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1. Human TRPMZ2 csatornak direkt vizsgalatara alkalmas kisérleti rendszer létrehozasa

A TRPM2 egy kation csatorna, amelyet Ca*" és ADP riboz (ADPR) aktival. A projekt
indulésakor elészor is 1étre kellett hoznunk egy, e csatorndk vizsgalatara alkalmas, kisérleti
rendszert. Az Origene cégtél vasarolt humén vad tipusu TRPM2 (WT hTRPM2) cDNS-t
beklonoztuk a pGEMHE Xenopus oocyta expresszios plazmidba, majd a felszaporitott, tisztitott
cDNS-b6l in vitro transzkripcioval WT hTRPM2 cRNS-t Aallitottunk eld. A hTRPM2
békapetesejtben, inside-out patch-ben, torténd vizsgalatdhoz ki kellett iktatnunk e sejtek endogén
Ca®" aktivalt Cl aramat. Szimmetrikus 140 mM-os Na-glukonat oldatban (két sohid
alkalmazasaval) az intracellularis Ca’" nem indukal endogén aramot. WT hTRPM2 cRNS-sel
injektalt petesejtbél izolalt patchben viszont citoszolikus Ca®" és ADPR egyiittes alkalmazasa nagy
kation aramot indukal. Az 4aram az aktivalo ligandok fenntartott jelenléte mellett is hamarosan
csatornak konduktancidja ~50 pS. Ezek az alapvetd tulajdonsdgok megegyeznek az irodalomban
kozolt adatokkal, és azt mutatjadk, hogy a hTRPM2 sikeresen fejezhetd ki a békapetesejtekben.
Mivel a TRPM2-t intracellularis [Ca’'] aktivalja, meg kellett hatiroznunk glukonat alapt
oldatainkban a szabad [Ca’']-t. Ezért Ca-Green 5N fluoreszcens festék segitségével titralasos
modszerrel megmértik a glukonat Ca®" affinitsat. A Ca-glukonat Kg-je ~20 mM-os, igy az
oldatokhoz hozzaadott Gsszes Ca®* kb. 1/8-ad része szabad, amit a direkt mérések meg is
erésitettek. Ujonnan beallitott inside-out patch-clamp kisérleti rendszeriink lehetdvé tette az
intracellularis ligand koncentraciok direkt és gyors kontrolljat, kiilonb6z6 membranpotencidlokon
hirtelen koncentraciovaltasokra kapott makroszkopos valaszok kinetikajanak, illetve egyedi ion
csatornak steady-state kapuzasanak tanulméanyozésat.

2. A primer aktivatorok hatasmechanizmusanak vizsgalata
2.1. A Ca®" aktivacié mechanizmusa, és az aktivalo Ca™" kot6helyeinek térbeli elhelyezkedése

Telitési intracellularis [ADPR] és alacsony (4 puM) extracellularis [Ca®"] jelenlétében a
TRPM2 csatorndknak mind a nyitdsi, mind a csukodasi sebessége az intracellularis [Ca2+]
figgvénye; a [Ca’’] emelése gyorsitja a nyitast (K;»,=158 uM) és lassitja a csukédast (K;,=379
nM). E két hatas nagyon eltérd K, értéke arra utal, hogy a nyitott csatornak joval erésebben kotik
a Ca’-ot mint a csukott csatorndk — éppen ez a Ca’  aktivalo hatisanak magyarazata. A
mikroszkopikus kinetika a Monod-Wymann-Changeux modellel irhato le: a TRPM2-t négy Ca”*
ion kotddése aktivalja; minden jabb kotdédés kb. 33-szorosara ndveli a nyitott/csukott egyensulyi
allandot, Osszesen kb. 10%-szoros aktivaciot okozva.

Magas (1 mM) extracellularis [Ca*"] jelenléte nincs hatassal a csatornak nyitasi sebességére,
tehat a csukott csatornak nem érzékelik az extracellularis Ca*"-ot. Amint azonban egy csatorna
megnyilik, a porusin bearamlo Ca®" késlelteti a csatorna becsukodasat, mert telitésben tartja az
aktivalo kotéhelyeket — dacéara az intracellularis felszin Ca*"-mentes oldattal torténd folyamatos,
gyors mosasanak. Az aktivalo kotdhelyek tehat a csatorna kapujatol intracelluldris irdnyban
helyezkednek el, de nem a csatorna fehérje felszinén, hanem egy mély iiregben (vesztibulumban), a
pérus bemenetének kozvetlen kozelében. Ezt a kovetkeztetést megerdsiti, hogy pozitivabb
membranpotencialok alkalmazasakor az extracellularis Ca®" kapuzasra gyakorolt hatasa a Ca®"
bearamlas hajtderejének csokkenésével aranyosan csokken.
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A TRPM2-t koincidencia detektornak tekintik amely az intracellularis [ADPR] ¢és [Ca®]
egylittes emelkedését jelzi. Azonban eredményeink alapjan e két ligand TRPM2-re gyakorolt
hatdsanak teljesen mas a dinamikdja: fiziologids koriilmények kozott (intakt sejtben, magas
extracellularis [Ca”"] mellett) a TRPM2 sajat aktivitisa révén regeneralja egyik aktivalé ligandjat
(az intracellularis Ca®"-ot). Néhany puM intracelluldris ADPR jelenlétében tehat egyetlen rovid Ca®*
szignal is elegendd lehet ahhoz, hogy elnyujtott, onfenntart6 TRPM2 aktivitast valtson ki.

