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A primer érz6neuronok nyugalmi membranpotencialjat meghatdrozé TRESK hattér K" csatorna
molekularis szabalyozasi mechanizmusainak vizsgalata

A kutatas eredményeinek bemutatasa a nyilvanossag szamara

A TRESK hattér kalium csatorna jelentés mennyiségben kifejez6dik az elsédleges érz6 idegsejtekben. Ezek
a sejtek felel&sek pl. a tapintasi, h6- és az orvosi szempontbdl kiemelten jelent8s fajdalomérzetet okozd
ingerek érzékeléséért. A TRESK csatorna megnyilasa kalium ionok kidramlasat eredményezi a sejtet
hatarold membranon keresztil és a pozitiv toltésl ionok tavozasa a sejt belsd terét negativabba teszi. Ez
a fesziiltségvaltozas csokkenti az idegsejt ingerlékenységét, vagyis a kornyezetbdl érkezé ingerek hatdsa
kevésbé érvényesil. Tobb allatkisérletes modellben is kimutattak, hogy a TRESK csatorna aktivalasa
csokkenti a fajdalmat. Mivel tébb fajdalom tipus orvosi kezelése mindeziddig nem megnyugtaté mdédon
megoldott, ezért a TRESK vizsgalata ebbdl a gyakorlati szempontbdl érdekl6désre tart szamot. Emellett a
TRESK csatorna egyik kiilonleges és ritka mutdcidjardl leirtak, hogy az érintett csalad tagjaiban sulyos
fejfajas, migrén alakult ki. Ez alapjan felvet6dott a lehet&ség, hogy a TRESK aktivacidjaval talan lehetséges
e néptomegeket érinté makacs fejfajas enyhitése.

Munkacsoportunk tébb mint 20 évvel ezel6tt az els6k kdzott irta le a TRESK felfedezését, és mar ebben a
kezdeti id&szakban felfigyeltlink a csatorna sajatos szabalyozasi mechanizmusaira. A kovetkezd két
évtizedben ezeket a szabdlyozdsi mechanizmusokat tanulmanyoztuk és jelentGs elGrelépést értlink el ezek
megértésében. Munkank elsédleges célja, hogy minél pontosabban felderitsiik azokat a tényez6ket és
mechanizmusokat, amelyek megvaltoztatjak a TRESK csatorna aktivitasat. Ez a munka alapkutatasnak
szamit, korabban ismeretlen folyamatok felismerése és a hozzajuk tartozé alapfogalmak kialakitdsa a f6
cél, nem egy gyakorlati probléma kozvetlen megolddsa. Amikor valaki ma azt kérdezi, hogy a TRESK
csatorna hogyan jarul hozza az érz6 m(ikoédéshez, vagy azt, hogy a milyen szerepet jatszik a csatorna
kalcium-fiiggd szabalyozdsa a fajdalomérzésben, akkor olyan fogalmakat hasznal, amelyek egyszertlien
nem léteztek a munkankat megel6z6en. Az alapfogalmak haszndalata egy id6 utan teljesen természetessé
valik, és néhany évtized tavlatabdl az alapkutatas ezek kialakitasara tett er6feszitései a homdlyba vesznek.
Pedig valéjdban az alapkutatds alakitja ki a fogalmi keretet, amelyen belil a gyakorlati problémakat
kozvetlenil célzé alkalmazott kutatas és ipari fejlesztés is mozoghat.

Az NKFIH OTKA K127988 kutatasi tamogatds segitségével hat év alatt elvégzett kutatdsaink a TRESK
csatorna szabdlyozas megismerésének kdvetkezs |épcs6fokat jelentették. Legfontosabb eredményeink az
aldbbi gondolatkorok koré csoportosithatok.

