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Bevezetés

A Tranziens Receptor Potencial Melastatin 2 (TRPM2), a
TRP csatornak szerteagazo csaladjaba tartozé Ca>" permedbilis nem-
szelektiv kation csatorna. Legnagyobb mennyiségben idegsejtekben,
csontveloben, fagocitdkban, hasnyalmirigy inzulint szekretalo f-
sejtjeiben ¢és szivizomsejtekben fejezddik ki, ahol oxidativ stressz
hatasara aktivalodik. TRPM2 jelenléte sziikséges a fagocita sejtek
illetve a hasnyalmirigy B-sejtek normalis gliikoz-indukalt inzulin
szekrécidjahoz. Emellett a TRPM2-nek szdmos, a sejtek
apoptozisahoz vezetd, patologias folyamatban is szerepe lehet,
beleértve a stroke-ot, myocardiadlis infarktust és egyes kronikus
neurodegenerativ betegségeket.

A TRP csalad kozos jellemzdje, hogy tagjai tetramer
szerkezetli kation csatornak, amelyek alegységei 6 transzmembran
(TM) szakaszt tartalmaznak. Ezek koziil az 5. és a 6. TM szegmens
hatarolja a porust. Az N- és C-terminalis részek intracellularisan
helyezkednek el.

A csatornat intracellularis ADP-ribéz (ADPR) és Ca®'
egylittes jelenléte aktivdlja. Az ADPR a C-terminalisan talalhat6
NUDT9 homologia (NUDT9-H) doménhez kotddik. Amint neve is
utal ra, ¢ domén szekvencidja nagy mértékii homologiat mutat a

mitokondrialis NUDT9 enzimével, amelyhez hasonléan az izolalt



NUDT9-H domén is ADPR-t koét, illetve hidrolizal. E reakcid soran
az ADPR, a két foszfat kozotti kotés elhasadasa révén, AMP-re és
riboz-5-foszfatra bomlik. Bar a NUDT9-H domén aktivitdsa csak
toredéke a mitokondralis enzimének, e lassi ADPR-hidrolaz
aktivitasnak szerepe lehet a csatorna szabalyozasaban.

Egészsejtes mérések soran az ADPR csak intra- vagy
extracellularis Ca”" jelenlétében tudta aktivalni a TRPM2 csatornat.
Izolalt membranos kisérletek igazoltdk, hogy a Ca®" kotShelyei
intracellularisan, bar a poérus kozelében, talalhatdak: igy az
extracellularis Ca®" csak permedciot kovetéen képes kifejteni
aktivalo hatdsat. Ezek az eredmények azt is valdsziniisitik, hogy
intakt sejtek esetében az aktivalo Ca®" £ forrasa az extracellularis tér
lehet.

Milyen jelek aktivalhatjdk a TRPM2 csatornat az €16
szervezetben? Mar koran felismerték, hogy a TRPM2 &aram
Osszefiigg a sejtek redox dallapotaval. Tobb tanulmény is
megerdsitette, hogy az oxidativ stressz (pl. H,O, kezelés) hataséara a
TRPM2 csatorndk aktivalédnak. Bar egy egészsejtes méréseken
alapul6 tanulmédnyban bemutattak, hogy a H>O, képes aktivalni egy
ADPR-inszenzitiv ’csonkitott” TRPM2 varianst is, ezt az eredményt
azota sem sikeriilt reprodukalni. S6t a NUDT9-H domén konzervalt
Nudix motivumdnak (RILRQE) azon mutaciéi, amelyek
megakadalyoztdk az ADPR kotodését, az ADPR mellett a H,O;

