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1. BEVEZETES, A KITUzOTT KUTATASI FELADAT GSSZEFOGLALASA

A plazmamembran jelent6s kalium permeabilitdsat mar abban a korszakban
felismerték, amikor az elektrofizioldgiai alapfogalmak az ioncsatorndk miikodésérdl és
a membranpotencialrél még csak kialakuléban voltak. A Goldman-Hodgkin-Katz (GHK)
homogén transzmembran térerdsség modell (constant-field theory) kidolgozasanal, a
negativ nyugalmi membranpotencidl kialakuldsanak magyarazatara, feltételezték a
sejtmembran nagy kdlium konduktanciajat. Ezt a nagy nyugalmi K* vezet6képességet
legmegfelel6bben azzal lehetett értelmezni, hogy a membranban K* ionra szelektiv
porusok talalhaték, amelyeken keresztil hattér (csurgd, ”leak”) K* aram folyik. A GHK
aram-egyenlet Iényegében helyesen megadja, hogyan alakul a hattér K* csatornak
feszliltség-aram Osszefliggése az intra- és extracellularis kalium koncentracié
fliggvényében. Ennek az 1940-es években elért jelentds elméleti attérésnek ellenére,
mintegy fél évszazadig nem sikerllt a hattér K* aramot létrehozé molekularis
strukturakat, csatornafehérjéket azonositani.

A hattér K* csatornak felfedezését a molekuldris bioldgia fejl6dése és a humdn
genom szekvenalas tette lehet6vé. Az els6ként felfedezett eml6s hattér K* csatornat,
a TWIK-1 (Tandem of pore domains in a Weakly Inwardly rectifying K* channel)
cDNS-ét, 1996-ban klonoztdk. A TWIK-1 alegység két K* csatorna pérusdomént is
tartalmaz és ez a szerkezeti sajatossag a kés6bbiekben a tobbi hattér K* csatornara is
jellemzdnek bizonyult, ebbdl adddott az Uj K* csatorna csalad Kzp elnevezése. Az 1996
és 2003 kozotti id6északban az emberi K2p csatorna csaldd gyorsan kib6viilt a klénozasi
erGfeszitések eredményeként. Ma 15 gént sorolnak ide, amelyeket hat alcsaladba
osztanak (TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK és TRESK). Meglepetést okoztak a kezdeti
vizsgalatok abban a tekintetben, hogy mennyire kiilonbéznek a Kzp csaladba tartozé
csatornak egymastdl aminosav szekvencia szinten és funkcionalis szempontbdl
egyarant, illetve milyen varatlanul sokféle moddon szabalyozdédnak a
membranpotencial valtozasatdl fuggetlendl. A késGbbiekben nyilvanvaléva valt, hogy
a Kop csatornak megtaldlhaték lényegében minden vizsgdlt allat- és névényfajban és
ezek a csatornak a plazmamembran szabalyozott K* konduktancidjanak altalanos
meghatarozéi az élévildgban.

Munkacsoportunk hamar bekapcsoldédott a Kap csatorndk kutatdsdba. Els6ként
kozoltik, hogy a TASK-1 csatorna nagy mennyiségben kifejez6dik a mellékvesekéreg
zona glomeruldza sejtekben és angiotenzin Il altali gatldsa szerepet jatszik a sejt
aldoszteron termelésének szabalyozdsaban. Kimutattuk, hogy a Gq-fehérje kapcsolt
receptorok a foszfolipaz C aktivdlason keresztiil hoznak létre TASK-1 gatlé hatast.
Emellett els6ként igazoltuk, hogy a TASK-1 és TASK-3 alegységek heterodimert
képeznek. Ezek a vizsgdlatok az MTA doktori értekezésben bemutatott munka
el6zményeinek tekinthetdk.
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Munkank kezdetén a TRESK (TWIK-Related Spinal cord K* channel) hattér K*
csatorna nem volt ismert. 2001-ben egy sajat fejlesztésl szamitégép programmal
azonositottam a TRESK csatorna génjét a frissen kozzétett, akkor még nem annotalt
humdn genom szekvencidaban. A szekvencia informdcié alapjan megklonoztuk a humadn
és egér TRESK csatorna cDNS-ét. Ez tette lehetdvé, hogy a csatorna felfedezését leird
harom munkacsoport kozé bekeriljiink és a TRESK receptor-medialt szabalyozasat
els6ként vizsgaljam.

Kimutattuk, hogy a TRESK a korabban leirt Kzp hattér K* csatornaktdl eltéré médon
szabdlyozddik a Gg-fehérje kapcsolt receptor ingerlés hatasara. Mig az egyéb, pl. TREK
és TASK, Kap csatornakat az ilyen receptor ingerlés gatolja, vagy nem befolyasolja, addig
a TRESK arama kifejezetten n6, pl. a Xenopus petesejt heterolog rendszerben
5-10-szeres fokozddasa jellemzd. A nagyfoku TRESK aktivaciét a citoplazma kalcium
kiemelt élettani jelentGségliek, a TRESK csatorna molekularis szabalyozasi
mechanizmusait részletesen kezdtiik vizsgalni. Kutatdmunkank eredményeképpen a
kovetkezd 15 évben a TRESK szabdlyozdsardl szamos eredeti megfigyelést elsGként
koézoltiink az irodalomban.

Az utdbbi néhany évben egyre pontosabban kezdjiik megérteni a TRESK csatorna
élettani és patofizioldgiai jelentGségét, melyet a megel6z6 évtizedben csaknem
teljesen homaly fedett. RNS szekvenaldsi mddszerekkel kimutattdk, hogy a TRESK
csatorna a legszelektivebben kifejez6d6 K* csatorna a hatsé gyoki és trigeminalis
ganglionok szenzoros neuronjaiban. Jelentés mennyiségben megtaldlhaté a TRESK a
fajdalomérzésért felelGs bizonyos érzéneuron szubpopulacidkban, és befolyasolja ezek
ingerlékenységét, illetve a fajdalmas ingerre adott vdlasz intenzitdsat. A TRESK
génhianyos (knock-out) egér modellben fokozott érzékenység jelentkezik a fajdalmas
mechanikai, h§ és kémiai ingerekre a feji régidban. Ezzel j6 6sszhangban a TRESK egyes
dominans-negativ mutaciodi az 6rokl6d6 migrénes fejfajas egy ritka formajat okozzak.
Az a kép kezd tehat kibontakozni, hogy a TRESK csatorna befolyasolja a nociceptiv
primer szenzoros neuron ingerlékenységét és ezen keresztiil a fajdalomérzést.

Vizsgalataink soran arra térekedtiink, hogy a TRESK csatorna olyan altaldnos és
kozvetlen szabdlyozd6 mechanizmusait tanulmanyozzuk heterolog rendszerekben,
amelyek nagy valdszinliséggel a csatornat kifejezd sejttipustdl fliggetlendl
érvényesilnek. Az altalunk leirt mechanizmusok jelent6s része tehat jo eséllyel
mikodik a nociceptiv szenzoros neuronokban és ezek ismerete biztos tdmpontot ad a
tovdbbi, TRESK csatorna fajdalomérzésben betdltott szerepének megismerésére
irdnyuld vizsgalatokhoz.
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2. CELKITUZESEK

Kordbban nem ismert K* csatorna gének azonositdsa a human genom
szekvenciajaban (2000-2002). Az azonositott csatornak cDNS-ének klénozasa, a
csatorndk kifejezése heterolog rendszerben és alapvet6 elektrofizioldgiai
tulajdonsdgaik jellemzése.

A TRESK hattér K* csatorna receptor-medialt szabdlyozasanak kimutatdsa. A Gg-
fehérje kapcsolt receptorok hatdsanak vizsgalata, a TRESK csatorna
aktivacidjahoz vezetd jelpalya felderitése.

A kalcineurin foszfatdz altal defoszforildlt aminosavak azonositdsa a TRESK
szekvenciaban. A kalcineurin TRESK csatorndra kifejtett hatdasanak elemzése
molekularis szinten. A kalcineurin-TRESK fehérje interakciot kialakité szerkezeti
elemek meghatarozasa.

