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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

4a-PDD  4ao-forbol-12,13-didekanoat (4a-phorbol 12,13-didecanoate)
7™ hét transzmembran régioval rendelkezé (receptor)

AA arachidonsav (arachidonic acid)

AKAP150 150 kilodaltonos protein kinaz A-t horgonyzo fehérje

(A-kinase-anchoring protein 150)

AMP adenozin-5’-monofoszfat (adenosine monophosphate)

ATP adenozin-5'-trifoszfat (adenosine triphosphate)

[Ca?*] Ca?* ionkoncentracio

cAMP 3’-5’-ciklikus adenozin-monofoszfat

CREB cAMP response element-binding protein (transzkripcios faktor)
CsA ciklosporin A

DRG hatsé gyoki ganglion (dorsal root ganglion)

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav (kétértéki ion kelator)

EGTA etilén-glikol-bisz(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N'- tetraecetsav (Ca?* kelator)

ER endoplazmatikus retikulum

EC extracellularis

ECso fél-maximalis aktivalé koncentracio

GHK Goldman-Hodgkin-Katz

GPCR G-fehérje kapcsolt receptor (G protein-coupled receptor)
GST glutation-S-transzferaz

h- human

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

IBA isobutylalkenyl amide

ICs0 fél-maximalis gatlé koncentracio
IP3 inozitol-1,4,5-triszfoszfat

[K*] K* ionkoncentracié

Kca kalcium-aktivalt K* csatorna

KCsA K* channel of streptomyces A
kD(a) kilodalton

Kir befelé rektifikalé K* csatorna (inwardly rectifying K* channel)
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KO génirtott (knock-out) (allat)

Kv feszlltségfuggd K* csatorna (voltage-dependent K* channel)

Kzp alegységenkeént két pérusdoménnal rendelkez6 K* csatorna

LPA lizofoszfatidsav (lysophosphatidic acid)

m- egeér (mouse)

MARK microtubule affinity-regulating kinase

NFAT nuclear factor of activated T-cells (transzkripcios faktor)
NTA nitrilotriacetic acid

P porusdomén

PCR polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)
PKA protein kinaz A

PKC protein kinaz C

PMA forbol-mirisztil-acetat (phorbol 12-myristate 13-acetate)

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid (phenylmethylsulfonyl fluoride)

RR ruténium voros (ruthenium red)

RT-PCR reverz transzkripciét kovetd polimeraz lancreakcio

SDS-PAGE natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

TALK TWIK-related ALkaline pH-activated K* channel

TASK TWIK-related Acid-Sensitive K* channel

THIK Tandem pore domain in a Halothane-Inhibited K* channel

TM(S) transzmembran (szegmens)

TRAAK  TWIK-Related Arachidonic Acid-activated K* channel

TREK TWIK-RElated K* channel

TRESK TWIK-RElated Spinal cord K* channel

TRG trigeminalis ganglion

TRP tranziens receptor potencial (ioncsatorna)

TRPV1 tranziens receptor potencial vanilloid-1 (ioncsatorna)

TWIK Tandem of pore domains in a Weakly Inward rectifying K* channel
voO. vesd 6ssze

VS. versus (szemben)

WT vad tipusu (wild type)
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2. BEVEZETES

Munkank kezdetén a TRESK (TWIK-Related Spinal cord K* channel)
hattér K* csatorna nem volt ismert. 2001-ben egy sajat fejlesztésli szamitogep
programmal azonositottam a TRESK csatorna génjét a frissen kozzétett, akkor
még nem annotalt human genom szekvenciaban. A szekvencia informacio
alapjan megklonoztuk a human és egér TRESK csatorna cDNS-ét. Ez tette
lehetévé, hogy a csatorna felfedezését leir6 harom munkacsoport kozé
bekerlljunk [1-3] és a TRESK receptor-medialt szabalyozasat elséként
vizsgaljam [2].

Kimutattuk, hogy a TRESK a korabban leirt Kep hattér K* csatornaktol
eltér6 mddon szabalyozodik a Gg-fehérje kapcsolt receptorok ingerlésének
hatasara [2]. Mig az egyéb, pl. TREK és TASK, Kop csatornakat az ilyen
receptor ingerlés gatolja vagy nem befolyasolja, addig a TRESK arama
kifejezetten n6, pl. a Xenopus petesejt heterolog rendszerben 5-10-szeres
fokozédasa jellemz6. A nagyfoku TRESK aktivaciét a citoplazma kalcium
koncentraciéjanak novekedése hozza Ilétre [2]. Mivel a kalcium-figgd
folyamatok gyakran kiemelt élettani jelentéségliek, a TRESK csatorna
molekularis szabalyozasi mechanizmusait részletesen kezdtuk vizsgalni.
Kutatomunkank eredményeképpen a kovetkez6 15 évben a TRESK
szabalyozasardl szamos eredeti megfigyelést elséként kozoltink az
irodalomban [2,4-9].

Az utébbi néhany évben egyre pontosabban kezdjuk megérteni a TRESK
csatorna élettani és patofizioldgiai jelentéségét, melyet a megel6z6 évtizedben
csaknem teljesen homaly fedett. RNS szekvenalasi modszerekkel kimutattak,
hogy a TRESK csatorna a legszelektivebben kifejez6d6 K* csatorna a hatsé
gyoki és trigeminalis ganglionok szenzoros neuronjaiban [10,11]. Jelent6s
mennyiségben megtalalhatd a TRESK a fajdalomérzésért felelés bizonyos
érzéneuron szubpopulacidkban, és befolyasolja ezek ingerlékenységét, illetve a
fajdalmas ingerre adott valasz intenzitasat [12-14]. A TRESK génhianyos
(knock-out) egér modellben fokozott érzékenység jelentkezik a fajdalmas

mechanikai, h6 és kémiai ingerekre a feji régioban [15,16]. Ezzel jo
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0sszhangban a TRESK egyes specialis dominans-negativ mutacioi az 6rokl6dé
migrénes fejfajas egy ritka formajat okozzak [17,18]. Az a kép kezd tehat
kibontakozni, hogy a TRESK csatorna befolyasolja a nociceptiv primer
szenzoros neuron ingerlékenységét és ezen keresztul a fajdalomérzést.
Vizsgalataink soran arra térekedtlink, hogy a TRESK csatorna olyan
altalanos és kozvetlen szabalyoz6 mechanizmusait tanulmanyozzuk heterolog
rendszerekben, amelyek nagy valdszinlséggel a csatornat kifejez6 sejttipustol
fuggetlenul érvényesulnek. Az &ltalunk leirt mechanizmusok jelentés része
tehat j6 eséllyel miikddik a nociceptiv szenzoros neuronokban és ezek ismerete
biztos tampontot ad a tovabbi vizsgalatokhoz a TRESK csatorna

fajdalomérzésben betodltott szerepével kapcsolatban.

2.1 A Kzp hattér kalium csatornak altalanos jellemzése

2.1.1 A Kzp csatornak felfedezésének el6zményei

A plazmamembran jelentds kalium permeabilitdsat mar abban a
korszakban felismerték, amikor az elektrofiziolégiai alapfogalmak az
ioncsatornak mikodéserdl és a membranpotencialrol még csak kialakuléban
voltak [19,20]. A Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) homogén transzmembran
térer6sség modell (constant-field theory) kidolgozasanal — a negativ nyugalmi
membranpotencial kialakulasanak magyarazatara — feltételezték a sejtmembran
nagy kalium konduktanciajat [21]. Ezt a nagy nyugalmi K* vezet6képességet
legmegfelelébben azzal lehetett értelmezni, hogy a membranban K* ionra
szelektiv porusok talalhatok, amelyeken keresztul hattér (csurgd, ’leak”) K*
aram folyik. Fizikai szamitasokat végeztek a szabalyozatlan K* szelektiv
porusokon atfolyd aram nagysaganak meghatarozasara [21,22]. Ennek
eredményeként a GHK elmélet megjésolta a membranpotencialtél fuggetlen
mikodésl hattér K* csatornak alapvet6 elektrofiziologiai tulajdonsagait. A GHK
aram-egyenlet lényegében helyesen megadja, hogyan alakul a hattér K*
csatornak feszlltség-aram 0sszeflggése az intra- és extracellularis kalium

koncentracié fuggvényében. Ennek az 1940-es években elért jelentés elméleti
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attérésnek ellenére, mintegy fél évszazadig nem sikerllt a hattér K* aramot
létrehozé molekularis strukturakat, csatornafehérjéket azonositani.

A hattér K* csatornak felfedezését a molekularis biolégia fejlédése és a
human genom szekvenalas tette lehetévé a 1990-es évek masodik felében.
Eddigre a tobbi nagy K* csatorna csalad egyes képvisel6it molekularis biolégiai
modszerekkel (pl. expresszids vagy pozicionalis klbnozassal) mar azonositottak
és a feszultségfuggd (Kv), befelé rektifikalo (Kir) és kalcium-aktivalt K*
csatornak (Kca) tulajdonsagait részletesen tanulmanyoztak [23-26]. A
membranpotencialtél kevéssé fluggd hattér K* csatornak csurgd (leak)
aramanak vizsgalata viszont nem Kkertilt a tudomanyos figyelem eléterébe.

Végul 1996-ban klénoztak a TWIK-1 (Tandem of pore domains in a
Weakly Inwardly rectifying K* channel) cDNS-ét, az els6ként felfedezett emlds
hattér K* csatornat [27]. A TWIK-1 alegység két K* csatorna pérusdomeént is
tartalmaz és ez a szerkezeti sajatossag a késébbiekben a tobbi hattér K*
csatornara is jellemzének bizonyult, ebbél adddott az Uj K* csatorna csalad Kap
elnevezése. Az 1996 és 2003 kozotti idészakban az emberi Kzp csatorna csalad
gyorsan kibévult a klénozasi er6feszitések eredményeként, ma 15 gént
sorolnak ide (Id. alabb). Meglepetést okoztak a kezdeti vizsgalatok abban a
tekintetben, hogy mennyire kilonboznek a K2p csaladba tartozé csatornak
egymastol aminosav szekvencia szinten és funkcionalis szempontbdl egyarant,
illetve milyen varatlanul sokféle mddon szabalyozédnak a membranpotencial
valtozasatdl fuggetlendl (Id. a [28] 6sszefoglaldt). A késbbbiekben nyilvanvalova
valt, hogy a Kop csatornak megtalalhatok lényegében minden vizsgalt allat- és
novényfajpan és ezek a csatornak a plazmamembran szabalyozott K*

konduktanciajanak altalanos meghatarozéi az élévilagban.

2.1.2 Szerkezeti sajatossagok

A nyitott ioncsatornak porusa folyamatosan atjarhaté utat képez a
vezetett ionok szamara a lipid kettésrétegen keresztul. A K* csatornak poérusa
kulonleges abbol a szempontbdol, hogy ezen az utvonalon, az élettani

korulmények kozott magas (mM-os) koncentracidban eléforduld ionok kozal
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lényegében csak a K* képes atjutni (az egyéb kationok, pl. a Na* és Ca?* nem).
A nagyfoku szelektivitasért a csatorna poérus extracellularis végéhez kozel
talalhato, mind a mai napig intenziven vizsgalt, kulonleges biofizikai
tulajdonsagokkal rendelkezé sziikuilt pérusszakasz felel6s, melyet szelektivitasi
filter régidonak neveznek. Mai ismereteink szerint a plazmamembranban
talalhaté K* csatornak szelektivitasi filter régidjat ugyanazok a konzervalt
szerkezeti elemek alakitjak ki minden fajban az archebaktériumoktdl (Archaea)
az emberig [29].

A szelektivitasi filternek aminosav szinten a pérusmotivum (K* channel
signature sequence) felel meg, amely magaba foglalja az er6sen konzervalt
G(Y/F/L)G aminosav szekvenciat. Ezek az aminosavak kozvetlenul részt
vesznek a szelektivitasi filter K* koté helyeinek Iétrehozasaban. A
porusmotivumtol N-termindlis iranyban talalhaté a szintén konzervalt pérushélix
szekvencia; ennek a két szerkezeti elemnek az egyuttese alkotja a K* csatorna

porusdomeént (1. abra).
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1. abra: A K* csatorna porus altalanos szerkezete, a KCsA csatorna példajan.

A. Két alegység sematikus szalag reprezentacidja lathaté (a PDB:1K4C
kristalyszerkezetbdl). Egy alegység két transzmembran szegmensbél (M1 és M2),
illetve a koztik talalhaté pérusdoménbél (P) éplil fel. A tetramer masik két alegysége a
papir sikjara merdlegesen kifelé, illetve befelé helyezkedne el. P: poérusdomeén,
magaba foglalja a révid porushélixet (kék) és a porusmotivumot a szelektivitasi filter
régioban (sarga); SF: szelektivitasi filter; M1: kllsé (transzmembran) hélix; M2: belsé
(transzmembran) hélix; N és C: N és C terminalis; EC és IC: extra- és intracellularis
oldal. B. A pérusmotivum aminosav maradékainak palcika reprezentacioja lathaté. A
KCsA pérusmotivumanak szekvencigja TVGYG. Az oxigén atomokat piros, a
nitrogéneket pedig kék szinnel abrazoltak. A zdld korék a K* koétéhelyeket
szimbolizaljak a szelektivitasi filterben. Mddositva a [30] és [31] kdzleményekbél.
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A poérusdomén polipeptid lanca az extracellularis iranybdl a lipid
kettésrétegbe meruldé hurkot alkot. Az N-terminalis porushélix a membranban
el6szor ferdén az intracellularis oldal (és a csatorna tengelye) felé halad, aztan
a polipeptid lanc visszafordul az extracellularis iranyba és a mar nem helikalis
szerkezetll pérusmotivum a pérus falat alkotja a szelektivitasi filter terlletén
(1. dbra). Minden K* csatornaban négyszer ismétlédik ez a kdzds szerkezeti
elem, a négy porusdomén a szelektivitasi filterben a pdérus tengelye korul
forgasszimmetrikusan rendezddik el. Mivel a legtobb K* csatorna tipusban egy
alegységben egy porusdomén talalhatd, ezért négy alegység képez mikodéd
csatornat. Vagyis a K* csatornak tdbbségét a porusképzé alegységek tetramere
alkotja.

Ezzel szemben, a Kop csatorndk alegységenként két pérusdomént
tartalmaznak. Ennek megfeleléen a Kzp alegységek dimer formaban alkotnak
muikodoképes csatornat, ebben az alegységek mindkét porusdoménje részt

vesz a szelektivitasi filter |létrenozasaban (2. abra).

Poérus domének

CAP
EC

IC

2. abra: A Kzp csatornak sematikus transzmembran topolégiaja.

A Ko hattér K* csatorna alegység négy transzmembran szegmenst és két
porusdomént tartalmaz, vagyis 4TMS/2P szerkezetli. TMS1-4: transzmembran
szegmensek; CAP: extracelllularis "sapka” domén; N és C: N és C terminalis; EC és
IC: extra- és intracellularis oldal. Mddositva a [28] k6zleménybdl.

Az eml6s fajokban a Kop csatorna alegységekre a 4TMS/2P szerkezet
jellemzé. Elesztdégombaban leirtak olyan alegységenként két pérusdoménnal
rendelkez6 K* csatornat is (TOK, YORK), amelyben alegységenként nyolc
transzmembran szegmens talalhatd (8TMS/2P) [32,33]. Ugy tiinik azonban,

hogy az ilyen szerkezetl csatornak csak a gombakban talalhaték meg. A Kop

10
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csatornakra  altalaban  jellemzé 4TMS/2P  szerkezet a  tdkéletes
forgasszimmetria megbomlasat jelenti. Egy alegységen belil a két pérusdomén
(és azon belll a pdérusmotivum) szekvenciaja is kulonbozhet. Emellett az
alegység kulsé (1. és 3.), illetve belsd (2. és 4.) transzmembran szegmensei
sem ekvivalensek. Az egyes szerkezeti elemek térbeli viszonyat, pl. a
porusdomének és a transzmembran szegmensek elrendezddését, az el6z6
sematikus topoldgianal jobban tukrdzi, ha megengedjuk a polipeptid lanc

keresztez6dését a sikreprezentacion (3. abra).

3. abra: A Kz csatorna alegység
szerkezet sematikus Aabrazolasa
sikban.

M1 és M3: Kklls6é transzmembran
szegmensek; M2 és M4: belsé
transzmembran szegmensek; P1 és
P2: pérushélixek; C1 és C2: a "sapka”
(CAP) domén kialakitasaban szerepld
hélixek; N és C: N és C terminalis; EC
és IC: extra- és intracellularis oldal. A
z6ld korék a K* kotéhelyeket mutatjak.
Modositva a [34] kdzleménybdl.

Valdjaban azonban a Kzp csatorna alegység transzmembran szegmensei
nem egy sikban helyezkednek el. Tovabba az egy alegységhez tartozo
porusdomének sem a porus atellenes oldalan talalhatok, vagyis a csatorna
forgastengelye korul egymashoz képest nem 180°-0s szdget zarnak be, hanem
inkabb 90°-et. Ez a felépités sematikusan leginkabb ugy kozelithet6, ha az
egyes szerkezeti elemeket két egymasra meréleges sikban abrazoljuk, ahol a
két sik a csatorna forgastengelyében metszi egymast (4. abra). Szintén nem
mutatja jol a 3. abra, hogy a legtobb tényleges kristalyszerkezetben a két
alegység els6 transzmembran szegmensének térbeli helyzete felcserélt
("domain swapping”). Az egyik alegység M1 szegmense nem a sajat, hanem a
masik alegység M2 szegmenséhez kerll koézel (Id. a 4. abran). Ezek a

sajatossagok altalanosan megfigyelheték a TWIK-1 [35], a TREK-1 [36], a
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TREK-2 [37] és a TRAAK [38-40] kristalyszerkezetében (5. abra). Valoszinlleg
az alapvetd szerkezeti elemek, a transzmembran szegmensek és a
porusdomeének hasonléan helyezkednek el a TRESK csatornaban is, azonban

ennek atomi felbontasu strukturajat eddig nem sikerult meghatarozni.

<« 4. abra: A Kz csatorna dimer
szerkezetének sematikus abrazolasa két
derékszoget bezaroé sikon.

Az also és fels6 panelek két egymassal 90°-
os szboget bezaré sikon mutatiagk a
szerkezeti elemeket (ahogy azt az alsé
panel alatti forgatas szimbolum jeldli). A két
panelen ugyanazokat a K* kot6 helyeket
jelolik a zold korok. A két alegységet
kilonb6z6 szinekkel (narancs és kék)
abrazoltak.

M1 és M3: Kkulsé transzmembran
szegmensek; M2 és M4: belsé
transzmembran szegmensek; P1 és P2:
porushélixek; C1 és C2: a "sapka” (CAP)
domén kialakitasaban szereplé hélixek; N
és C: N és C terminalis; EC és IC: extra- és
intracellularis oldal. Médositva a [34]
kdzleménybdl.

5. abra >

A human TREK-2 kristalyszerkezet
3D ranézeti képe az extracellularis
tér iranyabol.

Az 4. abrdan bemutatott szerkezeti
elemeket bejeldltem az egyik
(narancsszinii) alegységen. A
szelektivitasi  filtert (a  szerkezet
kézpontjaban) fliggdleges téglalapok
jelolik a szliirke gombokkel illusztralt K*
koété helyek koril. Az abrat a Cn3D
4.3.1 programmal készitettem a
PDB:4BW5 kristalyszerkezetbdl [37].
Az a-hélixeket csovekkel, a nem
helikalis szakaszokat zsinérként
abrazolta a program. A két alegységet
kilénb6z6 szinek (narancs és keék)
jelolik.

12
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2.1.3 Az emberi K2p csatornak osztalyozasa
Tizen6t human hattér K* csatorna alegység gennek megfelel6 cDNS-t

klbnoztak, amelyeket szerkezeti és funkcionalis hasonlésagok alapjan hat

alcsaladba oszthatunk (6. abra).

— TREK-1 (KCNK2)

TREK-2 (KCNK10)

TRAAK (KCNK4)

TASK-2 (KCNKS5)

TALK-1 (KCNK16)

TALK-2 (KCNK17)

TASK-1 (KCNK3)
[ I TASK-3 (KCNK9)

THIK-1 (KCNK13)

THIK-2 (KCNK12)

TRESK (KCNK18)

0.1

6. abra: A human Kz csatorndk aminosav szekvenciajat o6sszehasonlité
dendrogram.

Az alcsaladokat kulonbdzé szinek jeldlik. A csatornak hagyomanyos neve mellett
feltlintettik a gén nevét is zardjelben, a Human Genome Organization (HUGO) altal
elfogadott médon. A gének sorszamozasa egyben megfelel a Kyp csatorna (fehérje)
alegységek szamozasanak is. A dendrogram a Clustal W programmal készilt. A
dendrogram alatti 1épték aminosavanként atlagosan 0.1 helyettesitésnek megfeleldé
szekvencia kulonbséget jeldl. Modositva a [28] kdzleménybdl.

A tizenot Kzp csatorna génnek a KCNK1-18 szamozas felel meg; mivel a
KCNK8, KCNK11 és KCNK14 gének valdjaban nem léteznek, ezért ezek a

szamok kimaradnak a sorozatbdl. J&l leolvashatdé a dendrogramrdél, hogy a
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tavolabbi rokonsagban allé alegységek kozott a szekvencia azonossag
feltiinéen kicsi. Pl. a TWIK-1 és a TREK-1 alegységek szekvencia azonossaga
mindossze 28 % [41]. A szekvencia azonossag els6sorban a transzmembran
régiok és a porusdomeének terlletén jellemz6, ezek a szerkezeti elemek
valészinlileg alapveték a konzervalt csatorna kapuzas és K* permeabilitas
kialakitasaban. JO kozelitéssel ugy tekinthetjuk, hogy az egyes Kop csatorna
alcsaladok olyan nagy mértékben kulonboznek egymastol, mint az egyéb K*
csatorna csaladoktél. A minddssze tizendt tag hat alcsaladba sorolasat az
alcsaladok kozotti jelentds kildnbség indokolja. A TWIK, TREK, TASK, TALK,
THIK és TRESK alcsaladok tagjai egymastél nem csak az aminosav
szekvenciajukban térnek el jelentésen. A citoplazmatikus és extracellularis
régiok csaknem teljes kulonbozésége j6 0Osszhangban van a csatornak
rendkivll eltér6 szabalyozasi mechanizmusaival. Az ugyanazon alcsaladba

tartoz6 csatornak egyes tulajdonsagai joval gyakrabban megegyeznek [28].

2.1.4 Elektrofizioldgiai tulajdonsagok

A Kop csatornak kifejez(6d)ése hattér (csurgo, leak) kalium aramot
eredményez. A csatornak mikodését, a makroszkopos  aramuk
feszlltségfuggéset, elsé kozelitésben jol leirja a Goldman-Hodgkin-Katz (GHK)
aram egyenlet (7. abra). Az egyenlet nyilvanvaléan az idealizalt hattér K*
csatorna mukodésére vonatkozik. A valddi csatornak és az idealizalt modell
kozotti jelentés egyezés miatt azonban érdemes atgondolni, hogy milyen
tulajdonsagai lennének egy olyan hattér K* csatornanak, amely pontosan koveti
a GHK aram egyenletet.

Az ideadlis hattéer K* csatorna nem mutat feszlltségfiggd kapuzast,
vagyis a nyitasi valészinlisége (Po) fuggetlen a membranpotencial értékétdl. A
nyitasi valdszinlség szintén flggetlen az extra- és intracellularis K*
koncentracié nagysagatél. Egy masik fontos tulajdonsaga ennek az elméleti

hattér K* aramnak, hogy az aram nagysaga “pillanatszeriien” koveti a
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7. abra: A Xenopus petesejtben expresszalt TASK-3 csatornak fesziiltség-aram
osszefiiggése 2 és 80 mM extracellularis K* koncentraciéoju oldatokban.

A TASK-3 csatornakat kifejez6 Xenopus petesejt K* aramait a piros mérési pontok
mutatjak. A TASK-3 aram nagysaga mintegy szazszorosan meghaladja a nem
expresszalo petesejt endogén K+ aramanak amplitidojat (nem mutatom). A feszlltség-
aram 6sszefiiggés kozelitbleg egy origon atmend egyenes a 80 mM extracellularis K*
koncentracioju oldatban. Alacsony (2 mM) extracellularis [K*] esetén viszont a befelé
iranyulé aram toredékére csokken a negativ membranpotencial értékeken és a
fluggvény a vizszintes tengelyhez kozelit. A mért TASK-3 aramokat (piros) jol kozelitik
a Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) aram egyenletbdl szamitott gorbeillesztések (kék
gorbék). A GHK aram egyenletet Id. az abra aljan szintén kék szinnel (445. old. a [42]
kényvben); P: permeabilitas; z: t6ltésszam (K*-ra +1); F: Faraday allando; R: altalanos
gazallandd; T: abszolut hédmérséklet; Vm: membranpotencial;, Cin és Cex: intra- és
extracellularis K* koncentraci6. Az abrazolt TASK-3 aramokat (piros) a
feszlltséglépések kezdete utan 2.4 ms-mal mértem, késébb (50 ms) ehhez még egy
kisebb feszultségfuiggé TASK-3 aram komponens is hozzdadddott, ez az illesztést a
GHK aram egyenlettel pontatlanabba tette. Médositva a [28] kdzleménybdl.

membranpotencial valtozasait. (Ezt szokas ugy is fogalmazni, hogy a csatorna
mikodése "id6 fuggetlen” ("time independent”) [27], vagy hogy a csatornanak
nincs aktivacios, deaktivacios és inaktivaciés kinetikaja [43].) A feszultségfuggd
K* csatornak (Kv) konformaciés atrendez6dést mutatnak a membranpotencial
valtozas hatasara a ms-os idOskalan és ez megvaltoztatia a nyitasi
valoszinlséguket. Ezzel éles ellentétben, az idealizalt Kop csatornak aramanak

nagysaga csak a K*-ra vonatkozo elektrokémiai gradiens (hajtéerd) valtozasatol
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flugg, amely viszont a biologiai id6skalan tekintve gyakorlatilag azonnali médon
koveti a membranpotencial eltéréseit. Ebbél kdvetkezik, hogy fesziltségzar
(voltage clamp) kisérletben az ideadlis hattér K* csatornak makroszkopos arama
négyszogjelszerten hiien koveti a feszultséglépéseket.

Masik lényeges tulajdonsaga az idealis hattér K* csatornanak, hogy
nincs tényleges egyeniranyitd mikodése, vagyis nem jellemzd ra rektifikacio.
Megegyez06 nagysagu, egymassal ellentétes iranyu elektrokémiai gradiensek
egyenlé nagysagu ellentétes iranyu K* aramokat hoznak létre. Ha a membran
két oldalan a tdltéshordoz6é koncentracidja megegyezik, akkor a feszlltség-
aram Osszefuggés egy origon atmend egyenes (Id. 7. abra, 80 mM [K*]). A
fiziologias K* koncentraciok esetén megfigyelhetd latszélagos rektifikacio
kizardlag amiatt jelentkezik, mert a membran két oldalan eltér6 a [K']
(hasonldéan a 7. abra 2 mM [K*] gbrbéjéhez). Ha a membran egyik oldalan
nagyon alacsony a toltéshordozé koncentracioja, akkor a fiiggvény a vizszintes
tengely egyik iranyaban a tengelyhez kozelit, hiszen errél a toltéshordozoban
szegeény oldalrél nem folyhat szamottevé aram a membranon keresztil egyik
membranpotencial értéken sem. Az eltér6 K* koncentraciok miatt fellép6
latszolagos egyeniranyitast szokas nyitott csatorna rektifikaciénak ("open
rectification”) is nevezni [44].

Ha egy kalium aram hozzavetblegesen teljesiti a fenti kritériumokat,
akkor hattér K* aramnak lehet tekinteni. A valdédi Kop csatorndk arama nem
teljesiti a feltételeket tokéletesen, azonban a nagy kalium csatorna csaladok
(Kv, Kir, K2r) kOzUl messze a legjobban kozeliti azokat. Szamos oka van, hogy
a Kop csatornak arama eltéréseket mutat a GHK aram egyenlet altal jésolt
eredménytél. A kalium csatornak pérusa nem teljesiti a GHK elmélet egyik
eléfeltételét, miszerint az ionok atjutasa a csatornan egymastaol fliggetlen, mivel
a csatornak porusaban valdjaban egyszerre egynél tobb kotott ion is lehet,
amelyek elektrosztatikus interakcidéba kerllnek ("multi-ion pore”) [45].

Egyes Kop csatornak (pl. TREK-1 vagy TASK-3) emellett kimérhet6
mértékl feszlltségfliggést mutatnak [46,47]. Megnyilvanulhat ez a
makroszkopos aram aktivacids kinetikat mutaté komponensében depolarizalo

feszlltséglépést kovetben, illetve ezzel ekvivalens mdédon megfigyelhetd a
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nyitasi valdszinliség novekedése depolarizacid hatasara az egyedi csatorna
(single channel) mérésekben.

Példaul a TREK-1 esetében a depolarizacié miatti aktivacio olyan gyors
(t = 4-6 ms) [47], hogy ha a makroszkopos aram mérése soran a fesziltségzar
(voltage clamp) nem elég hatékony, akkor a nagyobb kifelé iranyuldé aram miatt
a jelenség kifelé rektifikacionak tlinhet. A TREK-1 aramat az elsé
kozleményben kifelé rektifikald aramként irtak le [41]. A GHK egyenlet altal
josolt nyitott csatorna rektifikacional nagyobb meértéki kifelé egyeniranyitasert
legalabb két mechanizmus felelés. A befelé iranyulé aramot gatoljak az
extracellularis divalens kationok (Ca?* és Mg?*), és ez tényleges kifelé
rektifikaciot okoz, amely megnyilvanul az egyedi csatorna aram mérése soran is
[48,49]. A masik része a latszodlagos kifelé egyeniranyitasnak divalens kationok
hianyaban is jelentkezik és ez valojaban a gyors feszlltségfiggé aktivacio miatt
jon létre. Ez a mechanizmus az egyedi csatorna vezet6képességet nem
valtoztatja, hanem a depolarizacié kovetkeztében kialakulé nagyobb nyitasi
valészinlségen alapul [47].

Erdekes médon a fesziiltségfiiggd TREK-1 aram komponens bizonyos
korulmények kdzott megjelenik, mig mas koriimények kdzott az aram jobban
kozeliti a GHK egyenlet altal josolt nyitott csatorna rektifikacidét. Azok a
tényezb6k, amelyek befolyasoljak, hogy a TREK-1 aram er6sen kifelé rektifikalo
jelleget mutat vagy hattér K* aramnak felel meg, nagyon szerteagazéak és
egyértelmlen 6sszefliggenek a csatorna komplikalt szabalyozasaval. Hattér K*
aram jelleget okozhat a csatorna defoszforilacidja [50], a csatornat aktivald
arachidonsav (10 uM) [51], vagy kloroform (5 mM) [48], a foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2) kétédése a csatornahoz, az intracellularis pH csdkkenés, a
membranfeszulés fokozdédasa [52], vagy pl. az AKAP150 interakcios fehérje
kotbédése [53]. Kozos tulajdonsaga ezeknek a szabalyozé tényezéknek, hogy
keresztul fejtik ki. A C-terminalis régié delécidja megszlnteti a feszultségfliggd
aram komponenst [47].

Joggal felmerul a kérdés, hogy milyen médon johet létre a Kzp csatornak

feszlltségfliggd aktivacioja, hiszen ezek nem tartalmaznak a feszultségfiuggd Kv
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csatornak S4 szegmentumahoz [54] hasonlé feszlltségérzékel elemet. Ennek

magyarazatara dolgoztak ki az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas elméletét (8. abra)

[55].
Ap- fl
B érzékelés akt?\f;:ié ‘
+Au ® ‘
-A
A O "
T Ap A ®
g, TR TAH P
10 . SFion-depletalt SF petsitott SFitelé ionmozgas
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0 E K' _ inverzio ? inaktivacio
V (mV) ‘ '
i = 0 —
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SF kifelé ionmozgas SF befelé ionmozgas SFiOI'l-de pletalt

8. abra: Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas mechanizmusa.

A. A Kop csatornak makroszképos aramanak (kék gorbe) fliggése a membranpotencial
és a K* egyensulyi potencial (Ex) értékétél, kivagott "belsejét kiforditott” membran
foltban (excised inside-out membrane patch). B. Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas
aktivaciés mechanizmusanak bemutatasa. Az egyensulyi potencialnal (Ex) negativabb
membranpotencial értéken a szelektivitasi filter (SF) kis valdszinlséggel tartalmaz K*
ionokat, depletalt allapotban van, az SF kevéssé vezetd konformaciot vesz fel és a
csatorna csak kis befelé iranyuldé &ramot vezet (SFion-depetar). Amikor a
membranpotencial az Ex értékénél pozitivabba valik, akkor az elektrokémiai potencial
valtozas (Au) hatasara a porus K* kétéhelyei telitddnek, azonban a csatorna még nem
kerll nagy vezet6képessegl allapotba (SFpewsitsr). A kdtBhelyek telitbdése konformacio
valtozast hoz létre és ez teszi lehetévé a nagymértékl kifelé iranyuld ionmozgast a
poruson keresztll (SFuireisionmozgas). A feszultségfuggd aktivacié idéallanddja a
konformaciovaltozas kinetikajat tikrozi. C. Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas deaktivacios
mechanizmusanak bemutatasa. Ha az aktivalt, nagy kifelé iranyuld aramot vezetd
csatorna mikodése kdzben (SFuiiteis ionmozgss) @ membranpotencidl hirtelen az Ex érték
ald csOkken, akkor |létrejon egy gyors aramirany valtozas (“fluxus inverzid”,
SFoefeis ionmozgas)- Ez a befelé iranyuld aram egy gyorsan deaktivalédd aram komponenst
("tail current”) hoz létre. Az aram gyorsan lecseng, mert a porus K* kot6helyei
kidrtlnek, és a csatorna visszatér a nem (kevéssé) vezetd allapotaba (SFion-depiets)-
Mdédositva a [55] kdzleménybdl.
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Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzasi mechanizmusban a feszliltségfiiggéshez
szUkséges toltéseket a transzmembran elektromos térben maguk a vezetett
ionok biztositjak. A mechanizmus a csatorna szelepszeri muikodéseét
eredményezi. Ha a K* ionok befelé vandorolnak a péruson keresztll, akkor ez a
szelektivitasi filter kotShelyeinek kilrulését, majd a poérus Osszezarodasat
okozza. Ezzel szemben a kifelé iranyuldé K* aramlas a szelektivitasi filter
kotdhelyeit teliti és a porus fenntartott nyitott allapotat biztositja.

Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzast a TWIK-1 csatorna kivételével az 6sszes
tobbi vizsgalt Kep csatornanal (TREK-1, TREK-2, TRAAK, TASK-1, TASK-2,
TASK-3, TALK-2, TRESK) medfigyelték kivagott membran foltban [55]. A TREK
alcsaladba tartozo csatornaknal a makroszkdpos aram sok esetben egyértelmi
(latszolagos, GHK elmélet altal nem magyarazhato) kifelé rektifikalast mutat, jo
0sszhangban az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas elmélettel. Ezzel szemben viszont
egyes tovabbi, a fenti felsorolasban is szerepl§ csatornaknal sokszor nem
annyira nyilvanvalé a kifelé rektifikalas. Habar a kivagott membran foltban a
TASK-1 csatornanal mintegy 8-szoros rektifikacids koefficienst kdzoltek az ion-
fluxus-kapcsolt kapuzas vizsgalata kapcsan [55], sajat és masok korabbi teljes
sejt (whole cell) méréseiben nem volt ilyen mértékben nagyobb a kifelé iranyuld
aram a befelé iranyulonal. Ha magas extracellularis K* koncentraciéju oldatban
a K* egyensulyi potencial 0 mV (szimmetrikus [K*]), akkor a TASK-1 feszultség-
aram Osszeflggése j6 kozelitéssel egy origbn atmend egyenes teljes sejtes
rendszerekben [43,56]. Ez arra utal, hogy a TASK-1 inkabb hattér K*
csatornaként makodik a teljes sejt korulmények kozott és ilyenkor kevésbé
jellemzé ra az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas. Emiatt pl. a TASK-1 csatorna
esetén az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas fiziologias jelentéségének megitélésére
tovabbi tanulmanyok szukségesek. Ahogy azt a TREK-1 csatorna részletes
vizsgalata sugallja, valoszinileg a tobbi Kzp csatorna is mikodhet a
korulményektél fuggben hattér K* csatorna vagy ion-fluxus-kapcsolt kapuzo

uzemmaodban.
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2.1.5 Szabalyozasi mechanizmusok

A K2p csatornak aktivitasat szamos fizikokémiai paraméter befolyasolja
(Id. 9. és 10. abra). Egyes esetekben a kullonleges érzékenység miatt a
csatorna élettani szempontbdl jelentds szenzor funkciét tolt be. Fontos azonban
leszogezni, hogy a szabalyozasi mechanizmusok altalaban az egyes Kop
alcsaladokra vagy akar csak az adott csatorna tipusra specifikusak, tehat ennek
megfeleléen semmiképp nem targyalhatok altalanosan az Osszes csatornara
vonatkozoéan.

A TASK-1 és TASK-3 csatornak érzékenyek az extracellularis pH
valtozasara, a savanyodas gatolja 6ket, innen adddik az elnevezésuk (Twik-
related Acid-Sensitive K* channel). Tobb mas K* csatorna tipust is gatol az EC
savanyodas, azonban sokkal kisebb mértékben, tadgabb tartomanyban, illetve
lényegesen alacsonyabb pH értékeken, mint a TASK-1 csatornat. A er6sen pH-
fuggé TASK-1 aram maximumanak 90 %-a mérhet6 pH 7.7-en, viszont az
aramnak csak 10 %-a marad meg pH 6.7-en [43]. A TASK-3 is hasonldan erds
pH-fliggést mutat, azonban az érzékenységi tartomanya savasabb iranyba tolt,
mint a TASK-1 csatornaé [46,57]. A TASK-1 és TASK-3 nagyfoku pH
erzékenységet egy extracellularis elhelyezkedésld hisztidin  oldallanc
protonaléodasa okozza [46,58]. A TASK alcsalad harmadik tagjat, a TASK-5
csatornat, eddig nem sikerult funkcionalisan kifejezni, annak ellenére, hogy a
csatorna  mRNS-e egyértelmlien jelen van bizonyos idegrendszeri
strukturakban, pl. a hallérendszer kozponti idegrendszeri palyaiban [59-62].

A TALK (Twik-related ALkaline pH-activated K* channel) alcsalad tagjai
az EC pH ndvekedésére aktivalédnak, pH 7.4-en aranylag kis aramot vezetnek.
A TALK alcsaladba tartozik a TASK-2 csatorna, amelynek a pH 6.5-8.8
tartomanyban valtozik az arama 10 és 90 % kozott [63]. A TASK-2 csatorna
extracellularis pH érzékel6 mechanizmusa eltér a TASK alcsalad tagjaiétdl. Egy
a szelektivitasi filterhez kozeli, kulonleges fehérje koérnyezetben elhelyezkedé,
megvaltozott pK értékl arginin protonaldédasa kozvetlen elektrosztatikus
hatassal akadalyozza a K* mozgast a poruson keresztul [64]. A TALK-1

csatornaban ugyanebben a pozicidoban szintén arginin, a TALK-2-ben pedig
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lizin talalhatd, ezek a bazikus aminosavak hasonlé szerepet jatszanak a pH
érzékelésben, mint a TASK-2-ben. Eltéréen a TASK alcsalad tagjaitél, a
TASK-2 csatornat az intracellularis pH is szabalyozza, a citoplazma
alkalinizalédasa aktival. Ezért mas mechanizmus felelés, mint az EC pH
érzékelésért [65,66]. A TALK-1 és TALK-2 csatornak még bazikusabb pH-n
aktivalodnak, mint a TASK-2. A fiziolégias pH 7.4 értéken gyakorlatilag nem
vezetnek aramot és az aram csak pH 10 folott éri el a maximumat [67,68].

Részletesen vizsgaltdk a TREK alcsalad intracellularis pH fuggeését. Az
intracellularis savanyodas aktivalja a TREK-1 és TREK-2 csatornakat [69-71],
mig a bazikus pH serkenti a TRAAK-ot, de a savanyitas nem hat ra [49]. A
TREK-1 és -2 csatornakat az IC savanyodas nem csak aktivalja, de érzékenyiti
a mechanikai ingerekre, illetve kivédi a Gs jelatviteli ut gatlé hatasat (Id. alabb).
Az IC pH valtozas a csatorna proximalis C-terminalisaban talalhaté glutamaton
keresztul hat [70-72]. A TRAAK C-terminalisanak helyettesitése a TREK-1
csatornaéval atvitte az IC savanyitas aktivalo hatasat a kimérara, amelynek
transzmembran régiéi és poérusdoménjai a TRAAK-bdl szarmaztak [71]. Ez
meggy6zbéen mutatja a C-termindlis donté jelentéségét a TREK csatornak
intracellularis pH altali szabalyozasaban. A TREK-1 és TREK-2 aramat az
extracellularis pH csokkenése ellentétes iranyban valtoztatja [73].

A TREK alcsalad tagjai mechanoszenzitiv csatornak [48,69,71,74,75]. A
csatornak érzékenysége a membranfeszulésre megnyilvanul kivagott membran
folton végzett patch clamp mérésben, amikor a pipettaoldat nyomasat
valtoztatjagk. @Az  extracellularis oldal iranyabol Iétrehozott negativ
(szubatmoszféras, pl. -40 Hgmm) nyomas erds ingere a csatornaknak, mig a
pozitiv nyomas csak kevéssé (TREK-1 és TREK-2) vagy nem (TRAAK) aktival
[48,49,69,76]. A membranra hatd nyiréerd, az ozmotikus hatasra megvaltozé
sejtmembran feszulés, vagy a membrangorbuletet befolyasold anyagok is
hatékony mechanikai ingerek a TREK alcsalad tagjaira [48,51,76]. Ahogy a
kivagott membran foltokban végzett kisérletek is mutatjak, a citoszkeleton
kapcsolata a csatornakkal nem szUkséges feltétlendl a
mechanoszenzitivitashoz, habar teljes sejt rendszerben modosithatja az

érzékenységet a mechanikai ingerekre [49,77]. Tobb vizsgalat is alatamasztja,
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hogy a lipid kettésréteg feszilése kdzvetlenll befolyasolja a TREK csatornak
muikodését és ez a mechanoszenzitivitas oka [78-80].

A TREK alcsalad tagjait aktivaljak a tobbszorosen telitettlen zsirsavak és
a lizofoszfolipidek [48,51,69,81]. A TRAAK csatornat ez alapjan nevezték el
(TWIK-Related Arachidonic Acid-activated K* channel) [81]. Az arachidonsav
(10 uM) mellett mas tobbszordsen telitettlen zsirsavak (PUFA, polyunsaturated
fatty acids) is jelentésen ndvelik a TREK csatornak aramat, azonban a
zsirsavak telitett megfelel6i nem aktivalnak [69,74,81,82]. Hasonléan az IC
savanyodashoz, a PUFA is fokozza a csatornak mechanikai érzékenységét és
kivédi a protein kindaz A altali gatlasukat. Ez jol mutatja, hogy az eltéré
fizikokémiai és jelatviteli tényez6k altal elinditott csatorna szabalyozo
folyamatok Osszefondédnak. A PUFA hatasahoz is szukséges a csatorna C-
terminalisanak jelenléte [48,70]. Az arachidonsav kivagott membran foltban a
membran mindkét oldalarél hatékony (belllrél gyorsabban néveli az daramot)
[49,74,81]. Emiatt valdészinli, hogy a PUFA kozvetlenil a csatornafehérjét
befolyasolja a cellularis integritastol fuggetlenul. A lizofoszfolipidek a telitettlen
zsirsavaktdl eltér6 mechanizmussal ndvelik a TREK aramot. Intakt sejtben
hatékonyak, azonban kivagott foltban nem jon létre a hatasuk [51,69].

A TREK csatornak arama meredeken novekszik a hémérséklet
fuggvényében a fiziologiasan relevans tartomanyban [83-86]. A hémérseklet
emelkedése 10 °C-onként korulbelll 7-14-szeres aram ndvekedést eredményez
a 24 és 37 °C kozotti tartomanyban (Q10=7-14) [83,84]. Osszehasonlitasul, a
kevéssé homeérséklet-érzékeny TASK-1 csatornanal Qio=2 [83,84], az ismert
termoreceptor szerepli TRP csatornaknal pedig jellemzéen Q10=20 [87]. Ugy
tinik, hogy a TREK alcsaladba tartoz6 csatornak hémérsékletfiggésének
jelentésége van a fiziologias hémérséklet érzékelés szabalyozasaban [85,86], a
periférian a vegetativ és szomatikus afferensekben [88-90] és talan a kozponti
idegrendszerben a hypothalamus hdémeérséklet érzékeny teruletein is [91].
Eltéréen a fent targyalt IC pH, PUFA és mechanikai hatasoktol, a Kop csatornak
hémérsékletfiggése elvész a membranfolt kivagasakor. Ez arra utal, hogy egy
még ismeretlen citoplazma faktor vagy egyéb az élé sejtre jellemzd tényezd

szukséges a TREK csatornak hémérsekletfuggd aktivacidjahoz.
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TREK-1 és TREK-2

Arachidonsav, Inhaléciés
PUFA anesztetikum

(kloroform,
éter,
halothan,
izofluran)

Kalcium-mobilizalo
receptor agonistak

G fehérje kapcsolt
receptor agonistak

H* (IC acidozis)
Citoszkeleton -—?)‘

cAMPt-Y -

p<+—PRE) «—— GmPt = NO
(S351 nem konzervalt a TREK-2 csatornaban)

AKAP150Q;
- kétédik a proximalis C-terminalishoz (AA298-313)
- egyéb szabalyozasoktol fuggetlenitve aktival

9. dbra: A TREK-1 és TREK-2 csatornak szabalyozasi mechanizmusai

A TREK csatornakat szamos fizikokémiai tényez6 aktivalja, mint pl. a
membranfeszllés, a depolarizacio, a hémérséklet emelkedése vagy az intracellularis
acidézis. A tobbszdrdsen telitettlen zsirsavak (polyunsaturated fatty acids, PUFA), mint
pl. az arachidonsav és szamos parolgé folyadék anesztetikum szintén nyitja ezeket a
csatornakat. A Gs/cCAMP/PKA és Go/PLC/DAG/PKC jelpalyak egyarant gatoljak a K*
aramot, az abran jelolt C-terminalisban talalhatd szerin aminosavak foszforilaciéjaval (a
szamozds a TREK-1 csatornanak felel meg). A NO/cGMP/PKG jelpalya viszont
aktivalja a TREK-1 csatornat, de nem hat a TREK-2-re. A TREK csatornak kapcsolata
a citoszkeletonnal Osszetett, a citoszkeleton gatlé hatast fejthet ki a TREK aramra,
azonban a csatornak miikddése is visszahat a citoszkeleton valtozasaira [77]. Az
AKAP 150 allvanyfehérje kozvetlenul kapcsoldédik a TREK-1 C-terminalishoz a 298-313
aminosavak (AA) kozotti régioban és aktivalja a K* aramot, illetve az egyéb szabalyozo
faktorok irant érzéketlen hattér (csurgd) aramma alakitja azt. (A nyilak aktivaciot
jelentenek, a T végzddések pedig gatlast. A kérddjel ismeretlen mechanizmust jelez.)
Modositva a [28] kdzleménybél.

A Kzp csatornakat nemcsak a fizikokémiai tényez6k befolyasoljak, hanem
intracellularis jelatviteli utak is regulaljak. Szamos sejttipusban a hattér K*
konduktancia szabalyozasa meghatarozza a membranpotencial valtozasait és
ezaltal dontéen kihat a sejt élettani mikodésére. Kilonds jelentdséguknek
megfeleléen, tdbb munkacsoport is gondosan tanulmanyozta ezeket a jelatviteli
folyamatokat. Els6sorban a TREK, TASK és TRESK alcsaladok viszonylataban
ismertek olyan jelpalyak, amelyek a csatorna aktivitast sokszorosara vagy

tortrészére tudjak valtoztatni [92].
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A TREK-1 és TREK-2 csatornakat a Gs- és Gg-fehérje kapcsolt
receptorok ingerlése gatolja [69,93,94]. A Gs jelpalyan a gatlast a [cAMP]
emelkedés miatti protein kinaz A (PKA) aktivacid, a Gq utvonalon pedig a
foszfolipaz C hatasara keletkezé diacilglicerin (DAG) és kalcium jel altal aktivalt
protein kindaz C (PKC) hozza létre. A PKA és PKC kozvetlenll foszforilaljak az
intracellularis C-terminalis régid egyes szerin aminosavait és ezzel a
mechanizmussal csokkentik a csatorna aktivitast. Ugyanezeket a szerineket az
AMP-fliggd kinaz (AMPK) is foszforilalja, ezaltal bizonyos sejttipusokban elvileg
az ATP bomlas soran megndvekvéd AMP koncentracidé, vagyis a sejt
metabolikus allapota befolyasolhatja a TREK aram nagysagat [95]. (A TRAAK
aktivitast a PKA és a PKC nem szabalyozza ugy, mint a TREK csatornakat [81].
A TRAAK aramat nem valtoztatja a Gq-kapcsolt receptorok ligandkotése [96].) A
TREK-1 aramot serkenti a csatorna protein kinaz G (PKG) altali foszforilacioja.
A PKG egy olyan szerin aminosavat foszforilal, amely a TREK-2 csatornaban
nem konzervalt. Ezen a mechanizmuson keresztil a nitrogén-monoxid (NO)
aktivalja a TREK-1 csatornat a gasztrointesztinalis rendszerben a simaizom
sejtek citoplazma [cGMP] emelkedésén keresztul [97,98], azonban a
cerebrovaszkularis simaizomban ez a hatas nem volt megfigyelhetd [99].

A fehérje interakciok fontos szerepet jatszanak a Kop csatornak
mikodésében, pl. a csatornak megfelel6 lokalizaciéjat biztositjak, a csatorna
aktivitasat modositjak, vagy kozrejatszanak az Osszetett intracellularis
szabalyozasi mechanizmusokban. A TREK, TASK és TALK csatornak a
citoplazmaban talalhaté kulonbozé fehérjekkel mutatnak interakciot.

A TREK csatornak interakcios partnerei a C-terminalis régidban talalhato
szekvencia motivumokhoz kapcsoldodnak. A TREK-1 csatornahoz kotédik az
egyik protein kinaz A-t kihorgonyzdé allvanyfehérje, az AKAP150 (A-kinase
anchoring protein 150). Egyrészt az allvanyfehérje kotddése fehérje-fehérje
interakcidval kozvetlenul aktivalja a TREK-1 csatornat. Masrészt, az AKAP150
asszociaciéja megvaltoztatia a TREK-1 aram feszlltségflggését. A bazalis
korilmények kozott jellemzé erbsen kifelé rektifikald jelleg megszlnik, és a
TREK-1 hattér (leak) K* csatornaként mikodik. Az AKAP150 emellett beleszdl a

csatorna szabalyozasaba is, az allvanyfehérje kapcsolédasa miatt eleve is
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aktivalt TREK-1 arama mar nem nodvelhet6 tovabb mechanikai hatassal vagy
arachidonsavval [53]. A TREK-1 és TREK-2 C-terminalisahoz egy masik
interakcidos fehérje, a mikrotubulus-asszocialt protein Mtap2 is kotodik. A
kotbhelye a csatornaban eltér az AKAP150-ét6l és ez az interakcid6 nem
befolyasolja a csatorna aktivitast, azonban fokozza a TREK-1 fehérje kijutasat a

plazmamembranba [100].

TASK-1 és TASK-3

H+ (EC acidézis)  Anandamid

Ruténium véros és Zn?* / Inhaldcios

Csak a TASK-3-at gatoljak : Kalcium-mobilizalé
Lizin (K) a TASK-1-ben anesztetikum iy
Glutamét (E) a TASK-3-ban (halothan, ptar:ag

izofluran)

N,

.
-
.
~

Mitochondriumok ROS|

(ATP szint ?
csokken) p11 (bizonyos szdvetekben)
NADPH- - endoplazmas retikulum retenciot okoz
oxidaz COPIL: - kot6dik a C-terminalis KRR motivumhoz
/ - endoplazmas retikulum retenciot okoz
Hipoxia - két6dését megakadalyozza a 14-3-3

kihorgonyzabdasa

10. abra: A TASK-1 és TASK-3 csatornak szabalyozasi mechanizmusai

A csatornakat gatolja az extracellularis savanyodas az els6é extracellularis hurokban
taldlhaté hisztidin 98 (H98) protonalédasa miatt. A kalcium-mobilizald, Gg-fehérje
kapcsolt receptorok aktivalédasa erételjes TASK gatlast okoz, a foszfolipaz C 8 (PLCPR)
enzimreakcié kovetkeztében, a plazmamembranban felhalmozodo diacilglicerin (DAG)
kozvetitésével. Vitatott, hogy a hatashoz hozzajarul-e az a4 fehérje kdzvetlen kétédése
a csatornahoz, illetve a membran foszfatidil-inozitol-4(,5)-biszfoszfat PIP. deplécio.
Bizonyos sejttipusokban a hipoxia ismeretlen mechanizmussal gatol. Az inhalacios
anesztetikumok egyes tipusai aktivalnak (az éter és kloroform nem). Az anandamid
nem specifikus TASK gatlészer. A polikation ruténium vorés és a cink (Zn?*) a TASK-3-
at gatoljak, de a TASK-1-et nem, mivel a TASK-3-ra specifikus negativ téltési glutamat
70 (E70) aminosavhoz kétédnek. A koatomer protein COPI endoplazmas retikulum
retenciét okoz, ezt akadalyozza meg a 14-3-3 adapter fehérje kotése. A p11 kdzvetett
modon okoz retencidét az endoplazmas retikulumban. (A nyilak aktivaciét, a T
végz6dések gatlast, a kérdgjelek ismeretlen mechanizmust jelentenek. A szaggatott
vonalak a membranba kihelyez6dés valtozasat jeldlik.) Médositva a [28] kdzleménybdl.
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A TASK-1 és TASK-3 C-terminalis utols6 6t aminosavahoz (RRSSV a
TASK-1 csatornaban) koétédik a 14-3-3 adapter fehérje [101-104]. A 14-3-3
kotddése maszkolja a csatornak endoplazmas retikulum retencios szignaljat,
emiatt a koatomer protein COPI nem tud kotédni és a porusképzé alegység a
plazmamembranba iranyitédik. A TASK csatornak C-terminalisa emellett még
interakciét mutat a p11 (S100A10) adapter proteinnel [105,106] és a syntaxin-8
fehérjével [107], amelyek kulonb6z6 mechanizmussal okoznak
endoplazmatikus retikulum retenciot és csdkkentik a csatorna expressziot [104].

A TALK alcsaladba tartoz6 TASK-2 csatornahoz is kotédik a 14-3-3
fehérje, azonban nem a C-terminalis legvégéhez, hanem egy annal
proximalisabb C-terminalis régidhoz, egy nem klasszikus tipusu kot6helyen
keresztul. A 14-3-3 kotédése a TASK-2-hoz mérsékelten fokozza a csatorna
mennyiséget a plazmamembranban [108]. Heterolog expressziés rendszerben
leirtak, hogy a heterotrimer G fehériék By alegysége is kotédik a TASK-2
csatornahoz, azonban ennek élettani jelentésége tovabbi megerdsitésre var,

hiszen a csatorna receptor-medialt szabalyozasat nem mutattak ki [109].

2.1.6 Elettani és orvosi jelentéség

A feszlltségfiggd K* csatornak (a Kv csalad tagjai) repolarizalnak,
vagyis az aktivaciés folyamatok (pl. akcios potencial) miatt pozitivabb
membranpotencialt visszatéritik a nyugalmi negativ érték iranyaba. A befelé
rektifikalo K* csatorndk (a Kir csalad tagjai) a nyugalmi membranpotencial
fenntartasahoz jarulnak hozza, mivel negativ feszlltség értékeken vezetnek
nagy aramot. A hattér K* csatornak (a Kzp csalad tagjai) viszont mindkét hatast
kifejtik a membranpotencialtol kevésbé fuggd mikddésuk miatt, stabilizaljak a
negativ nyugalmi membranpotencialt és erbteljes repolarizaciot is létrehoznak.

A Kzp csatorndk élettani jelentéségének atfogod targyaldasa meghaladja a
jelen értekezés kereteit. Az elmult husz év intenziv vizsgalatainak
eredményeként tobb mint 1000 kézlemény jelent meg a Kop csatornakrél. Tobb
probalkozas is tortént a csatornak élettani jelentéségének Osszefoglalasara.

Mindenképpen érdemes megemliteni a Pfliigers Archiv (European Journal of
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Physiology) folydirat kilénkiadvanyaban megjelent kézlemény sorozatot, amely
19 6sszefoglalé és néhany eredeti munkat is tartalmaz és tébb mint 250 oldalon
targyalja a Kop csatornak jelentéségét (Pfliigers Archiv, 2015, 467(5):865-1142,
bevezet6t Id. [110]). Korabban munkacsoportunk és késébb masok is kdzoltek
altalanos 0Osszefoglalét a Kep csatornak mikodésérdl és élettani szerepérél
[28,111]. Az értekezésben alabb csak néhany altalam kulonosen érdekesnek
itélt kiragadott példan keresztul adok szemelvényeket a Kzp csatornak élettani

és orvosi jelentéségérol.

2.1.6.1 A Kzp csatornak jelentésége az altalanos anesztéziaban

A TASK és TREK csatornak kiterjedten expresszalddnak a kozponti
idegrendszerben  és  fontos  szerepet jatszanak az  idegsejtek
ingerlékenységének csokkentésében. A muitéti érzéstelenitésben gyakran
hasznalt inhalaciés anesztetikumok hatasukat jelentés részben a Kzop csatornak
aktivalasan keresztul fejtik ki. A Ko csatorndak aramanak ndvelése
hiperpolarizalja az idegsejteket, ez hozzajarulhat az altalanos anesztézia soran
jelentkezé tudatvesztéssel jard, csokkent ingerelhet6ségi, fajdalomcsillapitd,
altatd, izomrelaxans és méréskelt autondm reakciokkal jellemezheté hatasok
kialakulasahoz. A halothan és izofluran az altatasnal hasznalt koncentraciéban
er6teljesen noveli a TREK-1, TREK-2, TASK-1, TASK-3 és TRESK aramat
[69,112-117]. A sebészi anesztézia torténelmi korszakaban hasznalt kloroform
és dietil-éter is aktivalja a TREK-1 csatornat 1 mM-os, vagy az alatti
koncentraciéban [112], illetve a kloroform hasonlé hatasat kimutattak a TREK-2
csatornara is [69]. A TREK-1 és TRAAK csatornat emellett aktivalja még a
kloralhidrat aktiv szarmazéka [118], illetve a TREK-1 csatornat a
gazanesztetikum N20, xenon és ciklopropan is [119], amelyek a halothannal
vagy izoflurannal létrehozott anesztéziaban szintén fontos GABAA receptorra
nem hatnak [120]. Néhany Kzp csatorna tipust (TWIK-1, TRAAK és TALK
csatornak) lényegében nem befolyasolnak az inhalacidés anesztetikumok
[67,112], a THIK alcsalad tagjai pedig a halothan altali gatlasrol kaptak a

neviket (Tandem pore domain in a Halothane-Inhibited K* channel) [121].
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A TREK-1 génhianyos egérben a kloroform, halothan, sevofluran és
dezofluran anesztetikus hatasa joval gyengébb, mint a vad tipusu allatokban
[122]. Az altato hatas késébb jelentkezik, és a fajdalmas ingerre adott motoros
valasz megszuntetéséhez szukséges minimalis alveolaris koncentracié (MAC)
is nagyobb. A hatds nem a TREK-1 hianyaban jelentkez6 Aaltalanos
hiperexcitabilitas kovetkezménye, mert a pentobarbital — amely a GABAa
receptoron keresztul hat, de nem befolyasolja a Kzp csatornakat — hasonléan
hatékony a TREK-1"- és vad tipusu allatokban [122]. A TREK-1 hidanyaban a
halothan kevésbé gatolla a preszinaptikus glutamat felszabadulast a
cerebrokortikalis idegvégzédésekben [123]. A TREK-1-- allatokhoz hasonldan, a
TASK-1, TASK-3 és TASK-1/3 dupla génhianyos egerekben szintén csokkentek
a halothan és izofluran anesztetikum hatasok [116,124-126]. A TASK csatornak
szelektiv eltavolitasa a kolinerg neuronokbdl (kondicionalis génhianyos egeér)
ugyanugy csokkentette a halothan immobilizalé és szedativ hatasat, mint a
TASK csatornak eliminaciéja a teljes allatban [116]. Az immobilizacihoz a
TASK csatornak aktivacidjanak hatasara létrejové gerincveldi motoneuron
hiperpolarizacié jarul hozza, amig a halothan szedativ hatasaban minden
bizonnyal magasabb szintli kézponti idegrendszeri (pl. hidi vagy el6agyi)
kolinerg neuronok csokkent aktivitasa szerepel. Tovabbi részletekért a Kop

csatornak jelentéségerdl az anesztéziaban Id. a [115,127-129] 6sszefoglaldkat.

2.1.6.2 A TREK-1 az antidepresszans kezelés potencialis célpontja

A TREK-1 csatorna, altalanos neuron hiperpolarizaldé mikodése egyik
elemeként, kiemelt fontossagu azokban az idegrendszeri strukturakban,
amelyek meghatarozzak a viselkedés és kedélyallapot alakulasat. A TREK-1
gén hianya egérben depresszio-rezisztens fenotipust eredményez [130]. A
TREK-1"- egerek az antidepresszans gyogyszerek vizsgdalatara kidolgozott 6t
kulonboz6 standard tesztben lényegében ugy teljesitenek, mint a vad tipusu
allatok hatékony antidepresszans kezelést (pl. fluoxetin adasat) kdvetéen. Pl. az
egeret vizzel telt tartdlyba helyezve az atmeneti immobilitas idétartama — ez
talan leginkabb az emberi kétségbeesésnek felelhet meg — jelentésen lerdvidul

a TREK-17 allatban. A TREK-1 kifejez6dik a dorzalis raphe magokban és a
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génhianyos allatban a szerotoninerg neuronok aktivitasa fokozott. A szerotonin
szintézis és visszavetel egyuttes akut gatlasaval a neuronokban Iétrehozott
telies szerotonin deplécidé megszunteti a depresszio-rezisztens fenotipust a
TREK-1" dllatban [130]. Ez arra utal, hogy a TREK-1 hidnya a szerotonin
neurotranszmisszi® modositasan keresztul fejti ki a hatasat elsésorban.
Emberben kapcsoltsagot mutattak ki a TREK-1 genetikai variansai és a
depresszios megbetegedésre valé fogékonysag, illetve az antidepresszans
kezelésre adott valaszkészség kozott [131,132].

A fluoxetin a szerotonin visszavételt gatlé antidepresszans gyogyszerek
csoportjaba (selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI) tartozik és a
visszavétel gatlasa miatt a szinaptikus résben megemelked6 szerotonin
koncentraci® minden bizonnyal hozzajarul a terapias hatasahoz. Emellett
azonban a fluoxetin, illetve féként annak aktiv metabolitia a norfluoxetin,
hatékonyan gatolja a TREK-1 csatornat. A norfluoxetin félmaximalis TREK-1
gatlé koncentracioja (ICso = 9 yM) a terapias koncentracio tartomanyba esik
[133]. Emiatt nagyon val6szinl, hogy a TREK-1 csatorna gatlasa a fluoxetin
alkalmazasakor szintén részt vesz a terapias hatas kialakitasaban. Az SSRI
gyogyszerek kdziul nem csak a fluoxetin gatolja a TREK-1 csatornat, hanem a
paroxetin, sertralin és fluvoxamin is, hasonl6an alacsony ICso értékekkel [130].
A TREK-1 mRNS-rél alternativ transzlacio iniciacioval kétféle polipeptid valtozat
irodik at [134,135]. Mindkét valtozat mikddik (eltéré6 az egyedi csatorna
vezetbképességlk) és nagy  kulonbséget mutatnak a  fluoxetin
erzékenységukben [136]. A TREK-1 fehérje és a norfluoxetin komplexének
kristalyszerkezetét meghataroztak [37]. A norfluoxetin molekula a TREK-1
csatorna intramembran részében taldlhatd fenesztraciéba koétédik és ezaltal
stabilizalja a csatorna zart konformaciojat. Ez az eredmény j6 dsszhangban van
a TREK alcsalad egy alternativ kapuzasi modelljével (melyet az
Elektrofiziologiai tulajdonsagok fejezetben (2.1.4) nem ismertettem). Eszerint a
csatornak zart allapota ugy jon létre, hogy a hidroféb intramembran térben, a
transzmembran hélixek kozott, egy fenesztracié nyilik, amely a podrus

tengelyéhez vezet a szelektivitasi filter alatti terlletre. Ebbe az oldaliranyu
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nyilasba dugattyu maodjara zsirsavlanc hatolhat a membrant alkotd lipidekbdl és
€z zarja a csatorna porusat [35,38].