aktivalo hatasat is megsziintették. Ezek az eredmények arra utalnak,



hogy a H,O; kdzvetett mdédon, az intracellularis [ADPR] emelésével,
befolyasolja a TRPM2 csatorna miikddését. Tovabb bonyolitotta a
képet, amikor kideriilt, hogy egészsejtes mérésekben a H,0,
megnoveli a TRPM2 csatorndk ADPR iranti latszolagos affinitasat,
ami ismét felvetette egy ADPR-t6l fliggetlen kdzvetlen aktivacios ut
lehetdségét is. Szamos mas anyag (NAD(P)" metabolitok) szerepe is
felvetédott a TRPM2 szabdlyozasa kapcsan, azonban ezekhez a
kisérletekhez is csak egészsejtes méréseket hasznaltak, és a kapott
eredmények sokszor ellentmondasosak. Tobb tanulméany szamolt be
arrol, hogy a ciklikus ADPR (cADPR) aktivalja a TRPM2 csatornat,
s6t ADPR-zal egyiitt alkalmazva fokozzdk egymas aktivalo hatasat.
Azonban mas csoportok mérései ezt nem tudtdk megerdsiteni. A
nikotinsav-adeninin-dinukleotid-foszfat (NAADP), egy masik
intracellularis Ca*"-ot mobilizalé széleskdriien tanulmanyozott ADP-
ribozil cikldz termék, is jelentés TRPM2 aramot indukalt egészsejtes
mérésekben. ADPR-zal egyiitt alkalmazva ebben az esetben is
jelentds szinergiat figyeltek meg a két nukleotid kozott. A NAD"
egészsejtes mérésekben tapasztalt alacsony affinitdsu aktivalo hatasat
valdszinlileg ADPR szennyezés okozza, mig az O-acetilalt ADPR
aktivald6 hatdsanak jelentdsége egyelére nem ismert. Végiil
felvet6dott, hogy az AMP, mint az ADPR hidrolizis egyik
végterméke, gatolhatja az ADPR indukélt TRPM2 aramot.

Bar a kordbbi egészsejtes mérések szamos molekulat

azonositottak, amelyek befolyasolhatjak a TRPM2 csatorna



miikodését, a sejt nukleotid és Ca’" homeosztazisat biztositd
intracellularis rendszerek jelenléte miatt ilyen mérésekkel nem
donthetd el, hogy az adott anyag a csatorndhoz kétddve (kozvetlen
modon) vagy csak az elsddleges ligandok, a Ca’" és az ADPR,
lokalis koncentracidinak megvaltoztatasa révén (kozvetett modon)
fejti ki hatadsat. A citoplazmatikus [ADPR] koncentracid
szabalyozasaban tobb citoplazmatikus, sejtmagi és mitokondralis
enzim is részt vesz, amelyek az ADPR termeléséért, lebontasaért,
adenin nukleotidok intracellularis dializise megzavarhatja ezt a
szabalyozast, hiszen ezek a fent emlitett enzimek szubsztratjai vagy
termékei lehetnek. Hasonloképpen, a sejtek Ca*™-mal valé taltdltése
reaktiv  oxigén szarmazékok  képzésén  keresztil ADPR
felszabadulashoz vezethet. Az intracellularis [Ca2+]-t a belso
raktarakbol felszabadulo, a plazmamembranon &t bearamlo, illetve a
transzporterek altal eltavolitott Ca>" dinamikus egyenstlya hatarozza
meg. Mivel a cADPR és az NAADP hatékony Ca®™ mobilizalo
masodlagos hirvivék, esetiikben a [Ca*']-t megzavar6 kdzvetett hatds
sem zarhato ki. A fenti okok miatt a lehetséges modulatorokrol az
eddig elvégzett egészsejtes kisérletek alapjan nem donthetd el
egyértelmiien, hogy kozvetlen vagy kozvetett modon befolyasoljak a
TRPM2 csatorna miikodését.