A TRESK csatornafehérjéhez in vitro kot6d6 interakcids fehérjék keresése. Els6
lépések a 14-3-3 adapter fehérje és a TRESK ioncsatorna kapcsolddas
funkciondlis jelent&ségének megértése felé.

A TRESK csatorna regulaciés szerinjeit foszforilald kinazok azonositdsa. A
kindzok TRESK gatlé hatasanak vizsgalata heterolog rendszerben.

A protein kindz C (PKC), masok altal korabban kozolt, TRESK aramot novel6
hatasanak vizsgalata. A PKC-fligg6 TRESK aktivaci6 mechanizmusanak
felderitése a Xenopus heterolog expresszios rendszerben.

A TRESK csatornat befolydsolé farmakoldgiai agensek azonositasa, kisérletes
felhaszndlds céljabdl.
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3. A KISERLETEK ROVID LEIRASA, MODSZEREK

3.1 Molekularis biolégia

3.1.1 ATRESK hattér K* csatorna gén azonositasa
A human genomban a K' csatorna szelektivitasi filterre jellemzé G(Y/F/L)G
aminosavaknak megfelel§ GGX XXX GGX DNS szekvencia részleteket kerestiink.
Az ezek korul taldlhaté DNS szekvencia 4dltal kdédolt aminosavakat
Osszehasonlitottuk a mar ismert K* csatorndk pérusdoménjainak konzervalt
régidival. Ennek alapjan pontszdmot rendeltiink az adott genom poziciéhoz. A
legmagasabb pontszamot eléré szekvencidk kozott két még nem ismert K*
csatorna gént azonositottunk. Mindkettét megklonoztuk és részletesen
vizsgaltuk. Az egyik gén egy fesziiltségfligg6 K* csatorna alegységet kddolt
(Kv8.2), amelyrdl azt talaltuk, hogy a retina fotoreceptor sejtjeiben kifejez&dik
nagy mennyiségben és hozzajarul a fényre adott elektromos valasz
kialakitasahoz. A masik gén a TRESK csatornat kodolta. A human TRESK klént az
exonoknak megfelel6 genomidlis DNS-bGl sokszorozott PCR fragmensekbdl
épitettiik Ossze, mivel nem taldltunk olyan human cDNS forrast, amely a
csatornat tartalmazta volna. Az egér TRESK klont kisagy mRNS-b4l sokszoroztuk
RT-PCR segitségével.

3.1.2 DNS konstrukcidk elGallitasa
A human és az egér genom annotalasat és a szekvencia (pl. EST) adatbazisok
robbandsszeri fejlédését kovetGen a cDNS-ek klénozasa sokkal kdnnyebbé valt.
Ezért a munkankhoz sziikséges tovabbi klénokat (pl. 14-3-3 izoformak, kinazok,
stb.) rutinszer(ien RT-PCR mddszerrel készitettiik el, kiilonb6z6 egér szovetekbdl
tisztitott RNS felhaszndldsaval. Ritka kivételként (pl. kalcineurin) a sziikséges
klént mas kutatok bocsatottdk rendelkezéslinkre. A kodold régidkat egyes
esetekben az emlds sejtvonalak tranziens transzfekcidjahoz szikséges (pl.
pcDNA3, pIRES-CD8, pCl) vektorokba szubklonoztuk. Ennél még gyakrabban a
PEXO és pXEN Xenopus expresszios vektorokat hasznaltuk, amelyek az inzert
koril az mRNS stabilitast fokozé Xenopus globin 5’ és 3’ nem transzlalt régidkat
is tartalmaztak. A fuzids fehérjéket pGEX (GST, Amersham) vagy pET (Hiss,
Novagen) vektorok segitségével készitettiik. Klonjainkbdl szamos tovabbi
pontmutanst, vagy egyéb maodositott szekvenciaju konstrukciot alakitottunk ki.
Ezek el6dllitasdhoz a QuikChange™ (Stratagene) in vitro mutagenezis mddszert
vagy egyéb altaldanosan hasznalt PCR alapud megoldast alkalmaztunk. A
tézisekben vazolt kutatasi idGszakban sajat kezi munkam eredményeképpen
vagy kozvetlen iranyitdasommal tébb mint 600 plazmid konstrukciét allitottunk
el6. A kozleményekben kozolt klonok szekvencidjanak helyességét automata
szekvenaltatassal igazoltuk.
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3.1.3 cRNS szintézis

3.2

33

A kllénb6z6 inzertet tartalmazd pEXO vagy pXEN vektorokat a 3’ nem transzlalt
régiot kovetd ponton a megfeleld restrikcidés enzimmel linearizaltuk, majd ebbdl
a gyartd utasitdsait kovetve cRNS-t szintetizaltunk az mMMESSAGE mMACHINE™
T7 in vitro transcription kittel (Ambion). A cRNS min&ségét formaldehides
denaturalé agardz gélelektroforézissel, etidium-bromid festéssel ellenriztiik.

Kisérleti allatok, a Xenopus petesejtek mikroinjektalasa

Kisérleteinkben afrikai karmosbéka (Xenopus laevis), egér (Mus musculus, f6ként
NMRI térzs) és patkany (Rattus norvegicus) fajokat hasznaltunk. EI§ allaton nem
végeztink kisérletet, vizsgalataink izolalt sejteken vagy szovetkivonatokkal
torténtek. A kisérletekre érvényes engedéllyel rendelkeztiink az adott
id6szakban megfelel§ hivataloktdl. Az allatokat szakképzett személyzet gondozta
az erre kialakitott korszer(i allathazi kérilmények kozott. Az egerekbdl agyi
citoszol preparatumot nyertiink vagy hatsoé gyoki ganglion neuronokat izolaltunk
elektrofiziolégiai mérésekhez. Patkanyokbdl mellékvesekéreg glomeruldza
szOvetet vagy sejteket izolaltunk. Az afrikai karmosbékak petesejtjeit expresszios
rendszerként hasznaltuk, amelyben a legtobb mérést végeztik és
kovetkeztetéseinket f6ként ezekre az eredményekre alapoztuk. Az ovdrium
lebenyek kollagendzos emésztése utdn a Xenopus petesejteket preparacios
mikroszkdp alatt manudlisan defollikuldltuk. Az oocytdkat 50 nl megfelel6 cRNS
oldattal Nanonliter Injector (World Precision Instruments) berendezéssel
mikroinjektaltuk és az dramokat harom vagy négy nappal az injektalas utan
mértik.

Elektrofizioldgia

3.3.1 Két elektrédos feszlltségzar (voltage clamp) mérések

A teljes petesejt plazmamembranon keresztil folyd dramokat két elektrédos
voltage clamp er@sit6 (OC-725C, Warner Instrument) segitségével mértik. A
mikroelektrodokat boroszilikat tivegb8l P-87 pipettahlzé berendezéssel (Sutter
Instruments) készitettiik gy, hogy ellenallasuk 3 M KCl feltoltés utan 0.3 és 1 MQ
kozott legyen. Digidata 1200 vagy 1440A (Axon Instruments) AD/DA konverter
segitségével vezéreltik az erGsit6t és digitalizaltuk a mért adatokat. A
mérBapparatus szoftveres iranyitasat és az adatok kezdeti kiértékelését a
pCLAMP 6 vagy 10 programcsomagokkal valdsitottuk meg. A kisérleteket
szobah&mérsékleten végeztiik és az oldatokat egyszerd, a gravitaciét kihasznalo,
polietilén vagy teflon csdvekbdl épitett perfuzids rendszer segitségével juttattuk
a mér6kamraba. A Ko csatorndk dramat rutinszerien -100 mV
membranpotencialon mértiik magas kalium koncentraciéju EC oldatban, ebbdl