1. Az uj tipusu protein kindz C (PKC) kézvetve, defoszforildcion keresztiil aktivdlja a TRESK csatorndt.
Dierk Thomas heidelbergi kutatocsoportja 2012-ben szamolt be arrél, hogy a protein kindz C (PKC)
aktivalja a béka petesejtekben kifejezett human TRESK csatornat. Ez a kozlemény felkeltette az
érdekl6désiinket, mert nehezen volt 0sszeegyeztetheté a korabbi eredményeinkkel. Kordbban leirtuk
ugyanis, hogy a TRESK csatorna defoszforilacidja, vagyis a csatornafehérjéhez kapcsolédd
foszfatcsoportok eltdvolitasa, aktivald hatasu. Hogyan lehetséges akkor, hogy a PKC enzim, amely
foszfatcsoportokat kot a fehérjékhez, szintén aktivalja a TRESK csatornat és nem gatolja azt, ahogy elsére
varnank? Kutatasunk eredményeként tisztaztuk ezt a latszélagos ellentmonddst és megértettiik, hogy mi
all a jelenség hatterében. Legvaldszinlibb magyarazatként azt taldltuk, hogy a PKC hatasa kdzvetett. A PKC
nem foszforilalja kozvetlenil a TRESK csatorna szabdlyozdsban fontos részét, vagyis nem kot oda



foszfatcsoportokat. Ehelyett arra a kindz enzimre hat, amely a TRESK csatornat foszforildlja. Amikor a PKC
gatolja a TRESK-et foszforilalo kinazt, akkor az nem kot foszfatcsoportokat a csatorndra és azok hianyaban
a TRESK aktivacidja jon létre. Vagyis, paradox mddon, a PKC aktivalédasa a csatorna defoszforilacidjat
eredményezi, amelyrél kordbban mar megmutattuk, hogy az aktivdlé hatasi. Ez a kovetkeztetés
egyaltalan nem kézenfekvé és alapvetGen befolyasolhatja azoknak a gondolkodasat, akik a PKC és a TRESK
kapcsolatat vizsgdljak a jovében. A PKC Uj tipusu izoformdi kifejez6dnek az elsédleges érz6 neuronokban
és fontos szerepet jatszanak a krdénikus, hosszan tarté fajdalom erdsségének beadllitasaban. Izgalmas
nyitott kérdés marad, hogy a PKC és TRESK hasonlé kélcsénhatast mutat-e az érz6neuronokban, mint azt
a békapetesejt modellben taldltuk, a heidelbergi munkacsoport kivalé kezdeti eredményeit kiegészitve és
értelmezve.

2. A TRESK intracelluldris C-termindlis régioja (iCtr) alapvetéen hozzdjdrul a magas csatornaaktivitds
kialakitdsdhoz. Az epitelidlis Na*-dram ardny (ENaR) mddszer kifejlesztése.

A TRESK csatorna egyedi szerkezeti aranyokkal rendelkezik a hattér K* csatorndk csaladjan beliil. A TRESK
intracelluldris hurok régidja (iLoop) sokkal hosszabb, mint az egyéb (pl. TASK vagy TREK) csatornakeé.
Masrészt viszont az intracellularis C-terminalis régid (iCtr) a TRESK csatornaban sokkal rovidebb, mint a
tobbi hattér K* csatorndban, minddssze 29 aminosav hosszusagu. Ezek a kiilonbségek |ényegesnek tlinnek,
mert a hattér K* csatornak szabalyozasa mai ismereteink szerint leginkabb a hosszu iCtr régidn keresztil
valdsul meg, ide kot6dnek szabdlyozé fehérjék, ez a régid foszforildlédik, stb., viszont az iCtr legnagyobb
része a TRESK-b4l egyszeriien hidnyzik. Ennek megfelel6en nem meglepd, hogy az altalunk kordbban leirt
0sszes szabdlyozé mechanizmus a TRESK hosszu iLoop région keresztil érvényesil, és nem az iCtr-en.
Felvet6dott tehat a kérdés, hogy a rovid iCtr egyaltalan szerepet jatszik-e a TRESK mikodésében. Ennek
vizsgalatara szamos kilonb6z6 mutdns TRESK csatorna konstrukcidkat hoztunk létre, amelyekben az iCtr-
t terveinknek megfelel6en moédositottuk. Ezek segitségével kdzelebb juthattunk az iCtr jelentGségének
megértéséhez, azonban nehézséget okozott, hogyan allapitsuk meg a mutdns konstrukcidk aktivitasat.
Erre ugyanis a K*-aram hagyomanyos maddszerrel torténé mérése csak nagyon korlatozottan alkalmas.
A nehézséget az jelenti, hogy egy adott nagysagu K*-aram megfelelhet pl. kis szdmu nagy aktivitasu, vagy
nagy szamu kis aktivitdsu csatornanak is, és ezek kdzott az dram nagysaganak ismeretében nem lehet
kiilonbséget tenni. A mutacidk (pl. az iCtr-ben) megvaltoztathatjak a csatorndk kifejez6dését, vagyis a
szamukat, illetve azok aktivitasat is. Ezeket a hatdsokat viszont nem lehet csak az dram nagysaga alapjan
szétvalasztani. A probléma athidalasara kifejlesztettlik az ENaR mddszert. Ennél a vizsgalt TRESK mutanst
epitelidlis Na* csatornaval kapcsoltuk 6ssze molekularis biologiai médszerekkel, gy hogy a két csatorna
egy fehérje komplexxé épiilt 6ssze. A Na*-dram mérése informdcidt szolgaltatott a csatornakomplexek
szamarol (a Na* csatornat nem alakitottuk at, az mindig ugyanolyan volt), és az ugyanabban a sejtben mért
K*-dram nagysaga ehhez viszonyithatd. A K*- és Na*-dramok hanyadosa (lx/Ina) pedig a vizsgalt TRESK
mutans aktivitdsdval aranyos.

