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3. Bevezetés

Az olykor fajdalommal is kisért fizikai, kémiai és termalis ingerek
TRG) szenzoros pszeudounipolaris neuronjainak. Az itt jelenlévd ioncsatornak régota
intenziv vizsgalatok targyat képezik, hiszen a fajdalom csillapitdsdnak lehetséges
célpontjai. A K" csatornakon folyd aram kovetkeztében kialakuld hiperpolarizal hatas
csokkenti a neuronok ingerlékenységét. Ezért a K aramok stimulalasaval a koérosan
fokozott ingerlékenységli vagy aktivitdsi neuronok mintegy ,.elcsendesithetok”. A
munkacsoportunk altal vizsgalt két porusdoménnal rendelkezé (2P) kalium (Kazp)
csatornak koziil a hats6 gyoki ganglionban a TRESK ¢és a TREK-2 csatornak jelentds
mértékben fejezOdnek ki, melyek koziil a TRESK neuropatias fajdalomban betdltott
lehetséges szerepét tobb kozlemény is taglalja [1-4].

A kélium csatorna szupercsaldd tagjai szinte valamennyi sejttipus
plazmamembranjaban, de egyes sejtorganellumok membranjaban is jelen vannak mind
az allat-, mind a ndvényvilagban. A membranpotencidlra és excitabilis sejtekben az
ingerlékenységre kifejtett hatdsuk révén szdmos jelatviteli folyamatban szerepelnek, ¢és
altalanos elterjedtségiiknek megfeleléen szamos élettani folyamatban részt vesznek.
Mikodésiikben fontos szerkezeti elem a kalium csatorna szelektivitasi filter, amely a
nagy ionszelektivitasért felelds. A szelektivitasi filter gyakorlatilag lehetetlenné teszi K*
ionoktol eltérd, fiziologidsan jelenlévé ionok 4tjutasat a csatornan (Na'/K*
permeabilitasi arany 1:1000), és emellett igen nagy intenzitdsi iondramlast biztosit
(egyes csatornakban akar 10°-108 db ion/sec) [5].

A szelektivitasi filter szerkezete a baktériumoktél az emberig minden K*
csatornaban nagy hasonlosagot mutat. A filterre jellemz6 un. ,signature” szekvencia
nagymértékben konzervalt: (T/S)XGY(G/L/F) konszenzus szekvenciaval jellemezhetd,
melyben az X helyén tetszéleges aminosav allhat [6]. Ez az aminosav-szekvencia a
szelektivitasi filter kialakitasaban meghatarozo jelentéségli porusdomén részét képezi.
A poérusdomén N-terminalis felé esé része egy extracellularis (EC) iranybol a
sejtmembranba nyulo, de azt at nem érd a-hélix. A C-termindlis irdnyban tovabbhaladva
az a-helikalis struktura megsziinik, és a peptidlanc visszakanyarodik az EC térbe. Ez

utobbi rész foglalja magaba — a ,signature” szekvencianak megfelel6 — legkisebb



csatornaatmérdt képezo filter régiot, ahol atjutdsuk soran a hidratburkukat atmenetileg
elveszt6 K' ionok kolcsonhatisba 1épnek a  filtert alkoté aminosavak
karbonilcsoportjainak elektronegativ oxigén atomjaival. A kisebb méretii Na® ionok
hidratburkénak elvesztése ¢s oxigénatomokkal 1étrejové kolcsonhatdsa fiziologias
ionkoncentraciok esetén energetikailag annyira kedvezétlen, hogy a Na® ionok
gyakorlatilag nem jutnak 4t a csatornan [7].

A human genom kozel 80 génje kddol valamilyen K* csatorna alegységet [8]. A
K" csatornak miikodoképes szelektivitasi filterét négy porusdomén alkotja. A legtdbb
csatornaban a porus négy — nem feltétleniil azonos — alegység tetramerizaciojaval jon
l1étre, amelyben az alegységek egyenként egy-egy poérusdomént tartalmaznak. A Kop
csatorndk azonban alegységenként két porusdomént hordoznak, igy két alegység
dimerizacidja hozza létre a funkcioképes csatornat, benne a jellegzetes K'-ra szelektiv

filterrel. Négy nagyobb K" csatorna csaladot kiilonithetiink el szerkezeti és mitkodésbeli
sajatossagaik, ill. az alegységeket felépitd transzmembran a-hélixek szdma alapjan:

1. Fesziiltségfiiggé K csatorndk: alegységenként hat transzmembran (TM)
szegmenst ¢s egy porusdomént (6TM/1P) tartalmaznak.

2. Kalcium-aktivalt K* csatorndk: hat vagy hét TM szegmenst és egy
pérusdomént (6TM/1P, 7TM/1P) tartalmazd alegységek (tovabbi
alcsoportok, ill. Gjabb felosztasok szerint kiilon csaladok tartoznak ide).

3. Befelé rektifikalo K* csatorndk: két TM szegmenst és egy porusdomént
(2TM/1P) tartalmazo alegységek.

4. Koyp — két porusdoménnal rendelkezé — K™ csatorndk: négy TM szegmenst

és ket porusdomént (4TM/2P) tartalmazé alegységek.

Mivel munkam sordn kiilonb6z0 Kop csatorndk miikodését vizsgaltam, a

tovabbiakban 4ttekintem ezek altalanos tulajdonséagait és jelentdségét.



3.1 A két porusdoménnal rendelkezé hattér kalium csatornak (Kp)

altalanos jellemzai

3.1.1 Felfedezés, nevezéktan, porusdoménok

A plazmamembran magas nyugalmi K' permeabilitisa mar a mult szazad
derekan, az elektrofiziologia hajnalan ismert volt [9-10], mégis fél évszazadnak kellett
eltelnie az elsd Kyp csatorna felfedezéséig [11]. Az tn. hattér vagy szivargo ("leak’) K*
aramért felelés tandem (egy alegységen beliill egymas utan elhelyezkedd Kkettd)
porusdoménnal (P) rendelkez6 Kap csatornaknak [12] jellegzetes a membrantopoldgiaja
(1. abra). A Kyp csatornakat felépit6 homo- vagy heterodimerek alegységei négy TM
szegmenst és két porusdomént tartalmaznak az els6 és masodik, valamint a harmadik és
negyedik TMS kozott (4TM/2P). igy ebben az esetben is négy porusdomén hozza 1étre a
miikodoéképes szelektivitasi filtert, mint valamennyi K* csatorna esetén.

Kop csatorndk nem csak emldsokben taldlhatok meg; 4TM/2P szerkezetii
csatornat kodold géneket alacsonyabb rendi organizmusokban is leirtak, mint példaul
az ecetmuslicaban (Drosophila melanogaster), a Caenorhabditis elegans fonalféregben

és szamos novényfajban [13-16].

N Pl P2 25y
Ml M2M3 M4

1. abra: A Ky csatornak membrantopologiaja. M1, M2, M3, M4: transzmembran doménok;
P1, P2: porusdoménok; cap: elsé extracellularis hurok altal alkotott un. sapka domén; N: N-
terminalis; C: C-terminalis. (Mddositva a [17]. referencia kbzlemény anyagabol.)



Emlésokben a Kyp csaladnak 15 kiilonb6zé alegységet kodolod tagja ismert,
melyeket szekvenciabeli és funkcionalis hasonldsaguk alapjan hat alosztalyba sorolunk
(2. abra). Ezen alosztalyok, a TWIK, TREK, TALK, TASK, THIK ¢és TRESK k&zotti
szekvencia-eltérések majdnem elérik mas K* csatorna csaladok (pl. fesziiltségfiiggd és
befelé rektifikald) kozotti kiilonbséget. Tehat a Kop csatorndk némely tulajdonsagukban
egyezd, de igen valtozatos csoportjat alkotjak a K* csatorndknak [12].

A Kz csatorndkra a Human Genom Organization (HUGO) elfogadott egy
szisztematikus nevezéktant, melyben a géneket (KCNKI1-18) ¢és az altaluk kodolt
csatornafehérjéket (Kopl-18) a felfedezés sorrendjének tobbé-kevésbé megfeleld
szamokkal kiilonboztetik meg (nincs 8-as, 11-es €s 14-es sorszamu, igy adodik 6sszesen
15), a szakirodalomban mégis inkabb a hagyomanyos elnevezések terjedtek el. Ezt a
szokast ebben a munkdban is kdvetem, de elsé emlitéskor zardjelben feltiintetem a

HUGO nomenklatara szerinti nevet is.

TREK-1 (KCNK2)

I TREK-2 (KCNK10)

TRAAK (KCNK4)

TASK-2 (KCNKS5)

TALK-1 (KCNK16)

TALK-2 (KCNK17)

TASK-1 (KCNK3)

TASK-3 (KCNK9)

TASK-5 (KCNK15)

I THIK-1 (KCNK13)

THIK-2 (KCNK12)

TRESK (KCNK18)

0.1

2. abra: A Kjp csatornak filogenetikai faja.
(Mbdositva a [12]. referencia k6zlemény anyagabdl.)



A Kap csatornak P1 (elsé pérusdomén) motivumaban tobbnyire a K* csatorna
,signature” szekvencia legelterjedtebb GYG motivuma talalhatd, mig a P2-ben
(masodik porusdomén) altalaban GFG. A TREK-1 (Kzp2), THIK-1 (K2p13) és THIK-2
(K2p12) alegységek mindkét pérusdoménjaban GFG talalhato, mig a TASK-5 (K2p15)
P1l-¢ben EYG. A TWIK-1 (Kypl) és TWIK-2 (Kyp6) alegységekben a P2-ben GLG
talalhato.

Néhany Kop csatorna alegység nem vagy kevéssé expresszalhatd heterolog
rendszerben, illetve aramat nem lehet megnyugtaté modon kimutatni nativ sejtekben.
Ide tartozik az elséként klonozott TWIK-1, és kozeli rokona, a TWIK-2, illetve a
szintén TWIK alcsaladba tartozd, csendes alegységet kodolo KCNK7. A human
KCNK7 a masodik porusdoménban GLE aminosavakat kddol (az egér ortologban a
konszenzusnak megfelel6 GLG szekvencia talalhatd). Ez felveti a kérdést, hogy a
(human) KCNK?7 4ltal kodolt protein valoban K* csatornaként funkcional-e, hiszen az
intakt ,,signature” szekvenciat a szelektivitasi filter nélkiilozhetetlen elemének tekintik.
Mindazonaltal a KCNK?7 éaltal kédolt mRNS a kozponti idegrendszer szamos helyén
megtalalhat6 [18-19].

A TASK alcsaladba tartozd6 TASK-5 szintén csendes, bar mRNS-ét szamos
helyen (mellékvesekéreg, hallokdzpont, sziv) kimutattdk, heteroldég expresszidja nem
eredményez K* aramot [20]. Szintén nem ad dramot a THIK-2 expresszidja, azonban ez
az alegység heterodimert képezhet az egyébként homodimerként is funkcioképes THIK -
1 alegységgel [21].