6
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Osszetétele a kdvetkez6 volt: 95.4 mM NaCl, 2 mM KCI, 1.8 mM CaCl2, 5 mM
HEPES (pH 7.5, NaOH). Ehhez képest, a magas, 80 mM K* koncentracidju oldatban
a Na* koncentraciot megfelelGen (-78 mM) csokkentettiik. Egyes mérések kozben
egy harmadik mikrokapillarison keresztlil intracelluldrisan injektdltunk
hatdanyagot, illetve esetenként egyazon sejten kétszer mértiik az aramokat a
mikroinjektdlds vagy hosszu id6tartamu kezelés el6tt és utan.
3.3.2 Teljes sejt, kivagott folt és egyedi csatornas patch clamp mérések

A patch clamp méréseket Axopatch 1-D (Axon Instruments) erésitével végeztiik.
A teljes sejt (pl. HEK-293 vagy COS-7 sejtvonal vagy izolalt hatso gyoki ganglion
neuronok) mérésénél a jellemzd pipetta ellendllasok 3 és 6 MQ kodzott voltak. A
mikrokapillarist intracellularis jellegli, kozel izoozmotikus pipettaoldattal
toltottik fel (pl. 135 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 2 mM Na2ATP, 10 mM
HEPES (pH 7.3, NaOH)). A pipettahegy és a plazmamembran kozétt kialakuld
szoros kapcsolat (seal) ellendllasa méréseinkben meghaladta az 5-10 GQ értéket.
Az adatokat Digidata 1200 interfésszel mintavételeztiik és pCLAMP 6 vagy 10
szoftverrel regisztraltuk. Egyes mérésekben a csatorndk aramat és gatloszer
érzékenységét kivagott membranfoltban (excised patch) regisztraltuk, a
membran belsejét kiforditott (inside-out) vagy kiilsejét kiforditott (outside-out)
modban. Az egyedi csatornds mérésiinkben kilondsen nagy ellenallasu (30-80
MQ) pipettdkat haszndltunk, melyek kapacitasat R-6101 elasztomer (Dow
Corning) bevonattal csokkentettiik. A rendkivil kicsiny membranfoltokat nagyon
magas TRESK expresszidju petesejtek (40-120 pA teljes sejt aram) membranjabdl
vagtuk ki, hiperozmotikus DL-aszpartatos zsugoritast és manudlis devitellinizalast
kovetéen. A magas seal ellendllas (>40 GQ) mellett a regisztrdtum aranylag
magas frekvencian torténé szlirése (2 kHz) és mintavételezése (10 kHz) tette
lehet6vé az alacsony (= 13 pS) vezetGképességl és rovid nyitvatartdsi idejd TRESK
csatorna aszimmetrikus kapuzasi tulajdonsaganak felismerését.

3.4 Fehérjékkel végzett kisérletek

3.4.1 Rekombinans fehérjék termelése E. coli expresszios rendszerben
Kisérleteinkben tobbféle okbdl is szlikségilink volt mikoddképes fehérjékre, aktiv
enzimekre. Xenopus petesejtbe mikroinjektalva vizsgaltuk a fehérjék (pl.
kalcineurin, MARK2 vagy 14-3-3) hatdsat a TRESK csatornara. Rekombinans
immobilizalt csalifehérjékkel haldsztunk interakcids partnereket citoszolbdl. A
TRESK foszforilaciot radioaktiv 32P jel6léssel in vitro kindz és foszfataz reakciékkal
igazoltuk. Egyes reakcioknal nem csak az aktiv enzimet (pl. Hiss-MARK2-T208E),
hanem a kilénb6z6 szerinek kombinacidjat tartalmazd (TRESK intracellularis

7
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régionak megfelelS) szubsztratot is elGallitottuk. Habar a legtobb fehérjetisztitasi
megkozelitésink alapjaul a standard GST/glutation-agardz és a Hiss/Ni-NTA-
agardz affinitds kromatografias rendszerek szolgaltak, az egyes fehérjék
termeltetésére és tisztitdsdra lényegesen eltéré eljarasokat kellett beallitanunk.
Pl. a TRESKloop-Hiss intracellularis hurok régidnak megfelel6 fehérjerészleteket
denaturald korilmények kozott (7 M urea jelenlétében) inkluzids testekbdl
tisztitottuk. Ezzel szemben a 14-3-3 és MARK2 konstrukcidk jol termel6dtek nativ
allapotban és 50 % glicerin tartalmua oldatban, dializalva, -20 °C-on tartdsan
mikod6képesek maradtak. A mirisztoildlt konstitutivan aktiv kalcineurin
heterodimer (Hiss-CnA(1-398)+B) termeltetéséhez az E.coli baktériumokat az
altalunk el&allitott, csonkolt A és teljes B foszfatdz alegységeket kodold
bicisztronos és a mirisztoil-transzferaz cDNS-t tartalmazd plazmidokkal
kotranszformaltuk.

3.4.2 Interakcids partnerek azonositasa immobilizalt csali fehérjékkel
A TRESK csatorna intracellularis hurok régidjanak kilonb6z6 valtozatait
kiterjedten hasznaltuk fehérje-fehérje interakcido kimutatasara (“pull down”
kisérletek). A rezinen GST- vagy Hiss fuzios fehérjeként immobilizalt csatorna
darabhoz oldatban hozzdadtuk a feltételezett interakciés partnert (pl.
kalcineurin, 14-3-3, tubulin), majd megfelel6 mosasi |épések utan a kot6d6
fehérjét elualtuk (SDS mintapufferrel vagy 7 M ureaval). Kontrollként, ha
lehetséges volt, a csalifehérje feltételezett kotéGmotivumanak mutdns
valtozatadval igazoltuk a specifikus kotés hianyat. Ez a megkozelités elég specifikus
volt ahhoz is, hogy az immobilizalt csalifehérjével egér agy citoszolbdl is
kihalasszuk az interakcids partnert megfelelé koralmények kozoétt (pl. a 14-3-3
kotéshez a csalifehérjét foszforilalni kellett PKA-val).

3.4.3 Kinaz és foszfataz reakcidk immobilizalt szubsztrat fehérjékkel
Olyan immobilizalt TRESK fehérjerészletekkel, amelyekben a szerin és treonin
aminosavakat alaninra cseréltik, lehet6évé valt az egyes pozicidk
foszforilacidjanak elkilonitett vizsgdlata. Pl. egy olyan szubsztratfehérjével
vizsgdltuk a TRESK csatornaaktivitds szabalyozasaban fontos szerinek
foszforilacidjat in vitro, amelyben csak a harom célpont szerin volt megtartott,
de a vad tipusu csatorna hurok tovabbi hét szerin és egy treonin aminosavat
mutaltuk. A szabdlyozasban fontos szerineket foszforildl6 MARK kinaz
azonositasa utan vizsgalni tudtuk a foszfataz reakcio kinetikajat is, ha el6zéleg a
célpont szerineket radioaktivan jeldltiik 32P-y-ATP jelenlétében a kindzzal.
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4. ATUDOMANYOS EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA

4.1 A TRESK és Kv8.2 K" csatorna kldnozasa, alapvets -elektrofiziologiai és
farmakolégiai tulajdonsagaik meghatarozasa

Egy sajat fejlesztésl szamitédgép programmal két Uj, kordbban ismeretlen kalium
csatorna gént azonositottam a 2000-es évek elején még nem annotdlt human genom
szekvenciajadban. A human TRESK kddold régiot genomialis DNS-bSl sokszorositott
exonokbol épitettiik 6ssze, az egér TRESK cDNS-t RT-PCR moddszerrel kisagybdl
amplifikdltuk. A Kv8.2 fesziltségfliggé K* csatorna alegység kddold szekvencidt a
BG342392 EST klonbdl és az egér szem totdl RNS-b6l RT-PCR maddszerrel sokszorositott
termékbdl| épitettiik dssze.

Kimutattuk, hogy a Kv8.2 nagy mennyiségben kifejez6dik a retina fotoreceptor
sejtekben és a Kv2.1 alegységgel olyan heteromer csatorndt alkot, amelynek
kilonleges elektrofizioldgiai tulajdonsdgai lehetévé teszik a fényre adott
membrdnpotencidl valtozas finomhangolasat. Els6ként vetettiik fel, hogy a
Kv2.1/Kv8.2 csatorna, a fotoreceptorokban évtizedekkel kordbban leirt, Ik« aram
molekularis megfeleldje.