A fent bemutatott eredményekbdl kovetkezik, hogy a TREK-1 csatorna
gatlasa varhatéan antidepresszans hatasu. Ennek megfeleléen intenziv
er6feszitések torténtek a TREK-1 csatornat gatlé antidepresszans hatdéanyagok
kifejlesztésére. Ezen a terileten el6relépést jelentett annak felfedezése, hogy a
neurotenzin receptor 3 (NTSR3/sortilin) fehérje proteolitikus hasadasabol
keletkezd szekretalt peptid egyik fragmensének megfelel6 szintetikus analdg, a
spadin gatolja a TREK-1 csatornat [137]. A spadin a TREK-1 aram koézvetlen
gatlasan kivil egyben fokozza a csatorna internalizacidjat is. Ragcsald
modellben a spadinnal torténd kezelés mar négy nap alatt antidepresszans
hatast fejt ki, amelynek gyakorlatilag minden jellemzéje megfelel a harom-négy
hetes fluoxetin kezeléssel elért valtozasoknak, beleértve a CREB foszforilaciot
és hippocampalis neurogenezist [137]. Allatkisérletes modellben a spadin
antidepresszans hatasa fennmarad harom hetes kezelés utan is [138]. A
spadinnak csekély az in vivo stabilitasa és maximalisan 7 éras a hatastartama.
Folyamatos prébalkozasok torténnek a spadin szerkezetének optimalizalasara.
A rovidebb spadin analégokat ("mini-spadin”) er6sebb TREK-1 gatlé hatas,
meghosszabbodott hatastartam és jobb biohasznosulas jellemzi (Id. a [139]
0sszefoglalot).

A sortilin/sortilin-eredetli propeptid rendszer a TREK-1 endogén
regulatora lehet és a rendszer komponenseinek valtozasat vizsgalni kezdték
depresszios betegekben. A szolubilis sortilin [140,141] és a sortilin eredeti
propeptid [142,143] szintje is szignifikansan eltér a depresszidés betegekben a
normalistdl. A sortilin eredetl propeptid szintje reagal a betegek
antidepresszansokkal tortéené sikeres kezelésére [142], illetve valtozik azokban
a betegekben, akiknek allapota nem javult az antidepresszansokra, de az
elektrokonvulziv terapia hatasos volt naluk [143]. A sortilin eredetli propeptid
potencialis biomarker a depresszids beteg allapotanak megitélésére (Id. a [144]

Osszefoglalot).
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2.1.6.3 A TASK és TALK csatornak a kemoreceptorokban

A TASK és TALK alcsalad tagjai rendkivul érzékenyek az extracellularis
pH valtozasara (Id. a 2.1.5 Szabalyozasi mechanizmusok fejezetet). Ezek a
csatornak tobb szervben is pH-szenzor funkciot tdltenek be. Mivel az
extracellularis savanyodas gatolja a hattér K* aramukat, ezért az EC pH
csOkkenésére depolarizacio jon létre. A depolarizacio ingerelt allapotot és ezzel
egyutt gyakran fokozott neurotranszmitter leadast eredményez a csatornakat
kifejez6 sejtben.

A glomus caroticumban talalhaté periférias kemoreceptor sejtekben
donté részben a TASK-1 és TASK-3 csatornak hozzak létre a hattér K* aramot
[145-149]. A extracellularis pH csokkenés hatasara a TASK csatornak
gatlodnak, az 1-es tipusu glomus sejtiek depolarizalédnak, ez pedig
feszliltségfliggé kalcium csatornak nyilasat, citoplazma [Ca?*] novekedést és
ezaltal fokozott transzmitter leadast okoz. Az egyik jelentés transzmitter az
ATP, amely a szenzoros idegvégzddés P2X2/P2Xs purinerg receptoraira hat. A
megndvekedett akcios potencial frekvencia hatasara a légzés fokozodik.

A periférias kemoreceptorok legfontosabb ingere az oxigén parcialis
nyomas (pO2) csokkenése. A vérplazma savanyodasara adott légzési valaszon
kival, a glomus sejtek TASK csatornai részt vesznek a pO2 csOkkenés altal
kivaltott hatas kozvetitésében is [145,148-150]. A hipoxia kovetkeztében
gatlédik a glomus sejtek TASK arama, de ennek a folyamatnak a pontos
mechanizmusa mind a mai napig nem tisztazott. A metabolikus hipotézis szerint
hipoxiaban mérséklédik az elektron transzport a mitokondriumokban, csdkken a
citoplazma ATP szintje és ez felelés a TASK gatlasért. Az 1-es tipusu glomus
sejtekbdl kivagott membran foltban a TASK csatornak aramat az intracellularis
oldalrél adott ATP ndvelni képes [151]. Az ATP azonban nem hat a heterolog
rendszerekben kifejezett TASK csatornakra kivagott membran foltban, ezért ezt
a szabalyozast egy glomus sejtre specifikus még ismeretlen faktor kdzvetiti. A
glomus sejtek autokrin regulacidja is hozzajarulhat a TASK gatlashoz
hipoxiaban. A hipoxia hatasara a sejtekbdl adenozin szabadul fel [152], amely

az Aza adenozin receptoron keresztul, Gs fehérje aktivalédast, cAMP szint
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emelkedést és a TASK csatornak protein kinaz A (PKA) altali gatlasat okozhatja
[44,150].

Az orvosi gyakorlatban a légzés stimulalasara hasznalt doxapram
(Dopram) a periférias kemoreceptorok aktivitasat fokozza. Ezt a hatast jelentés
részben a TASK-1 és TASK-3 csatornak gatlasan keresztll hozza létre [153-
156]. Ezzel szemben a glomusokban talalhaté TASK csatornak aktivacidja
hozzajarulhat a parolgd folyadék anesztetikumok légzésdepressziv hatasahoz,
illetve az alkalmazasuk soran a hipoxiara adott jellemzéen csdkkent
valaszreakcidéhoz [157,158].

A periférias kemoreceptorok mellett a |égzésszabalyozas masik fontos
eleme az agytorzsi centralis kemoreceptorok rendkivuli érzékenysége a
széndioxid parcialis nyomas (pCO2) valtozasa irant. A vérplazma pCO:2
emelkedése a centralis kemoreceptor neuronok kérnyezetében pH csdkkenést
eredményez a szénsav-bikarbonat pufferrendszer mikodése miatt, és a sejtek
ténylegesen a lokalis pH valtozasara érzékenyek. Ebben az érzékelésben a
TALK alcsaladba tartozé TASK-2 jatszik fontos szerepet. A TASK-2 génhianyos
egérben alacsony pCO2 mellett is hiperventillacio jelentkezik, mivel a centralis
kemoreceptor nucleus retrotrapezoideus neuronok membranpotencialjat
negativ értéken tart6 TASK-2 hattér K* aram hianyzik [159,160]. Eltéréen a
TASK-2 génhianyos allattol, a TASK-1 génhianyos és TASK-1/TASK-3 dupla
génhianyos egerekben ugyan a periférids kemoreceptoron keresztul létrejové
hipoxiara adott valasz csokkent [161], de a centralis kemoreceptor pCO:2
erzékenysége megtartott maradt [162]. A centralis kemoreceptorban a pCO:2
érzékenységeért nem kizarélagosan a TASK-2 csatorna felelés. Ha a TASK-2
csatorna mellett a GPR4 proton-aktivalt G-fehérje kapcsolt receptor gént is
kiiktattak, akkor a pCOz2 valtozasra adott légzési valasz Iényegében megsziint
[163]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a létfontossagu
légzésszabalyozast tobb egymassal parhuzamos mechanizmus biztositja,
melyek kozott a TASK és TALK csatornak pH-érzékeld funkcidja kiemelt

jelentéségi [164].
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2.1.6.4 A TASK-1 és a pulmonalis hiperténia kapcsolata

A kisverkori keringésben az artérias ellenallas szabalyozasa jelentésen
kildnbdzik a szisztémas keringésben jellemzd mechanizmusoktdl. Az egyik
lényeges kulonbség, hogy eltéréen a nagyvérkori keringéstél, a
tudokeringésben a hipoxia vazokonstrikciot okoz. Ez biologiailag célszerd, mivel
pl. a korosan alacsony ventillaciéju tudéterlleteken a hipoxia miatti
vazokonstrikcid csOkkenti a keringést, és ez mérsékeli a sulyos
kovetkezményekkel jaré ventillacid/perfuzié (V/Q) aranytalansag kialakulasat.

A hipoxias vazokonstrikcid elsésorban a tud6artéria simaizomsejtek
depolarizacidja, és ennek hatasara bekovetkez6 kontrakcioja miatt alakul ki. A
hipoxia kdvetkeztében létrejové depolarizacio egyik alapveté mechanizmusa a
plazmamembran K* konduktancia csdkkenése. Tobbféle K* csatorna gatlasa is
hozzajarul ehhez a mechanizmushoz és nagy fajonkénti kulonbség van a
relevans K* csatorna tipusokban. Emberben mai ismereteink szerint talan a
legfontosabb a Kv1.5 feszlltségfuiggd K* csatorna [165,166] és TASK-1 hattér
csatorna gatlasa [167,168]. Egérben viszont a TASK-1 csatorna nem jatszik
szerepet a folyamatban [169-171]. Csakugy, mint a periférias kemoreceptorban,
a hipoxia altal okozott TASK-1 gatlas mechanizmusa nem ismert pontosan a
pulmonalis artéria simaizomsejtben sem. Az endothelin-1 bizonyos esetekben
szerepet jatszik a pulmonalis hipertonia kialakulasaban [172] és az endothelin-1
receptor ingerlés kifejezett TASK-1 gatlé hatasa hozzajarulhat az ennek
hatterében all6é generalizalt pulmonalis artérias vazokonstrikciohoz [168,173].

A pulmonalis artérias hipertenzié (PAH) egy rendkivil heterogén
betegségcsoport, ahol nagyon eltéré kérokok valtjak ki a kisverkori vérnyomas
emelkedést [174]. A PAH egy ritka formajaért, amely korulbelll az orokletes
esetek 3%-at teszi ki, a TASK-1 csatorna heterozigota inaktivalé mutacioi
felelések [175-177]. Ugy tinik tehat, hogy az esetek egy kis részében a PAH
kifejezetten "csatornabetegség”. A TASK-1 szabalyozasanak szerepe azonban
szembeotld a PAH patomechanizmusaban altalaban véve is. A TASK-1
aramanak valtozasa tehat a betegek nagyobb hanyadat érintheti, mint akikben

a TASK-1 funkci6 genetikai okbdl deficiens. Emiatt jelenleg nagy az érdeklédés
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az irant, hogy a TASK-1 csatorna farmakologias aktivalasat fel lehet-e hasznalni

terapias céllal a pulmonalis hipertdnia bizonyos tipusaiban [178,179].

2.1.6.5 K2p csatornak a szivben

A szivben szamos K* csatorna tipus kifejez6dik és ezek mikdodése
rendkivil  Osszetett mddon jarul hozza az ingerképzéshez, az
ingeruletvezetéshez és a pitvari és kamrai akcios potencialok kialakitasahoz
[180]. A kézismerten fontos élettani szerepet jatszd legalabb haromféle befelé
rektifikald, legalabb otféle feszultségfiggd és kalcium-aktivalt K* csatorna
tipusokon kivul tdbbféle Kzp csatorna is megtalalhaté a szivben. A kardidlis Kop
csatornak funkcionalis jelentéségét azonban mindezidaig viszonylag kevesen
tanulmanyoztak [181,182]. Legnagyobb mennyiségben, mRNS szinten, a
TWIK-1, TASK-1 és TALK-2 csatornak expresszalédnak a human sziv
klldnbdz6 régidiban [183]. A legnagyobb mRNS kifejez6dést mutaté TWIK-1
csatorna funkcionalis szerepének megitélését nagyban neheziti, hogy ez a
csatorna alegység (vad tipusu formajaban) lényegében nem ad aramot
heterolog rendszerben, és az is nagyon bizonytalan, hogy a TWIK-1 csatorna
milyen K* aramot hozhat létre in vivo [184-189].

Legrészletesebben a TASK-1 csatorna szerepét vizsgaltak a szivben. Az
emberi szivben a TASK-1 mRNS mintegy 16-szor nagyobb mennyiségben
expresszalodik a pitvari, mint a kamrai izomzatban [183]. Vagyis emberben a
TASK-1  lényegében pitvar-specifikus  expressziét mutat.  Kroénikus
pitvarfibrillacioban szenved6 betegekben a TASK-1 mRNS kifejez6dés
fokozddik [183,190] és ez hozzajarul a pitvari akcios potencial idétartamanak
(action potential duration, APD) roviduléséhez a betegekbdl izolalt
szivizomsejtekben. A TASK-1 (és TASK-3) csatornara szelektiven haté A293
gatloszer [191] a kronikus pitvarfibrillacioban szenved6 betegekbél izolalt pitvari
szivizomsejtekben normalizalta az APD-t, azonban nem valtoztatta a normal
APD-t a szinuszritmussal rendelkezé betegekbdl nyert kardiomiocitakban. Ez
alapjan valdszindsithetd, hogy a TASK-1 csatorna részt vesz a kronikus
pitvarfibrillacié patogenezisében és fokozott expresszidja szerepet jatszik a

pitvari akcios potencial rovidulésében [183].
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Ragcsalokban a TASK-1 nem csak a pitvarokban, hanem a kamrakban is
kifejez6dik. Ennek megfeleléen a TASK-1 génhianyos egérben a kamrai akcios
potencial id6tartama megnyulik és az EKG-n hosszu QT intervallum jelentkezik
[192,193]. Ez azt sugallja, hogy a TASK-1 aram fiziolégias korulmények kozott
is jelentds mértékben hozzajarul a megfeleld akciés potencial morfolégiahoz,
legalabbis egérben. A két fliggetlen munkacsoport altal megerésitett
génhianyos egér eredményekkel szemben, a TASK-1 csatorna szerepének
megértését a pitvarfibrillacidban bonyolitjia az a megfigyelés, hogy amennyiben
a pitvarfibrillaciéhoz szivelégtelenség is tarsul, akkor ez a TASK-1 kifejezd6dés
csOkkenésével jar sertés pitvarfibrillacios modellben [194]. Egy masik
munkacsoport szintén a TASK-1 aram csokkenését irta le emberben krénikus
pitvarfibrillacidban és kutya pitvarfibrillaciés modellben, illetve felvetette a
TASK-1 foszforilaciés gatlasanak lehetéségét [195,196]. Ezekbdl az
eredményekbdl nyilvanvald, hogy tovabbi vizsgalatokra van sziikség a TASK-1
szerepének pontosabb megértésére a pitvarfibrillacié vonatkozasaban. Szamos
kozlemény szdl arrdl, hogy kulonb6z6 antiarritmias szerek (pl. amiodaron,
propafenon vagy carvedilol) hatékonyan gatoljak a TASK-1 csatornat [197-199];
azonban kérdés marad, hogy ezek az aranylag kis szelektivitasu gyogyszerek
hatasuk mekkora hanyadat fejtik ki a TASK-1 csatorna gatlasan keresztul.

Csakugy, mint a TASK és TREK alcsaladok széleskorben kifejez6d6
egyéb tagjainal minden esetben, a TASK-1 jov6beni farmakolégias
befolyasolasaval kapcsolatban is aggodalomra ad okot a célszervtél kilonb6z6
lokalizacioban kialakul6 mellékhatasok lehetésége. A pitvarfibrillaciéra adott
TASK-1 inhibitor pulmonalis hipertoniat okozhat, illetve forditva, a pulmonalis
hipertonia kezelésére alkalmazott TASK-1 aktivalé gydgyszer szivritmus
zavarhoz vezethet. Ezeket a lehet6ségeket, a Kop csatornakra hatd szelektiv
hatéanyagok kifejlesztését kovetéen, a jovObeni kutatasok tudjak majd
pontosan vizsgalni. Mindezektél fluggetlenil azonban a K2p csatornakat
reménykelté farmakoldgiai célpontoknak tekinthetjlk szamos nagy orvosi
jelentéségl korfolyamatban, figyelembe véve azt, hogy tébb régdta bevalt
hatbanyag jelentés részben ezeken a csatornakon keresztul fejti ki a kivant

hatasat.
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2.2 Munkacsoportunk korabbi eredményei a Kzp teruleten

Munkacsoportunk a PhD tanulmanyaim indulasanak idészakaban kezdte
meg a K* csatornak vizsgalatat. A PhD és a kezdeti posztdoktori munkam
éveiben Ot elsbszerz6s kdzleményem jelent meg a Kop terlleten [200-204].
Ebben az id6szakban munkacsoportunk mas K* csatornarél szolé kézleményt
nem publikalt. A Bevezetés fejezet masodik részében (2.2) ezeket a kezdeti
eredményeket mutatom be, amelyek az értekezés f6 targyat képezé6 munka
elézményének tekintheték. A bevezetésben szokasos mddon nem csak sajat
eredményeket ismertetek, hanem ezek irodalmi hatterét és a Kop terllet

fejlédésére kifejtett hatasat is részletezem.

2.2.1 A TASK-1 és TASK-3 kifejez6dik a glomeruléza sejtben

Munkacsoportunk kozolte elészér, hogy a TASK-1 csatorna nagy
mennyiségben expresszalddik a mellékvesekéreg zona glomeruléza sejtben és
a K* aramat az angiotenzin receptor ingerlése gatolja [200]. Az angiotenzin I
hatasara létrejové6 TASK-1 gatlas hozzajarul a sejt depolarizaciojahoz, a
kalcium jel kialakulasahoz és a fokozott aldoszteron termeléshez [205]. Az
altalunk vizsgalt patkany glomerul6za sejtben az erdésen negativ nyugalmi
membranpotencialt kialakité hattér K* aram és a Xenopus laevis petesejt
heterolog expresszidos rendszerben kifejezett TASK-1 csatorna tulajdonsagai
azonban nem egyeztek meg tokéletesen. Hogy a két aramot azonos
korilmények kozott hasonlitsuk Ossze, mRNS-t tisztitottunk a patkany
mellékvese zona glomeruldéza rétegébdl (kapszularis szovetbdl) és ezt
mikroinjektaltuk Xenopus oocytakba. Az igy nyert "glomeruléza aram” kevésbeé
volt pH érzékeny, mint a TASK-1. Emellett a ruténium voros (rutenium red, RR)
erbteljesen gatolta a "glomeruldéza dramot”, hasonldéan a glomeruléza sejt hattér
K* aramahoz [206], pedig ez a gatloszer a TASK-1 csatornara egyaltalan nem
hatott az alkalmazott koncentraciéban [202]. Ezek az anomaliak vezettek arra a
gondolatra, hogy a patkany glomeruléza sejtben a hattér K* aram gyakorlatilag
minden tulajdonsagaban megegyezik a TASK-1 arammal (pl. TASK ellenes

antiszenz oligonukleotid kivédte a "glomeruléza aram” expressziot [200]),
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azonban mégsem lehet tiszta TASK-1 aram. Id6koézben felfedezték a TASK-3
csatornat [46,57], és azt talaltuk, hogy eltéréen a TASK-1 csatornatdl, a
ruténium voros kifejezetten gatolja a TASK-3 aramot [202]. A TASK-1
szekvenciara tervezett antiszenz oligonukleotid pedig a TASK-1 és TASK-3
kozott konzervalt szekvencia részlet ellen készllt, tehat a TASK-3 expressziot
is kivédte. Northern blot kisérlettel kimutattuk, hogy a TASK-3 hatalmas
mennyiségben kifejez6dik a patkany glomeruldéza sejtben és ez a hattér K*
aram legjelentésebb komponense [202].

Munkankkal parhuzamosan egy masik munkacsoport azt talalta, hogy
szarvasmarha glomeruléza sejtben a TREK-1 csatorna a donté meghatarozoja
a hattér K* aramnak és a TASK-3 nem expresszalodik [207-209]. Ez arra utalt,
hogy a hattér K* aram tekintetében jelentés fajok kdzotti kiulonbség van, tehat
kérdéses, hogy a human glomeruléza hattér K* aram melyik allatkisérletes
modellhez hasonldé inkabb. A human glomeruléza sejt negativ nyugalmi
potencialjaért felelés K* aram pontos Osszetétele mind a mai napig vizsgalat
targyat képezi [210-212]. Az irodalomban 4&ltalanosan elfogadott, hogy a
TASK-1 nagymértékben kifejez6dik, mig a TASK-3 gyakorlatilag nincs jelen az
emberi glomeruléza sejtben. Emellett megtalalhaté a TREK-1 és a TASK-2,
illetve a befelé rektifikalo K* csatornak koze tartozé Kir3.4 (GIRK4, KCNJS). Ez
utébbi csatornanak kulon orvosi jelentdséget kolcsonodz, hogy a szelektivitasi
filtert érint6 bizonyos mutaciok hatasara elveszti a K* szelektivitasat és a rajta
bearamlé Na* folyamatos depolarizaciot eredményez; ez a patomechanizmus
az aldoszteron-termelé adenomak kb. 40 szazalékaért felelés, vagyis a KCNJ5
mutaciok a primer hiperaldoszteronizmus gyakori okai [213-216].

A TASK-3 és TASK-1/3 génhianyos egér modellekben alacsony renin
szinttel jard hipertonia, illetve primer hiperaldoszteronizmus alakul ki [217,218],
azonban a TASK csatornak inaktivaléo mutacioit emberben nem mutattak ki
ezekben a korképekben, az intenziv ilyen iranyu vizsgalatok ellenére. Viszont a
TASK-1 csatorna egyedi nukleotid polimorfizmusai (single nucleotide
polymorphism, SNP) és a magas vérnyomas, illetve vérplazma aldoszteron
koncentracié kozott kapcsoltsagot irtak le [219]. Tekintve, hogy a TASK-1

(globalis vagy mellékvese-szovet-specifikus) génhianyos egérben enyhe
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formaban jelentkezik a hiperaldoszteronizmus, akar megtartott renin
koncentracié melletti hipertonia formajaban [218-220], felmerll a lehetéség,
hogy a TASK-1 polimorfizmusok, illetve a csatorna szabalyozasanak
multifaktoridlis moédosulasa hozzajarulnak az esszencialis hipertonia egyes

eseteinek kialakulasahoz.

2.2.2 A TASK-1 csatorna gatlasa foszfolipaz C-n keresztiil jon létre

A glomeruléza sejtben az angiotenzin receptor ingerlés a TASK-1
csatorna gatlasat hozza létre. Ugyanezt a hatast reprodukaltuk a Xenopus
petesejt expresszids rendszerben, ahol a TASK-1 csatornat koexpresszaltuk az
AT1a angiotenzin receptorral [200]. A TASK-1 csatornaval koexpresszalt M+
muszkarinos acetilkolin receptor (11. abra), vagy a petesejt endogén
lizofoszfatidsav (LPA) receptorainak ingerlése is kivaltotta a hattér K* aram
gatlasat [201].

A

0 +20 0 11. abra: A TASK-1 aramot

i 0 gatolia az M: receptor
W ingerlése (piros nyil).

8 - 305 Reprezentativ aramok lathatok
/_._——- egy olyan oocytabdl, amelyben
a TASK-1 csatornat és az M;
< 41 60s muszkarinos acetilkolin
= e 158 receptort koexpresszaltuk. A. A
% 0 - 60s felll lathatd fesziltség |épés
= 39 sorozatot ismételtlk  harom
< /‘1@' ‘ masodpercenként 80 mM EC
-4 K] jelenlétében, 6 mV
‘ tartépotencialrél. Az aramokat
7 v T ugyanabbdl a sejtbél mutatjuk a
0 400 800 ms  karbachollal torténd ingerlést
megel6zéen (15 s), a Ca?-
aktivalt CI- aram csucsértékénél
= 1 uMkarbachol (39 s), illetve a TASK-1 aram
gatlas maximumanal (60 s). B.
Ugyanennek a sejtnek az
s aramait abrazoltuk az id6
i Ea lci ca fiiggvényében a -100 és +20
= ' mV-os feszlltséglépések végén
% (az A panelen fekete nyilak
= +20 MV jelzik). A TASK-1 aram —-100
. mV-on, a Ca?*-aktivalt Cl- aram
2 3 mn (lcca) pedig +20 mV-on
jelentkezik féként. Modositva a

100 my  [201] k6zleménybdl.
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Ez id6 tajt masok szintén medgfigyelték a TASK-1 aramanak kifejezett
csdkkenését (akar 80-90%-os gatlast) kilénbdzb Gq-fehérje kapcsolt receptorok
ingerlése soran. A gerincveldi a-motoneuronokban a pH-érzékeny hattér K*
aramot gatolta a szerotonin, a noradrenalin, a P anyag, a TRH (thyrotropin-
releasing hormone) és bizonyos metabotrop glutamat receptor agonistak.
Emellett a TASK-1 a HEK293 heterolog expresszids rendszerben is gatlédott a
koexpresszalt TRH-R1 receptor ingerlésekor [221]. A kisagyi szemcsesejtekben
a tartés kifelé iranyuld (standing outward, IK(SO)) K* aramot, amely TASK
aramnak felel meg, gatolta a Gg-fehérje kapcsolt Ms muszkarinos acetilkolin
receptor ingerlése, de a Gi-fehérje kapcsolt M2 receptor ingerlés nem [222,223].
A késObbiekben altalanos megerdsitést nyert, hogy a Gg-fehérje kapcsolt 7TM
receptorok gatoljak a TASK-1 csatornat [92].

Munkacsoportunk kdzolte elséként, hogy a TASK-1 csatorna gatlasa a
foszfolipaz C enzim aktivalodasan keresztil jon létre [201]. A
kovetkeztetéslinket egyrészt arra alapoztuk, hogy a karbachol hatasara
létrejovd TASK-1 gatlas kivédhetd volt az U-73122 foszfolipaz C gatldészerrel, a
csatornat és az M1 muszkarinos acetilkolin receptort koexpresszalé Xenopus
petesejtekben (nem mutatom). Az eredményunk ellentmondott masok korabban
kOzolt adatainak, melyek szerint az U-73122 nem befolyasolja a receptor-fuggd
TASK-1 gatlast kisagyi szemcsesejtekben [222]. A farmakoldgiai
eredményunket ugyanakkor megerdsitettik molekularis bioldgiai eszkdzokkel
is. A Gi-fehérje kapcsolt M2 receptor ingerlése nem gatolta a TASK-1 aramot a
mi kisérleti rendszerinkben sem. Ha azonban a TASK-1 csatornaval és az M2
receptorral egyutt foszfolipaz C B2 izoenzimet (PLCB2) koexpresszaltunk, akkor
ennek hatasara az M2 receptor ingerlést kovetéen létrejott a TASK-1 aram
gatlasa [201]. Azért valasztottuk ehhez a kisérlethez a PLCB2 enzimet, mert
errl ismert volt, hogy a Gi fehérje By alegysége aktivalja [224]. A PLCB2
koexpresszidval, a Gq-fehérje kapcsolt receptoroktdl fliggetlen moédon, az
egyébkeént hatastalan M2 receptor ingerlésével tudtunk foszfolipaz C-t aktivalni
és ez a TASK-1 gatlast ebben az esetben is létrehozta. A tdbb iranybdl
megerdsitett eredménylnket kozoltik, miszerint a TASK-1 gatlasa a

foszfolipaz C aktivalodas kdvetkeztében jon létre [201].

39



dc 1744 20 L, i i L. .
- ~ Dr. Czirjak Gabor TRESK szabalyozasi mechanizmusok

Problémat okozott viszont, hogy a foszfolipaz C altal aktivalt egyik
klasszikus jelpalya sem hatott a TASK-1 csatornara [201]. A citoplazma inozitol-
1,4,5-triszfoszfat  (IP3) koncentraciojanak novelése (Xenopus petesejt
mikroinjektalassal két-elektrédos feszlltség clamp mérés kodzben) kivaltotta a
kalcium jelet, illetve az ennek megfelel6 kalcium-aktivalt klorid &ram
megjelenését, azonban nem gatolta a TASK-1 csatornat. A protein kinaz C
(PKC) aktivacioja PMA-val (phorbol 12-myristate 13-acetate) szintén nem
befolyasolta a TASK-1 aramot, olyan korulmények kozott, amikor a PKC
aktivaciét egyértelmien igazoltuk. Ennek magyarazatara azt a hipotézist
alakitottuk ki, hogy a TASK-1 csatorna gatlasért nem a foszfolipaz C termékei
felel6sek, hanem a szubsztrat fogyasa, vagyis a plazmamembran foszfatidil-
inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2) deplécidja. Ezt az elképzelést alatamasztotta az a
kovetden, 3 uM wortmannin folyamatos jelenlétében vizsgaltuk a TASK-1 aram
visszatérési kinetikajat az M1 receptor-fuggé gatlasbol. A wortmannin ebben a
magas koncentracioban nemcsak a kdzismert célpontjat, a foszfatidil-inozitol-3-
kinazt (PI3K), hanem a foszfatidil-inozitol-4-kinazt (PI14K) is gatolja [225]. Ennek
megfeleléen akadalyozza a PIP2 reszintézist a foszfolipid receptorfiggd
bontasat kovetden. A hipotézisiinkkel j6 6sszhangban a wortmanninnal kezelt
petesejtekben a TASK-1 aram lassabban ndvekedett az M1 receptor ingerlés
megszintetését kovetden [201].

Az eredményunket, miszerint a TASK-1 gatlast a foszfolipaz C aktivacio
hozza létre, a tudomanyos kozvélemény kétkedéssel fogadta. Tobb éven
keresztul ujabb mechanizmusokat kozoltek a TASK aram receptor-fuggd
szabalyozasanak magyarazatara [222,226-228]. Alternativ hipotézisként
felmertlt, hogy a TASK-1 aramot a Gq fehérje a alegység és a csatornafehérje
kozvetlen interakcidja gatolja [226], illetve, hogy a TASK-1 gatlasat mégis a
protein kinaz C valamelyik izoenzime hozza létre [227,228]. Késbbb tobb
fuggetlen rendszerben kimutattak, hogy az U-73122 gatolja a foszfolipaz C-t és
kivédi a receptor-fliggé TASK aram gatlast [229-231]. Ennek megfeleléen ma

altalanosan elfogadott, hogy a foszfolipaz C aktivacié a TASK-1 gatlas oka.
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Korabbi munkatarsunk, Prof. Rohacs Tibor munkacsoportja az Egyesiilt
Allamokban, veliink kollaboraciéban, leirta, hogy a TASK-1 csatorna arama
kivagott, belsejét kiforditott (inside-out) membranfoltban lecseng ("run down”),
azonban a csatorna aktivitds visszaallithatdé PIP2 adasaval, illetve az aram
gatolhaté a polikation poli-lizin ("PIP2 scavenger”) alkalmazasaval. A TASK-3
arama a membranfolt kivagasa utan kevésbé cseng le, azonban poli-lizinnel ez
is gatolhatdo, majd ezt kovet6en PIP2-vel ujra aktivalhatdo [96]. Ezek a
vizsgalatok megerésitették a masok altal korabban leirt megfigyeléseket a PIP2
TASK csatornakra kifejtett hatasardl kivagott membran foltban [231]. Tehat
tobbszoérosen megerdsitett adat, hogy a TASK-1 és TASK-3 csatorna aktivitasat
befolyasolja a membran PIP2 tartalma in vitro. Ennek ellenére, a TASK-1
csatornak receptor-fuggé gatlasardl kimutattdk, hogy az a sejtmembran PIP2
szintjétdl flggetlendl alakul ki in vivo [232]. A TASK-1 és TASK-3 receptor-
medialt gatlasanak oka, a jelenleg leginkabb elfogadott mechanizmus szerint, a
foszfolipaz C altal termelt diacilglicerin (DAG) felhalmozédasa a

plazmamembranban (10. abra) [230].

2.2.3 A TASK-1 és TASK-3 alegységek heterodimert képeznek

A Kzp csatorna alegységek dimerként mikoédnek, vagyis adott a
lehetésége, hogy kulonb6zbé alegységek oOsszealljanak és ezaltal a
homodimerekt6l eltér6 tulajdonsagu heterodimer csatornakat alkossanak.
Els6ként munkacsoportunk kozolte, hogy a TASK-1 és TASK-3 alegységek
egymassal heterodimert képeznek [203]. A kérdés vizsgalatara sajatos
farmakoldgiai modszert terveztem és az ebbél szarmazd bizonyitd erejii mérési
eredményeim tették lehetéveé a heterodimer elsé kimutatasat.

A TASK-1 és TASK-3 homodimerek két biztos elklulonitd jegyébdl
indultam ki. Az egyik felhasznalt Iényeges kulénbség, hogy a pH 7.5-r6l 6.5-re
valtoztatasa a TASK-1 homodimerek joval nagyobb gatlasat okozza, mint a
TASK-3 homodimerekét. A masik farmakologiai szelektivitast biztositd eszkoz a
homodimerek ruténium voros (ruténium red, RR) iranti eltérd érzékenysége volt.
A TASK-3 homodimert a RR er6sen gatolja, mig a TASK-1 homodimerre

lényegében nem hat. Mindkét tulajdonsag (a pH és RR érzékenység) alkalmas
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a kétféle homodimer elkilonitésére (heterolog rendszerben), de magaban egyik
sem hasznalhat6 a heterodimerizacié vizsgalatara. Ha viszont a mért aram fenti
két tulajdonsagat egyarant meghatarozzuk (és egy grafikonon egymas
fuggvényében abrazoljuk), akkor ebbdl kinyerhetd a heterodimer létezésére
vonatkozo informacio.

A modszer mikodésének szemléltetésére el6szor tételezzik fel, hogy a
két kulonbozb alegység nem képez heterodimert, azonban a homodimereik
aramara jellemzd pontok a pH vs. RR gatlas grafikonon jol elkilonulnek. (Az
utobbi feltételt teljesitik pl. a TASK-1 és TRAAK alegységek, Id. a 12. abrat.)

1.0 12. abra: A TASK-1 és TRAAK alegység

ea TRAAK koexpresszidval kifejezett aram gatlasa

3 0.8 pH valtozas és RR hatasara. A TASK-1
" L4 homodimerek aramat a pH{ erésen, a RR
= alig gatolja (fehér kérok). A TRAAK
@ 0.6 3:1 homodimerek aramat viszont a RR gétolja
‘@ erésen, de a pH{ alig (fekete hatszégek).
= 0.4 - Ha az alegységek cRNS-ét kilonbozé
:;- aranyokban koinjektaljuk (TRAAK:TASK-1
— arany 3:1 kék haromszdg; 1:1 piros
g:: 0.2 1 haromszég; 1:3 z6ld kér), akkor az

TASK-1 aramokra jellemz6 pontok a magukban
0.0 . : : kifejezett alegységek adatainak atlagat
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 Osszekdtd szakasz mentén helyezkednek
’ ; e sl n " el. (Minden szimboélum egy sejtnek felel

pH ¢:3-58:9 altall gatias meg.) Médositva a [203] kdzleménybdl.

Ha a két kilénb6zb alegység nem képez heterodimert, akkor a koexpresszidjuk
egymas mellett megjelen6 homodimereket eredményez. Ha viszont csak a két
homodimer van jelen kulonb6z6 aranyokban, akkor az ezeknek megfelel6
keverék aramok pontjai, a pH vs. RR gatlas grafikonon, a két magaban
kifejezett homodimer aramanak pontjait 6sszekdté egyenesen talalhatok. Ez
utobbi megallapitdas a modszer lényege. Az Adllitas elemi matematikai
eszkozokkel, az "osztopont tétellel” analog modon, kdnnyen bebizonyithato (ld.
az értekezés végen a Fliggelek fejezetben).

Ha tehat nem képz6dik heterodimer, akkor a két alegység
koexpresszidjaval kapott pontok a pH-gatlas/RR-gatlas koordinata rendszerben

a homodimerek pontjait 0sszekotd egyenesre esnek. Az allitas megforditasa
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azonban nem feltétlenll igaz. Ha az alegységeket koexpresszald sejtekbdl
kapott pontok a homodimerek pontjait 0sszekotd szakaszra esnek, akkor nem
biztos, hogy nem képz6dott heterodimer. El6fordulhat ugyanis, hogy a
heterodimer pH és RR iranti érzékenysége ugy viszonyul egymashoz, hogy a
heterodimer pontjai is a homodimereket 6sszekdtd szakaszra esnek. Emiatt
példaul a 12. abran bemutatott adatokbdl nem lehet kozvetlenul arra
kovetkeztetni, hogy a TASK-1 és TRAAK alegységek nem képeznek
heterodimert. A modszer f6 erbssége tehat, hogy amennyiben a
koexpresszidébol kapott pontok nem esnek a homodimereket 06sszekotd
szakaszra, akkor az bizonyitja, hogy nem csak a homodimerek adtak az
aramot. Vagyis a modszerrel a heterodimer |étezése (szerencsés esetben)
bizonyithatd, de a megkozelités nem alkalmas a heterodimerizacio kizarasara.
Ha a TASK-1 és TASK-3 alegységeket koexpresszaltuk kilénbdzé
aranyokban, akkor az aramoknak megfelel6 pontok nem estek a

homodimereket 6sszekotd szakaszra (13.A abra).

A 1.0 B 1.0
TASK-3
2038 20s{ 6US® o
® T
D06 A D 0.6 1
I g
‘T 0.4 T 0.4
. =
0 0.2 4 0 0.2 -
o o ©
oy 0.0 - oy 0.0 - o0 (o) o
Tandem TASK-1
'0 2 1 1 1 I '0 2 1 1 1 I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 04 0.6 0.8
pH 7.5—6.5 altali gatlas pH 7.5—6.5 altali gatlas

13. abra: A TASK-1 és TASK-3 alegységek heterodimert képeznek

A. A csak TASK-1-et (fehér kbrdk), vagy csak TASK-3-at (fekete kérék) kifejezé, illetve
a mindkét alegységet kulonb6zd aranyokban koexpresszald (piros kérék) Xenopus
petesejtekben a hattér K* aram pH érzékenységét és ruténium voérds (RR) altali
gatlasat mértem. A szakasz a tiszta TASK-1 és TASK-3 homodimer adatpontok atlagait
koti dssze. A koexpresszald sejtekbdl szarmazd dsszes adatpont a szakasz alatt
helyezkedik el. B. Molekularis biolégiai modszerekkel a TASK-3 és TASK-1 alegységet
egy polipeptid lancca fliztik 6ssze és meghataroztuk ennek a "tandem” csatornanak is
a pH és RR altali gatlasat (piros @ szimbolumok). A tandem csatornat a pHY
kézepesen, a RR pedig gyakorlatilag nem gatolja. A haromszdg oldalai a harom
csatorna tipus adatpontjainak atlagait kotik 6ssze. Mddositva az [203] kdzleménybél.
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A TASK-1 és TASK-3 alegységeket koexpresszalo sejtekben a kdzepes
pH érzékenységhez aranyaban tulzottan alacsony RR altali gatlas tarsult, amely
nem magyarazhatdo a TASK-1 és TASK-3 homodimerek egymas melletti
kifejez6désével. Ha a TASK-3 és TASK-1 alegységeket egy polipeptid lancca
épitettlik 6ssze, megfeleld leolvasasi keretben a TASK-3 stop és TASK-1 start
kodonok elhagyasaval, akkor az igy kapott "tandem” konstrukcio is jol mikodott
a petesejt heterolog rendszerben és hasonl6 eredményt adott, mint a
koexpresszalt alegységek (13.B abra). Varhatdé volt, hogy a két kulonb6zé
alegység egy fehérjelancca Osszeépitése kedvez a heterodimerizacionak. A
tandem konstrukci® mérése lehetbvé tette a TASK-1/TASK-3 heterodimer
tulajdonsagainak vizsgalatat a homodimerek zavaré hatasa nélkul. A tandem
csatorna adatpontjai is a homodimereket 6sszekotd szakasz ala esnek, és jol
mutatjak a heterodimer kdzepes pH érzékenységét és a varatlanul csekély
gatlasat ruténium vords hatasara (13.B abra).

Ezek az eredmények megnyugtatdé mdédon igazoltak, hogy a TASK-1 és
TASK-3 alegységek heterodimert képeznek [203]. A TASK-1/TASK-3
heterodimer |étezését masok is hamar megerésitették és a csatorna fiziologias
szerepét vizsgalni kezdték [233]. Azonban tobb mint tiz évnek kellett eltelnie
ahhoz, hogy a kovetkez6 Kzp csatorna alegység heterodimerizaciot kdzoljek: a
THIK-1 és az onmagaban funkcionalisan nem expresszalédé THIK-2
alegységek heteromerizaciojat mutattak ki [234].

A TASK-1/TASK-3 heterodimer korai felfedezését az tette lehetévé, hogy
a heterodimer aszimmetrikusan 706rokli® a RR iranti érzékenységet a
homodimerektél. A heterodimer tartalmaz ugyan egy TASK-3 alegységet, ennek
ellenére mégsem gatolja a RR (5 uM), ebbél a szempontbdl teljesen hasonldéan
viselkedik, mint a TASK-1 homodimert. Ennek az okat akkor sikerGlt megérteni,
amikor a TASK-3 RR altali gatlasanak mechanizmusat vizsgaltuk [204]. A
TASK-3 csatornaban azonositottam a negativ toltésli glutamat 70 (E70)
aminosavat, amelynek a mutacioja (E70R vagy E70C) megakadalyozza a RR
gatld hatasat (Id. a 10. abrat). Ha a két TASK-3 alegységbél dsszeflizott tandem
konstrukcionak csak az egyik felében mutaltuk az "E70” aminosavat, akkor is

megszint a RR gatlé hatasa. Ebbdl arra kdvetkeztettink, hogy a RR egyszerre

44



dc 1744 20 L, i i L. .
- ~ Dr. Czirjak Gabor TRESK szabalyozasi mechanizmusok

mindkét E70 aminosavhoz kétédik a TASK-3 homodimerben és mar az egyik
aminosav cseréje is elrontja a RR-kot6helyet. A TASK-1 alegységben a 70-es
pozicidban pozitiv toltési lizin talalhaté (K70, amelynek a K70E mutacioja RR-
érzékennyé teszi a mutans TASK-1 aramat). igy tehat a TASK-1/TASK-3
heterodimerben csak egy E70 taldlhaté (a TASK-3 alegységben), ez pedig
egymagaban nem teszi lehetévé a RR kotését [204].

A kozelmultban Braun Gabriella PhD hallgatom kimutatta, hogy a
fentiekhez nagyon hasonléan a TREK alcsalad két tagjanak RR érzékenysége
is egyetlen aminosavtél fiugg [235]. A TREK-2 csatornat gatolja a RR, mert
negativ toltési aszpartatot (D135) tartalmaz, a TASK-3 E70 aminosavahoz
hasonl6 pozicidban (14. abra). Ezzel szemben a TREK-1 csatornara a RR nem
hat, mivel a megfelel6 helyen hidrofob izoleucin talalhaté. Ezutan kézenfekvd
volt, hogy a TREK csatornak eltér6 RR érzékenységét felhasznalva hasonldéan
vizsgaljuk a heteromerizacio kérdését a TREK alcsaladban, mint korabban a
TASK csatornak kozott [236]. A TREK-1 és TREK-2 heterodimert alkot és a
heterodimer képzésben a TREK alcsaladon bellil a TRAAK alegység is részt
vehet, tehat TREK-1/TRAAK és TREK-2/TRAAK heterodimerek is
kialakulhatnak [237,238].

Mara tobbiranyu megerésitést nyert a TASK-1/TASK-3 heterodimerek
el6fordulasa tobb élettani szempontbdl kiemelt jelentéségl sejttipusban. A
ruténium vords gatloszert munkank nyoman Kkiterjedten hasznaltdk a TASK
aramok vizsgalatara kisagyi szemcsesejtben [233,239,240], motoneuronban
[241,242], thalamokortikalis relé neuronban [243], glomus caroticum
kemoreceptor sejtben [149], szivizomsejtben [244], pulmonalis artéria
simaizomsejtben [167] és szamos mas sejttipusban [245-253]. Néhany esetben
kisérlet tortént annak kvantitativ meghatarozasara, hogy a TASK-1/TASK-3
heterodimer csatorna mekkora hanyadban felel6s az adott sejttipus teljes hattér
K* konduktanciajaért. A kisagyi szemcsesejtek tartos kifelé iranyuld (standing
outward, IK(SO)) K" aramanak mintegy 44%-at adjak a TASK-1/TASK-3
heterodimer csatornak [233]. A motoneuronok hattér K* aramanal 52%-os
erteket kozoltek [241], vagy az aram f6 komponensének talaltak a

TASK-1/TASK-3 heterodimert [242]. A patkany glomus caroticum kemoreceptor
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sejtben irtak le eddig a TASK-1/TASK-3 heterodimer legnagyobb, 75 %-0s
mértékl hozzajarulasat a teljes hattér K* aramhoz [149]. Ezek a magas
szazalékos értékek azt sugalljak, hogy a heterodimer képz6dés preferalt lehet a
homodimerekével szemben egyes sejttipusokban, ahogy ennek a lehetbségét

az elsé koézleményunkben mi is felvetettik [203].

A

B

14. dbra: A D135 aminosavak a TREK-2 extracellularis ionut (extracellular ion
pathway, EIP) "mennyezetén” képeznek lokalis negativ toltést

A. A TREK-2 kristalyszerkezet "oldalnézeti” képe (PDB: 4BWS, [37]). Az EIP a
plazmamembran sikjaval parhuzamosan biztosit két oldalrél bejaratot az EC térbdl a
porushoz a sapka (CAP) domén alatt, T alaku elrendezésben, ahol a T vizszintes teteje
az EIP, a fuggbleges szara pedig a csatorna pérus. Az EIP Uregének geometrigjat a
sziirke alakzat abrazolja, ehhez tartozik minden térrész, ahova egy 2.5 A sugari gémb
el tud jutni, de egy 7 A sugarl nem fér hozza az EC térbél. A K* kétéhelyeket a
szelektivitasi filterben bronz szinG gémbok jeldlik. B. Az A panelen bemutatott
szerkezet nagyitott "felulnézeti” képe, a pdérus tengelye iranyabdl, az EC oldal felél. A
nézépont kevéssel a sapka domén csucsa felett van, a ranézeti sugarmenetek
csaknem egybeesnek a C1 sapka hélixek tengelyével (Id. a panel tetején és aljan). A
két alegység D135 aminosav maradékait palcika reprezentacioban mutatom (mindkét
panelen), ahol a szénatomok tiirkiz, a nitrogén atomok kék, az oxigének pedig piros
szinnel abrazolodnak. (A peptidkétés karbonil oxigénje nem szerepel az
abrazolasban.) Az aszpartatok karboxilcsoportjanak negativ oxigénjei a pérus EC
bejarata folott alkotjak az EIP alagut tetejét. A TREK-2 alegységeket attetszd szalag
reprezentalja, piros és kék szinekkel mindkét panelen. Az abra a Visual Molecular
Dynamics (VMD 1.9.1) szoftverrel készult [254], az EIP térkitolté abrazolasat a sajat
fejlesztést "Protein internal Channel & Cavity estimation” (PrinCCes) programmal
allitottam el6 [255].
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Habar a heterodimerizacié ténye egyértelmivé valt az elmult évek
folyaman, jelenleg még kevés ismerettel rendelkezink arrél, hogy a TASK-
1/TASK-3 csatorna melyik specialis tulajdonsaga indokolja a nagy expresszidjat
az élettani szempontbdl kiemelt jelentéségl sejttipusokban. Felmerdl a
lehetbésége, hogy a heterodimerizacié kombinalja a TASK-3-ra jellemz6
nagyobb elemi aramot [149,233] a TASK-1 nagyobb érzékenységével a Gg-
kapcsolt receptor ingerlésre [203]. A glomus sejtben emellett jelentbs lehet,
hogy a heterodimerizacio érzékenységet kolcsondéz a pH valtozasokra a

homodimerek pK értékei kdzé esé tartomanyban [203].

2.3 Az értekezésben bemutatott kisérletek motivacioja

A 2.2 fejezetben ismertetett korabbi Kkisérleteink kapcsan szamos
alapvet6 moddszert beallitottunk laboratériumunkban, beleértve a Xenopus
laevis petesejtek két elektrodos feszlltségzar mérését, vagy a teljes sejt patch
clamp technikat a K* aramok tanulmanyozasara. A moédszertani fejlesztéseken
kivul megszereztuk a Kzp csatornak vizsgalatahoz szukséges jartassagot a
glomeruloza hattér K* aram és a TASK-1 mérése soran, mely utobbihoz az els6
expresszios plazmidot Prof. Michel Lazdunski laboratériumabdl Prof. Florian
Lesage kuldte el neklink dnzetlenul, aki az elsé emlés Kzp csatornak klonozasa
miatt valt ismertté. Koszonetlnk jeleként kértuk, hogy legyen tarsszerz6 az elsé
kozleményunkben [200]; ezt kés6bb tobb személyes talalkozas és
franciaorszagi tanulmanyut kovette.

A 2000-es évek elején altalanos lelkesedés és izgalom lett urra az
orvosbioldgiai kutatasi teruleten a human genom szekvenalasabdl nyert adatok
elérhetésége miatt. Ez a motivalo érzés valamilyen mértékben hozzam is elért,
igy én is letoltottem a mar hozzaférhetdé nyers szekvencia adatokat és
erbprébaként szamitdégép programot kezdtem fejleszteni, hogy uj K* csatorna
géneket azonositson a human genomban. A programot az Elettani Intézetben
tobb munkatars szamitogépén éjszakakon keresztul futtatva lépésrdl lépésre
dolgoztam fel az egyes kromoszémak szekvencia tartomanyat. Eredményul két
addig nem ismert K* csatorna gént kaptam. Nagy éromoémre az egyik gén exon-

intron szerkezete konnyen josolhatonak bizonyult és az exonokbdl 6sszeallitott
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kddold szekvencia négy transzmembran régiot és két pérusdomeént
tartalmazott. Nyilvanvalova valt, hogy egy Kop csatornat talaltam.

Az els6 TRESK aramot 2002. junius 21-én mértem és még aznap
észrevettem, hogy a petesejt endogén lizofoszfatidsav (LPA) receptorainak
ingerlése tObbszordsére noveli az aramot. Ekkor valt egészen egyértelmiivé,
hogy uj fejezetet nyitottam munkacsoportunk Kzp vizsgalataiban.

Az azéta eltelt id6szakban a tudomanyos érdekl6désem kozéppontjaban
a TRESK csatorna szabalyozasi mechanizmusainak vizsgalata allt. A
megkozelitésem jellegébél adoddan kezdetben semmit nem tudtam a csatorna
élettani jelentéségérél, azonban az elblvold szépségl kalcium-fliggd
szabalyozasi mechanizmus annak igéretét hordozta, hogy hamarosan fény
dertl a TRESK csatorna emberi szervezetben betoltott fontos szerepére.

Ez azonban nem egészen igy alakult. Ki tudtuk ugyan mutatni a TRESK
MRNS-t néhany szdvetben, pl. egér kisagyban vagy herében, azonban a tébbi
Kep csatornanal megszokott expresszidos szintekhez képest elenyészéen kis
mennyiségben. igy tehat az elsé évek annak a gondolatnak az arnyékaban
teltek, hogy a "TRESK csatorna sehol nem expresszalodik”. Végul 2006-ban
Kang és mtsai. kimutattak, hogy a TRESK nagy mennyiségben megtalalhaté a
hatso gyoki ganglion szenzoros neuronokban [14].

Ra egy évre Dobler T. és mtsai. elkészitették az els6 TRESK génhianyos
egeret. Ezzel megkezd6dott a masodik negativ korszak, ugyanis nem talaltak
jelentds fenotipus valtozast [256]. Chae és mtsai. alapos vizsgalatokat kdvetben
ugyanezt az eredmeényt megerdsitették [257]. |Id6kdzben Lafreniére és mitsai.
kozoltek a Nature Medicine folydiratban, hogy a TRESK egy bizonyos
kereteltolddasos mutacidja migrént okoz [17]. Azonban ezt masok nem tudtak
alatamasztani, viszont kimutattak az aranylag gyakori C110R funkcioveszt6
TRESK mutaciorol, hogy az (heterozigdta formaban) nem okoz migrént [258]. A
korszakra jellemz6 modon tulértékelt génhianyos egér negativ eredmények
miatt éveken keresztul, részben kimondatlanul, lappangott a kétely, hogy a
"TRESK csatorna kifejez6désének nincs funkcionalis jelentésége”.

Csak az elmult évben kovetkezett be attorés, tizenot évvel a TRESK

klbnozasat kovetbéen. Harom munkacsoport egymastdl fuggetlendl egyértelm
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fenotipust rendelt a TRESK csatorna hianyahoz egér modellben [15,16,259], és
bebizonyosodott, hogy a TRESK egyes dominans-negativ kereteltolédasos
mutéciéi tényleg migrént okoznak [18,260]. Ohatatlanul mosolyt csalnak az
alapkutatd arcara ezek az eredmények, hiszen az elmult tizenét év folyaman
felderitett sejt és fehérje szinti TRESK szabalyozasi mechanizmusok
tudasanyaga a nagy orvosi jelent6ségl fajdalomérzés és a kiemelt gyakorlati

fontossagu migrén kutatasi tertleteken hasznalhaté fel.
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3. CELKITUZESEK

1. Korabban nem ismert K* csatorna gének azonositdasa a human genom
szekvenciajaban (2000-2002). Az azonositott csatornak cDNS-ének
klbnozasa, a csatornak kifejezése heterolog rendszerben és alapvet6

elektrofizioldgiai tulajdonsagaik jellemzése.

2. A TRESK hattér K* csatorna receptor-medialt szabalyozasanak
kimutatasa. A Gg-fehérje kapcsolt receptorok hatasanak vizsgalata, a

TRESK csatorna aktivaciojahoz vezet6 jelpalya felderitése.

3. A Kkalcineurin foszfatdz altal defoszforilalt aminosavak azonositasa a
TRESK szekvenciaban. A Kkalcineurin TRESK csatornara kifejtett
hatasanak elemzése molekularis szinten. A kalcineurin-TRESK fehérje

interakcidt kialakitd szerkezeti elemek meghatarozasa.

4. A TRESK csatornafehérjéhez in vitro k6t6dé interakcids fehérjék keresése.
Els6 lépések a 14-3-3 adapter fehérje és a TRESK ioncsatorna

kapcsolddas funkcionalis jelentéségének megértése felé.

5. A TRESK csatorna regulacios szerinjeit foszforilalo kinazok azonositasa. A

kindazok TRESK gatl6 hatasanak vizsgalata heterolog rendszerben.

6. A protein kinaz C (PKC), masok altal korabban kozolt, TRESK aramot
noveld hatasanak vizsgalata. A PKC-fugg6 TRESK aktivacio
mechanizmusanak felderitése a Xenopus heterolog expresszids

rendszerben.

7. A TRESK csatornat befolyasol6 farmakolégiai agensek azonositasa,

kisérletes felhasznalas céljabol.
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4. MODSZEREK

4.1 Molekularis biolégia

A human TRESK exonokat genomidlis DNS-bél sokszorositottuk és
polimeraz lancreakciéo (PCR) segitségével épitettik 6ssze. Az egér TRESK
cDNS-t kisagy RNS-bdl amplifikaltuk reverz transzkripciot kovetd polimeraz
lancreakcio (RT-PCR) segitségével. A cDNS végeket RACE (Rapid
amplification of cDNA ends) mddszerrel kldonoztuk. Szamos tovabbi (pl. 14-3-3
vagy kinaz) konstrukcidnal hasonldan jartunk el; a kiildonb6z6 egér szovetekbdl
TRIzol reagenssel (Invitrogen) tisztitott RNS-b6l RT-PCR mddszerrel
sokszorositottuk a cDNS-t. A kész konstrukciokat pEXO vagy pXEN (GenBank:
EU267939.1) Xenopus expresszios plazmidba ligaltuk és szekvenalassal
ellendriztuk.

A konstrukciok mutans valtozatait legyakrabban a QuikChange iranyitott
mutagenezis moddszerrel (Stratagene) készitettik el a gyartd leirasanak
megfeleléen. A mutaciok elballitasahoz hasznalt primerparok szekvenciajat a
sajat fejlesztésli SeqHandler szoftverrel terveztem [4], ugy, hogy a primerek
csendes (silent) mutaciot is tartalmaztak, amely nem valtoztatta az aminosav
szekvenciat, de Uj restrikcios hasitasi helyet hozott 1étre. A mutaciok kisebb
hanyadat és az egyéb (pl. csonkolt vagy lancolt) konstrukciokat a PCR médszer
megfeleld alkalmazasaval készitettlk.

A cRNS-eket in vitro szintetizaltuk az mMMESSAGE mMACHINE T7
Transcription kittel (Ambion). A pXEN templat plazmidot restrikciés enzimmel
linearizaltuk ugy, hogy a cRNS a kodold régid korll a plazmidba épitett
Xenopus globin mRNS 5 és 3" nem transzlalt régidkat (UTR) is tartalmazta,
amelyek novelték a cRNS stabilitasat az oocyta citoplazmajaban. A cRNS
megfelel6 minéségét elektroforézissel igazoltuk formaldehid tartalmu denaturald
agaroz gélen, etidium-bromid festés segitségével.

A patch clamp méréseknél hasznalt, COS-7 vagy HEK-293 sejtek
transzfekciéjahoz szukséges, plazmid konstrukcidkat ugy kaptuk, hogy a kodolo
régiot pcDNAS3, pCl, vagy pIRES-CD8 vektorokba szubklénoztuk. A pIRES-CD8
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vektor (internal ribosome entry site) lehetévé tette a transzfektalt sejtek
azonositasat anti-CD8 antitesttel bevont mikrogydngyok (Dynabeads)
segitségeével, mert errél a plazmidrdl a kivant fehérje konstrukcién kivul a CD8
sejtfelszini marker is kifejez6dik.

A  bakteridlis fehérje  expresszibhoz  haszndlt konstrukciokat
leggyakrabban ugy allitottuk el6, hogy a kodold régiét a pGEX (Amersham)
vagy pET (Novagen) plazmid rendszerek valamelyik valtozataba szubklénoztuk.
Az ezekr6l képz6d6 glutation-S-transzferaz (GST) vagy hexahisztidin (Hs)
fuziés fehérjéket az E. coli BL21 t6rzs valamelyik (pl. Rosetta vagy Star)
valtozataban isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) indukciéval kifejeztiik, majd a
baktériumok ultrahangos feltarasat kovet6en glutation- vagy Ni-NTA-agaroz

gélen affinitas kromatografiaval tisztitottuk.

4.2 A Xenopus petesejtek preparalasa és mikroinjektalasa

Afrikai karmosbékabdl (Xenopus laevis) eltavolitott ovarium lebenyeket
kollagenazzal (1-2 mg/ml) emésztettink OR2 oldatban 18 °C-on. Az OR2
Osszetétele mM-ban a kdvetkezd volt: NaCl 82.5, KCI 2, MgCl2 1, HEPES 5 (pH
7.5, NaOH). A megfelel6 méretl és érettségl petesejtekrdl a follikularis réteget
finom csipeszekkel lefejtettik, majd a sejteket felhasznalasukig modositott
Barth’s oldatban taroltuk 18 °C-on. A mddositott Barth’s oldat dsszetétele mM-
ban a kovetkezd volt: NaCl 88, KCI 1, NaHCOs 2.4, MgSO4 0.82, Ca(NOs3)2
0.33, CaClz2 0.41, HEPES 20 (pH 7.5, NaOH), Na-piruvat 4.5, teofillin 0.5,
kiegészitve penicillinnel (100 U/ml) és streptomycinnel (100 pg/ml).

Az oocytdk mikroinjektalasa a defollikulalas utan egy nappal toértént.
Sejtenként 50 nl cRNS oldatot injektaltunk (Nanoliter Injector, World Precision
Instruments). A kisérleti tervnek megfeleléen az oldat sok esetben kulonb6zé
cRNS-ek keverékét tartalmazta. Jellemz6en 0.3-1.2 ng cRNS-t injektaltunk
oocytanként a megfelel6 expresszidos szintek elérésére, egyes kulonleges
esetekben 0.1 ng/sejt is elégséges volt a kifejez6déshez, vagy joval nagyobb pl.
25 ng/sejt mennyiségre volt szukség. A Xenopus oocytakbol kivagott, belsejét

kiforditott (inside-out), membran folt méréseket megel6zéen, 200 mM kalium-
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aszpartat tartalmu oldatban zsugoritottuk a sejteket és finom csipeszekkel
eltavolitottuk a patch clamp mérést akadalyozé Vvitellin  membrant a
sejtfelszinrdl. Az elektrofiziologiai méréseket a mikroinjektalast koveté harmadik

napon végeztuk.

4.3 Két-elektrodos feszultségzar (voltage clamp) mérés

A Xenopus petesejtekben a K* aramokat két-elektrodos feszlltségzar
(voltage clamp) modszerrel mértik OC-725C er6sitével (Warner Instrument
Corp.). Az adatokat Digidata 1200 vagy 1440A (Axon Instruments) AD/DA
konverterrel digitalizaltuk és a pClamp 6.0.2 vagy 10.1 szoftver (Molecular
Devices) Clampex programjaval rogzitettik, majd a Clampfit programmal
ertékeltik. Az intracellularis mikroelektrodokat boroszilikat Gvegbdl készitettuk
P-87 pipettahuzé berendezésben (Sutter Instrument). A mikroelektrodok 3 M
KCI oldattal feltoltve 0.3-1 MQ ellendllasuak voltak. A oldattal toltott
mikropipettakat Ag/AgCl elektrodon  keresztlil kotottik az  erésitd
berendezéshez.

A TRESK aramot legyakrabban a magas (80 mM), illetve alacsony
(2 mM) K* koncentraciéju oldatban meért aramok kulonbségeként hataroztuk
meg. A hattér K* aramokat jellemzéen 300 ms hosszu feszlltséglépések végén
(az esetleg jelenlévé feszlltségfliggé aramok deaktivaciojat kdvetéen) -100 mV-
on mértuk, és a feszlltséglépést harom vagy négy masodpercenként
ismételtlk. Az alacsony K% koncentracioju oldat Osszetétele mM-ban a
kovetkez6 volt: NaCl 95.4, KCI 2, CaCl2 1.8, HEPES 5 (pH 7.5, NaOH). A
magas K* koncentracioju oldatban a [Na*]-t ugy csokkentettik, hogy a teljes
kation koncentracio allandé maradt. A petesejt korul a mérboldatot
folyamatosan aramoltattuk, hidrosztatikai nyomaskulonbség elvén mikodd
perfuziés rendszerrel. Az aramokat szobahémérsékleten (21 °C) mértik.

A fenti mérési feltételek mellet a desztillalt vizzel mikroinjektalt kontroll
oocytak endogén K* arama tobbnyire nem haladta meg az 50-200 nA
nagysagot a petesejt preparatumokban. A legtébb mérésiunkben az endogén K*
aram nagysaga elhanyagolhaté volt a legalabb tizszer nagyobb expresszalt
TRESK aramhoz képest.
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4.4 Patch-clamp mérés

A telijes sejt (whole cell) felallasban a COS-7 vagy HEK-293 sejtek
aramait RK-400 (Biologic) vagy Axopatch-1D (Axon Instruments) erGsitével
meértuk. A mikroelektrodokat vékonyfalu boroszilikat GUvegbdl P-87 pipettahuzo
berendezéssel (Sutter Instrument) készitettik, majd utohbkezeltuk (fire polish),
igy a pipetta oldattal feltoltésuket kovetben az ellendllasuk 3 és 9 MQ kozott
alakult. A COS-7 sejtek mérésénél a pipettaoldat dsszetétele a kdvetkezé volt
mM-ban: KCI 140, MgClz2 2, EGTA 5, HEPES 10 (pH 7.3, NaOH). A kalcium-
fugg6 TRESK szabalyozast Ilehetévée tevé HEK-293 sejt meérésekben
alacsonyabb EGTA koncentraciot alkalmaztunk, az Osszetétel mM-ban a
kovetkezd volt: KCI 140, MgCl2 3, EGTA 0.05, Na2ATP 1, Na2GTP 0.1, HEPES
10 (pH 7.3, NaOH). A mérések egy részében az ATP-t és GTP-t kihagytuk a
pipettaoldatbol. A COS-7 sejtek mérésénél a magas K* koncentracioju
extracellularis oldat a kovetkezbket tartalmazta mM-ban: KCI 140, CaCl2 1,
MgCl2 4, and HEPES 10 (pH 7.4, NaOH). Az alacsony, 4 mM K* koncentracioju
EC oldatban a KCI-t NaCl-dal helyettesitettik megfeleléen. A HEK-293
méréseknél az alacsony Ca?* és K* koncentracioju EC oldat Osszetétele a
kovetkezd volt mM-ban: NaCl 140, KCI 2, MgCI2 2.5, glukéz 11, EGTA 0.05,
HEPES 10 (pH 7.4, NaOH). A magas, 30 mM K* koncentracioju oldatban az
el6z6hoz képest 28 mM-lal csOkkentettliik a Na* koncentraciét. Az ionomycinnel
torténd ingerlés kdzben (és esetenként utan) az el6z6 két oldat olyan valtozatat
hasznaltuk, amelyek EGTA helyett kétérték ionokat (2 mM Ca?* és 0.5 mM
Mg?*) tartalmaztak.