3.1.2 Sajatos szerkezeti elemek — az extracellularis ioniat (EIP) és a C-terminalis

régio

A Kgyp csatornak tobbségében az intracellularisan elhelyezkedd N-terminalis
rovid, a TASK csatornakban dibazisos, endoplazmas retikulum retencios szignalt
tartalmaz, és a csatorna lokalizacigjat szabalyozza. A sejten beliili C-terminalis régi6 a
legtobb Kop csatornaban alapvetéen fontos, szinte minden szabalyozd tényezd ide
konvergal, kivéve az EC hato pH, ill. ionok altali gatlast (1d. alabb). A Kyp csatornakban

a TMSI1 és az els6é porusdomén (P1) kozotti extracellularis hurok hosszu (1d. 1. &bra).
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Ez utobbi, hozzavetdlegesen 60 aminosavnyi szakasz a legtobb esetben nélkiilozhetetlen
az alegységek dimerizacidjahoz, melyhez az egyes csatornakban itt taldlhato cisztein
(Cys) aminosavak kozott kialakuld diszulfidhid hozzéjarulhat. A kézelmultban a huméan
Kop csatornak koziil a TWIK-1, TREK-1, TREK-2 és TRAAK csatornak
kristalyszerkezetét nagy pontossaggal meghataroztdk (TWIK-1 — fehérjeszerkezeti
adatbazis (Protein Data Bank, PDB): 3UKM; TREK-1 — PDB: 4TWK; TREK-2 — PDB:
4BWS5; TRAAK — PDB: 3UM7 ¢és 419W) [22-25]. Ez szamos, az extracellularis hurkot
is érint6 strukturalis kérdésre adott valaszt (3./A abra).

A két alegység extracellularis hurokrégioja alkotja az in. cap (sapka) domént, melynek
belsejében a membran feliiletével parhuzamosan fut az ’extracellularis ionut’
(extracellular ion pathway, EIP). A poérus ennek a jaratnak a kozéppontjabdl nyilik, a
jarattal egyiitt mintegy T-betli alakzatban, ahol a T vizszintes része az EIP-nek, a
fliggbleges pedig a csatorna porusanak felel meg. Ez a szerkezet nagymértékben
meghatarozza, hogy méret, ill. toltés alapjan milyen molekuldk férnek egyaltalan hozza
a porus nyilasahoz. Ez magyardzhatja, hogy a Kop csatornak miért érzéketlenek szamos
klasszikus K* csatorna gatloszerrel szemben. Az EIP azonban egyes molekuldk,
farmakonok interakcids partnere is lehet, mint ahogy a TASK csatorna esetében az
extracellularis protonok az itt talalhato hisztidin (His) aminosavakon keresztiil
szabalyozzak az aramot [26].

A hosszu C-terminalis struktirat a kristalyszerkezet-meghatarozas altalaban nem
abrazolja, azonban funkciondlis vizsgalatokbol szerteagazd és részletes ismereteink
vannak ennek a régionak a csatorna-aktivitas szabalyozasdban betdltott szerepérdl tobb
Kop alegység esetében is [27-28]. A TASK-1 és -3 csatornak proximalis C-terminalis
szakasza hozzajarul a jellemzd gatlasi folyamathoz, melyet a Gq fehérjéhez kapcsolt
receptorok ingerlése valt ki. Erdekes modon a teljesen fiiggetlennek tiiné farmakologiai
aktivalo hatas kialakuldsdhoz, melyet a parolgd folyadék anesztetikumok fejtenek ki a
TASK csatornakon, szintén sziikséges az intakt C-terminalis [27]. A TREK csatornak
esetén a membrankozeli C-terminalison konvergéld szabalyoz6 hatasok még nagyobb
valtozatossagot mutatnak. A TREK csatornak C-terminalisa szerepet jatszik a
tobbszordsen telitetlen zsirsavak, példaul arachidonsav erételjes serkentd hatasaban [29-
30], csakugy, mint a csatornak jellemz6 mechano- és termoszenzitivitasaban [28;31-32].

Mindemellett ebben a régidban talalhatok a protein kinaz A és C altal foszforilalt,
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csatorna-aktivitast szabalyoz6 szerin aminosav-oldallancok [33], és a csatorna
intracellularis pH iranti érzékenységéért felelés protonszenzor régio is [28;30;34].
Aranylag keveset tudunk arrol, hogy a rendkiviil valtozatos szabalyoz6 hatasok
hogyan tevddnek at a csatorna kapuzasért felelds szerkezeti elemeire. A Kop csatornak
esetén a kapuzds mechanizmusat a kozelmultban kezdték intenziven vizsgalni.
Valodsziniileg szerepet jatszik a kapuzasban a szelektivitasi filter régio szerkezetének
konforméciovaltozasa (Gn. C-tipusu kapuzds), vagyis az amugy is legsziikebb
porusszakasz atjarhatosaga valtozik meg a K* szamara [35]. Egy masik, szamos egyéb
K" csatornakra is jellemzé kapuzasi mechanizmus lehet egyes transzmembran hélixek
csukloszerli mozgasa, meghajlasa az aminosav-szekvenciaban konzervalt glicinek

teriiletén (“glycine hinges”) [25;36].

(A) Az Un. felsé 4llasa konformacié —szalagreprezentacioban, a 3,4 A felbontasa
kristalyszerkezet meghatarozas alapjan. Ez felel meg a nyitott konformécionak. Sarga és lila
alegységek, a filterben négy K' ion talalhato. (B) Az un. als6 allasu (zart) konformécio.
Narancssarga és kék alegységek, a filterben csak harom K' ion helyezkedik el. OUT:
extracellularis tér; IN: intracellularis tér; TMD: transzmembran domén (1, 2, 3, 4); N/C: N- és C-
terminalis; EC1/EC2: a két alegység hosszii EC hélixe az 1. extracellularis hurokrégioban; EIP:
extracellularis ionut (extracellular ion pathway). A K" ionok zoldek, a két alegység kozotti
diszulfid hid piros. (Mddositva a [25]. referencia k6zlemény anyagabdl.)
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Ez a mechanizmus a pérus intracellularis szajadékahoz kozel tesz lehetévé sziikiilést
vagy tagulast (3./B abra.), illetve esetleg kapcsolt lehet a szelektivitasi filterben torténd

kapuzasi eseményekhez is.

3.1.3 Elektrofiziologia

A Kyp csatorndk nemcsak szerkezetiikben, de elektrofizioldgidjukban is sok
hasonlésagot mutatnak. Ellentétben a tobbi K" csatornaval, a Kop csatornak arama
kozelitdleg megfelel a hattér K aram Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) aramegyenlet
altal leirt tulajdonsagainak. Mégsem tekinthetdk azonban passziv, K'-szelektiv
poérusoknak. Miikddésiiket szamos (membranpotencialtol fiiggetlen) fizikokémiai
paraméter ¢s sejtszignalizacids utvonal befolyasolja. A Koyp csatorndk nyitvatartasi
valdszinlisége (Po; probability of opening) a membranpotencialtol kevéssé fiigg, vagy
attol fiiggetlen, igy aramuk nagyjabol megfelel az ideélis hattér aramnak.

Mivel a Kyp csatornak gyakorlatilag membranpotencialtol fiiggetleniil aktivak,
igy érthetd, hogy mind a nyugalmi membranpotencidl fenntartdsdban, mind a
repolarizacioban szerepet jatszanak. Emellett a hattér aram ,,iddfiiggetlen” olyan
értelemben, hogy aramamplitiddja szinte azonnal (szub-milliszekundumos késéssel)
koveti a membranpotencidl valtozasait. Ez 1ényegesen eltér példaul a fesziiltségfiiggd
K* csatorndktol, mivel a fesziiltségfiiggd aramok esetén joval hosszabb (legaldbb
milliszekundumos nagysagrendil) késéssel koveti a fesziiltségvaltozast a jellegzetes
aramamplitadd valtozas (fesziiltségfiiggd aktivacid, inaktivacio). A fesziltségfiiggd
csatorndknal a P, nem fliggetlen a membranpotencialtol, és a P, fesziiltsegfiiggésének
hatterében aranylag lasst fehérjekonformacio-valtozasok allnak. A TWIK-2 kivételével,
mely inaktivalodo K* aramot hoz létre, a hattér K* csatornak aktivacios, deaktivacios,
illetve inaktivacidos kinetikat nem (vagy alig) mutatnak. Tehat egy hattér aram
négyszogjelszerli fesziiltségvaltozasra j6 kozelitéssel szintén négyszogjelszeri
aramvaltozassal reagal, gyakorlatilag elhanyagolhat6 késéssel.

Az idedlis hattér K* 4ram tovabbi sajatossaga, hogy nem mutathaté ki
rektifikacid, tehat azonos nagysagt, de ellentétes eldjelli hajtéerd (elektrokémiai

gradiens) azonos amplituddju, ellentétes eldjelii dramot eredményez. A fizioldgias
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koriilmények kozott tapasztalhatd rektifikacio tehat latszolagos, az eltérd extra- és
intracellularis K* koncentraciok kovetkezménye. Az idealis hattér K™ daramtol eltéréen a
Kop csatornak koziil egyesek gyenge fesziiltségfiiggést mutatnak, és némelyek enyhén
rektifikalnak is, azonban sokkal kisebb mértékben, mint a tobbi K' csatorna csalad
egyes képviseldi. Az idealistol valo kis eltérésektol eltekintve kijelenthetjiik, hogy a Kop

csatornakon hattér (csurgd, leak) K* aram folyik.

3.1.4 A Kyp csatornak felosztasa és fontosabb funkeioik

Elséként a TWIK-1 (Tandem of pore domains in a Weakly Inward rectifying K*
channel, Kzp1.1; KCNK1) csatornat klonoztak meg [11]. A TWIK alosztalyba soroljuk
még a TWIK-2 (Kp6.1; KCNKG6) [37] és a mar emlitett KCNK7 (Kp7.1; KCNK?7) altal
kodolt porusképzd alegységeket is, bar ez utdbbi csatorna heterolog expresszidja nem
eredményez K" dramot [19]. Igazabol a TWIK csatornak expresszioja is bizonytalan. Az
irodalmi adatokkal Gsszhangban laboratoriumunkban nem tudtunk TWIK-1 aramot
mérni Xenopus laevis (afrikai karmosbéka) petesejteken, és a TWIK-2 kifejezése is csak
nagyon kis amplitidoji dramot eredményezett. A TWIK-1 aramot leir6 munkacsoport
eredményei szerint az d&ram gyengén befelé rektifikal, valamint a csatorna miikodését az
intracellularis pH csokkenése gatolja, mig a protein kinaz C altali foszforilacio serkenti
[11;38]. A TWIK-1 homodimert képez, és jelenlétét kimutattak tobbek kozott szivben,
vesében, tiidében, valamint a hallo és vesztibularis rendszerben [39-40]. Tobbféle
KCNKI1 gén egy p53 tumor szupresszor csaladba tartozo fehérje altali transzaktivacioja
tumor novekedést gatlo hatasu [41].

A TREK-1 (TWIK-RElated K* channel; Kz2.1; KCNK2) [42], TREK-2
(K2p10.1; KCNK10) [43;44] és TRAAK (TWIK-Related Arachidonic Acid stimulated
K* channel: Kyp4.1: KCNK4) [45] mechanoszenzitiv K" csatornak a TREK alosztaly
tagjai. A kozponti idegrendszerben és a periférias szovetekben egyarant széles korben
kifejezddnek, és a leggyakrabban vizsgalt Kop csatorndk kozzé tartoznak. Mivel a
dolgozatban bemutatott munkdmban fontos szerepet jatszanak, ezt az alcsaladot kiilon

fejezetben ismertetem (Id. 3.3).
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Szamos Kop csatorna mukodését befolyasolja az extra- és intracellularis pH,
melyek kozil a TASK és TALK alosztaly tagjai kifejezetten érzékenyek az EC tér
kémhatdsanak valtozasaira. A TASK (TWIK-related Acid-Sensitive K* channel)
alosztaly tagjai a TASK-1 (régebbi nevén TASK, K2p3.1; KCNK3) [46-47] és TASK-3
(K2p9.1; KCNKO9) [26;48] kifejezetten érzékenyek az EC pH-ra, a savanyodas esetiikben
gatld hatasu. Bar a TASK-3 kevésbé érzékeny a pH csokkenésre, mint a TASK-1,
mindkét csatornaban az EC hurkon elhelyezkedé 98-as pozicidju hisztidin
protonalddasa kozvetiti a pH-érzékenységet [26]. Ez a hisztidin a TASK-5 (K2p5.1;
KCNKZ15) [20] EC hurokrégidjan is megtalalhaté, tehat konzervalt a TASK alcsaladon
beliil. A mellékvesekéregben, ahol a TASK-1 és TASK-3 funkcionalis jelentoségét
munkacsoportunk és masok kimutattak [49-51], a csendes TASK-5 is nagy
mennyiségben expresszalodik [20].