E munkank tavaly a J. Gen. Physiol. cimlapjara keriilt (J. Gen. Physiol. 133:189-203), és
azoéta alapul szolgalt a csatorna savanyu pH okozta gatlasanak értelmezéséhez. Az errdl megjelent
két, rank hivatkozo, cikk egyikéhez (J. Physiol. 588:1227-1240) a J. Physiol. szerkesztdsége engem
kért fel egy a cikket kiséré "Perspective" megirasara (J. Physiol. 588:1661-1662).

2.2. Az ADPR aktivacié mechanizmusa, az ADPR hidrolizisének szerepe a kapuzasban

Megmértiik a TRPM2 dram [ADPR]-fiiggését telitési (125 uM-os), illetve kozel féltelitési
(15 uM-os) [Ca*"] jelenlétében; a félmaximalis aktivalast biztosito [ADPR] 1.120.2 illetve 3.7+0.6
uM-nak adodott a két esetben, azaz az ADPR iranti latszolagos affinitds inside-out patch-ben
kevéssé érzékeny az intracellularis [Ca®]-ra.

Az ADPR-hidrolizisének a csatorna kapuzasaban bet6ltott szerepét nem tudtuk meggy6zden
tisztazni. Ez az aktivitas a homolog NUDT9 enzimének kb. 1%-a, ~0.1 s'l, mas szerzOk szerint nem
is mérhetd. Felvetodott, hogy e lassi ADPR hidrolizis a G,-fehérjék GTPaz aktivitasdhoz hasonld
1d6zitd mechanizmus, amely korladtozza az aktiv periddus iddtartamat. E feltevés értelmében a
csatorndk ADPR hirtelen megvonasat kovetd csukodasi sebessége az ADPR hasitads sebességét
tiikrozi. Méréseink alapjan ez a csukodasi sebesség ~0.2 s'. Az ADPRazok konzervalt "Nudix-
box" motivuma (konszenzus REFXEE) a TRPM2 NUDT9-H doménjében atipusos (RILRQE). A
NUDT9 enzimben az EF—IL mutacié (Id. TRPM2) 1%-ara csokkenti, az EE—>KK mutacid
QE—-KK (QI408K/E1409K) és egy feltételezhetdoen "hiperaktiv' IL—EF (I11405E/E1406F)
TRPM2 mutanst. Meglepetésre e négy egyedi és két dupla mutacié egyike sem befolydsolta az
ADPR iranti affinitast és az ADPR-elvonast kovetd csukodasi sebességet. E mutaciok kapuzasra
kifejtett hatdsdnak hidnydt magyarazhatja, (a) ha a Nudix-box oldallincok nem sziikségesek a
katalizishez, (b) ha a NUDT9-H domén eleve katalitikusan inaktiv, vagy (c) ha az ADPR
hasitdsanak nincs hatasa a kapuzasra. A (c) lehetdség valosziniitlen, mert méréseink alapjan a
hasitasi termékek sem Onmagukban, sem egyiitt nem aktivaljak a csatornat (Id. 3.3). Az (a)
lehetéség mellett sz6l a homolég NUDT9 enzim kristalyszerkezete, amelyben a Nudix-boxnak
megfeleld a-hélix foként a szerkezet stabilizalasat szolgalja, és amely felvetette, hogy a katalizis
kémiai mechanizmusa nem teljesen konzervalt az ADPRé&zok kozott. E kristalyszerkezet alapjan
tovabbi célzott mutaciokat terveziink az ADPR hasitas funkcionalis szerepének tisztdzasara.

3. Masodlagos modulatorok hatasmechanizmusanak vizsgalata
3.1. H,0, direkt médon nem aktivalja a csatornat

A TRPM2 intakt sejtekben H,O, kivaltotta oxidativ stressz soran aktivalodik. Az irodalom
alapjan vitatott volt, hogy a H,O, direkt modon hat-e a csatornara. Ezért megvizsgaltuk, hogy (i)

H,0O, 6nmagéban aktivalja-e a csatornat, valamint, hogy (ii) esetleg potencirozza az ADPR aktivalo
hatasat. Azonban 1 mM H,0, 6nmagaban nem aktivalt, és nem befolyasolta sem a csatornak ADPR
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iranti érzékenységét, sem az ADPR-kivaltotta TRPM2 dram nagysagat, fliggetleniil az alkalmazott
[Ca®]-tol.