A Xenopus petesejtekbdl készitett belsejét kiforditott (inside-out) és
kilsejét kiforditott (outside-out) membran folt méréseknél az Axopatch-1D
(Axon Instruments) er@sitét hasznaltuk. A mikroelektrodokat vastag falu
boroszilikat Uvegbdl készitettik, ezek ellenallasa héutdkezelés (fire polish) és
pipettaoldattal feltdltés utan 30-80 MQ volt. Az outside-out méréseknél a
pipettaoldat és az EC oldatok 6sszetétele ugyanaz volt, mint a COS-7 teljes sejt
meéréseknél. Az inside-out méréseknél a pipettaoldat a kovetkez6ket tartalmazta
mM-ban: KCI 140, CaClz 1, MgClz 4, HEPES 10 (pH 7.4, NaOH). Az EC oldatok
Osszetétele pedig: MgCl2 2, EGTA 5, HEPES 10 (pH 7.3, NaOH) plusz KCI 140
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volt a magas K* koncentracioju oldatban, vagy plusz KCIl 4 és NaCl 136 az
alacsony [K*] esetén. Az egyedi csatorna (single channel) méréseknél a
mérépipettak kulsejét bevontam R-6101 elasztomerrel (Dow Corning) a
kapacitas csOkkentése céljabdl. A teljes sejt méréseknél legalabb 10 GQ, a
kivagott folt méréseknél 20-40 GQ seal ellenallast fogadtunk el. Az egyedi
csatorna méréseknél a nyolcpolusu Bessel filter alulatereszté hatarfrekvenciaja
2 kHz, a mintavételezés frekvenciaja pedig 10 kHz volt. A jelet Digidata 1200

segitségével digitalizaltuk és pClamp 6.0.2 szoftverrel regisztraltuk.

4.5 Rekombinans fehérjék tisztitasa

A GST fuziés fehérjéket kifejez6 E.coli BL21 baktériumokat szonikalassal
feltartuk jéghideg G-lizis (vagy hasonld) oldatban. A G-lizis oldat 6sszetétele
mM-ban a kdvetkezd volt: Tris-HCI 50 (pH 7.6), KCI 50, NaCl 50, EDTA 1,
dithiothreitol 1, PMSF 1, benzamidin 0.1. A lizatumot centrifugaltuk (10-15 ezer
g-vel 10-20 percig, 4 °C-on), majd a fuziés fehérjét glutation-agaréz (SIGMA)
affinitds  kromatografiaval tisztitottuk a felUluszébdl. A GST pulldown
kisérletekben a rezinen immobilizalt fehérjét hasznaltuk, néhany mas
kisérletben a fuzids fehérjét elualtuk a rezinrél 20 mM glutationnal kiegészitett
G-lizis oldattal, majd az eluatumot egy éjszakan keresztul dializaltuk 4 °C-on a
fehériének megfeleld taroldé oldattal. A hosszu tavon -20 °C-on tarolt aktiv
MARK kinaz enzim konstrukciok tarolé oldata 50% glicerint is tartalmazott.

A thioredoxin-Hise (Trx-Hiss) fuzios fehérjéket szintén nativ korilmények
kozott tisztitottuk. A fehérjéket kifejezd baktériumokat jéghideg N-lizis oldatban
szonikaltuk, ahol az N-lizis oldat 0sszetétele mM-ban a kovetkez6 volt: foszfat
30 (pH 7.8, NaOH), NaCl 200, MgCl2 2, PMSF 1, benzamidin 0.2, imidazol 5, B-
merkaptoetanol 5.6. A fehérjéket Ni-NTA agaréz (Qiagen) affinitas
kromatografiaval tisztitottuk. Ez a tisztitasi eljaras joval érzékenyebb volt a
mosasi |épések szamara és a mosodoldat 6sszetételére, mint a glutation-rezines
kromatografia. Egy ml rezint hatszor mostunk egyenként 5 percig 12 ml N-lizis
oldattal, a masodik €s harmadik par mosasnal az imidazol koncentraciot 20,

illetve 50 mM-ra novelttk a nem specifikusan kot6dé bakterialis fehérjék
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eltavolitasara. A fuzios fehérjét 256 mM imidazol tartalma oldattal elulaltuk,
majd taroldoldatba dializaltuk (Tris-HCI 20 (pH 7.3), NaCl 100, KCI 50, MgCl:2 2,
EGTA 1, and dithiothreitol 0.1).

A C-termindlisukon oktahisztidin cimkével ellatott TRESK hurok
konstrukciok ("vad tipusu” és szamos mutans TRESKIloop-Hiss) inkluzids
testekben halmozédnak fel a bakteridlis expresszid soran. Ezért ezeket
denaturalé korulmények kozott tisztitottuk. Az inkluzids testeket a szonikalast
kovetben tobbszori mosas és centrifugalas utan a pelletben kaptuk meg a tdbbi
bakteridlis alkotdéelemtél mar részlegesen tisztult allapotban, ezeket oldottuk fel
szobahdmérsékleten az IB-lizis oldatban, amely a kovetkezbket tartalmazta
mM-ban: foszfat 30 (pH 7.8, NaOH), NaCl 200, PMSF 1, benzamidin 0.1, B-
merkaptoetanol 5, imidazol 5, urea 7000. A TRESKIoop-Hiss fehérjéket Ni-NTA
agarozzal tisztitottuk ebbdl az oldatbdl. A rezint szobahdmérsékleten mostuk
haromszor 50 mM imidazollal kiegészitett IB-lizis oldattal, majd egyszer IB-
lizissel, majd kétszer pH 5.5-re titralt IB-lizissel, majd ujra IB-lizis oldattal. A
TRESKIoop-Hiss fehérjéket Ni-NTA rezinen immobilizalva taroltuk kb. 50 %-os
szuszpenzioban IB-lizis oldatban 4 °C-on.

A fent bemutatott altalanos vonalakban leirt tisztitasi eljarasokat az
egyes kisérletekben a tisztitott fehérje egyedi tulajdonsagainak megfeleléen

adaptaltuk.

4.6 In situ hibridizacio

A Kv8.2 egyedi N-terminalisanak megfelelé mintegy 300 bp hosszusagu
cDNS-t sokszoroztunk polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével a teljes
csatorna kdodold régiot tartalmazé pXEN plazmidbol. A PCR terméket Bluescript
Il pKS vektorba szubklénoztuk, az EcoRl és EcoRV helyek koézé. Ebbél a
plazmidbdl sokszoroztuk PCR-ral a szonda (probe) templatot, T7 és T3
oligonukleotidokkal. Err6l a templatrél T7 vagy T3 RNS polimerazzal
radioaktivan jeldlt szenz vagy antiszenz RNS szondat szintetizaltunk in vitro,

MaxiScript kit segitségével (Ambion).
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Kollaboraciés partnerink, dr. Téth E. Zsuzsanna, a szOveteket (egér
szem és Ujszulott patkany) fagyasztva metszés (kriosztat) utan 4%
formaldehiddel fixalta. Dehidralas és delipidalast kovetéen, 55 °C-on 108 cpm
radioaktivan jeldlt szenz vagy antiszenz szondaval hibridizaltatta a metszeteket
egy éjszakan at, majd RNaz A tartalmu oldattal tébbszér mosta ezeket. Az Ujra
dehidralt és szaritott metszeteket "radioaktiv nyomjelzébe” (NTB3 nuclear track

emulsion) martotta, majd 10 nap expoziciét kovetéen Kodak Dektol-lal el6hivta.

4.7 Immunoblot

A kalcineurin és tubulin kimutatasat standard Western blot eljarassal
végeztuk. A denaturalt mintakat 12 %-os SDS-PAGE géleken futtattuk, majd
nitrocellul6z membranra blottoltuk. A nem specifikus koétéhelyeket 5 % sovany
tejport és 1% Tween 20 detergenst tartalmaz6 oldattal blokkoltuk. Az
els6dleges antitestek a nyul poliklonalis anti-calcineurin A (H-209, sc-9070,
Santa Cruz Biotechnology) 500-szoros, illetve a monoklonalis anti-B-tubulin 1gG
(Sigma T5076) 5000-szeres higitasban voltak. A masodik antitestek
tormaperoxidaz-konjugalt anti-nyul vagy anti-egér 1gG-k voltak kecskébdl
(RO5071 vagy R05072, Advansta), 5000- vagy 10000-szeres higitasban. A
csikokat erfsitett kemilumineszcencia  moddszerrel  tettik  lathatéva
(WesternBright ECL HRP, Advansta). A Phos-tag kisérleteknél hasznalt anti-HA
immunoblot leirasat Id. a 4.11 fejezetben.

4.8 GST és Hise/Hiss "pulldown” kisérletek

A rezinen immobilizalt fuzios fehérjék, illetve azok kulonb6zé mutans
valtozatainak, fehérje interakcioit “pulldown” Kkisérletekkel vizsgaltuk. Az
interakcids partner jeldletlen, vagy a csalifehérjétél eltéré fuzios cimkével jeldlt,
tisztitott rekombinans valtozatat hosszan (altalaban 1 h) egyutt inkubaltuk a
rezinen immobilizalt csalifehérjével a kotédés elésegitésére. A nem specifikus
interakcidkat (pl. az oldatban 1évé fehérje rezinhez tapadasat) detergens (pl.
Triton X-100 vagy CHAPS) hozzaadasaval mérsékeltik. Ezt kdvetben a rezint

gyorsan (jellemz&en néhany percen belul) és tobbszor mostuk fehérjementes
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oldattal, a nem kotédé fehérjék eltavolitasara, majd a rezinrél a kotédéd
fehérjéket ureaval vagy az dsszes fehérjét (beleértve a csalifehérjét is) SDS
mintapufferrel elualtuk. Az eluatumokbol a fehérjéket Tris-Gly SDS-PAGE
gélelektroforézissel szétvalasztottuk méret szerint, majd leggyakrabban
Coomassie Blue festéssel lathatéva tettuk. Ritkdbban ezust festést kellett
alkalmaznunk a nagyobb érzékenység elérésére, vagy a fehérjét specifikus
antitest felhasznalasaval Western blot kisérlettel mutattuk ki. A megfelel
kontrollt leggyakrabban a csak rezinnel végzett reakcio, vagy a "vad tipusu” és
klldnb6z6 mutans csalifehérjék kotésének dsszehasonlitasa jelentette.

A 14-3-3 kotés vizsgalatanal a TRESK hurok régiénak megfeleld
csalifehérjéket in vitro foszforilaltuk a "pulldown” kisérlet el6tt, mivel a 14-3-3
foszforilacio-fuggd kotédést mutat. llyenkor a GST vagy Hiss fuziés fehérjét egy
€jszakan at egyutt inkubaltuk protein kinaz A holoenzimmel (PKA, Sigma) a
megfelelé dsszetétell oldatban, amely a szokasos proteaz inhibitorokon kivil
foszfataz gatlokat és természetesen ATP-t és cAMP-t is tartalmazott a
megfelel6 koncentracioban. A TRESKIloop-Hiss csalifehériénél a PKA reakcio
el6tt tobbszdri mosassal eltavolitottuk a tarold oldatban talalhatéd ureat.

A “pulldown” kisérletek egyes eseteiben szoveti (egér agy) citoszolbdl
halasztuk ki az interakcios partnereket a fent ismertetett altalanos eljarashoz

hasonlé moédon.

4.9 In vitro fehérje foszforilacié vizsgalat

A rezinen immobilizalt fuzios fehérjék foszforilacidjat vizsgaltuk Xenopus
ovarium vagy egér agy citoszol, illetve protein kinaz A (PKA, Sigma) vagy a
rekombinans konstitutivan aktiv MARK2 konstrukci6 hatasara.

A Xenopus ovarium szoOvet citoszol készitéséhez 1 g szoOvetet
homogenizaltunk 1 ml oldatban, amely mM-ban tartalmazta a kovetkez6
Osszetevoket: HEPES 50 (pH 7.2, NaOH), KCI 50, MgCl2 10, B-glicerofoszfat
50, NaF 20, para-nitrofenilfoszfat 20, natrium ortovanadat 0.2, PMSF 2,
benzamidin 0.2, B-merkaptoetanol 2, imidazol 10, és ezt kiegészitettuk a
kovetkezdkkel: ciklosporin A (5 uM), FK506 (1 uM), leupeptin (0.5 mg/ml),
aprotinin (0.5 mg/ml) és szo6jabab tripszin inhibitor (1 mg/ml, Sigma, type 1IS). A
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lizatumot haromszor centrifugaltuk 16000 g-vel 10 percig és minden alkalommal
a kozéps6 fazist vittik tovabb, amely az oldhatatlan pellet felett és a felszini
lipid alatti felilusz6 folyadék fazist jelenti. A tiszta fellluszét 200 ul Ni-NTA
agarozzal preinkubaltuk 4 °C-on, a rezinhez nem specifikusan koté fehérjék
eltavolitasara. A 12-25 pl Ni-NTA rezinen immobilizalt TRESKIloop-Hiss
fehérjéket haromszor mostuk 1 ml oldattal (mM: HEPES 50 (pH 7.2, NaOH),
KClI 50, PMSF 1, benzamidin 0.1, B-merkaptoetanol 2) 20 percig. Az
immobilizalt TRESKIloop-Hiss fehérjét 40 percig foszforilaltattuk 100 ul ovarium
citoszol és 1 MBq [y->’P]ATP jelenlétében, folyamatos razatas mellett. A nem
beépllt radioaktivitas elmosasat kovetéen a fehérjéket elualtuk mintapufferrel
és 15%-o0s SDS-PAGE gélen futtattuk. A géleket megfestettik Coomassie Blue
festékkel és a radioaktivitasukat GS-525 Phosphor imager (Bio-rad) készulékkel
leképeztik.

A fehérje konstrukcidkat protein kinaz A-val (Sigma, P5511, 0.7 U/ug, 1
ug/reakcio) olyan oldatban foszforilaltuk 37 °C-on 30 percig, amely a
kovetkezbket tartalmazta mM-ban: HEPES 20 (pH 7.5, NaOH), KCI 80, MgCl2
10, B-glicerofoszfat 25, p-merkaptoetanol 0.5, natrium ortovanadat 0.1, cAMP 1,
és ezt kiegészitettiik a kdvetkezbkkel: 50 uM Na2ATP és 50 kBq [y-3?P]ATP.

Az egér agy citoszol készitéséhez egy egér agyat homogenizaltuk 1.2 ml
oldatban, amely a kovetkezd O6sszetevbket tartalmazta mM-ban: Tris-HCI 40
(pH 7.6), PMSF 2, benzamidin 0.5, B-merkaptoetanol 9. A lizatumot
centrifugaltuk 35000 g-vel 20 percig, kiegészitettik 100 mM NaCl-dal és ujra
centrifugaltuk 35000 g-vel 10 percig. A fellluszét Sephadex G-25 gélszird
oszlopra (1.5 cm atméréji, 23 cm magas) vittik fel AKTA-FPLC rendszerrel,
miutan az oszlopot ekvilibraltattuk olyan oldattal, amely mM-ban tartalmazta a
kovetkezd Osszetevéket: Tris-HCI 40 (pH 7.6), PMSF 0.5, benzamidin 0.5, p-
merkaptoetanol 2. Az atfolyébdl a 280 nm-en mért magas extinkcioju és egyben
alacsony vezet6képességl frakciokat gydjtottik, amelyek a s6 és ATP mentes
fehérjének feleltek meg. A gél-filtralt citoszolt nyolcszorosara higitottuk az
oszlop ekvilibralé oldataval és ebbdél adtunk 10 pl-t 10 pul Ni-NTA rezinhez,

amely az immobilizalt TRESKIloop-Hiss fehérjét tartalmazta. Ezt inkubaltuk 37
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°C-on 1 ¢6raig 40 ul olyan oldat hozzaadasa utan, amely a kovetkezé
OsszetevlOket tartalmazta mM-ban: HEPES 60 (pH 7.4, NaOH), KCI 50, MgCl2
10, imidazol 75, B-glicerofoszfat 20, p-merkaptoetanol 4, natrium ortovanadat
0.2, és ezt kiegészitettik a kdvetkezdkkel: 1% Triton X-100, 20 uM Na2ATP és
50 kBq [y-3?P]JATP. A fehérjéket elualtuk, futtattuk és a radioaktivitast hasonloan
mértuk, ahogy fentebb mar leirtuk.

A GST-TRESKIoop és GST-tau konstrukcidkat a Trx-Hise-MARK2-T208E
tisztitott rekombinans kinazzal foszforilaltattuk, mivel ez a konstrukcid nem
kotédott szamottevéen a glutation rezinhez és konstitutivan aktiv volt, vagyis
nem igényelt aktivalo foszforilaciot a T208 poziciéban. A foszforilaciot 30 °C-on
1 oraig végeztik folyamatos razatas (200 rpm) mellett olyan oldatban, amely a
kovetkezd Osszetevdket tartalmazta mM-ban: Tris-HCI 50 (pH 7.5), MgCl2 5,
PMSF 0.5, benzamidin 0.5, EGTA 2, DTT 0.5, kiegészitve 20 uM Na2ATP-vel
és 100 kBq [y-3?P]JATP-vel.

A kulonbdzé Ni-NTA rezinen kotott TRESKIoop-Hiss konstrukciokat
viszont GST-MARK2-T208E tisztitott rekombinans kinazzal foszforilaltattuk.
Ebben az esetben a foszforilald oldatbol kihagytuk az EGTA-t és a DTT-t, mivel
ezek inkompatibilisek a Ni-NTA rezinnel, a DTT helyett 1.4 mM -

merkaptoetanolt hasznaltunk.

4.10 In vitro foszfataz mérések radioaktiv jelolés eltavolitassal

A 10 pl glutation agarézon immobilizalt GST-hTRESK(174-280), GST-
hTRESK-(174-280)-AQAP, GST-mTRESK(164-292) és GST-mTRESK(164-
292)-AQAP fuzios fehérjéket Trx-Hise-MARK2-T208E kinazzal foszforilaltuk és
ezaltal radioaktivan jeloltuk foszforizotéppal, ahogy azt a 4.9 fejezetben
ismertettuk.

Ezt kdvetben a radioaktivan jelolt fehérjéket egér agy citoszollal
defoszforilaltuk kilénb6z6, 0 és 60 perc kozotti idétartamokig. Az egér agy
citoszolt hasonléan készitettlk, ahogy az el6z6 (4.9) fejezetben olvashato,
azzal a kulonbséggel, hogy egy agyat 4 ml oldatban homogenizaltunk. Ez

megfeleléen hig citoszolt eredményezett, a kalcineurin koncentracio jelentés
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mértékben csdkkent és annyira lelassult a defoszforilacio, hogy lehetévé valt a
kinetika értékelése a 0-60 perces id6tartomanyban.

Az egy agybdl preparalt citoszolt 18 defoszforilaciés reakciohoz
hasznaltuk fel (10 ul rezin/reakcid). A kuldnb6zb reakciokban a citoszolt
megfelel6en kiegészitettik 1 mM CaClz-dal vagy 2 mM EGTA-val, a kalcineurin
aktivitas el6segitésére (a citoszol tartalmazta a kalmodulint is) vagy gatlasara. A
reakciot a citoszol gyors higitasaval allitottuk le, majd a szubsztrat fehérjét
elualtuk SDS-mintapufferrel a rezinrdl és futtattuk 12%-os SDS-PAGE gélen,
festettlk Coomassie Blue-val és a radioaktivitast leképeztik phospor imager-

rel.

4.11 In vivo foszforilacié kimutatasa Phos™-tag reagenssel

A HA2-N70Q-hTRESK konstrukciot expresszalé Xenopus oocytakbdl a
cRNS mikroinjektalasa utani harmadik napon plazmamembran frakciot
preparaltunk. (A maddositott csatorna alegység két N-terminalis HA-cimkeét,
influenza hemagglutinin  epitopot tartalmazott, ezért anti-HA antitesttel
kimutathatd volt Western blot kisérletben. Emellett az N70Q mutaciéval
megakadalyoztuk az N-glikozilacidt, amely jelentés méretbeli heterogenitast
okozott volna.) A sejteket (csoportonként 10-30 db) 1 ml lizis oldattal
homogenizaltuk Potter homogenizaléban jégen. A lizis oldat 6sszetétele mM-
ban a kovetkezé volt: HEPES 20 (pH 7.9, NaOH), imidazol 40, natrium
ortovanadat 1, NaF 40, EDTA 10, PMSF 1, benzamidin 1, amelyet
kiegészitettunk: foszfatdz inhibitor koktél (1. tipusu, 1%, Sigma, P2850),
leupeptin (5 mg/ml). A homogenizatumot kétszer centrifugaltuk 1000g-vel 10
percig 4 °C-on, ezzel eltavolitottuk a nagy mennyiségl szikanyag szemcsét.
Majd a nagyméretl plazmamembran darabokat lecentrifugaltuk 16000g-vel 10
perc alatt 4 °C-on és felvettik 40-80 yl SDS-mintapufferben. A plazmamembran
preparatumot azonnal felhasznaltuk vagy -80 °C-on taroltuk.

Az egyik csoportban a membranpreparatumot in vitro defoszforilaltuk A
foszfatazzal (Santa Cruz). Itt a membran frakciohoz elészor 20 pl Mn?* tartalmu

defoszforilalé puffert adtunk, amelynek dsszetétele mM-ban a kdvetkezd volt:
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HEPES 50 (pH7.5, NaOH), DL-dithiothreitol 7.5, EGTA 1.5, MnCl2 3. A fehérjét
2 ul A foszfatazzal (400 U/uL) defoszforilaltuk 37 °C-on egy 6raig, majd a mintat
felvettik SDS-mintapufferben.

A foszforilalt és defoszforilalt TRESK fehérjéket Phos-tag™ SDS-PAGE
modszerrel valasztottuk szét egymastol. A futtatast 15 uM Zn?*-Phos-tag
komplex jelenlétében 8%-os poliakrilamid gélen Tris-MOPS pufferrel végeztuk a
gyarté utasitasanak megfeleléen (Wako Pure Chemical Industries, Osaka,
Japan). Egy savba az SDS-mintapufferben felvett membran frakciokbdl 5-10
pl-t vittink fel, amelyet kiegészitettunk megfeleld mennyiségl ZnClz-dal az
EDTA telitésére és NaOH-dal a pH visszalugositasa céljabdl. (A szabad EDTA
és alacsony pH nem kompatibilis a Phos-tag futtatassal.)

A gélbél a fehérjéket blottoltuk nitrocelluléz membranra, majd a TRESK
konstrukciot anti-HA antitesttel Western blot moédszerrel detektaltuk. Miutan
blokkoltuk a nitrocellul6z membran nem specifikus kétéhelyeit (foszfat pufferelt
fizioloégias soéoldatban oldott 0.2 g/10 ml szarvasmarha szérum albumin, 0.5
g/10 ml zsirmentes tejpor és 0.2 % Tween-20 detergens keveréekével), egér
monoklonalis anti-HA 1gG1 els6dleges antitesttel (10000-szeres higitas, Clone
2-2.2.14, Thermo Scientific) inkubaltuk a membrant két 6raig szobahén. Ezutan
egy oraig inkubaltunk a masodlagos antitesttel, tormaperoxidazzal (HRP,
horseradish peroxidase) konjugalt, kecske anti-egér IgG-vel (10000-szeres
higitas, R-05071-500; Advansta). A membrant egyszer mostuk 5-10 percig a
blokkolas utan és 4-6-szor az antitestek eltavolitasara, 20-30 ml 0.1% Tween-
20-at tartalmazé foszfat pufferelt fiziologias soéoldatban. A TRESK csikokat
fokozott kemilumineszcenciaval jelenitettik meg a gyartd utasitasat kovetve
(WesternBright ECL HRP, Advansta).

4.12 Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + az atlag hibaja (standard error of the mean, S.E.M.)
formaban adtam meg. A kllénbségeket minden esetben p<0.05 érték alatt
fogadtuk el szignifikansnak, de ha a p érték ennél kisebb volt, akkor ezt adtam
meg a szovegben (pl. p<0.01). Az alacsonyabb p értéket az abrakon altalaban

tobb csillaggal jeleztem. A kisérleti modellnek megfeleléen hataroztuk meg a
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hasznalt statisztikai teszt tipusat, emellett egyes esetekben a kisérletbdl
szarmazo6 adatok tulajdonsagait is figyelembe vettik el6re rogzitett algoritmus
szerint (az adatok normal eloszlasat a Shapiro-Wilk teszttel, vagy a varianciak
homogenitasat Levene teszttel vizsgaltuk). A parametrikus tesztek kozal
gyakran hasznaltuk a Student t-tesztet vagy a heteroszkedasztikus Welch-
Satterthwaite korrigalt t-tesztet, illetve tdbb minta dsszehasonlitasara az
egyutas (Fisher) ANOVA-t kdovetéen a Scheffe vagy Tukey HSD poszt hoc
tesztet, vagy a Welch ANOVA-t és a Games-Howell poszt hoc tesztet. A nem
parametrikus tesztek kozul leggyakrabban a Mann-Whitney U tesztet vagy a
Kruskal-Wallis ANOVA-t alkalmaztuk. A statisztikai szamitasokat a Statistica
szoftver (TIBCO Software) vagy SPSS Statistics szoftver (IBM Corporation)
kllonbdz6 verzidival végeztuk. Teljes gatlas esetén a normalizalt dézis-hatas
Osszeflggéseket a 1/(1+(c/K12)") Hill-egyenlettel illesztettem, részleges
gatlasnal az egyenlet a/(1+(c/K12)")+(1-a) valtozatat hasznaltam, amelyben az
a a gatolt hanyadnak felel meg (a c¢c a gatlészer koncentracidja, Kiz a
félmaximalis gatlé koncentracio, az n pedig a Hill-koefficiens). A denzitometrias
adatokat az Imaged szoftverrel (Wayne Rasband, NIH, Research Services

Branch) értékeltem.
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5. EREDMENYEK

5.1 A TRESK és Kv8.2 gének azonositdsa a human genomban

Egy sajat fejlesztésli szamitdégép programmal Uj, korabban ismeretlen
kalium csatorna géneket azonositottam a 2000-es évek elejen még nem
annotalt human genom szekvencigjaban. A kromoszomalis DNS-ek hat
leolvasasi keretében olyan szekvencia részleteket kerestem, amelyek
aminosavakra leforditva jol megfeleltek a mar ismert K* csatornak konzervalt
porusdoménjenek. A szamitott aminosav szekvenciakhoz pontszamokat
rendeltem az egyes DNS pozicioknak és leolvasasi kereteknek megfelel6en,
aszerint, hogy mennyire hasonlitanak a korabban ismert K* csatorna
porusdomén szekvenciakbol képzett konszenzus motivumhoz. A magas
pontszamot adé szekvenciak kozétt szamos mar ismert K* csatorna génjét
megkaptam, azonban ezek mellett két korabban még nem kozolt szekvenciat is

sikerUlt azonositani (15. abra).

e e e e e e e
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15. abra: Az egyik K* csatorna aminosav szekvencidjanak egyezése a
poérusdomén konszenzus motivummal

A konszenzus motivumot a mar korabban ismert K* csatornak pérusdomén
szekvencigja alapjan empirikusan képeztem a GYG motivum elsd glicinjét megel$z6
17 és azt kovet6 11 aminosav figyelembevételével (5 kihagyassal). A GYG
motivumhoz (piros téglalap) relativ poziciét a tablazat 2. és 3. sora adja meg, alatta
szerepelnek az adott poziciéban gyakran el6forduld aminosavak (t6bbségében
szlirkével). A tablazat elsé soraban az uUjonnan azonositott szekvenciat és az
egyezéseket a konszenzus motivumban sargaval jeldltem. A vizsgalt 24 pozicio kozul
a TRESK szekvenciaja 16 helyen egyezett a konszenzussal. (Nem kozolt eredmény.)

A két Uj gén exon-intron szerkezetét az FGENESH internetes eszkdzzel
(Softberry website) jésoltam és a hipotetikus cDNS-eket dsszeallitottam. Az
egyik csatorna alegység négy transzmembran szegmenst és két porusdomént
(4TMS/2P) tartalmazott (ma TRESK néven ismerjuk), a masik pedig a
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feszlltségfliggd K* csatornakra jellemzé 6TMS/1P szerkezetet mutatta (ma
Kv8.2).

Nem talaltunk olyan human cDNS konyvtarat vagy szoveti RNS-t,
amelybdél a TRESK kédolo régiét (RT-)PCR segitségével sokszorositani lehetett
volna. Ezért a human genomialis DNS-b&l sokszorositott exonokat épitettiik
O0ssze. Ez m(kodé csatornat eredményezett és pontosan megegyezett a Sano
és mtsai. altal kozolt, gerincvel6bdl sokszorositott human TRESK (TWIK-
RElated Spinal cord K* channel) cDNS-sel [1]. Kdzben az egér genom
szekvencidja is hozzaférhetévé valt, ennek ismeretében RT-PCR moddszerrel
kisagybol amplifikaltuk az egér TRESK szekvenciat, amelyet els6ként k6zoltlink
[2]. Eredménylunket hamar megerésitette egy harmadik munkacsoport, akik az
egeér csatornat TRESK-2 néven publikaltak [3]. A human TRESK szekvenciatdl,
az egyéb Kop csatornaknal megszokottnal jéval nagyobb mértékben, eltér az
egér TRESK szekvencidja (az aminosav azonossag mintegy 65 %), ezért
gondoltak, hogy masik geént talaltak. Késébb nyilvanvaléva valt, hogy nem
tortént génduplikacio és mindkét fajpan csak egyetlen TRESK gén létezik. A
masik két munkacsoport elsé kisérleteiben nem vizsgalt receptor-figgd
szabalyozast, ezért a TRESK egyedi kalcium-fliggé aktivaciojat elséként irtuk le
az irodalomban [2]. (Ld. a tovabbi fejezetekben.)

A masik azonositott, feszultségfiggd K* csatorna alegység (Kv8.2)
kodold szekvencia részletét megtalaltuk az EST (expressed sequence tag)
adatbazisban és az egér retina eredetli BG342392 EST klont megvasaroltuk.
Ez azonban nem tartalmazta a teljes kddolo régiot, ezért a cDNS 5’ végét RT-
PCR moddszerrel sokszorositottuk egér szem total RNS-bdl és az EST klonnal
Osszeépitettik. A feszlltségfliggd K* csatorna alegység elsé kldbnozasat, akkor
meég Kv11.1 néven, koran leirta egy masik munkacsoport [261]. Ennek ellenére
tovabb folyattuk a Kv alegység vizsgalatat, mert a masik munkacsoport nem
kozolte a csatorna alegység lokalizaciojat a szemben, amely nekink feltlint és
érdekesnek talaltuk.

A Kv8.2 retina EST és a szembdl sokszorozott PCR fragmens sugallta a
csatorna lokalizacidjat, de err6l pontosabban is megbizonyosodtunk [262].

Kollaboraciéban dr. Téth E. Zsuzsannaval a Semmelweis Egyetem Anatomiai
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Intézetben, radioaktivan jelolt in situ hibridizaciés probat szintetizaltunk és
megvizsgaltuk a csatorna mRNS kifejez6dést Ujszuldtt patkany teljes test

paraszagittalis metszeten (16. abra, A panel).

A

& ‘ i 16. abra: A K\8.2 fesziiltségfiiggd
4 - el K* csatorna alegység in situ
: i G hibridizaciés vizsgalata.

¥ i A. Telies Ujsziloétt  patkany

paraszagittalis metszet in situ
hibridizacio  Kv8.2-re  specifikus
radioaktivan jeldlt antiszenz RNS
probaval. Csak a szem mutat
specifikus jeldlédést.

B. Egér retina metszet Kv8.2 in situ
hibridizaciés  autoradiogram. A
kils6 sejtmag réteg (ONL) mutat
nagy szemcsesUriséget. C.
Kontroll in situ hibridizacié Kv8.2
szenz RNS probaval. (INL: belsé
sejtmag réteg, a lépték 50 um-t
jelol.) Médositva a [262]
kézleménybél.

S

A Kv8.2 mRNS nagy mennyiségben kifejez6dik a retinaban, a kuilsé

sejtmag rétegben, a fotoreceptorokban talalhaté (16. abra, B és C panel). A
lokalizacié mellett vizsgaltuk a funkciot is. A Kv8.2 magaban kifejezve nem adott
aramot Xenopus petesejtben, de ha a Kv2.1 alegységgel koexpresszaltuk,
akkor a Kv2.1 homotetramertdl eltéré tulajdonsagu heteromer csatornak
jelentek meg. A steady-state aktivacié feszlltségfiggése a negativabb
potencial értékek felé tolddott, valtozatlan inaktivaciés feszultségfiggés mellett,
és ez a -20 mV koruli tartomanyban fenntartott aramot ("window current”)
eredményezett (17.A abra). Az aram gatlédott 5 mM Ba?* hatasara és mutatta
az aktivacio feszultségfliggésének pozitivabb iranyba tolédasat (17.B abra),
amelyet a fotoelektromos transzdukcidéban fontos Ikx K* aram megkulénboztetd
jellemzdjekent irtak le tigrisszalamandra palcika fotoreceptor sejtben [263,264].
Mindemellett, current-clamp kisérletekben a Kv2.1/Kv8.2 heteromert kifejez6
petesejtekben, a 200 nA-es depolarizalé aram kikapcsolasakor hiperpolarizald

tulloves jott létre [262] (17.C abra, ilyen tulldvés nem alakult ki a csak Kv2.1-et
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kifejez6 sejtekben). Ez a mechanizmus fontos a jelerésitésben a fotoreceptor
sejtekben, mikor a megvilagitas hatasara hirtelen csdékken a "sé6tét aram” (dark
current) a CNG (cyclic nucleotide-gated) csatornak zarédasa miatt. Munkank
kozben Wu és mtsai. kozolték a genetikai vizsgalataik eredményét, miszerint a
Kv8.2-t kédold6 KCNV2 gén mutaciéi emberben “szupernormalis palcika
elektroretinogrammal jaré csap disztrofiat” okoznak [265]. Ezen a ponton a
Kv8.2 vizsgalatat befejeztuk és els6ként kozoltuk, hogy eredményeink
egybehangzdk azzal a hipotézissel, miszerint az emlés fotoreceptor sejtekben a
Kv2.1/Kv8.2 heteromer csatorndk a fototranszdukcidéban szerepl Ikx K* aram
molekularis megfeleldi [262].

A 17. abra: A Kyv8.2 alegység funkcionalis
1 4 Vlmax jellemzése

Xenopus petesejtekben Ky2.1 homotetramer
csatornakat fejeztliink ki vagy a Ky2.1 és Ky8.2
alegységeket koexpresszaltuk. Keét-elektrodos
0.5 voltage clamp (A, B) vagy current clamp (C)
maodszerrel mértink.

A. A K* aram steady-state aktivaciojanak ([1, W),
és inaktivacidjanak (O, @) feszlltségfiggése a

40 0 40 Kv2.1-et kifejez6 (O (n=19), O (n=8)), vagy Kv2.1-

membranpotencial (mV) et és Ky8.2-t koexpresszald (. (n=11), o (n=5))
petesejtekben.

B Ul F 1 B. A Kv2.1/Ky8.2 aram steady-state aktivaciojanak

feszlltségfliggése 5 mM Ba?* hianyaban (felsé
fliggvény) és jelenlétében (alsoé fiiggvény, "+Ba?*”,
n=6, masik pete preparatum, mint az A panelen).
A csatornakat kiilénb6zd potencialokon aktivaltuk
200 ms-ig, majd -40 mV-on mértik a lecsengb
aram amplitidékat ("tail current”). Ezeket
normalizaltuk a maximum értékre, amely Ba?*
' ' ' hianyaban a +60 mV-os aktivacido utan
60 40020 0 20 40 60 jelentkezett.
membranpotencial (mV) C. Reprezentativ két elektrédos current clamp
mérés egy Ky2.1-et és Ky8.2-t koexpresszald
200 200 nA  oocytabdl. Miutan a fenntartott 200 nA-es befelé
1 0 [ iranyuld stimulalé aram hatasara -30 mV-on
stabilizalédott a membranpotencial, az aramot
hirtelen ki-, majd visszakapcsoltam (a Warner
OC-725C erésitének nem része a két-elektrédos
current clamp elektronika, ezt sajat kezilleg
épitettem ehhez a Kkisérleti tervemhez). A
stimulaldé  aram  hirtelen  csbkkentése a
membranpotencial hiperpolarizacidjanak tulldvését
hozta létre kb. -60 mV-ig, majd az aram tartés
hianyaban a membranpotencial -50 mV értéken
stabilizalédott. Mddositva a [262] kézleménybdl.
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Ot évvel késébb eredményeinket human Kv2.1 és Kv8.2 alegységek
koexpresszidjaval HEK-293 heterolog rendszerben megerfsitette egy masik
munkacsoport [266]. A kozelmultban rézuszmajom retina csapok és palcikak K*
aramanak mérése alapjan, illetve egér, rézusz és human retina
immunhisztokémiai  vizsgalataval egy masik munkacsoport arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a féemlds fotoreceptor Ikx késéi rektifikald K*
aramot Kv2.1/Kv8.2 és Kv2.2/Kv8.2 heteromer csatornak hozzak létre [267].
Mindkét tanulmany tdbbszori hivatkozassal tételesen targyalja a 2007-ben

kozolt eredményeinket.

5.2 A TRESK funkcionalis expresszidja Xenopus petesejtben

A TRESK expresszié a Kop csatornakra jellemzé hattér K* dramot idéz
el6 Xenopus petesejtben (18. abra). Az aram a feszlltséglépések soran
latszélag pillanatszerten aktivalodik és fenntartott depolarizacié hatasara nem
inaktivalodik (18.A abra). Alacsony (2.5 mM) extracellularis K* koncentracioju
oldatban Iényegében csak kifelé iranyuld aram jelentkezik, azonban magas
(80 mM) EC [K*]-ban a feszultség-aram Osszefuggés j6 kozelitéssel egy origon
atmend egyenesnek adddik (18.C abra).

A 2 mM [K*] 80 mM [K*] 18. abra: A TRESK makroszképos hatter

K* aram elektrofiziolégiai tulajdonsagai
A. Reprezentativ K* aramok egy egér
- TRESK csatornat kifejez6  Xenopus
suAl petesejtbdl. A TRESK &ramot alacsony
H (2 mM) vagy magas (80 mM) extracellularis
100 ms K* koncentraciéjl oldatban mértem, -120 és
B . . +60 mV kozotti, 10 mV-onként ndévekvd
. 2mM [K] | 80 mM [K'] feszultséglépésekkel. A nulla dramot a bal

T b pm— Gldalon nyil jeldli.

C [k B. Kontroll, desztilldlt vizzel injektalt
(MM)  petesejt aramai azonos koriilmények kdzott,

5 pA- :‘528 megegyezd léptek mellett abrazolva.
y 20 C. Reprezentativ TRESK fesziltség-aram
W~

Osszefliggések kilonbozé extracellularis K*

‘,.g//// koncentracioju oldatokban. A gorbéket

e 50 mV eltéré sziirkearnyalatokban abrazoltam, a
___,/ megfeleld K* koncentraciok jobb oldalon
olvashatok le. Az aramokat hasonlo

-5pA- feszultséglépések végén mértem, mint az A

panelen bemutatott kisérletben. (Nem
publikalt eredmény.)
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A TRESK csatorna K*-szelektiv, mivel a megfordulasi potencial fliggése
az EC [K*]-t6l (58.8+0.3 mV/dekad, n=5) jol megfelel a Nernst egyenletbdl
szamitottnak. Mindemellett a feszultség-aram 0sszeflggések felhivjak a
figyelmet arra is, hogy a TRESK aram néhany tulajdonsagaban eltér a
Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) elmélet altal leirt idealis hattér K* &ram
viselkedésétél. Az EC [K*] ndvelése nemcsak az elektrokémiai gradiens
valtoztatasan keresztll befolyasolja a TRESK aram nagysagat, hanem a K*
egyben aktivalja is a csatornat. Eltéréen a GHK &aramegyenlet altal jésolt
linearitastél, az EC [K'] kétszeres emelése az er6sen hiperpolarizalt
membranpotencial értékeken tobb mint kétszeres aram novekedést okoz és
emellett az EC [K'] nOvelésére a kifelé iranyulé aram is megné az erdsen
pozitiv feszultségeken (18.C abra). Mindemellett a TRESK aram a ’nyitott
csatorna rektifikaci6” mechanizmust meghaladé mértékben enyhe kifelé
rektifikalast mutat. Ez megnyilvanul az origbn atmené (80 mM [K*]) fiuggvény
enyhe gorbuletében, illetve abban, hogy alacsonyabb [K'] mellett a
hiperpolarizaciéo fokozasakor mar nem né a befelé iranyuld aram amplitudo
(18.C abra). A K* altali aktivacio és a latszdlagos kifelé rektifikalas
mechanizmusat nem vizsgaltuk tovabb.

A Kzp csatornak aramat a 4-aminopiridin (4-AP) és tetraetil-ammonium
(TEA) gatloszerek altaldban nem, vagy csak nagyon kevéssé gatoljak. A
TRESK aramra is ez jellemzd, habar a 4-AP és TEA kifejt enyhe gatlo hatast, a
TEA kulén6sen a negativ membranpotencial értékeken (l. tablazat és 19. abra).

I. tablazat. A Xenopus petesejtekben kifejezett egér TRESK

aram megmaradé hanyada (%) kiilonb6zé6 K* csatorna
gatloszerek jelenlétében. (80 mM EC [K™])

Gatloszer -100 mV +60 mV n

TEA (3 mM) 58=+1 94 =1 5
4-AP (3 mM) 70 + 3 67+2 6
Anandamid (10 pM) 79+ 3 95+ 2 8
Ba®" (300 uM) 58+3 82+ 1 6

Cs™ (3 mM) 41 + 1 99 + 1 6
Halothan (1 mM, 1 min) 175= 15 159+ 8 5
Halothan (1 mM, 4 min) 245 £ 30 223 £ 18 5
Quinine (100 uM) 34+£2 24+£3 6
Ruténium vords (3 pM) 92+1 95+1 6
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19. abra: A TRESK aram TEA, pH és halothan érzékenysége

A. Az egér TRESK aramokat kilonb6zé membranpotencialokon mértem (Id. a panel
jobb oldalan), 80 mM EC [K*]-ban, kilénbdz6 (0.2, 1, 3, 9, 15 mM) [TEA] jelenlétében,
és a TEA nélkul mért értékre normalizaltam. B. A TRESK aramokat -100 és +60 mV-on
mértem, 80 mM EC [K*]-ban, kilonb6zé pH értékeken, és a pH 8.5 mellett mért
maximumra normalizaltam. (Az A és B panelen a gorbéket Hill egyenlettel illesztettem.)
C. A halothan (1 mM) hatasat a TRESK aramra (reprezentativ gérbe) 300 ms
hosszu -100 és +60 mV-os feszlltséglépések végén mértem 3 masodpercenként. Az
EC [K*]-ot 2-r6l 80 mM-ra valtoztattam, majd vissza, ahogy a grafikon folott jeldltem.
(Nem publikalt eredmény.)

A TASK csatornak nem specifikus gatléoszere, az anandamid (10 yuM),
lényegében nem hat a TRESK csatornara. A Ba?* és Cs* feszliltségfliggd
gatlast okoz aranylag magas koncentracioban (l. tablazat), csakugy mint az
egyéb Kop (pl. TASK-1 [200]) csatornakon. A nem szelektiv K* csatorna gatlo
kinin (quinine) hat a TRESK-re is, aranylag magas (100 yM) koncentraciéban. A
TASK-3 [204], TREK-2 [235] és TRAAK [203] csatornakat gatlé ruténium vords
gyakorlatilag nem hat a TRESK-re. A TRESK csatorna aramat csak erés pH
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csOkkenés gatolja, ennek fizioldgias szerepe valdszinitlen (19.B abra). A
TRESK sokkal kevésbe pH-érzékeny, mint pl. a TASK csatornak azonos
korulmények kozott [203]. Nagyon kifejezetten aktivalja viszont a TRESK
aramot az inhalacios anesztetikum halothan (I. tablazat, 19.C abra).
Osszességében elmondhaté tehat, hogy a TRESK csatorna
funkcionalisan kifejezheté Xenopus petesejtekben, jellegzetes hattér K* aramot
hoz létre, amelynek elektrofiziologiai és farmakologiai tulajdonsagai tobb

szempontbdl is j6 6sszhangban vannak a Kzp csatornak jellemzdivel.

5.3 A kalcium-mobilizal6 receptorok ingerlése aktivalja a TRESK-et

A K2p csatornak szabalyozasa intracellularis jelatviteli utakon keresztul
rendkivil fontos a sejtek membranpotencialjanak és ingerlékenységének
bedllitasa szempontjabol. Ezért vizsgalni kezdtuk, hogy a TRESK aram hogyan
valtozik a kulonb6zd G-fehérje kapcsolt receptorok ingerlésének hatasara. Ha a
TRESK csatornat koexpresszaltuk AT1a angiotenzin receptorral Xenopus
petesejtben, akkor angiotenzin Il (10 nM) hatasara a hattér K* aram hatalmas
mértékben (13.3 + 1.9-szeresére, n=5) ndvekedett (20. abra, A és B panel) [2].
Nemcsak az ATia angiotenzin receptor, hanem mas Gq-kapcsolt receptorok
ingerlése is kivaltotta a TRESK aktivaciot. Ha a TRESK csatornat M
muszkarinos acetilkolin receptorral koexpresszaltuk és a receptort karbachollal
(1 uM) ingereltiuk, akkor is Iétrejott a K* aram nagyfoku (10.4 + 1.4-szeres, n=5)
ndvekedése (20.C abra). A receptor ingerlés hatasa reverzibilis volt, azonban a
visszatérés a nyugalmi allapotba hosszu idét vett igénybe, pl. a reprezentativ
20.C abran 20 perc alatt még nem jott Iétre teljesen. Mindemellett a csatorna
aktivacidja receptor ingerléssel ismételhetd volt (20.C abra).

A fenti két kisérletben tulexpresszalt receptorok ingerlésével hoztuk Iétre
a nagyfoku TRESK aktivaciét. Kivancsiak voltunk, hogy vajon mekkora csatorna
aktivacio jon létre normalis kifejez6dési szintl receptor ingerlésének hatasara.
Ennek vizsgalatara a Xenopus petesejt endogén lizofoszfatidsav (LPA)
receptorait ingereltik a csak TRESK csatorna cRNS-sel injektalt sejtekben. Az
LPA (0.5 pM) hatasara 7.6 + 2.5-sz6r6s TRESK aram ndvekedés jott Iétre

71



dc 1744 20 L, i i L. .
- ~ Dr. Czirjak Gabor TRESK szabalyozasi mechanizmusok

(n=6); ez megkozelitette a tulexpresszalt receptorokkal kapott aktivaciod
mértékét (20.D abra).
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20. abra: A Gg-kapcsolt receptorok ingerlése aktivalja a TRESK csatornat

A. Reprezentativ aramok lathatok egér TRESK csatornat és AT+, angiotenzin receptort
koexpresszald Xenopus petesejtbdl. Az aramokat 10 nM angiotenzin Il adasa elétt és
kézben mértem, 3 masodpercenként ismétlédé -100 mV-os fesziltséglépésekkel 0 mV
tartopotencialrdl, 2 vagy 80 mM EC [K*]-ban. Az ingerlés kilénb6z8 stadiumainak
illusztralasara minddssze 4 gdérbét mutatok (39, 135, 171 és 195 s id6pontokban). A
nulla aramot egy vizszintes nyil jeldli. B. A TRESK és endogén Ca?*-aktivalt Cl- (Icaci)
aramokat abrazoltam az id6, az extracellularis [K*] és az angiotenzin Ill-vel végzett
ingerlés fliggvényében (ahogy a grafikon folott jeldltem), ugyanabbdl a sejtbél, mint az
A panelen. A TRESK aramot a fesziltséglépés végén mértem (jobb oldali fiiggbleges
fekete nyil az A panelen, fekete Itresk gOrbe a B panelen). A Ca?*-aktivalt Cl- aramot a
deaktivalodd aram komponens amplitudéjaként becsultem (az A panelen a jobb és bal
oldali fiiggbleges fekete nyilakkal jeldlt aramok kuldnbségeként, sziirke Icsc fUggvény
a B panelen). C. TRESK csatornat és M muszkarinos acetilkolin receptort
koexpresszald petesejt aramait mértem karbachollal (1 uM, karb.) végzett ismételt
ingerlés kézben. Az elsé ingerlést kovetéen hosszu ideig vartam az aram visszatérését
a nyugalmi (gatolt) allapotba. D. TRESK csatornat kifejez6 petesejtet ingereltem
lizofoszfatidsavval (LPA, 0.5 uM) az endogén LPA receptorokon keresztil. (A TRESK
aram mérése és abrazolasa a C és D panelen hasonléan tértént, mint a B panelen. A
illusztracioként szabadkézzel behuzott kék vonalak a TRESK nyugalmi, a pirosak pedig
az aktivalt aramot jeldlik. Az A, B és D panelek nem publikalt eredményt mutatnak, a C
panelt a [2] kdzleményb8l mddositottam.)
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A TRESK valasza pont az ellentéte annak, amit korabban a TASK-1
csatornanal tapasztaltunk, mivel a TASK-1 arama a Gg-kapcsolt receptor
ingerlésére hasonld korulmények kozott erbteljesen gatlodott (11. abra) [201].
Tudomasunk szerint mind a mai napig érvényes az a megallapitas, hogy a
TRESK-en kivul az egyéb (eml6és) Kzp csatornak aramat a Gg-kapcsolt
receptorok ingerlése gatolja, vagy nem befolyasolja [2].

Szemben a fent emlitett harom kilonb6z6 Gge-kapcsolt receptor tipussal,
a TRESK csatornaval koexpresszalt Gi-kapcsolt M2 muszkarinos acetilkolin
receptor ingerlése nem novelte a hattér K* aram nagysagat (nem mutatom). A
Gq-kapcsolt receptorok ingerlésére nemcsak az egér TRESK csatorna (20.
abra), hanem a human TRESK is aktivalodott, ugyanabban az oocyta
preparatumban gyakran még nagyobb mértékben, mint az egér TRESK ortolég
(nem mutatom). Eredményeink tehat alatamasztjak a kovetkeztetést, miszerint

a kalcium-mobilizalé receptorok ingerlése aktivalja a TRESK csatornat.

5.4 A citoplazma [Ca?*] novekedése felelés a TRESK aktivacioért

A kalcium-mobilizal6 hormon receptorok szerteagazé jelatviteli utakat
inditanak meg, amelyek kozul a két leginkabb ismert kdzvetlen mechanizmus a
kalcium felszabaditds az intracellularis raktarakbol inozitol-1,4,5-triszfoszfat
(IP3) hatasara, illetve a protein kinaz C (PKC) konvencionalis és "Uj-tipusu”
(novel) izoformainak aktivalasa diacilglicerin (DAG) altal. Mint azonban a
TASK-1 példajan is lattuk (2.2.2 fejezet), nem magyarazhaté minden csatornara
kifejtett hatds a citoplazma [Ca?'] novekedéssel és PKC aktivalodassal.
Kivancsiak voltunk, hogy a nagyfoku receptor-medialt TRESK aktivalodasért
milyen mechanizmus felelés.

Megvizsgaltuk, hogy az IPs (10 ng) mikroinjektalasa a petesejtbe mérés
kézben milyen hatast fejt ki a TRESK aramra (21. abra, A panel). Az IP3
injektalas 12.2 + 1.3-szorosara (n=5) novelte a TRESK aramot, ami arra utal,
hogy az IPs szerepet jatszik a receptor-fuggé TRESK aktivacioban [2]. Ha az
egér TRESK csatornat kifejez6 petesejteket a nem-specifikus PKC aktivalé
PMA-val (100 nM, phorbol 12-myristate 13-acetate) kezeltik 2-3 percig mérés

kdzben, akkor ez nem valtoztatta a hattér K* aram nagysagat (nem mutatom).
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Az ilyen PMA kezelésrél kimutattuk, hogy létrehozza a PKC aktivaciét azonos
korilmények kozott a petesejtben (deszenzitizalta az expresszalt ATia
angiotenzin receptort), ezért kijelenthetjuk, hogy a gyors receptor-fuggé TRESK
aktivacié (20. abra) nem a PKC kozvetitésével alakul ki. (Nem kovetkezik ebbdl
azonban, hogy a PKC nincs hatassal a TRESK csatornara. Jéval hosszabb
idétartomanyban (30-60 min) a PMA aktivalja a human TRESK csatornat, Id.

alabb.)
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21. abra: Az inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP:) mikroinjektalasa és az extracellularis
oldalrél adott kalcium-ionofér ionomycin egyarant aktivalja a TRESK csatornat

A. A két-elekirédos voltage clamp mérés kozben IPs-at mikroinjektaltunk. Az egér
TRESK csatornat kifejezé Xenopus petesejtbe szurtuk a mikroinjektald kapillarist (hegy
beszuras, lres nyil), amely egy kis nem specifikus csurgd (leak) aram ndévekedést
okozott. Ezt kdvetéen 10 ng IPs-at injektaltunk 50 nl térfogatban, ami kifejezett TRESK
aram ndvekedést eredményezett. A mérés végén az EC [K*]-ot 2 mM-ra csdkkentettlk,
a méres folyaman a nem specifikus csurgd aram nem fokozddott szamottevéen. B. Az
egér TRESK csatornat kifejez6 petesejtet kortlaramoltattuk a 0.5 pM ionomycint
tartalmazo, magas (80 mM) K* koncentraciéju mérdoldattal (fekete vizszintes vonal a
grafikon folott). A mérés és abrazolas modja megegyezik a 20. abran bemutatottal.
Mindkét panelen reprezentativ regisztratum lathaté. Médositva a [2] kdzleménybdl.

Az IP3 legtébb (de nem minden) hatasat a citoplazma [Ca?*] ndvelésén
keresztll hozza létre. Ezért az IPs-t6l fuggetlenitve vizsgaltuk a kalcium
szerepét a TRESK szabalyozasban. Erre egyszerii megkodzelitést jelentett a
kalcium ionofér ionomycin alkalmazasa. Az ionomycin (0.5 pM) tdbb
petepreparatumban vizsgalva atlagosan 6.2 + 0.4-szeresre (n=57, 21.B abra)
ndvelte az egér TRESK aramot. Az ionomycin hatasat kivédte, ha magas
koncentraciéju EGTA (50 mM, 50 nl) kalcium kelatort mikroinjektaltunk
megel6zbleg a petesejtbe (nem mutatom). Mindezek amellett szbélnak, hogy a

TRESK aktivacio a citoplazma [Ca?*] ndvekedés miatt alakul ki. Mindazonaltal
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az ionomycin hatasmechanizmusa aranylag osszetett a petesejtben, mert az
ionofér els6sorban a belsé raktarbdl szabadit fel kalciumot és csak kisebb
meértékben okoz kalcium bearamlast az EC térbdél [268,269], illetve késbbb az a
kép alakult ki, hogy a membranban halmozédé ionofér kismértékd kdzvetlen
TRESK csatorna gatld hatast is kifejt [5]. Egyértelm( viszont az, hogy az
ionomycin a receptor ingerlés altal elinditott komplex jelatviteli
mechanizmusoktol fuggetlenul eléidézte a kalcium-fuggé TRESK aktivaciot.
Ezért a késbbbi kisérleteinkben az ionomycint rutinszerlien hasznaltuk a
kalcium-fluggé TRESK aktivacié kivaltasara.

Szerettik volna a kalcium TRESK szabalyozé hatasat minél
kozvetlenebb modon igazolni, ezért megprobaltuk CaClz oldat injektalasaval
aktivalni a csatornat. A néhany mM-os oldat azonban nem hatott (talan a
citoplazma kalcium pufferel6 hatadsa, vagy az intenziv kalcium eltavolitd
mechanizmusok miatt), magasabb koncentracié pedig elpusztitotta a sejtet.
Ezeért kalciummal telitett EGTA puffer mikroinjektalasaval aktivaltuk a TRESK

csatornat (22. abra).
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22. abra: A kalciummal telitett EGTA mikroinjektalasa aktivalja a TRESK
csatornat, viszont az EGTA injektalasa onmagaban kivédi a receptor-medialt
TRESK aktivaciét. Az egér TRESK csatornat kifejez6 petesejtek harom csoportjat
mikroinjektaltam Ca?*+EGTA+HEPES (50 mM mind, pH 7.3 (KOH)), EGTA+HEPES,
vagy HEPES oldatokkal, két-elekirédos voltage clamp mérés kozben (n=3x4,
“Injektalas”). A K* aramokat a szokasos médon 80 mM EC [K*]-ban mértem, -100 mV-
os feszlltséglépések végén, 5 percig az injektalast kovetben. Majd ezutan az
EGTA+HEPES és HEPES csoportokban a sejteket a koexpresszalt M1 muszkarinos
acetilkolin receptoron keresztul ingereltem 1 uM karbachollal (ahogy ezt a piros vonal
jeloli). Az aramokat a kiindulasi értékiikre normalizaltam és a harom csoportra jellemzé
atlagokat abrazoltam. A szurke savok a szorast (+ S.E.M.) jeldlik. Az oldatokbol 50 nl
térfogatot injektaltam, ez becslés szerint kb. 10-szeresére higul a citoplazmaban. A
HEPES puffer a pH stabilitast biztositotta. Mddositva a [2] kdzleménybdl.
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A Ca?*+EGTA+HEPES oldat mikroinjektalasa 8.4 + 1.3-szorosara (n=4)
ndvelte a TRESK aramot 5 perc alatt, hasonléan nagy mértékben, mint a
receptor ingerlés. (Tizszeres higulassal szamolva a kezdeti szabad
[Ca?*]=30 uM. Ez 10 uM ala esik, ha a teljes [Ca?*] 5-r6l 4.9 mM-ra csokken.)
Ha az injektalt oldat nem tartalmazott Ca?*-ot, csak EGTA-t és HEPES-t, akkor
az aram nem aktivalédott az injektalas utan (1.2 + 0.1-szeres aram ndvekedés
5 perc alatt, n=4), és a citoplazma [Ca?*] alacsony szintre pufferelése az M
receptor ingerlés TRESK aktivalo hatasat is kivédte (1.2 £ 0.1-szeres tovabbi
novekedés). Az elmaradt receptor-figgé aktivacid6 nem a mikroinjektalas nem
specifikus hatasa volt, mivel a csak HEPES pufferrel injektalt kontroll oocytak
normalisan reagaltak a karbacholra (7.3 £ 0.9-szeres TRESK aram novekedés
a 0 perces értékhez képest, n=4, 22. abra). igy tehat a TRESK aktivalodott a
citoplazma [Ca?'] emelkedésére a kalcium forrasatol flggetlenill, viszont a
[Ca?*] stabilizalasa alacsony szinten kivédte a receptor-medialt csatorna
aktivaciot. Ebbdl kovetkezik, hogy a citoplazma [Ca?'] novekedése a TRESK

csatorna receptor-medialt aktivaciojanak szikséges és elégséges feltétele.

5.5 A kalcium hatasa a TRESK csatornara kozvetett

Megvizsgaltuk, hogy a kalcium ion kozvetlenil a TRESK
csatornafehérjéhez kotédve hozza létre az aktivald hatast, vagy pedig kozvetett
uton hat. A TRESK aktivacio kinetikaja jelentésen kulonb6zott ugyanabban a
petesejtben a kalcium-aktivalt klorid aramétél (20.B abra), raadasul a TRESK
csatorna aktivalt allapota percekkel a receptor agonista elvonasat kovetden is
fennmaradt, amikor a kalcium jel mar minden bizonnyal régen lecsengett (20.C
abra). Mindezek valdszinUsitik, hogy az aktivacié kozvetett uton jon létre. A
kérdés egzakt megkdzelitésére a TRESK csatorna aktivitast sejtmentes
rendszerben, belsejét kiforditott (inside-out) kivagott membran foltban, egyedi
csatorna mérési korulmények kozott vizsgaltam ugy, hogy a membran eredeti
intracellularis oldalahoz kiilonb6z6 Ca?* koncentracioju oldatokat adtam. Ennek
kapcsan a TRESK néhany alapvet6 egyedi csatorna tulajdonsagat elséként

hataroztam meg (23. abra) [2].
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23. abra: A TRESK egyedi csatorna miikodés alapszintii jellemzése

A. Reprezentativ egér TRESK megnyilasok egy Xenopus peteseijtbél kivagott, belsejét
kiforditott membran foltban, kilonbdz8d feszlltségeken (Id. jobb oldalon) 140 mM
szimmetrikus [K*]-ban (bal panel), vagy ugyanebben a foltban az IC [K*] 4 mM-ra
csOkkentése utan (jobb panel). A nulla aram szinteket vizszintes vonalak jeldlik
kozépen. B. Az A panelen fuggdleges nyilakkal jelolt, +90 és -90 mV-on regisztralt
megnyilasokat nagyitva mutatom. A TRESK szokatlan aszimmetrikus kapuzasi
viselkedést mutat szimmetrikus 140 mM [K*]-ban. A kifelé iranyuld aram inkabb
négyszogjelszer(, a befelé iranyuld aram viszont nagyon révid (<1-2 ms) megnyilasok
sorozatabdl all. A nulla aramot vizszintes nyilak jelolik. C. Egy szimmetrikus 140 mM
[K*]-ban +90 mV-on mért egyedi aram regisztratumbol készllt reprezentativ
hisztogramot két normalis eloszlas fiiggvény dsszegével illesztettem. A TRESK egyedi
aram amplitudot a csucsok kozotti tavolsag jelenti a vizszintes tengelyen. Négy
membranfolt mérés atlagabél meghatarozva az egyedi csatorna vezet6képesség
13 + 1 pS nagysagunak addédott. Médositva a [2] kdzleménybdl.

A TRESK csatornat kifejez6 Xenopus oocytak membranjabdl kivagott
inside-out membran foltokban jellegzetes egyedi csatorna aktivitas jelentkezett,
amely a kontroll petesejtekben nem volt megfigyelhet6 (23. abra). Szimmetrikus
140 mM [K*]-ban az egyedi megnyildsoknak megfeleléen befelé és kifelé

iranyuld aramok is felléptek a negativ és pozitiv membranpotencial értékeken
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(23.A abra, bal panel). Amikor viszont a hozzaférhet6 intracellularis oldalon a K*
koncentraciét 4 mM-ra csokkentettem (a fizioldgias megoszlas forditottja), akkor
a kifelé iranyul6 aramok eltiintek, amde a befelé iranyul6 komponensek alig
valtoztak, ami jol megfelel egy K* szelektiv hattér csatorna vart mikodésének
(23.A abra, jobb panel). Habar a TRESK csatorna egyedi aramai nagyon kicsik
( 1 pA) és a mérémddszerink feloldasi hatarara esnek, az eredményekbdl
nyilvanvald, hogy a TRESK a tdbbi K2p csatornara nem jellemzé aszimmetrikus
kapuzasi tulajdonsagot mutat (23.B abra), melynek mechanizmusa jelenleg
nem ismert. A TRESK egyedi csatorna vezetbképessége (13 £1 pS, n=4) a
tobbi K2p csatornaétol eltérd6 nagysagu, ami a csatorna azonositasat izolalt
sejtekbdl kivagott membran foltokban is lehetéveé teszi [14].