A K' csatorna alegységek korében gyakran eléfordulé heteromerizacio
jelentdsen noveli a nativ sejtek K dramainak sokféleségét. Munkacsoportunk elsoként
irta le 2002-ben, hogy a TASK-1 és TASK-3 alegységek miikodé heterodimert
képeznek [52]. A kozelmultban masok azt talaltak, hogy a TASK-1/TASK-3 csatornan
kiviil mas Kop alegységek is heterodimert képezhetnek, igy a THIK-1/THIK-2 csatorna
is miikodoképes. A TASK-1/TASK-3 heterodimert szamos élettani szempontbodl fontos
teriileten azonositottak in vivo, mint példaul kisagyi szemcsesejtben, motoneuronokban
¢és a glomus caroticum kemoszenzitiv O, érzékeld sejtjeiben [53-55].

A TALK (TWIK-related ALKkaline pH-activated K* channel) alosztilyba a
TALK-1 (K2p16.1; KCNK16) [56], TALK-2 (mas néven TASK-4, Kyp17.1; KCNK17)
[56-57] és TASK-2 (K2zp5.1; KCNKD5) [58] csatornak tartoznak. Ahogy elnevezésiik is
utal r4, a TALK csatornak drama az EC tér alkalikus pH tartomédnyaban aktivalodik. Ez
a TASK-2 esetén is igaz, habar a TASK-2 csatornat végiil nem keresztelték at TALK-3-
m4, annak ellenére, hogy aminosav-szekvencidja €s tulajdonséagai alapjan egyértelmiien
a TALK alosztalyba tartozik. A TALK csatorndk mRNS-e foként az exokrin
pancreasban mutathaté ki, de a TASK-2 az endokrin részben is jelen van [56-57;59].
a vese proximalis tubulusainak bikarbonat reabszorbciojaban, és patkanyban a

tiidéartéria simaizomzatanak ingerlékenységében is fontos szereppel bir [60-62].
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Ezenkiviil a TALK-1 és TALK-2 NO (nitrogén-monoxid) és ROS (reaktiv oxigén
szarmazékok) hatasara is jelentésen aktivalodik [56;59;63].

Szamos tandem porusdoménii K* csatorna aktivalodik halotdn hatasara (lasd a
kovetkezd alfejezetet), mig a THIK (Tandem pore domain Halothane Inhibited K*
channel) alosztalyba tartozo, arachidonsavval aktivalhatdé THIK-1 (K2p13.1; KCNK13)
¢s a THIK-2 (Kzp12.1; KCNK12) csatornak gatlodnak [64]. A THIK-2 heterolog
talalhatd arginin gazdag motivum ER retencids szignalként miikodik, és nagyon
alacsony a plazmamembranba kijutd csatornak szama [64]. Azonban az ER retencids
szignal delécidja a membranba is kijutd, miikodéképes csatornakat eredményez [21;65-
66], amelyen a halotan-érzékenység mérhetd.

Az utolsoként megismert Kop csatorna csaladba egyetlen csatorna alegység, a
TRESK (TWIK-RElated Spinal cord K* channel) tartozik [67-69], amely jelentdsen
eltér a tobbi Kop csatornatol. Munkacsoportunk az elsék kozott klénozta a csatorna
cDNS-ét, és a TRESK azota is figyelmiink el6terében all. Mivel Ph.D. munkam jelentds
részben a TRESK szabalyozasanak vizsgalatara épiil, ezért e csatorna tulajdonsagait

kiilon fejezetben részletesen targyalom (1d. 3.2).

3.1.5 Anesztetikumok és Kop csatornak

A parolgd inhalécidos anesztetikumok szamos Kpp csatorna miikddését
befolyasoljak [27;70-72], és tobb kisérleti adat is utal arra, hogy ez a hatas fontos része
az adott szer farmakologidjanak. A TREK-1 és a TREK-2 kifejezetten aktivalodik
szamos ilyen anesztetikum, igy a kloroform, éter, halotan, izofluran és szevofluran
hatasara [70]. A TASK-1 aramot csak a halotan, izofluran és szevofluran serkenti, az
éter gatolja [71]. A hasonld szerkezetli TASK-3 szintén aktivalodik tobb inhalacios
anesztetikum hatasara is [73]. Ezzel szemben a TRAAK teljes mértékben rezisztens az
anesztetikumokra.

A TREK-1 csatornat a parolgd folyadék anesztetikumokon kiviil tovabbi, eltérd
szerkezetli (kloral-hidrat), illetve gaz anesztetikumok (pl. xenon, N,O, ciklopropan) is
aktivaljak [74-75], szemben a TASK csatornakkal. A TRESK aramot jelentds fajok

kozotti eltérésekkel ugyan, de szintén serkentik az inhaldcios anesztetikumok. A human

16



TRESK jelentdsen aktivalodik halotan, izofluran, szevofluran és dezfluran hatasara, mig
a ragcsalok TRESK csatornai a humdén ortologhoz képest izofluranra kevésbé
érzé¢kenyek [76]. A lokalanesztetikumok (pl. lidokain, benzokain, bupivakain) magas
koncentracidja viszont gatolja a legtobb Kop csatornat.

Bizonyitottnak tekinthetd, hogy a TREK-1 és TASK csatornak hozzéjarulnak az
inhalacios anesztetikumok in vivo megfigyelhet hatasaihoz. TREK-1 deficiens (knock
out) egérben csokkent a kloroformra, halotanra és mas inhaldcios anesztetikumokra
adott valasz. A vad tipushoz képest a TREK-1 knock out allatban megnévekedett az
anesztetikumok minimalisan sziikséges alveolaris koncentracidja (MAC), mely az
egyedek 50%-aban megakadalyozza a fajdalmas inger hatasara kialakuld motoros
valaszt [77]. A TASK-1 és -3 csatornak szerepe az altalanos anesztéziaban kevésbé
szembetind, azonban kétségtelenlil hozzajarulnak az inhalaciés anesztetikumok

immobilizal6 hatasahoz a motoneuronok hiperpolarizaciojaval [72].
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3.2 A TRESK két pérusdoménnal rendelkezé hattér K* csatorna

3.2.1 Lokalizacio és egyedi csatorna (single channel) jellemzok

A TRESK (TWIK-Related Spinal Cord K* Channel; Kp18.1; KCNK18) a két
porusdoménii K* csatornak utolsoként (2003-ban) felfedezett tagja, a TRESK alosztaly
egyediili képvisel6je. Els6ként human gerincvel6bdl [67], majd révid idén beliil egér
kisagybol [68] és herébdl [69] klonoztak meg az ekkor mar elérheté human genom
adatbazisban felismert kodold szekvenciaja alapjan. Mivel az egér és a human TRESK
csatorna aminosav-szekvenciaja csak kis mértékben (65%-ban) identikus, az egyik korai
tanulmanyban az egér csatornat a TRESK-2 névvel illették [69]. Arra valo tekintettel
azonban, hogy a genom fajonként csak egy TRESK gént tartalmaz, a késdbbiekben a
kiegészité szam nélkiili TRESK elnevezés valt elfogadottd a jelentds fajok kozti
kiilonbségek ellenére. Azonban a kiilonbdz6 ortolégok szekvencidja egyes szakaszokon
— a pérusdoménok, a TM szegmensek €s az intracelluldris hurok C-terminalis felé es6
részében, ahol a szabalyozasban esszencialis foszforilacio/defoszforilacié végbemegy —
nagy hasonlosagot mutat.

A TRESK csatorna nem csak emldsokben, hanem alacsonyabb rendi
gerincesekben (pl. a zebrahalban, Danio rerio) is megtalalhatd, ebben az értelemben 6si
fehérjének tekinthetd. A human TRESK alegység 384 aminosavbol all (az egér és
patkany TRESK alegységek 394, ill. 405 aminosavat tartalmaznak), és két alegység
osszekapcsolodva (homodimerként) alkot mikodoképes csatornat. A felfedezést
kovetden a TRESK mRNS-ét RT-PCR-rel, valamint a csatornafehérjét immunhiszto- és
immuncitokémiai modszerekkel (poliklonalis ellenanyagokat alkalmazva) az
idegrendszer szdmos terliletén kimutattdk. Azonositottak az agykéregben, a kisagyban,
az agytorzsben, a hatsé gyoki és trigeminalis érzo, illetve egyes autoném ganglionokban
[68;76;78-80], valamint a 1épben, thymusban, herében, tiiddben és a szivben [68;69;81].
fgy a TRESK (TWIK-Related Spinal Cord K" Channel) elnevezés kevésbé fedi a
csatorna valos lokalizacidjat, legaldbbis ragcsalok esetén, mivel az agykéregben
kimutathat6 TRESK mRNS mennyisége tobbszorose a gerincveldének, és még ennél is
magasabb a hatso gyoki (DRG, dorsal root ganglion) és a trigeminalis ganglionokban
[81].
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A TRESK aminosav-szekvencidja a tobbi Kop csatornaéval dsszevetve jelentOs
eltérést mutat, mindéssze 19% aminosav szinten az azonossag [67]. A Kop csatornakra
altalanosan jellemzé 4TMS/2P szerkezetet és az extracellularis cap (sapka) domént
kivéve, a TRESK szamos szerkezeti és funkcionalis sajatossagaban is kiilonbozik a
tobbi Kop csatornatol. Feltlinben hosszi (tobb mint 120 aminosav) a masodik ¢és
harmadik TM szegmensek kozott talalhatd intracellularis hurok. Ez a szakasz a csatorna
szabalyozasaban fontos szerepet jatszik. A tobbi Kop csatorna esetén ez a hurok rovid
(nem hosszabb 30 aminosavnal), viszont a C-terminalis farokrész viszonylag hosszl
(akar 120 aminosavnyi), szemben a TRESK rovid C-terminalisaval.

Az egér TRESK egyedi csatorna (single channel) mérések soran szimmetrikus
(4. abra). A sejtbdl kifelé iranyuld aram esetében a megnyilasok akar 50 ms hossztak is
lehetnek, ilyenkor a csatorna vezetOképessége 12-13 pS-nek adodik, mig a befelé
iranyuld 16 pS-es konduktanciaju megnyilasok igen rovidek (0,5 ms), de gyakran tobb
10 ms-ig tartd sorozatban kovetik egymast [68-69]. Ezek a jellegzetes egyedi
csatornamegnyilasok lehetévé teszik a TRESK azonositasat nativ sejtekbol kivagott

membranfoltokban.
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4. abra: A TRESK aszimmetrikus egyedi csatorna miikodése.