Bar a csatorna fo aktivatorait, a Ca*'-ot és az ADPR-t, a

korabbi tanulményokban mar azonositottak, a kapuzas molekularis



mechanizmusardl egyeldre keveset tudunk. Ennek tisztdzasaban nagy
segitséget nyujthatna egyedi csatornak steady-state kapuzéasanak
analizise. Azonban a sejtbol kiszakitva a TRPM2 csatornak
koriilbeliil félperces iddéallanddval irreverzibilisen inaktivaldodnak,
ezért nem lehet alland6 csatornaszam mellett elegendéen hosszu
méréseket végezni ilyen tipusi elemzésekhez. Az é&ram izolalt
membranos mérések soran tapasztalt lecsengése (rundown) — a
technikai nehézségen tal — szamos ioncsatorna esetében fontos
szabalyozasi mechanizmusra hivta fel a figyelmet. Példaul a befelé
rektifikdlé kalium csatorndk, illetve néhdany TRPM csatorna
miikddését a membran foszfo-inozitol tartalma jelentdsen
befolyasolja. E csatorndk aktivacios kapujanak nyitdsdhoz
nélkiilozhetetlen a  foszfatidil-inozitol-(4,5)-biszfoszfat  (PIP,)
jelenléte a plazmamembran intracellularis felszinén. Izolalt
membranos mérések soran a membranhoz kotott lipid-foszfatazok
gyorsan lebontjdk a szabad PIP,-t, ami e csatorndk &aramanak
lecsengéséhez vezet. Kiilonféle csatornak rundown-janak hatterében
szamos egyéb mechanizmus is allhat, beleértve a csatorna fehérje
defoszforilaciojat, fontos regulacids alegység disszocidciot kovetd
elmosasat, vagy cisztein oldallancok oxidaciojat, azonban e
mechanizmusokat a TRPM?2 csatorna esetében korabbi tanulmanyok

— legalabb részlegesen — mar kizartak.



Célkitiizések

- A TRPM2 csatorna kozvetlen és kdzvetett modulatorainak
azonositasa.

- A vad tipusu TRPM2 csatorndra jellemz0 inaktivacio
molekularis mechanizmuséanak feltarasa. Kisérlet e folyamat

lassitasara.

- A PIP, TRPM2 csatornara gyakorolt hatadsanak vizsgélata.



Felhasznalt modszerek

Molekularis bioldgia

A mutans csatorndkat kodolé plazmidokat  célzott
mutagenezis (Stratagene QuikChange II Site Directed Mutagenesis
Kit) segitségével allitottuk eld. A pGEMHE-TRPM2 ¢s pGEMSH-
TRPMS8 c¢DNS plazmidokat Nhel restrikcids enzimmel linearizaltuk.
Az elvagott DNS tisztitdsat kovetéen a cRNS szintézisé¢hez T7
mMessage mMachine Kit-et (Applied Biosystems) hasznaltunk. A
cRNS mennyiségét denaturald gél segitségével hatdroztuk meg, a

cRNS-t —80°C-on taroltuk.

Petesejtek izolalasa és injektalasa

A petesejteket  sebészileg  tavolitottuk el  afrikai
karmosbékakbol. A TRPM2 illetve TRPMS csatorndkat kddold 1-10
ng cRNS-t mikroinjektalassal juttatjuk be a petesejtekbe. A

méréseket 1-3 nappal az injektalas utan végeztik.

1zolalt membranos inside-out patch clamp mérések

A patch pipettakat boroszilikat ivegbdl huztuk, standard 140
mM Na-glukonatos oldatunkkal feltdltve ellenallasuk 2-4 MQ volt.



Legtobb mérésiink sordn a pipetta hegyet kortilbeliil 1 cm-ig Na-
glukonat alapu oldattal toltottiik fel, foléje izoozmotikus NaCl alapu
pipettaoldatot rétegeztink a méré elektroda szamara. A
permeabilitasi vizsgalatoknal a natriumot a vizsgalt kationra
cseréltiik. A Na-glukonat alapt kadoldatokat még kiegészitettiik a
vizsgalt anyagokkal. Kontroll koriilmények kozott a szabad [Ca®']
125 uM, az [ADPR] 32 uM volt.