Meghataroztuk a TRESK makroszképos és egyedi csatorna aram alapveté
tulajdonsagait. A human vagy egér TRESK cRNS-sel mikroinjektalt Xenopus
petesejtekben jellegzetes hattér K* aram jelenik meg, amelynek amplitiddja tdbb
nagysagrenddel meghaladja az oocyta endogén K* aramanak nagysagat, -100 mV-on
mérve, magas (80 mM) EC [K*]-ban. Az dram nem mutat jelentGs fesziltségfliggd
aktivaciot, deaktivaciét vagy inaktivacidt. Hasonlé tulajdonsdgd aram megjelenik
eml8s sejtvonal (HEK-293 vagy COS-7) expresszios rendszerekben is a megfeleld
TRESK-et kddolé plazmid tranziens transzfekcidjat kovetéen. Az dram nem vagy
aranylag kevéssé érzékeny a klasszikus K* csatorna gatldszerekre (pl. TEA vagy 4-AP, 3
mM). Az extracelluldris Ba?* (300 uM) azonban jellegzetes fesziiltségfiiggs gatlast okoz,
mint az a Kzp csatornadkra és szdmos egyéb K* csatorna tipusra egyarant jellemzé. A
Xenopus petesejt membran kivagott foltban vizsgalt egyedi csatorna aktivitas
jellegzetes aszimmetrikus kapuzasi tulajdonsagot mutat, amely a Kzp csatornak kozott
kivételes. A befelé iranyuld elemi aram (140 mM EC és IC [K*]-ban) rendkivil rovid,
akar szubmiliszekundumos megnyilasok sorozatait (burst) mutatja. A kifelé iranyuld
aramot azonban négyszogjelszeri ~megnyilasok jellemzik, amelyekbél a
vezetGképesség (=13 pS) konnyebben meghatarozhato.

4.2 A kilonboz6 G-fehérjékhez kapcsolt receptorok TRESK csatornara kifejtett
hatasanak vizsgalata

A TRESK csatornat Mi muszkarinos acetilkolin receptorral koexpresszald
oocytakban a receptor agonista karbachol (1 uM) a hattér K* aram nagyfoku (kb.
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tizszeres) aktivacidjat eredményezi. A szintén Gq-fehérje kapcsolt ATia angiotenzin
receptor koexpresszidjat kovetéen az angiotenzin Il (10 nM) hasonld aktivalé hatast
fejt ki a TRESK aramra. Els6ként mutattuk ki azt is, hogy a csak TRESK csatorna cRNS-sel
injektalt petesejteken az endogén lizofoszfaditsav (LPA) receptorok ingerlése (0.5 uM
LPA) szintén erételjesen aktivalja a hattér K* aramot. Ez utdbbi megfigyelés példa arra,
hogy a TRESK aktivacié nem csak overexpresszalt receptorok esetén valthato ki, hanem
ehhez a receptor normalis szint(i kifejez6dése is elegend6. Mivel a Xenopus petesejt
LPA receptorairdl ismert, hogy aktivaljak a Gq-fehérje jelpalyat, ezért eredményeink
egybehangzdéan tamogatjak a kovetkeztetést, miszerint a Gq-fehérje altal elinditott
jelatvitel felel6s a TRESK aram aktivalodasaért. A TRESK csatornat Mz muszkarinos
acetilkolin receptorral koexpresszalva a karbachol K* aramot fokozd hatdsa nem
jelentkezett, vagyis a Gi-fehérjéhez kapcsolt receptor ingerlése nem aktivalta a TRESK
csatornat.

4.3 A Go-fehérjéhez kapcsolt receptorok erételjes TRESK aktivalé hatasat kozvetit6
mechanizmus felderitése

A Gg-fehérje szerepét tekintetbe véve, kézenfekvének tlint megvizsgalnunk a
citoplazma [Ca?*] emelkedésének hatdsdt a TRESK &ramra. Ugyanakkor egyben
meglepd volt a kalcium-fliggs szabalyozas hipotézise, hiszen a korabban sikeresen
kifejezett egyéb Kop csatorndk aramdat a kalcium jel nem befolyasolta. Természetesen
ismertek voltak a kalcium-figg8 K* csatorndk, amelyeket a Ca?* ion csatornafehérje-
komplexhez kdtédése aktival, azonban ezek mas K* csatorna csalddba tartoznak, nem
a 4TMS/2P szerkezet(i hattér K* csatorndk kozé.

Ha a két elektrédos voltage clamp mérés kozben a két mérGelektréd mellett egy
harmadik mikrokapillarison keresztiil inozitol-1,4,5-triszfoszfatot (IP3, 10 ng)
injektaltunk a citoplazmaba, akkor ennek hatasara a TRESK aram korilbeltal 10-
szeresére nétt. Tehat a Ca?* felszabaditasa az intracelluléris raktarbdl az IPs-receptoron
keresztll kivaltotta a TRESK aktivdlédasat. Ha viszont az intracelluldris Ca?* raktart
kitritettlk tartds thapsigargin (SERCA inhibitor, 1 uM, 5-6 h) el6kezeléssel, akkor az
ezt kovet6 Gq kapcsolt receptor ingerlés TRESK aktivald hatasa elmaradt.
Mindemellett, a TRESK K* aramot a kalcium ionofér ionomycin (0.5 uM) alkalmazasa is
tobbszorosére novelte. Ezek az eredmények igazoltak, hogy a TRESK csatornat a
citoplazma [Ca?*] ndvekedése aktivalja.

Megkisérletiik a Ca?* hatdsanak kozvetlen kimutatésat is. A sejtbe magas (5 mM)
TRESK aktivalédéds, vélheten a Ca?* nem jutott el a hatds helyére. Ezért a
kovetkez6kben 50 mM Ca?*-EGTA komplexet alkalmaztunk, amelynek injektaldsa
erdsen aktivélta a TRESK dramot. A Ca?*-mal telitett EGTA nem koét8dik a citoplazma
kalcium-kotd fehérjéihez és a pumpamechanizmusok sem tavolitjak el. A hatas helyére
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diffundélva disszocidlja a Ca%*-ot, amely mikromélos koncentracidban a hatast kifejti.
A kalcium-mentes EGTA kelator injektaldsa viszont kivédte a receptor-medialt TRESK
aktivaciét. Ezek a kisérletek egyértelmiien igazoltdk, hogy a citoplazma [Ca?']
novekedése a TRESK csatorna aktivalédas sziikséges és elégséges feltétele.

4.4 A TRESK kalcium-fiiggé szabalyozasanak vizsgalata. Kézvetleniil a csatornahoz
kotddve fejti ki a hatasat a Ca?* ion, vagy kdzvetett uton?

Belsé oldalt kiforditott (inside-out) modu kivagott membran foltokban (excised
patch) vizsgdltuk a TRESK egyedi csatorna (single channel) aktivitast, mikozben a
kalcium-mentes (intracellularisnak megfelel§) oldatot 10 pM szabad kalcium
valtozott. Ebbél az kévetkezik, hogy a Ca®* ion nem kézvetlen kdt8déssel szabdlyozza
a TRESK csatornat, hanem az aktivaciéhoz sziikséges valamilyen egyéb faktor, amely a
sejtmentes kivagott folt mérési felalldsban, a citoplazma elmosdsat kdvetéen, mar
nem allt rendelkezésre. Vagyis a TRESK kalcium-fliggé aktivacidja Iényegesen
kiilonbozik a klasszikus kalcium-aktivalt K* csatornak szabalyozasatol.