(A) Egyedi csatorna (single channel) megnyilasok egér TRESK-et kifejezé Xenopus petesejt
membranjabol kivagott (inside-out) foltban kiilonb6z6 fesziiltségértékeken. (B) Az A panelen
fekete nyilakkal jeldlt, +90 mV-on (felsd regisztratum), illetve -90 mV-on (alsé regisztratum)
iranyul6 aram (+90 mV) négyszogjel-szerli, mig a befelé iranyuld aram jelentés "nyitott
csatorna zajt" mutat, mas megfogalmazasban igen gyorsan ingadozik a nyitott és zart allapota
kozott. (Modositva a [68]. referencia kozlemény anyagabdl.)
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3.2.2 Rendhagyo kalciumfiiggé szabalyozas

A TRESK miikédésének szabalyozédsa a tekintetben egyedi, hogy az
intracellularis kalciumszint emelkedése aktivalja a TRESK aramot, mig a tobbi Kop
csatornat a kalciumjelet kivaltd szignalok nem befolyédsoljak vagy gatoljak (TASK-1,
TASK-3, TREK-2) [44;49;68;82-83]. A TRESK szabalyozas — az ioncsatornak
vilagaban egyediilallo — modjanak f6 elemeit munkacsoportunk korabban irta le. A Gg-
fehérje-kapcsolt receptorok (GPCR) aktivalodasat kovetden a Xenopus petesejt
heterolog expresszios rendszerben kifejezett human és egér TRESK 4ram igen gyorsan
a tobbszorosére no [68]. A kalciumtranziens kifejlodését megakadalyozo kelator EGTA
(etilén-glikol-bis(2-aminoetiléter)-tetraccetsav) petesejtbe injektalasa teljes mértékben
meggatolja a TRESK aram GPCR ingerlést koveté markans aktivaciojat, e folyamatban
tehat a kalciumjel nélkiilozhetetlen. A Ca**-jel receptor aktivacio nélkiili, kiilonb6zd
modszerekkel torténd létrehozasa, inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) vagy pufferelt Ca®*
petesejtbe valo injektalasaval, illetve a kalcium ionofor alkalmazasa a TRESK aram
nagyfoka aktivaciojat eredményezi. A késébbieckben a TRESK kalciumjelre
bekovetkezd (pontosabban Gg-fehérje-kapcesolt receptoringerlést kovetd) aktivaciojat
emlds sejtvonalban expresszalt csatorna esetében is kimutatta egy mésik munkacsoport
[78;84], habar kisérleteik soran csak igen kisfokt (42% ¢és 82%, vagyis kevesebb mint
kétszeres) aramndvekedést tapasztaltak.

Az aktivacio jellegzetessége, hogy a kalciumjel lecsengését kovetéen a TRESK
aram csak lassan, akar fél orat is meghalad6 idé mulva tér vissza a nyugalmi, kiindulési
szintre. Ez a Ca2+-jel kozvetett szerepére utal, amit munkacsoportunk meg is erdsitett
[68]. Kivagott plazmamembran darab (,,inside-out excised patch”; a membranfolt
eredeti belsd oldala az extracellularis oldat felé ,,néz”) konfigurdcioban magasabb Ca*
Ca2+-j el nem kdzvetleniil szabalyoz, hanem valamilyen intracellularis mediator kozvetiti
hatasat a csatorna felé, aktivalva azt. Farmakologiai megkdzelitést alkalmazva Xenopus
petesejtben, a kalcium—kalmodulin-fliggdé szerin/treonin foszfataz kalcineurin (CN)
gatloszerei, a ciklosporin A ¢és az FKS506 (tacrolimus) teljes mértékben

megakadalyozzak a TRESK aram aktivaciojat.
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5. abra: Sematikus reprezentiacié az egér TRESK csatorna alegység szabalyozasarol.
(Modositva a [85]. referencia kézlemény anyagabol.)

A kalcineurin szerepét kozvetleniil is megerdsitettiikk: a konstitutivan aktiv protein
foszfatazt koexpresszalva, vagy magat az aktiv fehérjét a petesejtbe mikroinjektalva a
TRESK aram Ca”**-jel hianyaban is aktivalodik.

Tehat a TRESK aram aktivatora a kalcium—kalmodulin-fiiggd szerin/treonin
foszfataz kalcineurin, melynek a TRESK csatornan beliil szoba johetd szubsztratjai az
intracellularis foszforilalt szerin (Ser) és treonin (Thr) oldallancok (5. abra). Ennek
pontos feltérképezése alanin-pasztazd mutagenezissel tortént, csoportonként, ill.
sziikség esetén egyenként lecserélve a szoban forgd Ser és Thr oldalldncokat alaninra
(Ala). Az egér TRESK csatorna aktivalasat eredményezd kalcineurin 4ltali
defoszforilacié a szerin 276-os oldallancot (Ser 276) érinti elsésorban. A Ser 276-0S
oldallanc defoszforilalt (tehat aktivalt) allapotanak a helyettesitésére alkalmas
Ser276Ala mutins TRESK csatorna (TRESK-S276A) alaparama ugyanis joval
magasabb, mig Ca”*-jelre bekovetkezd aktivacioja jelentdsen kisebb a vad tipusu
csatornaénal. A Ser 276-os oldallanc foszforilalt (tehat nyugalmi, gatolt) allapotat
utdnz6 Ser276Glu mutans TRESK csatorna (TRESK-S276E) alaparama kisebb a vad
tipusi TRESK-hez képest, és a TRESK-S276A muténshoz hasonléan Ca?*-jelre csak
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csokkent mértékben reagal. Ez a kisfoku "megmaradt” aramndvekedés azonban az
aktivacidban részt vevo, tovabbi foszforilalt Ser és Thr oldallancok 1étezését sugallja.
Sikeriilt is masik harom Ser aminosav-oldallancot azonositani, igy az egér TRESK
csatorna kalcineurin-medialt aktivacigjaban a Ser 276-os oldallancon kiviil a vele

majdnem szomszédos Ser 274-es, Ser 279-es (Ser?’®

cluster) és a kissé tavolabbi Ser
264-es oldallancoknak van még szerepe. A humén TRESK aktivacidjakor a kalcineurin
altal defoszforilalt szerinek a Ser 252, valamint a k6zeli szomszéd Ser 262, Ser 264 és
Ser 267 (Ser”® cluster) [68].

A kalciumszenzor kalmodulin altal aktivalt kalcineurin fontos szerepet tolt be az
adaptiv immunvalaszban. A szerin/treonin foszfataz a citoplazmaban jelen 1évé nuclear
factor of activated T-cells (¢c(NFAT) transzkripcids faktort defoszforilalja, igy az aktivalt
NFAT a sejtmagba transzlokalodik, ahol az interleukin-2 (IL-2) expresszidjat fokozza.
Az IL-2 fokozza a T-helper (Ty) sejtek aktivitasat, és mas citokinek termelését is
elosegiti. Ez a folyamat a Ty sejtekben (Ty limfocitakban) azt kovetden jatszodik le,
hogy az antigénprezentalo és a T sejt receptora kozti kdlcsonhatds kalciumjelet hoz 1étre
a T sejtben. A kalcineurin egyik legismertebb szubsztratja az NFAT kettd, viszonylag
konzervalt kalcineurin-koté motivummal rendelkezik, ezek a PxIXIT és az LxVP, ahol
az x helyén barmely aminosav allhat. A huméan és az egér TRESK csatorna
motivumok, az egér PQIVID ¢és a human PQIIIS, valamint az egér LQPP ¢s a humén
LQLP [86-87].

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a TRESK csatorna kalcineurin hatasara
létrejove aktivaciojakor az intracellularis hurokban elhelyezkedd kalcineurin-kotd
NFAT-szeri motivumoknak dontd szerepe van. A TRESK defoszforilacidja kozben a
kalcineurin kotédik a csatornahoz a PQIVID (egér TRESK) , ill. a PQIIIS (human
TRESK) szakaszon, és a csatorna megfelel6 aktivaciojahoz elengedhetetlen ez a protein
foszfatazzal kialakuld6 nem-katalitikus kolcsonhatas [86-87]. A kalcineurin
szubsztratjaiként szamon tartott foszfoszerinek ugyanis az intracellularis hurok
(TRESK-hurok) C-terminalis felé¢ esé részén helyezkednek el. A human csatornaban
mindkét NFAT-szeri kalcineurin-koté szekvencia (PQIIIS, LQLP) részt vesz a
kalcineurin nem-katalitikus megkotésében, és e két kotdhely épsége sziikséges a

kalcineurinnal kivalthatdé maximalis hatas kialakulasahoz. Az LQLP hely jelentOsége
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elsésorban kis amplitadoju Ca®*-jel esetén valik nyilvanvalova. Jelenlegi ismereteink
szerint a TRESK az egyetlen ioncsatorna, amelyhez a kalcineurin kozvetleniil képes
kotédni, mikdzben aktivalja azt. Létezik ugyan még néhany mas ioncsatorna, amelyek
mikodését szintén képes befolyasolni a kalcineurin, de ez tobbnyire kozvetve,
adapterfehérjék révén jon 1étre [88-89].

A jelenleg rendelkezésre all6 eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a TRESK
kalcineurin altali szabdlyozasaban szubsztratként azonositott Ser oldallincok a TRESK
nyugalmi allapotdban ,konstitutiv’ foszforilalt forméaban (foszfoszerinként) vannak
jelen. Ezért adodott az a feltételezés, hogy az aktivaciot okozo defoszforilaciot kovetden
egy (vagy tobb), a fenti szerineket (re)foszforilalni képes kinaz enzim tevékenysége
folytan az aktivalt aram ,,visszaall” a nyugalmi, kiindulasi szintre. Munkacsoportunk
késdbb részben igazolta is ezt a hipotézist: a TRESK Ser 252-es (human TRESK), ill.
Ser 264-es (egér TRESK) oldallancat a protein kinaz A (PKA) refoszforilalja [85], mig
a masik harom, egymashoz kozeli szerineket (szerin cluster) refoszforildlo kinaz
tovabbra is ismeretlen maradt.

A TRESK két tovabbi interakcios partnerét szintén munkacsoportunknak sikeriilt
azonositani. A 14-3-3 fehérjék széles korben elterjedt, homo- vagy heterodimerként
mikodé allvanyfehérjék, melyek motivum-specifikus foszfoszerin és -treonin
oldallancokat ismernek fel szamos sejten beliili fehérjén, koztikk enzimeken, de
receptorok, ioncsatorndk intracellularis részein is. A TASK C-termindlis régidja
valamennyi 14-3-3 izoformaval kolcsonhatasba 1éphet, és a 14-3-3 kapcsolodasa

elengedhetetlen a csatorna sejtmembranba irdnyitott, megfeleld transzportjahoz. A 14-3-
3 adapterfehérjék csaladjaba tartozo 14-3-3y, 14-3-3y, valamint a 14-3-3¢ és 14-3-3( is

képes kotédni in vitro a TRESK-hurokhoz, amennyiben a megfelelé szerin foszforilalt
allapotban van. A TRESK 14-3-3-k6té motivuma, az RSNSCP konzervalt a ragesalo és
human csatorndkban, és a masodik (vastagitott d6lt betiis) szerin protein kindz A (PKA)
altali in vitro foszforilacigjat kdvetéen az adapterfehérje asszocidl a csatornahoz, ami
hozzéajarul az alaparam csokkenéséhez [90]. A 14-3-3-at kihorgonyz6 foszfoszerin
(S252 a human, S264 az egér csatornaban) egyben a kalcineurin egyik szubsztratja is,

264

habér a kalcineurin okozta aktivacioban masodlagos a Ser™" (human), ill. a Ser?’® (egér)

clusterekhez képest.
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A TRESK és a 14-3-3 koexpresszidja soran Xenopus heterolog rendszerben
csokken a kalciumjel hatasara aktivalt K™-aram visszaallasanak sebessége. Ez nemcsak
a vad, hanem a Ser264Glu (egér) mutans TRESK csatornan is megfigyelhet. Ez a
mutans a 264-es pozicidoban nyilvan nem foszforiladlodhat, igy a 14-3-3 kotésére sem
képes, tehat az aktivalt csatorna araméanak visszaalldsaban a 14-3-3 nem a Ser 264-et
célzo Gtvonalon keresztiil vesz részt. Igy sejthetd, hogy az allvanyfehérje valamilyen

, 276
modon a Ser

clustert refoszforilalo kinaz hatasat gatolja [85]. Ez azt mutatja, hogy
mind a direkt, mind az indirekt 14-3-3-TRESK interakciénak tovabbi, ismeretlen
részletei varnak még felfedezésre.