A kiszakitott membranfoltot a mérdkamraba helyeztiik, ahol a
membran intracellularis felszinét érd, folyamatosan aramlo kadoldat
Osszetételét egy komputer-vezérelt perfizidos rendszer (HEKA)
segitségével szabadon ¢és gyorsan (<100 ms) cserélhettik. A
kadoldatot a referencia elektrodhoz 140 mM-os KCI-t tartalmazo
sohiddal kapcsoltuk. A méréseket 25°C-on végeztiik. Az elektrodak
kozotti aramot Axopatch 200B (Molecular Devices) erdsitdvel
fesziiltségjelle alakitottuk, ¢és 2 kHz-en sziirve, 10 kHz-es
mintavételezéssel digitalizaltuk. Az igy kapott adatokat Pclampl0

program segitségével szamitdogépen rogzitettiik.

A cADPR enzimatikus tisztitdsa

A cADPR torzsoldatot a jelenlévd ADPR szennyezddéstdl I-
es tipusu nukleotid pirofoszfatdz enzim (P7383, Sigma)

alkalmazéséval tisztitottuk meg. A 24 kDa molekulatomegii enzimet



3 kDa-os vagopontu filteren (2629367, Sigma) torténd kétszeri

atszuréssel tavolitottuk el.

Vékonyréteg kromatografia (TLC)

A mérés soran hasznalt nukleotidok (cADPR, ADPR,
NAADP, NAAD) torzsoldatainak tisztasagat TLC-vel ellendriztiik.
A nukleotidokbol 10-100 nmol-t vittiik fel Polygram SIL G/UV;s4
tipusu vékonyrétegre, majd a mintakat beszaritottuk ¢és a
vékonyréteget futtato-pufferbe — 70 (v/v)% etanol, 30 (v/v)% H,O,
0,2 M NH4HCOs; — helyeztiik. A futtatds utan a nukleotidokat UV-
fénnyel megvilagitva tettiik lathatova. A kiillonb6zé molekulakat

retencios faktoruk alapjan azonositottuk.
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Eredmények

1. Bar a korabbi, dontden egészsejtes méréseken alapuld
tanulmanyok  szdmos  molekulat  azonositottak,  amelyek
befolyasolhatjdk a TRPM2 csatorna miikddését, az ilyen méréseknél
a sejt nukleotid és Ca’" homeosztazisat biztosito intracellularis
rendszerek jelen vannak, ezért nem volt egyértelmiien eldonthetd,
hogy ezek az anyagok a csatorndhoz kotédve (kozvetlen modon)
vagy csak az elsddleges ligandok, a Ca®" és az ADPR, lokalis
koncentracidinak megvaltoztatasa révén (kozvetett modon) fejtik-e ki
hatasukat. Az altalunk haszndlt izoladlt membranos méréseknél e
rendszerek nincsenek jelen, igy a kozvetlen és a kozvetett
modulatorok konnyen elkiilonithetéek. Ezért fontosnak tartottuk,
hogy ezeknek az anyagoknak a hatdsat mi is megvizsgaljuk.
Eredményeink szerint a H,O, ¢és az AMP kozvetlen mdédon nem
befolyasolja a TRPM2 csatorna miikddését. Bar a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 cADPR a mi méréseinkben is aktivalta a
TRPM2 csatorndkat, a torzsoldat ellendrzése soran kideriilt, hogy a
készitmény jelentds mennyiségli ADPR szennyezést tartalmaz. A
megtisztitott cADPR mar nem rendelkezett aktivalé hatéssal.
Meéréseinkben az NAADP alacsony affinitasi parcialis agonistanak
bizonyult. Ezek alapjan tgy tinik, hogy a TRPM2 kozvetlen
aktivatorai a Ca®" és az ADPR. A H,0, feltehetéen ADPR, mig a
cADPR Ca”" felszabaditasa révén aktivalhatia a TRPM2 csatornat.