A kalcium/kalmodulin-fliggé protein foszfataz kalcineurin specifikus gatldszerei, a
ciklosporin A (100 nM) és az FK506 (tacrolimus, 200 nM) kivédték a TRESK aktivaciot.
Ez er6sen valdszinlsitette, hogy a kalcineurin szerepet jatszik a csatorna aktivitas
szabdlyozasaban. Hogy ezt a kdvetkeztetést farmakoldgiai megkdzelitéstdl fliggetlen
maodszerrel is igazoljuk, a konstitutivan aktiv kalcineurin heterodimert koexpresszaltuk
a TRESK csatorndval. A kalcineurin katalitikus A alegységének C-terminalis
autoinhibitoros doménjét deletdltuk, ezéltal az enzim a citoplazma [Ca?*] szintjétél
flggetlentl aktivva valt. A csonkolt A és teljes hosszisagu B kalcineurin alegységek
koexpresszidja a csatorndval megnovelte a TRESK dramot. Emellett a hattér K* dram
aranydban kisebb mértékben aktivilddott tovabb citoplazma [Ca®*] ndvelés
(ionomycin) hatasara, hiszen a TRESK csatorndk jelent6s hanyada mar alaphelyzetben
is aktivalt (defoszforildlt) volt. Az alaparam névekedése és az ionomycinre adott relativ
valasz csokkenése nem jelent meg, ha a TRESK-et a teljes hosszusagu, vad tipusu A és
B kalcineurin alegységekkel koexpresszaltuk, hiszen ilyenkor az enzim kalcium iranti
érzékenysége megtartott volt. A TRESK csatornat szintén aktivalta, ha az E.coli-ban
termeltetett rekombinans konstitutivan aktiv kalcineurin enzimet mikroinjektaltuk a
petesejtbe. A farmakoldgiai és molekularis bioldgiai megkozelitések egymast erGsitve
bizonyitottak, hogy a TRESK aktivacidért a kalcineurin foszfataz felelGs.

4.5 A kalcium/kalmodulin-fliggé protein foszfataz kalcineurin altal defoszforilalt,
TRESK szabalyozasban fontos, aminosav oldallancok azonositasa

Az ioncsatornak foszforilacids szabalyozasa sokszor igen dsszetett, esetenként akar
tobb csatorna alegységet vagy interakcids fehérjét is érint6 folyamat. Kivancsiak
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voltunk, hogy vajon a TRESK csatornat a kalcineurin kézvetleniil defoszforildlja, vagy a
hatas kizarélag kdzvetett Uton valdsul meg. A lehetséges direkt szabalyozasi pontokat
prébaltuk megkeresni a csatorna aminosav szekvencigjaban. Ugy gondolkodtunk, hogy
ha az egyik szerin vagy treonin aminosav foszforilacidja fontos a csatorna aktivitdsanak
szabdlyozasaban és a kalcineurin ennek defoszforilacidjaval aktival, akkor az adott
aminosav alaninra cserélése konstitutivan aktiv csatornat kell hogy eredményezzen.
Nyilvan a mutalt poziciéban a csatorna gatld foszforilacidja nem johet létre. Ezért az
egér TRESK csatorna minden intracelluldris szerin vagy treonin aminosavat egyesével
vagy kettes-harmas csoportokban alaninra cseréltiik. Kés6bb szamos ilyen mutacié
hatdsat a humdan TRESK csatorndban is vizsgaltuk. Logikusan azt varhatjuk, hogy a
csatorna alapdrama megnd, az ionomycinre adott relativ aktivacio mértéke pedig
csokken, ha mutdcidval eltaldlunk egy fontos szabalyozasi pontot. Természetesen ezzel
a megkozelitéssel a szabalyozasi pontok csak valdszinGsithet6k, hiszen a mutacio
befolyasolhatja a csatorna expresszid mértékét is és ezen keresztil az alaparamot,
vagy pedig karosithatja a csatorna aktivacids mechanizmusat a foszforilaciotol
fuggetlenil. Mindenesetre, azok a szerinek, amelyeknek mutaciéja nem befolyasolja
sem az alaparamot, sem az ionomycinre adott valaszt, valdszin(ileg nem vesznek részt
a csatorna szabalyozasaban Xenopus petesejtben.

Az alanin pdasztdzé mutagenezis négy aminosav pozicidra hivta fel a figyelmiinket a
TRESK szekvenciajaban. A legkifejezettebb hatast az S276 (human csatornaban S264)
aminosav esetében kaptuk, amelynek mutacidja minden el6re elvart feltételt
teljesitett. Alaparama a vad tipusu csatornaénak négyszerese volt, ionomycinre pedig
nem aktivalddott. Ha ugyanebben a poziciéban a szerint glutamattal vagy aszpartattal
helyettesitettiik, akkor az ionomycinre adott valasz jéval elmaradt a vad tipusétdl (kb.
2-szeres aktivacid), azonban az alaparam nem novekedett. Ez azt sugallta, hogy az
alanin mutdns konstitutivan aktiv csatorna, mig a szerin negativ toltés(i aminosavval
helyettesitése a foszforilacidt utdnozza és gatolt, nem aktivalhato allapotnak felel meg.

A fent emlitett poziciét kettGvel megel6z6 szerin (egérben S274, human TRESK-ben
$262) mutdcidja alaninra szintén kivédte az ionomycin hatdsat, azonban a mutans
alaparama nem kiilénbozott szignifikdnsan a vad tipusétdl. Ezek alapjan ennek az
aminosavnak a szerepe is felmeril a szabalyozasban. A feltételezett valdszin(l
szabdlyozasi pontokhoz kozel helyezkedik el az S279 (human csatorndban S267)
aminosav, amelynek a mutaciéja nem valtoztatta az alaparamot és csak
tendenciajaban csokkentette az ionomycinre adott valaszt. Az igy azonositott harom
szerin egyltt alkotja az egyik f6 szabdlyozd régidt, amelyet a tovdbbiakban szerin
klaszter néven emlitiink (egérben S274,276,279; human TRESK-ben S262,264,267).

A szerin klaszteren kivil volt még egy aminosav, amelynek a mutdcidja
szignifikdnsan csokkentette az ionomycinre adott valaszt, sét tendencidjdban az
alaparamot is novelte kissé (ez utébbi hatds nem volt szignifikdns). Ez a szerin az egér
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csatornaban a 264-es, a humdan TRESK-ben a 252-es (aldhuzott) poziciéban taldlhaté
az er6sen konzervalt RSNSCPE szekvencidban. Ennek a szerinnek a glutamatra
cserélése is kivédte az ionomycinre adott valaszt, azonban az alaparamot
tendenciajaban (nem szignifikans médon) csokkentette.

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy az alanin pdsztdzé mutagenezis az
RSNSCPE szerinjét és a szerin klasztert azonositotta, mint a szabdalyozé foszforilacio
lehetséges célpontjait. A tobbi intracellularis szerin és treonin mutacidéja nem
befolyasolta az alaparamot és az ionomycinre adott valaszt.

4.6 A TRESK csatorna és a kalcineurin fehérje-fehérje interakciéjanak vizsgalata

Minden biokémiai kisérletet megel6z6en egy heurisztikus megkozelités vezetett a
TRESK csatorna és a kalcineurin kozotti kdzvetlen fehérje-fehérje interakcio
felismeréséhez. Habar ezt semmilyen motivumkeresd szoftver nem jelezte, a TRESK
csatorna PQIVID (egér), illetve PQIIIS (human) szekvenciardl megsejtettem, hogy az
megfelelhet a kalcineurin legismertebb szubsztratjaban, az NFAT transzkripcids
faktorban leirt PxIxIT kalcineurin-koté konszenzus motivumnak. A hipotézis elsé
vizsgdlatahoz mutacidkat terveztem a feltételezett kétGhely kiiktatasara. A PQIVIA,
PQIVAD és PQAVAD mutdcidk a felsorolt, a mutacié sulyossaganak megfeleld
sorrendben csokkentették az egér TRESK csatorna kalcium-fliggé aktivacidjat. A
PQAVAD mutans egyaltaldn nem aktivalédott ionomycin (0.5 uM), M1 receptoron
keresztlli karbachol (1 puM) ingerlés vagy intracelluldrisan mikroinjektalt 50 mM
szaturélt Ca**-EGTA puffer (50 nl) hatdsdra. A megsejtett motivum mutdcidja tehat
megakadalyozta a kalcineurin kdzvetlen kot6dését a TRESK csatorna intracellularis
csatorna aktivalasi mechanizmust.