Munkacsoportunk a kézelmultban irta le, hogy in vitro a tubulin szintén kotédik
aminosav hosszl szakaszra sikeriilt sziikiteni, mely magaban foglalja a Ser clustert, és
kozel van a 14-3-3 kotd motivumhoz is. Ez utobbi részben magyarazatul szolgéalhat arra,
hogy miért verseng a tubulin és a 14-3-3 a TRESK-hurokhoz torténd kapcsolodasuk
soran [91]. Emlitésre mélto, hogy a DRG-ben expresszalodo P2X; receptor tubulinktd
motivumanak kozépsé részén talalhatdo hat aminosavnyi szekvencidhoz (LVLGQI)
mennyire hasonlit a TRESK-hurok tubulinkotésért felelds részének az elsé hat
aminosava (LVLGRL) [92].

A TRESK-aram GPCR ingerlést kovetd markans aktivacidjanak vizsgalatakor
felmeriilt, hogy a receptor jelatviteli kaszkadja soran aktivalodo protein kindz C (PKC)
nem befolyasolja-e a csatorna miikodését. A nem specifikus PKC aktivéator forbol-
mirisztil-acetat (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) az egér TRESK-aramra nincs
hatassal, azonban a humén TRESK-iram PMA hatdsara viszonylag lassan
haromszorosara aktivalodik, és ez ciklosporinnal nem védhetd ki, tehat kalcineurin-
fiiggetlen [93]. Farmakologiai megkdzelitések alapjan feltételezheté, hogy nem-
konvencionalis (novel) PKC izoforma felelés a human csatorna PMA altali
aktivacidjaért. Ha a human TRESK-ben valamennyi intracellularis konszenzus PKC
foszforilacios helyet egyenként elrontottak iranyitott pontmutacioval, akkor semmilyen
valtozas nem tortént a PMA kozvetitette aramndvekedésben. Felmeriil, hogy indirekt
hatasrol van szo, de az sem kizart, hogy a PKC tobb helyen is képes foszforilalni a

TRESK-et, melyek hatdsa egymadssal helyettesithetd. Az egér ortologon hidnyzik a
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huméan TRESK-ben megtalalhaté nyolc kiilonb6z6 PKC foszforilacios hely, ami
indokolhatja az eltér6 PMA-érzékenységet.

3.2.3 Farmakologiai sajatossagok

A TRESK éltalanos farmakolégiai tulajdonsagai tobbnyire megfelelnek a tobbi
Kop csatornaénak. Nem, vagy csak kevéssé érzékeny klasszikus K* csatorna
gatloszerekre, mint 4-aminopiridinre (az egyes gatloszerek utan zardjelben megadott
koncentraciok nem voltak hatassal a TRESK aramra) (4-AP, 1 mM), apaminra (100
nM), CsCl-ra (1 mM), vagy az ATP-szenzitiv K* csatorna blokkol¢ tolazamidra,
glipizidre. A tetraetil-ammonium (2 mM) azonban enyhén (24-34%) gatolja a human
TRESK aramot, mig az egér ortologot Iényegében nem befolyasolja [94].

Az extracellularis Ba**, a befelé rektifikalo K* csatorndk gatloszere csak magas
(3 mM) koncentracioban gatolja a TRESK-et. A gatlas fesziiltségfiiggd, pozitiv
membranpotencialokon csokken a Ba®' hatasa. A nem szelektiv K* csatorna gatlo
quinin (100 pM, kozel 80%-os gatlas) ¢és a quinidin (ICso~10 uM) hatékony TRESK
gatloszer, és az arachidonsav is gatolja a TRESK aramot (ICsp ~10-20 uM) [67;69]. Ez
utobbi farmakologiai dgensek azonban egyaltalan nem szelektivek a TRESK-re, hatasuk
nem specifikus, szamos mas ioncsatornan is érvényesiil.

Az extracellularis pH a TASK-hoz hasonld6 mechanizmussal, de jelentdsen
kisebb mértékben befolyasolja az egér TRESK é&ramot: az EC savanyodas (pH 6)
enyhén gatolja, mig az alkalizacio (pH 9) aktivalja. Az egér és a tobbi ragcsalo TRESK
csatorndiban az els¢ porusdoménhez kozel, az extracellularis hurkon elhelyezkedd
hisztidin felel6s a pH-szenzitivitasért [69;76], a TASK-hoz hasonléan. A human ortolog
azonban nem reagal az EC pH valtozasaira, mivel a ragcsalokéval homoldg pozicidoban
tirozin aminosavat tartalmaz His helyett. Szubsztitucidos pontmutansokkal azonban a
hisztidint aszparaginra vagy a tirozint hisztidinre cserélve a pH-érzékenység
megsziintethetd, ill. kialakithaté a megfeleld fajok TRESK csatornaiban.

A helyi érzéstelenitdk (elsésorban az amid tipustak) szintén szamos Kop
csatorna mukodését befolyasoljak [67;69]. A human TRESK-et a vizsgalt helyi
érzéstelenitok koziil legjobban a bupivakain, legkevésbé pedig a lidokain gatolja [95].

Az egér és patkany csatorna esetén e két vegylilet azonos mértékii, de joval potensebb
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gatlast fejt ki, mint a human ortologra [76]. Ezenkiviil érdekes megfigyelés, hogy a
benzokain (1 mM, észter tipusu helyi érzéstelenitd) az egér TRESK aramot
alapallapotban alig csokkenti (= 15% gatlas), mig a kalcineurinnal aktivalt csatornat
jelentds mértékben (50%-ban) képes gatolni [68]. Tehat a csatorna aktivacids allapota is
befolyasolhatja egyes farmakonok hatasat, és a benzokain heteroldog rendszerben
felhasznalhaté a makroszkopos TRESK aram aktivaltsagi allapotanak megitélésére.

Az inhaléacios anesztetikumok a TASK ¢és TREK alcsalad tagjait aktivaljak
[70;96], mig a THIK alcsalad nevét is arrdl kapta, hogy a halotan (és egyéb inhalacios
anesztetikum is) gatolja [64]. A TRESK aktivalodik halotan, izofluran, szevofluran és
dezfluran hatasara, és a fél-maximalis hatékony (effektiv) koncentracio (ECsp) értékek
minden esetben a klinikumban is alkalmazott koncentraciotartomanyba esnek [76;95]. A
leghatékonyabbnak az izofluran bizonyult a TRESK aktivalasaban, 150 pM korili ECs
értékkel. Az inhalacios anesztetikumokra a TRESK a legérzékenyebb, €s aktivacioja is a
legnagyobb a vizsgalt Kop csatorndk kozott. A TRESK kifejezett jelenléte a szenzoros és
gerincveldi neuronokban, melyek az analgézidban ¢és az immobilitdsban fontos
szereppel rendelkeznek, szintén az altalanos anesztézidban betoltott funkcidjat sejteti
[97]. Az anesztetikumra aktivalodd csatorna ugyanis az emlitett neuronok
hiperpolarizacidjahoz vezet. Ennek ellenére in vivo, TRESK génkiiitétt (knockout)
egérmodellben nem vagy alig emelkedett a minimalis alveolaris koncentraci6 (MAC),
csak az izofluran esetén volt enyhe, 8%-os emelkedés [98]. Tehat a TRESK hidnya
szinte egyaltalian nem okoz valtozast az anesztézidhoz sziikséges hatoanyag
szerepet az inhalacios anesztetikumok hatdsmechanizmusdban, vagy mas anesztetikum-
érzékeny csatorndk, receptorok képesek gyakorlatilag teljes mértékben helyettesiteni a
hianyat.

A TRESK-aramot befolyasol6 farmakonok tobbé-kevésbé mas Kop csatornara is
hatnak, ezért jogos az igény uj, (részben, legaldbb a Kyp csalddon beliil) specifikus,
lehetdleg csak a TRESK-re haté dgensek irant. Szdmos sejtben ugyanis egyidejiileg
eltérd tipust Kop csatorndk is jelen vannak, koexpresszalddnak, ezért az egyes Kop
csatorna tipusok daramanak -elkiilonitésére specifikus gatloszerekre lenne sziikség.
Kutatocsoportunk 240 hatéanyagot tesztelt a Xenopus heterolog expresszios

rendszerben az egér TRESK csatornan, és sikerrel azonositotta a Kop csatornakon beliil
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specifikusan a TRESK-re hato kétértékii higany- és cinkionokat [99]. Extracellularisan
alkalmazva mindkét kation potens és effektiv gatloszere a TRESK-aramnak (ICso
értekiikk 10 uM alatti és tobb mint 50%-0s aramcsokkenést okoznak). A cink hatasa
azonban fajspecifikus, a human TRESK érzéketlen az ionra. Az extracellularis pH-
érzékenységhez hasonloan a cink hatasaért is ugyanaz a poruskozeli His (His132 az egér
TRESK-ben) felelds, igy érthetd, miért nem hat a cink a human ortolégra, ahol a
kérdéses His hianyzik.

Habar a cink kis (20% alatti) mértékben csokkenti a TRAAK és TASK-3 aramat
is, azonban ezek a csatornak ruténiumvdorossel joval hatékonyabban géatolhatok szemben
a polikationos festékre teljesen érzéketlen TRESK-kel. A higany hatékonyan, de lassan
¢s irreverzibilisen gatolja a human és az egér TRESK csatornat is, mig az dsszes tobbi
vizsgalt Kyp csatornara vagy nem hat, vagy érdekes moédon a TASK-3, TREK-1 ¢és
TREK-2 4ramat aktivalja. Igy elvileg a Hg?* alkalmas lehet a TRESK-aram
kimutatasara olyan nativ sejtekben, ahol egyéb Kup csatornak is expresszalodnak. A
gyakorlatban azonban nem terjedt el sem a Hg**, sem a Zn** hasznalata, valosziniileg
részben toxikus voltuk, valamint a Kyp csatorndk kozott sem teljesen szelektiv hatasuk
miatt. Ezért tovabb folytatddnak a hatékony TRESK aktivalo- és gatloszer utani
kutatasok.