A magas koncentraciéju (10 uM) Ca?* teljes oocyta mérésekben
tobbszorosére novelte a TRESK aramot (22. abra), de nem befolyasolta az
egyedi csatorna aktivitast harom vizsgalt inside-out kivagott membran foltban
(24. 4bra). Ez az eredmény megerésiti azt a kovetkeztetést, hogy a TRESK
csatornat nem a Ca?" ion kozvetlen csatornafehérjéhez kotédése aktivalja,

hanem a szabalyozasban egy kozvetett citoplazma jelatviteli ut kdzremUkodik.
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24. abra: A TRESK csatornat tartalmazé inside-out membran foltokra rafolyatott
magas Ca?* koncentraciéju oldat nem valtoztatja az egyedi csatorna aktivitast

A. Reprezentativ egér TRESK egyedi csatorna aktivitasok lathaték egy inside-out
membran foltban kllénbdzé [K*] és [Ca?*] koncentracidju oldatokban (Id. a panel jobb
szélén). Négy masodpercenként egymasodperces id6étartamu egyedi csatorna
regisztratumot készitettem +90 mV-on. A nulla aram szinteket vizszintes nyilak jelolik.
A 10 uyM szabad Ca?* koncentracioju kalcium pufferben nem kilonb6zott a TRESK
aktivitas a kalcium mentes, magas [EGTA] jelenlétében mérthez képest. B. Az atlagos
aramok nagysagat olyan egymasodperces idétartamu egyedi csatorna
regisztratumokbol szamoltam, mint az A panelen lathaté. Az oszlopokban a
szamitashoz hasznalt regisztratumok szama lathaté a Ca?*-mentes, illetve 10 uM
szabad Ca?* koncentracioju oldatok esetén. Mddositva a [2] kozleménybdl.
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5.6 A kalcineurin hozza létre a kalcium-fiiggé TRESK aktivacioét

A TRESK kalcium-fuggé aktivacidjat kivédik a kalcium/kalmodulin-
dependens protein foszfataz kalcineurin gatlészerei, a ciklosporin A (CsA) és
FK506 (tacrolimus) [2]. A CsA el6kezelés (100 nM, 2—-3.5 h) nem befolyasolta a
TRESK alaparamot Xenopus petesejtekben (3.3 + 1.3 pyA a CsA-elékezelt (n=5)
és 2.6 +0.7 pA a kontroll csoportban (n=7)). Azonban mar ez az alacsony
koncentraciéju CsA is gyakorlatilag teljesen kivédte az ionomycin TRESK
aktivalé hatasat (1.2 + 0.1-szeres aktivacio 1.5 perc alatt a CsA-val kezelt,

6.9 + 0.6-szoros a kontroll csoportban, 25.A abra)
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25. abra: A ciklosporin A és FK506 kalcineurin gatlészerek kivédik a Ca?*-fliggd
TRESK aktivaciot

A. A ciklosporin A-val el6kezelt (100 nM, 2—-3.5 h, n=5) és kontroll (n=7) egér TRESK
csatornat kifejezé petesejteket ionomycinnel (0.5 pM) stimulaltam 80 mM EC [K*]-ban.
A TRESK aramokat -100 mV-on mértem, mint a 20. abran, normalizaltam az ingerlést
megel6z6 aram értékre, és atlagoltam. A sziirke vonalak a szérast (= S.E.M.) jeldlik.
B. Az A panelen bemutatott kisérletet megismételtem FK506 (200 nM, 2-3-h)
elékezeléssel ciklosporin A helyett (n=5 mindkét csoportban). Moédositva a [2]
kozleménybdl.

A kalcineurin szerepét a TRESK aktivacio folyamataban megerdsitettuk
egy masik gatlészer, az FK506 felhasznalasaval, amely a ciklosporin A-tdl
eltér6 hatasmechanizmussal gatolja a foszfatazt. Az FK506-tal el6kezelt (200
nM, 2-3 h) petesejtekben a nyugalmi TRESK aram kisebb volt (1.7 £ 0.6 pA,
n=5), mint a kontroll sejtekben (6.3 + 2.6 pYA, n=5), lehetséges, hogy ebben az
oocyta preparatumban a magasabb bazalis kalcineurin aktivitast gatolta az
FK506. Mindemellett az FK506 elb6kezelés megakadalyozta az ionomycin
TRESK aktivalé hatasat (1.5 + 0.1-szeres aktivacio 1.5 perc alatt az FK506-tal
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elékezelt csoportban, szemben a 6.3 + 1.5-szeres novekedéssel a kontroll
sejtekben, n=2x5, 25.B abra). A farmakoldgiai eredmények tehat egyeértelmien
mutattak, hogy a kalcineurin felelés a kalcium-fuggd TRESK szabalyozasért [2].

A farmakolégiai megkdzelités mellett molekularis biolégiai modszerekkel
is igazoltuk a kalcineurin meghatarozo szerepét a TRESK szabalyozasban.
Prof. Gerald R. Crabtree laboratériumabdl Isabella A. Graeftdl elkértem a
kalcineurin A és B alegység (CnA és CnB) cDNS-eket tartalmazo6 plazmidokat
€s a kodold régidikat pXEN expresszids plazmidba szubklonoztam, illetve az A
alegység C-terminalis autoinhibitoros doménjének csonkolasaval konstitutivan
aktiv foszfatazt allitottam el6 (CnA1-441). Ha a TRESK csatornaval a
konstitutivan aktiv CnA1-441 és CnB alegységeket koexpresszaltuk
(haromszoros koexpresszid), akkor joval nagyobb TRESK nyugalmi aramot

kaptam, mint a csak TRESK csatornat kifejez6 petesejtekben (26.A abra).
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26. abra: A konstitutivan aktiv kalcineurin koexpresszidja megnoveli a TRESK
bazalis aramat és csokkenti a mar eleve is aktiv csatorna tovabbi (relativ)
aktivaciéjat ionomycin hatasara

A. Ugyanazon petepreparatum kulénbdz6 csoportjaiban kifejeztilk az oszlopok alatt
jelélt fehérjéket (a + jelek koexpressziét jelentenek, wiCnA: vad tipusu kalcineurin A,
CnA1-441: konstitutivan aktiv kalcineurin A, CnB: regulatoros kalcineurin B alegység).
Az aramokat normalizaltam a kontroll, csak TRESK csatornat expresszalé csoport
atlagara. B. Ugyanazokat sejteket, mint az A panelen, ionomycinnel ingereltem a 21.B
abran ismertetett médon. Az ionomycin adasa utani aktivalt aramokat normalizaltam az
ionofér kezelést megel6z6 értékre. Az oszlopokban a mért oocytdk szama lathaté. Az
oszlopok folott megadott p értékeket Mann-Whitney teszttel szamitottam, Bonferroni
korrekcié nem tortént. (A kilénbségek mindkét panelen szignifikansak Kruskal-Wallis
ANOVA-val.) Mddositva a [2] k6zleménybdl.
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A konstitutivan aktiv kalcineurin jelenlétében az ionomycin (0.5 uM) nem
aktivalta annyiszorosara a hattér K* aramot, mint a csak TRESK-et kifejez6
kontroll csoportban (26.B abra). A konstitutivan aktiv kalcineurin mar
alaphelyzetben megnodvelte a TRESK csatorna aramat, ezért az kevésbé volt
tovabb aktivalhaté kalcium jel hatasara. A Kkalcineurin B alegység
nélkulozhetetlen eleme a kalcineurin heterodimer komplexnek, ezzel jo
0sszhangban a CnA1-441 dnmagaban nem aktivalta a bazalis aramot és csak
kis mértékben csoOkkentette az ionomycin hatasat (26. abra). Csak a kalcineurin
konstitutivan aktiv valtozata hozta létre a TRESK aktivaciét nyugalmi
korulmények kozott; ha a vad tipusu kalcineurin A-t koexpresszaltuk a
kalcineurin B-vel és a TRESK csatornaval, akkor sem a bazalis aram, sem az
ionomycin hatasara létrejové aktivacio mértéke nem valtozott [2]. A vad tipusu
kalcineurin A kalcium iranti érzékenysége megtartott volt, ezért nyugalmi
korulmények kozott nem muikodott, csak a kalcium jel hatasara aktivalddott,
mint a petesejt endogén kalcineurin enzime.

Farmakologiai és molekularis biolégiai eredményeink egymast erdsitve
bizonyitjak, hogy a kalcium-figgé TRESK csatorna aktivacio a kalcineurin

foszfataz hatasara jon Iétre.

5.7 Alegységenként négy szerin lehet a kalcineurin célpontja

A kalcineurin szerepe a TRESK szabalyozasaban felveti a lehet6ségeét,
hogy (mint legegyszeriibb mechanizmus) a foszfatdaz magat a csatornat
defoszforilalja és ezen keresztul valtoztatjia meg a K* daram nagysagat. Ha ez
igy van, akkor alanin-pasztazé mutagenezis moddszerrel megbecsulheték a
foszfataz célpontjai a TRESK szekvenciaban. Ha a szabalyozasban fontos,
kalcineurin altal defoszforilalt szerint (vagy treonint) cserélink alaninra, akkor a
mutans TRESK csatorna magas bazalis aktivitasa varhaté. Konstitutivan
aktivva teszi a mutacié a csatornat, hiszen az alanin nem tud foszforilalédni,
vagyis nyugalmi korulmények kozott is a defoszforilalt szerint utanozza, amely
viszont a kalcineurinnal aktivalt allapotnak felel meg. Sajnos azonban a mutacié
hatasara megnovekvd bazalis K* aram kimutatasa bizonytalan és elméleti

szempontbdl aggalyos. A mutacid ugyanis a kalcium-fliggd szabalyozasi
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mechanizmustdl fuggetlendl is befolyasolhatja a nyugalmi K* aram nagysagat,
legkézenfekvébb mddon példaul megvaltoztathatja az expresszid mértékét és
ezen keresztul a csatornak szamat a plazmamembranban. Marpedig a standard
teljes oocyta két-elektrodos fesziltségzar mérés soran nem lehet a csatorna
szam és a bazalis csatorna aktivitas valtozasa kdzott kuldnbséget tenni.

Emiatt kiegészitettuk az alanin mutansok bazalis aram mérését az
ionomycinnel (vagy receptor ingerléssel) kivaltott aktivacidjuk mértekének
meghatarozasaval. Ha a keresett szabalyozasi ponton alanint tartalmazo
mutans bazalis aktivitasa fokozott, akkor az ilyen csatorna ionomycin hatasara
mar csak kevésbé tud tovabb aktivalddni, vagyis varhatd, hogy az ionomycinre
adott relativ K* aram ndvekedés kisebb lesz. Az ionomycin hatasara létrejové
K* aram novekedés meghatarozasa onkontrollos meéréssel végezhetd
sejtenként, tehat technikai szempontbdl megbizhatdbb, mint a bazalis aram,
amely egy pete populacién belul is szoérast mutat. Mindazonaltal az ionomycinre
adott valasz mérése is rejt elméleti veszélyt magaban. Ha az aktivacios
mechanizmusban résztvevé szerkezeti elemben talalhatd, de valdjaban nem
foszforilalédd, aminosavat roncsolunk el a mutacioval, akkor eléfordulhat, hogy
az ionomycinre adott valasz a vartnak megfeleléen csdkken, egyarant alacsony
nyugalmi és ingerlés utani csatorna aktivitasok mellett.

Osszefoglalva tehat, ha egy szerin vagy treonin alaninra cserélése
megndveli a bazalis TRESK aramot és csokkenti az ionomycin hatasara
létrejové relativ aktivacid meértékét, akkor az adott aminosav a kalcineurin
valészinl szubsztratja. llletve forditva, ha a vizsgalt szerin vagy treonin alaninra
cserélése nem befolyasolja (a vad tipusu csatornahoz képest) a bazalis aramot
€s az ionomycinre adott valaszt, akkor az adott aminosav valészinileg nem
vesz részt a kalcium-fligg6 szabalyozasban.

Kezdeti kisérleteinkben az internetes motivum keresé programok altal
jésolt foszforilacié-fuggd 14-3-3 adapter fehérje kotéhelyeket (S192 és S264 az
egér csatornaban) hoztuk gyanuba (Id. részletesen késdbbi fejezetben), arra
gondolva, hogy ezek valészini célpontok, ha amugy is foszforilalodnak.
Emellett az egér csatorna C-terminalisaban talalhatd 391-es szerint vizsgaltuk,

mivel a TREK és TASK csatornak szabalyozasardl tudtuk az irodalombdél, hogy
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abban a C-terminalis kiemelt jelentéségl. Elsé lépésben a mutans csatornak

kalcium szignalra adott valaszat mertuk,

amelyet a koexpresszalt M1

muszkarinos acetilkolin receptor ingerlésével idéztink el6 (27. abra, A panel).
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27. abra: A TRESK mutansok bazalis K*
aramanak és a kalcium jelre létrejovo
aktivaciojuk mértékének meghatarozasa

A. A vad tipusu (wt) egér TRESK csatornat
vagy annak mutans valtozatat (Id. az oszlopok
alatt) kifejez6 Xenopus petesejtekben a
koexpresszalt Mi muszkarinos acetilkolin
receptort kabachollal (1 pM) ingereltem. Az
ingerlés hatasara megndvekedett aramot
normalizaltam az ingerlés elbtti értékre
minden sejtben.

B. A bazalis hattér K* daramot mértem, a vad
tipusu (wf) TRESK csatornat vagy annak
mutans valtozatat (Id. az oszlopok alatt)
kifejez8 Xenopus petesejtekben. A mutans
TRESK csatornak aramat normalizaltam a vad
tipusi TRESK atlagara ugyanabban a pete
preparatumban.

C. Ugyanazoknak a mutansokat, mint a B
panelen, ionomycinnel (0.5 yM) aktivaltam (a
21.B abran bemutatott médon) és az aramuk
relativ aktivaciojat abrazoltam (mint a 26.B
abran). Pl. a vad tipusu (wtf) TRESK kb. 6-
szorosara aktivalodott.

A mutacidk kozotti + jelek az oszlopok alatti
feliratokban azt jelentik, hogy a vizsgalt
csatorna a megadott mutacidkat egyarant
tartalmazta. Az oszlopokban a mért sejtek
szamat jeldltem. A diagramok fol6tt megadott
p értékeket Mann-Whitney U teszttel
szamitottam, Bonferroni korrekci® még nem
tortént. Modositva a [2] k6zleménybdl.

&3



dc_1744 20

Dr. Czirjak Gabor TRESK szabalyozasi mechanizmusok

Az S264A mutacidé csdkkentette a karbachol hatasara létrejové relativ
aram novekedést (27.A abra). Ezzel szemben a C-terminalisban talalhaté szerin
S391A mutacidja, illetve a masik feltételezett 14-3-3-kot6hely S192A mutaciod
nem befolyasolta a csatorna kalcium jelre adott valaszat. A tripla mutans
S175A/S192A/S264A csatorna kalcium-fliggé aktivacidja nem Kkulonbodzott
szignifikansan az S264A mutansétol. Az S264A mutans kalcium szignalra adott
valasza szignifikansan csokkent a vad tipusu csatornahoz képest, azonban
nem szint meg teljesen. Ez a csatorna még mindig kézel haromszorosara
aktivalodott (27.A abra), ami arra utalt, hogy az S264-en kivul egy masik szerin
talan még fontosabb lehet a kalcineurin-fliggé szabalyozasban [2].

A kovetkez6 kisérletekben szisztematikusan vizsgaltam az intracellularis
szerin és treonin aminosavakat, az adatok egy részét a 27. abra B és C panel
mutatja be. A regulaciés pontok megtalalasat gyorsitotta, hogy az egymashoz
kozel talalhatdo szerin és treonin aminosavakat egyutt is alaninra lehetett
cserélni in vitro iranyitott mutagenezis modszerrel, ami csOkkentette a
vizsgalandd mutansok szamat. Az S227A/S232A/S234A tripla és T256A/S262A
dupla mutansok bazalis arama és kalcium-fliggé aktivacidéja megegyezett a vad
tipusu csatornaéval (27.B és C abra), tehat az ezekben a mutansokban
lecserélt aminosavak valdszinlleg nem vesznek részt a szabalyozasban. Ezzel
éles ellentétben viszont az S274A/S276A/S279A mutans egyaltalan nem
aktivalédott ionomycin hatasara (27.C abra). Mindazonaltal, szemben a
varakozasokkal, e tripla mutans bazalis arama szignifikansan kisebb volt, mint a
vad tipusu csatornaé (27.B abra).

Kivancsiak voltunk, hogy a tripla mutansban mddositott aminosavak
kozul melyik felelés a hatasért, ezért megvizsgaltuk az S274A, S276A és
S279A mutans TRESK csatornakat egyesével. Az S276A mutans expresszioja
rendkivul nagy bazalis aramot eredményezett (4.2-sz6r nagyobbat, mint a vad
tipusu csatornaé, 27.B abra), emellett csak alig (1.2-szeresre) aktivalédott
ionomycin hatasara (27.C abra). Az S276A mutans tehat mindkét elvart
tulajdonsaggal rendelkezik, ezért valoszinlleg a szerin 276 aminosav a
kalcineurin f6 funkcionalis szempontbdl meghatarozé célpontja a TRESK

csatornaban. Az S274A mutacioé szintén nagyon alacsony szintre csokkentette
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az ionomycin altali aktivaciot, azonban ennek a mutansnak a bazalis arama
nem kuloénb6zott szignifikansan a vad tipusu csatornaétol. Ennek megfeleléen
az S274 is részt vehet a foszforilaciés szabalyozasban, de az is elképzelhet6,
hogy a mutacidéja mas maodon interferal a szabalyozasi mechanizmussal. Az
S279A mutacié nem valtoztatta a bazalis aramot. Habar ez a mutans atlagaban
kisebb aktivaciot mutatott ionomycin adasakor, a kulonbség a vad tipusu
csatornahoz képest nem volt statisztikailag szignifikans. Ezért az S279
hozzajarulasa a kalcium-fuiggé TRESK szabalyozashoz kisebb mértékiinek
tlnik, mint az S274 és S276 aminosavaké.

A szabalyozasban kiemelt fontossagu aminosavak, az egér TRESK
csatornaban S274, S276 és S279, egymashoz kdzel taladlhaték (az RLSCSILSN
szekvencia részeként), ezért az egyes aminosavak elkulonitett szerepének
vizsgalata nehézségekbe Utkdzik. Az egyes szerinek mutacioi befolyasolhatjak
a szomszédos poziciokban a foszforilacios és defoszforilacidés folyamatokat.
Emiatt erre a harom szabalyozasban fontos szerinre a tovabbiakban gyakran
mint funkcionalis egységre, a ”szerin klaszter’ néven hivatkozom. A szerin
klaszter konzervalt a human TRESK csatorndban is, az S262, S264, S267
aminosavak formajaban (az RLSYSIISN szekvencia részeként) és ezek
mutacidja hasonléan moddositja a csatorna kalcium-fuggd szabalyozasat, mint
az egér ortologét (az adatokat nem mutatom).

A kalcineurin-dependens TRESK szabalyozasban fontos szerin klaszter
az intracellularis hurok régié harmadik transzmembran szegmenshez kozeli
részén helyezkedik el (2. abra). Azt mondhatjuk, hogy ez szokatlan lokalizacio
egy Kop csatorna alegység szabalyozo régié szamara, hiszen mai ismereteink
szerint a TREK és TASK csatorndk esetén az osszes leirt szabalyozé
mechanizmus a csatornak negyedik transzmembran szegmens utani
intracellularis C-terminadlis részén konvergal (9. és 10. abra). Ezzel
kapcsolatban azonban meg kell emlitenink e helyen, hogy a TRESK az egyéb
Kop csatornaktdl 1ényegesen eltéré szerkezeti aranyokkal rendelkezik. Habar
koveti a 4TMS/2P transzmembran topoldgiat (2. abra), a masodik és harmadik
transzmembran szegmens kozotti intracellularis hurok régidja kulondsen

hosszu, mintegy 130 aminosav. Ez a tobbi Kzp csatornaban sokkal révidebb
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(20-40 aminosav kordli). A TRESK intracellularis C-terminalis régidja viszont
feltinéen révid, kb. 25 aminosav, eltéréen az egyéb Kop csatornaktdl,
amelyekben a C-terminalis jellemzden joval hosszabb (14 csatorna atlagaban
117 aminosav, legrovidebb a human TALK-1 csatornaban kb. 36 aminosavval,
leghosszabb az egér TASK-2 csatornaban kb. 252 aminosavval). Mindezek
ismeretében érthetd, hogy a Kap csatornak korében kivételesen hosszunak
szamitdé TRESK intracellularis hurok régido csatornamikodést szabalyozdé
elemeket tartalmaz.

Az egér TRESK S264A mutans csokkent valaszkészségét a kalcium
szignalra, a receptor ingerlésen kival (27.A abra), megerésitettiik ionomycin
alkalmazasaval is (27.C abra). Ebbdl kovetkezik, hogy az S264 aminosav is
réeszt vesz valamilyen mdédon a Kkalcineurin-flggé  szabalyozasi
mechanizmusban. Kézenfekvé lehetéség, hogy ezt az aminosavat is
defoszforilalja a kalcineurin. Mindenesetre a kovetkeztetéssel kapcsolatban
Ovatossagra int, hogy az S264A mutans bazalis arama nem novekedett
statisztikailag szignifikans mértékben a vad tipusu TRESK csatornaéhoz képest
(27.B abra). Nehéz azonban ezt az eredményt értelmezni, hiszen a mutacio
egyben megakadalyozza a 14-3-3 adapter fehérje kotédését is a csatornahoz
és ennek Osszetett kovetkezményei lehetnek (Id. a késébbi fejezetekben).
Osszefoglalva tehat, a szerin klaszter harom aminosava mellett, az egér
TRESK csatorndban az S264 (human csatornaban S252, mindkét fajban az
RSNSCP szekvencia része) potencialis célponta még a kalcineurin
foszfataznak [2,6].

A defoszforilalt szerint utdnzé alanin cserék mellett vizsgaltunk olyan
mutansokat is, amelyekben a foszfoszerineket glutamattal helyettesitettik. A
szabalyozasi pontokon nem defoszforilalhatd, negativ toltést tartalmazé mutans
csatornakrol az varhatd, hogy azok a gatolt allapotban megrekednek, vagyis a
bazalis aramuk normalis vagy kicsi és a kalcium jelre ezek is kevésbeé
reagalnak, mint a vad tipusu csatorna. Ezzel az elképzeléssel j6 6sszhangban
az S264E, S274E és S276E mutans csatornak bazalis arama nem kildénbozott
szignifikansan a vad tipusu TRESK-ét6l (27.B abra). Ez kulondsen az S276E

mutans esetében figyelemreméltd, hiszen az ennek megfelelé alanin mutans
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S276A nagy bazalis aramot eredményezett. Mindemellett, a vartnak
megfeleléen, mindegyik vizsgalt glutamat helyettesitéses mutans szignifikansan
kevésbé aktivalodott ionomycinre, mint a vad tipusu csatorna (27.C abra) [2].

Az S276A mutacid egymagaban Iényegében megszlntette a kalcium-
fuggé szabalyozast, viszont az S276E mutdans még kb. kétszeresére
aktivalodott (27.C abra). A f6 szabalyozasi pont gatld, foszforilaciot utanzo,
allapotban rogzitése nagyobb teret engedhetett az egyéb szabalyoz6 szerinek
defoszforilacié altali aktivalé hatasanak, mint a f6 szabalyoz6 pont aktivalt
allapotban rogzitése az alanin cserével. Az S276E mutanshoz hasonldéan az
S264E, S274E és S279A mutaciok is biztosan lehetetlenné tették a lecserélt
szerineknek megfelel6 szabalyozasi pontok foszforilaciojat, de egyben
jelenlétukben még fennmaradt jol mérhetd kalcium-figgd aktivacio (27.C abra).
Felmerllt emiatt a kérdés, hogy a kalcineurin-dependens szabalyozasban
szereplé négy azonositott szerin fenti mutacidéinak kombinacidjaval teljesen
kivédhet6-e a kalcium-fuggé TRESK aktivacio.

A kérdés megvalaszolasara az S264E és a szerin klaszter kulonb6zé
mutaciot kombinaltuk egymassal. Az S264E/S274E, S264E/S276E és
S264E/S279A mutaciok egyarant kivédték a kalcium-figgé TRESK aktivaciot
(28. abra) [6]. Mindharom dupla mutans szignifikansan kevésbé aktivalodott,
mint az S264E egyszeresen mutans alegységbdl feléplld csatorna (p<0.01,
ANOVA, Scheffe teszt).

28. abra: Az S264 és a szerin klaszter
80 [K*] (mM) egyiittes mutaciéi megsziintetik a

2] lonomvcin kalcium-fiiggé TRESK szabalyozast
Y A Xenopus petesejtekben kifejezett vad
tipusu (wt., n=15), S264E (n=10),
S264E/S274E (n=9), S264E/S276E (n=7)
és S264E/S279A (n=6) mutans (egér)
TRESK csatornak K* aramat -100 mV-on
wit. mértem  két-elektrédos fesziltségzar
modszerrel. Az EC [K*]-t 2-r61 80 mM-ra
i i ' ' ndveltem, majd ionomycint (0.5 pM, piros
0 2 4 6 vonal) adtam. Az S264E/S274E,
id6 (min) S264E/S276E és S264E/S279A mutans
csatornak (kék “dupla mutansok” nem aktivalédtak ionomycin hatadsara és a gorbéik
egymason futnak a grafikonon. Ebben a kisérletben minden csatorna konstrukciéval
koexpresszaltuk a dominans negativ 14-3-3y fehérjét, hogy el6segitsik a szerin

klaszter foszforilaciojat (Id. a késébbi fejezetekben). Mddositva a [6] kdzleménybdl.

dupla
mutansok

S264E

o b~ N O

normalizalt aram
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Az S264E mutacioval egyltt a szerin klaszter barmelyik szerinjének
helyettesitése lényegében teljesen kivédte a kalcium-figgé TRESK aktivaciot.
Ez valészinisiti, hogy a klaszter funkcionalis egységként mikodik, amelyben az
egyik szerin mutacioja befolyasolja a tobbi szerin szabalyozd mikodését is.

A mutacidos analizis kijelélte a TRESK csatorna aktivitas
szabalyozasaban fontos Kkalcineurin célpont szerineket. Szerettink volna
megbizonyosodni réla, hogy ezek a szerinek tényleg foszforilalodnak. Erre a
legegyszeribb kezdeti megkozelitésink az volt, hogy eléallitottuk a TRESK
intracellularis hurok régiét E. coli baktériumokban fuziés fehérje konstrukcidok
formajaban és ezeket kilonb6zd szovetekbdl készitett citoszollal
foszforilaltattuk [y->?P]JATP jelenlétében. Hogy a megkozelitést specifikussa
tegyuk, a TRESK hurok régi6 minden olyan szerin és treonin aminosavat
alaninra cseréltuk (ismételt in vitro mutagenezis |épésekkel), amelyet nem
kivantunk vizsgalni, illetve Hiss fuzids konstrukciokat hasznaltunk, amelyekben
az oktahisztidin cimkét nem foszforilalhattak a citoszolban talalhaté kinazok.

Xenopus ovarium lebenyt homogenizaltunk és centrifugalassal citoszol
frakciot preparaltunk (Id. Modszerek 4.9 fejezet). Ezzel foszforilaltattuk a Ni-
NTA rezinen immobilizalt TRESKIloop-Hiss konstrukciokat (ezek az egér TRESK
185-292 aminosavakat tartalmaztak, 29.A abra) [5].

A o’(_) B Coomassie 3P
b'\{'\ 32 A2 P
vq:\ ¥ b:{’\ S kD
. vV \ e
& A AT ATV AS 1%2:;.:;5
Coomassie __ A -
Blue . ——— 34‘:
26 &

29. abra: A TRESK szabalyozasban szerepet jatszo szerinek in vitro
foszforilacidja citoszollal. A. TRESKIloop-Hisg fehérjéket Xenopus oocyta citoszollal
foszforilaltattunk [y-32P]JATP jelenlétében. A mutans fehérjék csak a savok felett jelolt
szerineket tartalmaztak. (A "wt.” konstrukciéban a 10 szerin és egy treonin megtartott
volt.) A fels6é panel mutatja a Coomassie kékkel festett SDS-PAGE gélt, az alsé pedig
ugyanennek az autoradiogramjat. B. Hasonld kisérlet egér agybdl készitett, gélfiltralt
citoszollal. A mutans TRESKIloop-Hisg fehérje csak az S274, S276 és S279 szerineket
tartalmazta. Bal oldalon lathatd a Coomassie kékkel festett SDS-PAGE gél, jobb
oldalon pedig az autoradiogramja. Médositva az [5,6] k6zleményekbdl.
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Xenopus ovarium (lényegében oocyta) citoszollal foszforilalodott a "wt.”
konstrukcio, amely az egér TRESK hurok régié 185-292 fragmensére jellemzé
0sszes szerint és treonint tartalmazta (29.A abra). Azonban a foszforilacio
kimutatasahoz aranylag nagy radioaktivitasra volt szikség (1 MBg/sav
[y-3?P]ATP). Foszforilalodott emellett az a konstrukcié, amelyben csak az
RSNSCP motivum S262 és S264 szerinje volt megtartott, illetve az is,
amelyben csak az S264 maradt meg. Ez alapjan tehat ugy tlint, hogy a TRESK
csatornaban az S264 tényleg foszforilalédhat. Nem foszforilalodtak ilyen
korulmények kozott viszont azok a TRESKIloop-Hiss konstrukciok, amelyek csak
a szerin klaszter S274, S276 és S279 szerinjeit tartalmaztak (29.A abra) [5].

Tekintetbe véve, hogy a TRESK kalcium-fliggé aktivacioja utan a K*
aram visszatérése a nyugalmi allapotba milyen lassu a petesejt mérésben (20.C
abra), arra gondoltam, hogy az oocyta citoszolban csekély mennyiségben lehet
jelen a szerin klasztert foszforilalé kinaz. Valdszinlileg emellett az is problémat
okozott, hogy az oocyta citoszol készitési eljaras soran a sejtekbél szarmazoé
ATP a preparatumban maradt, lerontotta a hozzaadott [y-3?P]ATP specifikus
aktivitasat és ezzel csokkentette a 3°P beépllést a fuzios fehérjébe. Ezért egér
agybol készitettem citoszol frakciét ugy, hogy a kis molekulaju anyagokat
eltavolitottam a fehérje preparatumbdl gélsziréssel Sephadex G-25 oszlopon
(Id. Mddszerek 4.9 fejezet). Ez a citoszol preparatum, 20 uM hideg ATP
hozzaadasat kovetéen, 50 kBq [y-32P]ATP jelenlétében is jél kimutathaté médon
foszforilalta a csak S274, S276 és S279 szerineket tartalmazé TRESKIoop-Hiss
konstrukciot (29.B abra) [6]. Az eredmény azt mutatja, hogy megfelelé

korulmények kozott a szerin klaszter aminosavai is foszforilalodnak.

5.8 A kalcineurin kotodik a TRESK PxIxIT-szerli motivumahoz

A kalcineurin talan legismertebb szubsztratja az NFAT (Nuclear Factor of
Activated T cells) transzkripcidés faktor. A kalcium jel hatasara az NFAT-t a
kalcineurin defoszforildlja, emiatt az a sejtmagba transzlokaldédik és a T
lymphocyta aktivacidban szereplé gének atirédasat fokozza [270]. Ennek a

mechanizmusnak a gatlasaval hatnak a szervatultetés utan gyakran alkalmazott
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kalcineurint gatld immunszupressziv gyogyszerek az értekezésben

(pl.
bemutatott kisérletekben is hasznalt ciklosporin A és tacrolimus (FK506), 25.
abra). A kalcineurin irodalmanak olvasasa kozben figyeltem fel arra [271], hogy
az NFAT-ban leirt kalcineurin-kotd PxIXIT konszenzus motivum hasonlit az egér
TRESK hurokban talalhaté PQIVID szekvenciahoz. Az egyezés nem teljes,
hiszen az utols6 aminosav eltér a konszenzus motivumtol, de ennek ellenére
probalkozasként megterveztem a PQIVID szekvencia néhany alanin mutaciojat,
vajon hatassal van-e ez a kalcium-fuggé csatorna szabalyozasra. Mivel a prolin
gylr(s aminosav konformacidés merevséget kdlcsonbéz a polipeptidlancnak,
mutacidja gyakran alapvetéen megvaltoztatja a fehérjék térszerkezetét. Emiatt
a prolint nem modositottam, hanem kicseréltem az egyik vagy mindkét

izoleucint (PQIVAD és PQAVAD mutansok), illetve vizsgaltam az utolso

aszpartat aminosav szerepét a motivumban (PQIVIA mutans) (30. abra).

A 30. abra: A PQIVID motivum mutacioi
£ 04 lono. Benzo. csokkentik az egér TRESK csatorna
O 1 L —— 4 PQAVAD  kalcium-fiiggé aktivaciojat
T 2 ITMWDAAwmmwm@mmm@amwm
T 3 ~ PQIVIA  pQivAD vagy PQAVAD mutans TRESK
% ‘51 P%,IV}SD csatornat kifejez6 Xenopus petesejteket
c 6 ionomycinnel (lono., 0.5 uM, pirossal
S 7- Jelblve) ingereltem, majd benzocaint adtam
Z 84 id® (Benzo., 1 mM). Az aramokat a kiindulasi

0 1 2 3 (min) (0 min) értékiikre normalizaltam. A mutans
konstrukcidk ionomycinre és benzocainra

B adott valasza szignifikansan kulonbodzoétt a
e 0; Karbachol vad tipusu csatornaétdl (n=5-6 minden
© 21_' <PQAVAD csoportban, p<0.001).
© SPQIVAD B. Ugyanezeket a csatorna konstrukciokat
Trg‘ 4 és az M: muszkarinos receptort
< 6 <PQIVIA koexpresszald petesejteket karbachollal
£ gl ingereltem (pirossal jel6lve). A PQIVAD és
S <PQIVID PQAVAD mutansok kisebb mértékben
Z10; : : (Wt)_ aktivalédtak, mint a vad tipust csatorna

0 1 2 id6 (min) (n=5 minden csoportban, p<0.01).

C C. Ugyanezeket a TRESK konstrukciokat
0 +_|njekté|és kifejez6 ~ oocytakat mérés  kozben
c 1 <PQAVAD mikroinjektaltam telitett kalcium pufferrel
© 2] (mint a 22. abran, pirossal jeldlve). A
= 3 <PQIVAD pqavAD mutans aktivacioja
N4 <PQIVIA szignifikdansan kisebb volt, mint a vad
g 5- tipusu csatornaé (n=5 minden csoportban,
S 6 <PQIVID <0 05). Mindharom kisérletet ANOVA-val,
Z 7 - (wt) majd  Scheffe  teszttel  értékeltem.

0 1 2 3 4 id6(min) Modositva a [4] kozleménybdl.
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Mindegyik mutans funkcionalisan kifejez6dott Xenopus petesejtben,
azonban a kalcium-figgd aktivaciojuk jelentésen kilénbdzott a vad tipusu
TRESK csatornaétdl. Mindkét izoleucin mutaciéja (PQAVAD mutans)
megszintette a csatorna aktivaciét, a citoplazma kalcium szint ndvelésének
modjatdl fiiggetleniil. Allandé maradt a PQAVAD mutans hattér K* arama akar
Ca?*-ionoforral, akar Gq-kapcsolt receptor ingerléssel vagy telitett kalcium puffer
mikroinjektalasaval prébaltam kivaltani a szabalyozast (30. abra) [4]. A két
hidrofdb izoleucin oldallanc eltavolitdsa megakadalyozta a kalcineurin kotédését
a motivumhoz és a kisérletbél az is kiderult, hogy ennek a fehérje interakcionak
a kialakulasa elengedhetetlendl szikséges az egér TRESK csatorna
aktivaciojahoz.

Mar egy izoleucin alaninra cserélése is (PQIVAD mutans) dramai
mértékben csodkkentette a kalcium-figgé szabalyozast. Pl. ionomycin (0.5 uM)
hatdsara a PQIVAD mutédns arama csak 1.6 + 0.1-szeresre ndvekedett (n=5),
szemben a vad tipusu csatorna 7.5+ 0.6-szoros aktivaciojaval (n=6)
ugyanabban a sejtpreparatumban (30.A abra). Tehat az egyik izoleucin
mutacidja is szamottevé mértékben csokkentette a motivum kalcineurin iranti
affinitasat és ezaltal a foszfataz kotédését a csatornahoz. Az NFAT PxIxIT
konszenzus motivumtdl eltéré6 aszpartat (D) is hozzajarul a TRESK csatorna
kalcineurin kotéséhez, mivel az alaninra cserélése szintén csodkkentette a
csatorna aktivaciét, a PQIVIA mutans arama ionomycin hatasara mérsékelten,
4.1 + 0.3-szorosra novekedett (n=5).

A PQAVAD (30.A abra) és az S276A mutans (27.C abra) TRESK
csatornakra egyarant jellemz6, hogy nem aktivalédnak ionomycin hatasara. Az
ionomycinre adott valaszuk alapjan tehat a kétféle aram nem kulonithetd el,
annak ellenére, hogy nagyon eltéré allapotu csatornakrél van sz6. A PQAVAD
mutans gatolt csatornanak felel meg, amely nem aktivalhatd (mivel a kalcineurin
nem tud hozza kotdédni), az S276A mutans viszont konstitutivan aktiv és ezért
nem aktivalhatdo (mar tovabb). Mddszert dolgoztam ki a kétféle (gatolt, illetve
aktivalt TRESK csatornanak megfelel§) aram megkllonbdztetésére. A lokalis
anesztetikum benzocain a vad tipusu TRESK csatorna allapotfiiggdé gatlasat

hozza létre [4]. A benzocain (1 mM) a nyugalmi TRESK aramot csak kevésseé
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(132 %), viszont a kalcineurin-dependens uton aktivalt, defoszforilalt
csatornak aramat joval nagyobb mértékben gatolja (51 +1 %, n=5, p<0.001,
Student t-teszt, 31. abra, [4]).

A - 80 2 [K'] B

- = [onomycin _ (MM) Benzocain
= 0 - = = Benzocain 60 wt S276A
2 S

] < 40
s g
5 =
x -10 ® 291 .,
uJ 0 FéT 5| [6
= -15] , , , lono. elétt utan el6tt

0 5 10 15

id6 (min)

31. abra: A benzocain az egér TRESK csatorna allapotfiiggé gatlészere. A bazalis
TRESK aramot kevésbé gatolja, mint a kalcineurin altal aktivalt aramot.

A. Az egér TRESK aramokat a 21.B abran ismertetett médon mértem, ionomycin (0.5
MM, piros) adasa el6tt és utan. Az aramot idénként atmenetileg benzocainnal (1 mM,
kék) gatoltam. A nyugalmi TRESK K* aram aranyaban sokkal kevésbé gatlédott, mint
az ionomycin utani aktivalt aram. B. A vad tipusu TRESK (wt, z6ld) K* aramanak
gatlasa benzocain hatasara ionomycin adasa elétt és utan (ahogy az oszlopdiagram
alatt jeléltem pirossal), illetve az S276A (lila) konstitutivan aktiv mutans bazalis
aramanak benzocain érzékenysége azonos koérliimények kozétt. Az oszlopokban a
mért sejtek szamat tlintettem fel. Modositva a [4] k6zleménybdl.

A benzocain iranti érzékenység meghatarozasaval tehat elkulonithet6 a
vad tipusu csatorna nyugalmi és a kalcium-figgé aktivacié utani arama. Ugyan
nem értjuk, hogy milyen mechanizmus felel6s a benzocain altal Iétrehozott
allapotfiiggé TRESK gatlasért, de megkiséreltem ezt a farmakoldgiai eszkozt a
mutans csatornak aramanak vizsgalatara hasznalni. A konstitutivan aktiv
S276A mutans bazalis aramat a benzocain pontosan olyan mértékben gatolja
(51 +1 %, n=6), mint a vad tipusu csatorna aramat a kalcium-fluggé aktivaciot
kovetéen (31.B abra, [4]). Ez meger6siti a korabbi kovetkeztetéslnket arrdl,
hogy az S276A mutans tényleg megfelel a kalcineurin altal defoszforilalt,
aktivalt csatornanak (Id. az 5.7 fejezetben). Az S264A mutans bazalis K*
aramanak gatlasa benzocain (1 mM) hatasara (22+1 %, n=8) szintén
meghaladja a vad tipusu TRESK csatorna nyugalmi aramanak gatlasat (10 + 1
%, n=14, p<10°, Student t-teszt) ugyanabban a sejtpreparatumban [6],

azonban kisebb mértékben tér el t6le, mint az S276A mutans. Ezek a
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farmakoldgiai eredmények j6 dsszhangban vannak azzal a koévetkeztetéssel,
hogy az S276 szabalyozasi pont alapvetd meghatarozéja a TRESK csatorna
aktivitasnak, azonban emellett az S264 helynek is van jarulékos szabalyozdé
szerepe.

A PQIVID motivum mutécioknal az ionomycin adasa utani benzocain
érzékenység a csokkent aram aktivacionak megfeleléen valtozott (30.A abra).
Amig a vad tipusu csatorna (PQIVID) ionomycin utani arama 57 +2 %-kal
gatlédott 1 mM benzocain hatasara (n=5), addig a PQIVIA mutans
mérsékeltebb gatlédast mutatott (44 £1 %, n=5), a PQIVAD mutans gatlasa
kifejezetten csodkkent (23 +£1 %, n=5), a PQAVAD mutans ionomycin utani
benzocain érzékenysége (18 +1 %, n=5) pedig megkozelitette a vad tipusu
csatorna bazalis aramara jellemzd értéket (30.A abra) [4]. A kalcineurin-koté
motivum egyre karositobb mutacidinal tehat az ionomycin hatas csokkenésével
a benzocain altali gatlas is egyutt csokkent. Ez arra utal, hogy minél jobban
akadalyozott a TRESK interakcidja a kalcineurinnal, a mutans csatornaknak
annal nagyobb hanyada marad a nyugalmi gatolt allapotban a kalcium szignalt
kovetben és ezeket a foszforilalt csatornakat a benzocain kevésbé gatolja.

Az alanin szubsztitucios kisérletek egyértelmien a PQIVID motivum
funkcionalis jelentésége mellett széltak. Szerettem volna ezt az eredményt
megerdsiteni a vad tipusu csatorna felhasznalasaval is. Ehhez VIVIT peptidet
mikroinjektaltam, amelynek MAGPHPVIVITGPHEE szekvenciajat arra
optimalizaltdk, hogy nagy affinitassal kotédjon a kalcineurin NFAT-kot6
helyéhez [272]. A VIVIT peptid mikroinjektalasa teljesen kivédte az egér TRESK
kalcium-fligg6 aktivaciojat (32.A abra, [4]). A VIVIT peptid telitette a kalcineurin
fehérje komplexnek azt a kot6helyét, amelyen keresztul a TRESK csatorna
hurok régié PQIVID motivumahoz kihorgonyzodik. A kalcineurin nem tudott
interakcioba lépni a TRESK csatornaval, ezért a defoszforilacié és K* aram
ndvekedés elmaradt. A VIVIT peptid erételjes hatasa a PQIVID mutacidktol
fuggetlenul igazolta, hogy a TRESK kalcineurin-k6t6 motivuma meghatarozo
szerepet jatszik a csatorna szabalyozasban.

Tekintve a kalcineurin TRESK aktivacioban betoltott nélkuldzhetetlen

szerepét, idérél idére ujra felmerllt a kérdés, hogy a csatorna Xenopus
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petesejtekben mérhetd bazalis aktivitasat is a foszfataz alakitja-e ki. Korabban
lattuk, hogy a kalcineurin gatloszer ciklosporin A az egyik petepreparatumban
nem befolyasolta a TRESK bazalis aktivitast, amig egy masik preparatumban
az FK506 gatolta azt (Id. az 5.6 fejezetet). Ezért lehetséges, hogy
petepreparatumonkeént eltéré a kalcineurin hozzajarulasa a bazalis aktivitashoz.
Az olyan petesejtekben, amelyeknek nyugalmi [Ca?*] koncentracidja magasabb
a szokasosnal (pl. a nagymertékl hattér K* csatorna expresszio toxikus hatasa
jobban érvényesul és végul akar a sejt pusztulasahoz is vezethet), a kalcineurin
esetleg defoszforiladlhatja a csatornak egy hanyadat mar nyugalmi koriimények
kozott is. Hogy még egyszer megvizsgaljam ezt a kérdést a korabbiaktol
fuggetlen mddszerrel, egy ujabb petepreparatumban, megmértem az EGTA
kalcium kelator és a VIVIT peptid mikroinjektalas hatasat a TRESK bazalis
aramra (32.B abra, [4]).

(vy)

A :
e 0 lonomycin . d(\a/?zzt. VIVIT
s A VIVIT 12 1 EGTA 3
[ 2- o 1 I
© @ 1.0
< 4 g 0.8
= 61 = 0.6
1 £ 0.4
210 | | Kontroll 20.2{| 7 v v

0 1 2 idé (min) 0

32. abra: A VIVIT peptid mikroinjektalasa kivédi a kalcium-fliggé TRESK
aktivaciot, de nem befolyasolja a TRESK bazalis aramat

A. A vad tipusu (egér) TRESK csatornat kifejez6 oocytak egyik csoportjat VIVIT
peptiddel (VIVIT, 10 mM, 50 nl, n=5), a masik csoport sejtjeit pedig desztillalt vizzel
mikroinjektaltam (Kontroll, 50 nl, n=5). A petesejteket ionomycinnel (0.5 yM, piros)
ingereltem 23-104 perccel a mikroinjektalas utan. A K* aramokat normalizaltam a
kiindulasi nyugalmi értékukre. A TRESK &ram aktivacidja szignifikansan kilonbdzott a
két csoportban a mérés végén (p<10+, kétmintas Student t-teszt). B. Az vad tipusu
(egér) TRESK csatornat kifejezd petesejteket mikroinjektaltam 50 nl desztillalt vizzel
(deszt. viz), vagy magas koncentracioju kalcium kelatorral (EGTA: 50 mM EGTA + 50
mM HEPES (pH 7.3,KOH), mint a 22. 4bran), vagy VIVIT peptiddel (VIVIT, 10mM). A
TRESK aramot minden sejtben megmértem az injektalas elétt (-100 mV-on, 2/80 mM
EC [K*] valtoztatassal), majd 54-110 perccel az injektalas utan Ujra megmértem a K*
aramot ugyanigy (tehat minden sejtet kétszer mértem). Az injektalas utan mért aramot
normalizaltam ugyanannak a sejtnek az injektalas el6tti értékére és minden csoportban
hét sejt normalizalt aramanak atlagat abrazoltam oszlopdiagram formajaban. Az EGTA
és VIVIT peptid mikroinjektalas hatasa nem kiilénbdzott szignifikansan a desztillalt viz
injektalasétol (ANOVA). Az oszlopokban a mért sejtek szamat tlntettem fel. Modositva
a [4] kézleménybdl.
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Tudjuk, hogy a citoplazma nyugalmi [Ca?'] szubfizioldgias szintre
kalcineurin PxIxIT-kot6helyének szaturacidja VIVIT peptiddel (32.A abra)
teliesen kivéedi a TRESK kalcium-fuggd aktivaciéjat. Ennek ellenére ezek a
kezelések nem befolyasoltak a TRESK bazalis aktivitast (legalabbis a vizsgalt
petepreparatumban, 32.B abra). Egyes (j6 mindségli) oocyta preparatumokban
tehat a TRESK bazalis aktivitas fuggetlen a kalcineurin mikodeésétél.

A TRESK és kalcineurin kozvetlen kotédését biokémiai kisérlettel is
megerdsitettem. A PQIVID motivum kozvetlen kalcineurin  kdtésének
bizonyitasara GST “pulldown” kisérleteket végeztem a glutation-rezinen
immobilizalt GST-TRESKIloop-TAPtag fuziés fehérjével és a rekombinans
konstitutivan aktiv kalcineurinnal. A GST-TRESKIloop-TAPtag csalifehérje a
TRESK intracellularis hurok régié telies egészét (164-292 aminosavak)
tartalmazta. A TAPtag fehérjerészletet nem hasznaltam a csalifehérje tisztitasa
soran, ennek jelentésége a nagyobb molekulasuly elérése volt, ezzel egyltt a
csalifehérje mérete meghaladta a konstitutivan aktiv kalcineurin A alegységét. A
konstitutivan aktiv kalcineurin heterodimert E. coli-ban termeltettem. A csonkolt
A (1-398 aminosavak) és teljes B alegységet kodold bicisztronos plazmiddal
kotranszformaltam a mirisztoil-transzferazt kodolo plazmidot is, hogy létrejojjon
a szukséges poszttranszlacios modositas a B alegységen. A kalcineurin A
alegység N-terminadlisra szerkesztett hexahisztidin segitségével tisztitottam a
fehérjét Ni-NTA agarozzal. A csonkolt A alegység nem tartalmazta az
autoinhibitoros és kalmodulin-k6t6 domeéneket, de a B alegység-kotd regid
megtartott volt. A rekombinans kalcineurin in vitro defoszforildlta a
p-nitrofenilfoszfat (pNPP) szubsztratot és TRESK-expresszald petesejtekbe
mikroinjektalva aktivalta a hattér K* aramot (az adatokat nem mutatom).

A glutation-rezinen immobilizalt GST-TRESKIloop-TAPtag csalifehérjét
inkubaltunk a rekombinans konstitutivan aktiv kalcineurinnal, majd a nem koté
fehérjéket két gyors mosasi lépéssel eltavolitottuk. A rezinen maradé fehérjék
kozott kdnnyen felismerhetd volt a kalcineurin A alegység csikja SDS-PAGE
gélen Coomassie kék festéssel (33. abra, A panel, vo. 1 és 2. sav). Annak

igazolasara, hogy a kalcineurin tényleg a PQIVID motivumhoz kot6dott a
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csalifehérjében, ugyanezt a kisérletet elvégeztik a GST-TRESKIoop-TAPtag
PQAVAD mutans valtozataval is azonos kérulmények kozoétt. J6 egyezésben az
elektrofiziologiai kisérletekkel (30. abra), a PQAVAD mutans csalifehérje
egyaltalan nem kototte a kalcineurint (33.A abra, 3. és 4. sav). Szintén
analdgiaban az aram mérésekkel, a VIVIT peptid megakadalyozta a kalcineurin
kotédését a “vad tipusu” (PQIVID) csalifehériéhez (33.B abra, 2. és 3. sav).
Ezek az in vitro kotési kisérletek meggy6zben igazoljak, hogy a TRESK PQIVID

motivuma és a kalcineurin PxIxIT-k6t6helye kozott jon Iétre az interakcio [4].

A kD 1 2 3 4 5 33. abra: A Kkalcineurin kézvetleniil
Telies 38> kétédik az egér TRESK PQIVID

198 7% — - w= <(CnA Motivumahoz
Wi ik 1-398 A. GST "pulldown” kisérletet vegeztink a

Sad g "vad tipust” (PQIVID, wt.) vagy a PQAVAD

GST g == S=EBE mutans  (m.) GST-TRESKIloop-TAPtag
CnA1-398 - + - + csalifehérjével, a konstitutivan aktiv
TRESKIoop wt. wt. m. m. kalcineurin (CnA 1-398) jelenlétében vagy
hianyaban, ahogy azt az SDS-PAGE gél

B 1.2 3 kD 4 képe alatt jeleztem. A telies hosszUsagu
Teljes > e e 86 - fuzids protein (Teljes) mellett a csalifehérje

= g =3 47 © - < CnA bakteridlis expresszidja szamos tovabbi

34 1-398 (részlegesen transzlalt vagy bomlott)

GST~> & & - terméket eredményezett (Id. 1. sav). Ezek
26 kozil az egyik, kicsit a GST-nél nagyobb,

SR/AI"IJ p?é%St - I fehérje kildndsen nagy mennyiségben volt
jelen, ezt "GST"-vel jeldltem. A

C chna 1 2 3 4¢*5 konstitg:ivart;’l 25akt|'vt I5<alcir)eErin
N preparatumbdl 2.5 pg-ot az 5. savban

47 _ gmem em @m < Teles futtattunk, a csonkolt kalcineurin A

a4 - s == BN alegységet (CnA 1-398) nyillal jeldltem. A

- 2. savban kotédott a kalcineurin, a 4.

o6 :g‘ _-(_GST savban viszont nem. B. A Kkonstitutivan
Ca® + + + + aktiv kalcineurin kotédését a "vad tipusu”

ChnA - + + + (PQIVID) GST-TRESKIloop-TAPtag
Kalmodulin - - + + csalifehériéhez vizsgaltam VIVIT peptid
VIVIT pept. - - - + (200 pM) jelenlétében vagy hianyaban,

ahogy azt a gélkép alatt jeleztem. A 4. savban csak a kalcineurint (2.5 ug) vittiink fel. A
molekulasulyokat a félbevagott markersavban tlintettem fel. A kalcineurin kotédott
VIVIT peptid hianyaban (2. sav), de nem kot6dott a peptid jelenlétében (3. sav). C.
GST ”pulldown” kisérletet végeztink a "vad tipusu” (PQIVID) GST-TRESKIoop fuziés
fehérjével, Ca?* jelenlétében, és a szarvasmarha agybdl szarmazo vad tipusu (SIGMA)
kalcineurin, kalmodulin és VIVIT peptid (200 uM) jelenlétében vagy hianyaban, ahogy
azt a gélkép alatt jeleztem. A teljes hosszusagu (Teljes) és részleges (GST) fuzids
fehérjét és a teljes hosszusagu vad tipusu kalcineurin A alegységet (CnA, 0.5 ug, 1.
sav) nyilakkal jeléltem. A kalcineurin kot6dott a csalifehérjéhez a 4. savban (nyillal és
csillaggal jeldltem). Az A és B paneleken a reprezentativ SDS-PAGE géleket
Coomassie kékkel festettik, a C panelen bemutatott gélen pedig ezust festéssel tettuk
lathatéva a fehérjéket. Modositva a [4] kozleménybél.
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A rekombinans konstitutivan aktiv foszfatazzal nem lehetett vizsgalni a
TRESK-kalcineurin interakcid kalcium-fliggését, hiszen a csonkolt A alegység
nem tartalmazta a kalcium/kalmodulin-koté régiét. Ezért megvasaroltuk a
szarvasmarha agybdl tisztitott vad tipusu kalcineurint (SIGMA) és ezzel a teljes
hosszusagu enzimmel is megerdésitettlik, hogy a kalcineurin kétédik a TRESK
csatornahoz (33.C abra). Ebben a kisérletben a GST-TRESKIoop csalifehérjét
hasznaltuk (33.C abra, 2. sav), mert ennek a mérete kiulonbozott a teljes
hosszusagu kalcineurin A alegységtdl (CnA, 1. sav). A kalcineurin erésebben
kotédott a csalifehérjéhez a kalcium/kalmodulin komplex jelenlétében (4. sav),
mint annak hianyaban (3. sav). Az interakcié kialakulasat ebben a kisérletben is
megakadalyozta a VIVIT peptid (5. sav). A vad tipusu kalcineurin affinitasat a
TRESK intracellularis hurok régié irant megnovelte tehat a foszfataz aktivacioja
a kalcium/kalmodulin komplex kotésekor. A kalcineurin kotédése a TRESK
csatornahoz nem kizarolag statikus, allvanyfehérje-szerli mechanizmus, hanem
az interakcio bizonyos mértékben fugghet a kalcium jel dinamikajatél és az
ennek hatasara valtoz6 foszfataz aktivitastol is. Ez az eredmény varatlan abban
a tekintetben, hogy a PxIXIT motivum kalcineurin kotésérdl elfogadott az

irodalomban, hogy az a foszfataz aktivaciojatol fluggetlentl alakul ki [273-276].

5.9 A human TRESK alegység két kalcineurin-k6téhelyet tartalmaz

A nagy affinitasu kozvetlen fehérje-fehérje interakciok ismerete altalanos
jelentéség, hiszen ezek varhatdéan kevés mellékfeltétellel kialakulnak minden
olyan biolégiai rendszerben, ahol a két fehérje egyutt van jelen. Mindemellett,
tudomasunk szerint a TRESK az egyetlen ismert plazmamembranban talalhato
ioncsatorna, amely PxIxIT-szerl kotémotivumot tartalmaz és kozvetlen modon
asszocialodik a kalcineurin foszfatazzal. Ezért fontosnak éreztem, hogy az
interakciét megvizsgaljam az orvosbiolégiai szempontbdl 1ényegesebb human
TRESK csatorna esetében is, amelyben a PQIIIS két§ szekvencia nem egyezik
pontosan az egér ortologéval.

igy tehat megmértem, hogyan reagalnak az ionomycinnel kivaltott
citoplazma [Ca?*] ndvekedésre azok a human TRESK mutansok, amelyekben a

PQIIIS motivum egyes aminosavait alanin helyettesiti (34. abra) [9].
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2 2 2 [K'] 34. abra: A PQIIIS motivum mutacioi
180 | L 80 [ (mm) csokkentik a human TRESK

csatorna kalcium-fliggé aktivaciojat
hTRESK A 30.A &bran lathatdhoz hasonlé
PQAAAS kisérletet végeztem a human TRESK

csatornaval. A vad tipusu (PQIIIS, wt.),
PQIIAS illetve PQIIIA, PQIIAS vagy PQAAAS
mutans TRESK csatornat kifejez8
Xenopus petesejteket (n=4x10)
ionomycinnel (0.5 uM, lono., piros)
PQIIIS jngereltem, miutan a bazalis K* aramok
. . : : (Wt)  benzocain (1 mM, Benzo., kék) iranti
0 4 8 12 16 érzéketlenségerdl megbizonyosodtam.

id6 (min) Modositva a [9] kdzleménybdl.

PQIIIA

Normalizalt aram

Ahogy az egér TRESK csatornanal tortént (30.A abra), ugy a human
TRESK kalcium-figgé aktivacidjat is dramai médon csokkentette a PQIIIS
motivum elroncsolasa alanin mutaciokkal (34. abra). A PQAAAS mutans
aktivacioja (2.4 + 0.3-szoros, n=10) szignifikansan kisebb volt, mint a vad
tipusu, intakt PQIIIS motivumot tartalmazé csatornaé (11.0 + 1.4-szeres, n=10,
p<10+4). Az Osszes vizsgalt mutans csatorna nyugalmi aramanak benzocain
érzékenysége megegyezett a vad tipusu csatornaéval, ami arra utal, hogy a
csOkkent kalcium-fliggd aktivacio nem a bazalis aktivitds fokozddasa miatt
jelentkezett, hanem tényleg az aktivacios folyamat karosodott.

Mindazonaltal, a human PQAAAS mutanssal kapott eredmény
szembeobtld mdédon kuldonbozott az egér PQAVAD mutans ionomycinre adott
valaszatél. Mig a PQAVAD mutacié teljesen megszuntette az egér TRESK
kalcium-fugg6 aktivaciojat (30. abra), addig a PQAAAS mutans human csatorna
még mindig tobb mint kétszeresére aktivalédott ionomycin hatasara (34. abra).
Mivel valoszininek tint, hogy a tripla alanin mutacio teljesen kivédi a PQIIIS
motivum kalcineurin kotését, ezért arra gondoltam, hogy a human TRESK
csatorna tartalmaz még egy kalcineurin-k6té motivumot.

Az NFAT kalcineurin kotésérdl ismert, hogy abban a PxIxIT konszenzus
motivum mellett egy masik, LxVP Kkalcineurin-kot6 szekvencia is szerepet
jatszik [277-280]. Ha az evolucié folyaman a TRESK intracellularis hurok régié
ugy fejlédott, hogy az NFAT PxIxIT motivumhoz hasonléan adaptalédott a
hatékony kalcineurin kotés érdekében, akkor miért ne Glthette volna magara a

még egyszeribb, harom determinalt elem( linearis LxVP koétéhelyet is? A
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human és egér TRESK csatorna azonban nem tartalmaz LxVP konszenzusnak
megfeleld szekvenciat. A human TRESK csatornaban a leginkabb hasonld
szekvencia az LQLP. Ezért azt kezdtem vizsgalni, hogy az LQLP hozzajarul-e a
kalcineurin hatasahoz.

Feltételeztem, hogy a PQAAAS mutans csatorna kalcium-figgd
aktivacidjaért tisztan a masodik (még ismeretlen) kalcineurin-kétéhely felelSs,
tehat ebben a PQAAAS mutans kontextusban modositottam az LQLP
szekvenciat. Egyrészt megkiséreltem az LQLP-t dupla alanin mutacioval
funkcioképtelenné tenni, az AQAP mutans formajaban, masrészt pedig
helyettesiteni az NFAT kanonikus LxVP motivumaval. Mivel ismert volt, hogy az
LxVP motivumot kozvetlendl megel6z6 és kovet6 aminosav is befolyasolja a
kotés er6sségét [278,281], ezért a human TRESK TLQLPP szekvencigjat
YLAVPQ-ra modositottam, az NFAT kalcineurin-kétéhelyének megfelel6en
(35. abra) [9].

2 2 [K1] 35. abra: Az LQLP motivum
1 80 i (mM) hozzajarul a human TRESK
0- lonomycin kalcineurin-fiiggé aktivaciéjahoz

Harom kulénb6zé human TRESK
konstrukcié  (n=3x12 peteseijt)

€
4
S %% normalizalt, ionomycin (0.5 uM,
© piros) adasaval kivaltott, aktivaciojat
T abrazoltam. Mindharom konstrukcio
£ PQAAAS+ tartalmazta a PQAAAS mutaciot. Az
§ TLQLPP (wt.) LQLP motivum megtartott volt a
YLAVPQ TRESK-PQAAAS  konstrukcioban
3 —— (Id. TLQLPP, wt. gorbe); roncsolt
o 2 4 6 8 volt a TRESK-PQAAAS-TAQAPP
id6 (min) konstrukciéban (TAQAPP gbrbe);

vagy helyettesitettiik az NFATc1 (NFAT2) megfelel6 motivumaval a TRESK-PQAAAS-
YLAVPQ konstrukciéban (YLAVPQ gorbe). A maximalis aktivaciés szinteket szaggatott
vonallal, az ezeknek megfelel6 mutansokat pedig a panel jobb oldalan feliratozva
adtam meg. A vad tipusu LQLP szekvenciat zélddel jeléltem, a funkcidveszté alanin
cseréket kékkel, az NFAT-nak megfelel6 szubsztiticiokat pedig lildval. A K* aramokat a
21.B abranak megfelel6 protokoll szerint mértem. A TAQAPP muténs nem aktivalédott,
az YLAVPQ viszont hasonléan mikodott, mint a TLQLPP kontroll konstrukcio.
Modositva a [9] kdzleménybdl.

A PQAAAS mutans hattérben alkalmazva az AQAP mutacidé teljesen
kivédte a human TRESK kalcium-fuggd aktivaciojat. Amig a PQAAAS mutans a
vart médon kb. kétszeresre aktivalodott (2.27 + 0.15-sz6rosre, n=12), addig a

PQAAAS és AQAP mutacidkat egyarant tartalmazé konstrukcid arama nem

99



dc 1744 20 L, i i L. .
- ~ Dr. Czirjak Gabor TRESK szabalyozasi mechanizmusok

valtozott ionomycin hatasara (1.07 + 0.03-szoros aram ndvekedés, n=12,
35. dbra, p<107). Vagyis az LQLP motivumon alapul a PQIIS kotéhely
kiiktatasa utan még fennmarado kalcineurin-figgé TRESK aktivacio [9].

Ha a PQAAAS mutaciot is tartalmazé csatornaban az LQLP régiot az
NFAT megfelel6 kalcineurin-kotéhelyével helyettesitettik (35. abra, YLAVPQ
konstrukcio), akkor ez 0.5 pM ionomycin hatasara teljesen hasonléan
aktivalédott, mint a valtozatlan LQLP szekvenciat magaba foglalé PQAAAS
mutans TRESK csatorna (35. abra, TLQLPP). Vagyis az NFAT kanonikus LxVP
motivuma mikodéképes modon helyettesitette a human TRESK nativ LQLP
szekvenciajat [9].

A PQAAAS hattérben végzett mutaciés kisérletek egyértelmien
bizonyitottak az LQLP motivum szerepét a TRESK szabalyozasban, azonban
vajmi keveset arultak el arrdl, hogy mi lehet az LQLP jelentésége a vad tipusu
csatornaban és egyaltalan miért van szukség két kulonb6zé kalcineurin-
kotéhelyre ugyanabban a fehérjében. Ezeken a kérdéseken tiin6édve
megvizsgaltam annak a TRESK konstrukciénak a kalcium-figgd aktivaciojat,

amelyben csak az LQLP motivum volt mutans (36. abra).

A 2 2 [K1 B
B 80 I (mM)
0 lono. 01 lonomycin
£ 1] N {
5 2] 82 }
T 34 AQAP g 3 AQAP
T 41 T 47
£’ £
S 57 wt. 5 27 wt.
Z 64 Z 61
7 T T T T 7 T T
0 4 8 12 16 0 1 2
id6 (min) idd (min)
C lonomycin 36. abra: Az AQAP mutacié kissé lassitja a

100 human TRESK 0.5 pM ionomycinnel kivaltott
aktivaciojat. A harom panelen ugyanannak a
mérésnek haromféle kiértékelése lathato.