11



Bar az NAADP kozvetlen méddon is képes volt TRPM2 é&ram
kivaltasara, alacsony affinitasa miatt a Ca®" mobilizalasan keresztiil
megvaldsuld kozvetett hatdsa ennél sokkal jelentésebb lehet. Az
AMP hatadsmechanizmusa tovabbra is nyitott kérdés.

2. A TRPM2 daram lecsengésének molekularis hatterét
keresve 0Osszehasonlitottuk az inaktivacido sebességét kiilonbozd
koriilmények kozott. Eredményeink szerint az inaktivaciét nem a
membran PIP, tartalmanak deplécidja okozza, ugyanakkor igazoltuk,
hogy a folyamat allapotfiiggd — zart csatorndkban kozel tizszer
lassabb, mint nyitottakban — és érzékeny a permedl6 ionok fajtajara
¢s koncentraciojara. Ezek az eredmények felvetették annak
lehetdségét, hogy a TRPM2 aramanak fogydsa — a fesziiltségfliggd
K" csatornak C-tipust inaktivaciojahoz hasonléan — a szelektald
filter konformacid-valtozasanak kdvetkezménye lehet. Egy korabbi
tanulmany azonositott két negativ toltési, és egy semleges aminosav
oldallancot a TRPM4 feltételezett szelektald filterében, amelyek
eltavolitdsa a mutans csatorna gyors inaktivacidjahoz vezetett — ezek
az aminosavak a TRPM4 és a TRPMS esetében is megtalalhatoak, a
TRPM2-ben viszont nincsenek jelen. Ezért megvizsgaltuk, hogy
negativ toltések bevitele, illetve a hianyz6 aminosav inzertalasa
stabilizalja-e a TRPM2 porust, ezzel megsziintetve az inaktivaciot.
Mivel a TRPM2 ezen régidja jobban hasonlitott a TRPMS5-¢éhez,
ezért ez utobbit valasztottuk templatnak. Izoldlt membranos

méréseinkben az ilyen alapon készitett mutaciok jelentésen
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lelassitottak a csatorndk inaktivacidjat, sét a mindhdrom mutaciot
tartalmazd, TRPMS5-szeri poérussal rendelkezd, TSL csatorna arama
még egy Ora elteltével is alig valtozott. Bar a TSL csatorna
porusmérete nem valtozott (~7 A), a kiilonboz8 Na®, Ca®’, és Mg*"
koncentraciok mellett mért egyedi csatorna vezetOképesség értékek
alapjan a csatorna permeald ionok iranti latszolagos affinitidsa
jelentésen megnovekedett. A poérusmutdnsokban bekovetkezett
latszolagos affinitds-novekedés sokkal kifejezettebb volt a kétértéki
kationok vonatkozasdban, azonban ez egyik esetben sem tarsult a
maximalis vezetoképesség novekedésével. Erre a legkézenfekvdbb
magyarazat, hogy alacsony ionkoncentracioknal a bevitt negativ
toltések elektrosztatikus hatdsa megndveli a lokalis kation
koncentraciot a porus szdjadékanal, igy balra tolva a koncentracio-
vezetOképesség Osszefiiggést. Emellett Osszehasonlitottuk a TSL
mutans és a vad tipusi TRPM2 csatorna ADPR ¢és Ca** fliggd
kapuzasat makroszkopus és steady-state egyedi csatorna mérések
segitségével is. Azt talaltuk, hogy a TS5L mutans kapuzdsanak ADPR
és Ca’ -fliggd szabalyozasa nagyon hasonlé maradt a vad tipuséhoz.
Vagyis a TSL csatorna kivaldé modell lehet a TRPM2 csatorna
kapuzédsanak egyedi-csatornds méréseken keresztiil torténd részletes
vizsgélatahoz.

3. Bar eredményeink szerint a PIP, nem jatszik szerepet a
TRPM2 inaktivaciojaban, mas hatdsa még lehet erre a csatornara.