Az els6dlegesen antidepresszansként ismert sipatrigin és fluoxetin nemcsak a
TRESK, hanem a TREK alcsalad tagjait is gatolja [3;100-101]. Azonban a sipatrigin
szarmazék lamotrigin csak a TRESK-aramot gatolja (ICso értéke 10 pM-os
tartomanyban van), a TREK csatorndkra nem hat [84]. Noha a lamotrigint szamos
tanulmanyban haszndltdk a TRESK in vivo kimutatasara, szelektivitasat tdgabb
vonatkozasban nem vizsgaltak. Egy valtozatos komponensekbdl allo konyvtar tesztelése
soran ezer hatdanyag koziil tizenkettGt azonositottak a TRESK-aram aktivatoraként,
ezek koziil az amoba-ellenes szerként hasznalt cloxyquin bizonyult a legpotensebbnek
(ECsp =3,2 uM) [101]. Azonban alaposan ennek sem vizsgaltdk meg a specificitasat,
még a Kyp csalddon beliil sem, csak néhdny madas csaladba tartozé K" csatornan

ellendrizték. A cloxyquin hatismechanizmusa is tisztazasra var.
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3.2.4 A TRESK pontos élettani funkcioja még nem ismert

RT-PCR ¢és immunhisztokémiai vizsgalatok szerint a TRESK fiziologidsan
legnagyobb mennyiségben a primer szenzoros hatsé gyoki és trigeminalis ganglionok
neuronjaiban expresszalodik [81;97;102]. A DRG-ben a TRESK mellett szamos tovabbi
Kop csatorna mRNS-¢ét is azonositottak, igy a TREK-2, TREK-1, TRAAK, TWIK-1, és
kisebb mennyiségben a TASK csatornakét is. Azonban az eddig megismert, DRG
idegsejtben funkcionalisan is kifejez6dd Kop csatornak kore ennél sziikebb. Ujsziilott
patkanyokbol szarmazo, enzimatikusan disszocialt néhany napos DRG tenyészet
neuronjain tortént single channel (cell-attached és inside-out) mérések szerint a DRG
hattér K™ dramanak két f6 komponense a TRESK és a TREK-2, ezenkiviil TREK-1 és
TRAAK aktivitast is kimutattak. Azonban a TRESK és TREK-2 aktivitasa kiilonb6z6
hémérsékleteken eltér, 24 °C-on mérve ugyanis a TRESK adja a hattér K aram nagy
részét, mig 37 °C-on a homérséklet-érzékeny TREK-2, de mindkét esetben a szdban
forgd két Kop csatorndn folyd dram Osszege biztositja ezen idegsejtek hattér K*
aramanak dont6 tobbségét [78].

A TRESK elsésorban a DRG kis és kozepes méretii idegsejtjeiben talalhato,
melyek nociceptiv funkcidval rendelkeznek. Természetesen ezek az ex vivo mérések a
DRG neuronok sejttestjein torténtek (az izoldlas sordn a neuritok jelentds része
elszakad, elvész). A pszeudounipolaris neuronok nyulvanya (axon) kettéagazik, a
centralis 4g a gerincveld hatsé szarvaba tér, és ott 1étesit szinapszist, mig a periférids ag
mint afferens szenzoros 4g a bérhoz, izmokhoz és egyéb szervekhez fut. Igy felmeriil az
az izgalmas kérdés, hogy a maghémérsékletnél alacsonyabb héfokon is jol mikodd
TRESK csatorna szubcellularis lokalizacidjaban a szoman kiviil szerepel-e egyéb
képlet, elsGsorban a periférias ag.

Hasonl6, bar kvantitative eltérd eredmények sziilettek a TRESK dram DRG
neuronokban betoltott szerepére vonatkozoan felndtt egerekbdl szarmazo, idGsebb
DRG-tenyészeteken teljes-sejt konfiguracioban mérve. Szamos tényez6 befolyasolhatja
ugyanis a csatorna expresszidjat. Megfigyelték, hogy a kis és kozepes méreti DRG
neuronok izolalasa (ami elkeriilhetetlen axotomidval jar) a sejtek fokozott
ingerlékenységét okozta, mikdzben a TRESK expresszioja is kimutathatéan csokkent

mar négy oOraval a sejtizolalast kovetden. In vivo, neuropatids fajdalmat modellezd
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allatkisérletekben a TRESK expresszidja szintén jelentdsen csokkent (harom héttel az
idegsériilést 1étrehoz6 beavatkozas wutan), mig szamos egyéb Kyp csatorna
expresszidjaban nem talaltak valtozast [3].

A trigeminalis ganglion idegsejtjeit TRESK csatornaval tranziensen
transzfektalva azt tapasztaltdk, hogy csokkent a neuronok ingerlékenysége,
hiperpolarizalodtak, és egy bizonyos nagysagu ingerrel kivalthat6 akciospotencial-
sorozat frekvencidja jelentdsen csokkent [103]. Ellentétes iranyd megkdzelitést
alkalmazva, vagyis a miikkodoképes TRESK mennyiségének csokkentését vagy teljes
hianyat el6idézé géncsendesitett és knockout egérmodellekben is megerdsitették a
TRESK aram DRG neuronokban betoltott szerepét. TRESK-specifikus siRNS-t harom
napig tobbszor adva intrathecalisan 42%-ra esett vissza a csatorna mMRNS-ének
expresszidja, mig a fajdalmas mechanikai ingerrel kivaltott lab-visszahuzas
kiiszobértéke csokkent [3]. Mindkét vizsgalt paraméter ugyantugy valtozott, mint in vivo
axotomia esetén.

A funkcionalis TRESK knockout (TRESK G339R) egérbdl szarmazd6 DRG
neuronok ingerlékenysége fokozodott, fenntartott, kifelé iranyuld aramuk pedig 27%-
kal csokkent [81]. Azonban a nyugalmi membranpotencial nem valtozott meg,
hasonléan mas, a TRESK csokkent expresszidjat vagy aktivitasat eredményezd
vizsgalatokhoz. Meglepé moédon az akcids potencidlok idotartama csokkent, és az
utohiperpolarizacié feler6sodott, amit a knockout éllatban a TRESK hidnya miatt
kompenzatorikusan overexpresszalodo fesziiltségfiiggd vagy egyéb, nem Kop tipust K*
csatorna okozhatott. Egy masik TRESK knockout torzsben a termadlis nocicepcid
mérsékelten emelkedett, csokkent a latencia az Gn. hot plate (forrd lap) tesztben [98].

A nociceptiv DRG ¢és TRG neuronokban a TRESK gyakran az ,.excitatoros”
TRPV1 és TRPAI1 ioncsatornakkal egyiitt fordul eld, melyek mind befolyasolhatok a
szecsuani bors bioaktiv komponensével, a hidroxi-a-sanshool (HaSS)-lal, és ennek
szintetikus szarmazékaval, az IBA-val (isobutylalkenyl amide). Izolalt (patkany) DRG
neuronokhoz IBA-t adva azok depolarizalodtak, és kalciumjel alakult ki benniik. Az
aktivalt neuronoknak a tobbsége ugyan kapszaicinra reagalt, tehat TRPV1 pozitiv volt,
de egy kis hanyaduk nem, tehat esetiikben biztos nem a TRPV1 csatorna felelds az IBA
hatasaért. Az IBA-t patkany hatso végtagjainak a mancsaba injektalva fokozddott a C-
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nociceptorok spontdn aktivitdsa, ami a mechanikai ingerek iranti fokozott
érzékenységben nyilvanult meg [3].

A HoSS a TRESK-aramot gatolja, mig feltehetéen a TRPV1 és TRPAIl
csatornakat aktivalja. Emellett a trigeminalis ganglionban kisebb mennyiségben
jelenlévéo TASK-1 ¢és TASK-3 csatornakat szintén gatolja, valamint aktivalja a
fesziiltségfliggd Nay1.7 natrium csatornat [79;104-105]. A szecsuani borsot fliszerként
elfogyasztva a szajban jelentkezd jellegzetes, bizsergd érzés hatterében feltehetdleg
részben a TRESK csatorna gatlasa all, mig az allatkisérletekben tapasztalhato averziv
magatartasért felelés mechanizmusok kevésbé egyértelmiick [79;106].

Tehat a TRESK mint a DRG ¢és TRG kis és kozepes méretli nociceptiv
neuronjainak egyik dominans hattér K® 4rama wj tipusa fajdalomcsillapitok
tamadaspontja lehet, hiszen a TRESK overexpresszidja ellensulyozza vagy legalabb
enyhiti a neuropatias kisérleti modellekben a hiperszenzitivitast [2;103].

A TRESK mRNS-t, valamint a funkcionalé csatornat (single channel, cell-
attached méréssel igazoltan) nemcsak szenzoros, hanem afferens és efferens autonom
ganglionokban (ggl. cervicale superior és ggl. nodosum) is kimutattdk, de szerepiik ez
utobbi helyeken még nem tisztazott [80].

A TRESK jelentds expresszidja a trigeminalis ganglionban felveti a csatorna és a
migrénes megbetegedések kozotti dsszefiigges lehetdségét. A migrénnel jard korképek
egy részét megeldzo jellegzetes tlinetek (aura) hatterében egy lassan terjedd kortikalis
depolarizaciés hullam (CSD, cortical spreading depression), és az ennek hatasara
aktivalodo trigeminovaszkularis rendszer éltal a fijdalomérzékeny agyburkokban és
erekben felszabaditott gyulladaskeltd anyagok (proinflammatorikus peptidek, mint
kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) vagy a P-anyag) allhatnak [107-108]. Ezért a
TRESK is bekeriilt azon szdzétven ioncsatorna kozé, melyek koéroktani szerepét egy
atfogd, tobb mint hatszdz fiiggetlen migrénes beteggel foglalkozd tanulmanyban
vizsgaltak [102]. A 2010-ben publikalt cikkben a TRESK élettani szerepére
vonatkozdan is érdekes eredmény sziiletett: egy négygeneracids csalad auraval jarod
migrénben szenvedd nyolc tagjaban TRESK kereteltolodast (frame-shift-et) okozo, a
csatorna csonkoldsat (,trunkaci¢”-jat) eredményezé (F139WfsX24) pontmutdciot
azonositottak. A csaldd masik nyolc tagjaban, akik nem szenvedtek migrénben, nem

volt jelen a pontmutacié. Az F139WfsX24 mutans TRESK-ben a csatorna els6 TM
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szegmense ¢€s a hosszl, extracellularis hurok, mely a dimerizacidért felel, teljesen intakt,
azonban a tobbi rész hidnyzik. Mivel a dimerizacioért felelos szakasz €p, igy mutans-
vad TRESK heterodimerek is létrejohetnek, melyek muikdodésképtelenek. Ennek
megfeleléen az F139WfsX24 mutins dominans negativ hatdssal rendelkezik az ép
TRESK csatorna felett mind Xenopus expresszios rendszerben (vad és mutans TRESK
koexpresszio), mind nativ sejtben (izolalt trigeminalis ganglion idegsejteket mutans
TRESK-kel transzfektalva).