A. lonomycinnel (0.5 uM, fekete vastag vonal)
ingereltem a vad tipusu (n=19) vagy AQAP mutans
human TRESK csatornat (n=21) kifejez6
wt. petesejteket, majd hosszu ideig mértem az aram

visszatéréseét a nyugalmi érték felé 80 mM EC [K*]-

ban. B. Az aktivacios kinetika révidebb idéskalan.

idé (min) C. Az ionomycin utani TRESK aram visszaallas %-
ban megadva. Mddositva a [9] kbzleménybél.

o o
o O
! 1

AQAP

Visszaallas (%)
N D
o O

o
I
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Az AQAP mutans human TRESK csatorna 0.5 yM ionomycinnel kivaltott
kalcium-fliggé aktivacioja csak kis mértékben Kkilonbdzott a vad tipusu
csatornaétol. A TRESK-AQAP ionomycin hatasara létrejové relativ K* aram
novekedése (4.8 £ 0.5-sz0ros, n=21) nem kulonbozott szignifikansan a vad
tipusu csatorna végsé aktivacigjatol (6.2 + 0.6-szoros, n=19, 36.A abra,
p=0.08). Azonban a vad tipusu csatorna kissé gyorsabban aktivalédott, mint az
AQAP mutans. A 36. abra B panelen csillaggal jeldlt id6pontban a részleges
relativ aktivacios szintek szignifikansan kulonboztek az AQAP mutans
(3.1 + 0.3-szoros) és a vad tipusu csatorna (4.9 + 0.6-szoros, p<0.01, Student t-
teszt) kozott. Az aktivacios sebességek (% aktivacid/sec egységekben
szamitva) szintén szignifikansan kulonboztek a két csoportban (az adatokat
nem mutatom). Tehat az AQAP mutacié lelassitotta a massziv citoplazma
[Ca?*] noveléssel kivaltott human TRESK csatorna aktivaciét, azonban nem
(vagy csak alig) valtoztatta az aktivacié végsé maximalis mértékét. Az AQAP
mutacié szintén nem befolyasolta a TRESK gatld (vissza)foszforilalasaért
felelés kinaz reakciot, ahogy ezt a valtozatlan K* aram visszaallasi kinetika
mutatta az ionomycin elvonasat kovetéen (36.C abra).

A TRESK-AQAP mutans lassult aktivacidja adta az otletet, hogy az
LQLP hely hozzajarulhat a TRESK szabalyozasi folyamat kalcium-
eérzékenységehez. A hipotézis vizsgalatara Osszehasonlitottam a vad tipusu
human TRESK és az AQAP mutans valtozat, |épésenként ndvekvd
koncentraciéju ionomycinnel (50, 100, 200, 500 nM) kivaltott aktivaciojat (37.
abra, A panel). Ez az ingerlés lassan noveli a citoplazma kalcium koncentraciét
és alkalmas a TRESK mérsékelt [Ca®'] emelkedésre adott valaszanak
vizsgalatara. A fokozatosan ndvekvé koncentracioju ingerlés végén, 500 nM
ionomycin jelenlétében, a végsd [Ca?*] azonban valdsziniileg alacsonyabb, mint
az 500 nM koncentracioju ionomycin azonnali adasa utan kialakulé kalcium
szint, mivel a kalcium f6 forrasa, az intracellularis raktar az elnyujtott ingerlés
folyaman kitrul [268,269].

A vad tipusu human TRESK csatorna kifejezetten aktivalodott a
lépésenkénti ionomycin ingerlés végére (4.0 + 0.5-sz6rds K* aram ndvekedés

az 500 nM lépés végeén, n=10, 37.A abra, kék wt. gorbe). Ezzel szemben a
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TRESK-AQAP mutans sokkal kevésbé reagalt a [Ca?*] mérsékelt nGvekedésére

azonos korilmények kozott (1.6 + 0.1-szeres aktivacio, n=12, p<104, 37.A abra,

piros AQAP gorbe).
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37. abra: Az LQLP motivum
mutaciéi csokkentik a TRESK
aktivaciéos folyamat kalcium iranti
érzékenységét

A. A vad tipusu (wt., LQLP, n=10,
kék), illetve AQLP (zd6ld, n=12) vagy
AQAP (piros, n=12) mutans human
TRESK csatornakat kifejez6
petesejteket |épésenként ndvekvd
koncentracioju (50, 100, 200, 500
nM) ionomycinnel ingereltem (ahogy
a vastag fekete vonalak mutatjak). A
vad tipusu csatorna kifejezetten, az
AQAP mutans viszont alig
aktivalodott.

B. Az oocytdk harom csoportja a vad
tipusu (wt., LQLP, n=11, kék), az
AQLP (zéld, n=9), vagy az AQAP
mutans (piros, n=8) TRESK csatornat
koexpresszalta az M; muszkarinos
acetilkolin receptorral. A mérsékelt
[Ca?*] novekedést karbachol (Karb.)
lépésenkent (1, 3, 10, 30 nM)
novekvd koncentracidival idéztem el6
(ahogy a vastag fekete vonalak
mutatjak). Ezt kdvetben massziv
kalcium szignalt hoztam létre 1 yM
karbachollal. Végul a K* aramok
benzocain (1 mM) érzékenységét
teszteltem (sziirke vonal, Benzo.). Az
AQLP és AQAP mutansok kevéssé
aktivalédtak  alacsony [karbachol]
hatasara, azonban jelentés aram
novekedéssel valaszoltak a magas
agonista koncentraciéra. (A zéld
AQLP és piros AQAP gorbék
nagyrészt atfednek.)

C. Az alacsony (1-30 nM) [karbachol]-
ra adott valaszokat az I4/lo
hanyadosokbol szamitottam (Id. B
panel, szlirke fliggbleges nyilak).

D. A magas (1 uM) [karbachol]-ra
adott valaszokat az l./lop hanyadosbol
szamitottam. Az AQLP és AQAP
mutansok ugyanugy (vagy nagyobb
mértékben) aktivalodtak, mint a vad
tipusu csatorna.

Modositva a [9] kdzleménybdl.
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Az egyetlen alanin cserét tartalmazé AQLP mutans (L240A pontmutans)
aktivaciéja szintén gyengult (2.3 + 0.3-szoros ndvekedés, n=12, 37.A abra,
AQLP gobrbe); a vad tipus és az AQAP mutans kdzotti atmeneti valaszreakciot
mutatott. Fontos leszdgezni, hogy ugyanebben a petepreparatumban a vad
tipusu és AQAP mutans TRESK csatornak megegyezé valaszt mutattak 500
nM ionomycin azonnali adasara (n=2x6, az adatokat nem mutatom). Ezek az
eredmények egyértelmlen mutatjak, hogy az LQLP motivum mutacioi
lerontottak a csatorna valaszreakcidjat a mérsékelt [Ca?*] novekedésre,
azonban a magas [Ca?*]-ra létrejové aktivacio valtozatlan maradt [9].

Az ionomycin koncentracido fokozatos noOvelésével az igényeknek
megfeleléen tudtam kisérletesen kontrolldini a citoplazma [Ca?*]-t, azonban
szerettem volna meggy6z&dni arrél, hogy az LQLP motivum meghatarozé
tényez6je a TRESK aktivacid kalcium-érzékenységének fizioldgiasabb kalcium
jel esetén is. Ezért karbachollal aktivaltam az M1 muszkarinos acetilkolin
receptort olyan petesejtekben, amelyek a receptorral a vad tipusu, illetve AQLP
vagy AQAP mutans csatornakat koexpresszaltak (37. abra, B-D panelek).
Ebben a kisérletben ugyanabban a sejtben vizsgalhattam a mérsékelt és
erételjes [Ca?*] nOvekedés hatasait a K* aramra. A mérsékelt [Ca®*] ndvekedést
a karbachol fokozatosan 1-t61 30 nM-ig ndvekvé koncentracidival valtottam ki, a
mérés végén pedig erbteljes [Ca?*] emelkedést hoztam létre 1 uM agonista
koncentracidval. A mérsékelt [Ca?*] novelés a vad tipusi TRESK csatornat
5.4 + 0.9-szeresre (n=11, 37.B, kék wt. gorbe) aktivalta, az AQLP mutanst
2.4 + 0.5-sz0r6sre (n=9, zéld AQLP gorbe), az AQAP mutanst pedig 2.6 + 0.3-
szorosra (n=8, piros AQAP gorbe). Az AQAP mutans aktivaciéja szignifikansan
kisebb volt a vad tipusu csatornahoz hasonlitva kétmintas Student t-teszttel
(37.C abra, p<0.03). A receptor ingerléssel nyert adatok tehat megerdsitették
az ionomycinnel végzett kisérletekbdl levont kdvetkeztetést, az intakt LQLP
motivum lehetdvé teszi a TRESK aktivaciés folyamat megfelel6 érzékenységét
a mérsékelt [Ca?*] novekedésre [9].

Az 1 uM karbachollal Iétrehozott erbteljes receptor ingerlés hatasara
viszont az AQLP és AQAP mutansok relativ aktivacidja ugyanakkora volt (vagy

még nagyobb is), mint a vad tipusu TRESK csatornaé (37. abra, B és D panel).
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A kalcium-fuggd aktivacios mechanizmus tehat mikoéddéképes az AQLP és
AQAP mutans csatornakban is, de magasabb [Ca?'] szilkséges a
beinditasahoz, mint a vad tipusu TRESK esetében. A magas (1 uyM) [karbachol]
adasat kovetéen, a vad tipusu, illetve AQLP és AQAP csatornak
hozzavetblegesen hasonl6 aktivaltsagi allapotot értek el, amelyet az aramuk
benzocain (1 mM) iranti egyenléen megndvekedett érzékenysége mutat (37. B).
A vad tipusu és AQAP mutans TRESK kulonb6z6 cRNS mennyiségeinek
mikroinjektalasaval, tovabbi kisérletben igazoltam, hogy az AQAP mutans
aktivaciéjanak kisebb kalcium-érzékenysége teljesen flggetlendl érvényesul a
csatornak expressziods szintjétdl (az adatokat nem mutatom) [9].

A fenti elektrofizioldgiai méreésekbdl levont  legfontosabb
kovetkeztetéseket biokémiai szemszogbol atfogalmazhatjuk a
kovetkez6képpen. A human TRESK csatorna LQLP szekvencidja kéti a
kalcineurint és az AQAP mutans csatorna defoszforilaciés sebessége mérsékelt
kalcineurin aktivitas esetén kisebb, mint a vad tipusu csatornaé. Ezek az
allitasok tisztan biokémiai moddszerekkel is vizsgalhatok és ezaltal az
alabbiakban bemutatott in vitro kisérletek lehetévé tették a kdvetkeztetéseink
fluggetlen megerdsitését.

Glutation-S-transzferaz (GST) “pulldown” kisérleteket végeztink a
human TRESK intracellularis hurok régidjat (174-280 aminosavak), illetve
annak AQLP vagy AQAP mutans valtozatat, tartalmazo fuziés fehérjékkel egér
agy citoszolbdl (38. abra, A panel). A glutation rezinen immobilizalt
csalifehérjéket egyutt inkubaltuk egér agy citoszollal, majd a nem kot6édé
fehérjéket eltavolito mosasi lépések utan, a rezinnel egyutt centrifugalt
interakciés partnereket SDS-PAGE gélen Coomassie Blue festéssel
megjelenitettlk. Az interakciokat kalcium jelenlétében és hianyaban is
vizsgaltuk. (A citoszol preparatumhoz 1 mM kalciumot vagy 2 mM EGTA-t
adtunk, a szabad [Ca?*]-t nem mértiik.) A kalcineurin A alegység és tubulin
interakcids partnerek intenziv csikjait (CnA és Tub., Id. a 4. savot a 38.A abran)
lokalizaciojuk alapjan felismertik a gélen [9], mert ezeket hasonlé kisérletekben
peptidfragmens tomegspektrometriaval meghataroztattuk (Id. az interakcios
partnerekrél sz6l6 alabbi 5. 10 fejezetben) [8].
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38. abra: A human TRESK
LQLP motivuma koti a
kalcineurint

A. GST ”pulldown” kisérleteket
végeztiink a human TRESK
intracellularis hurok régiot (174-
280 aminosav, LQLP, 1. és 4.
sav), illetve annak AQLP (2. és
5. sav) vagy AQAP mutans
valtozatat (3. és 6. sav)
tartalmazo fuziés fehérjékkel
egér agy citoszolbdl. A
kalcineurin  koétést  vizsgaltuk
kalcium hianyaban (1.-3. sav)
és jelenlétében (4.-6. sav). A
két ismert interakcios partnert,
a kalcineurin A alegységet
(CnA) és tubulint (Tub.) jeldltik
a Coomassie keékkel festett
SDS-PAGE gél jobb oldalan. A
kalcineurin nagy mennyiségben
kotédott a vad tipusu TRESK
hurok  fehérjéhez kalcium
jelenlétében (4. sav), azonban
az AQLP és AQAP mutaciok
(5. és 6. sav), vagy a kalcium
keldldsa (1. sav) dramaian
csoOkkentette az interakciot. (A
47 kD alatti teljes csalifehérjén
kival a preparatum tartalmazott
szamos részlegesen transzlalt
fragmenst és egy kifejezett
bakterialis szennyezd fehérjét
86 kD alatt.)

B. GST ”pulldown” kisérleteket
végeztink a human TRESK
232-280 fragmenssel, amely az
LQLP motivumot tartalmazta,
de a PQIlIS-t nem (1.-4. sav),
illetve az 174-280 fragmenssel,
amelyben mindkét kotdhely
megtalalhaté (5. és 6. sav). A
csalifehérje tipusat, a citoszol
hozzaadasat, a Ca%* és VIVIT
peptid jelenlétét vagy hianyat a
tablazatban adtam meg. A
tubulin (Tub.) és kalcineurin A
(CnA) interakcios partnereket
Jjobb oldalon jeldltem. A 232-
280 csalifehérjében talalhaté
halvany bakteridlis szennyezd
csikot csillag mutatja. A gélkép
leglényegesebb részét nagyitva
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és novelt kontraszttal mutatom a tablazat alatt. A TRESK 232-280 fragmens csak
kalcium jelenlétében kototte a kalcineurint (3. sav), annak hianyaban nem (2. sav). A
VIVIT peptid (75 pM) csdkkentette a 174-280 fragmens kalcineurin kétését (5. vs. 6.
sav), de nem befolyasolta a foszfataz kotédését a 232-280 fragmenshez (3. vs. 4. sav).
C. Statisztikai kiértékeléshez négy par fiiggetlen "pulldown” reakciot készitettiink a
GST-hTRESK(174-280) (wt.) és GST-hTRESK(174-280)-AQAP mutans (m.)
csalifehérjékkel ugy, mint az A panel 4. és 6. savjaban. A mintdkat SDS-PAGE gélen
futtattuk és Coomassie kékkel festettik.

D. Ugyanazokbdl a mintakbol, mint a C panelen, kalcineurin A-ra specifikus antitesttel
(anti-CnA) immunoblottal mutattuk ki a foszfatazt.

E. A D panelen bemutatott immunoblot denzitometrids gorbéjét és a mert
denzitasokbdl szamitott oszlopdiagramot abrazoltam. Szignifikansan tébb kalcineurin
kot6dott a vad tipusu (LQLP) konstrukciéhoz, mint az AQAP mutans valtozathoz
(p<10-, Student t-teszt).

F. A D panelen bemutatott membranrdl eltavolitottuk az el6zd antitesteket és tubulin
B3-ra specifikus antitesttel (anti-TUBB3) ujabb immunoblottot készitettlink. Lathato,
hogy az AQAP ”pulldown” reakciokbdl (m.) nem vittlink fel kevesebbet a gélre, mint az
LQLP (wt.) reakciokbol. Modositva a [9] kdzleménybdl.

Az AQLP és AQAP mutaciok nagyon kifejezetten csOkkentették a
kalcineurin  kotédését a TRESK intracellularis hurok régiohoz kalcium
jelenlétében (38.A abra, 4.-6. savok). Ez azt mutatja, hogy az adott kisérleti
korulmények kozott, az LQLP motivum a kalcineurin kotés jelentds tényezdje.
Kalcium hianyaban a vad tipusu konstrukcié kalcineurin kotése nagymertékben
csokkent (38.A abra, 1. vs. 4. sav), vagyis a kalcineurin egyeértelmien kalcium-
fuggé modon kotdédott a mindkét (PQIIIS és LQLP) motivumot tartalmazo
TRESK hurok részlethez. Habar a jelentésen higult citoszollal végzett kisérlet
korilményei kivaléan alkalmasak voltak az LQLP motivum Kkalcineurin
kotésének kimutatasara, azt mindenképpen meg kell jegyezni, hogy a
‘pulldown” reakcidban a kalcineurin és kalmodulin koncentracidék jéval
alacsonyabbak lehettek, mint a citoplazmaban. Valdszinl, hogy magasabb
[kalcineurin] mellett a PQIIIS motivum énmagaban nagyobb mértéki kalciumtol
fuggetlen kalcineurin kotést eredményezett volna. A csalifehérjékhez koét6dé
kalcineurint specifikus antitest segitségével Western blot kisérlettel is kimutattuk
(38.C és D). Denzitometriaval és statisztikai analizissel igazoltuk, hogy az LQLP
motivumot tartalmazé fehérjéhez tényleg tobb kalcineurin kétédott, mint az
AQAP mutanshoz (38.C-F).

A fenti kisérletekben a PQIIIS és LQLP motivumok egyuttes hatasa

hatarozta meg a Kkalcineurin kotédését. Az LQLP hely 6nallé szerepének
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elkUlonitett vizsgalata céljabdl lerdviditettlik a csalifehérjét olymodon, hogy
abbdl a PQIIIS motivum kimaradjon. Ez a GST-hTRESK(232-280) csalifehérje
is kototte a kalcineurint (Id. a 3. savot a 38.B tablazat alatti felnagyitott képen),
azonban sokkal kisebb mértékben, mint a PQIIIS motivumot is tartalmaz6 174-
280 fragmens (38.B abra, 5. sav). A VIVIT peptid csOkkentette a kalcineurin
kotédését a mindkét (PQIIIS és LQLP) motivumot tartalmazé TRESK hurok
részlethez (38.B abra, 5. vs. 6. sav). Ezzel szemben, a VIVIT peptid nem
befolyasolta a kalcineurin kotését a csak LQLP motivumot tartalmazo
csalifehérjéhez (38.B abra, 3. vs. 4. sav) [9], j6 6sszhangban azzal az irodalmi
adattal, hogy az LxVP és PxIxIT motivumok eltérd lokalizaciéban kapcsolédnak
az enzimhez [280]. Az LxVP-re vonatkozé irodalmi adatoknak megfeleléen, a
kalcineurin kotédése az LQLP motivumhoz kalcium-fuggé, kalcium hidanyaban
nem jott lIétre (38.B abra, 2. vs. 3. sav) [9]. Biokémiai eredményeink tehat teljes
mértékben alatamasztjak azt a kdvetkeztetést, hogy a human TRESK LQLP
motivuma valddi kalcineurin-k6t6hely, vagyis ennek mikodése felel6s lehet az
elektrofiziologiai mérésekben megfigyelt funkcionalis kovetkezményekert.

A vad tipusu (LQLP) és AQAP mutans TRESK intracellularis hurok régio
defoszforilacios kinetikajanak vizsgalatara a célfeladathoz optimalizalt mérési
modszert terveztem. A modszer elsd lépésében, a kulonb6zé GST-TRESK
fuzios fehérjéket a szerin klaszter terlletén in vitro foszforilaltuk a Trx-Hise-
MARK2-T208E konstitutivan aktiv kinaz konstrukcioval [y->2P]ATP jelenlétében
(Id. a késébbi kindzokrdl szélo 5.12 fejezetet). llymddon elballitottuk a glutation
rezinen immobilizalt, radioaktivan jelolt szubsztrat fehérjéket. A kdvetkezd
lépésben ezeket higitott egér agy citoszollal inkubaltuk meghatarozott ideig,
kalcium jelenlétében vagy hianyaban (39. abra). Az agy citoszolban a messze
legjelentésebb kalcium-fuggd foszfataz aktivitast a kalcineurin jelenti, amely az
Osszfehérje kb. egy szazalékos hanyadaban van jelen [282], emellett a citoszol
tartalmazza a szikséges kalmodulint is. A defoszforilaciét kovetéen a
szubsztratfehérjéket elualtuk a rezinrél, megfuttattuk SDS-PAGE gélen, majd
radioaktivitasukat phosphorimager készulékkel mértik. A kalcium jelenlétében
és hianyaban defoszforilalt mintak &sszehasonlitdsaval meghataroztuk a

kalcium-fligg6 defoszforilacié mértékét [9].
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39. abra: A vad tipusu TRESK in vitro kalcium-fliggé defoszforilaciéja gyorsabb,
mint az AQAP mutansé

A. Az in vitro defoszforilacids kinetika becslésére szolgald modszer folyamatabraja.
(TRESK-hurok: TRESK intracellularis hurok régiét tartalmazo, glutation-rezinen
immobilizalt GST fuziés fehérje; c.a. MARK2: Trx-Hiss-MARK2-T208E konstitutivan
aktiv rekombinans kinaz) B. A radioaktivan jelélt GST-hTRESK(174-280) (hTRESK),
GST-hTRESK(174-280)-AQAP (hTRESK-AQAP), GST-mTRESK(164-292) (mTRESK)
és GST-mTRESK(164-292)-AQAP (mTRESK-AQAP) szubsztrat fehérjéket higitott
egér agy citoszollal defoszforilaltuk, kilénb6zd ideig, kalcium jelenlétében vagy
hianyaban (ahogy az SDS-PAGE gél autoradiogramja alatti feliratok mutatjak). A vad
tipusi TRESK-re jellemzd szekvenciaju konstrukcidk gyorsabban defoszforildlodtak,
mint az AQAP mutans valtozataik, a human és egér csatorna esetében egyarant (Id. a
0, 15, 30 és 60 perces négy reakciét az abra bal oldalan). A statisztikai kiértékeléshez,
mind a négy szubsztrat fehérje tipusbdl harom par fuggetlen 60 perces defoszforilacids
reakciot készitettiink, kalcium jelenlétében vagy hianyaban (Id. a panel jobb oldalan a
hat savot). C. Ezeknek a csikoknak a radioaktiv beltésszamaibdl meghataroztuk a
kalcium-fuggd defoszforilacidt szazalékban és ezt oszlopdiagramon abrazoltuk. A vad
tipusu szubsztrat proteinek gyorsabban defoszforilalédtak, mint az AQAP mutansok
(p<0.002, a human és egér csatorna (hTRESK és mTRESK) esetén is, Student t-teszt,
Bonferroni korrekcioé nélkil.) A human TRESK hurok szubsztrat preparatumokban egy
részlegesen transzlalt, teljes fuziés fehérjénél kisebb termék is foszforilalédott és
defoszforilalodott, ezért ott két csikot latunk minden mintaban. Mddositva a [9]
kdzleménybdl.

Ebben a kisérletben a human és egér TRESK intracellularis hurok
régiojanak defoszforilacidjat is vizsgaltuk. Az egér TRESK LQPP szekvenciat
tartalmaz a human csatornaban talalhato LQLP helyén. Az egér LQPP
szekvenciat is ugyanugy AQAP-ra moédositottuk, mint a human ortolégban. A

human és egér TRESK vad tipusu szekvenciat (LQLP vagy LQPP)
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tartartalmazo konstrukcidk gyorsabban defoszforilalédtak kalcium-figgé modon,
mint az AQAP mutans valtozatok (39.B és C abra). Ez az in vitro eredmény
megerdésiti, hogy az eltér6 defoszforilacios sebesség all az elektrofizioldgiai
mérésekben tapasztalt funkcionalis klldnbségek hatterében.

A  human TRESK csatornaval kapott 0Osszes biokémiai és
elektrofiziologiai eredmény egybehangzéan igazolia az LQLP motivum
jelentéségét a kalcineurin-kotésben és a csatorna aktivacié kalcium-
érzékenységeének fokozasaban. Az egér TRESK hurok LQPP motivum mutacié
igen kifejezett hatasa a defoszforilacidos sebességre (39. abra) azonban kissé
varatlan eredmény. Arra utal, hogy az LQPP szekvencia is szerepet jatszik a
kalcineurin kotésben, habar az LxVP konszenzustol még jobban eltér, mint az
LQLP. Ez utdébbi kovetkeztetés nem Osszeegyeztethetetlen az irodalmi
adatokkal, hiszen a kalcineurin regulal6 RCAN1 fehérijében LAPP motivum
felel6s a foszfataz kotéseért [283]. A kalcineurin kétédése az LQPP motivumhoz
egyben megmagyarazhatia azt a medgfigyelést, hogy a foszfataz
kalcium/kalmodulin-figgé mddon kapcsolédik az egér TRESK hurokhoz (33.
abra, C panel, 3. vs. 4. sav). Szemben a PxIxIT motivummal, az LxVP kalcium-
flugg6 kotést biztosit az irodalmi adatok szerint [273-276,280,284]. Nehezebben
Osszeegyeztethet6 viszont az LQPP szekvencia jelentés szerepe azzal az
eredményunkkel, hogy az egér TRESK PxIxIT-szer(i motivumanak elrontasa a
PQAVAD mutacidval teljesen kivédi a csatorna aktivaciét (30. abra). Ez azt
sugallja, hogy (szemben az LQLP motivummal) az LQPP 6nmagaban nem
biztosit olyan mértéki kalcineurin kihorgonyzédast, amely a csatorna
defoszforilacidjahoz elegendé. Az egér TRESK csatorna masodik kalcineurin-
kotéhelyével kapcsolatban bizonytalansag marad abban a tekintetben, hogy a
fenti eredmények Osszessége értelmezhetb-e egyszerlien azzal, hogy a
kalcineurin LQPP hely iranti affinitasa kisebb mértéki lehet, mint az LQLP
motivum kotésé.

A human TRESK csatorna PQIIIS és LQLP kotéhelyek aktivacios
mechanizmusban betoltott szerepének jobb megértése érdekében tovabbi
kisérletet végeztem. Abbdl indultam ki, hogy ha a két kotéhely ugyanabban a

folyamatban vesz részt és egyszerlien a kalcineurin csatornahoz rogzitéséeért
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felel6s, akkor a funkcidjuk redundanssa tehet6. Ezért kicseréltem a PQIIIS
szekvenciat a PVIVIT szekvenciaval a csatornaban, amelynek kalcineurin kotési
affinitasa  (K4=0.5 pM) a Hogan munkacsoport mérései szerint
hozzavetblegesen egy nagysagrenddel meghaladja a PQIIIS-ét (Ke=5 pM)
[285]. Nem tudhatjuk biztosan, hogy az oocyta citoplazma kalcineurin
koncentracié eléri-e azt a szintet, amely mellett a PVIVIT koétéhelyek tobbsége
szaturalddik. Azonban ha igen, akkor a fenti hipotézis szerint ilyen esetben az
LQLP kotéhely szerepének elhanyagolhatéva kellene valnia, vagyis az LQLP
mutaciok hatastalansaga varhaté a PVIVIT motivumot tartalmazé csatornaban.
Megvizsgaltam tehat a PVIVIT mutans human TRESK csatornaban az
AQAP funkcioveszté és az NFAT-szeri YLAVPQ kanonikus LxVP
szubsztiticiés mutaciok hatasat a mérsékelt [Ca?*] novekedéssel kivaltott

aktivaciés folyamatra (40. abra).

hTRESK-PVIVIT 40. abra: Az LQLP motivum
[K*] ~mutaciéinak hatasa érvényesiil a
1 80 [ (mM) TRESK-PVIVIT csatornaban is
200 500 A PQIIS helyett PVIVIT szekvenciat
04 50 190 lono. (M) 4ataimazo human TRESK csatornaban

(hTRESK-PVIVIT) vizsgaltam az LQLP
motivum 35. abran részletesen
bemutatott mutacidinak hatasat, a 37.A
abran ismertetett moédszer segitségével.
A csillaggal jelolt idépontban az
YLAVPQ csatorna szignifikansan
nagyobb mértékben aktivalédott, mint az
LQLP; a dupla csillaggal jelolt
idépontban pedig az AQAP mutans
. . : aktivacio szignifikansan kisebb volt, mint
0 4 8 12 16 az LQLP csatornaé. A sziirke savok a
id6 (min) szorast mutatjak (n=3x12, * és ** p<0.02,
t-teszt). Médositva a [9] k6zleménybdl.

Normalizalt aram

A hTRESK-PVIVIT-TAQAPP (AQAP) csatorna kevésbé aktivalodott a
fokozatosan novelt [ionomycin] stimulusra, mint a vad tipusu TLQLPP
szekvenciat tartalmazé hTRESK-PVIVIT mutans (LQLP, 40. &bra). Hiaba
noveljik tehat a PxIxIT-szer(G kotéhely kalcineurin iranti  affinitasat
nagymértékben, az ép LQLP motivum ilyenkor is fontos tényezéje marad az

alacsony [Ca?']-ra adott valasznak. ValoszinUsiti ez, hogy a PVIVIT helyhez
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mar kihorgonyzott kalcineurin masodlagos koétédése az LQLP motivumhoz
szerepet jatszik a foszfataz megfelel6 térbeli pozicionalasaban.

Ha a vad tipusu TLQLPP szekvenciat a hTRESK-PVIVIT mutansban az
NFAT2 YLAVPQ motivuma helyettesitette, akkor a TRESK csatorna aktivacios
folyamat érzékenysége a citoplazma [Ca?*] irant fokozodott. A hnTRESK-PVIVIT-
YLAVPQ csatorna kisebb ionomycin koncentracié mellett elkezdett aktivalédni,
mint a hTRESK-PVIVIT kontroll konstrukcié (40. abra). Nyilvanvalé ebbdl, hogy
a kalcineurin nagyobb affinitassal kotédik az YLAVPQ szekvenciahoz, mint a
TRESK csatorna TLQLPP motivumahoz. A TRESK csatorna LxVP-szeri
kotéhely kalcineurin iranti affinitas novelésének hatasa tehat megnyilvanult a
PVIVIT motivumot tartalmazd csatornaban is, ami szintén amellett szol, hogy
mindkét kalcineurin-kotéhely alapvetd szerepet jatszik a csatorna kalcium-figgo

szabalyozasaban.

5.10 A TRESK hurok régiéhoz in vitro kotédik a 14-3-3 és a tubulin

A TRESK csatornafehérjéhez in vitro kotédé interakcids partnerek
azonositasara affinitas kromatografias kisérletet végeztem egér agy citoszolbdl.
A TRESKIoop-Hiss csalifehérje az egér TRESK intracellularis hurok régié egy
részét, a 185-292 aminosavakat tartalmazta, C-terminalis oktahisztidin cimkével
kiegészitve. A csalifehérjét denaturalé korilmények koézott (7 M urea) E.coli
inkluzios testekbdl tisztitottuk (Id. Modszerek 4.5 fejezetet) és Ni-NTA rezinen
immobilizalva, 1 ml-es oszlopba téltve hasznaltuk a kisérletben [8].

Két egér agybdl citoszolt készitettem (5 ml imidazolt (70 mM) tartalmazé
foszfat pufferben) és atfolyattam egy 1 mil-es, csalifehérje nélkuli Ni-NTA
oszlopon (N jelli oszlop) AKTA-FPLC rendszer segitségével, majd az atfoly6t
azonnal felvittem arra az 1 ml-es oszlopra, amely a TRESKIloop-Hiss
csalifehérjét kototte (T jell oszlop). A két oszlopot innentdl azonos koriimények
k6zo6tt mostam, majd az erésen kotédo interakcios fehérjéket 7 M urea adasaval
elualtam. Az N (kontroll) és T jeli oszlopokrol szarmazo frakciokat egymas
mellett analizaltam SDS-PAGE gélen, Coomassie kékkel festéssel (41. abra, A

panel). A legintenzivebb csikokat kivagtam a gélbdl és tripszines emésztést
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kovetd MALDI-TOF peptidfragmens tomegspektrometrias vizsgalattal, fizetett
szolgaltatas keretében meghataroztattam [8].
A B

N1 T1 N2 T2 N3 T3 kD kD P1 P2
i «=118 118 ew s

o LR
e “owe 47 &%
: ==
w 34 o8 \,3
19%
b 26 e

41. abra: A kalcineurin, a tubulin és a 14-3-3 adapter fehérje in vitro kotédik az
egér TRESK intracellularis hurok régiéhoz

A. A TRESK-loop-Hiss affinitds kromatografia soran koétédé egér agy fehérjéket 7 M
ureaval elualtam. Az abra a kontroll Ni-NTA rezin oszloprol szarmazoé (N1-N3), illetve a
csalifehérjét tartalmazé oszloprol elualt (T7-T3) frakciok fehérjéit mutatia SDS-PAGE
gélen, Coomassie kék festéssel. A T2 frakcidban lathatd, de N2 frakciobol hianyzoé két
intenziv csikot tomegspektrometriaval azonosittattuk, mint kalcineurin A alegység (1)
és tubulin B3, B4, illetve a1B vagy a1C alegységek keveréke (2). B. A Ni-NTA rezinen
immobilizalt TRESK-loop-Hiss fehérjét a kromatografia el6tt in vitro foszforilaltam
protein kinaz A (SIGMA) holoenzimmel cAMP jelenlétében. A foszforilalt csalifehérje
kilénb6zd 14-3-3 adapter fehérje izoformakkal Iépett interakciéba, mint a 14-3-3C, 14-
3-3y (3-as jelii csik) és a 14-3-3¢ (4-as jelii csik). A P1 és P2 savok két fliggetlen
kisérlet eredményét mutatjak. Modositva a [8] kdzleménybél.

Két intenziv csik jelent meg a T7-T3 frakcidkban, amelyek az N71-N3
frakciokban nem vagy sokkal kisebb mennyiségben voltak megtalalhatok. A
felsd, kevésbé intenziv csik a kalcineurin A alegységnek felelt meg (7-es csik,
41.A abra), amely korabbi eredményeinkkel j6 egyezésben kotédott a TRESK
intracellularis hurok régidhoz. Az alatta 1év6, jéval intenzivebb interakcios
partner csik kulonb6zd tubulin izoformak keverékébdl allt. A tripszines
emeésztéssel nyert peptidtomegek alapjan egyértelmiien azonosithatok voltak a
tubulin B3 és B4 alegységek, azonban a tubulin a alegység peptidtomegek
megfelelhettek az a1B vagy a1C izoformanak is (amelyeket korabban Ma2 és
Ma6 izoformanak hivtak) [8]. Mivel az agyban az a1B (Mao2) a dominans
izoforma, az a1C (Ma6) pedig csak nyomokban van jelen [286], ezért valoszind,
hogy az a1B alegység szerepel a TRESK hurok tubulin kotésében.

A nagy mennyiségu tubulin retencidja a T oszlopon, a kontroll N

oszlophoz képest, igazolta, hogy a tubulin a csalifehérjéhez asszocialt és sokkal
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kevésbé kotddott nem specifikusan a Ni-NTA rezinhez. A tubulin csik jéval
intenzivebb volt, mint az ismert interakciés partner kalcineuriné (41.A abra). A
kalcineurin és tubulin kotése a csalifehérjéhez fennmaradt a magas so
koncentraciéju mosas kodzben is (15 ml térfogatu 50 mM és 2 M kozott futd
linearis NaCl gradiens, 0.5 ml/min). Ez arra utal, hogy a kotési
mechanizmusukban a hidroféb kdlcsonhatasok jelentések, amelyek csak a
magas koncentracioju ureas elucié kozben oldédtak [8].

Egy masik kisérletben a protein kinaz A (PKA) segitségével foszforilaltuk
a TRESKIoop-Hiss csalifehérjét és ezzel halasztunk interakcidés partnereket
egér agy citoszolbdl (41.B abra). A PKA altal foszforilalt csalifehériéhez
kilonb6zé 14-3-3 adapter fehérje izoformak kotédtek. Az 14-3-3¢ izoforma (4-es
csik, 41.B abra) nagyobb molekulatdmegi, mint a 14-3-3C és 14-3-3y (3-as
csik), ezért a 14-3-3¢ lassabban vandorol az SDS-PAGE gélen. Szamos
tovabbi, kevésbé intenziv csik is lathatd a két fliggetlen kisérletbél szarmazé P1
és P2 savokban. A halvany csikokat szintén meghataroztattuk
tomegspektrometriaval, azonban ezek a taldlatok tobbnyire nem specifikus
interakcidknak bizonyultak, mert mitochondridlis, sejtmag és gardedam
(chaperone) fehérjéket, illetve a (PKA preparatumbdl szarmazd) szarvasmarha
eredetl szennyez6 komponenseket kaptunk eredményul. Ebben a kisérletben
is jelen voltak a kalcineurin és tubulin fehérjék a halvany csikok kozott. Itt a
tdomegspektrometria a tubulin B2C izoformat mutatta ki.

A kalcineurin mellett tehat a 14-3-3 és a tubulin kétédoétt a TRESK
hurokhoz in vitro. A 14-3-3 kotés funkcionalis jelent6ségét a kovetkezd
fejezetben targyalom. A tubulin in vitro kotésének jelentéségét nehéz megitélni.
A tubulin az un. szokasos gyanusitottak ("usual suspects”) kozé tartozik a
fehérje interakcids vizsgalatokban, mert nagy mennyiségben van jelen a
citoszolban és gyakran nem specifikus modon kotédik a vizsgalt fehérjéhez.
Nagyban bonyolitja tovabba a tubulinnal kapcsolatos vizsgalatokat, hogy a
tubulin fehérje in vivo tdbb nagysagrendnyi méretbeli tartomanyban komplex
modon szabalyozott strukturdlis dnszervez6dést mutat, a monomer-dimer-
oligomer-protofilamentum-mikrotubulus  spektrumon. Szamos  kllénb6z6

megkozelitéssel probaltam a TRESK in vivo funkcionalis kapcsolatat vizsgalni a
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mikrotubulus rendszerrel, vagy a tubulin dimerrel, de ezek a kisérletek nem
vezettek eredményre. Ugy érzem azonban, hogy a kisérletek (pl. mikrotubulus
rendszer farmakologiai manipulacioja) tul altalanos és leegyszerUsitd
megkozelitést jelentettek és nem voltak eléggé kiélezve a probléma
vizsgalatara. Mindemellett, teljesen alkalmatlanok voltak az interakcio
lehetéségének kizarasara. Emiatt nem is irok réluk tobbet itt. A TRESK és
tubulin in vivo interakciojat tehat jelenleg sem bizonyitani, sem cafolni nem
tudom.

Habar az interakcié in vivo jelent6ésége kérdéses marad, a tubulin
kotédése a TRESK hurok

reprodukalhaté volt.

régiohoz in vitro minden Kkisérletben jol

Nemcsak az affinitas kromatografias rendszerben
jelentkezett (41.A abra), hanem egyszeri "pulldown” reakciokban is kifejezetten
megnyilvanult (Id. pl. a 38. abra A, B, C és F paneleket). Ez lehetbvé tette
annak a kérdésnek a megvalaszolasat, hogy a TRESK intracellularis hurkon
bellul melyik terulet felel6s féként a tubulin kotésért. Az intracellularis hurok
részeibdl készult GST fuzids fehérjékkel "pulldown” kisérletekben leszikitettik
a kotést mutatd terlletet, Iépésenként haladva. Végul egy 16 aminosavbdl allé

terlletet azonositottunk, amely még erésen kototte a tubulint (42. abra) [8].

256 LVLGRLSYSIISNLDEVGQQVERLD 280 42. abra: A human TRESK 256-
RLSYSIIS [ Q 27! 271 aminosavak elegendék a

256 LVLGRLSYSIISNLDE 271 | tubulin kotés kialakitasahoz
256 LVLGRLSYSIIS 267 A fels6 sorban a human TRESK
259 GRLSYSIISNLDEVGQQVERLD 280 aminosav szekvencidja lathaté a
265 IISNLDEVGQQVERLD 280 256-280 régidban (fekete). Alatta a

270 DEVGQQVERLD 280 csalifehérjékben GST-hez fuzionalt
peptidszekvenciakat abrazoltam

kD 1 2 3 4 5 8 szinesen. Alattuk a csalifehérjékkel
118 (Id. a szines feliratokat alul) egér
86" agy citoszolbol végzett “pulldown”
4*7\___ : kisérletek eredménye lathaté SDS-

PAGE gélen futtatva, Coomassie
34 kék festéssel. A tubulint csillaggal
jeldltem. A 256-280 és 256-271
fragmensek (1. és 2. sav) erdsen
kotoétték a tubulint, a 256-267 peptid

19 (3. sav) viszont kevésbé. Az N-
A0 ,\'\ 6\ <bQ <b° Q)Q terminalison csonkolt peptidek a
v (,oflz "oﬂ' 0,9’ (09/ Qf\/ nem specifikus hattérnek megfeleld
q‘;.) (ﬁb fl(? o© q'/\ tubulin  kotést adtak (4.-6. sav).
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A tubulin kotésért elsésorban felelés régid magaba foglalja a szerin
klaszter RLSYSIIS aminosavait és a megel6z6 LVL hidroféb szekvenciat, illetve
az utanuk kovetkezd NLDE negativ t6ltési teriiletet. Ugy tlinik, hogy az LVL és
az NLDE eltavolitasa jelentés mértékben csokkenti az interakciot a tubulinnal.
Az in vitro tubulin kotés tehat a csatorna aktivitas foszforilacio-fuggd
szabalyozasaban legfontosabb teruleten jon Iétre. Jelenleg nem vilagos, hogy
ez csupan véletlen egybeesés vagy a tubulin kétésnek szerepe van a csatorna
aktivitas szabalyozasaban [8].

A TRESK tubulin kétésének vizsgalatahoz nagyon hasonlé utat jart be
egy masik munkacsoport a P2Xz purinerg receptor ioncsatorna tanulmanyozasa
kapcsan [287]. Szintén in vitro GST fuzids fehérje kotési vizsgalatokkal azt
talaltak, hogy a P2X2 receptor C-terminalis régidja koéti a tubulint, de a P2Xs és
P2X7 receptorok intracellularis része nem. A tubulin kotésért felelds tertletet 6k
is leszlkitették, egy 42 aminosavbadl allé szakaszra. Azt vettem észre, hogy
ennek a szakasznak a kozepén megtalalhaté az LVLGQI szekvencia, amely jol
megfelel az altalunk azonositott 16 aminosavbdl allé koétéhelyben talalhato
LVLGRL régionak. Valészini, hogy a TRESK és P2X2 receptor in vitro tubulin

kotésének mechanizmusa hasonlo [8].

5.11 A 14-3-3 adapter fehérje részt vesz a TRESK szabalyozasaban

A TRESK csatorna tobbféle konzervalt szabalyozé motivumot is
tartalmaz az intracellularis hurok régidjaban. A fent részletesen targyalt
kalcineurin-k6té PxIxIT motivum konzervalt az emlés fajokban, de nem talalhato
meg az ez alatti rendszertani kategoériakban, mint pl. a halak vagy a madarak.
Megklonoztuk a TRESK csatornat csirkebdl (Gallus gallus) és zebrahalbol
(Danio rerio). Ezek a csatornak, annak megfeleléen, hogy nem tartalmazzak a
PxIXIT motivumot, nem aktivalédnak a citoplazma [Ca?*] nOvelésére a Xenopus
expresszios rendszerben (nem mutatom az adatokat).

Szemben a PxIxIT motivummal, egy |. tipusu (mode |) 14-3-3 adapter
fehérje kotéhely erbsen konzervalt minden faj TRESK csatornajanak

Yy

élélényekben eddig nem tudtam a TRESK csatorna 6sét megtalalni.)
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Kalcineurin-kété motivum 14-3-3-k6té motivum
Konszenzus Konszenzus
Human* Human***

Makaké A Selyemmajom 133EiSK @24 255
Selyemmajom IAT)Zexsm] Kutya

Egér** A Lo

Kutya Kacsacs. eml. I33Ci

Panda Csirke SE{e3zHR 210
LS Xenopus QKEFEl®ZDIA 295
(hNFATc1) Zebrahal SKE|CE{edz4f 262

43. abra: A kalcineurin-ko6t6 és 14-3-3-k6té motivum 6sszehasonlitasa kiillonb6z6
fajokban

A kalcineurin-k6t6 motivum konzervalt az emlés fajokban (bal szekvencia
Osszehasonlité tablazat). (* a human, orangutan és csimpanz, illetve ** az egér és
patkany aminosav szekvencidk megegyeznek egymassal ezen a terileten). Legalul a
human NFAT transzkripcios faktor ¢c1 izoforma (NFAT2) kalcineurin-kété motivumanak
szekvencigjat tintettem fel (hANFATc1). A 14-3-3-k6té motivum konzervalt a gerinces
fajokban (jobb szekvencia 06sszehasonlité tablazat). (*** a human, orangutan,
csimpanz, makako, panda, patkany és egér 14-3-3-k6t6 motivumok aminosav
szekvencidja megegyezik.) A human, egér, csirke és zebrahal TRESK ortoldgok cDNS-
ét megklonoztuk, a tobbi szekvenciat letoltottuk a génbank adatbazisbdl (NCBI
GenBank). (Kacsacs. eml.: kacsacs6ri eml6s.) Modositva a [288] k6zleménybdl.

A TRESK csatorna tehat a gerincesek kezdeti evoluciéja 6ta létezik és
benne a 14-3-3-kétéhely ugyanabban a pozicidban |ényegében valtozatlanul
fennmaradt az elmult kb. 400 millié évben. Nyilvanvaléan kdévetkezik ebbdl,
hogy a 14-3-3 kapcsolédasa a csatornahoz alapvetd, a kalcium-fuggd
szabalyozasnal is Osibb szerepet tolt be a TRESK mikddésében. A TRESK
interakcidja a 14-3-3 fehérjével lényegesen eltér a TASK-1 és TASK-3
csatornak 14-3-3-kotésétél (Id. a Bevezetés 2.1.5 fejezetét és a 10. abrat). A
TASK csatornakban a 14-3-3 a C-terminalis utols6 aminosavaihoz kotodik,
amelyek egy atipusos (mode Ill) 14-3-3-kétéhelynek felelnek meg, és az
interakcié elésegiti a TASK csatornak kihelyezddését a plazmamembranba
[101-104]. Ezzel ellentétben, a TRESK konzervalt 14-3-3-k6t6helye nem a C-
terminalisban, hanem az intracellularis hurok régioban talalhaté és egy
konvencionalis I. tipusu (mode ) kotéhelyet alkot, amely tokéletesen koveti a
konszenzus motivum szabalyait (43. abra).

A 14-3-3 adapter fehérje ubikviter az eukariétak citoplazmajaban.
Kotodik tobb szaz ismert interakcids partner fehérje szerin tartalmu konszenzus

kotészekvenciajahoz, a szerin foszforilaciéjatol fuiggé modon, és nagyon sokféle
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sejtbioldgiai folyamat szabalyozasahoz hozzajarul [289-293]. A 14-3-3 két
alegysegbdl all és a dimer mindkét komponense tartalmaz egy kot6helyet a
foszforilalt konszenzus motivum szamara. Ez a felépités természetesen rogton
felveti a lehetbségét, hogy egy 14-3-3 fehérje két kotbhelyével a TRESK
alegységek dimerében talalhatd két konszenzus helyhez egyszerre kotédhet.
Alternativ hipotézisként, az egyik kotdhelyével csatornahoz kihorgonyzott
14-3-3 a masik kotOhelyével regulator fehérjét rogzithet. Mindazonaltal a
TRESK csatorna 14-3-3-kotésének sztdchiometriaja, illetve a 14-3-3 adapteren
keresztul a TRESK-hez kihorgonyzddo regulator fehérje jelenleg nem ismert.

A 14-3-3 adapter fehérje TRESK csatornara gyakorolt hatasat vad tipusu
és dominans negativ 14-3-3 konstrukciok koexpresszidjaval kezdtem vizsgaini.
A dominans negativ, R57,61A mutans 14-3-3n a foszforilalt konszenzus
kotéhelyhez kapcsoldédasban fontos pozitiv toltési arginineket nem tartalmazza
[294]. Az ilyen tipusu dominans negativ konstrukcidkat rendkivdl kiterjedten
hasznaltak korabban az endogén 14-3-3 funkcié eredményes kivédésére a
legkulonb6z6bb bioldgiai rendszerekben, habar a dominans negativ hatas
mechanizmusa nem pontosan tisztazott. A feltételezett hatasmechanizmus az,
hogy a mutans 14-3-3 inaktiv heterodimereket képezt a vad tipusu
alegysegekkel [295,296].

A koexpresszios kisérletekben altalaban harom petesejt csoportot
mértem. Az egyik csoportban a sejtek csak a TRESK csatornat fejezték ki, a
masikban koexpresszaltak a vad tipusu 14-3-3-at (wt14-3-3) a csatornaval, a
harmadikban pedig az R57,61A mutans dominans negativ 14-3-3 konstrukciot
(dn14-3-3) koexpresszaltak a TRESK-kel. A kezdeti mérésekbdl kidertilt, hogy a
14-3-3 meglehetésen Osszetett hatast fejt ki. Raadasul ugy tint, hogy az
endogén 14-3-3 expresszidé ingadozd az egyes petesejt preparatumokban (a
csak csatornat kifejez6 sejtek tulajdonsagai hol a wt14-3-3, hol a dn14-3-3
koexpresszald csoporthoz hasonlitanak). Emiatt, egy id6 utan, mar csak a
wt14-3-3 és dn14-3-3 csoportok eredményét hasonlitottam 6ssze statisztikailag
€s a csatornat 6nmagaban kifejez6 sejtek adatait tajékoztatasul adtam meg (44.
abra) [5].
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44. abra: A vad tipusu 14-3-3n koexpresszidja a TRESK csatornaval gatolja, a
dominans negativ 14-3-3n koexpresszioja viszont gyorsitja a hattér K* aram
visszaallasat a kalcium-fliggd aktivacio utan

A. A mérési protokollt ismertetem egér TRESK csatornat kifejez6 petesejt reprezentativ
aram regisztratuman. A hattér K* aramot -100 mV-on, a 21.B abran bemutatott
modszerrel mértem. A mérés kezdetén, miutan az EC [K*]-ot 2-r6l 80 mM-ra ndveltem,
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révid benzocain (B., 1 mM) adassal meggy6zddtem arrdl, hogy a vizsgalt sejtben a
TRESK csatornak tényleg nyugalmi allapotban vannak. Ezutan a csatornakat
ionomycinnel (0.5 pM) aktivdltam, majd az ionomycin elvonasat kdvetéen hosszan
mértem az aram visszatérési kinetikajat a nyugalmi gatolt allapot iranyaba, 80 mM EC
[K*] jelenlétében. A "normalizalt aram” szarmaztatott mennyiséget ugy szamitottam,
hogy a 2 mM EC [K*]-ban mért aramot normalizaltam O-ra (1. sziirke nyil) és 80 mM
EC [K*]-ban mértet (2. sziirke nyil) pedig 1-re. A "normalizalt visszaallas” szamitasanal
az ionomycin el6tti aramot (2. sziirke nyil) normalizaltam 0-ra, az ionomycin utanit (3.
szlirke nyil) pedig 1-re. B és C. Normalizalt aramokat és visszaallasokat szamitottam
harom petesejt csoportban mért aramokbol, amelyek kdzul az egyik az egér TRESK
csatornat expresszalta (sziirke gérbe), a masik koexpresszalta a csatornat a vad tipusu
14-3-3n adapter fehérjével (wt.), a harmadik pedig a dominans negativ (R57,61A
muténs) 14-3-3n konstrukciéval (dn.) (n=3x5). D és E. A B és C paneleken bemutatott
mérést megismételtem egy masik petepreparatumban (n=3x6). F és G. A B és C
paneleken bemutatott mérést elvégeztem a human TRESK csatornaval is (5-7 petesejt
csoportonként). Az ionomycin kalciumtol fliggetlen gatlé hatasa erésebbnek tint a
human TRESK csatornara, mint az egér ortologra. A sziirke savok a szérast mutatjak.
Modositva az [5] kézleménybdl.

A vad tipusu és dominans negativ 14-3-3 koexpresszioja nem valtoztatta
a bazdlis TRESK aramot jelentds meértékben, szisztematikus maodon, a
kildnbdz6 petesejt preparatumokban (az adatokat nem mutatom). Ezért ugy
tint, hogy a 14-3-3 nem fejt ki olyan szembedtlé hatast a TRESK csatorna
plazmamembran expresszidjara, mint a TASK csatornak esetében.
Megvizsgaltam, hogy a 14-3-3 hogyan befolyasolja a kalcium-fiiggéd TRESK
szabalyozast. Egyes petesejt preparatumokban a dominans negativ 14-3-3
koexpresszié szignifikdnsan noévelte az egér TRESK relativ aktivaciéjanak
meértékét a vad tipusu 14-3-3 fehérjét koexpresszald csoporthoz képest. Az
ionomycinnel végzett ingerlés végén a K* aram 19.1 + 2.8-szorosra (n=5)
ndvekedett a dn14-3-3 csoportban, viszont csak 9.4 + 0.7-szeresre (n=5) a
wt14-3-3 csoportban (p<0.02, Student t-teszt, 44.B abra). Ez a hatas azonban
csak egyes petesejt preparatumokban jelentkezett (pl. nem jott létre a 44.D
abran bemutatott mérésben) és nem alakult ki a human TRESK csatornaval
végzett mérés soran (44.F abra). Az egér TRESK csatorna esetén viszont
reprodukalhaté volt a dn14-3-3 aktivaciot fokoz6 hatasa, a wt14-3-3-hoz képest,
a rekombinans 14-3-3 fehérje mikroinjektalasos kisérletekben (Id. alabb).

Amig a relativ aktivacié nagysagara kifejtett hatas faj és petepreparatum
fuggést mutatott, addig az aktivalt aram nyugalmi allapotba visszatérését a

14-3-3 minden kisérletben ugyanugy befolyasolta. A wt14-3-3 koexpresszio
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lassitotta az aram visszatérését a kiindulasi gatolt allapotba, a dn14-3-3
koexpresszid estében mérhetd nagyobb visszaallasi sebességhez képest. Az
egyik, egér csatornaval vegzett kisérletben, a wt14-3-3 koexpresszald
csoportban, a visszaallas 5+6 % volt a mérés végén (gyakorlatiiag nem
csokkent az aram az ionomycin elvonasat kovetd négy percben, n=5, 44.C
abra). A dn14-3-3 koexpresszalé csoportban viszont 46+1 % volt a
"normalizalt visszaallas” (vagyis az ionomycin altali aktivacio kb. fele mar
megsz(int a mérés végére, 44.C abra, n=5, p<10*, Student t-teszt). A masik
petepreparatumban, egér TRESK csatornaval végzett kisérletben, a wt14-3-3
csoportban 15 + 6 %, a dn14-3-3 csoportban pedig 46 + 1 % volt a normalizalt
visszaadllas (44.E abra, n=2x6, p<0.003). A 14-3-3 a human TRESK
visszaallasra is kifejtette a hatasat, a wt14-3-3 csoportban 12 + 4 %, a dn14-3-3
csoportban pedig 52 £ 6 % visszaallas jott 1étre (44.G abra, n=2x7, p<0.002).
Osszességében elmondhatd tehat, hogy a 14-3-3 gatolja a TRESK csatorna
aramanak visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcium-figgé aktivaciot
kovetben [5].

A koexpresszids kisérletekben a vad tipusu vagy dominans negativ
14-3-3 napokig jelen volt a citoplazmaban a mérést megel6zéen, komplex
sejtbioldgiai folyamatokat, akar génexpresszids szinteket is moddosithatott.
Vizsgalni szerettem volna, hogy a 14-3-3 ennél rovidebb id6 alatt is kifejti-e a
TRESK csatornara a hatasait, ezért rekombinans 14-3-3 fehérjéket
mikroinjektaltam az oocytakba mérés el6tt. A konstitutivan aktiv kalcineurin
fehérje mikroinjektalassal végzett TRESK aktivacios kisérletekbdl tudtam, hogy
az injektalt fehérje mintegy 2-3 éra alatt hozza létre hatasat, valészinileg ennyi
idére van szukség az elkeveredéshez a citoplazmaban. Tehat a fehérje
mikroinjektalasos kisérletekben a 14-3-3 hatasat is ebben az idétartomanyban
vizsgalhattam.

Ebben a kisérletben olyan petesejteket mikroinjektaltam kulonb6z6 GST-
14-3-3 fuzios fehérjékkel, amelyek az egér TRESK csatornaval koexpresszaltak
a dominans negativ (R57A,R61A) 14-3-3n-t, az endogén 14-3-3 funkcid
elnyomasara. A két Osszehasonlitott csoport abban kilonbdzoétt, hogy az

egyikben a sejteket a vad tipusu 14-3-3 szekvenciat tartalmazé GST-14-3-3n
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fehérjével injektaltam (wt14-3-3 (wt.) csoport), a masikban pedig a dominans
negativ . R57A,R61A mutans 14-3-3 szekvenciat tartalmazé GST fazios
fehérjével (dn14-3-3 (dn.) csoport). Az egér TRESK ionomycin hatasara
létrejovd aktivacidja kisebb volt a vad tipusu GST-14-3-3n-val injektalt
csoportban (10.1 £ 1.3-szeres aktivacié az ionomycin elvonasakor, n=6, wt.
gorbe), mint a dominans negativ mutaciét hordozé fuzios fehérjével injektalt
sejtekben (19.5 + 1.2-szeres, n=5, p<0.001, dn. gorbe, 45.A abra).
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45. abra: A rekombinans GST-14-3-3n fehérje mikroinjektalasa gatolja az egér
TRESK csatorna kalcium-fliggd aktivacidjat, emellett a human és egér csatornak
esetében is késlelteti az aram aktivacié utani visszatérését a nyugalmi allapotba
A és B. Normalizalt aramokat és visszaallasokat szamitottam két petesejt csoportban
meért aramokbdl, amelyek kdézll az egyikben a sejteket 50 nl GST-14-3-3n-val (fekete
wt. gorbe, n=6), a masikban pedig 50 nl R57A,R61A mutans dominans negativ
GST-14-3-3n fehérjével (sziirke dn. gorbe, n=5) mikroinjektaltam. Az oocytak az egér
TRESK csatornaval koexpresszaltak az R57A,R61A mutans 14-3-3n-t (mindkét
csoportban). Az ionomycint (lono., 0.5 pM) 108-248 perccel a fuziés fehérje
mikroinjektalas utan adtam. A mérést és adatkiértékelést a 44. abran bemutatotthoz
hasonldéan végeztem. C és D. A B és C paneleken bemutatott mérést elvégeztem a
human TRESK csatornaval is (n=11 a wt. és n=12 a dn. GST-14-3-3n csoportban). A
fehérjéket 188-236 perccel az ionomycin elétt mikroinjektaltam. Modositva az [5]
kdzleménybdl.
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Az ionomycin elvonast kévetéen az egér TRESK aram visszatérése a
nyugalmi allapotba szintén kulonbozott a két csoportban. A wt14-3-3
mikroinjektalt csoportban az aram az ionofor kimosasat kovetéen egy ideig még
tovabb nétt és errél a szintr6l kb. ugyanoda tért vissza mérés végére, mint
ahonnan az ionomycin kimosas kezdetekor elindult (1 £10 % normalizalt
visszaallas, n=6). Ezzel szemben a dn14-3-3 injektalt sejtekben a normalizalt
visszaallas nagyobb mértéki volt a mérés végén (41 + 2 %, n=5, p<0.01, 45.B
abra). Ugyanezt a fehérje mikroinjektalasos kisérletet megismételtem csak egér
TRESK csatornat kifejezd sejtekkel (vagyis dn14-3-3 koexpresszié nélkll) és a
vad tipusu GST-14-3-3n injektalas ezekben a sejtekben is szignifikansan
csokkentette a kalcium-fuggd aktivacio nagysagat és az aram visszaallasi
sebességét (az adatokat nem mutatom).

Ha a human TRESK csatornan teszteltem a vad tipusu és dominans
negativ 14-3-3 fehérje mikroinjektalas hatasat, akkor a hattér K* aram relativ
aktivaciéjanak mértéke nem kulonbozott a kétféle fehérjével injektalt csoportban
(45.C abra, a petesejtek ebben a kisérletben is koexpresszaltdk a dn14-3-3-at a
csatornaval az endogén 14-3-3 miikddésének csOkkentésére). Ezzel szemben
az aram visszaallasok a human TRESK esetében is egyértelmien kiulonbdztek
a wt14-3-3 (-20+£12 %, n=11) és dn14-3-3-mal injektalt (48 +7 %, n=12)
csoportokban (p<104, 45.D abra; a negativ normalizalt visszaallas a wt14-3-3
csoportban azt jelenti, hogy a mérés végén az aram még nagyobb volt, mint az
ionomycin kimosas kezdetén). Osszefoglalva tehat, a GST-14-3-3n fehérje
mikroinjektalasa csokkentette a human és egér TRESK aram visszaallasat, de
csak az egér TRESK aktivaciojat gatolta. A fehérje mikroinjektalassal kapott
eredmények tehat tokéletesen megfeleltek a koexpresszios kisérletekbdl levont
kovetkeztetéseknek [5].

Tovabbi kisérleti megkozelitést terveztem, amellyel a 14-3-3 hatasanak
gyors reverzibilitdsa igazolhatova valt. Erételjes és fenntartott aram visszaallas
gatld hatast hoztam létre az egér TRESK csatorna és a vad tipusu 14-3-3n
adapter fehérje koexpresszidjaval. A sejtek egy csoportjat mikroinjektaltam pS-
Raf259 foszfopeptiddel (LSQRQRSTSTPNVHA, a 14-3-3-k6t6 motivumot
alahuzas jeldli, a duplan alahuzott szerin foszforilalt), amely nagy affinitassal
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kotédik a 14-3-3 peptidkdtd arkaiba [297,298], a sejtek masik (kontroll)
csoportjat pedig vizzel injektaltam. A vizzel mikroinjektalt kontroll sejtekhez
képest, a pS-Raf259 foszfopeptiddel injektalt sejtekben a TRESK &aram
ionomycin utani visszaallasa dramai médon felgyorsult. Amig a vizzel injektalt
sejtekben a normalizalt visszaallas 1 + 11 %-nak adddott (n=6, nincs visszaallas
a mérés végen), addig pS-Raf259 csoportban a mérés végére a TRESK aram
megkodzelitette a nyugalmi értéket (88 £ 14 % visszaallas, n=6, p<0.001, 46.
abra) [5].

B. lono. 46. abra: A pS-Raf259 foszfopeptid

0 = emm——— mikroinjektalasa felgyorsitja a TRESK
& 1- pS-Raf259 aram visszatérését a nyugalmi allapotba
‘% 5 a kalcium-fligg6 aktivaciot kovetéen
+ Az egér TRESK csatornat és 14-3-3n
“,3 3- fehérjét koexpresszald petesejtekben az
T 4 - kontroll ionomycin utani aram visszaallas kinetikajat
£ 51 mértem pS-Raf259 foszfopeptid vagy viz
o 6 - (kontroll) mikroinjektalast kovetéen (n=2x6).
c ~ Az ionomycint 37-112 perccel a pS-Raf259

a4 2 o 1 (50 nl, 10 mM) injektalas utan adtam. A
g 4 6 8 10 mérési modszert a 44. abran ismertettem.
Modositva az [5] kdzleménybél.

o

id6 (min)

igy tehat az endogén és tulexpresszalt 14-3-3 fehériék peptidkots
arkainak telitése pS-Raf259 foszfopeptiddel kivédte a 14-3-3 altal kifejtett
TRESK aram visszaallas gatlé hatast. Ez azt mutatja, hogy a 14-3-3 TRESK
aram visszaallasra kifejtett hatasa aranylag gyorsan visszafordithatoé és a hatas
nem a csatorna kornyezetének hosszutavu kozvetett (pl. génexpresszio
valtozas miatti) atrendez6désén alapul [5].