Ezért megvizsgaltuk, hogy a polilizin, egy ismert PIP, "antagonista",

13



befolyasolja-e a TRPM2 4ramot. A polilizin nagyméretii polikation,
amely toltései révén képes elfedni a PIP, molekulak negativ toltési
foszfo-inozitol csoportjait, ezaltal csokkentve az ioncsatornak
szamara hozzaférhetd szabad PIP, mennyiségét. Eredményeink
csatornadk drama gyorsan csokken, azonban a polilizin elvonasa utan
az aram PIP,-vel helyreéllithat6. Ez arra utal, hogy a polilizin gatld
hatdsa valoban a PIP, deplécigjdnak kovetkezménye. Fontos
megjegyezni, hogy polilizin jelenlétében a nem inaktivaléddo TSL
csatorndk is ugyanigy viselkednek, vagyis a membran szabad PIP,
tartalmanak teljes "maszkolasa" ebben az esetben is az aktivacids
kapu zéarodasahoz vezet. A polilizin gatld hatasa reverzibilis, a
szabad polilizin elmosésa utan a csatornak PIP, alkalmazésa nélkiil is
lassan reaktivalodnak. Kisérleteink arra is ravilagitottak, hogy a PIP;
deplécio a csatorna Ca’" iranti latszélagos affinitasat csokkenti.
Amig kontroll kériilmények kozott 125 pM Ca*” maximalisan
aktivalja a TSL mutanst, addig kézvetleniil a polilizin elmoséasa utan
még a fél-maximalis dramhoz is tobb, mint 1 mM Ca*'-ra volt
sziikség. Ugyanakkor az aram lassu reaktivacidja soran a Ca*"
érzékenység is helyreallt. Ennek fényében azt is megvizsgaltuk, hogy
elézetes polilizin kezelés nélkiil, PIP, adasaval vajon ndvelhetd-e a
TRPM2 Ca’" affinitasa. Telitési (32 uM) ADPR mellett, 50 uM PIP,
alkalmazasa szignifikinsan névelte 4 pM Ca®’ relativ aktivalo

hatdsat mind a vad tipusu, mind a TS5L csatorna esetében. Ez
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crer

is, de noveli a TRPM2 csatornak Ca®" iranti latszélagos affinitasat.
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Kovetkeztetések

A H,0,, az AMP és a cADPR a TRPM2 csatorna kozvetett
modulatorai, mig az NAADP és az NAAD alacsony affinitast
parcialis agonistak.

A TRPM2 csatorna irreverzibilis inaktivaciojat, a
fesziiltségfiiged K csatorndk C-tipust inaktivacidjahoz
hasonloan, a szelektal6 filter konformacié valtozasa okozhatja.
sikeriilt az inaktivaciot lassitanunk, illetve megsziintetniink.
Bar a nem inaktivalodé TSL mutans permedcios tulajdonsagai
jelentdsen megvaltoztak, kapuzasanak kinetikai paraméterei,
valamint ADPR és Ca’’ iranti affinitisa nem valtozott, ezért
kivalo eszkoz lehet a TRPM2 csatorna kapuzasanak egyedi-
csatornas méréseken keresztiil torténd vizsgalatahoz.

Bér a PIP, nem befolyasolja a vad tipust csatorna irreverzibilis
inaktivaciojat, a membran szabad PIP, tartalmanak polilizin
altali teljes "maszkolasa" a TRPM2 Ca’" iranti affinitasat
dramaian csokkenti, ami a csatornak zarddasahoz vezet.
Ugyanakkor, a polilizin eldzetes alkalmazasa nélkiil, a PIP,
csak kismértékben fokozza a TRPM2 Ca®" iranti affinitasat.
Figyelembe véve, hogy a mérések kezdetekor a membranban

fellelhetd minimalis PIP, elegendé a TRPM2 kozel maximalis
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aktivitasanak fenntartasahoz, feltételezhetd, hogy a TRPM2

nagy affinitassal koti a PIP; -t.
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