A TRESK a DRG-n ¢és a TRG-n kiviil a kdzponti idegrendszerben is kifejezddik,
beleértve az agykérget, ahol a csatorna funkcionalis hidnya szerepet jatszhat a migrént
megel6zo aura patogenezisében (lasd korabban CSD-t). Szamos tovabbi tanulmanyban
vizsgaltak egészséges kontroll és nagyszamu migrénes populdcioban a TRESK
génjének (KCNKI18) variansait, de nem talaltak koroktani Osszefliggést [109-111].
Tehat a TRESK funkcidvesztéssel jard mutacidja valdszinlileg a migrénes
megbetegedéseknek csak csekély hanyadaért felelés. Ennek ellenére fentebb ismertetett
expresszios mintazata és funkcidja alapjan a TRESK az eltérd koroktanu aura €s migrén
kezelésében is igéretes célpont lehet, hiszen a csatorna aktivaldsa a trigeminalis

ganglion ¢és a kéreg neuronjaiban az aura €s migrén patogenezisét feltehetdleg gatolja.
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3.3 A TREK/TRAAK alcsaladba tartozo K,p csatornak

3.3.1 Jelentos szerkezeti variabilitas, és valtozatos szoveti elofordulas

A TREK (TWIK-RElated K channel) alcsalad elséként felfedezett tagja a
TREK-1; (Kp2.1; KCNK2, a masodikként leirt Kop ) [42], valamint ide tartozik a
TREK-2 (K2010.1; KCNK10) [43-44] és a TRAAK (TWIK-Related Arachidonic Acid
stimulated K* channel; Kyp4.1; KCNK4) [45;112]. A TREK-1 és TREK-2 aminosav-
szekvencidja nagyfoka hasonlosagot mutat, legkifejezettebben a TMS-ek és a C-
terminalis szakaszdn. Az alcsaldd valamennyi tagjanal eléfordulnak funkciondlisan
aktiv ,hasitasi” (splice) varidnsok, rdadasul a TREK-1, TREK-2 esetén ugyanazon
MRNS-r6l is tobbféle mikodoképes csatorna transzlalodhat az alternativ transzlacios
iniciacio (eltérd transzlacids kezddpont) kovetkeztében. A splice variansok szerkezeti
kiilonbségei csak az N-terminalisok legvégét érintik, és nem befolyésoljak az alapvetd
biofizikai, miikodésbeli jellemzdket. Expresszidjuk mégis jelentds szovetspecifitast
mutat [30;113-114]. Az eltér6 transzlacios kezdépont azonban az N-terminalis végek
hosszabb szakaszan okoz kiilonbséget, és jelentdsen befolyasolja a csatorna
vezetOképességét (konduktanciajat) is (TREK-1: 40 és 100 pS; TREK-2: 50 és 220 pS)
[115-116]. Mind a TREK-1, mind a TREK-2 esetén az eltéré iniciacié kovetkeztében
kialakult variansok szabalyozasi mechanizmusai megegyeznek, ezzel is aldtdmasztva,
doménnak van szerepe, hanem a TASK alcsaladhoz hasonl6éan a C terminalis proximalis
(kezdeti, kozvetleniil a 4. TMS utani) szakaszénak (lasd a kovetkezd fejezetet). A
TREK-1 elektrofiziologiai sajatossagaiban eltér a TREK-2 és TRAAK csatornaktol.
Extracellularis kétértékii kationok hianyaban a TREK-1 aram—fesziiltség (I-V) gorbéje
szimmetrikus [K*] oldatban kézel linearis [44], mint a TREK-2 és a TRAAK esetén is,
TREK-1 kifejezett kifelé iranyuld rektifikdciot mutat (negativabb memranpotenciél
értékeken jelentésen lecsokken a vezetOképessége) [29-30;42-43]. Ezenkiviil a TREK-1
fesziiltségfliggd kapuzéasa kifejezetten rendhagyd jelenség a Kopp csatornak korében.

Membrandepolarizaciora igen gyorsan aktivalodik, és deaktivalodik, azonban nem
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inaktivalodik (szemben a fesziiltségfiiggd K' csatornak tobbségével). A TREK-1
fesziiltségfliiggése a C-terminalis szakasz altal kozvetitett tulajdonsag [117-118]. A
TREK-2 P, értéke pozitiv membranpotencial értékeken a negativ potencidlokon
mértekhez képest ugyaniugy joval magasabb - hasonldoan a TREK-1-hez, azonban
depolarizaciora a TREK-2 single-channel konduktanciaja csokken. Igy e két ellentétes
hatas tobbé-kevésbé kiegyenliti egymast, és a TREK-2 gyakorlatilag nem, vagy nagyon
enyhe kifelé iranyul6 rektifikaciot mutat [43-44]. A TRAAK konduktanciaja fiziologias
extra- és intracellularis [K'] esetén 45 pS pozitiv membranpotencialon (0—"60 mV).
Teljes-sejt (,,whole-cell”) elrendezésben vizsgalva a TRAAK-aram klasszikus hattér
aram, azonban izolalt memrandarabon depolarizaciora jelentésen fokozddik az
aktivitasa [28;45].

A TREK/TRAAK csatorndk expressziojat ragcsalokban és emberben is
megvizsgaltak az egyedfejlédés kiilonbozo stadiumaiban [119]. A TREK-1 és TREK-2
kiilondsen nagy mennyiségben expresszalodik az embriondlis és éretlen egéragyban.
Feln6tt korban a TREK-1 elsOsorban a kéregben, a striatumban, a hipotalamuszban, a
hippokampuszban és az amygdalaban [120;121], mig a TREK-2 a hippokampuszban, a
striatumban, a bulbus olfactoriusban ¢és a kisagyi szemcsesejtekben taldlhato
[44;113;120;122]. A kérgi asztrocitakban a TREK-1 és TREK-2 is hozzajarul a nagy
amplitadoju hattér K™ dramhoz [123-124]. Az egér TRAAK az embrionalis agyvelében
kevésbé fejezddik ki, sziiletés utan azonban mar az elsdé hét végére maximalis az
expresszidja [121]. Nagy mennyiségben talalhatd a retindban, a kéregben ¢és a
gerincvelében [45]. A TREK/TRAAK csatornak nagymértékben expresszalodnak a
periférias idegrendszer szomatoszenzoros sejtjeiben, a kis €s nagy atmérdjli hatso gyoki,
valamint a trigeminalis ganglionok neuronjaiban [125-127], ahol a kiilonb6z6 szenzoros
modalitasok érzékelésének afferens utjat modulaljak, a korabban mar emlitett TRESK-
kel és egyéb Kop, ill. mas tipusu ioncsatornakkal egyiitt [32;78;128]. A szimpatikus
felso nyaki ganglionban (ggl. cervicale superius) is kimutattak funkcionalis jelenlétiiket
[129], a TREK-1 és TRAAK csatornakat pedig a ganglion nodosum vagalis
afferenseiben is felfedezték [130].

A TREK-1 az idegrendszeren kiviil szdmos helyen megtalalhato: az {ireges
szervek és egyes artéridk simaizomzatdban, a szivizomban, a hamsejtekben, bizonyos

erek endothel sejtjeiben, a tiidében, a vesében és a mellékvesében is [131-140]. A
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TREK-2 legnagyobb mennyiségben a lépben, a herében, a hasnyalmirigyben ¢és a
vesében fejezddik ki, kisebb mértékben egyéb helyeken (méhlepény, tiido, méj, vastag-
¢és vékonybél, szivpitvar) is [43-44;113;139;141]. A TRAAK funkcionalis jelentségét
az idegrendszeren kiviil eddig human miometrium simaizomsejtjeiben mutattak ki, ahol

a TREK-1-gyel szabalyozzak a méh kontraktilitasat [135;142].

3.3.2 Mechano- és termoszenzitivitas, pH, lipidek és foszforilacio altali szabalyozas

Figyelemreméltdan valtozatos ¢€s nagyszamu tényezd Dbefolyasolja a
TREK/TRAAK csatornak mukodését. Nemcsak mechano- és termoszenzitivek, de
szamos (membran)lipid(szarmazék), az extra- és intracellularis pH, G-fehérje-kapcsolt
receptorok, kinazok és adapterfehérjék is szabalyozzak e csatornak aktivitasat, illetve
esetenként a plazmamembranba valo kihelyezddésiiket.

Nyugalmi koriilmények kozott a TREK/TRAAK csatorndk kevéssé aktivak,
azonban a csatornakat kifejezé sejtek deformalddasara, mechanikai ingerek hatasara
nyitvatartasi valosziniiségiik megvaltozik. A mechanoszenzitivitas a plazmamembran és
a csatorna kozvetlen kolcsonhatdsanak eredménye, a jelenlegi elképzelés szerint a
membranfesziilés kozvetleniil valtoztatja a csatorna konformaciot, és ezaltal a K™ dram
nagysagat [36]. Az extracellularis hiperozmolaritas csokkenti a TREK-1 és a TRAAK
aramamplitudojat [28-29;118]. Ezzel szemben a patch-pipettan keresztiil alkalmazott
szubatmoszféras (negativ) nyomas, ami a sejttérfogat novekedéséhez hasonlithato
membranalak-valtozast eredményez, reverzibilisen aktivalja ~ valamennyi
TREK/TRAAK csatornat [28-30;44;143]. Ez a szabalyozas kivagott membrandarabon
(,,excised patch”-en) is érvényesiil, akkor is, ha teljes mértékben megsziintetik a
kivagott membrandarab citoszkeletalis kapcsolatait. A mechanikai ingerre bekovetkezd
aktivalodas reverzibilis és gradalt is, azaz mértéke ardnyos a kivaltoé inger nagysagaval.
A TREK-1 laminaris nyirofesziiltség hatasara is aktivalodik.

El6 sejtben a citoszkeletalis rendszer farmakologiai roncsolasa (colchicin vagy
cytochalasin D kezelés révén) aktivalja valamennyi TREK/TRAAK csatornat. Ez arra
utal, hogy in vivo a citoszkeletonnak jelentds moduldlé hatdsa van, habar a

mechanoszenzitivitas a csatornak citoszkeletontol kiilonvalaszthato, sajat tulajdonsaga.
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Ugy tiinik tovabba, hogy a kapcsolat kétiranyt, ugyanis a TREK/TRAAK csatornékK is
befolyassal vannak a citoszkeleton szervezddésére [30;143-144]. A TREK-1 expresszio
(fliggetleniil a csatorna aktivitasatol) elOsegiti az aktin halozat felépiilését [144](lasd
késobb is a funkcional).

A mechanoszenzitivitast befolyasolja az intracellularis pH, a membranpotencial
vagy az arachidonsav koncentracidja is. A mechanoszenzitiv jellegért a transzmembran
szegmensek feleldsek, elsdsorban a 4. TMS, valamint az azt kdvetd, megkozelitéleg 30
aminosav hosszll szakasz a C-terminalisbdl (a proximalis rész) [29;34]. Szamos lipid
természetli molekula is befolyasolja a TREK ¢és TRAAK csatornak mikodését, a
TRAAK esetében ez mar az elnevezésbdl is kideriil. Az arachidonsav (arachidonic acid,
AA) és mas, tobbszordsen telitetlen zsirsav (PUFA) is, mint példaul a dokozahexaénsav,
linolénsav, linolsav kozvetleniil aktival. Emellett mechanikai ingerre érzékenyitik a
csatorndkat, azaz kisebb mérvii nyomadsvaltozas is képes ugyanakkora aktivaciot
kivaltani jelenlétiikben [43-44;145]. A PUFA-k a membran mindkét oldala feldl
alkalmazva hatnak, bar intracellularisan adva sokkal gyorsabban [30;45;143],
mérsékelik a cAMP/PKA  altal kifejtett gatlast (1d. alabb) [29]. A
mechanoszenzitivitashoz hasonléan a PUFA-k kivagott membrandarabban is aktivaljak
a csatornat, és hatasukat a C-terminalis kezdeti szakasza kozvetiti, a TRAAK
kivételével [29-30;143]. A PUFA-k in vivo megfigyelhetd neuroprotektiv hatasat
jelent6s részben a TREK-1 aktivacio kozvetiti [77;146].