A 14-3-3 funkcionalis hatasainak vizsgalatan kivll szerettem volna
megbizonyosodni arrél, hogy a TRESK csatorna minden fajban er6sen
konzervalt, josolt 14-3-3-kotbszekvenciaja tényleg foszforilacio-fuggd maddon
koti az adapter fehérjét. Ezért "pulldown” kisérletet végeztunk glutation rezinen
immobilizalt GST-TRESKIloop-TAPtag csalifehérjével (egér TRESK 164-292
aminosavak) és a Trx-Hise-h14-3-3n (thioredoxin-oktahisztidin human 14-3-3n
fuziés fehérje) interakciojat vizsgaltuk. A GST-TRESKIoop-TAPtag csak akkor
kototte a Trx-Hise-h14-3-3n-t, ha a csalifehérjét el6zbleg foszforilaltuk protein
kinaz A (PKA) enzimmel (47. abra, A panel, 3. vs. 4. sav) [5].
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47. abra: Az RSNSCP motivum koti a 14-3-3 fehérjét

A. Az abran GST ’pulldown” kisérlet lathaté a GST-TRESKIloop-TAPtag vagy GST
(kontroll) csalifehérjével, PKA-val foszforilalas utan vagy anélkil, a Trx-Hise-h14-3-3n
fehérje vad tipusu (wt.) vagy R57A,R61A mutans (m.) valtozatanak jelenlétében vagy
hianyaban, ahogy a gél alatti jeldlések mutatjak. Az 1. savban csak Trx-Hisg-h14-3-37,
a 2.-ban pedig csak GST-TRESKIoop-TAPtag csalifehérjét futtattunk. A "Teljes” felirat
a GST-TRESKIloop-TAPtag fehérjét, a "GST” pedig egy részlegesen atirédott vagy
bomlott szennyezé fehérjét jelez. A 7. és 8. savban kontroll, GST-vel végzett reakciok
lathatok. B. A Trx-Hise-h14-3-3n kotést a PKA altal foszforilalt GST-TRESKIloop-
TAPtag fehérjéhez kiiléonb6z8 koncentraciéju pS-Raf259 peptid jelenlétében vizsgaltuk
(a koncentraciokat a gél alatt megadtuk). A 6. savban nem adtunk Trx-Hisg-h14-3-3n
fehérjét a reakciéhoz. C. A Trx-Hise-h14-3-3n kotést vad tipusu, S192A vagy S264A
mutans GST-TRESKIoop-TAPtag csalifehérjével vizsgaltuk, a csalifehérie PKA-val
foszforilalasa utan vagy anélkul (ahogy a gél alatti jeldlések mutatjak). D. Hiss
"pulldown” kisérlet a Ni-NTA rezinen immobilizalt, el6zéleg PKA-val foszforilalt, vad
tipusu, vagy kulénb6zé mutans TRESKIloop-Hisg csalifehérjékkel, GST-h14-3-3n
jelenlétében. A csalifehérjék csak a gél alatt megjeldlt szerineket tartalmaztak, a tébbi
szerint és treonint alaninra cseréltik bennik. A csalifehérjék mérettartomanyat csillag
jeldli, a vad tipusu csalifehérje kevéssé festédott Coomassie kékkel. A 7. savban csak
GST-h14-3-3n fehérjét futtattunk. Minden panelen Coomassie kékkel festett SDS-
PAGE géleket latunk. Médositva az [5] kdzleménybdl.

A PKA-val foszforilalt GST-TRESKIloop-TAPtag viszont csak sokkal
kevésbeé kototte az R57A,R61A mutans Trx-Hise-h14-3-3n-t (5. vs. 6. sav), mint
a vad tipusut (4. sav). Kisérleti korulményeink kozott a 14-3-3 nem specifikus

kotédése a GST fehérjéhez (és glutation agarézhoz) elhanyagolhato volt (7. és
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8. sav, 47.A abra). A pS-Raf259 foszfopeptid koncentracio-figgé maodon
visszaszoritotta a PKA-val foszforilalt GST-TRESKIloop-TAPtag és Trx-Hise-
h14-3-3n interakcidjat (47.B 4&bra), ami igazolja, hogy a két fehérje
kolcsonhatasa a 14-3-3 peptidkotd arkainak kozremikodésével valdésul meg [5].

Az egér TRESK hurok régié az er6sen konzervalt RSNSCP266
motivumon kivll tartalmaz még egy KWRSLP'%* szekvenciat, amely esetleg
szintén megfelelhet 14-3-3 kot6helynek. A megfelelé szerinek alaninra
cserélésével megvizsgaltuk, hogy a 14-3-3-kotés melyik motivumon keresztul
jon létre. Az S192A mutans GST-TRESKIoop-TAPtag hasonléan kototte a Trx-
Hise-h14-3-3n fehérjét, mint a vad tipusu 14-3-3 koétéhellyel rendelkezé fuzids
fehérje (2. vs. 4. sav, 47.C abra), azonban az S264A mutacié megszuntette a
14-3-3-kotést (6. sav, 47.C abra). A 14-3-3 kotés tehat a TRESK csatorna
RSNSCP motivuman keresztll jott létre [5].

A kisérletet elvégeztuk felcserélt fuzids fehérje "cimkézéssel” is, a
TRESKIoop-Hiss csalifehérje felhasznalasaval, amely az egér TRESK 185-292
aminosavait tartalmazta, kdztlk tiz szerint és egy treonint. A Ni-NTA rezinen
immobilizalt, PKA-val foszforilalt, TRESKloop-Hiss kototte a GST-h14-3-3n
fuziés fehérjét (47.D abra, 1. sav). Ha a csalifehérje olyan valtozatait
hasznaltuk, amelyekben a vizsgalt szerinek kivételével minden egyéb szerint és
treonint alaninra cseréltunk, akkor ezekbdl a kisérletekbdl azt kaptuk, hogy azok
a konstrukciok kototték a 14-3-3-at, amelyekben a S264 aminosav megtartott
volt (2.-6. sav, 47.D abra).

Nem kotottek tehat a 14-3-3-at azok a konstrukciok, amelyekben csak a
szerin klaszter (S274, 276 és 279) szerin aminosavai voltak jelen (2., 4. és 5.
sav). Jol kototte viszont a GST-h14-3-3n-t példaul az a TRESKIloop-Hiss
konstrukcid, amelyben egyedul a S264 volt megtartott (6. sav, 47.D abra). Ez a
kisérlet is megerésitette tehat, hogy az RSNSCP motivum és benne a S264
(alahuzott) aminosav kétéhelyet képez a 14-3-3 adapter fehérje szamara [5].

Nem kovetkezik viszont a fenti kisérletekbdl egyértelmien, hogy a
TRESK csatorna nem tartalmaz az RSNSCP motivumon kivul masik 14-3-3-
kotéhelyet. El6fordulhat ugyanis, hogy a masik (feltételezett) 14-3-3 kotShely

szerin determinans aminosavat nem foszforilalia a PKA és ezért annak a
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kotéhelynek a foszforilacio-figgd mikodését nem lehet a fent hasznalt kisérleti
protokollal kivaltani. Nem lehet tehat kizarni pl. a szerin klaszter 14-3-3-kotéseét
(a szerin klasztert a PKA nem vagy kevéssé foszforilalja, I1d. a kovetkezd
fejezetben), habar ez a régié nem felel meg szabalyos 14-3-3-k6td konszenzus
motivumnak. Szintén nem zarhatdé ki a KWRSLP'* motivum 14-3-3 kotése,
hiszen nem vizsgaltuk a PKA altali S192 foszforilalédast.

A fenti kisérletekben minden esetben a human 14-3-3n izoformaval
dolgoztunk. A 14-3-3-nak azonban szamos izoformaja van és ezek funkcioja
nem ekvivalens. A 14-3-3-fuggé TRESK szabalyozas izoforma-specificitasanak
vizsgalatdhoz megklénoztam RT-PCR mddszerrel az dsszes tovabbi 14-3-3
izoformat egérbdl, majd ezek vad tipusu és dominans negativ valtozatanak
hatasat megmértem a TRESK csatorna kalcium-fuggd aktivacidjara (48. abra).

Hm vad tipusu 14-3-3
A [ dominans negativ

Lliin
R

n c
48. abra: A kilonb6z6 14-3-3 izoformak koexpresszidjanak hatasa az egér TRESK
kalcium-fiigg6é szabalyozasara

A. lonomycin (0.5 uM) hatasara létrejové normalizalt aktivacié olyan petesejtekben,
amelyek koexpresszaltdk a kildnbdz6 14-3-3 izoformak vad tipusu (fekete oszlopok)
vagy dominans negativ (sziirke oszlopok) valtozatat az egér TRESK csatornaval. B. A
hattér K* aram normalizalt visszadllasa az ionomycin elvonasat kovetd o6t perc
elteltével, ugyanazokban a sejtekben, mint az A panelen. A y izoforma vad tipusanal
lathaté negativ visszaallas azt jelenti, hogy a sejtek egy részénél a mérés végén még
nagyobb volt az aram, mint az ionomycin elvonasakor. A 14-3-3 izoformakat gérég
betlik jeldlik az oszlopparok alatt. A mérési modszer egyezik a 44. abran bemutatottal.
Az n izoforma adatait a 44.B-E. abran bemutatott mérésekbdl Osszesitettem. Az
oszlopokban a mért sejtek szamat adtam meg. Modositva az [5] kézleménybdl.
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A vad tipusu 14-3-3y izoforma koexpresszidja az egér TRESK
csatornaval szignifikansan csokkentette az ionomycinnel kivalthaté normalizalt
aram novekedést és az ionomycin utani normalizalt K* aram visszaallas
mértékét (p<0.001, ANOVA, Tukey HSD teszt, 48. abra). Eszerint tehat az n
izoforman kivil, a 14-3-3y er6teljesen befolyasolja a TRESK szabalyozast. A {3,
e és ( izoformak hatdasa nem volt szignifikans, azonban tendenciajaban
megfelelt a vart iranynak. Ezeknek az izoformaknak is lehet gyengébb TRESK
szabalyoz6 hatasa, de az sem kizarhato, hogy a dominans negativ valtozatuk
heteromerizacioval kivédte az oocytak endogén 14-3-3 funkcidjat és a csokkent
endogén 14-3-3 mikodés okozta az eltéréseket a mérés soran. A ¢ és 1
izoformak nem hatottak a TRESK kalcium-fugg6 szabalyozasara (48. abra) [5].

A 14-3-3 fehérjének minden kisérletben megnyilvanult az a hatasa, hogy
gatolia a TRESK aram visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcium-fligg6
aktivacio utan (44., 45., 46. és 48.B abrak). Mindemellett a biokémiai
kisérletekb6l egyértelmi, hogy a 14-3-3 kihorgonyzodik az er6sen konzervalt
RSNSCP motivumhoz (47. abra). Ezért szinte ellenallhatatlan a csabitas, hogy
a K* aram visszaallasra kifejtett 14-3-3 hatast az RSNSCP helyhez kotédéssel
magyarazzuk. Ezzel azonban valdszinlleg hibat kovetnénk el.

Ha 14-3-3 kotédése az RSNSCP motivumhoz lenne felelés az aram
visszaallasanak gatlasaért, akkor azt varhatnank, hogy a motivum 14-3-3-kotést
megakadalyozé mutacidja felgyorsitia a K* aram visszatérését a nyugalmi
allapotba. Ez azonban egyaltalan nincs igy, s6t éppen ellenkezdleg. Az S264A
mutaciordl kimutattuk, hogy kivédi az RSNSCP motivum 14-3-3-kétését (47.C
abra). Ennek ellenére, az S264A mutans egér TRESK, ionomycin utani aram
visszaallasa jelentésen lassabb, mint a vad tipusu csatornaé (49. abra). Az
S264A mutans normalizalt visszaalldsa a mérés végén -27 +5 % volt (n=8), a
vad tipusu csatornaé viszont 32 +4 % (n=14, p<108, 49. abra, A és C panel)
[6]. A visszaallasok kulonbozdsége vitathatatlan, kijon akar abszolut, akar
relativ visszaallast vagy visszaallasi sebességet szamitunk, hiszen az S264A
mutans arama a mért idétartomanyon belil még meg sem kezdi a visszaallast,
hanem tovabb né, mikézben a vad tipusu csatorna arama egyértelmien

csOkken. Ez az eredmeény erdsen ellene szol annak az egyszer( hipotézisnek,
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hogy a 14-3-3 kapcsolddasa az RSNSCP motivumhoz gatolja a TRESK aram

visszaallast, illetve a csatorna 14-3-3 kotésének hianyaban a visszaallas

felgyorsul.
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49. abra: Az S264A mutans egér TRESK visszatérése a nyugalmi allapotba az
ionomycin elvonasa utan lassabb, mint a vad tipusu csatornaé

A. Atlag aramokat &brazoltam olyan petesejtekbél, amelyek a vad tipust egér TRESK
csatornat (wf., n=14) vagy annak S264A mutans valtozatat (S264A, n=8)
expresszaltak. A csatorndk bazalis aktivitasat benzocain (B., 1 mM) adasaval
jellemeztem, majd ionomycinnel (lono., 0.5 uM) létrehoztam a kalcium-fiiggé aktivaciot,
végul hosszan mértem az aram valtozasait az ionomycin kimosasat kovetben.
B. Normalizalt aramokat szamitottam az A panelen bemutatott K* aramokbdl, az I/l
hanyados formajaban sejtenként és ezek atlagat abrazoltam a két (wt. és S264A)
csoportban. Az |1 és |, aramokbdl a szamitasok elétt levontam a 2 mM EC [K7]
jelenlétében mért kis nem-specifikus aramokat. A vad tipusu egér TRESK arama
mintegy kilencszeresre, az S264A mutansé pedig kb. két és félszeresre aktivalodott
ionomycin hatasara. C. Normalizalt visszaallast szamitottam az egyes sejtek aramaibdl
az (l>-I3)/(1-1;)) képletnek megfeleléen, ezt szazalékban fejeztem ki és atlagukat
abrazoltam. Az S264A mutans negativ visszaallas értéke arra utal, hogy az aram nem
tért vissza a kiindulasi érték felé, hanem tovabb névekedett az ionomycin kimosasat
kovetben. Az 14, I> és I3 aramok mérési idépontjait sziirke nyilak jeldlik az A panelen.
Modositva a [6] kozleménybdl.

Mindemellett az S264A mutans TRESK csatorna bazalis korulmények
kozott is részlegesen aktivaltnak tlnik, ahogy err6l mar volt sz6 az 5.7
fejezetben a 27. abra kapcsan. Az S264 mutans bazalis aramat a benzocain
er6sebben gatolja, mint a vad tipusu csatornaét (49.A abra) és a relativ
kalcium-fuggé aktivacidja is elmarad a vad tipusra jellemz6tél (49.B abra). Ez
felvetheti azt a gondolatot, hogy a 14-3-3 kotése a csatornahoz talan csokkenti
annak aktivitasat. Ez magyarazhatna az S264A mutans magasabb bazalis

aktivitasat a vad tipushoz képest, hiszen a mutans nem tud 14-3-3 fehérjét
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kotni. Mindazonaltal az S264A mutans csatorna kalcineurin-fliggé szabalyozasa
leginkabb az ép szerin klaszter defoszforilaciéjaval valésulhat meg. Mivel az
S264A mutans aramanak visszaallasa a kalcium-fuggd aktivaciobdl rendkivil
lassu, ezért a szerin klaszter foszforilacio intenzitdsa is alacsony lehet, ami
onmagaban magyarazhatia a magas bazalis csatorna aktivitast. A fenti
eredmények alapjan ezeket a lehetéségeket nem lehetett elkloniteni.

Eréfeszitést tettem olyan kisérleti megkozelités kidolgozasara, amely
valamivel mélyebb betekintést enged a kalcium-fuggé TRESK szabalyozas és a
14-3-3 komplex kapcsolataba. A vad tipusu és dominans negativ 14-3-3
fehérieket az S264E és S276E mutans egér TRESK csatornakkal
koexpresszaltam (50. abra) [6]. Ez a megkozelités lehetbéve tette, hogy
elkUlonitve vizsgaljam a két f6 szabalyozd régid hatasanak dsszefliggését a
14-3-3 fehérjével. Az S264E mutans esetében a TRESK csatorna egyik f6
ennél a mutansnal a szerin klaszteren (S274, 276 és 279) keresztul torténé
kalcium-fuggé szabalyozast vizsgalhatjuk szelektiven. Forditva, az S276E
mutansnal a szerin klaszter szabalyozé miikddését akadalyoztuk, ezért ennél a
mutansnal féként az S264-en és a 14-3-3-kdt6 RSNSCP motivumon keresztul
létrejové  kalcium-fuggd szabalyozast mérhetjuk. A kisérletben negativ
glutamattal helyettesitettik a szerineket, hogy a kiiktatott mikodési szabalyozé
helyeket inkabb a gatolt allapothoz hasonléan "fagyasszuk be”, amely nagyobb
teret enged a masik szabalyozd hely hatasanak kifejlédésére (a kulonbség
kllonosen az S276A és S276E mutansok aktivacioja kozott szamottevd, Id.
27.C abra). A Kkisérletekben a vad tipusu és dominans negativ 14-3-3
koexpresszid mellett, egy harmadik csoportban megmeértem a kalcium-fuggé
szabalyozas tulajdonsagait olyan sejtekben is, amelyek csak a mutans
csatornat expresszaltak. Ezekben a sejtekben az endogén 14-3-3 szint hatasa
jelentkezik, az eredmény tajékoztatd jellegi és nem is hasznaltam fel a
statisztikai kiértékelésben.

Amikor az S264E mutans TRESK csatornat koexpresszaltuk a vad

tipusu (wt14-3-3) vagy dominans negativ R57,61A 14-3-3y adapter fehérjékkel
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(dn14-3-3), akkor harom fontos kuldnbséget figyeltink meg a felerésitett, illetve

csOkkentett 14-3-3 funkcidval jellemezhet6 csoportok kozott.

S264E S276E
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50. abra: Az S264E és S276E mutans TRESK csatornak Iényegesen kiilonb6znek
abban, hogy a vad tipusu és dominans negativ 14-3-3 milyen hatast fejt ki rajuk
A. Atlag normalizalt aramokat abrazoltam olyan petesejtek harom csoportjabdl,
amelyek csak az S264E mutans (egér) TRESK csatornat (kék, n=6) expresszaltak,
vagy az S264E mutans csatornaval koexpresszaltak a vad tipusu 14-3-3y (zd/d, n=10),
illetve a dominans negativ (R57,61A) 14-3-3y (piros, n=12) adapter fehérjét. A sejteket
ionomycinnel (0.5 pM) ingereltem, majd az aram visszaallasat hosszan mértem. A
dominans negativ 14-3-3 hatasara az S264E mutans nagy aktivacidja jott létre (piros).
B. Normalizalt visszaallasokat szamitottam szazalékban megadva az A panelen
bemutatott regisztratumokbdl, a 49.C abran megadott képlet szerint. A dominans
negativ 14-3-3 jelenlétében az S264E mutans arama gyorsan visszatért a nyugalmi
érték felé. C. Atlag normalizalt aramokat &brazoltam olyan petesejtek harom
csoportjabol, amelyek csak az S276E mutans (egér) TRESK csatornat (kék, n=6)
expresszalték, vagy az S276E muténs csatornaval koexpresszaltak a vad tipusu 14-3-
3y (zéld, n=12), illetve a dominans negativ (R57,61A) 14-3-3y (piros, n=12) adapter
fehérjét. A vad tipusu 14-3-3 hatasara az S276E mutans nagy aktivacioja jott létre
(z6Id). D. Normalizalt visszaallasokat szamitottam szazalékban megadva a C panelen
bemutatott regisztratumokbdl. A visszaallasi kinetika megegyezett mindharom
csoportban, a gérbék egymason futnak. Mddositva a [6] kdzleménybdl.
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Az els6 kuldnbség a bazalis aram nagysagaban mutatkozott. Az S264E
mutans bazalis arama (1.1 £ 0.2 yA, n=12) szignifikansan kisebb volt, ha a
14-3-3 funkciot visszaszoritottuk a dn14-3-3 koexpresszidjaval, mint a wt14-3-3
koexpresszal6 sejtekben (2.0 £ 0.2 yA, n=10, p<0.01). A masodik kilénbség a
kalcineurin-fuggé aktivacio relativ meértékében jelentkezett. A relativ aktivacio
jéval nagyobb volt a dn14-3-3 csoportban (5.2 + 0.6-szoros, piros gérbe), mint a
wt14-3-3 koexpresszidjanal (1.8 + 0.1-szeres, z6ld gérbe, p<10*, 50.A abra). A
harmadik kulonbség pedig a visszaallasi sebesség valtozasaban nyilvanult
meg. Az S264E mutdns aramanak visszaallasa felgyorsult a dn14-3-3
csoportban (49 £7 %, piros gbérbe), azonban rendkivul lassu volt a wt14-3-3
jelenlétében (-8 +8 %, gyakorlatlag nincs visszaallas a mérési
id6tartomanyban, z6ld gérbe, p<10+#, 50.B abra) [6].

A gatolt bazalis aram, a nagyobb relativ aktivacié és a felgyorsult
visszaallas egyltt azt mutatja, hogy az S264E mutans TRESK csatornat
szabalyoz6 kinaz aktivalodott a dn14-3-3 koexpresszid hatasara. A S264 nem
talalhatd meg ebben a csatornaban (ez nyilvanvaléan nem foszforilalédhat),
ezért a 14-3-3 azt a kinazt kell hogy gatolja, amely az S264E mutansban
megtartott szerin klasztert foszforilalja. Mivel a csatorna 14-3-3 kotéhelyét
elroncsoltuk a mutacioval, ezért az adapter fehérje ezt a hatasat fliggetlenul
hozza létre az RSNSCP kot6helyt6l. A dominans negativ 14-3-3 azaltal
gyorsitotta a visszaallast, hogy kivédte a szerin klasztert foszforilalé kinaz
14-3-3 altali gatlasat.

Mivel a fenti mechanizmus elfedi, a TRESK és 14-3-3 kozotti, RSNSCP
motivumon keresztul létrejovd, kozvetlen kapcsolddas funkcionalis jelentéségét
nem lehet kikOvetkeztetni a kisérletesen mddositott 14-3-3 szint vad tipusu
csatornara kifejtett hatasabdl. Megkiséreltem azonban ezt az S276E mutans
vizsgalataval, amelyben a szerin klaszter foszforilacidja (illetve ennek 14-3-3-
fugg6 szabalyozasa) akadalyozott.

Az S276E mutansnal a bazalis aramot a wt14-3-3 koexpresszié gatolta
(1.3£0.1 pA, n=12), a dn14-3-3 koexpresszaldé csoporthoz viszonyitva
(29+0.5 pA, n=12, p<0.01, a hatas forditottia az S264E mutansnal

tapasztaltnak). A kalcineurin-fuggé relativ aktivacié a wt14-3-3 csoportban volt
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nagyobb (4.3 + 0.4-szeres, z6ld gérbe), mint a dn14-3-3 csoportban (2.7 + 0.2-
szeres, piros gérbe, p<0.01, 50.C abra). Az S276E mutans normalizalt
visszaallasi kinetikajat viszont nem befolyasolta a funkcionalis 14-3-3 szint
valtoztatasa (a kék, zold és piros gorbék atfednek az 50.D abran) [6].

Az S276E mutans kalcium-fliggé szabalyozasa vélhetéen féként az S264
foszforilacion alapul. A valtozatlan normalizalt visszaallasi gorbék arra utalnak,
hogy a 14-3-3 nem befolyasolja az S264-et foszforilalé kinaz reakciot. A
valtozatlan visszaallasi kinetika mellett jelentkez6 bazalis aram gatlas 14-3-3
hatasara, egyutt a megndvekedett kalcineurin-figgé relativ aktivacioval,
amellett szdl, hogy a 14-3-3 kapcsoldédasa az RSNSCP motivumhoz csokkenti
a csatorna aktivitast nyugalmi korulmények kozott [6].

Osszefoglalva tehat, arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a 14-3-3
kétféle hatast is kifejt a TRESK csatornara. Egyrészt gatolja a szerin klasztert
foszforilalé kinazt, az adapter fehérje csatornahoz kotédésétdl fuggetlendl.
Masrészt csokkenti a csatorna aktivitast, a foszforilalt RSNSCP motivumhoz
kapcsolodva. Ezeket a kovetkeztetéseket megerésitették az S264E és S276E
mutansokkal és pS-Raf259 mikroinjektalassal végzett kisérletek is. A pS-
Raf259 felgyorsitotta a (14-3-3y-val koexpresszalt) S264E mutans TRESK
normalizalt visszaallasat, de nem befolyasolta az S276E mutansét, viszont
megnovelte az S276E mutans bazalis aramat (az adatokat nem mutatom).
Habar a pS-Raf259 mikroinjektalassal végzett kisérletek is megerésitették a jol
reprodukalhatd 14-3-3 koexpresszios eredményeket, az adatokbdl levont
kovetkeztetések biztonsaga elmarad az értekezés mas részeiben leirtaktdl, a
14-3-3-fuiggd TRESK szabalyozas meglehetés komplexitasa miatt. Felfoghato
ugy is, hogy a 14-3-3-fllggé TRESK szabalyozasrol levont kovetkeztetések
megfelelnek egy jelenleg tarthatd munkahipotézisnek, amely kompatibilis a
kisérleti eredményekkel, azonban a jovében, a részletesebb vizsgalatok adatait

is figyelembe véve, korrekcidra szorulhat.
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5.12 A TRESK csatornat a protein kinaz A és MARK foszforilaljak

A TRESK csatorna szabalyozé szerinjeit foszforilald kinazok fenntartjak a
nyugalmi gatolt allapotot és emellett szerepet jatszanak a hattér K* aram
visszatérésében a kiindulasi értékére a kalcineurin-figgd aktivaciét kovetéen.
A(z) (egér) TRESK csatorna aktivitasanak szabalyozasaert felel6s két f6 régio,
az S264-et tartalmazé RSNSCP és a szerin klasztert (S274, 276 és 279)
magaba foglal6 RLSCSILSN nem felelnek meg pontosan egyik kinaz
foszforilacidos konszenzus szekvenciajanak sem. Egyes internetes predikcios
eszk6zOk azonban valoszindsitették, hogy az S264 szabalyozé aminosavat a
protein kinaz A (PKA) foszforilalja.

A PKA hatasat az S276E mutans csatornan vizsgaltam. Mivel a szerin
klaszter foszforilacidjanak dontd jelentésége van a TRESK aktivitas
meghatarozasaban, ezért a PKA S264-en érvényesulé szabalyoz6é hatasa
konnyebben kimutathatdé az S276E mutans vizsgalataval, mint a vad tipusu
csatorna mérésével. Az S276E mutansban a szerin klaszter zavard hatédsa
kevésbé érvényesll, ezért az S264 szabalyozé szerepe jobban megnyilvanul.
Az ionomycinnel aktivalt S276E mutans csatornakhoz a PKA-t kozvetetten
serkent6 forskolin és IBMX (3-izobutil-1-metilxantin) keverékét adtam, amelynek
hatasara az aram visszatérése a nyugalmi allapotba felgyorsult. A gyorsabb
visszaallas a nagyobb sebességi foszforilacié kovetkezménye, vagyis a kisérlet
alatamasztja a kovetkeztetést, hogy az S264 szabalyozd szerint a PKA
foszforilalja (51. abra). Hasonlé aram visszaallas gyorsitdé hatas az S264E

mutans TRESK csatornanal nem jott I1étre (az adatokat nem mutatom) [6].

S276E 51. abra: A forskolin és IBMX keveréke
. felgyorsitja az S276E mutans TRESK csatorna
80 [K'] (mM) . . . s . .
aramanak visszatérését a nyugalmi allapotba a
lono, kalcium-fligg® aktivaciot kovetden
F.+IBMX Az S276E mutans (egér) TRESK csatornat és
14-3-3y  fehérjét  koexpresszald  petesejteket
ionomycinnel (lono., 0.5 uM) ingereltem, majd a
sejtek egyik csoportjanal forskolin (50 uM) adenilat-
ciklaz aktivator és IBMX (1 mM) foszfodieszteraz
gatldo keverékét (F.+IBMX) adtam (fekete goérbe,
n=11), a kontroll sejteknél pedig csak megfeleld
' 4 ' 8 '1'2 ' 1|6 koncentracioju DMSO oldészert (sziirke gérbe, n=7).
Modositva a [6] kdzleménybél.
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betOltott szerepének megerdsitésére

megvizsgaltam a cAMP mikroinjektalas hatasat az S276E mutans csatorna

ionomycin utani aram visszaallasara. Hasonléan a [cAMP] farmakologias

noveléséhez, a cAMP mikroinjektalas is gyorsitotta a hattér K* &ram

visszatérését a nyugalmi allapotba (52. abra) [6].
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52. abra: Az S276E mutans TRESK
aramanak visszaallasat gyorsitja a cAMP
mikroinjektalas

A. Az S276E mutans (egér) TRESK csatornat
és 14-3-3y fehérjét koexpresszald petesejteket
ionomycinnel (lono., 0.5 uyM) ingereltem, majd
a sejteket cAMP-vel (50 nl, 0.1 mM, fekete
gérbe, n=6), vagy vizzel (sziirke gérbe, n=5)
mikroinjektaltam. Az ionomycin kimosasanak
kezdetekor, a mérdelektrodokon kivlil egy
harmadik (injektald) mikrokapillarist szartam a
sejtbe, majd az lres vizszintes téglalap
idétartaman belll injektaltam a cAMP oldatot
(Inj.). Az injektald kapillaris beszurasa és az
injektalas kismértékben ndvelte a nem
specifikus csurgd (leak) aramot. Az aram
regisztratumokbdl  szazalékban  megadott
normalizalt visszaallast szamitottam a 49.C
abran bevezetett képlet szerint. A mérés
végén a 0.1 mM cAMP-vel injektalt sejtek
arama szignifikansan jobban kozelitett a
nyugalmi allapothoz, mint a vizzel injektalt
sejteké (p<0.05, Student t-teszt). B.Az A
panelen bemutatott kisérletet elvégeztem
1 mM cAMP (50 nl) injektalasaval (n=2x6). A
regisztratumok végpontjaban, a cAMP-vel
injektalt sejtekben az &ram visszaallasa
meghaladta a kontroll aramét (p<0.02). C. Az
injektalt cAMP koncentracioja 10 mM volt
ebben a kisérletben (n=5 vagy 6, p<0.002). A
harom panelen bemutatott méréseket harom
kllénbdz6 petesejt preparatumbdl végeztem.
Modositva a [6] kdzleménybdl.

Annak megerésitésére, hogy az S264 aminosavat tényleg foszforilalja a

PKA, in vitro foszforilacids kisérletet végeztem. A 29.A abran bemutatott

kisérletben hasznalt TRESKIoop-Hiss fuzids fehérje szubsztratokat és mddszert

alkalmaztam, azonban a Xenopus ovarium citoszol helyett itt a SIGMA cégtél
vasarolt PKA holoenzimet adtam a reakciéhoz 1 mM cAMP, 50 uM hideg ATP
és 50 kBq [y-*°P]ATP jelenlétében (53. abra) [5].
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o2 53. abra: Az egér TRESK csatorna S264
fo’\{’\ © & aminosavat in vitro foszforilalja a PKA
A A A\ o A 29A abran bemutatott kisérlethez
& AR NP hasonléan  foszforiléltattam & kilénbozo
TRESKIoop-Hiss szubsztratokat PKA-val. Az

Coomassie P ~egyes szubsztrat fehérjék csak a panel felsé
Blue aa el --H részén jeldlt szerineket tartalmaztadk, az

Osszes tObbi szerin és treonin aminosavat
32p . ol “ alaninra cseréltem az egér TRESK 185-292
régiojaban. Modositva a [5] k6zleménybdl.

A PKA foszforildlta azokat a szubsztrat konstrukciokat, amelyek
tartalmaztak az S264 aminosavat. Az a TRESKIloop-Hiss fehérje is jol
foszforilalédott, amelyben az S264 volt az egyetlen szerin (53. abra, jobb szélsé
sav). Gyakorlatilag egyaltalan nem foszforilalta viszont a PKA azokat a
konstrukciokat, amelyekben a szerin klaszter aminosavai voltak megtartottak.
Az in vitro foszforilacios kisérlet tehat megerésitette, hogy a PKA foszforilalja az
S264 aminosavat, emellett megmutatta, hogy a szerin klaszter nem szubsztratja
a PKA-nak [5].

Tekintve a szerin klaszter (S274, 276 és 279) kiemelkedd jelentfségét a
TRESK kalcium-fugg6 szabalyozasaban, mindenképpen szerettem volna olyan
kinazt azonositani, amely ezeket az aminosavakat foszforilalja. Mint a fenti
kisérletekbél lathatd, pl. a PKA nem alkalmas erre a célra. Ugy gondolkodtam,
hogy olyan kinazt kell talalnom, amelynek koexpresszidja a TRESK csatornaval
felgyorsitia az aram visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcium-fuggd
aktivacio utan, vagyis funkcionalis hatast is kifejt €s nem csak in vitro mutathato
ki a foszforilalé hatasa a szerin klaszteren. Ezért a gyanuba jové kinazok cDNS-
ét megklonoztuk, koexpresszaltuk a TRESK csatornaval, majd az ionomycin
kimosas kozben Iétrejové aram visszaallast ugyanabban a petesejt
preparatumban a csak TRESK csatornat kifejez6 kontroll sejtekéhez
hasonlitottuk.

Hamar megvizsgaltam a protein kinaz C (PKC) lehetséges szerepét a
TRESK visszaallasban, hiszen ehhez nem kellett molekularis bioldgiai
el6készuleteket tenni. A konvencionalis és Uj tipusu (novel) PKC izoformakat
aktivalo PMA (forbol 12-mirisztat 13-acetat, 100 nM) nem gyorsitotta az egér

TRESK csatorna aram visszaallasat, tehat ezek a PKC izoformak nem vesznek
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részt a szerin klaszter foszforilaciojaban (a PKC hatasanak tovabbi részleteit Id.
az 5.13 fejezetben). Az egyik online predikcios program kiadta a glikogén-
szintaz-kinaz 3p enzimet (GSK3p), mint lehetséges talalat a szerin klaszter
foszforilaciora. Azonban a GSK3p koexpresszié nem valtoztatta a TRESK aram
visszaallas kinetikgjat. Arra gondolva, hogy lehetséges, hogy a TRESK
csatornaval koexpresszalt GSK3p nem elég aktiv, megmértem a konstitutivan
aktivva alakitott, SO9A mutans GSK3p hatasat is. Azonban ez sem befolyasolta
a TRESK visszaallasi sebességet.

A szerin klaszter harom szerint is tartalmaz egymashoz aranylag kozel
és ez felvetette, hogy az egyik foszforilacidja befolyasolhatja a masikét. Mivel
szekvencialis foszforilaciés reakciokban gyakran szerepelnek, megmértem a
kazein kinaz 1 (CK1) és kazein kinaz 2 (CK2) hatasat a TRESK visszaallasra.
Mivel a CK2-nek tobb alegysége ismert, ezért a CK2a1, CK2a2 és CK2B3
kllonbdz6 kombinacidinak koexpresszidjat is teszteltem a TRESK csatornaval.
Az E.coli-ban termeltetett GST-CK2a1 fuziés fehérje mikroinjektalasaval is
prébalkoztam, amely in vitro foszforilalta a tejfehérjéket, tehat biztosan mutatott
enzimaktivitast. Azonban mindhiaba, a TRESK visszaallas valtozatlan maradt.

Ujabb és ujabb hipotézisek alapjan egyre tébbféle vad tipusu kinazt és
az irodalmi adatok szerint konstitutivan aktivva tett valtozatukat teszteltem a
TRESK visszaallasra Xenopus petesejtekben, sikertelentl. Eltelt hat év és a
vizsgalt kinaz tipusok szama meghaladta a huszat (ll. tablazat). Mindekdzben
megkiséreltem oszlopkromatografias (FPLC) mddszerrel a kinazt megtisztitani
egeér agy citoszolbdl ugy, hogy a kromatografias frakciokat radioaktiv jeloléses,
TRESK hurok foszforilacios moddszerrel analizaltuk. A hidegszobaban toltott
hetek azonban nem vezettek eredményre, mivel nem kaptam olyan
kromatografias frakciot, amelyben az aktiv kinaz megfelel6 mennyiségben és
tisztan lett volna jelen a tdomegspektrometrias azonositashoz.

Mivel az eml&s genomban tébb mint 300 gén kddol szerin/treonin kinazt
[299,300], felmerllt a magas ateresztbéképesseégl modszerek alkalmazasanak
lehet6sége is, azonban ezek a tervek nem jutottak el a gyakorlati

megvalositasig, a horribilis eréforras és anyagi igény miatt.
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Il. tablazat. A Xenopus petesejt expressziéos rendszerben az egér TRESK
csatornaval koexpresszalt vad tipusu (wf) és konstitutivan aktiv (ca) kinaz
konstrukcidok, amelyek nem gyorsitottak a K* aram visszatérését a nyugalmi
allapotba a kalcium-fiiggé aktivacié utan (betiirendben).

A kinazok nevének irodalomban gyakran hasznalt roviditését adtam meg a
tablazatban. A C-terminalis csonkolast zarojelben jeldltem, pl. az (1-324AA)
konstrukcié a kindz N-termindlis 324 aminosavat tartalmazta. Az N-terminalis
csonkolast A jel utan tlntettem fel. A mutacioknal az aminosavak egybetlis kodjat
hasznaltam. *A CHK1 konstrukcidok visszaallasra kifejtett hatasanak megitélését
nehezitette, hogy ezek gatoltdk a kalcium-fliggé aktivacié nagysagat. **A CK2p3-t
koexpresszaltam a CK2a1 vagy CK2a2 alegységekkel. ***A PKA in vitro nem
foszforildlja a szerin klasztert. ****A PKC konvencionalis és novel izoformait nem
klonoztam, hanem PMA-val aktivaltam. Mddositva a [7] k6zleménybdl.

Kinaz konstrukcié Tipus Kinaz konstrukci6 Tipus
1 AMPKa1 wit 22 C-Raf1 wit
2 AMPKa1-T183D ca 23 C-Raf1-A1-319,P320M ca
3 AMPKa1(1-324AA) ca 24 ERK2 wt
4 AMPKa1(1-324AA)-T183D ca 25 GRK2 wi
5 B-Raf1 wt 26 GSK3p wt
6 B-Raf1-A1-426,R427M ca 27 GSK3B-S9A ca
7 B-Raf1-A1-464,R465M ca 28| MAPKAP-K2-kinase domain-T208E ca
8 CamKIIp wit 29 MEK1-S218,222E ca
9 CamKIIB-T287D ca 30 PKA*** wi
10 CASK wit 31 PKB-A1-128 ca
11 CASK-A1-373,V374M ca 32| PKB-A1-128 N-mirisztoilaciés mut. ca
12 CASK-S24D+V26L ca 33 PKC (conventional)**** wt
13 CDKA1 wt 34 PKCZ wt
14 CDK1-T14A,Y182E ca 35 PKCCZ-A119E ca
15 CHK1(1-352AA)* ca 36 PLK1 wt
16 CHK1(1-416AA)* ca 37 PLK1-T210D ca
17 CHK2 wt 38 SIK(1-343AA) tr
18 CK1a wi 39 SIK(1-343AA)-T182E ca
19 CK2a1 wit 40 TGFBR | wit
20 CK202 wit 41 TGFBR Il wt
21 CK2p** wt 42 TGFBR I-T204D ca

Utoljara a figyelmem el6terébe a 14-3-3 altal gatolt kinazok kerultek,
mivel kozvetett moédon arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy ez az adapter
fehérje gatolja a szerin klaszter foszforilaciojat katalizalé kinazt (Id. az 5.11
fejezetben). Irodalmi adatok alapjan igy kerult a latéterembe a Mikrotubulus(-
asszocialt fehérje)-Affinitas-Regulalé-Kinaz, MARK2 (PAR-1) [301], melynek
koexpresszidjat szintén kiprobaltam a TRESK csatornaval (54. abra).

Az egér TRESK csatornat MARK2 kinazzal koexpresszald petesejtekben
a bazalis hattér K* aram (0.34 + 0.04 pA, n=9) szignifikansan kisebb volt a csak
csatornat kifejez6 sejtekhez képest (1.05 +0.17 pA, n=6, p<0.01). lonomycin

(0.5 uM) hatasara a MARK2-t is kifejezd sejtekben a K* aram aranyaban jobban
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54. abra: A MARK2 koexpresszidoja a TRESK csatornaval felgyorsitja a K* aram
visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcium-fliggé aktivaciét kovetéen

A. Az egér TRESK csatornat a MARK2 kinazzal koexpresszalo (fekete gérbe, MARK?2),
vagy a csak csatornat kifejez6 sejtek (sziirke gérbe, kontroll) atlag hattér K* aramai
lathaték, a sejtek ionomycinnel (lono., 0.5 uM) térténd ingerlése kdzben. B. Normalizalt
visszaallast szamitottam szazalékban az A panelen bemutatott adatokbol, a 49.C
abran ismertetett képlet szerint. C és D. Hasonlo kisérletet végeztem, mint az A és B
panelen, egér TRESK csatornat, M1 muszkarinos acetilkolin receptort és MARK2 kinazt
koexpresszald sejtekkel (haromszoros koexpresszid, fekete MARKZ2 gérbe), illetve
csak csatornat és receptort kifejez6 sejtekkel (sziirke kontroll gérbe). A sejteket
karbachollal (Karb., 1 uM) ingereltem. E és F. Az A és B panelen bemutatott kisérletet
elvégeztem human TRESK csatornaval. Médositva a [7] kozleménybdl.
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ndvekedett (14.2 + 2.7-szeres aktivacid), mint a kontroll sejtekben (3.7 +1.7-
szeres noOvekedés, p<0.02). Ezek mellett a régoéta vart fontos hatast is
létrehozta a MARK kinaz, vagyis a MARK2 koexpresszio kovetkeztében dramai
modon felgyorsult a TRESK aram visszatérése a nyugalmi allapotba a
kalcineurin-fuggé aktivacio utan. A MARK2-t is kifejez6 sejtekben a mérés
idétartamaban a K* aram jo kozelitéssel visszatért a kiindulasi értékre (89 + 3 %
normalizalt visszaallas), amig a kontroll sejtekben csak alig kozelitett ahhoz
(36 £ 9 %, p<10*, 54.B abra). A MARK2 koexpresszio miatt csokkent bazalis K*
aram, fokozott relativ aktivacié ionomycin hatasara és a felgyorsult visszaallas
az ionomycin megvonasat kovetbéen egybehangzé azzal a kovetkeztetéssel,
hogy a MARK2 a kritikus szabalyozé pontokon foszforilalja a TRESK csatornat
[7].

Nagyon kis mennyiséglii MARK2 cRNS injektalasa (0.16 ng/sejt) elég volt
ahhoz, hogy a TRESK aram visszaallasa szignifikansan gyorsuljon (az adatokat
nem mutatom). Ez azt sugallja, hogy a hatashoz nem volt szikséges a kinaz
nagyon Kkifejezett tulexpresszaltatdsa. A MARK2 koexpresszio akkor is
gyorsitotta a TRESK aram visszatérését a nyugalmi szintre, ha a kalcium-fliggé
aktivaciot a koexpresszalt M1 muszkarinos acetilkolin receptor ingerlésével
valtottam ki. A TRESK csatornat, M1 receptort és MARK2-t koexpresszalo
sejtekben a K* aram visszaallasa a receptor ingerlés megszintetése utan
szignifikansan gyorsabb volt (87 +3 % normalizalt visszaallas a mérés végén,
n=10, fekete gbrbe), mint a csak csatornat és receptort koexpresszalé kontroll
sejtekben (33 + 11 % normalizalt visszaallas, n=13, p<0.001, szirke gbrbe,
54.D abra). Vagyis a MARK2 felgyorsitotta a TRESK aram visszatérését a
nyugalmi helyzetbe, az ionomycinnél osszetettebb jelatvitelt elinditd receptor
ingerlés utan is [7].

Ebben a kisérletben, a MARK2-t is koexpresszalé csoportban, a TRESK
aram relativ aktivacidja kiemelkedd, korabban nem tapasztalt mértéket oltott, az
aram 30.0 + 4.9-szeresére novekedett a receptor ingerlés hatasara (fekete
gorbe, 54.C abra). A receptor-figgé TRESK szabalyozas dinamikus tartomanya
tehat figyelemreméltd, a receptor ingerlés bizonyos koérlilmények koézott akar

30-szoros aram amplitudo valtozast is 1étrehozhat [7].
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A szerin klaszter szekvenciaja a human csatornaban (RLSYSIISNLD)
eltér az egér ortolégtdl (RLSCSILSNLD). Emiatt felmertl a kérdés, hogy vajon a
MARK2 hat-e a human csatornara. Ezért a korabban egér csatornaval elvégzett
koexpresszios kisérletet (54.A és B) megismételtem a human TRESK-kel is
(54.E és F abra). A human TRESK csatornat és MARK2-t koexpresszalo
csoportban a visszaallas teljessé valt a mérés végére (102 £ 2 % normalizalt
visszaallas, n=7), szemben a csak csatornat kifejez6 csoporttal, ahol az
aktivacid kb. negyedrésze még fennmaradt (75+4 % visszaalldas, n=7,
p<0.001, 54.F abra). A MARK2 felgyorsitotta a TRESK aram visszatérését a
kiindulasi allapotba, fuggetlenul a két ortolég szerin klaszter teruletén eltéré

Szamos tovabbi kisérlettel igazoltuk a MARK2 szerepét a TRESK
csatorna szabalyoz6é foszforilacidjaban. Eléallitottuk a GST-MARK2-
T208E,T539A fuziés fehérjét, amely a T208E mutacié miatt konstitutivan aktiv
kindz és a T539A mutacié miatt pedig érzéketlen az atipusos protein kinaz C
altali 14-3-3-flugg6 gatlasra az irodalmi adatok szerint [301]. Ha ezt a fehérjét
mikroinjektaltuk a human TRESK csatornat és 14-3-3n fehérjét koexpresszalo
petesejtekbe, akkor felgyorsult az ionomycin utani K* aram visszaallas, de ha
el6tte h6denaturaltuk az enzimet, akkor az mar nem tudta a visszaallas gyorsitd
hatast létrehozni (az adatokat nem mutatom) [7]. Az injektalt MARK2 fehérje is
létrehozta tehat a TRESK gatld hatast, ehhez nem volt feltétlenll szikséges a
kinaz hosszutavu expresszidja. Mindemellett a kinaz enzimaktivitasa
elengedhetetlen a TRESK gatlas kialakitasahoz.

Osszehasonlitottuk a konstitutivan aktiv és inaktiv MARK2 valtozatok
koexpresszidjanak hatasat is. A MARK2-T208E,S400A,T539A konstitutivan
aktiv és két 14-3-3-kétéhelyen is mutans kinaz valtozat koexpresszidja az egér
TRESK csatornaval felgyorsitotta a K* aram visszaallasat ionomycin utan. Ezzel
ellentétben, a MARK2-T208A,5212A,S400A,T539A inaktiv kinaz valtozat
koexpresszidja nem hatott, a visszaallas mértéke nem kulonbozott a csak
csatornat kifejezé sejtekben mérhetétdl (az adatokat nem mutatom). A MARK2
kinaz aktivitdsa ebben a kisérletben is nélkulézhetetlen volt a TRESK aram

visszaallast gyorsitd hatashoz, amely tehat foszforilacion alapul [7].
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A MARK2 erételjes hatasa miatt ugyan gyanithaté, hogy a kinaz
célpontja a szerin klaszter, de azért a szakma szabalyainak megfeleléen
elvégeztuk az aram visszaallas vizsgalatat az S264E mutans egér TRESK
csatornan is. A vartnak megfeleléen a MARK2 koexpresszioja (ebben a
kisérletben a vad tipusu kinazt hasznaltuk) felgyorsitotta az S264E mutans
csatorna aramanak visszatérését is a nyugalmi allapotba a kalcium-fliggé
aktivaciot kovetbéen (az adatokat nem mutatom). Ebben a csatorna
konstrukcidban az S264 szabalyoz6 szerepe nyilvanvaléan nem érvényesult a
mutacid miatt, tehat a visszaalldas gyorsit6 hatds a szerin Kklaszter
foszforilaciojan keresztul jott 1étre [7].

Fehérje foszforilacios in vitro kisérlettel megerésitettik, hogy a MARK2
tényleg foszforildlja a szerin klaszter aminosavait. A 29. és 53. abrakon
bemutatott TRESKIloop-Hiss fehérjéket hasznaltuk szubsztratként (55. abra).

55. abra: A MARK2 in vitro foszforilalja a

({/\0) szerin klaszter aminosavait az egér

,{,\b ,.(/\b ,\’/\b TRESK csatorna hurok régiéoban
,\»\ & ,\v\ ,\\% Ao A mutans TRESKIloop-Hiss szubsztratokat a
kD & & & kD & &V rekombinans, konstitutivan aktiv  GST-
26 26 &9 MARK2-T208E kinazzal foszforilaltattuk, a
29.A és 53. abrakon bemutatott médszerrel.
190 ﬂ“sw 19 " awe A szubsztratokban csak az abra felsé

részén jeldlt szerinek voltak megtartottak.
Felil a Coomassie kékkel festett SDS-

32p ‘ . 32p “w PAGE gélek, alul az autoradiogramok
: lathatok. Modositva a [7] kdzleménybél.

A TRESKIoop-Hiss szubsztratok az egér TRESK 185-292 aminosavakat
tartalmaztak és bennuk a vizsgalni kivant szerin aminosavakon kivul minden
egyéb szerint és treonint alanin helyettesitett. A konstitutivan aktiv rekombinans
MARK?2 foszforilalta azt a szubsztrat fehérjét, amelyben csak szerin klaszter
harom aminosava volt megtalalhaté (55. abra S274/276/279, bal oldali sav).
Azonos korulmények kozott, hasonloan foszforilalédott az a konstrukcio is,
amelynek szerin klaszterében csak az S274 és S276 aminosav volt megtartott
(55. abra, bal oldali panel S274/276 sav). Nem foszforilalta viszont a MARK2 az
S264 aminosavat abban a konstrukcidoban, amelyben egyedil ez a szerin volt
jelen (55. abra, S264 sav). Osszességében elmondhatd, hogy a TRESK

szabalyoz6 szerinek MARK2 altali foszforilaciés mintdzata komplementere a
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PKA-ra jellemzd szubsztrat-specificitasnak. A PKA foszforildlia az S264
aminosavat, de a szerin klaszter nem szubsztratja (53. abra). Ezzel szemben a
MARK2 foszforilalja a szerin klasztert, azonban nem hat az S264-re (55. abra).
A szerin klaszter in vitro kozvetlen foszforilacidja valdszinlsiti, hogy a MARK2
funkcionalis hatasa a TRESK csatornara ezen a foszforilacion alapul [7].

A szerin klaszteren belil az egyes aminosavak foszforilacidjanak
feloldasa mutacids analizissel nem kivitelezhet6 megnyugtaté médon. Az egyes
szerinek kozel talalhaték egymashoz, ezért nagyon valoszini, hogy az egyik
mutacidja egyben befolyasolja a masik foszforilacidjat is. Ennek ellenére
megvizsgaltuk annak a TRESKIloop-Hiss konstrukciénak is a foszforilaciojat,
amelyben egyedul az S276 aminosav volt megtartott. Ez a konstrukcio is
foszforilalédott, habar joval kevésbé, mint az, amelyikben az S274 és S276
egyutt volt megtalalhaté (55. abra, jobb oldali panel, v6. S274/276 és S276
savokat. Ebben a kisérletben kétszer nagyobb mennyiséglid, 100 kBq
[y-32P]JATP-t adtunk a reakcidkhoz, ugyanakkora (20 uM) hideg [ATP] mellett,
mint a bal oldali panelen lathatd kisérletben.) A MARK2 tehat foszforilalja a
legnagyobb funkcionalis hatast kifejt6 S276 aminosavat is, azonban a kinaz
preferenciagja az S274 és S276 aminosavak kozott, illetve ezek
foszforilaciojanak aranya a kvalitativ  kisérletb6l nem megallapithato.
Mindenesetre az S274 és S276 egyutt biztositja a szerin klaszter erételjes
MARK?2 altali foszforilaciojat [7]. (Az a konstrukcio, amelyben egyedul az S279
volt jelen, nem foszforilalédott MARKZ2 hatasara. A reakciot nem mutatom.)

A MARK2 az AMPK-rokon kinazok csaladjaba tartozik. A csalad a nevét
az AMP-fligg6 protein kinazrol (AMPK) kapta, amelyet az adenozin-monofoszfat
(AMP) koncentraci6 noOvekedésen keresztul a sejt metabolikus allapota
szabalyoz. Kivancsiak voltunk, hogy a kinaz csalad mely tagjai foszforilaljak a
TRESK csatornat. Ezért az AMPK-rokon kinazok alcsaladjaibdl egy-egy
képvisel6t megklonoztunk és hatasukat a TRESK aram visszaallasra
meghataroztuk (56. abra). Vizsgaltuk az AMPKa1, BRSK1 (Brain-Specific
Serine/Threonine Kinase 1, SAD1, SAD-B, “synapses of amphids defective”),
NUAK1, MELK (Maternal Embryonic Leucine zipper Kinase) és SIK1 (Salt
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56. abra: A MARK1, 2 és 3 gatolja a TRESK csatornat, a BRSK1 a MARK
kinazoktdl eltér6 médon hat, a tobbi AMPK-rokon kinaz pedig nem befolyasolja a
kalcium-fliggé aktivacié utani K* aram visszaallast

A. Az egér AMPK-rokon kinazok aminosav szekvenciajat 6sszehasonlité dendrogramot
lathatjuk. Szurkétdl eltérd szinek jeldlik azokat a kinazokat, amelyek koexpressziéjanak
hatasat megvizsgaltuk az egér TRESK csatorna visszaallasi kinetikajara. A TRESK
visszaallast gyorsitd MARK kinazokat narancssarga ellipszis mutatja. A dendrogram a
Clustal W2 és TreeView programokkal készilt. A dendrogram alatti [épték
aminosavanként atlagosan 0.1 helyettesitésnek megfelelé szekvencia kiilonbséget
jelél. B. Normalizalt K* aram visszaallasi kinetikakat abrazoltuk a kilonb6zé AMPK-
rokon kinazokat egér TRESK csatornaval koexpresszald petesejtekbdl. A kalcium-
fugg6 aktivaciot ionomycinnel (lono., 0.5 uM) valtottuk ki. A szinkdéd megfelel az A
panelnek. A visszaallast gyorsité MARK kinadzokat narancssarga ellipszis jeldli. C. A
meérés végen létrejové normalizalt K* aram visszaallasok atlagat mutatjuk a kalénb6zé
csoportokban. Az oszlopokban a mért sejtek szama lathatd. A SIK1 konstrukcié (SIK71#)
csak a kinaz domént (1-343 aminosavak) tartalmazta. A visszaallas a MARK1, 2 és 3
csoportokban szignifikdnsan meghaladta a kontroll (csak TRESK csatornat kifejez)
sejtekre jellemzét (ANOVA, majd Tukey HSD teszt, *p<0.01, **p<0.001). D. A BRSK1
kinazt TRESK csatornaval koexpresszalo sejtekben nem jétt l1étre aktivacié ionomycin
hatasara (barna BRSK1 gérbe, n=16), eltér6en a csak csatornat kifejezd sejtektdl
(kontroll, n=15). Médositva a [7] kbzleménybdl.
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Inducible Kinase 1) kinazokat. A SIK1 kinaz nagy mérete miatt annak csak a
kinaz domén részét (1-343 aminosavak) hasznaltuk, illetve konstitutivan aktivva
tett T182E mutans valtozataval dolgoztunk. A MARK alcsalad minden tagjat
megklonoztuk (MARK1-4) (56.A abra) [7].

Az AMPK-rokon kinazokat az (egér) vad tipusu TRESK csatornaval
koexpresszaltuk és az ionomycinnel kivaltott aktivaciot kovetd aram visszaallasi
kinetikat meghataroztuk. A MARK alcsalad egymassal kozeli rokonsagban allé
harom tagja gyorsitotta a TRESK aram visszaallast, vagyis a MARK1, MARK2
és MARKS kinazok gatoljak a TRESK csatornat (56.B és C abra). A MARK4,
AMPKa1, NUAK1, MELK és SIK1(1-343AA) kindzok koexpresszidja nem
befolyasolta szignifikans mértékben a visszaallasi kinetikat (56.B és C abra).

A BRSK1 hatasat a visszaallasi kinetikara nem tudtuk biztosan megitélni,
mert a BRSK1 koexpresszié teljesen kivédte a TRESK csatorna kalcium-fliggé
aktivaciojat (56.D abra). Ha az injektalt BRSK1 cRNS mennyiséget
csOkkentettlk (0.5 ng/sejt-rél 0.17ng/sejt-re) és ezzel lehetbvé tettlink részleges
kalcium-figg6é TRESK aktivaciot, akkor ebbdl a kisebb aktivaciébdl a
normalizalt visszaallas gyorsultnak tint (az adatokat nem mutatom). Habar a
normalizalt visszaallas szignifikansan eltért a csak csatornat kifejez6 sejtekétdl,
az eredmény mégis bizonytalan a kiindulasi aktivacio kulonb6z6 nagysaga
miatt. Ennek megfeleléen lehetséges, hogy a MARK1-3 kinazokon kivll a
BRSK1 is foszforilalja a TRESK szerin klasztert, azonban ezen kivil biztosan
kifejt masféle hatast is, amellyel gatolja a csatorna aktivaciojat. A BRSK1 kinaz
altal kifejtett, TRESK csatorna kalcium-fuggé aktivaciot gatlé hatas
mechanizmusat nem vizsgaltuk tovabb [7].

Osszefoglalva tehat, az S264 szabalyoz6é aminosavat a PKA, a szerin
klaszter régiot pedig a MARK1-3 kinazok foszforilaljak a TRESK csatornaban
kisérletes korulmények kozott. A MARK kinazok erételjes TRESK csatorna
gatld hatast fejtenek ki és a PKA is valdszinlleg gatolja a csatornat a 14-3-3
kotéhely foszforilaciojan keresztil. Masok RNS szekvenalas eredményei
szerint, a PKA és MARK1-3 kifejez6dik Xenopus petesejtben és hatsoé gyoki,

illetve trigeminalis ganglion szenzoros neuronokban mRNS szinten, ezért a
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MARK és PKA kinazok in vivo is hozzajarulhatnak a TRESK csatorna

szabalyozasahoz.

5.13 A PKC a szerin klaszter defoszforilaciéjan keresztiil hat

Rahm A.K. és mtsai. leirtak, hogy a protein kinaz C (PKC) aktivator PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate, 100 nM) a human TRESK csatorna 3.1 £ 0.2-
szeres (n=7) aktivaciojat hozza létre 30 perc alatt Xenopus petesejtekben [302].
A konvencionalis PKC izoformakra specifikus aktivator thymeleatoxin (TMX,
100 nM, 30 min) viszont egyaltalan nem befolyasolta a K* aramot. A PMA altal
kivaltott TRESK aktivacio nem a Kkalcineurinon keresztul jon létre, mert a
foszfatazt gatldé ciklosporin A (1 pM) nem csodkkenti a PMA hatast. A human
TRESK csatornaban talalhaté nyolc PKC foszforilacids konszenzus szekvencia
mutacioi nem valtoztattdak meg a PMA hatasara létrejové TRESK aktivaciot.
Ezért Rahm A.K. és mtsai. arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PKC egy
olyan uj ismeretlen mechanizmussal aktivalja a csatornat, amely fluggetlen a
TRESK kdzvetlen PKC altali foszforilacidjatol [302].

Felkeltette az érdeklbdésemet, hogy hogyan mikodhet ez a
kalcineurintol fuggetlen TRESK aktivacios mechanizmus, ezért megkezdtik a
TRESK és PKC interakciéjanak tanulmanyozasat farmakolégiai és molekularis
biolégiai mddszerekkel. A PMA hatasa a TRESK aramra reprodukalhaté volt a
mi meérési korulményeink kozott is. A PMA egyértelmien novelte a human
TRESK K* aramot, de a relativ aktivacio mértéke petesejt preparatumokként
eltérébnek adddott, mintegy kétszeres, illetve tdbb mint hatszoros kozott
valtozott. Emiatt a kisérlettervezés soran kilonds gondot forditottunk arra, hogy
lehetéség szerint egy preparatumbol szarmazd petesejt csoportok eredményeit
hasonlitsuk 6ssze. Az egér TRESK-re a PMA joval kevésbé hatott, mint a
human csatornara (az adatokat nem mutatom) [303].

A PMA Aaltal kivaltott és a kalcium-fuggd aktivacios mechanizmusok
viszonyanak tisztazasara, elsé6 tajékozodasként megvizsgaltuk, hogy a PMA-val
létrehozott TRESK csatorna aktivaciét kdvetéen, az ionomycin mekkora tovabbi
K* aram novekedést tud létrehozni (57. abra) [303]. Ha a két mechanizmus

teljesen fuggetlen lenne, akkor el6fordulhatna, hogy a PMA utan az ionomycin
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sokkal nagyobb veégsé aktivaciot hoz létre, mint csak 6nmagaban. Ellenkezdbleg,

ha a PMA utan ugyanakkora aktivacio jon Iétre ionomycin hatasara, mint PMA

nélkual, akkor az inkabb a két szabalyozasi mechanizmus 0Osszefuggését

valdszinUsiti.
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57. abra: A TRESK aram
ionomycin hatasara létrejovo
”végs6” relativ aktivaciojanak
mértéke megegyezik PMA és
4a-PDD elb6kezelés utan

A. TRESK aramokat meértink
PMA (100 nM, 44-48 min)
kezelés elbtt (bal oldali gérbe) és
utan (jobb oldali gérbe). A PMA
utdni mérés végén ionomycint
adtunk (0.5 yM, 160 s, piros). A
bazalis TRESK aramot (l4), a
PMA utani aramot (l;) és az
ionomycin utani (végs6) aramot
(Is) fiiggbleges nyilak jeldlik. A

gorbék  reprezentativ.  mérési
eredményt mutatnak, human
TRESK csatornat kifejez6

petesejtbél. B. A fenti kisérletet
PMA helyett az inaktiv analog 4a-
PDD (100 nM) adasaval végeztuk
el egy masik petesejten. C. A
PMA (lila) és 4a-PDD (sziirke)
altal kivaltott TRESK aktivacio
normalizalt értékét kiszamitottuk
(I2/11) az A és B panelen illusztralt
kisérletekbdl (bal oszloppar). Az
ionomycin hatads megitélésére az
ionofér adasa el6tti és  utani
aramokat hasonlitottuk  dssze
(Isll, kbzépsé oszloppar). A
"végsd” aktivaciot az ionomycin
utani és a kiindulasi aramok
hanyadosaként szamitottuk (Is/l4,
Jjobb oszloppar). A TRESK aram
ugyanazt (a kb. 7-szeres) végso
aktivacios szintet érte el PMA és
40-PDD el6kezelés utan. (A
szamitasoknal a 2 mM [K*]-ban
mért kis nemspecifikus (leak)
aramokat levontuk az |4, Iz és I3

értékekbdl. ***p<0.0005, Mann-
Whitney U test, Bonferroni
korrekcid  nélkdil; ns: nem

szignifikans.) Moddositva a [303]
k6zleménybél.
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A PMA hatasara létrejovd, tobb mint 30 percig tartd, lassu K* aram
ndovekedés folyamatos mérése két-elektrodos feszlltségzarral nyilvanvaléan
korlatozta volna a rendszerunk atbocsato képességét, ezért mas kisérleti
megkozelitést alkalmaztunk. Minden petesejt K* aramait kétszer mértuk,
egyszer a PMA kezelés el6tt, illetve még egyszer PMA utan. A két mérés kozott
a sejtet eltavolitottuk a mérékamrabdl és inkubaltuk forbol-észterben (100 nM,
44-48 min). Egy ilyen mérés regisztratumai lathatok human TRESK csatornat
expresszald petesejtbél az 57. abra A panelen. A TRESK aram nagysagat
mértik PMA el6tt (/1) és utan (/2), -100 mV-on, extracellularis oldatcsere (2 vs.
80 mM [K*]) segitségével, illetve a masodik mérés végén ionomycinnel
kivaltottuk a csatorna kalcium-fuggé aktivaciojat és meghataroztuk a "végsé” K*
aram nagysagat (/3). Bal oldalon a bazalis TRESK aram lathato, mellette jobb
oldalon a PMA kezelés utan mért aram és annak aktivacidja ionomycin
hatasara (57.A abra). A kontroll csoportban 4a-forbol-12,13-didekanoattal (4a-
PDD, 100 nM) kezeltlk a sejteket az ionomycin adasa el6tt, olyan forbol-észter
szarmazeékkal, amely nem hat a PKC-re (57.B abra) [303].