A mutacios megkdzelitéstdl fliggetlen modon is megerdsitettiik a kovetkeztetést. A
masok 3ltal leirt mesterséges PVIVIT szekvenciat tartalmazd peptid rendkiviil nagy
affinitdssal két6dik a kalcineurin NFAT-kot6 régidjahoz, ezért alkalmas a kalcineurin-
NFAT interakcido megakaddlyozdasara. A peptid mikroinjektalasa (10 mM, 50 nl) az egér
TRESK-et kifejez6 petesejtekbe teljesen kivédte az ionomycin hatdsat, a hattér K* aram
egyaltalan nem aktivalodott. A kalcineurin NFAT-k6t6 zsebének telitése a peptiddel
leszoritotta a kalcineurint TRESK csatorndrdl és ezzel elejét vette a csatorna
defoszforilacidjanak.

A kozvetlen fehérje-fehérje interakciot in vitro is kimutattuk. Az immobilizalt GST-
TRESK-hurok fehérje kototte az E. coli-ban termeltetett konstitutivan aktiv kalcineurin
heterodimert (Hiss-CnA(1-398)+B). A kotést a TRESK hurok régié PQAVAD mutacidja,
illetve a PVIVIT peptid (200 uM) kivédte. A vad tipusu PQIVID szekvenciat tartalmazo
csalifehérje kototte a szarvasmarha agybdl tisztitott nativ kalcineurint is, azonban csak
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akkor, ha a reakcidhoz kalciumot és kalmodulint adtunk. A VIVIT peptid (200 uM) ez
utdbbi kotédést is megakadalyozta.

A human TRESK csatorna kalcineurin-k6t6 motivumanak mutdcidés analizise
meglepS6 eredményt hozott. Eltéréen az egér csatornatdl, a PQIIIS szekvencia
roncsolasa nem sziintette meg teljesen a kalcium-figgé TRESK aktivacidt. A PQAAAS
mutans még mindig 2.4-szeresére aktivalodott ionomycin hatdsara. (Azonos
korilmények kozott a vad tipusd csatorna drama 11-szeresére novekedett.) Emiatt
felmerilt a lehet6ség, hogy a humdan csatorna a PQIIIS motivumon kivil egy masik
kalcineurin-kot6 régidt is tartalmaz. Vératlan fordulatként Gjra a kalcineurin-NFAT
interakcio irodalma segitett a tovabblépésben. Az NFAT-ben ugyanis leirtak egy masik
kalcineurin-k6t6 motivumot is, amelyre az LxVP konszenzus szekvencia jellemzd. llyen
szekvenciat nem talaltunk a human TRESK csatornaban, azonban az ehhez hasonld
intracellularis aminosav négyesek mutdcids analizisét elvégeztiik. Az LQLP szekvencia
AQAP mutacidja, a PQAAAS mutdcidval kombinalva, teljesen kivédte a human TRESK
ionomycinre adott valaszat. Habar az LQLP szekvencia nem felelt meg tokéletesen a
korabban leirt LxVP konszenzus motivumnak, tovabbi kisérleteinkkel igazoltuk, hogy
valédi kalcineurin-koté régiot képez.

A mindkét (PQIIIS és LQLP) kalcineurin-kotd régiét tartalmazd, glutation-agarézon
immobilizalt GST-TRESK-hurok(174-280) csalifehérje kotési tulajdonsagat egér agy
citoszol felhasznaldsaval vizsgaltuk (“pull down” kisérletben). A baktériumbdl tisztitott
foszforildlatlan rekombinans csalifehérje két interakcidés fehérjét kotott nagy
mennyiségben a citoszolbdl, amelyek SDS-PAGE gélen Coomassie kék festéssel is
kimutathatok voltak. A tubulint és a kalcineurint (Id. alabb az interakcids partnerek
fejezetben), amelyeket ebben a kisérletben specifikus antitestekkel Western blot
modszerrel is azonositottunk. A kalcineurin kotése kalcium-fiiggé volt (a citoszol
tartalmazta a szintén sziikséges kalmodulint), kalcium-mentes koériilmények kozott
sokkal kevésbé jott létre. A csalifehérje AQAP mutdns valtozata szignifikdnsan kevésbé
kotétte a kalcineurint (kalcium jelenlétében), mint az LQLP szekvenciat tartalmazo.
Tehat a hig citoszol preparatumbdl a kalcineurin hatékony kotéséhez mindkét kot6hely
szlikséges volt és az LQLP mutdcidja esetén a PQIIIS csak kisebb mérték( kotést tett
lehetévé. Az LQLP régid kalcineurin kotését akkor is ki tudtuk mutatni hasonld
kisérletben, ha a rovidebb GST-TRESK-hurok(232-280) csalifehérjét alkalmaztuk, amely
nem tartalmazta a PQIIIS helyet. Az LQLP régié 6ndllé kalcineurin-kdtése jéval
gyengébb volt, mint a mindkét kotShelyet tartalmazéd konstrukcidé és csak kalcium
jelenlétében volt kimutathaté. A PVIVIT szekvenciat tartalmazé peptid nem
befolyasolta a kalcineurin két6dését az LQLP régidhoz.

Kivancsiak voltunk, mi lehet az LQLP régié funkcionadlis jelent6sége. Ezért
megvizsgaltuk az AQAP (és AQLP) mutdns human TRESK csatorna kalcium-fiiggd
szabalyozdasat. A nagy kalcium jelre (500 nM ionomycin, vagy 1000 nM karbachol) adott
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aram novekedés mértékét nem befolydsolta a mutdcid, de az aktivaldédast kissé
lelassitotta. A kis kalcium jelre (50-200 nM ionomycin vagy 1-30 nM karbachol
emelkedd koncentracié sorozatra) adott valasz azonban jelentdsen kisebb volt az
AQAP mutdns esetén, mint az LQLP vad tipusnadl. Az LQLP motivum tehat meghatarozé
szerepet jatszik a humdan TRESK csatorna szabalyozas megfeleld kalcium-
érzékenységének kialakitasaban, az alapvet6 fontossagu PQllIS-kalcineurin interakcio
mellett.

4.7 Kinaz enzim(ek) azonositasa, amelyek a kalcineurin célpont szerineket
foszforildljak és ezdltal a TRESK csatornat gatoljak

Ha a kalcineurin defoszforilalja a 3.5 pontban bemutatott szerin aminosavakat és
ezaltal aktivalja a TRESK csatornat, akkor ugyanezen pozicidk foszforilacidja csokkenti
a K* dram nagysagat. Ezért olyan kinaz enzime(ke)t kerestlink, amelyek az RSNSCPE
szerint és a szerin klasztert foszforilalni képesek. Nagyon kivancsiak voltunk, hogy ezek
tényleg kifejtenek-e TRESK gatlé hatast.

Az RSNSCPE szerint a protein kinaz A foszforildlja. Ezt az egér TRESK csatorna S276E
mutdns valtozatdn mutattuk ki. Ebben a mutdnsban a szerin klaszter m(ikodését
akadalyoztuk a mutacidval, tehat a csatorna szabdlyozasa féként a masik (RSNSCPE)
régiotol fliggott. Az ionomycinnel el6idézett csatorna aktivaciot kdvetéen forskolint
(50 uM) és IBMX-et (1 mM) adtunk, ezzel névelve a cAMP koncentrdciot a petesejtben.
A PKA aktivacidoja meggyorsitotta a K* aram visszatérését a nyugalmi gatolt allapotba,
Osszhangban a csatorna gyorsabb gatlé foszforilacidjaval. Az S264E (RSNECPE) mutans
csatorndnal az aramvisszaallas gyorsitdé hatds nem volt kimutathatd. Az S276E
mutansndl a forskolin+IBMX kezeléshez hasonlé eredményt kaptunk cAMP
mikroinjektalasaval is.

