamplitidéval, a 76. oldal 34. abrajan pedig 100 pA-nél is nagyobb amplitidéval.
Ugyanakkor a 71. oldal 31. abrajan a single channel aram amplitudoja kb 0.5 pA, a 94. oldal
45. abrajan 2 pA, amely vélhetéen mikro patch felvétel eredménye. Mikor és miért hasznalt a
jelolt makro és mikro patch elrendezést és mi volt a kiilonbség a kétféle technika esetén patch
pipetta végének atmérdje kozott?

A makroszképos ¢és egyedi-csatornas mérések egymast kiegészité technikdk. A
makroszkopos aramokon mért paraméterek szorasa sokkal kisebb, hiszen ezek tobb szaz vagy ezer
csatorna sztochasztikus viselkedésének atlagat képviselik. Ezen tilmenden, a makroszkopos aramok
alkalmasak a kisérleti koriilmények hirtelen megvaltozésara (pl. a membranpotencial hirtelen
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megvaltozasara, aktivalo vagy gatlo ligand hirtelen alkalmazéséara vagy elvonésara) adott valaszok
idébeli lefutdsanak jellemzésére, az aramrelaxéaciokhoz illesztett exponencialis gorbék sebességi
allandoin keresztiil. Ilyen modon lehetéség nyilik olyan folyamatok sebességeinek vizsgalatara is,
amelyek egyedi csatornas mérésekkel nem, vagy csak nehezen megkozelithetok. Példaul, a TRPM2
csatorndk zarddasi sebessége a nanomolaros Ca®* koncentracidtartomanyban (36. B 4bra, nyitott
korok) nem vizsgalhatd egyedi csatornas steady-state mérésekkel, hiszen ilyen koriilmények kozott
a csatornak nem nyitnak ki. Masik példaként, a nem-hidrolizal6 CFTR mutansok zar6dasi sebessége
olyan lassu (~0.03 s™), hogy egyedi csatornakat vizsgalva sok-tizperces mérésekben is csak néhany
zarddasi eseményt lehetne regisztralni. Ehelyett kézenfekvd és megbizhato megoldas a
makroszkopos aramok ATP elvonésat kovetd relaxacioinak illesztése (pl., 27. B, 28. E, vagy 32. A-
B éabrak).

Az egyedi-csatornds mérések informdcidtartalma természetesen sokkal gazdagabb: az ilyen
aramregisztratumokban elkiilonitve vizsgalhaté az egyedi aramamplitidok nagysaga és a kapuzasi
paraméterek. Meghatarozhatd a steady-state nyitvatartdsi valoszinliség abszolut értéke, ¢és
mérhetové valik a nyitott és zart allapotban eltoltott intervallumok hossza, sot azok eloszlésa is. E
paraméterek rendkiviil sok informéciot hordoznak a kapuzas mechanizmusarél, és makroszkdopos
aramokbol nem hatdrozhatok meg. Ugyanakkor, az egyedi csatorndk sztochasztikus viselkedése
miatt egy adott paraméter pontos becsléséhez nagyszami mérésre van sziikség.

Mi lehetdség szerint minden tanulmanyozott jelenséget mindkét modszerrel megvizsgaljuk.
A patch-be keriild csatorndk szaménak befolyasoldsa érdekében pedig elsdsorban nem a pipetta
atmérojét valtoztatjuk, hanem a petesejtekbe injektalt RNS mennyiségét, az injektalas és a mérés
kozott eltelo 1dot, illetve a petesejt felilletén a patch-hiuzas helyének az injektdlds helyéhez
viszonyitott tdvolsagat: a csatornak feliileti denzitdsa az RNS mennyiségének és az inkubécios id6
hosszanak novelésével novelhetd, és az injektalas helyének kdzvetlen kdrnyezetében magasabb.

5. A jelolt a 76. oldalon emliti, hogy az TRPM?2 méréseket oocytan zavartak az oocytakban
jelenlevé endogén CI' csatornak, ezért CI' mentes Na-glukonat kadoldatot alkalmazott. Nem
lehetett volna ezt a problémat olyan kisérlettel is kezelni, ahol a patch csak 1-2 ioncsatornat
tartalmaz és a csatornak analizise a konductancia és a toltéshordozo alapjan is szeparalhato
lett volna?

A heterolég modon kifejezett TRPM2 csatornakkal ellentétben az endogén kloridesatornak
sejtfelszini denzitasat nem tudjuk befolyésolni. E csatorndk egyedi aram amplitaddja olyan kicsi,
hogy patch-clamp mérésekkel nem tudjuk azokat feloldani. Ennek ellenére egy kiszakitott membran
foltban (-20) — (-80) mV membranpotencialon tipikusan tobb 100 pA nagysagi endogén klorid
aram aktivalhato (1d. 34. 4abra), azaz e csatornak denzitdsa oOridsi. Egy ilyen hatalmas hattéraram
tetején ~1 pA nagysagrendi egyedi TRPM2 csatorna eseményeket vizsgalni meglehetdsen
reménytelen vallalkozas volna.

6. Az el6z6 kérdéshez kapcsolodoan kérdezném, nem vetodott-e fel a ,mammalian cell line”
(CHC HEK) hasznalata, amelyekbe tetszoleges mennyiségben lehetett volna expresszalni a
CFTR és TRPM2 ioncsatornikat és ezeket mind whole-cell mind single-channel szinten
vizsgalni lehetett volna?

Ez a lehetdség természetesen felmeriilt. A békapetesejtet azonban szamos eldnye (mutdnsok
egyszeru 1étrehozasa, tobb nagysagrendes tartomanyban valtoztathatd sejtfelszini csatorna denzitas,
egyszerli kezelhetdség, stb.) nem véletleniil tette a biofizikusok egyik kedvelt rendszerévé.
Mindamellett tervezzilk emlds sejtvonalak bevezetését is, kiilonosen a TRPM2 csatorna
hémérséklet-érzékenységének vizsgalata céljabol, amire a békapetesejt rendszer nem alkalmas.

Budapest, 2016. januar 13.

Dr. Csanady Laszlo