A PMA mintegy négyszeresére novelte a TRESK aramot, az inaktiv
analog 4a-PDD viszont egyaltalan nem hatott (57.C abra, elsé oszloppar). A
PMA kezelés utan az ionomycin még korulbelil masfélszeres K* aram
novekedeést tudott létrehozni (57.C abra, harmadik oszlop), ezaltal 6.6 + 0.5-
szOros "veégs6” aktivacio alakult ki a bazalis aramhoz képest (n=11, 57.C abra,
6toédik oszlop). A kontroll sejtekben, a 4a-PDD altal nem valtoztatott bazalis
hattér K* aramot az ionomycin aranyaban sokkal kifejezettebben ndvelte, mint a
mar részlegesen aktivalt aramot a PMA-val kezelt sejtekben (57.C abra,
kbzépsé oszloppar). A kontroll csoportban ezaltal 8.0 + 1.1-szeres "végsd”
aktivacio jott l1étre (n=12, 57.C abra, hatodik oszlop). A PMA-val és 4a-PDD-vel
kezelt csoportokban az ionomycin adas utani “végs6” aktivaciok nem
klldnbdztek szignifikansan (57.C abra, jobb oszloppar). Az ionomycin tehat a
PMA utan sem hozott Iétre magasabb szintli TRESK csatorna aktivaciot, mint
onmagaban (vagyis az inaktiv 4a0-PDD utan alkalmazva). Ez felveti a
lehetbségét, hogy a kalcium-fuiggé és a PMA Aaltal kivaltott szabalyozasi

mechanizmusok nem fuggetlenek egymastél [303].
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A PMA altali és kalcineurin-flggé TRESK aktivaciés mechanizmusok
Osszefuggésének tovabbi tanulmanyozasara olyan mutans csatornakon
vizsgaltuk a PMA hatasat, amelyek kalcineurin-fugg6 aktivacioja eltér6 okokbal
volt deficiens. Egyrészt megmértik, hogyan reagal a TRESK-PQAAAS-AQAP
konstrukcié arama a PMA-ra. Ebben a human TRESK csatorna valtozatban a
PQIIS és LQLP kalcineurin-kd6t§  motivumokat alanin  cserékkel
mukodésképtelenné tettlk, ezért ez a mutans egyaltalan nem mutat kalcium-
fugg6 aktivacioét (Id. az 5.9 fejezetben, 35. abra). A teljesen hianyzé kalcineurin-
fugg6 aktivacio ellenére, a TRESK-PQAAAS-AQAP konstrukcid hasonléan
aktivalodott PMA hatasara, mint a vad tipusu csatorna (58. abra, A panel, bal

oldali két oszlop) [303].
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58. abra: PMA hatasara az PQAAAS-AQAP és S252A konstrukciok aktivaléodnak,
de az S264A és S264E mutansok nem

A. Human vad tipusu (wf), PQAAAS-AQAP mutans vagy S264A mutans TRESK
csatornat kifejezd petesejtekben megmértik a hattér K* aram PMA-val kivaltott
aktivaciojat. Az 57. abran ismertetett dupla méréses protokollt hasznaltuk, de nem
végeztlink ionomycinnel ingerlést. A két mérés kdzott 42-46 percig inkubaltuk a
sejteket PMA (100 nM) jelenlétében. A relativ aktivaciot az 57.C panel bal oszlopanal
bemutatott modon, mint Io/I1 szamitottuk. B. Egy masik petesejt preparatumban mértuk
a vad tipusu (wtf), S264E, illetve S252A mutans csatornak aramanak PMA hatasara
létrejovd valtozasat. (Ebben a sejtpreparatumban a vad tipusu TRESK kevésbé
aktivalodott PMA hatasara, mint az A panelen bemutatott kisérletben.) Az
elemszamokat az oszlopokban tiintettik fel. *p<0.01, ***p<0.0005, Welch ANOVA majd
Games-Howell teszt, ns: nem szignifikans. Médositva a [303] kézleménybdl.
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Ha a PQAAAS és AQAP mutaciokkal megakadalyoztuk a kalcineurin
kapcsoldédasat a csatornahoz, a PMA akkor is valtozatlan mértékben létrehozta
az aktivalo hatasat. Ez megerdsiti azt a kovetkeztetést, hogy a PKC nem a
kalcineurinon keresztll aktivalja a TRESK csatornat. Ugyanezt a megallapitast
még egy harmadik modon is alatamasztottuk. Ha a 22. abran bemutatott médon
EGTA kalcium kelatort mikroinjektaltunk a petesejtekbe, a PMA akkor is
ugyanugy aktivalta a human TRESK csatornat, mint EGTA nélkul (az adatokat
nem mutatom). A PMA altali TRESK aktivaciohoz tehat sem a citoplazma [Ca?*]
ndvekedés, sem a kalcineurin aktivalédasa nem szikséges [303].

Merbben eltéer6 eredmény adodott azonban, ha a PMA hatasat olyan
mutans TRESK csatornan vizsgaltuk, amelyben a kalcineurin f6 célpontjat a
"szerin klaszter” teruletén, az S264 aminosavat alaninra cseréltik. (A human
csatornaban az S264 megfelel az egér csatorna S276 aminosavanak a szerin
klaszterben.) Az S264A mutans csatorna konstitutivan aktiv, mivel utanozza a
defoszforilalt allapotot a szabalyozasi szempontbdl elsédlegesen meghatarozo
régioban. A szerin klaszter foszforilaciéjanak hianyaban, az S264A mutans
bazalis aktivitdasa magas és kalcineurinon Kkeresztul gyakorlatilag nem
aktivalhaté tovabb. A TRESK S264A mutans K* arama egyaltalan nem
novekedett PMA hatasara, az aram 0.82 + 0.07-szeresére valtozott (n=5, a
csOkkenés nem szignifikans egymintas t teszttel, 58.A abra, harmadik oszlop).
A vad tipusu TRESK csatorna tobbszoros K* aram novekedése és az S264A
mutans PMA-ra adott valaszanak teljes hidanya kozott a kalonbség egyértelm
(p<0.0005, 58.A abra, 1. vs. 3. oszlop) [303].

Megvizsgaltuk azt is, hogyan hat a PMA arra a mutans TRESK
csatornara, amelyben a 264-es szerint nem alaninnal, hanem az aminosav
foszforilalt allapotat utanzo, negativ toltési glutamattal helyettesitettik. A PMA
egyaltalan nem aktivalta az S264E mutans TRESK csatornat sem (0.94 + 0.08-
szoros aram valtozds, n=5, az dram 4&llandé maradt, 58.B abra, masodik
oszlop). A kulénbség szignifikansnak bizonyult a vad tipusu csatornaval
O0sszehasonlitva (2.9 + 0.5-sz6rds aktivacié, n=12, p<0.01, 58.B abra). Tehat
mindegy, hogy az S264-et alaninnal vagy glutamattal helyettesitjuk,
amennyiben az S264-es pozicioban mutaciéval megakadalyozzuk a csatorna
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foszforilacio-fuggd szabalyozasat, akkor ez kivédi a PKC altali TRESK
aktivaciot [303].

Szemben a szerin klaszter mutaciojaval, az S252 szabalyoz6 szerin
alaninra cserélése nem befolyasolta a PMA hatasat (3.2 + 0.5-sz6r0s aktivacio,
n=5, 58.B abra, 1. vs. 3. oszlop). (A human TRESK-ben az S252 megfelel az
egér csatorna S264 aminosavanak, amely a csatorna 14-3-3-kotéséért is
felel6s). A mutacié hatastalansaga valdszinUsiti, hogy az S252 aminosav nem
vesz részt a PKC-fuggd TRESK aktivacio kialakitasaban [303].

Mivel az S264 mutaciok kivédték a PMA dltali TRESK aktivaciot,
felmerilt a lehetésége, hogy a PKC is a szerin klaszter foszforilaciés
allapotanak valtoztatasan keresztul szabalyozza a csatornat. Ha ez igy van és a
PKC kozvetett modon szerin klaszter defoszforilaciét idéz el6, akkor ezt
ellensulyozni lehet egy olyan kinaz koexpresszidjaval, amely a szerin klasztert
kozvetlenul foszforilalja. Az 5.12 fejezetben ismertetett eredmények szerint erre
alkalmas a MARK2 kinaz. Ennek a hipotézisnek megfelel6éen, meglepé mddon
tehat az varhat6, hogy az egyik kinaz (PKC) csatornara kifejtett hatasat egy
masik kinaz koexpresszidjaval (MARK2) tudjuk megakadalyozni [303].

Eltavolitottuk a MARK2 C-terminalis szabalyozé régiojat, elballitottuk a
MARK2A konstrukciét, amely csonkolt a 361-es aminosavnal és nem gatlédik
az U tipusu (novel-type) PKC enzimek hatasara [304]. Ha a MARK2A
konstrukciot koexpresszaltuk a TRESK csatornaval, akkor a PMA nem hozott
|étre csatorna aktivaciot (59. abra).

Ebben a kisérletben az 57.A abran bemutatott mdédszert alkalmaztuk.
El6sz6r a TRESK nyugalmi aramat mértuk, majd PMA (100 nM) jelenlétében
inkubaltuk a sejteket és ezt kovetben ujra megmértik a TRESK aram
nagysagat, végul ionomycinnel kivaltottuk a "végs6” maximalis aktivaciot. A
MARK2A koexpresszidja a TRESK csatornaval teljesen kivédte a PMA hattér K*
aram novel6 hatasat (59.B abra, lila oszlopok). A MARK2A-t kifejezé csoportban
az aram elhanyagolhaté mértékben, csak 1.2 + 0.2-szeresére ndvekedett PMA
hatasara (TRESK(2x)+MARK24, n=11, 59.B abra, jobb lila oszlop). A csak
csatornat kifejez6 kontroll csoportban a PMA 3.4 + 0.5-sz0rds aktivaciot okozott
(TRESK, n=9, 59.B abra, bal lila oszlop). A masik kontroll csoportban,
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amelyben a csatorna kifejez6dését feleannyi TRESK cRNS injektalasaval
hoztuk létre, a K* aram 3.3 £ 0.4-szeresére noOvekedett PMA hatasara
(TRESK 0.5x, n=11), ami j6l mutatja, hogy a csatorna kifejez6désének mértéke
nem befolyasolta a relativ aktivacio nagysagat. A PMA altali TRESK aktivacio a
MARK2A-t is kifejez6 sejtekben, mindkét kontroll csoporthoz viszonyitva,
szignifikans kisebb volt (p<0.001, 59.B abra, lila oszlopok) [303].
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59. abra: A MARK2A koexpresszidja a human TRESK csatornaval kivédi a PMA
aktivalé hatasat

A. Az atlagos bazalis TRESK aramot (vilagoskék), a PMA kezelés utani aramot (lila) és
az ionomycin adast kovet6 "végs6” K* aramot abrazoltuk, amelyek megfelelnek az I, |2
és |3 aramoknak az 57.A abran bemutatott mérési protokoll szerint. Egy preparatumbol
szarmazo petesejtek harom csoportjat vizsgaltuk. Az els6é csoportban kifejeztik a
human TRESK csatornat (TRESK), a masodikban kisebb TRESK expressziét hoztunk
létre feleannyi cRNS injektalasaval (TRESK 0.5x), a harmadikban pedig kétszeres
TRESK cRNS mennyiséggel egyutt adtuk a MARK2A cRNS-t (TRESK(2x)+MARK24),
ahogy azt az oszlopharmasok alatt jeldltik. B. Az A panelen bemutatott adatokbol
kiszamitottuk a TRESK aram relativ aktivaciojat PMA hatasara (lila, l./l1 az 57.C
szerint) és az ionomycin utani "végsé” aktivacié mértékét (sarga, 1s/l1 a 57.C szerint). A
MARK2A jelenlétében a PMA altali TRESK aktivacié nem jott Iétre (lila oszlopok),
azonban az ionomycin hatasat nem befolydsolta a kindz koexpresszidja (sarga
oszlopok). ***p<0.001, MANOVA, majd Tukey HSD teszt; ns: nem szignifikans.
Modositva a [303] kdzleménybdl.
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A MARK2A koexpresszidja teljesen kivédte a PMA hatasat, azonban
nem befolyasolta a "végsd” aktivacio mértékét az ionomycin adasat kovetéen, a
kisérlet végén. A TRESK csatorna a MARK2A kinaz jelenlétében 6.6 + 1.4-
szeresre aktivalddott (TRESK(2x)+MARK2A4), 59.B abra, jobb sarga oszlop),
ugyanolyan meértékben, mint a csak csatornat expresszalé kontroll
csoportokban (6.0 + 0.8-szoros aktivaci6 a TRESK és 7.0+ 0.8-szoros a
TRESK (0.5x) csoportokban, 59.B abra, bal és kézéps6 sarga oszlopok). A
MARK2A koexpresszidja a TRESK csatornaval fenntartotta a szerin klaszter
foszforilaciojat és ezzel ellensulyozta a PMA altal I|étrehozott gyenge
defoszforilaciét, azonban nem tudta megakadalyozni csatornahoz kozvetlenul
kotédd kalcineurin fékezhetetlen foszfataz hatasat [303].

(Egy masik hasonlé kisérletben, a MARK2A cRNS-sel egyutt ugyanannyi
TRESK cRNS-t injektaltunk, mint a csak csatornat kifejezd kontroll csoportban.
A MARK2A koexpresszidja ebben a kisérletben is teljesen kivédte a PMA
hatasat, azonban a bazalis aram a MARK2A-t is kifejez6 csoportban kisebb volt,
mint a kontrollban (az adatokat nem mutatom).)

A TRESK aram visszatérése a kiindulasi allapotba a kalcium-figgé
aktivaciét kovetéen a szerin klasztert (S262-267) foszforilalé kinaz(ok)
mikodésének kovetkezménye. A PMA hatasat ezekre a kinazokra ugy
vizsgaltuk, hogy az ionomycinnel kivaltott TRESK aktivaciot kovetdé K* aram
visszaallasi kinetikat meghataroztuk. A TRESK csatornat expresszalo
petesejteket csak ionomycinnel (0.5 uM), vagy ionomycinnel és PMA-val (100
nM) egyutt ingereltUk (piros vastag vonal), majd a két csoportban
O0sszehasonlitottuk a TRESK aram visszatérését a nyugalmi (gatolt) allapotba
(60. abra, lila és narancssarga gorbék) [303].

A kalcium-fuggé aktivacié végén mért aram maximumok megegyeztek az
ionomycinnel (12.5 + 1.1 pA, n=5) és az ionomycin+PMA kombinacidval ingerelt
csoportban (11.5+0.8 pA, n=5). A csak ionomycinnel kezelt sejtekben a
TRESK aram elkezdett visszatérni a kiindulasi érték felé, 6.5+0.6 pA
nagysagura csokkent a mérés végén (60. abra, lila gérbe). Az ionomycin+PMA
csoportban viszont egyaltalan nem csokkent a K* aram, 13.8+1.4 pA

nagysagu maradt a mérés végén (60. abra, narancssarga gérbe, p<0.002,
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Student t-teszt). Az ionomycin+PMA csoportban tapasztalt visszaallasi
sebesség csOkkenés alatamasztja azt a kovetkeztetést, hogy a TRESK

csatornat foszforilalo kinaz gatlédik a PMA hatasara.
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60. abra: Az ionomycinnel és PMA-val végzett kombinalt ingerlést kovetéen a
TRESK aram visszatérése a nyugalmi allapotba elmarad

Human TRESK csatornat expresszald petesejteket ionomycinnel (0.5 uM, lila),
ionomycin+PMA (100 nM) kombinacidjaval (narancssarga), vagy csak PMA-val
(vilagoskék) ingereltink, a vastag piros vonallal jelzett idétartamban (n=5 mindharom
csoportban, a szérast (S.E.) sziirkével jeloltik). Az aramokat a 20. abran bemutatott
modszerrel mértiik. Ha az ionomycin mellett PMA-t is adtunk a révid ingerlés soran,
akkor a TRESK aram visszatérése a nyugalmi allapot irdnyaba elmaradt (narancssarga
gorbe). (A csak PMA-val kezelt sejtek lassu aram ndvekedését csak tajékoztatasul
abrazoltuk, ezzel statisztikai kiértékelést nem végeztink.) Moddositva a [303]
kdzleménybdl.

Megklénoztuk az Uj (novel) tipusu PKC3, PKCeg, PKCn és PKCO
izoformakat egér agybodl és koexpresszaltuk ezeket a TRESK csatornaval. A
PKCO nem, a PKCd pedig kis mértékben valtoztatta a TRESK aram
szabalyozast (az adatokat nem mutatom), ezért a tovabbiakban a PKCn és
PKCe izoformakkal foglalkoztunk, amelyek erésen hatottak a TRESK aramra.

A TRESK csatornat és PKCn-t koexpresszalo sejtekben 3.0 + 1.0 yA volt

a bazalis aram atlagos nagysaga (n=5), amig a TRESK csatorna expresszioja

onmagaban 1.4+0.4 pA alaparamot hozott Iétre ugyanabban a
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sejtpreparatumban (n=7). A bazalis aramok atlagaban mutatkozé6 mintegy
kétszeres kulonbség ellenére, a TRESK expresszids szintjének nagy szoérasa
miatt a két csoport adatainak eltérése nem volt szignifikans (61. abra, A panel,

vilagoskék és narancssarga gérbék, Id. az aramokat az ionomycin adasa elétt).
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61. abra: A PKCn koexpresszidja lassitja a TRESK aram visszaallasat a kiindulasi
allapotba a kalcium-fiiggd aktivaciét kévetéen.

A. A human TRESK csatornat kifejez6 (TRESK, vildgoskék, n=7), vagy TRESK
csatornat és PKCn kinazt koexpresszalé (PKCn, narancssarga, n=5) sejtekben mért K*
aramok atlagat abrazoltuk. A petesejteket ionomycinnel (0.5 uM) ingereltik (piros
vonal). Csak pozitiv vagy negativ iranyban jeldltik a szérasokat (sziirke, S.E.). B. Az
aktivacié mértékét szazalékban fejeztilk ki az A panelen bemutatott adatokbdl ugy,
hogy a bazalis K* aramot 0 % aktivacionak tekintettik, az ionomycin utan mért
legnagyobb aramot pedig 100 %-nak. A normalizalas jelentésen csdkkentette a szorast
az A panel aram adataihoz képest, amelyeknél a petesejtenkénti variabilitast
els6sorban a kilonb6zé TRESK expresszids szint okozta. A PKCn koexpresszio
kifejezetten lassitotta a TRESK aram visszatérését a nyugalmi allapotba. Mddositva a
[303] k6zleménybdl.
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Habar a bazalis aramok kilénbsége nem volt szignifikans, az aram
ionomycin hatasara kialakulé névekedése joval kisebb volt a PKCn-t és TRESK
csatornat koexpresszalo sejtekben (4.2 + 0.6-szoros relativ aktivacié, n=5), mint
azokban, amelyek csak a csatornat expresszaltak (7.3 + 0.3-szoros valtozas,
n=7, p<0.001, Student t-teszt). Ez a PKCn hatasara csokkent relativ aktivacio,
egyutt a kozelitéleg megegyez6 maximalis aram amplitudokkal (61.A abra) azt
sugallia, hogy az ionomycin adasa el6tt mért "nyugalmi” TRESK aram
mégiscsak aktivalédott a PKCn koexpresszié miatt [303].

A TRESK aram visszatérése a kiindulasi allapotba jelentésen lelassult a
PKCn-t koexpresszald sejtekben. A kontroll, TRESK csatornat kifejez6
csoportban a visszaallas kifejezett volt, a mérés végén a maximalis aktivacios
értéknek csak 30 = 5 %-a maradt fenn (61.B abra, TRESK, vilagoskék gorbe). A
TRESK-et PKCn-val koexpresszal6 sejtekben viszont az aram még 73 + 8 %-
ban aktivalt maradt a mérés végén (+PKCr, narancssarga gorbe, p<0.001,
Student t-teszt). Ez azt mutatja, hogy a PKCn erételjesen csokkentette a
TRESK Kkalcineurin-fliggé aktivacié utani gatld foszforilaciojat. A PKCn
koexpresszid folytdn megndvekvd "nyugalmi” TRESK aktivitas, illetve az aram
visszaallas lassulasa a kalcium-figgé aktivacié utan egybehangzé a PMA
kezeléssel kapott eredményekkel (60. abra). Az uj (novel) tipusu PKC a TRESK
csatornat foszforilal6 kinaz gatlasaval vesz részt a szabalyozasaban.

A fenti kovetkeztetéseket tobb fliggetlen kisérlettel megerdsitettik, illetve
kiegészitettik. Szintén szignifikdnsan csdkkentette a visszaallasi sebességet a
PKCe koexpresszioja a human TRESK csatornaval. Ugyanezt a hatast viszont
nem fejtette ki azonos kérilmények kozott a PKCe K437R mutans valtozata,
amelyben a kinaz domént inaktivaltuk az irodalmi adatoknak megfeleléen [305].
igy tehat a PKCn-n kiviil a PKCe is szabalyozza a TRESK aramot és a kinaz
aktivitds a hatashoz elengedhetetlen. A PKCe lassitotta az S252A mutans
human TRESK csatorna kalcium-figgé aktivaciéo utani aram visszaallasat is.
Vagyis, csakugy mint azt a PMA-val végzett kisérletben tapasztaltuk (58.B abra,
jobb oldali oszlop), az RSNSCP szabalyozé (14-3-3-kot6) régidé nem szikséges

a PKC koexpresszié hatasahoz sem (az adatokat nem mutatom) [303].
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Kivancsiak voltunk, hogy a PMA-éhoz hasonléan (59. abra), a PKC
koexpresszié hatasat is visszajara forditja-e a MARK2A koexpresszio. Hogy a
kisérletben minél kifejezettebb PKC hatast érjunk el, a PKCe A159E mutans
konstitutivan aktiv valtozatat (PKCsCA) hasznaltuk, amelyben negativ
glutamatra cseréltik a pszeudoszubsztrat motivumban talalhaté alanint [305].
Azt vizsgaltuk, hogy a MARK2A konstrukcioval stabilizalt szerin klaszter
foszforilacio képes-e kivédeni a konstitutivan aktiv PKCe A159E mutans TRESK
aktivalo hatasat (62. abra) [303].

80
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62. abra: A MARK2A ellensulyozza a konstitutivan aktiv PKCe hatasat, csokkenti
a nyugalmi TRESK aktivitast és felgyorsitja a K* aram visszaallast a kalcium-
fiigg6 aktivacié utan

A Xenopus petesejtek egyik csoportja a human TRESK csatornaval koexpresszalta a
konstitutivan aktiv PKCe A159E mutanst (PKCeg-CA, narancssarga, n=10). A masik
csoportban a sejtek a TRESK és PKCe-CA mellett koexpresszaltak a MARK2A-t is
(haromszoros koexpresszio, PKCe-CA+MARK2A4, kék, n=9). Az ionomycinnel (0.5 pM,
piros vonal) végzett ingerlés kozben és utan mért K* aramok atlagat abrazoltuk oly
modon, mint a 61.A abran. A MARK2A csdkkentette az ionomycin adasa el6tt mért
bazalis aramot, de az ionomycin hatasara aktivalodé aramok maximuma megegyezett
a két csoportban. A MARK2A hatasara dramaian felgyorsult a TRESK aram
visszatérése a kiindulasi allapotba az ionomycin elvonasa utan. Modositva a [303]
kdzleménybdl.

A bazalis K* aram atlaga 6.5+ 1.2 pA volt a TRESK csatornat és
konstitutivan aktiv PKCe-t koexpresszalé sejtekben (n=10, 62. abra, PKCe&-CA,
narancssarga goérbe). Err6l a magas bazalis értékr6l az ionomycin csak

egészen kis mértékben novelte tovabb a K" aramot. Ha viszont a sejtek a
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MARK2A kinazt is koexpresszaltak a TRESK és konstitutivan aktiv PKCg
mellett, akkor a bazalis aram minddssze 2.6 + 0.6 pA nagysagunak adodott
(n=9, p<0.01, heteroszkedasztikus t-teszt, 62. abra, kék PKCe-CA+MARK2A
gorbe, ionomycin adasa el6tt). A szignifikdnsan kisebb bazalis arammal
0sszhangban, az ionomycinnel kivaltott aktivacio a MARK2A-t is kifejez6
sejtekben (3.2 + 0.3-szoros aram novekedés) joval meghaladta a csak TRESK-
et és PKCe-t koexpresszalo sejtekbél meghatarozott értéeket (1.5 + 0.1-szeres
relativ aktivacid, 62. d&bra, p<0.002, heteroszkedasztikus t-teszt). Igy
végeredményben kb. ugyanakkora maximalis aramok alakultak ki a két
csoportban [303].

A MARK2A koexpresszid ezenfellil teljesen nyilvanvaldé maddon
felgyorsitotta a TRESK aram visszatérését a nyugalmi allapotba az ionomycin
elvonasa utan. A csak TRESK-et és konstitutivan aktiv PKCe-t koexpresszalo
csoportban az aram egyaltalan nem kozelitett a kiindulasi allapot iranyaba a
méreés id6tartamaban. Ha az ionomycin adas végén meghatarozott aktivaltsagi
szintet vesszuk 100%-nak, akkor a mérés végéen az aktivitas 154 + 25 %-os
atlagot ért el. Ezzel éles ellentétben, a MARK2A az aram teljes visszaallasat
hozta Iétre hozzavetOlegesen 5 percen belll, az aktivacié 9 +5 %-a maradt
fenn a mérés végén (p<0.0005, Mann-Whitney U teszt, 62. abra, kék gorbe).

Osszefoglalva tehat, a konstitutivan aktiv PKCe koexpresszioja
erbteljesen novelte a TRESK csatornak aramat nyugalmi koralmények kozott. A
csatornak jelentds hanyada a kiindulasi helyzetben defoszforilalt allapotban
lehetett, ezért az ionomycinnel Kkivaltott kalcineurin aktivacid is csak
masfélszeresére tudta tovabb novelni az aramot. Az ionomycin elvonasat
kovetd aram visszaallas rendkivulien lelassult, mert a PKCe er6sen gatolta a
szerin klasztert foszforilalo endogén kinazt [303].

A MARK2A hatasara szignifikansan csoOkkent a bazalis aram és az
ionomycinnel kivaltott relativ aktivacio fokozodott, mely eredmények egymast
erdsitve igazoljak, hogy a MARK2A ellensulyozta a PKCe csatornaaktivald
hatasat nyugalmi koralmények kozott. A PKCe hatasa irant érzéketlenné tett

MARK2A helyredllitotta a szerin klaszter bazalis foszforilacidjat és a TRESK
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nyugalmi gatolt allapotat, illetve nagyobb ionomycin altali aktivaciot tett
lehetévé. Mindemellett a MARK2A felgyorsitotta az aram visszaallasat a
kalcium-fliggé aktivacié utan, mivel a PKCe altal gatolt endogén kinazt
helyettesitette és elésegitette a TRESK visszafoszforilalodasat az ionomycin
hatasara Iétrejov6 defoszforilaciot kovetben [303].

Funkcionalis eredményeink biokémiai meger6sitéséere célul tiztuk ki a
telies csatornafehérje kalcium-fuiggé és PMA altal kivaltott in vivo
defoszforilacidjanak  kimutatasat  Xenopus  petesejt  plazmamembran
preparatumbél. Ehhez a Phos-tag™ SDS-PAGE mddszert hasznaltuk (Wako
Pure Chemical Industries, Osaka). Az SDS-PAGE gél matrixba kovalensen
kotott Phos-tag™ reagens Zn?* komplexe reverzibilisen koti a foszfoproteinek
foszfat csoportjat, ezaltal csdkkenti azok mobilitasat az elektroforézis folyaman
a defoszforilalt fehérjéhez képest. A Phos-tag gélen szétvalasztott fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk és a HA2-N70Q-hTRESK eltér6en foszforilalt
formait anti-HA immunoblot médszerrel jelenitettik meg. (Az N70Q mutaciéval
kivédtik az N-glikozilaciobdél adodé TRESK molekulasuly heterogenitast, a
dupla influenza hemagglutinin epitép cimke pedig megfelel§ intenzitasu jelet
biztositott az immunoblot soran.) Valoszinlleg az els6k kozott vallalkoztunk
csatornafehérje foszforilacio kimutatasara Phos-tag SDS-PAGE modszerrel. A
Phos-tag mddszer alkalmasnak bizonyult a TRESK in vivo defoszforilaciojanak
vizsgalatara (63. abra), azonban az eljarassal kapcsolatban nem vart
anomaliakra is fény derdilt.

A TRESK bazélis foszforilaciojanak megfeleld negativ kontroll
csoportban, a HA2-N70Q-hTRESK konstrukciét kifejez6 petesejteket 45 percig
inkubaltuk ciklosporin A (CsA, 1 uM) és FK506 (1 uM) kalcineurin gatlészerek
jelenlétében. Az ezekbdl szarmazoé a (nagyobbrészt) foszforilalt TRESK fehérje
két halvany csik formajaban jelent meg a Phos-tag gél elektroforézis utani
Western blot képeken (CsA+FK506, 2. sav az A1-3 képeken, 63. abra). Az als6
csik (*) a preparatumban talalhaté kis mennyiségl defoszforilalt TRESK-nek
felel meg, a fels6é csik (**) pedig a foszforilalt formanak. Ha ugyanilyen

petesejtekbél  ugyanekkora mennyiségli TRESK fehérjét in  vitro
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63. abra: A human TRESK fehérje kalcium-fliiggé és PMA hatasara létrejovo
defoszforilaciéjanak kimutatasa Phos-tag SDS-PAGE moddszerrel és anti-HA
immunoblottal

A1-A3. Az N70Q mutans, dupla HA-cimkével jelélt human TRESK csatornat kifejez6
petesejteket ciklosporin A (CsA, 1 uM) és FK506 (1 pM) jelenlétében inkubaltuk 45
percig (2-es jeli savok), vagy ionomycinnel (1 uM) harom percig (3-as savok), vagy
PMA-val (100 nM) 45 percig CsA és FK506 jelenlétében (4-es savok). Az oocytak egy
masik CsA+FK506-tal kezelt csoportjabdl (Ugy kezelve, mint a 2-es savban) szarmazo
plazmamembran fehérjéket in vitro defoszforilaltuk A foszfatazzal (5-6s savok).
Abszolut negativ kontrollként, az anti-HA Western blot specificitasanak ellenérzésére,
CsA+FK506-tal kezelt nem-injektalt petesejteket hasznaltunk (7-es savok). A petesejt
csoportokbol plazmamembran frakciot izolaltunk és a fehérjéket 15 uM Phos-tag
reagenst és 45 uM Zn?*-et tartalmaz6 8 %-os SDS-PAGE gélen valasztottuk szét. A
gélkészitéshez és elektroforézishez a neutralis Tris-MOPS puffer rendszert hasznaltuk.
A defoszforildlt TRESK proteint csillaggal (*), a foszforilalt TRESK fehérjék teruletét
dupla csillaggal (**), a TRESK dimert pedig kettéskereszttel (#) jeloltik. A TRESK
foszforilacié allapotat harom flggetlen reprezentativ kisérletben mutatjuk és minden
kisérletben 6t egyenlé elemszamu Xenopus oocyta csoportot hasznaltunk (n = 11, 34,
és 26 csoportonként a harom kisérletben, A1-A3, rendre). A 3-as és 4-es mintakat
forditott sorrendben vittik fel a gélre az A1 kisérletben. B1-B3. Ugyanazokat a
mintakat, mint az A1-A3 paneleken, hagyomanyos SDS-PAGE géleken futtattuk, Phos-
tag reagens nélkil, majd anti-HA Western blot segitségével dsszehasonlitottuk a teljes
(foszforilalt+defoszforilalt) TRESK fehérjék mennyiségét a mintakban. A B2a és B2b
paneleken ugyanannak a membrannak a képét mutatjuk hosszabb és rdvidebb
expozicios idével. A B1 és B3 paneleken a Tris-MOPS puffer rendszert hasznaltuk, a
B2 panelen pedig a hagyomanyos Tris-Gly rendszert.
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defoszforilaltunk A foszfatdzzal (defoszforilalt pozitiv kontroll), akkor egy nagyon
intenziv also csikot kaptunk eredményul (4 foszfataz, 5. sav az A1-3 képeken,
63. abra). EbbdIl egyértelmlien kdvetkezik, hogy a foszforilalt TRESK csatornat
a Phos-tag moddszer sokkal alacsonyabb hatasfokkal mutatja ki, mint a
defoszforilalt fehérjét. Emiatt a Phos-tag gélen, az ugyanannyi
(foszforilalt+defoszforilalt) "TRESK 6sszfehérjét” tartalmaz6 egyes savokban, a
csikok Osszegzett intenzitdsa nem allandd, a foszforildltabb mintakban (pl. 2.
sav) kisebb, mint a defoszforilaltban (pl. 5. sav). Raadasul a foszforilalt fehérjék
detektalasi hatasfoka fligghet a foszforilacié mértékétél és poziciojatél. A Phos-
tag eredmények csak ezeknek a kovetkeztetéseknek tudataban értékelhetbk
helyesen [303].

A fenti okok miatt a foszforilalt fehérjék csikjai kvantitativ vizsgalatra csak
igen korlatozottan alkalmasak (pl. esetleg olyan halvanyak lehetnek, hogy nem
is latszanak). Ezért a Phos-tag eredmények kiértekelesénél a defoszforilalt
fehérjének megfelel6 alsé csikbdl indultunk ki, amely jobban értékelhetd. Arra
torekedtink, hogy az egyes savokban ugyanannyi (foszforilalt+defoszforilalt)
"TRESK 6sszfehérje” legyen (a kulonb6zé maédon, rovid ideig kezelt csoportok
egyenlé szamu, ugyanugy expresszald petesejtbdl indultak ki). A Phos-tag
kisérlet soran az als6 csik intenzitasat vizsgaltuk, amelynek csokkenése
foszforilaltabb mintanak, a ndvekedése pedig a defoszforilacionak felelt meg.
Tehat a Phos-tag gélnek Iényegében csak azt a tulajdonsagat hasznaltuk ki,
hogy csOkkenti a foszforilalt TRESK elektroforetikus mobilitasat és ezaltal
’kivonja” a foszforilalt fehérje mennyiséget az alsé csikbol. (Nem torédtlink
viszont azzal, hogy az egyes foszforilalt TRESK valtozatok hogyan terilnek szét
a gélben és mekkora hatasfokkal jelennek meg.) Hagyomanyos SDS-PAGE
futtatast kovet6 Western blot leképezéssel utdlag is ellendriztik, hogy az egyes
(egyenl6 szamu petesejt csoportokbdl szarmazo) mintakban a TRESK
O0sszfehérje mennyiség tényleg megegyezik (63. abra, B1-B3 panelek) [303].

Megvizsgaltuk, hogy a kalcium-fligg6é TRESK szabalyozas hogyan
befolyasolja a csatornafehérje foszforilacios allapotat in  vivo a
plazmamembranban. lonomycinnel (1 pM, 3 min) kezeltink ugyanannyi

petesejtet a kalcineurin inhibitorok nélkll, mint a CsA+FK506 negativ kontroll
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csoportban. Ebben a mintaban egy kifejezett, intenziv alsé csik jelent meg a
Phos-tag kisérletben (mindharom reprezentativ kisérletben egyértelmien,
63. abra A1-A3, ionomycin, 3-as savok). A TRESK fehérje szamottevd része
tehat a defoszforilacionak megfelelé pozicidba vandorolt az in vivo kalcineurin
aktivalas hatasara, ezért az alsdé csik joval intenzivebbé valt, mint a
CsA+FK506 negativ kontroll csoportban (Id. az als6 csikot a 2-es és 3-as
savokban a 63. abra A1-A3 paneleken). Ezzel a kisérlettel el6szor mutattuk ki
kdzvetlen modon, hogy a citoplazma [Ca?'] novekedés hatasara a TRESK
csatornafehérje tényleg defoszforilalddik a plazmamembranban.

A TRESK foszforilaltsagi allapotanak valtozasat PMA hatasara szintén a
fenti alapelveknek megfelel6en vizsgaltuk. PMA-val (100 nM) inkubaltunk, CsA
(1 uM) és FK506 (1 uM) jelenlétében, ugyanannyi petesejtet 45 percig, mint a
CsA+FK506 kontroll csoportban. A PMA nem valtoztatta a TRESK 6sszfehérje
mennyiséget a plazmamembran frakciéban (Id. a 2-es és 4-es savokat a 63.
abra B1-B3 paneleken). A masodik reprezentativ kisérletben rovid expoziciét
kovetben lathatjuk, hogy a TRESK 0Osszfehérje mennyiség pontosan
megegyezik a két mintdban (63.B2b abra, 2-es és 4-es savok). Ha ugyanezeket
a mintakat Phos-tag gélen analizaltuk, akkor az alsé csik minden kisérletben
intenzivebb volt a PMA-val kezelt, mint a kontroll csoportban (Id. a 2-es és 4-es
savokat a 63. abra A1-A3 paneleken). Osszesen 6tszor hajtottuk végre ezt az
O0sszehasonlitast fuggetlen petesejt preparatumok felhasznalasaval és az alsé
csikok intenzitasat denzitometriaval elemeztuk. Az alsé csik normalizalt
denzitas értéke novekedett PMA hatasara mind az 6t fuggetlen kisérletben
(CsA+FK506 vs. CsA+FK506+PMA, az adatokat nem mutatom, p<0.01, Mann-
Whitney U teszt), tehat a TRESK fehérje defoszforilalodott a sejtekben a PMA
kezelés hatasara [303].

A PMA-val kezelt sejtekb6l szarmazé mintakban, a foszforilalt TRESK
tartomanyaban megjelend tobblet csik(ok) a csatorna kodzvetlen, PKC altali
foszforilaciojanak felelhetnek meg (63.A1-A3 panelek, 4-es savok, felsé (**)
csik). A PKC foszforilaciés konszenzus helyek nem esnek egybe a csatorna

szabalyoz6 régioival, ezért ezek foszforilacidja valoszinileg nem befolyasolja
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erdemileg a csatorna aktivitast, illetve az ezt meghatarozé szabalyoz6 szerin
defoszforilaciot [303].

Az eredményeket Osszefoglalva elmondhaté tehat, hogy a human
TRESK csatornat az uj (novel) tipusu PKCn és PKCe izoformak aktivaljak. A
PKC-fuggd aktivacio nem a kalcineurinon keresztul jon létre, hanem a PKC
gatolja a szerin klasztert defoszforilalé kinazt. Ennek a kinaz aktivitasnak a
hianyaban a csatorna lassan felszabadul a gatlas alol, ahogy defoszforilalodik a
kalcineurintol eltérd, kis mértékl, nem-specifikus foszfataz aktivitas hatasra. Az
uj tipusu PKC tehat kozvetett moédon, a TRESK szerin klaszter régidjanak

defoszforilaciojan keresztul fejti ki a hatasat [303].

5.14 A Hg?* gatolja a TRESK csatornat

A laboratériumban fellelheté 240 vegyszer hatasat megvizsgaltam a
TRESK csatornara, abban a reményben, hogy a Kzp csatornak kozott TRESK-
re specifikus gatlészert sikerul azonositani. A vegyszereket 10-es csoportokban
5-10 uM-os koncentraciéban oldottam fel és az igy adodé 24 keverék hatasat
teszteltem az egér TRESK aramon, -100 mV-on, 80 mM EC [K*]-ban, Xenopus
petesejtekben két-elektrédod feszlltségzar mdédszerrel. A harom legnagyobb K*
aram gatlast okozo keverék komponenseit ezutan egyesével vizsgaltam. A 30
anyag kozil a mibefradil, Zn?* és Hg?* gatolt legnagyobb mértékben [306].

A mibefradil (3 uM) hatasa nem volt specifikus a TRESK-re az egér Kap
csatornak kozoétt, a TRESK-hez hasonlé mértékben gatolta a TASK-1 csatornat,
és kisebb mértékben szamos egyéb (TASK-2, TREK-1, TREK-2, TRAAK)
csatorna tipust is. (A laboratériumban még nem fellelheté 7 egér Kop csatorna
tipus cDNS-ét RT-PCR moddszerekkel megklonoztam kilénbdzé egér
szOvetekbdl ehhez a vizsgdlatsorozathoz.) A Zn?* pedig fajspecifikus hatast
mutatott, 60 %-kal gatolta az egér TRESK aramot 10 uM-os koncentraciéban,
de egyaltalan nem hatott a human csatornara (az adatokat nem mutatom) [306].

A Hg?* er6teljesen gatolta a TRESK aramot (64. abra). A gatlas ICso
értékét nem hataroztam meg pontosan, mert a higany ion alacsony (pl. 0.1 uM)
koncentracidban lassan kumulalodo hatast hozott I1étre és ezért a telitbdés nem

kovetkezett be a mérés id6tartamaban. Mindenesetre az ICso érték biztosan

162



dc 1744 20 L, i i L. .
- ~ Dr. Czirjak Gabor TRESK szabalyozasi mechanizmusok

1 uM alatti, mert ez a koncentraci6 a mérés végére mintegy 60 %-os gatlast
okozott (64. abra). A Hg?* ICso értéke tehat alacsonyabb, mint a mibefradil
(2.2 uM) és Zn?* (5.3 uM) ICso értékei (a mibefradil és Zn?* dozis-hatas

gorbéket nem mutatom) [306].
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64. abra: A Hg?** koncentracio-fiiggdé TRESK aram gatlast okoz

A. A Xenopus petesejtben kifejezett egér TRESK aramot a Hg** kiilénb6z6
koncentraciokban (Id. jobb oldalon) eltérd kinetikaval gatolja. Minden gdrbe 6t peteseijt
kiindulasi értékre normalizalt K* aramanak atlagat mutatja. B. Az egér TRESK aram
lassu visszatérését a gatlasbdl hosszu ideig mértem, rovid idétartamu Hg?* (10 yM)
kezelést kovetbéen. Reprezentativ regisztratum egy sejtbél. Moddositva a [306]
kdzleménybdl.

A Hg? hatdsa a TRESK &ramra reverzibilis, azonban hosszli id6
szlikséges a megsziinéséhez (64.B abra). Ismert, hogy a Hg?* a fehérjékben
talalhaté ciszteinek SH csoportjaval erés kotést képez, és a cisztein
modosulasnak gyakran funkciondlis kdvetkezménye van. Emiatt a Hg?* hatasa
egészen biztosan nem specifikus a TRESK csatornara, de azért kivancsi
voltam, vajon a Kzp csaladon beldl altalaban létrejon a gatlas, vagy legalabb a
fehérjek ezen szik korében TRESK-re specifikus a mechanizmus. Ezért
megmeértem az 6sszes rendelkezésemre allé (funkcionalisan kifejezhet6) egér
K2p csatorna K* aram valtozasat 3 uM Hg?* adasa kdzben. Emellett vizsgaltam
a Hg?* hatasat a human TRESK csatornara is (65. abra) [306].

A Hg?* egyarant gatolta a human és egér TRESK csatornakat (72 + 4 %,
illetve 78 + 2 % gatlas 3 uM Hg?* hatasara, p<0.03 a human vagy egér TRESK
csatornat barmely mas vizsgalt egér Kzp csatornahoz hasonlitva, Tukey HSD

teszt, 65. abra). Kis mértékben a THIK-1 csatornat is gatolta a Hg?*, azonban
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ez (13 £ 2 % gatlas) messze elmaradt a TRESK-re kifejtett hatastol. A tobbi Kap
csatornat a Hg?* nem gatolta, egyes tipusok (TASK-3, TREK-1 és TREK-2)
tobb mint 50%-kal aktivalodtak az ion hatasara. Ennek megfeleléen a Hg?* nem
hasznalhaté a TRESK in vivo specifikus gatlasara, azonban jol kontrollalt
kisérleti korulmények kozott (pl. heterolog rendszerben) alkalmas a TRESK

aram csokkentésére.

Hg® (3 uM) 65. abra: A Hg* hatasa a Kop

c 2.5 l csatornakra
© 20 Az egér (m betl a csatorna név el6tt)
A T Kop csatornakat és a human TRESK-et
% 1.5 (hTRESK) Xenopus petesejtekben
N kifejeztik és a K* aram valtozasat
© 1.0 Tt Bl = " mértiik 3 pM Hg?* adasakor. A 80 mM
€05 LR L L EC [Kfban, -100 mV-on  mért
§ 0 =1 [6] |5/ |5 [5] 5] |5 |5] [5] |5 Kindulasi aramra normalizalt ertekek
atlagat (+S.E.) adtuk meg. Az vizsgalt
@%\Zg‘l‘v?\l‘@p@@%@%@%%p\‘}b petesejtek szamat az oszlopokban
" AV SYASTITATIFNINS tintettik fel. Modositva a [306]

S ¢ kdzleménybdl.

A Hg?* TRESK csatornara kifejtett gatldo hatasat kimutattam a COS-7
(majom vese) sejtvonal expresszios rendszerben is (66.A abra). A Hg?* (3 uM)
atlagosan 88 + 1 %-os TRESK aram gatlast okozott 140 mM [K*]-ban -100 mV-
on (n=5), ami j6l megfelel a Xenopus petesejtekben kapott eredményeknek. A
COS-7 teljes sejt patch clamp mérésben a TRESK aramot feszultségrampak
oldatokban a TRESK kozel linearis feszlltség-aram 6sszefliggést adott, vagyis
nem mutatott jelentds rektifikaciot. A Hg?* altali gatlas mértéke jol megegyezett
a de- és hiperpolarizalt membranpotencial értékeken, ami arra utal, hogy a Hg?*
nem feszultség-fuiggd médon okoz gatlast (66.B abra) [306].

Tekintve a Hg?* altalanos hatasat a fehérjék ciszteinjeiben talalhato
szulfhidril csoportokra, felmerul a kérdés, hogy az ion a csatornara kézvetlenul
hat, vagy kozvetett uton valamilyen mas fehérje modositasan keresztul. A
kérdés vizsgalatara Xenopus petesejt kivagott (excised), kulsejét kifelé forditott
(outside-out) membran foltban mértem a TRESK egyedi csatorna (single

channel) aktivitas valtozasat Hg?* (3 uM) adasa kozben. A Hg?* ilyen
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korilmények kozott is gatolta a TRESK aramot, ami valészinUsiti, hogy a Hg?*

kozvetlenul a csatornara fejti ki a hatasat (66.C és D abra) [306].

A . B +40
% 4 140 4 140 MM K"
4 o " - -50 -50
Hg" (3uM)  Hg 100 mv
2
1] id6 (sec)
< |0 250 500 . 1000
N— O * ' ’ ‘
H 2+
%-1'—Tq”*~,~w’*”/' 9
@ -2
0 60 120 180 240 -3
id6 (sec) -4-
C A ‘,Ju‘ I \ e D
Wy Hg" (3 uM)
Kontroll 4 10 ms =
“ ) 6 e
= IRGE L LN
| S 10 RE I
2 pA| Sos VRS
2 200 ms o Sl OO
Hg™ (3 uM) <0 s

100 0 100 200
”' q WWM ““ id6 (sec)

66. abra: A Hg* fesziiltségtél fiiggetlen médon gatolja a TRESK aramot COS-7
sejtekben és Xenopus petesejt kivagott membran foltban is hat

A. Az egér TRESK aramot két masodpercenként alkalmazott -100 mV-os
feszlltséglépések végén mértem COS-7 sejtekben teljes sejt patch clamp modszerrel
(a B panel fels6 részén lathato feszlltségprotokollnak megfeleléen), 4 vagy 140 mM
EC [K*] jelenlétében, ahogy azt a panel feletti fehér és fekete savok mutatjak. A Hg?* (3
MM) gatolta az aramot. B. Az A panelen fiiggdleges nyilakkal jelolt id6pontokban mért
kontroll (sziirke) és gatolt (fekete) aramok fesziltség-aram Osszefiiggését
megitélhetjik a feszliltségrampa soran nyert adatokbdl. A Hg?* altali gatlas nem mutat
jelentds feszlltség-figgést. Az A és B panelek egy sejtb8l szarmazd reprezentativ
adatokat mutatnak. C. Xenopus petesejtbdl kivagott, kilsejét kifelé forditott (outside-
out) membrén foltban mértem az egér TRESK csatorna egyedi csatorna (single
oldatban. A felsé (Kontroll) reglsztratumon a membranfoltban talalhaté csatornak
reprezentativ alapaktivitasa lathatd, az also gorbén ("Hg?* (3 uM)”) a Hg?* jelenlétében
kialakult aktivitdas. A nulla aramszinteket vizszintes nyilak jelolik. A két reprezentativ
regisztratumon megfigyelhetjik példaul, hogy a Hg?* jelenlétében a gorbe és nulla
vonal kozotti tertlet csdkken és a nulla aram szegmensek dsszidétartama megné. A
két regisztratum kozotti I€pték mindkét gorbére érvényes. A kontroll gorbén fliggbleges
nyillal jelélt eseménysorozatot a téglalappal kérbekeritett terlileten nagyobb idébeli
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felbontassal mutatom (Id. a téglalapon bellli vizszintes léptéket. A figgbleges lépték
megegyezik a téglalapon kivilivel.). D. Minden egyes adatpont megfelel egy olyan 950
ms-0s (4 s-onként felvett) regisztratum atlag aramanak, mint amilyenek a C panelen
lathatok. Az dsszes adatpontot normalizaltam az inhibitor rdadas (0 s) el6tti pontok
atlagara ugyanabban a membran foltban. A k6zépsé sziirke vastag gdérbe a 21
szomszédos adatpontbdl képzett mozgdatlagok atlagat mutatia a négy kiértékelt
membranfoltbél. A 0 s koruli adatpontokat elhagytam az oldatcserébdl adodo
artefaktum kikliszobolésére. A Hg?* gatolta a TRESK aramot (p<10%, a 150 s utani
pontokat hasonlitva a 0 s elbttiekhez, Mann-Whitney U test). Mddositva a [306]
kdzleménybdl.
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6. MEGBESZELES

6.1 A TRESK hattér K* csatorna altalanos jellemzéi

A TRESK (TWIK-Related Spinal Cord K* Channel; K2p18.1; KCNK18
gén) az alegységenként két porusdomént tartalmazé K* csatornak (Kop)
csaladjaba tartozik [1,2]. Onmagaban kildénalldé Kzp alcsaladot képez, mivel
alacsony aminosav szekvencia azonossagot (< 20 %) mutat a csalad tobbi
tagjaval (6. dbra) és funkcionalis sajatossagai is lényegesen eltérnek az egyéb
hattér K* csatornaktél. A TRESK alegység, szekvencia hasonlosag és a
jellemzé szerkezeti vonasai alapjan, egyértelmien azonosithatdé halakban
[28,307], tehat valoszinlleg mar a gerincesek evoluciojanak hajnalan elkulonuilt
a tobbi Kzp csatornatol. Az eddig vizsgalt fajokban génduplikacié nem jott létre,
vagyis nem létezik TRESK-2 csatorna, szemben az egyik korai kdzlemény
allitasaval [3]. Az egér és human TRESK ortolégok szekvencia azonossaga
csak 67 %, az egyéb Kop csatornaknal szokasos 80-90 %-hoz képest [2]. A
nagyfoku szekvencia kulonbség megnyilvanul a farmakolégiai érzékenység és a
csatorna aktivitas szabalyozasanak eltéréseiben is. Emiatt emberre vonatkozé
kOvetkeztetéseket csak korultekintéen vonhatunk le az egérben kapott
eredményekbdl [302,306-308].

A human TRESK gén (KCNK18) a 10-es kromoszéman talalhaté (a
10925.3 lokalizacioban). A human TRESK csatorna 384, az egér ortolég pedig
394 aminosavbol all. A TRESK alegység alapvetd felépitése megfelel a Kap
csatornakra jellemz6 4TMS/2P topologianak, ezen tulmenéen azonban egyedi
szerkezeti aranyokkal rendelkezik. A TRESK C-terminalis régioja joval rovidebb
(kb. 30 aminosav), mint a tobbi Kop csatorna tipusé (ahol a C-terminalis
atlagosan kb. 120 aminosav hosszu). A TREK és TASK csatornaknal a
szabalyozd mechanizmusok féként a C-terminalison konvergalnak (Id. a 9. és
10. abrakat), részben olyan terlleten, amely a TRESK csatornabdl hianyzik. Ez
a szerkezeti sajatossag, a rovid C-terminalis, tehat valoszinlsiti, hogy a TRESK
csatorna egyedi szabalyozasi mechanizmusokkal rendelkezik a Kzp csaladon
belil. Ellentétben a rovid C-terminalissal, a masodik és harmadik

transzmembran hélix kozott elhelyezkedé intracellularis hurok régié sokkal
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hosszabb (kb. 130 aminosav), mint a néhany (< 30) aminosavbdl felépulé
megfeleld szakasz a tdbbi Kop csatornaban. A ma ismert, TRESK csatornat
szabalyozé mechanizmusok mindegyike ezen a hosszu intracellularis hurok
région keresztul hat.

A TRESK csatorna nagy mennyiségben kifejezddik a hatsé gyoki és
trigeminalis ganglionok primer szenzoros neuronjaiban [14,17,256]. A
trigeminalis ganglionban a TRESK mRNS kifejez6désének mértéke kb.
haromszorosan meghaladja a hatsé gyoki ganglionban jellemzd expressziot
[13]. Emellett megtalalhaté a TRESK csatorna még az autondm idegrendszer
bizonyos neuronjaiban, mint pl. a nervus vagus ganglion nodosumaban vagy a
szimpatikus idegrendszerhez tartoz6 ganglion cervicale superiusban [309].
TRESK csatorna kifejez6dést kozoltek még ezeken kiviul egyéb lokalizaciokban
is, mint pl. a retina bizonyos ganglion sejtjeiben [310], azonban ezek az adatok
tovabbi fliggetlen megerésitésre varnak.

A TRESK csatorna tehat igen specifikusan a primer szenzoros
neuronokban expresszalddik, szemben az egyéb (pl. TASK vagy TREK) Kap
csatornakkal, amelyek kiterjedt szoveti kifejez6dési mintazatot mutatnak a
kozponti idegrendszerben és a periférias szdvetekben egyarant. RNS
szekvenalas modszerrel, 0sszehasonlitva az agyi és tobb periférias szoveti
expresszios szinttel, a human TRESK csatornat a primer szenzoros neuronok
legszelektivebben expresszalodé K* csatornajanak talaltak, az d6sszes K*
csatorna tipust figyelembe véve [11]. Ha a K* csatornak mellett az 6sszes tobbi
ioncsatorna tipust is bevontak az Osszehasonlitasba — mintegy 300 féle
ioncsatorna gén expresszalédik mRNS szinten a hatsé gyoki és trigeminalis
ganglionban — akkor a TRESK a masodik legszelektivebben kifejez6dé
ioncsatornanak bizonyult (mindkét szdvetben), a Nav1.8 (SCN10A)
feszultségfiggd Na*-csatorna utan. A TRESK csatorna expresszi6, messze az
atlagot meghaladé modon, a primer szenzoros neuronokra jellemzo.

A primer szenzoros neuronok rendkival heterogén sejtpopulaciot
képeznek, amelyen belll funkcionalis szempontbdl elkilénilnek a kilonb6zé
szomato- és visceroszenzoros modalitasoknak megfelel sejtcsoportok. Ezek a

szubpopulaciok eltéré expresszidés mintazatot mutatnak, amely megnyilvanul az
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egyes ioncsatorna tipusok specifikus kifejez6désében is. Egyedi sejt RNS
szekvenalas modszerrel meghataroztak, hogy a TRESK a polimodalis
nociceptorok NP1 és NP2 csoportjaban expresszaldodik. Ezek olyan
fajdalomérzé neuronok, amelyekben a Mas-rokon G-fehérje-kapcsolt receptor D
és A3 (Mas-related G-protein-coupled receptor D and A3 (Mrgprd és Mrgpra3))
marker fehérjék kifejezé6dnek. Emellett a TRESK mRNS szintén jelen van az
NF1 alacsony kuszobl mechanoreceptor neuronokban, amelyek kifejezik a
neurofilamentum nehéz lancot (Nefh) és a NECAB2 (N-terminal EF-hand
calcium binding protein 2) marker fehérjét [12,13].

Szemben az mRNS sejttipus szerinti megoszlasaval, a TRESK fehérje
szubcellularis elhelyezkedését nem ismerjuk pontosan. Immunhisztokémiai
modszerekkel a csatornafehérje kimutathaté a pszeudounipolaris neuron
sejttestben [17,311], azonban nem tudjuk, hogy megtalalhat6-e a szenzoros
neuron centralis vagy periférias nyulvanyaban. Egyértelm(, hogy a TRESK
szubcellularis lokalizacidja behatarolja a csatorna valdszini élettani funkciojat.
A periférias végzédésben a hattér K* csatorna fokozott mikddése csokkentheti
az inger hatasara létrejové depolarizaciét és az akcids potencialok kialakulasat.
A centralis végz6désében a nagyobb K* aram hiperpolarizaciét és csdkkent
transzmitter leadast eredményezhet. A kdzelmultban leirtak, hogy a TREK-1 és
TRAAK az idegrost Ranvier befliz6déseiben halmozottan fordul el6 [312],
ezaltal bebizonyosodott az a korabbi hipotézis, mely szerint a Kop csatornak
szerepet jatszanak az akcids potencial id6tartam és lefutas szabalyozasaban
[34]. Emiatt felmerul a lehetésége, hogy a TRESK csatorna hasonlé szerepet
tolthet be bizonyos szenzoros neuron axonok akcids potencial vezetésében.

Ha a TRESK fehérje nem jut el a szenzoros neuron nyulvanyaiba és
kizarblag a szomaban vagy a periszomatikus régidban talalhatd, egyes
elképzelések szerint akkor is befolyasolhatja az akciés potencial terjedést. A K*
csatorna aktivacio kovetkeztében fellépé konduktancia novekedés és
hiperpolarizacié gatolhatja az akciés potencial atterjedését a periférias és
centralis nyulvany kozotti 0sszekotd terlleten, vagyis a periszomatikus K*
konduktancia novekedés szird (filter) funkciot tolthet be az athalado akcios
potencialok tekintetében [313].
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A TRESK csatorna kifejezése heterolog expresszids rendszerben hattér
K* aramot eredményez, amelynek makroszképos fesziltség-aram
Osszefluggése mérsékelt kifelé egyeniranyitast (rektifikaciot) mutat (18. abra). A
TASK-1 csatornatdl eltéréen, a TRESK kevésbé érzékeny az extracellularis pH
csOkkenésére (19.B abra), ezért ez a csatorna nagy valoszinliséggel nem tolt
be fiziologias pH-szenzor funkciét. Irodalmi adatok szerint az intracellularis pH
csOkkenésre valamivel nagyobb valasz adédik (pH 7.5-r6l 5.6-ra savanyitas kb.
60%-ban gatol) [1]. A TREK alcsalad tagjaitol eltéréen, a TRESK aramot a
hémérséklet valtozasa a 22-43 °C tartomanyban nem befolyasolja lényegesen
(20%-nal kisebb hatas). Ennek megfeleléen, a csatorna valoszinileg nem
szerepel a hémérséklet érzékelésben, mint szenzor fehérje, sét a kifejezett
erzéketlensége a kornyezeti hémérsékletre funkcionalis szempontbdl Iényeges
lehet. A alacsonyabb hoémérsékletl teruleteken, pl. a bdrben talalhato
szenzoros idegvégzédésekben a TREK alcsalad tagjainak aktivitasa jelentésen
kisebb lehet, mint a maghémérésékleten, ezzel szemben a TRESK aktivitas alig
valtozik a megfelel6 hémérsékleti tartomanyban [1].

Tovabbi kulonbség a TREK csatornakhoz képest, hogy a telitettlen
zsirsavak (pl. arachidonsav) enyhén gatoljak a TRESK aramot. Ez valészin(leg
inkabb farmakoldgias hatas lehet, mert aranylag magas (» 10 uM) koncentracié
szlkséges a létrejottéhez [1]. A TRESK mechanoszenzitivitasarol kevés adat all
rendelkezésre, azonban ugy tlnik, hogy a csatorna nem kifejezetten érzékeny a
mechanikai hatasokra. A nyomasvaltozas a mérd mikrokapillaris bels6 terében
nem okoz szembet(ind aram amplitudd ingadozast patch clamp mérés soran,
eltéréen a TREK alcsalad tagjainal tapasztalhatétél. Az egyik munkacsoport
leirta a TRESK enyhe mechanoszenzitivitasat, azonban az eredmény fliggetlen
megerdsitésre var [314]. Osszefoglalva, a Kop csatornak egyéb tipusait
szabalyoz6 fizikokémiai tényez6k tobbségéere a TRESK csatorna altalaban véve
nem vagy kevéssé érzékeny.

A TRESK néhany alapvet6 egyedi csatorna (single channel)
tulajdonsagat munkacsoportunk kozolte elséként (23. abra) [2]. A TRESK
vezetOképessége 140 mM szimmetrikus [K*] esetén, +60 vagy +90 mV-on
korulbelil 12-14 pS [2,14]. Pozitiv membranpotencial értékeken a TRESK
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négyszogjelszerl megnyilasokat mutat, amelyeknél a nyitott csatorna zaj alig
haladja meg a nulla aramhoz tartozét (23.B abra). Negativ fesziltségen viszont
a csatorna rovid (akar < 1 ms) megnyilasok sorozatait hozza létre, amelyek
megfelelhetnek valtakozé atmeneti gatlasnak a nyitott allapot kdzben (open
channel block) vagy fellangolasokban (burst) jelentkezé rendkivil gyors
kapuzasnak. A jellemz6 egyedi csatorna vezet6képesség mellett, ez az
aszimmetrikus kapuzasi viselkedés (negativ vs. pozitiv feszlltségeken)
elésegiti a TRESK csatorna felismerését, illetve a regisztratum alapjan a
membran foltban a csatorna orientacioja is megitélheté. A TRESK egyedi aram
megkulonboztetd jegyeit sikeresen alkalmaztak a csatorna azonositasara hatsé
gyoki ganglion neuron membran foltokban [14].

A TRESK a Kop csalddra jellemz6 A&ltalanos farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkezik. Az extracellularis tetraetil-ammonium (TEA, 3
mM) feszlltségfiiggd gatlast okoz, csak negativ membranpotencial értékeken
gatol aranylag enyhén (-100 mV-on kb. 40 %-ban, I. tablazat és 19.A abra). A
4-aminopiridin  (4-AP, 3 mM) kis mértéki (kb. 30 %-os) gatlast okoz
feszlltségtdl fliggetlen mddon. A K* szelektiv porust blokkold Ba?* (300 uM) és
Cs™ (3 mM) egyarant feszlltségfiggd gatlast okoznak, féként negativ
membranpotencial értékeken gatoljak az aramot. Az inhalacios anesztetikum
halothan még a Kop csatornak kozott is szokatlanul potens médon aktivalja a
TRESK-et [114,308], 1 mM koncentracibban a Xenopus expresszios
rendszerben mintegy kétszeresére noveli a K* aramot néhany perc alatt (l.
tablazat és 19.C abra).

Alacsony koncentraciéban haté és specifikus TRESK aktivalé- vagy
gatlészert mind a mai napig nem ismerink, azonban szamos prébalkozas
tortént a csatorna farmakologiai sajatossagainak felderitésére. Aranylag
kiterjedten alkalmaztak az antiepileptikum lamotrigint a TRESK gatlasara
heterolog rendszerben és nativ sejtekben [311,315-317], habar ez a hatbanyag
ismert médon szamos egyéb ioncsatornat is befolyasol és szelektivitasa a Kop
csaladban kevéssé ismert. Osszefliggésbe hoztak emellett a TRESK csatornat
a szechuani bors aktiv hatéanyagaval, a hidroxi-a-sanshoollal, amely a TRESK

csatorna mellett egyértelmiien gatolja a TASK-1 és TASK-3 csatornakat is [318-
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320]. A hattér K* aramok gatlasa az érzéneuronokban (egyéb
hatasmechanizmusok mellett) hozzajarulhat a sajatosan bizserget6 enyhén
pikans iz kialakitdasahoz, amely egyeértelmien kulonbozik a csipds paprika
(kapszaicin) altal okozott "éget6” érzeéstdl. Az isobutylalkenyl amide (IBA)
sanshool-analogot felhasznaltak, mint aranylag TRESK-szelektiv gatlészert in
vitro kisérletekben és €l6 allaton végzett viselkedési tesztekben [321]. Ugyanez
a munkacsoport késébb kimutatta, hogy a TRESK csatorna gatlasa hozzajarul a
pyrethroid tipusu rovarirtok toxikus, paresztéziat okozé hatasahoz is [322].

Eredményeink szerint a Hg?* alacsony koncentracioban és a Kop
csatornak kozott specifikusan gatolja a TRESK-et (64-66. abrak). Tekintetbe
véve, hogy ez a hatas nagy valdszinlséggel kozvetlenul a csatornafehérje
kémiai modositasaval jon létre, varhatdan kialakul in vivo is, mérgezés esetén.
Mindazonaltal elérelathatban a TRESK aram gatlas hatasat elfedheti a
szenzoros neuronban szintén nagy mennyiségben megtalalhato TREK-1 és
TREK-2 csatornak aramanak névekedése (65. abra). Osszességében kérdéses
marad, hogy a TRESK csatorna gatlasa hozzajarul-e a Hg?* mérgezés
tuneteinek kialakulasahoz.

Elséként irtuk le, hogy bizonyos farmakoldgiai agensek allapot-figgé
hatast fejtenek ki a TRESK csatornara. A helyi érzéstelenit6 benzocain példaul
(magas, 1 mM koncentraciéban) sokkal jobban gatolja a TRESK aramot a
kalcium-fliggé aktivaciot kovetéen, mint azt megelé6zdéen (31. abra). Ez a
jelenség, bizonyos kisérletes korilmények kdzott, jol felhasznalhatd a nyugalmi
és kalcium-aktivalt TRESK aram elkulonitésére.