ElGallitottuk a TRESK-hurok-Hiss fuzids fehérje egy olyan valtozatat, amelyben az
$264 szerinen (RANSCPE) kivil minden egyéb szerint és treonint alaninra cseréltiink. A
PKA in vitro foszforildlta ezt a fehérjét 32P-y-ATP jelenlétében, amit a radioaktiv
foszfatcsoport beépiilése jelzett. Ezzel szoges ellentétben, azt a TRESK-hurok-Hiss
fuzios fehérje valtozatot, amelyben csak a szerin klaszter aminosavai voltak
megtartottak (minden mast, beleértve az S264-et is, alaninra cseréltiink), a PKA
egyaltaldn nem foszforilalta azonos kériilmények koézott. Osszegezve tehdt a PKA
foszforildlja a RSNSCPE szerint, de a szerin klaszter elemeit nem.

Mivel a szerin klaszter tlnik a TRESK aktivitds legjelent6sebb foszforilacids
szabalyozasi pontjanak, hat éven keresztiil prébaltam olyan kinazt talalni, amelynek ez
a régid szubsztratja. Tobb mint 20 féle szerin-treonin kindz cDNS-ét klénoztuk meg,
ezek tobbségének konstitutivan aktiv mutans valtozatat is el6allitottuk. Ezek kozdl
azonban egyik kinaz koexpresszidja sem okozott észrevehet6 hatdst a TRESK kalcium-
fligg6 szabdlyozasara. Végil eréfeszitéslinket siker koronazta, és azonositottuk a
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mikrotubulus-asszocialt fehérje affinitas regulald kinazt (MARK). Ez a kinaz gatolja a
TRESK bazdlis dramat, akdr 30-szorosra ndéveli az ionomycinnel kivalthatd relativ
aktivaciot és dramai mdédon felgyorsitja a K* aram visszatérését a nyugalmi allapotba a
kalcium-figgé aktivaciét kovetéen. Mindemellett az E.coli-ban termeltetett
konstitutivan aktiv Hisse-MARK2-T208E petesejtbe mikroinjektalva hasonlé hatast
eredményez, mint a kindz koexpresszidja, és az enzim in vitro foszforildlja a szerin
klasztert. Ezek alapjan bizton allithaté, hogy a MARK kozvetleniil foszforilalja a TRESK
szerin klaszter régidt és ezaltal gatolja a csatorna aktivitast.

4.8 Tovabbi TRESK interakcios fehérje partnerek keresése. A 14-3-3 allvanyfehérje
TRESK szabalyozasban betoltott szerepének vizsgalata

A GST-TRESK-hurok és TRESK-hurok-Hiss fuzids csalifehérjékkel végzett haldszas
egér agy citoszolbdl hdrom partnerfehérjét eredményezett, amelyeket triptikus peptid
tomegspektrometridval azonosittattunk. A kalcineurin katalitikus A alegységen kivil
kijottek kiilonboz6 tubulin alegységek (a1B vagy alC, B3 és B4A) és a csalifehérje PKA-
val foszforilalva nagy mennyiségben kotott 14-3-3 adapter fehérje izoformakat (y, € és
€). A tubulin kotés funkcionalis jelentésége mind a mai napig tisztdzatlan, azonban a
TRESK hurok région belll leszikitettiik, hogy a kotéshez elégséges a LVLGRLSYSIISNLDE
szekvencia, amelyben az aldhuzott aminosavak a szerin klaszternek felelnek meg.

A 14-3-3 overexpresszio, vagy a dominans-negativ (R57,61A) 14-3-3, csakugy mint
a 14-3-3 kotShely telitése pS-Raf259 foszfopeptid mikroinjektalassal, egyértelm(ien
befolyasolja a TRESK kalcium-figgé szabalyozasat, azonban az interakcio
meglehet&sen Gsszetett. A legegyértelm(ibb hatds, hogy a 14-3-3 gatolja a TRESK aram
visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcium-fliggd aktivacio utdn. Ennek valdszinl oka
a szerin klasztert foszforildlé kindz 14-3-3-fliggd gatlasa. (Igazabdl ez a megfigyelés
vezetett az ismert mdodon 14-3-3 altal gatolt MARK kinaz kiprobalasahoz.) Jelenleg Ugy
gondoljuk, hogy ez a hatas flggetlen attdl, hogy a 14-3-3 kozvetlenil, foszforilacio-
14-3-3 kot6helyet alkot. Eredményeink azt valdszindsitik, hogy a PKA altal foszforilalt
TRESK kdzvetlen 14-3-3 kotése gatolja a csatorna aktivitast.

4.9 Az uj (novel) tipusu protein kinaz C (PKC) a TRESK csatornat a szerin klaszter
kozvetett defoszforilacidjan keresztiil aktivalja

Rahm A.K. és mtsai. leirtdk, hogy a protein kindz C (PKC) aktivator PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate, 100 nM) a human TRESK csatorna aramanak tobbszoros
aktivaciojat hozza létre 30 perc alatt Xenopus petesejtekben. A konvencionalis PKC
izoformakra specifikus aktivator thymeleatoxin (TMX, 100 nM, 30 min) viszont
egyaltalan nem befolyasolta a K* aramot. A human TRESK csatornaban talalhaté nyolc
PKC foszforilacids konszenzus szekvencia mutaciéi nem valtoztattdk meg a PMA
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hatasara létrejové TRESK aktivaciot, ami valdszin(siti, hogy az aktivaciot nem a
csatorna kdzvetlen PKC-fligg6 foszforilacidja hozza létre.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy nem a kalcineurin kozvetiti a PKC hatasat a
TRESK csatornara. A PMA a vad tipusu csatorndval megegyez6 mértékben aktivalja a
PQAAAS-AQAP mutdns TRESK-et is, amely nem tud kalcineurint kotni. Emellett a
citoplazma kalcium koncentracidjanak alacsony szinten rogzitése EGTA kelator
mikroinjektalasaval szintén nem befolydsolja a PKC-fliggé TRESK aktivaciét, pedig az
ionomycin hatasat teljesen kivédi.

Habar a kalcineurin nem veszt részt a PKC-fligg6 TRESK aktivacio kézvetitésében, az
egyik kalcineurin célpont szerin mutdcidi (S264A és S264E) teljesen kivédték a PMA
hatdsat. A szerin klaszter foszforildlt dllapotdnak stabilizalasa egy megfelelé csonkolt
MARK kindz konstrukcié overexpresszidjaval hasonléan kivédte a PKC-fligg6 TRESK
aktivaciot. Ez arra utal, hogy a PMA hatdsat a szerin klaszter defoszforilacié kozvetiti.
A PMA adasa vagy a PKCn vagy PKCe koexpresszidja a TRESK csatorndval lassitotta a K*
aram visszatérést a nyugalmi dllapotba a kalcium-fligg6 aktivacidt kovetéen. A PKC-
fligg6 TRESK aktivacié valdszinli mechanizmusa tehat az, hogy a protein kinaz C gatolja
azt a kindzt, amely a szerin klaszter foszforilaciéjaért felel6s és ezért a csatorndk idével
felhalmozddnak a defoszforilalt allapotban.

4.10 A TRESK csatornat gatlé farmakologiai agensek azonositasa

A helyi érzéstelenit6é benzokainrél (1 mM) kimutattuk, hogy jobban gatolja a
kalcineurinnal aktivalt TRESK csatornat (51 % gatlas), mint a nyugalmi allapotut (13 %).
Az dllapotfiiggd gatld hatds heterolog rendszerben értékelhetd, hiszen a benzokain
nem szelektiv gatldszer. A laboratériumunkban fellelheté 240 anyag szlirésével
kimutattuk, hogy a Hg?* ion 1 uM alatti ICso értékkel gétolja a human és egér TRESK
csatornat. A Hg?* hat kivdgott membranfoltban is, hatasa valészinlleg kézvetleniil a
csatornan érvényesiil. A Hg?* az egyéb Kap csatorndkat kevéssé befolydsolja, vagy
aktivalja.
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5. A TEZISEK LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASAI

1.