Az ENaR moddszer alkalmazasaval olyan adatokhoz jutottunk az iCtr terliletén moddositott TRESK
mutansokat illetéen, amelyekhez korabban nem lett volna lehetdségiink, és ezaltal értelmezni tudtuk az
iCtr szerepét a csatorna mikodésében. Az deriilt ki, hogy az iCtr, habar roévid, mégis meglepden jelentds
szerepet jatszik a TRESK aktivitdsanak meghatdrozasaban. Sikerilt pl. az iCtr-t olyan mesterséges
szekvencidval helyettesiteniink, amely nagyobb ENaR hdanyadost, vagyis csatorna aktivitast
eredményezett, mint barmelyik korabban vizsgalt TRESK csatorna valtozat, maximalis élettani aktivacidjat
kovetSen. Eredményeink az iCtr-re iranyitjak a figyelmet, és felvetik a lehet6ségét, hogy az iCtr régié nem
csak mutaciok esetén, hanem a normalis csatorna szabdlyozds sordn is komoly szerepet jatszhat, ma még
nem ismert mechanizmusok célpontjaként.



3. Az NDFIP1 ubikvitin ligdz adaptor kélcsénhatdsba Iép a TRESK-kel és gdtolja a K*-dramot.
Korabban elsGsorban olyan TRESK szabalyozasi mechanizmusokat fedeztiink fel, amelyek kdzvetlenil a
TRESK aktivitasra hatnak, vagyis a csatorna zardsat vagy nyitdsat segitik el6. A jelen project-ben viszont
leirtunk egy olyan interakcids partnert, az NDFIP1 ubikvitin ligdz adaptor fehérjét, amely a csatorna szamot
csokkenti. Ha az NDFIP1 fehérje megjelenik, akkor ez ubikvitin ligaz (pl. Nedd4) enzimet csabit a TRESK
csatorna kozelségébe, és az pedig megjeldli a csatornat kovalensen kotott ubikvitin egységekkel. Ez a
jelolés a csatornan azt eredményezi, hogy a csatorna a lizoszdmaba iranyitddik és lebomlik. Ezaltal tehat
az NDFIP1 a TRESK csatorna lebomlasat okozza, vagyis a csatorna szamot csokkenti és igy okozza a hattér
K*-dram megkisebbedését. Kordbban nem volt ismert, hogy a TRESK ubikvitindlédik, tehat az djonnan leirt
mechanizmus tovabb bdviti ismereteinket a csatorna szabalyozasarél.

Eredményeinket rangos nemzetkozi folydiratokban kozoltiik. Ezek a nyilvdnos PubMed adatbazisban
megtaldlhatok, teljes terjedelemben ingyenesen elérhet6k és angol nyelven olvashatdk.