Mindazonaltal az allapot-fugg6 TRESK modulaci6 motivuma mas
esetekben is megfigyelhetd. Wright P.D. és mtsai. vegyszer konyvtar
szlrésével és nagy atereszt6képességl tallium-fluxus mérémodszerrel
azonositottak a cloxyquin (5-chloroquinolin-8-ol) antiamébas szert, mint a
TRESK csatorna aktivatorat [323]. Munkacsoportunk kimutatta, hogy a
cloxyquin a TRESK szelektiv aktivatora a Kzp csaladon belul (ECso ~ 20-40 uM)
és egyben allapot-fUggé aktivaciot hoz létre [324]. A csatorna arama sokkal
nagyobb mértékben aktivalddik bazalis kérilmények kozott cloxyquin hatasara,

mint a kalcium-fliggé aktivaciot kovetéen [324]. Mindemellett a cloxyquin
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bizonyos kémiai moddositasa TRESK gatlé szarmazékot eredményezett (pl.
A2764 vagy A2793) [325]. A TRESK gatldé cloxyquin szarmazékok forditott
modon okoztak allapot-fuggé gatlast, vagyis erételjesebben gatoljak a kalcium-
fuggé uton aktivalt TRESK aramat, mint a nyugalmi allapotu csatornat [325].

A TRESK farmakolégiai befolyasolasanak lehetéségeit célzé vizsgalatok
kezdetleges stadiumban vannak, azonban a kezdeti eredmények azt mutatjak,
hogy lehetséges az egyes Kop csatornak, illetve ezen belul a TRESK aramat
szelektiven modositani. Tekintetbe véve a TRESK specifikus kifejez6dését a
primer szenzoros neuronokban, a csatornat aktivalé agensek felhasznalhatok a
neuronok koéros ingerlékenységének csokkentésére, ahogy azt a cloxyquinnel
végzett allatkisérletek [260], vagy a TRESK viralis overexpresszidjaval nyert
eredmények alatamasztjak [317,326,327].

A TRESK a Kzp csatornak kdzott egyedulallé médon szabalyozodik a Gq-
fehérje kapcsolt receptorok ingerlésének hatasara. Elséként irtuk le, hogy a
receptor ingerlés tObbszorosére noveli a TRESK aramot (20. abra) [2], szemben
a tobbi Kop csatornaval, amelyek azonos korulmények kodzott gatlodnak vagy
aramuk nem valtozik. A TRESK molekularis szabalyozasanak vizsgalatanal a f6
célunk az volt, hogy a receptor-fliggé TRESK aktivalédas mechanizmusat minél

jobban megismerjuk.

6.2 A TRESK molekularis szabalyozasi mechanizmusai

A Gg-fehérje kapcsolt receptor agonistak masként hatnak a TRESK
mikddésére, mint a TREK és TASK csaladba tartozé csatorndk aramara. A
receptor ingerlés kulénb6zé mechanizmusokkal gatolla a TREK és TASK
csatornakat (Id. 9. és 10. abrakat), ezzel ellentétben viszont a TRESK
tobbszorosére aktivalodik (20. abra) [2]. Az aktivaciot létrehozza a
koexpresszalt AT1a angiotenzin és M1 muszkarinos acetilkolin, illetve a Xenopus
oocyta endogén lizofoszfatidsav (LPA) receptor ingerlése is. A Gg-fehérje
kapcsolt receptor agonistak a Xenopus petesejt expresszios rendszerben a
TRESK aram 5-10-szeres novekedését okozzak, overexpresszalt vagy

endogén receptor expresszidos szint esetén egyarant (20. abra) [2].
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Eredményeink kozlését kdvetbéen, a Gg-fehérje kapcsolt receptorok TRESK
aktivalé hatasat szamos munkacsoport megerésitette [14,17,258,307,315].

A Xenopus petesejtekben kifejezett TRESK csatorna aramat a kulonb6z6
Gq-fehérje kapcsolt receptorok ingerlése minden vizsgalatban tobbszorosére
ndvelte. Ett6l elmaradt azonban az aktivacié6 mértéke azokban a teljes sejt
(whole cell) patch clamp mérésekben, amelyeket eml6és sejtvonal heterolog
expresszios rendszerben végeztek (tobbnyire 30-100 % aktivacio jott létre).
Vizsgalni kezdtuk, hogy mi lehet a kisebb TRESK aktivacio oka az eml6s
sejtekben és arra kdvetkeztetésre jutottunk (az eredményeket nem mutatom),
hogy megfelelé koriimények kozott (alacsony EC [Ca?*], ATP mentes
pipettaoldat) HEK-293 sejtekben is létrehozhato tobbszorés TRESK aram
ndvekedés Gq-fehérje kapcsolt receptor ingerlés hatasara [7]. A receptor-fuggd
aktivacié mérése el6tt, a patch clamp felallas kialakitasa kdzben, a citoplazma
nyugalmi Ca?* koncentraciot feltétlenil alacsony szinten sziikséges tartani.
Masegyeébként a mérés eleve is aktivalt TRESK allapotbdl indul, a szabalyozas
nagyfoku kalcium-érzékenysége és lassu reverzibilitdsa miatt. A TRESK
aktivacié konnyebben mérheté a Xenopus petesejt expresszids rendszerben,
ahol a citoplazma Osszetétel j0 koOzelitéssel valtozatlan a két elektrodos
feszultség clamp mérés soran.

Hats6 gyoki ganglion (dorsal root ganglion, DRG) neuronokban is
kimutattak a Gg-fehérje kapcsolt receptor ingerlés hatasat a TRESK csatornara.
Az endogén muszkarinos acetilkolin, metabotrop glutamat és H1 hisztamin
receptorok ingerlése szignifikans modon, kb. 30-80 % mértékben aktivalta a
TRESK csatornat sejtre tapasztott pipettas (cell-attached) patch clamp
mérésekben [315]. Teljes sejt (whole cell) patch clamp mérésben, a DRG
neuronok endogén lizofoszfatidsav (LPA) receptorainak ingerlése is megndvelte
a TRESK aramot, de a TRESK génhianyos allatbdl izolalt kontroll sejteken K*
aram novekedés nem jott létre [311]. Az LPA-val kezelt DRG neuronok kisebb
frekvenciaval képeztek akcids potencidlokat ugyanakkora stimulalé aram
hatasara aramzar (current clamp) mérésben, mint a kezeletlen vagy TRESK
génhianyos sejtek. Tehat a TRESK receptor-fuggd aktivacioja erételjesen

csokkentette a DRG neuronok ingerlékenységét [311].
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Eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy a TRESK aktivaciét a
citoplazma kalcium koncentracio novekedése valtja ki. Ezt a kovetkeztetést tobb
egybehangzé eredmeény is tamogatja, aktivalédik a TRESK csatorna ionomycin
kalcium ionofér hatasara és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IPs) vagy kalciummal
telitett EGTA kelator mikroinjektalas utan is (21. és 22. abrak). Tehat a
citoplazma [Ca?'] novelése harom kilonb6z6 mechanizmussal egyarant
aktivalta a TRESK csatornat. Ebbdl kovetkezik, hogy a [Ca?] ndvekedés
onmagaban elegendd a csatorna aktivacié kialakulasahoz és az aktivacios
mechanizmus nem flgg a kalcium forrasatdl, illetve tovabbi, a kalcium jel
kivaltasara  specifikus  kortlményektél. Az EGTA  kalcium  kelator
mikroinjektalasa viszont teljesen kivédte a receptor-fuiggé TRESK aktivaciot (22.
abra). Ez arra utal, hogy nem létezik (legalabb is a Xenopus petesejtben) olyan
receptor-figgé modon inditott jelatviteli mechanizmus, amely aktivalja a TRESK
csatornat és [Ca?*] névekedés hianyaban is végbemegy. Ebben az értelemben
véve, a [Ca®*] nOvekedés a TRESK aktivacid szilkséges és elégséges feltétele.

A kalcium ion nem kodzvetlentl a TRESK csatorna fehérjekomplexen fejti
ki a hatasat (23. abra), hanem a kalcium/kalmodulin-dependens protein
foszfataz kalcineurinon keresztll hat. Gyakorlatilag teljesen kivédik a TRESK
aktivaciét a kalcineurin specifikus gatloszerei, a ciklosporin A és FK506 (25.
abra). A két eltéer6 tamadaspontu gatloszerrel kapott farmakoldgiai
eredményeken kivul, molekularis biolégiai megkozelités, a konstitutivan aktiv
kalcineurin koexpresszidval (vagy rekombinans fehérje mikroinjektalassal)
el6idézett TRESK aktivacio (26. abra) is megerésitette a foszfataz szerepét a
folyamatban. A kalcineurin gatlészerek TRESK aktivaciot kozel teljes mértékben
kivéd6 hatasa emellett azt is megmutatja, hogy nem létezik olyan kalcium-figgé
folyamat a kalcineurin aktivalédason kivll, amely a TRESK csatorna aramat
onmagaban befolyasolja. Tovabba, a konstitutivan aktiv kalcineurin
koexpresszid (vagy mikroinjektaldas) TRESK aktivalé hatasa igazolja, hogy a
csatorna szabalyozast dnmagaban a kalcineurin Iétrehozza, ehhez tovabbi
kalcium-fiigg6 jarulékos mechanizmus nem nélkul6zhetetlen.

A kalcineurin kozvetlenul defoszforilalja a TRESK csatornat a szerin

klaszter teruletén, amely a human csatornaban az RLSYSIISNLD szekvenciat
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€s benne az S262, 264 és 267 szerineket jelenti, az egér ortologban pedig az
RLSCSILSNLD szekvenciat és S274, 276 és 279 aminosavakat. A szerin
klaszterben az els6 két szerin valamelyikének alaninra cserélése
megakadalyozza a csatorna aktivaciot és a kozépsé szerin alaninnal
helyettesitése emellett egyértelmien konstitutivan aktiv csatornat eredményez
(27. abra). Ha a rekombinans TRESK hurok régiét in vitro foszforilaltatjuk
konstitutivan aktiv . MARK2 kinazzal [y->?P]JATP jelenlétében, akkor ezt a
radioaktivan jelolt szubsztrat fehérjét az egeér agy citoszol kalcium-fuggé médon
defoszforilalja (39. abra). Vagyis a citoszolban talalhaté kalcium-fuggé foszfataz
szubsztratja a szerin klaszter. Mindemellett, a telies TRESK fehérje in vivo
defoszforilacidja ionomycin kezelés hatasara megnyugtatd médon kimutathaté
a Xenopus petesejt membranjaban a Phos-tag™ SDS-PAGE modszer
segitségével (63. abra).

Az alanin-pasztaz6 mutagenezis kimutatta, hogy a szerin klaszteren kivul
az RSNSCP 14-3-3-k6té motivumban talalhaté szerin (human csatornaban
S252, egér TRESK-ben S264) mutacidja is interferal a csatorna szabalyozassal
(27. abra). Ennek megfeleléen ez a szerin is a kalcineurin szubsztratja lehet. Ha
ezt a szerint glutamatra cseréljuk (S264E), akkor csOkken a kalcium-fugg6
TRESK aktivacio mértéke, ha pedig vele egyutt a szerin klaszter kozponti
szerinjét is glutamattal helyettesitjuk (S264E/S276E dupla mutans egér
TRESK), akkor a kalcium-fliggé szabalyozas teljesen megsziinik (28. abra). Ez
azt sugallja, hogy a szabalyozasban potencialisan szerepl6 négy szerinen kivul
a TRESK alegységben talalhaté tobbi szerin és treonin nem jatszik
meghatarozé szerepet a csatorna aktivitas kalcium-figgé modositasaban.

A kalcineurin kdzvetlenul koétédik a TRESK csatornahoz. A csatorna
hurok régidban talalhaté PxIxIT-szer( kalcineurin-koté PQIIIS motivum (egér
TRESK-ben PQIVID) alapvetd szerepet jatszik a TRESK kalcium-figgé
szabalyozasaban. A motivum megsziintetése alanin mutaciokkal az egér
TRESK csatorna esetében teljesen (Id. 30. abra, ugyanezt a megfigyelést
fuggetlenil megerésitették masok is [311]), a human TRESK-nél pedig
majdnem teljesen kivédi a kalcium-figgé aktivaciot (34. abra). Az eredmények

tehat azt mutatjak, hogy a kalcineurin kihorgonyzédasa a csatornahoz olyan
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fontos szerepet jatszik, hogy hianyaban a kalcineurin-fligg6 TRESK
szabalyozas elmarad.

A human TRESK csatorna PQAAAS mutacio jelenlétében is megmarado
mintegy kétszeres kalcium-fliggd aktivacioért egy masodik kalcineurin-koté
motivum felel6s. Ez az LQLP motivum, amely hozzavetélegesen megfelel az
NFAT kalcineurin-koté LxVP konszenzus szekvenciajanak, a kalcineurin célpont
szerinek kozvetlen szomszédsagaban, azoktdél néhany (8, 18, 20 és 23)
aminosavval az N-termindlis irdnyban talalhaté [9]. A szubsztrat szerinek, a
PQIIIS és LQLP motivumok elrendez6dése a TRESK-ben merében kuldnbozik
az NFAT transzkripcios faktorban megfigyelheté helyzettél. Az NFAT-ban
defoszforilalodd 13 szerin egy kb. 200 aminosav hosszusagu teruleten oszlik el,
amely az N-terminalisan talalhaté PxIxIT motivum és a C-terminalis LxVP kozott
helyezkedik el [328]. A KSR2 fehérje (Kinase Supressor of Ras 2) az NFAT-hoz
hasonlé elrendez6désben, mintegy 200 aminosavnyi terlleten tartalmazza a
harom kalcineurin-szubsztrat szerinjét a két foszfataz kot6hely kozott [329]. A
fehérjék egy masik csoportjaban viszont a TRESK-hez hasonl6 elrendez6dés
érvényesll a szubsztrat szerinek és kalcineurin kétéhelyek tekintetében. Az
RCAN1 (Regulator of calcineurin 1) fehérje két szubsztrat szerinje 8 és 12
aminosavval a C-terminalis iranyban talalhaté az LAPP motivumtdl, amely az
LxVP megfelelbje [283]. Hasonléan a Drp1 (dynamin related protein 1)
fehérjében csak hét aminosav talalhaté az LxVP hely és a defoszforilalt szerin
kozott [330]. Az irodalmi adatok szerint tehat nem kivételes a TRESK-ben
megfigyelhetd elrendezés és a kalcineurin defoszforilalni tudja az LxVP-szeri
kotéhelyhez C-terminalis iranyban kozel elhelyezked6 foszfoszerineket.

A human TRESK LQLP motivumaban a leucinok alaninra cserélése
(AQAP mutans) nem befolyasolta szignifikdns modon a magas kalcium
koncentracidval kivaltott aktivacidé végsé szintjét, habar kissé lassitotta a
szabalyozasi folyamatot (36. abra). Ez lényegesen eltér a PxIxIT-szer( hely
mutacidjanak hatasatol, hiszen a human TRESK PQAAAS (34. abra) és egér
csatorna PQAVAD (30. abra) mutaciok dramaian csokkentették az aktivacio
végsd mertékét. Az AQAP mutacio viszont kifejezetten csokkentette a TRESK

aktivaciét akkor, ha a csatornat mérsékelt citoplazma [Ca?*] noveléssel
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aktivaltuk (37. abra). Az AQAP mutacio létrehozta az aktivaciés folyamat
kalcium-érzékenységének csokkenését a TRESK-PVIVIT mutans csatornaban
is, amelyben a PQIIIS motivumot (Kd » 5 uM, [285]) a nagyobb kalcineurin iranti
affinitdsu PVIVIT motivummal (Ka ~ 0.5 uM, [285]) helyettesitettik (40. abra).
Tovabba, a TRESK-PVIVIT hattérben kimutathatdé volt a fokozott aktivacio
mérsékelt [Ca?*] nOvekedés hatasara, ha a TRESK nativ TLQLPP
szekvenciajat az NFAT YLAVPQ motivumara cseréltik (40. abra). Tehat az
LQLP motivum megfeleld mutacidival mindkét iranyban maodositani tudtuk a
mérsékelt [Ca?*] novelés hatasara létrejové aktivacio nagysagat abban a
csatornaban, amelyben a PxIXIT helyen a PVIVIT motivummal az altalunk
ismert leheté legnagyobb kalcineurin iranti affinitast hoztuk Iétre. Mindezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy a TRESK csatornaban a két kalcineurin
kot6hely szerepe nem ekvivalens, hanem ezek eltéré6 mddon jarulnak hozza a
szabalyozasi folyamathoz.

A 38.B abran a kalcineurin jobban kotédott a csak LQLP motivumot
tartalmazé csalifehériéhez kalcium jelenlétében (3. vagy 4. sav), mint kalcium
hianyaban (2. sav). Ez az eredmény megfelel azoknak az irodalmi adatoknak,
melyek szerint az LxVP motivumhoz els6sorban a kalcium/kalmodulin-figgd
aktivaciét kovetben kotédik a kalcineurin, viszont a foszfataz kotédése a PxIxIT
motivumhoz fiiggetlen a [Ca?*]-tol [273-276,284,331]. Ennek megfeleléen a
kalcineurin kotédését a TRESK csatornahoz két egymast kovetd lépésként
képzelhetjuk el (67. abra). A kalcineurin kihorgonyzodik a PQIIIS motivumhoz
nyugalmi korulmények kozott is, a citoplazma kalcineurin koncentraciéjanak
fuggvényében a kotéhelyek egy része telitett lehet. A kalcium jel hatasara a
kalcineurin kapcsolédik az LQLP motivumhoz is és ezaltal megfeleléen
pozicionalodik a szubsztrat szerinek hatékony defoszforilaciojahoz. (A
kalcineurin kulonb6zé fellletei felelések a PxIXIT és LxVP motivumok kotéséért
és létrejohet a foszfataz interakcioja mindkét motivummal egyidejlleg [331].)

Masként fogalmazva, a PQIIIS hely féként a kalcineurin elérhetéségét
biztositja a reakciohoz, az LQLP szekvencia pedig az aktiv foszfataz hatékony
hozzaférését a szubsztrat szerinekhez. Ha PQIIIS funkciot felfUggesztjuk, akkor

alig jon létre a reakcid, ha pedig kiiktatjuk az LQLP motivumot, akkor lelassul a
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folyamat. Az LQLP motivum hozzjarulasa a TRESK aktivaciohoz akkor valik
kilonosen kritikussa, amikor a mérsékelt [Ca?*] nbvekedés hatasara a foszfataz
csak gyengeén aktivalddik, vagyis az idének csak egy kis hanyadat tolti az aktiv
allapotban. Az LQLP motivum valdszinileg fontos szerepet jatszik a TRESK
aktivitds szabalyozasaban a fiziologias, kis mértékli kalcium koncentracio

valtozasok soran és lehet6vé teszi a csatorna aktivitas finom beallitasat.
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67. abra: A kalcineurin-fliggé TRESK aktivacié sematikus vazlata

A PQIIIS motivum (narancssarga) nyugalmi allapotban is kéti a kalcineurint, a kotéhely
telitettsége elsésorban a citoplazma kalcineurin koncentracié fuggvénye. Kalcium jel
esetén a kalcium/kalmodulin komplex (tlirkiz) a kalcineurinhoz kotédik és ennek
hatasara a kalcineurin hozzakapcsolédik a TRESK masik, LQLP kalcineurin-k6té
motivumahoz is (lila). A kalcium/kalmodulin komplex egyben fokozza a kalcineurin
enzimaktivitasat, amely defoszforildlla a TRESK csatorna aktivitast szabalyozo
szerineket (citromsarga). A kalcineurint piros, a TRESK transzmembran régiokat pedig
vilagoskeék szinnel abrazoltuk. A motivumok szekvencidja és a szamozas a human
TRESK csatornara vonatkozik. Médositva a [9] kézleménybél.

A kalcineurin-figgd aktivaciot koévetben, gatldé kinazok biztositjak a
TRESK aram visszatérését a nyugalmi helyzetbe. Szintén ezek tartjak fent a
TRESK bazalis gatolt allapotat. Azokat a csatorna szabalyozasban fontos
szerineket foszforilaljak, amelyek a kalcineurinnak is célpontjai. A TRESK
aktivitasat dontéen meghatarozé “szerin klasztert” a mikrotubulus(-asszocialt-
fehérje/mikrotubulus)-affinitas-regulalé kinaz (MARK) 1, 2 és 3 foszforilalja

heterolog expresszios rendszerben. (A MARK2 kinaz megfelel a PAR-1
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“partition-defective” fehérjének [301].) A MARK kinazok koexpresszioja
felgyorsitia a K* aram visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcium-figgd
aktivaciot kovetéen (56. abra). A MARK kinazok emellett gatoljak a TRESK
bazalis aramat, ezért a kinazt és csatornat koexpresszalo sejtekben a kalcium
jel hatasara fellépé relativ aktivaciéo akar harmincszorosra is fokozédhat (54.C
abra). Habar a MARK kinazok hatékonyan foszforilaljak és ezaltal gatoljak a
TRESK csatornat heterolog expresszids rendszerben, nem tudjuk, hogy vajon
ezek a kinazok felelések-e dontéen a szerin klaszter foszforilaciojaért élettani
koralmények kdzott. Mindazonaltal szamos, mas ioncsatornat szabalyozé kinaz
tipusrdl (Id. Il. tablazat) kimutattuk, hogy nem képesek a TRESK szerin klasztert
foszforilalni.

A TRESK szabalyozasaban szintén fontos S252 (egérben S264)
aminosavat in vitro foszforilalja a protein kinaz A (53. abra). A citoplazma cAMP
koncentracio kisérletes novelése elbsegitette a szerin klaszter tertletén mutans
TRESK csatorna aramanak visszatérését a gatolt allapotba, az ionomycinnel
kivaltott aktivaciot kovetéen (51. és 53. abrak). Emiatt az S252 valdszinilleg
hozzajarul a TRESK aktivitas szabalyozasahoz, mindemellett ugyanez a szerin
mas tekintetben is szembed6tld szerepet jatszik a TRESK mikddésében. Az
S252 foszforilacioja szabalyozza a 14-3-3 adapter fehérje kotédését a TRESK
csatorna RSNSCP motivumahoz (41. és 47. abrak).

A dimer szerkezetl 14-3-3 adapter fehérje ubikviter az eukariota sejtek
citoplazmajaban és tobb mint szaz kilénb6zé partner fehérje (vagy fehérjepar)
mikodéseét befolyasolja [289-293]. Foszforilacio-fuggd kotédése modosithatja a
célfehérjék aktivitdsat, lokalizaci6jat és fehérje interakcioit. Mig a TRESK
kalcineurin-k6t6 motivuma megtalalhaté az emlés fajokban és hianyzik pl. a
halakban vagy madarakban, addig a csatorna RSNSCP 14-3-3-k6té motivuma
a halaktol az emberig konzervalt (43. abra). Az S276E mutans egér TRESK és
vad tipusu vagy dominans negativ 14-3-3y koexpresszidjaval végzett kisérletek
(50.C és D abra) kozvetett médon arra utalnak (Id. az 5.11 fejezetet), hogy az
RSNSCP motivum foszforilacioja és 14-3-3 kotése hozzajarul a TRESK

csatorna gatlasahoz.
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A 14-3-3 kozvetlen, csatornara kifejtett hatasa mellett azonban az
adapter fehérje erételjesen befolyasolja a TRESK szabalyozasat egy masik

utvonalon keresztul is (68. abra).

> kot N e gatol
—> foszforilal | @aktivél

ey
M

C-term.

68. abra: A TRESK csatorna foszforilacié-fliggé szabalyozasi utjainak sémaja

A human TRESK csatorna aktivitasat az S262, S264, S267 “szerin klaszter”
foszforilaciés allapota hatadrozza meg, illetve hozzajarulhat ehhez még az S252
foszforilacié-figgd 14-3-3-kotbhely kiegészitd hatasa. A kalcineurin kdzvetlendl
kotédik a csatorna PQIIIS motivumahoz, emellett az LQLP motivumhoz is
kihorgonyzodik a citoplazma [Ca?*] nOvekedés hatasara. Az aktivalt kalcineurin
defoszforiladlja a szabalyoz6 szerineket és ezaltal ndveli a TRESK csatorna aramat. A
csatornat kinazok gatoljak, a szerin klasztert a MARK (és esetleg mas még nem
azonositott) kinazok foszforilaljak, az S252 pedig a protein kinaz A (PKA) szubsztratja.
A foszforilalt S252 aminosavhoz kétédik a 14-3-3 adapter fehérje és ez hozzajarulhat a
csatorna gatlasahoz. A 14-3-3 egy masik TRESK szabalyozé utvonalban is szerepet
jatszik, kifejezett hatasa, hogy gatolja a szerin klasztert foszforilalé kinazt. Az 0j (novel)
tipusu protein kinaz C (PKC) is gatolja ezt a kinazt és a TRESK foszforilacidjanak
csokkentésével eredményez fokozott csatorna aktivitast. (A kalcineurint aktivalo
kalcium/kalmodulin komplexet és a TRESK, kalcineurin, PKA és 14-3-3 fehérjék
negyedleges szerkezetét nem abrazoltuk.) Az abran feltlintetett 6sszes szabalyozo
mechanizmust elséként irtuk le az irodalomban. Médositva a [6] kdzleménybdl.

A 14-3-3 funkci6 csOkkentésének (dominans negativ = 14-3-3
koexpresszioval vagy fehérje mikroinjektalassal, illetve pS-Raf259 gatlé peptid
mikroinjektalassal) konzekvens kodvetkezménye volt a kalcium-fuggé aktivacio

utani TRESK aram visszaallas gyorsulasa (44-46., 48.B abrak). Ez a hatas
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létrejott a human és egér TRESK csatorna esetében is, figgetlentl attél, hogy
milyen modszerrel csokkentettik a mikodéképes 14-3-3 szintet. Megfigyeltik
az S264E mutans csatorna szabalyozasa kapcsan is (50.B abra), annak
ellenére, hogy az S264E mutans csatorna 14-3-3-kotohelyének foszforilacidjat a
mutacio lehetetlenné tette. Az S264E mutans szabalyozasa a szerin klaszter
foszforilacios allapotanak valtozasan keresztul térténik, tehat a visszaallas
gyorsulasa azt jelenti, hogy a 14-3-3 a szerin klasztert foszforilalé kinazt gatolja,
a TRESK csatornahoz kotédeéstdl fuggetlen mechanizmussal. Mikor a 14-3-3
mikodést akadalyozzuk, akkor a szerin klasztert foszforilald kinaz felszabadul a
gatlas aldl, gyorsabban foszforilalja a kalcineurin altal defoszforilalt szabalyozé
szerineket a TRESK csatornaban és ez megnyilvanul a visszaallas
gyorsulasaban.

A 14-3-3 szabalyozasban betoltott szerepével kapcsolatban elsé
ranézésre ellentmondasosnak tlnhet, hogy az egyik utvonalon kotédésével
gatolja a csatornat, a masik utvonalon viszont akadalyozza a szerin klasztert
foszforilald kinazt, tehat végeredményben TRESK aktivalo iranyban hat (68.
abra). Ez azonban csak latszélagos ellentmondas. lgaz ugyan, hogy a
kisérletekben a 14-3-3 szerepét a mikodoképes 14-3-3 szint valtoztatasaval
vizsgaltuk, de in vivo ez nem a szokasos modja a 14-3-3-fuggd
szabalyozasoknak. A 14-3-3 altal kdzvetitett hatast in vivo elsésorban az
hatarozza meg, hogy a szabalyozott fehérje 14-3-3-k6t6 motivumaban
foszforilalt-e a kdtédést biztositd szerin. A TRESK esetében a kézvetlen 14-3-3-
kotést az S252 foszforilacioja donti el és a szerin klasztert foszforilalé kinaz
szabalyozasaban is minden bizonnyal szerepel valamelyik ponton egy
foszforilacio-fuggd 14-3-3-kotéhely, amelyet egy masik kinaz foszforilal (erre
lehetséges jelolt a novel PKC). Ezeket a foszforilacidkat eltéré jelpalyak
befolyasolhatjak, amelyek hatasara specifikusan szabalyozédik a TRESK
csatorna a megfelel6 iranyban, a mindig jelenlévé 14-3-3 kotddésének
kézremikdodésével.

Az alacsonyabb rendl allatokban (pl. halak, kétéltlek, huallék és
madarak) a TRESK 14-3-3-kotését tudomasunk szerint még nem vizsgaltak, a

nagy mértékl szekvencia hasonlésag miatt azonban gyakorlatilag biztos, hogy
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ezek is kotik az adapter fehérjét. Ezekben a fajokban viszont a kalcineurin-koté
motivumok és a szerin klaszter nem talalhatok meg, ami arra utal, hogy a
14-3-3-nak a kalcium-fugg6 szabalyozastdl eltérd fontos funkcioja is van. Ez a
funkcid egyel6re ismeretlen, a 14-3-3 talan a csatorna alegység dimerek
szerkezetét stabilizalja vagy interakcidés partner fehérje kihorgonyzasaban
szerepelhet.

Az uj (novel) tipusu PKC a kalcineurintdl fuggetlen médon szabalyozza a
human TRESK csatornat abban az értelemben véve, hogy a
kalcium/kalmodulin-dependens foszfataz nem vesz részt a PKC hatasanak
kozvetitésében. Mas tekintetben viszont a PKC aktivalédasa ugyanazoknak a
szabalyozasban fontos szerineknek a defoszforilaci6jahoz vezet, amelyek a
kalcineurin célpontjai. Természetesen a PKC defoszforilaciot okozé hatasa
kozvetett. A szerin klasztert foszforilalé kinaz gatlasan keresztul jon Iétre (Id. a
"novel PKC”-t a 68. abran). A szerin klaszter nyugalmi foszforilaciojat fenntarté
kinaz gatlasanak kovetkeztében, a citoplazma gyenge, kalcineurintdl fuggetlen
foszfatdz aktivitasa a szerin klaszter lassu defoszforilaciojat és a TRESK
aktivacidjat eredményezi.

Az Aaltalunk vizsgalt TRESK szabalyozasi mechanizmusok koézil a
PKC-fuggd TRESK aktivacio a leginkabb kozvetett mechanizmus. Ez a hatas a
szerin klasztert foszforildld kinaz gatlasan alapul, amely kuldnbdzhet
sejttipusonként. A PKC-fuggéd TRESK aktivacid kialakulasa tehat fugg attdl,
hogy az adott nativ sejt milyen uj (novel) tipusu PKC izoformakat és szerin
klasztert foszforilald kinaz(oka)t tartalmaz. Ezzel szemben a PKA, MARK,
kalcineurin és 14-3-3 szabalyoz6 hatasa kozvetlen. A PKA, MARK és
kalcineurin kézvetlenll foszforilalja vagy defoszforildlja a TRESK-et, emellett a
kalcineurin és 14-3-3 kozvetlenul kotédik a csatornahoz. Tekintve, hogy a PKA,
MARK, kalcineurin és 14-3-3 fehérjegk szinte minden sejttipusban
megtalalhatok, varhatdé, hogy az Aaltalunk leirt molekularis szabalyozasi
mechanizmusok altalanosan mikoédnek azokban a nativ sejtekben, amelyek a
TRESK csatornat kifejezik.
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6.3 Elettani és orvosi jelentéség

A fajdalom csillapitasa alapvetd orvosi feladat, amely gyakran nagy
kihivast jelent. Egyes nehezen kezelheté fajdalom tipusok, mint pl. a
neuropatias fajdalom, a migrén vagy a rosszindulati daganatokhoz tarsuld
fajdalom kezelése nem tekinthet6 véglegesen megoldottnak. Ezekben az
esetekben az ismert modszerek gyakran nem eredményeznek megfelel
fajdalomcsillapitast. Ezért napjainkban is intenziv kutatas folyik tokéletesebb
fajdalomcsillapitd6 modszerek kifejlesztésére. A nociceptiv primer szenzoros
neuronok a legtobb fajdalom tipus kialakulasaban szerepet jatszanak, hiszen
ezek tovabbitjak a fajdalomérzé idegvégzédés feldl az ingerlletet a kdzponti
idegrendszer iranyaba. A neuronok ingerlékenységének a Kap csatornak
meghatarozé tényezdi, ezért felvetddik a kérdés, hogyan érhet6 el
fajdalomcsillapitd hatas a hattér K* aram aktivalasaval [332-339].

A primer szenzoros neuronok fajdalomérzést szabalyozé mikodésének
vizsgalatat neheziti a sejtcsoport nagyfoku heterogenitasa, amely érvényesll a
nociceptiv szubpopulacion beldl is. A fajdalomérzésért felelés elsédleges érzé
idegsejtek kulonbozé csoportjaiban eltérd Kop csatorna készlet expresszalodik,
a kozelmultban elérhetbvé valt egyedi sejt RNS szekvenalasi eredmények
szerint [12,13]. Az mRNS kifejez6dés meglehetésen komplex mintazatot mutat
a kuloénb6zd tipusu, fajdalomérzésben szerepet jatszd neuronok kozott,
azonban a csatornamikodés és az ennek megfeleld élettani funkcid még
ezeknek az Osszetett adatoknak a birtokdban sem pontosan megitélhetd. Az
ionaram nagysaga a plazmamembranban nem feltétlenul korrelal a csatorna
MRNS mennyiséggel és az adott csatornatipus hozzajarulasa a
membranpotencial szabalyozasahoz jelentésen fugg a sejttipusban kifejez6d6
egyéb ionaramok aranyatol. Az mRNS adatok hozzaférhet6sége ellenére,
ismereteink a Kop csatornak fajdalomérzésben betoltott szerepérdl korantsem
teljesek és ezen a terlileten még jelentés fejlédés varhato.

A primer szenzoros neuronok heterogenitasat figyelmen kival hagyo
altalanos adatok rendelkezésre 4&llnak a Kop csatorna mRNS-rél  és
elektrofizioldgiarol. Valos idejli reverz transzkripcidos polimeraz lancreakcid

(real-time RT-PCR) modszerrel a hatsé gyoki ganglionban a kdvetkez6 mRNS
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mennyiségi viszonyokat allapitottak meg: TRESK > TRAAK > TREK2 = TWIK2
> TREK1 = THIK2 > TASK1 > TASK2 > THIK1 = TASK3 [340]. A TREK-2
bbséges kifejez6dését fehérje szinten is kimutattdk immuncitokémiaval a
C-tipusu rosttal rendelkez6 nociceptiv primer szenzoros neuronok
sejttestjeiben. Ha a TREK-2 expressziét siRNS technikaval visszaszoritottak
ezekben a neuronokban, akkor depolarizacié jott létre [341]. Tovabbi
tanulmanyok is igazoltak a TREK-2 jelent6ségét a kis sejttesttel rendelkez6
nociceptiv neuronok membranpotencialjanak meghatarozasaban [90,342,343].

Sejtre tapasztott (cell-attached) patch clamp mérésekben a kulénbdzé
Kop csatornakat egyedi csatorna (single channel) vezet6képességuk szerint
kulonitették el kis sejttesttel rendelkezd hatsé gyoki ganglion (DRG) neuronok
membranfoltjaiban [14]. Tébb mint 250 membranfolt vizsgalataval a kdvetkez6
sorrendet  allitottak fel a csatorna  megnyilasok  el6fordulasarol
testhémérsékleten (37 °C): TREK-2 (69%), TRESK (16%), TREK-1 (12%) és
TRAAK (3%). Szobahémérsékleten (24 °C) a TRESK csatorna megnyilasok
fordultak el6 leggyakrabban, mivel a termoszenzitiv TREK-2 aktivitasa ezen a
hémérsékleten csoOkkent [14]. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
nociceptiv primer szenzoros neuronokban a TREK alcsalad tagjai és a TRESK
csatorna jelentés mértékben hozzajarulnak a hattér K* konduktanciahoz.

Annak ellenére, hogy a kulonb6zd Kap alcsalddba tartoz6 TRESK és
TREK csatorna alegységek alacsony (<20%) aminosav szekvencia
azonossagot mutatnak, a kozelmultban kimutattak ezek heterodimerizaciojat
[18]. A TRESK heterodimert képez a TREK-1 és TREK-2 alegységekkel
egyarant. A heterodimer csatorna egyszerre mutat olyan tulajdonsagokat,
amelyek a TREK homodimerekre jellemzék és olyanokat is, amelyek a TRESK
homodimerekre. igy pl. az arachidonsav (10 uM) aktivalja a heterodimert, ami a
TREK csatornakra jellemzé. Emellett viszont a TREK-1/TRESK heterodimerrél
kimutattak, hogy kalcium-fuggd aktivaciot mutat, amelyet nyilvan a TRESK
alegység kozvetit [18]. Ez alapjan ugy tinik tehat, hogy a kalcium-figgé
aktivacié akkor is létrejon, ha a csatornaban csak egy TRESK alegység
talalhaté. Tekintve, hogy a TRESK a DRG neuronokban a TREK-2 mellett fordul
elé nagy mennyiségben, varhaté a TREK-2/TRESK heterodimer képz&dése in
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vivo. Ezek a heterodimer csatornak nagyobb vezetoképességiek lehetnek, mint
a TRESK homodimer és emellett kalcium-fliggé modon szabalyozédhatnak az
altalunk TRESK homodimer kapcsan leirt mechanizmussal.

A jelentds TRESK expresszié tudatdban, szamos vizsgalat célozta a
csatorna primer szenzoros neuronokban betdltott élettani szerepének
tisztazasat. TRESK génhianyos egér modellekben tébb munkacsoport is
vizsgalta, hogy megjelenik-e jellemz6 fenotipus. A kezdeti kisérletsorozatok
aranylag mérseékelt eltéréseket igazoltak a génhianyos egerekbdl izolalt DRG
neuronok elektrofizioldgiai tulajdonsagaiban, viszont él6 allatban nem mutattak
ki fenotipus valtozast a TRESK csatorna hianyaban. A G339R funkcidveszt6
mutans génmodositott allat vizsgalataval megallapitottak, hogy a TRESK a
teljes hattér K* aram korulbeltl 20%-at adja a DRG neuronban és a csatorna
hianya nem valtoztatia a nyugalmi membranpotencial értékét. A TRESK
csatornat nem tartalmazé sejtekben az akcids potencial kivaltasahoz szukséges
reobazis mintegy 60 %-kal csOkkent, vagyis az aramzar (current clamp)
méréssel meghatarozott ingerlékenység novekedett [256]. A kis sejttesttel
rendelkezd, izolalt DRG neuronok in vitro mérhetd megndvekedett
ingerlékenységét a TRESK gén hianyaban azoéta tobb tanulmany is
megerdsitette [15,16,259]. Egy masik vizsgalat szerint a TRESK génhianyos
egeérben 8 %-kal nétt az izofluran inhalaciés anesztetikum minimalis alveolaris
koncentracié (MAC) értéke és az anesztetikumok alkalmazasa utan kb. 50 %-
kal magasabb volt a mortalitas, mint a vad tipusban. A kisebb tulélésre nem
adtak magyarazatot és szamos tesztrendszerben a TRESK génhianyos és vad
tipusu allat hasonléan teljesitett ezekben a vizsgalatokban [257].

A kézelmultban egymastdl figgetlen tanulmanyok egyértelmi fenotipust
rendeltek a TRESK génhianyos egérhez [15,16,259]. Az egyik tanulmany
élesen elkulonitette egymastol a hatsé gyoki (DRG) és trigeminalis ganglion
(TRG) neuronok valaszat, illetve az ezek ellatasi terlletén megfigyelhetd
fenotipus eltéréseket a vad tipusu és TRESK génhidnyos allatban [15]. A
TRESK hianya a n. trigeminus ellatasi tertletén ndvelte a fajdalmas hé, kémiai
€s mechanikai ingerekre adott reakcidt, de a DRG neuronok ellatasi teruletén

szignifikans kulonbségek nem voltak kimérhetdk az alkalmazott tesztekkel [15].
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A TRESK génhianyos (KO) egérben az OPAD (Orofacial Pain Assessment
Device) berendezéssel mértek nagy kulénbséget a vad tipusu (WT) allathoz
képest. A KO egér joval ritkdbban nyalta meg a sdritett tejjel bevont forrd
(50 °C) feluletet, mint a WT, azonban a semleges hémérsékleti (33 °C-os)
feluleten felkinalt finomsag megegyezd nyalasi frekvenciat eredményezett a két
csoportban. Ha a feji terlleten a bérbe kapszaicint (az erdés paprika
hatbanyaga) injektaltak, vagy ha a bérteriletet acetonnal hitoétték, akkor a KO
egeér hosszabb ideig vagy tObbszor tordlgette az érintett tertletet, mint a WT.
Hasonloan fokozott, inger eltavolitasara iranyuld mozgas jelentkezett a TRESK
KO éllatban, ha a kapszaicin és gyulladasos mediator koktél keverékét a dura
materre juttattak (az erre adott valaszt csdkkenti a migrén elleni gyogyszer
sumatriptan). Mindemellett, a fajdalmas mechanikai ingerek hatasat a feji
terlleten von Frey filamentum moddszerrel vizsgalva, a KO egér grammban mért
50%-0s visszahuzasi kuszdb értéke csak mintegy harmada volt a WT egérének.
Ezzel éles ellentétben, hasonl6 modszerrel a hatsé végtagon nem talaltak
kulonbséget a WT és KO allat kozott [15]. Ezek az eredmények egyértelmiien
mutatjak, hogy a TRESK hianya fokozott érzékenységet okoz a fajdalmas
ingerekre a n. trigeminus ellatasi tertletén.

Egy masik tanulmany szamos funkcionalis teszttel vizsgalta a DRG
neuronok in vivo ingerlékenységét a TRESK génhianyos egérben [16].
Kifejezett kulonbséget tapasztaltak a KO és WT egér kozott a szérszalakat
ellatd alacsony kuszObl mechanoreceptor (nem fajdalomérz§) neuronok
erzékenységeében (Aos rostokkal rendelkez6 "D-hair” receptor, kis sejttestil DRG
neuronok, amelyek a legérzékenyebb mechanoreceptorok koézé tartoznak). A
sz6rzet finom érintésre (cotton swab) a KO egér gyakrabban hizta el a hatsé
végtagjat, mint a vad tipusu allat. A hati sz6érzetre helyezett ragasztdszalagot
(back tape) a KO egér intenzivebben probalta eltavolitani, mint a WT. Ezek az
eredmények az alacsony kiszobl mechanoreceptor neuron érzékenység
fokozédasanak tulajdonithatok [16].

Ugyanez a munkacsoport in vitro méréseket végzett TRG neuronokon és
oriasi kulonbséget tapasztaltak a WT és KO allatbdl izolalt sejtek

ingerlékenységében. Az aramzar (current clamp) mérésben 6t percig adott
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gyulladasos mediator koktél hatasara, a KO egérbdl izolalt TRG neuronokban
kb. hétszer nagyobb szamu akcidés potencial jott Iétre, mint a WT sejtekben.
Emellett a KO sejtek nagyobb hanyada valaszolt kalcium jellel a stimulusra.
[16]. A TRG neuronok fokozott in vitro ingerlékenysége jél megfelel a masik
munkacsoport altal él6 allatban kimutatott fajdalmas ingerek iranti
megnovekedett érzékenységnek a n. trigeminus ellatasi tertletén [15].

Egy harmadik munkacsoport a TRESK gén hianyanak masik funkcionalis
kovetkezményére hivta fel a figyelmet [259]. Tobbféle teszttel is azt az
eredményt kaptak, hogy a KO egér érzékenysége fokozott a karositdé hideg
ingerekre. A kdzismert forré lap teszt (hot plate test) analdgiajara kialakitott
"hideg lap teszt” (2 °C laphémérséklet) a KO allatban hamarabb valtott ki
védekez6 magatartast (elugras, vagy a talp megnyalasa), mint a WT
egerekben. Kifejezett kllonbséget talaltak a WT és KO allatok kdzott a még
fajdalmasabb hideg ingert, szarazjeget (szilard CO2, kb. -80 °C) alkalmazd6
tesztrendszerben (cold plantar assay, ahol a vékony Uveglapon keresztil
alkalmazott hitékdzeg mintegy 25 masodperc alatt csdkkentette az egér
talpanak hémérsékletét irreverzibilis szovetkarositd értékre). A viselkedési
tesztekkel j6 Osszhangban, a KO egérbél szarmazdé ex vivo bor-ideg
preparatumban fokozatos hitésre (cold ramp) a C-tipusu rostok érzékenyebben
valaszoltak, mint a WT készitményen. Mindemellett az oxaliplatin kemoterapias
szer, amely a betegekben gyakran hideg allodynia kialakulasat okozza, a
TRESK génhianyos allatban nem befolyasolta a hideg iranti érzékenységet,
szemben a WT allatban tapasztalhatd, irodalombdl jol ismert egyértelmi
hatassal. A WT allat hideg iranti érzékenysége oxaliplatin kezelést kdvetben
fokozédott arra a koéros értékre, amely a KO allatban a kezeléstél fliggetlentl
jellemzd volt. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
TRESK csatornat kifejezd primer szenzoros neuronok egy csoportja szerepet
jatszik a fajdalmas hideg inger érzékelésében [259].

Tekintve a n. trigeminus altal ellatott terileten a TRESK teljes hianyaban
jelentkez6 nagymertéki és tobb modalitasra kiterjed6 fajdalomérzés fokozodast
az egér modellben, érthetévé valik, hogy a TRESK aram csdkkenésnek hasonlé

modon szerepe lehet emberben a migrén kialakulasaban. Valéjaban azonban a
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TRESK génhianyos egér fenotipus leirasa elétt egy human genetikai vizsgalat
mar felvettette a lehet6ségét, hogy a TRESK csatorna mutaciéja migrénes
fejfajast okoz [17]. Egy nagy csalad nyolc tagjaban a TRESK F139WfsX24
kereteltolodasos mutacioja kapcsoltan fordult el6 az auraval jaré migrénnel,
viszont a mutaciét nem hordozé nyolc csaladtagban migrénes fejfdjas nem
alakult ki. A mutans csatornaval heterolog rendszerben végzett kisérletek azt
mutattak, hogy a mutacié hatasara keletkez6 csonkolt TRESK fehérje dominans
negativ hatast fejt ki a normalis TRESK alegységre és ez magyarazhatja a
heterozigéta formaban jelenlévd mutans allél betegségokozo tulajdonsagat [17].

Habar a ritka TRESK csatorna mutaciéo és migrén kapcsolatat elséként
leir6 kozlemény a rangos Nature Medicine folydiratban jelent meg, az
eredményt csaknem egy évtizedig nagy bizonytalansag Ovezte. Az
Osszefuggést leird6 munkacsoport ugyanis nem sokkal kés6bb kdzolte (és
masok megerésitették), hogy egy masik TRESK inaktivalé mutacié (C110R)
heterozig6ta formaban aranylag gyakori €s nem okoz migrént, pedig heterolog
rendszerben a kereteltolédasos mutaciohoz hasonlé dominans negativ hatast
fejt ki az ép TRESK aramara [258,344]. Nem lehetett tudni, hogy arrél van-e
sz0, hogy a kulonb6z6é dominans negativ hatast kifejtd6 TRESK mutansok sem
ekvivalensek és csak bizonyos valtozatok okoznak migrént, vagy pedig az
alapfelvetés a TRESK és migrén kapcsolatardl téves.

A dilemmabdl kivezetd helyes utat elséként overexpresszids kisérletek
mutattak meg. A vad tipusu TRESK overexpresszidja az egérbdl izolalt DRG
vagy TRG neuronokban hiperpolarizalé hatasunak bizonyult és csokkentette az
idegsejtek ingerlékenységét [317,326]. A kereteltolddasos mutaciét tartalmazo
TRESK alegység overexpresszidja viszont fokozta az TRG neuronok
ingerlékenységét, ami jol magyarazhaté a heterolog rendszerben megfigyelhetd
dominans negativ hatassal [316]. Meglep6 mddon, azonos Kkisérleti
korulmények kozott, a C110R mutans TRESK overexpresszidja nem novelte a
neuronok ingerlékenységét [344]. Ebbdl kovetkezik, hogy az F139WfsX24
kereteltolddasos és C110R mutaciok hatasa a nativ TRG kdrnyezetben eltérd,
annak ellenére, hogy heterolog expresszidés rendszerben mindkét valtozat

hasonldan Iétrehozza a dominans negativ hatast a TRESK aramra.
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A TRESK/TREK heterodimerizacié felismerését kovetben, jelentbs
kildnbséget talaltak az F139WfsX24 és C110R mutans TRESK alegységek
TREK aramra kifejtett hatasaban heterolog expresszios rendszerben [18]. A
kereteltolodasos mutans erételjes dominans negativ hatast fejtett ki a TREK-1
és TREK-2 alegységekre is a TRESK mellett, ezzel szemben viszont a C110R
mutans csak a TRESK aramot védte ki, de a TREK csatornakra nem hatott. Az
F139WfsX24 mutacio hatasara, alternativ transzlacio iniciacidval keletkezik egy
C-terminalis TRESK fragmens is, a kereteltolddasos mutacidknal szokasos N-
terminalis csonkolt darab mellett. Azt talaltak, hogy az N-terminalis TRESK
fehérje fragmens a TRESK-re, a C-terminalis TRESK fragmens viszont a TREK
csatornakra fejt ki dominans negativ hatast. A TRESK és TREK csatornakra
egyuttesen kifejtett dominans negativ hatas olyan mértékben csokkenti a
szenzoros neuron hattér K* csatorna készletét, amit az mar nem tud
kompenzalni, és az idegsejt korosan magas aktivitasat, akcidos potencial
frekvenciajat eredményezi. Az ugyan nem vilagos, hogy a teljes hosszusagu
C110R mutans miért nem okoz dominans negativ hatast a TREK csatornakra,
de mindenesetre elgondolkodtatd, hogy a kulonb6zd tipusu TRESK
mutacioknak lényegesen eltérd funkcionalis kdvetkezményei lehetnek in vivo
[18].

A molekularis mechanizmusok felderitését célzé genetikai vizsgalatokbol
gyakran csak a mutacié és a koérallapot kapcsoltsaga mondhatd ki biztosan, de
az ok-okozati Osszefiiggés inkabb csak valészinlsithet6. Néhany honappal
ezel6tt azonban megjelent egy kozlemény, amelyben a legmodernebb
technologiai arzenalt felvonultatva bizonyitjak a TRESK F139WfsX24 mutacio
€s az szenzoros neuronok ingerlékenysége kozotti ok-okozati Osszeflggést
[260]. A Kkereteltolédasos mutaciot hordozé betegek bbérbiopsziajabdl,
fibroblasztokbdl indukalt pluripotens 6ssejteket (iPSC) készitettek, majd ezekbdl
nociceptiv szenzoros neuronokat differencialtattak in vitro. A migrénben
szenvedd betegekbdl eldallitott neuronoknak fokozott volt az ingerlékenységuk
az egészséges kontroll személyekbdl készitett sejtekhez képest. A TRESK
mutacio korrekcioja CRISPR-Cas9 genomszerkesztési eljarassal visszaallitotta

a normalis ingerlékenységet az iPSC eredetl nociceptiv szenzoros
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neuronokban [260]. igy tehat az F139WfsX24 mutacié okozza a fokozott
ingerlékenységet és nem a mutacioval kapcsoltan 6rokl6dé egyéb genetikai
determinans(ok).

A C110R mutaciét hordozé (nem migrénes) személyek iPSC-bdl
differencialtatott nociceptiv szenzoros neuronjai normalis, a kontroll
személyekével megegyezd, ingerlekenységet mutattak [260]. Mindemellett, a
TRESK-nek tulajdonitott, TPA (tetrapentil-ammoénium) érzékeny aram
komponens sem Kkulonbozott a C110R mutaciét hordozd neuronokban a
kontrolltdl. Ez azt sugallja, hogy a C110R mutéacié jelenlétében a masik ép allél
biztositja a megfelel6 mennyiségl funkcioképes TRESK alegység expressziot.
Vagyis ugy tinik, hogy a szenzoros neuronokban a C110R mutans nem csak a
TREK csatornakra, hanem a TRESK-re is gyengébb dominans negativ hatast
fejt ki, mint az F139WfsX24 mutans [260]. A fenti eredmények alapjan az
F139WfsX24 mutacié funkcionalis hatasa egyértelml. Tovabbi vizsgalatok
szukségesek viszont annak megitélésére, hogy a fokozott neuronalis
ingerlékenység kialakulasaért milyen mértékben felelés a TRESK mennyiség
csOkkenése, illetve a TREK csatornak aramara kifejtett dominans negativ hatas.

Az elmult tiz év nemzetkdzi eréfeszitéseinek eredményeként lassan
kezdjiuk megérteni a TRESK jelent6ségét a migrén kialakulasaban. Emellett
azonban felvetették a TRESK hozzgjarulasat a neuropatias fajdalom
[321,326,345,346], a trigeminalis neuralgia [327], a csontmetasztazis okozta
fajdalom [347], a gyulladasos és nociceptiv fajdalom [311,340], a vagus
afferens diszfunkcio [309,348,349] és mas fajdalom tipusok kialakulasaban
[332,334,335,350,351]. Nyilvanvaléan sok kutatbmunka szikséges még a
TRESK pontos szerepének felderitésére ezekben az allapotokban, illetve annak
megallapitasara, hogy felhasznalhaté-e a csatorna aktivitas farmakolégiai
modositasa ujabb fajdalomcsillapité mdédszerek kidolgozasara.

Az eddigi vizsgalatokban nagy kihivast jelentett a TRESK funkciéveszt6
mutaciok és a migrén patofizioldgidja kozotti Osszefuggés felismerése.
Tudomasunk szerint eddig egyetlen tanulmany sem vallalkozott a normal
TRESK alegység koros szabalyozasanak moddszeres vizsgalatara a

fajdalommal jard allapotokban. Tekintve azonban, hogy a kalcineurin-figgé
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szabalyozas a TRESK [2,7] és TRESK/TREK heterodimer [18] aktivitast
alapvetéen meghatarozza, nemcsak heterolog rendszerekben, hanem primer
szenzoros neuronokban is [311], varhatd, hogy ennek kisiklasa a TRESK
alegység mutaciojahoz  mérheté koros eltérést okoz. Ennek a
gondolatmenetnek megfeleléen vetédott fel a TRESK lehetséges szerepe a
kalcineurin-inhibitorok altal okozott fajdalom szindroma (calcineurin-inhibitor
induced pain syndrome, CIPS), illetve az ilyen gyogyszerek altal okozott fejfajas
kialakulasaban [332,347,350,351]. A hipotézis szerint a szervtranszplantacié
utan immunszupressziv céllal alkalmazott ciklosporin A és tacrolimus (FK506)
gatolja a kalcineurint a primer szenzoros neuronokban is és ez a TRESK
fokozott foszforilaciéjahoz és gatlasahoz vezet. A hattér K* aram csokkenés
nociceptiv neuron ingerlékenység fokozédast és a betegek egy hanyadaban
fajdalmat okoz.

Jol megalapozott ismeret, hogy a protein kinaz A (PKA) fontos szerepet
jatszik a nociceptiv neuronok érzékenységének szabalyozasaban és koros
korulmények kozott a hiperalgézia kialakulasaban [352,353]. A cAMP/PKA
jelatvitel noveli a tranziens-receptor-potencial vanilloid-receptor 1 (TRPV1)
nem-szelektiv kationcsatorna aramat, amely fontos receptor funkciét tolt be a
fajdalomérzésben. Emellett, pl. prosztaglandin E2 (PGE2) gyulladasos mediator
hatasara, a PKA altali foszforilacié csokkenti a TRPV1 deszenzitizalédasat
[354,355]. Serkent§ hatast fejt ki a PKA a nociceptiv primer szenzoros
neuronok feszultségfiggd Na* csatornaira is [356]. Hozzajarulhat az altalanos
ingerlékenység fokozo hatashoz a TRESK csatorna PKA altali gatlasa is,
amennyiben ez létrejon primer szenzoros neuronokban.

A doktori értekezésben bemutatott eredmények alapjan egyértelmd, hogy
Xenopus petesejtekben a PKCn és PKCe tobbszordsére aktivalja a human
TRESK csatorna aramat. A PKCn aranylag kis mennyiségben fejezédik ki
MRNS szinten a nociceptiv érzéidegsejtekben [12], azonban a PKCe izoforma
jOl ismert kdzvetitje a gyulladasos, neuropatias és a rosszindulatu daganathoz
tarsulé fajdalomnak a hatsdgyoki és trigemindlis ganglion neuronokban [357-
361]. Tobbszdrésen megerdsitett adatok szerint, a PKCe aktivalodik kilonbdzé

allatkisérletes fajdalom modellekben és hozzajarul a hiperalgézia és kronikus
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fajdalom kialakulasahoz. A PKCe foszforildlia a TRPV1 csatornat és ennek
aktivacidjaval is fokozza a nociceptiv neuronok ingerlékenységét [361,362].

A PKCe donté meghatarozoja a fajdalomérzé receptor eléhangolasnak
(nociceptor priming, 6sszefoglaloként Id. a [363] konyvfejezetet). A fajdalomérzé
receptor el6hangolas kisérletes vizsgalatara carrageenan injekcioval
gyulladasos fajdalmat hoznak létre. Ez atmeneti hiperalgéziat okoz. Ha viszont
a hiperalgézia lecsengése utan, azonos lokalizaciéban prosztaglandin E2-t
(PGE2) injekcioznak, akkor tartdés hiperalgézia jelentkezik, amely egy naptdl
akar hetekig is fennmaradhat. Carrageenan érzékenyités nélkil a PGE: injekcid
nem okoz tartés hiperalgéziat. A hosszutavu érzékenyités a PKCe fokozott
mikddése miatt jon létre, a PKCe gatlasa kivedi [358,364], a PKCe kisérletes
aktivalasa pedig carrageenan injekcié nélkul is kivaltja [365].

Szemben a PKCe aktivalédasaval gyulladasos fajdalom modellekben,
tartds lekotés altal okozott idegkarosodasban (chronic constriction injury, CCI)
leirtdak, hogy a PKCe aktivitas a csokkenés iranyaba szabalyozodik [366].
Valoszinlleg ebben a kivételes esetben sem kisérleti hibardl van sz6, mert ez a
munkacsoport is azt taldlta, hogy a carrageenan vagy komplett Freund
adjuvans injekcié PKCe aktivalédast okoz, a krénikus idegkonstrikcidban
tapasztalt gatlastol eltéréen [366].

Ha a nociceptiv primer szenzoros neuronban a TRESK hasonl6an
aktivalédik PKCe hatasara, mint a Xenopus petesejt heterolog expressziés
rendszerben, akkor a K* aram ndvekedése hozzajarulhat a membranpotencial
stabilizalasahoz (pl. mikdzben a PKCe-fliggé foszforilacidé érzékenyiti a TRPV1
csatornat [362]). A PKCe-fuggé TRESK aktivacido mérsékelheti a hiperalgéziat
gyulladasos fajdalomban, vagyis fékként mikoédhet, mivel a TRESK aram
novekedés csOkkenti a szenzoros neuron ingerlékenységét. A kronikus
nociceptor el6hangolas (priming) soran a PKCe-fugg6 TRESK aktivacio
csOkkentheti az el6hangolé stimulus okozta hiperalgéziat, annak atmeneti
jellegét biztositva, majd a PGE: inger a TRESK aram PKA-fugg6 gatlasaval ezt
az ingerlékenység csokkent§ hatast ellensulyozhatja. A  krénikus
idegkonstrikciés modellben a csokkent PKCe aktivitas, a TRESK gatlason

keresztul, megnovelheti a nociceptiv szenzoros neuron ingerlékenységet.
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A fenti bekezdésekben felvazolt hipotézisek illusztraljak, hogy a TRESK
csatorna szabalyozas altalanos molekularis szinti mechanizmusainak
felderitése milyen modon ad keretet a tovabbi gondolkodas, a tovabbvezetd
idegtudomanyi vizsgalatok, illetve az ezt kovetd alkalmazott kutatas és

fejlesztés szamara.
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7. AZ EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA

1. A human genom szekvenciajaban azonositottuk a TRESK (KCNK18) és
Kv8.2 (KCNV2) géneket, majd a csatorna alegységek cDNS-ét
megklonoztuk. Elsdként igazoltuk, hogy a Kv8.2 a retina fotoreceptor
sejtieiben kifejez6dik és a Kv2.1 alegységgel heteromerizaldédva olyan
feszlltségfliggd K* aramot hoz létre, amely lehetévé teszi a fényre adott
elektromos valasz normalis lefutasat. Els6ként vetettik fel a lehetéségét,
hogy a Kv2.1/Kv8.2 heteromer hozza |étre az eml6s fotoreceptor lkx aramat.

2. Els6ként mutattuk ki, hogy a Gg-fehérje kapcsolt receptorok ingerlése
aktivalja a TRESK csatornat. Az aktivaciét a citoplazma [Ca?*] névekedése
hozza létre, de a kalcium ion nem kozvetlenuil hat a csatornara. A
kalcium/kalmodulin-dependens protein foszfataz kalcineurin defoszforilalja
a TRESK csatornat és ezzel ndveli a hattér K* aramot.

3. A Kkalcineurin dontéen a szerin klaszter defoszforilaciéjan keresztil
szabalyoz, amely magaba foglalja a human TRESK S262, S264 és S267
aminosavait. Ezen kivul szabalyoz6 szereppel bir még az S252 aminosav
defoszforilacidja. A kalcineurin kdzvetlenul kotédik a human TRESK PQIIIS
és LQLP motivumaihoz.

4. A kalcineurinon kivul in vitro kétédik még a csatornafehérjéhez a 14-3-3
adapter fehérje és a tubulin. A 14-3-3 kihorgonyzddasa foszforilacio-fuggo
maodon torténik, csak az S252 foszforilalt allapotaban jon létre. A 14-3-3
kotédése a TRESK-hez valészinlleg csokkenti a csatorna aktivitast.
Emellett a 14-3-3 gatlé hatast fejt ki a szerin klasztert foszforilalé kinazra.

5. A szerin klaszter (elsésorban S262 és S264) aminosavait a mikrotubulus-
affinitas regulalé kinazok (MARK1-3) foszforilaljak, ezzel erételies TRESK
gatlast okozva. Az S252 aminosavat a protein kinaz A foszforilalja.

6. Az Uj (novel) tipusu protein kinaz C (PKC n és ¢) azaltal eredményezi a
human TRESK defoszforilacidjat, hogy gatolja azt az endogén kinazt,
amely a szerin klasztert foszforildlja. A szerin klasztert foszforilalé kinaz
aktivitasanak hianyaban a TRESK K* aram lassan megné.

7. A Hg?* a Kop csalad mas tagjaitol eltéréen gatolja a TRESK csatornat.
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9. FUGGELEK
1.0 Allités: Ha csak a két homodimer van
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ezeknek megfeleld keverék aramok
pontjai, a pH vs. RR gatlas grafikonon,

a két magaban kifejezett homodimer

o / V aramanak pontjait 0sszekotd szakaszon
o s P
. oA talalhatok.

Jelblések: Jeldlje az A alegységekbdl

RR (5 pM) altali gatlas

0.0

Ps Pa Pa 19

0.0 pH 7.5—6.5 altali gatlas

felépul6 homodimerek aramat Ia, a B
alegység homodimerekét pedig Is. Az Ix
aram pH érzékenységét jelolje px, a RR iranti érzékenyseégét pedig rx, ahol
Xe{A,B} és px és rx jellemzben 0 és 1 kozotti szamok, amelyek a gatlédd aram
frakciot jelentik. Legyenek Qa=(pa,ra) és Qs=(ps,;r8) a homodimereknek
megfeleld A és B pontokba mutaté helyvektorok a pH vs. RR gatlas sikon.
Vegylnk egy olyan mindkét alegységet koexpresszald petesejtet, amelyben az
A alegységek homodimerei Ia aramot, a B alegységek homodimerei pedig Is
aramot adnak. Ekkor a teljes aram nagysaga a sejtben Ia+ls. Az |la aram
részaranyat jeloljuk a-val, ahol a=Ia/(la+Ig). A keverék aram pH érzékenységét
jeldlje pa, a RR iranti érzékenységét ra. Az aramnak megfelelé pont a pH vs. RR

gatlas koordinata rendszerben legyen P, ahova a Qa=(pa,ra) helyvektor mutat.

Bizonyitas: Az |a arambdl Iapa komponens gatlédik a savanyitas hatasara, az Is
arambal pedig Isps. Emiatt a teljes gatlédé aram nagysaga lapa+lsps, a keverék
aram pH érzékenysége pedig p«=(lapa+lsps)/(la+ls). Teljesen hasonlo okbdl a
keverék aram RR érzékenysége ro=(lara+lsrs)/(la+ls). Vegylk azonban észre,
hogy pa=(lapa+leps)/(Ia+ls)=apa+(1-a)ps=ps+a(pa-ps). Hasonldéan ra=rs+a(ra-rs).
A B pontbdl A-ba mutatd vektor a helyvektorok kiilonbsége Qa-Qs=(pa-ps,ra-rs),
ezért a P pont helyvektora Qa=(pa,ra)=(ps+a(pa-ps),rs+a(ra-rs))=Qs+a(Qa-Qs).
Ez viszont azt jelenti, hogy a P pontba eljuthatunk ugy is, hogy elmegyunk a B
pontba, majd onnan az A pont felé haladunk, megtéve az A és B kozotti

tavolsag a hanyadat. Ezzel belattuk, hogy a P pont az AB szakaszra esik.
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