3.2. AMP direkt médon nem géatolja a csatornat

Az irodalom alapjdn az AMP intakt sejtekben gatolja a TRPM2 aktivitast (K;=70 uM).
Meéréseink alapjan telitési [ADPR] (32 uM) mellett 100 puM AMP-nek izolalt patch-ben nem volt
szamottevd gatlo hatdsa. Egy esetleges kompetitiv mechanizmust feltételezve megvizsgaltuk, hogy
alacsonyabb, 3.2 uM-os, [ADPR] mellett sem latszik-e gatlo hatasa az AMP-nek, azonban 200 uM
AMP sem volt képes csokkenteni a 3.2 uM ADPR altal aktivalt aramot. Ezen eredmények nem
fiiggtek az az alkalmazott [Ca®]-t6], valamint az ADPR és az AMP alkalmazési sorrendjétél.

3.3. A ciklikus ADP-rib6z (cCADPR) direkt modon nem aktivalja a csatornat

Az irodalom alapjdn a cADPR 6nmagaban csak kis mértékben aktivalja a TRPM2-t, viszont
10 uM cADPR nagymértékben potencirozza az aktival6 ADPR hatasat (100-ad részére csokkenti
az ADPR K, értékét). Izolalt patch-ben végzett elsé méréseinkben azt tapasztaltuk, hogy a cADPR
Onmagaban is maximalisan aktivalt (latszolagos affinitdsa 1.6+0.3 uM), viszont 1 uM cADPR
jelenléte nem befolyéasolta az ADPR latszolagos affinitasat. Kézenfekvd magyardzatnak latszott,
hogy a cADPR maga hatastalan, de jelentds mértékben szennyezett ADPR-zal. Valdban,
kollaboracioban végeztetett tomegspektrometrias mérések a Sigma-tol vasarolt cADPR-unkban kb.
50% (!) ADPR szennyezddést talaltak. Ezt kovetden kidolgoztunk egy technikat a cADPR
megtisztitasara. Nukleotid pirofoszfatdz enzimmel a szennyez6 ADPR elbonthat6 AMP-re + rib6z-
5-P —ra, majd az enzim sziiréssel eltavolithatd. Az eljarast vékonyréteg kromatografiaval teszteltiik,
amely bizonyitotta, hogy a szennyez6 ADPR valoban 100%-osan elbomlott AMP-vé; kontroll
kisérletek pedig megerdsitették, hogy a sziirés az enzimet is teljes mértékben eltadvolitja. Ezek utan
megvizsgaltuk az ilyen mddon tisztitott cADPR TRPM2-re gyakorolt hatasat izolalt patch-ben. 10
uM tisztitott cADPR-nak 6nmagéaban nem volt hatasa, és nem befolyasolta a 0.1 vagy 1 uM ADPR
altal kivaltott TRPM2 aramot sem. A 10 puM-os tisztitott cADPR oldat ugyan tartalmazott kb. 10
uM AMP-t és 10 uM riboz-5-P-ot is, azonban e két utobbi vegyiilet sem kiilon-kiilon, sem
egylittesen adva nem befolydsoltdk a csatorndk aktivitdsat, igy ez nem magyaradzhatja a cADPR
hatasanak teljes hianyat.

Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy a H,O, és a cADPR intakt sejtekben mért
aktivalo, valamint az AMP gatlo, hatdsa nem a TRPM2-re gyakorolt direkt hatdsok, hanem
valosziniileg az ADPR cellularis metabolizmusanak, és/vagy az intracellularis Ca®" szintnek, a
befolyasolasan alapulnak. A cADPR esetén oki tényezdként felmeriil a hasznalt vegyszerek ADPR-
zal val6 nagyfoku szennyezettsége is.

3.4. A nikotinsav-adenin-dinukleotid foszfat (NAADP) kis affinitasu parcialis agonista

Az irodalom alapjan az NAADP 6nmagaban kis affinitdssal aktivalja a TRPM2-t, viszont
erdsen szinergizal az ADPR-zal. Vékonyréteg kromatografias méréseink alapjan a Sigma NAADP
nem szennyezett ADPR-zal. Izolalt patch-ben az NAADP onmagéaban kis affinitdsu parcialis
agonistaként viselkedett: K;,~100 uM, viszont a telitési [NAADP] altal kivaltott maximalis
csatorna-aktivitds csak kb. 50%-a az ADPR-zal kivalthat6 aktivitdsnak. Szinergidt vizsgalo
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méréseink nem taldltak szamottevd kooperativitdist az NAADP ¢és az ADPR hatasa kozott.
Osszességeében az NAADP kis affinitasu parcialis agonista, és nem szinergizal az ADPR-zal.

3.5. A nikotinsav-adenin-dinukleotid (NAAD) Kis affinitasu teljes agonista

Miutan az NAAD szerkezetileg kozelebb 4ll az ADPR-hoz mint az NAADP, megvizsgaltuk
e molekula hatasat is a TRPM2 aktivitasara. Az NAAD direkt moédon aktivalta a csatornakat, de
affinitasa csak kissé volt nagyobb mint az NAADP-nek (K;,=35 uM). Ezzel szemben telitési
[NAAD] az ADPR-zal 6sszevethetd mértékben aktivalt, azaz az NAAD kis affinitdst teljes
agonistaként jellemezheto.

A masodlagos modulatorok hatdsmechanizmusat vizsgald munkankat a J. Biol. Chem.
folyoirat kozlésre elfogadta (doi/10.1074/jbc.M109.066464).