A human genom szekvencidjaban azonositottuk a TRESK (KCNK18) és Kv8.2
(KCNV2) géneket, majd a csatorna alegységek cDNS-ét megklonoztuk. Elséként
igazoltuk, hogy a Kv8.2 a retina fotoreceptor sejtjeiben kifejezédik és a Kv2.1
alegységgel heteromerizalédva olyan fesziltségfiiggé K* dramot hoz létre,
amely lehetévé teszi a fényre adott elektromos valasz normalis lefutdsat.
Els6ként vetettik fel a lehetdségét, hogy a Kv2.1/Kv8.2 heteromer hozza létre
az eml|Gs fotoreceptor Ik aramat.

Els6ként mutattuk ki, hogy a Gq-fehérje kapcsolt receptorok ingerlése aktivalja
a TRESK csatornat. Az aktivacidt a citoplazma [Ca?*] ndvekedése hozza létre, de
a kalcium ion nem kozvetlenlil hat a csatorndra. A kalcium/kalmodulin-
dependens protein foszfatadz kalcineurin defoszforildlja a TRESK csatornat és
ezzel noveli a hattér K* dramot.

A kalcineurin dontGen a szerin klaszter defoszforilaciéjan keresztiil szabalyoz,
amely magdba foglalja a human TRESK S262, S264 és S267 aminosavait. Ezen
kivil szabdlyozd szereppel bir még az S252 aminosav defoszforilacidja. A
kalcineurin kdzvetlenil kotédik a human TRESK PQIIIS és LQLP motivumaihoz.

A kalcineurinon kiviil in vitro kot6dik még a csatornafehérjéhez a 14-3-3 adapter
fehérje és a tubulin. A 14-3-3 kihorgonyzddasa foszforilacio-fliggé maddon
torténik, csak az S252 foszforilalt allapotaban jon létre. A 14-3-3 kot6dése a
TRESK-hez valdszin(ileg csokkenti a csatorna aktivitast. Emellett a 14-3-3 gatld
hatast fejt ki a szerin klasztert foszforilald kindzra.

A szerin klaszter (els6sorban S262 és S264) aminosavait a mikrotubulus-affinitas
regulald kinazok (MARK1-3) foszforildljak, ezzel er6teljes TRESK gatlast okozva.
Az S252 aminosavat a protein kinaz A foszforildlja.

Az Uj (novel) tipusu protein kindz C (PKC 1 és €) ugy eredményezi a human TRESK
defoszforilaciéjat, hogy gatolja azt az endogén kinazt, amely a szerin klasztert
foszforildlja. A szerin klasztert foszforilald kinaz aktivitasanak hianyaban a TRESK

K* dram lassan megné.

A Hg? a Kzp csaldd més tagjaitdl eltéréen gatolja a TRESK csatornat.
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koszonetet érdemelnek a palyazatokkal kapcsolatos értékes tandcsaikért és a tisztan
tudomanyos megkozelités irdnti példamutaté elkotelezettségiik miatt.

K6széndm dr. Braun Gabriella, Pergel Eniké és dr. Lengyel Miklés PhD hallgatok
odaaddé munkdjat, illetve Vuity Drazsen, Nemcsics Baldazs és Bozsaki Péter TDK
hallgatok lelkes tevékenységét. Koszonettel tartozom tovabbd az Elettani Intézet
jelenlegi és korabbi munkatdrsainak azért az elfogadd, segit6kész és vidam légkorért,
amely nap mint nap deriiltté teszi a munkdmat az Elettani Intézetben.

Halas vagyok laboratoriumunk asszisztensnéinek a kitarté munkajukért. Kilon
szeretném kiemelni Veres Irént, akivel TDK hallgato korom 6ta folyamatosan egyutt
dolgozom és egyltt tobb szaz plazmid konstrukciot készitettiink. Dobolyi Alicenak a
béka petesejt tisztitasban és mikroinjektasban nyujtott hathatds segitségért mondok
elsésorban kdszonetet. Kovacs Erika és Busi Beata korabbi asszisztensnéinknek szintén
koszonom a kisérletek sikere érdekében végzett munkajukat.

Az eredményes kutatdmunka feltétele a kutatdshoz sziikséges anyagi forras.
Szeretném kifejezni kdszonetemet a Semmelweis Egyetem kordbbi Rektoranak, Prof.
Tulassay Tivadarnak, akinek elsé kutatdsi tdmogatasom kodszonhetem. Kdszdnetet
mondok ezen kivil az OTKA irodanak és az NKFIH-nak az F67743 és K127988
tdmogatasokért, a Magyar Tudomanyos Akadémianak a Bolyai Osztondijakért,
valamint a Semmelweis Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Dékanjanak a Merit
dijakért.

Végul csaladomnak, sziileimnek, feleségemnek, testvéremnek és gyermekeimnek
tartozom halaval, akik a munkdm végzéséhez sziikséges nyugodt csaladi hattér mellett
mindig biztositottak tdmogatasukrol.
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8. ROVIDITESIEGYZEK, ROVIDITESEK MAGYARAZATA

14-3-3
4-AP
ATP
cAMP
cRNS
MRNS
cDNS
CnA
CnB
DNS
E.coli
EC

ER
EGTA
EST
GST
HEPES
Hise
Hiss
IBMX
IC

1Cso

IP3

LPA
MARK
MARK?2
NFAT
NTA
NMRI
P

PCR
PKA
pS-Raf259
RNS
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE

adapter fehérje, nevét kromatografids frakcidk sorszamardl kapta
4-aminopiridin, fesziltségfliggd (Kvl) K* csatorna gatloszer
adenozin trifoszfat

ciklikus adenozin monofoszfat, masodlagos hirvivé, PKA aktivatora
komplementer (complementary) RNS, cDNS-rél (in vitro) atirt RNS
hirvivé (messenger) RNS

komplementer (complementary) DNS, (m)RNS-rél atirt DNS
kalcineurin A (katalitikus) alegység

kalcineurin B (regulatoros) alegység

dezoxiribonukleinsav

Escherichia coli, Gram negativ baktérium

extracellularis, sejten kivdli

endoplazmatikus retikulum

etilén glikol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraecetsav, kelator
expressed sequence tag, taldlomra szekvenalt cDNS
glutation-S-transzferdz, glutation-koté fuzids fehérje részlet
4-(2-hydroxietil)-1-piperazineetanszulfonsav, pH puffer
hexahisztidin tag (cimke), 6 hisztidin egymas utan: kot Ni-NTA-hoz
oktahisztidin tag (cimke), 8 hisztidin egymas utan: két Ni-NTA-hoz
3-izobutil-1-metilxantin, foszfodieszteraz (cAMP lebomlas) gatlo
intracellularis, sejten belili

inhibitory concentration 50, félmaximalis gatlé koncentracid
inozitol-1,4,5-triszfoszfat, kalciumot szabadit fel az IC raktarbdl
lizofoszfatidsav

mikrotubulus (asszocialt fehérje) affinitas reguldlé kinaz
mikrotubulus (asszocialt fehérje) affinitas reguldld kinaz 2

nuclear factor of activated T cells, transzkripcids faktor
nitrilotriacetic acid, keldtor, Ni?* komplexe Hise/s-at kot

albiné kisérleti egér torzs, “Naval Medical Research Institute”
porusdomén, a K* csatorna porust meghatdrozé szerkezeti elem
polimerdz lancreakcio, DNS sokszorozé médszer

protein kindz A, cAMP &ltal aktivalt szerin-treonin kinaz

Raf fehérjébdl foszfopeptid, nagy affinitassal kot a 14-3-3-hoz
ribonukleinsav

reverz transzkripciét ((m)RNS-rél (c)DNS &tirast) kovetd PCR
sodium dodecyl sulfate, ionos detergens, fehérje denaturdlé agens
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
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SERCA
TALK
TASK
TEA
THIK
TMS
TREK
TRESK
TWIK

Szarko-Endoplazmatikus Retikulum Kalcium ATP&z, ER Ca?* pumpa
TWIK-related Alkaline-activated K* channel

TWIK-related Acid Sensitive K* channel

tetraetil-ammaonium, fesziiltségfliggd K* csatorna gatldszer
TWIK-related Halothane Inhibited K* channel

transzmembran szegmens

TWIK-Related K* channel

TWIK-Related Spinal cord K* channel

Tandem of pore domains in a Weakly Inwardly rectifying K* channel
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