Toltéstdl fliggetlentil kiilonbozd lizofoszfolipidek is aktivaljak a TREK/TRAAK
csatornakat, gyorsabb kinetikaval, mint az AA. A lizofoszfatidsav aktivalja mindharom
TREK/TRAAK csatornat, és a PUFA-khoz hasonléan a mechanoszenzitivitas irant is
érzékenyit [147-148]. A plazmamembran belsd lipidrétegében elhelyezkedd savas
karakterti foszfolipidek, a foszfatidil-inozitol-(4,5)-biszfoszfat (PIP;) és kisebb
mértékben a foszfatidilszerin aktivalja a TREK-1 aramot, feltehetéleg a C-terminalis
kezdeti szakaszan taldlhato pozitiv t6ltésli aminosav-oldallancokon (polibazikus
motivumon) keresztiil [149-151]. A Gg-fehérje-kapesolt receptorok ingerlése a
foszfolipaz C enzim serkentése révén jelentdsen csokkenti a plazmamembran PIP,-
szintjét, igy hozzajarul a csatornamiikddés dinamikus szabalyozasahoz.

A TREK/TRAAK csatornak fokozatosan, reverzibilisen és jelentds mértékben

(akar huszszorosara is) aktivdlodnak a hOmérséklet emelkedésére a 14-42 °C-0s
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tartomanyban, ezen beliil 30-42 °C kozott érik el a maximumot, efelett aktivitasukat
fokozatosan elvesztik. Igy fiziologias koriilmények kozott normal testhdmérsékleten
jelentds aktivitast mutatnak [31-32;126]. A homérséklet-érzékenység azonban ,,excised
patch”-en megsziinik [31-32;126]. A tobbi szabalyoz6 faktorhoz hasonléan a
hémérséklet sem az egyedi csatorna konduktanciat befolyasolja, hanem a P,-t, vagyis a
csatorna kapuzasat, valamint a homérséklet-érzékenységért is a C-termindlis szakasz
felelos a TREK-1 esetén, de furcsa modon a TREK-2 C-terminalisanak lecserélése a

Az intracellularis pH is befolyasolja a TREK alcsaladba tartozd csatornak
mukodését, mig az extracellularis pH kevésbé, szemben a tobbi (pl. TASK vagy TALK)
pH-érzé¢keny Koyp csatornaval. A sejten beliili savanyodas nemcsak robusztus
aramnovekedést eredményez a TREK-1 és TREK-2 esetén, hanem megsziinteti a
fesziiltségfliggést, valamint az AA, a nyomasingerek és a foszforildcié (Id. késdbb)
iranti szenzitivitast [28;30]. A TRAAK az intracellularis pH novekedésére fokozza
mikodését [143]. A pH-érzékenység kivagott membrandarabon is megtartott. A TREK-
1 protonszenzora (Glu 306) a proximalis C-terminalison a membran foszfolipidekkel
kolesonhato 6t bazikus aminosav szomszédsagaban taldlhat6. A TREK-2 és TRAAK C-
befolyassal se a csatorna aktivitdsara, se az intracelluldris alkalizacidé iranti
érzékenységre. A TRAAK C-terminalisa nem sziikséges a pH-fiiggd szabalyozashoz
[34].

Az extracellularis pH kevésbé befolyasol, mint az intracellularis. Az EC
savanyodas gatolja a TREK-1 aramat, mig a TREK-2 aramndvekedéssel reagal [152-
154].

A TREK/TRAAK csatornak C-terminalisat tobb helyen is képes foszforilalni a
protein kinaz A és C (PKA, PKC), mely enzimek a Gs- és a Gq-fehérje-kapcsolt
receptorok (példaul egyes szerotonin, glutamat, muszkarinerg M3 receptorok)
ligandkotését kovetden aktivalddnak nagy mennyiségben. A foszforilacio a TREK-1 és
TREK-2 alaparamat gatolja, mig a TRAAK miikodésére nincs hatassal [42;45]. A két
kin4z hatasa additiv, mely eltéré foszforilacios helyekre utal egy csatornan beliil. A
TREK-1 C-termindlisa két konszenzus PKA-foszforilacios helyet tartalmaz (Ser 333 és

Ser 351), melyek kozil az els6 (,,proximalisabb”) bizonyult a fontosabbnak, és ez
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konzervalt a TREK-2-ben is [42;44;75]. A masodik szerin a PKA-nak csak gyenge
szubsztratja, azonban az NO/cGMP/protein kindz G utvonalnak f6 célpontja, és
funkcionalisan kiemelt jelent6sége van az igy létrejové TREK-1 aramndvekedésnek. Ez
az utvonal a majdnem azonosan szabalyozodé TREK-2-nél hianyzik.

A foszforilaci6 a legtobb szabalyozo tényezOhéz hasonléan a TREK-1
nyitvatartasi valdsziniiségére hat, de ,excised patch”-en elsdsorban a negativ
membranpotencidlokon csokkenti a P, értékét, tehat fokozza a latszolagos kifelé
iranyulé rektifikiciét. fgy a TREK-1 PKA altali foszforilacidja részlegesen
fesziiltségfliggdvé teszi a csatornat [117].

A TREK-1 PKA éltali foszforilacidja sziikséges a PKC altali foszforilaciojahoz,
tehat mintegy szekvencialisan foszforilal a két kinaz [33]. A Gi-fehérje-kapcsolt
receptorok stimulacidjakor vagy protein kindz inhibitorok hatdsara csokken az aktiv
PKA mennyisége, és ez a TREK-aramok névekedését eredményezi [44;155]. A Gj-
fehérje-kapcsolt receptorok (a2 noradrenerg €s egyes metabotrop glutamat receptorok)
stimulacidja a kozponti idegrendszerben a TREK &aramfokozddas révén a korosan
fokozott ingerlékenység csokkentésében szerepet jatszhat. A TREK-2 is nagyon
hasonloan foszforilalodik és gatlodik PKA/PKC hatasara. Emellett mind a TREK-1,
mind a TREK-2 vonatkozasaban az AMP-aktivalt protein kinazok (AMPK) is
ugyanazokon a szerineken hatnak, melyeken a PKA/PKC, és hatasuk is megegyezik
azokéval [156].

A neuronokban szignalizacidés komplexek létrehozasaért felelés allvanyfehérje,
az A-kinase-anchoring protein 150 (AKAP150) a TREK-1 és a TREK-2 C-
terminalisanak kezdeti szakaszahoz képes kotdni [157-158]. A PKA és PKC enzimek
mellett szdmos szinaptikus fehérjét, receptort és ioncsatornat hoz térbeli kozelségbe ez
aktivalja a TREK-1 aramat, mely a tovabbiakban nem fokozhaté se AA, se mechanikai
stimulus, se IC savanyodéas hatasara. A folyamatnak a térbeli, vizudlis tanulasban
tulajdonitanak szerepet [159].

A TREK csatorndk egy masik allvanyfehérjével is kapcsolodhatnak, melyek a
dendritekben, féleg a dendrittiiskék kozelében, valamint a ndvekedési kupokban
helyezkednek el. A ,microtubule-associated protein 2” (MAP2) a C-terminalis
distalisabb, tehat a membrantol tavolabbi részéhez kotddik, mint az AKAP150, igy a
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TREK csatornakon a két allvanyfehérje egyideji jelenléte is lehetséges [158]. A MAP2
mikozben a TREK-1-hez kotédik a tubulinhoz is kapcsolddik, és noveli a

plazmamembranban a csatorna denzitdst, tehat a sejten beliili csatornaforgalmat

szabalyozza [158].

3.3.3 Funkcionalis jelentéség a kozponti idegrendszerben és szamos kiilonb6zo

szervben

A TREK-1, ¢és kisebb mértékben a TREK-2 overexpresszidja az ujsziilott
patkany hippokampalis neuronjaiban alldbszeri kitliremkedéseket eredményez,
melyekben a csatorna az aktinnal és az ezrinnel kolokalizal [144]. A hatashoz nem
sziikséges a csatorna vezetOképes allapota. A TREK-1 knockout egérbdl szarmazo
tenyésztett striatum neuronjain szignifikdnsan kevesebb a nodvekedési kap, és a
neuronok feliilete is kisebb a vad tipushoz képest [144]. Ez szintén a TREK-1
neuronalis morfogenezisben betoltdtt szerepére utal, amit az a korabbi megfigyelés iS
tamogat, hogy a TREK-1 mRNS az emberben és az egérben is mar a magzati
agyveldben jelentds mértékben kifejez6dik [128]. Azonban a TREK-1 knockout egér
agyveleje morfologiailag fiziologiasnak tinik [77], és mas, hasonlo funkcidval
rendelkez6 csatorna kompenzatorikus overexpresszidjat nem sikeriilt kimutatni ezekben
az allatokban.

Régota ismert a tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA) neuroprotektiv hatasa:
jotékonynak bizonyultak az ischaemia kivaltotta neurodegeneracioban [160], in vivo
antikonvulzans ¢és sejttenyészeteken epileptiform aktivitdst tompitdé hatdssal
rendelkeznek [161-162], gatoljak a fesziiltségfiiggd Na*- és Ca®* csatornakat, valamint a
glutamat transzmissziot is kozvetleniil befolyasoljak [163-164]. Igy a TREK/TRAAK
csatornak jellegzetes AA ¢€s egyéb PUFA Altali aktivacidja és kiterjedt idegrendszeri
lokalizacidja potencialis neuroprotektiv szerepet feltételez ezeknek a hattér K
csatorndknak. Szamos TREK-1 knockout egereket vizsgald tanulmanyban fény dertilt
r4, hogy exogén eredetli PUFA jelenlétében a TREK-1 igen hatékony neuroprotektiv
szerepet tolt be. Fontos azonban megjegyezni, hogy ischaemias koriilmények kozott

szamos egyeb faktor (intracellularis acidozis, sejtduzzadds, a felszabaduld AA vagy
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lizofoszfolipidek) is aktivalja a csatornat, novelve ezzel a TREK-1 neuroprotektiv
jelentésegét.

Bizonyos cerebralis, mesentericus erek, valamint a boér mikroerek
simaizomzataban ¢és endotélsejtjeiben a TREK-1 csatornanak fontos feladata van a
PUFA-k és az acetilkolin altal kozvetitett vazodilatacidoban, ugyanis aktivalédasuk idézi
el6 a simaizomsejtek hiperpolarizacidjat, relaxacidjat [131;165-166]. gy
cerebrovaszkularis ischaemiaban a PUFA-k altal kozvetitett TREK-1 aktivacio direkt
neuronra ¢és az ¢érfal simaizomsejtre kifejtett hiperpolarizaldé hatasa duplan
neuroprotektiv.

Knockout egérmodelleken tortént vizsgalatok vilagitottak ra, hogy a hats6 gyoki
¢s trigeminalis ganglionok neuronjaiban talalhaté TREK-1 és TRAAK csatornak fontos
szereppel birnak a termalis és a mechanikai fajdalmas ingerek tompitasaban, elsésorban
a mérsékelt intenzitast ingertartomanyban [125-126;128]. Fontos megemliteni, hogy
kronikus fajdalom vagy gyulladés esetén is mitkddnek, igy terapids célpontként is szoba
johetnek [126].

A sziv Gn. mechanoelektromos feedback mechanizmusaban patkanyban a
TREK-1 mechanoszenzitiv csatorna fontos szerepet tolt be [138;167]. Emellett szivizom
ischaemiaban a Katp csatornak mellett a TREK-1 is véd6 funkcioval rendelkezik, az
intracellularis acid6zis mellett az extracellularis ATP hatasara felszabaduld AA is
aktivalja a csatornat [168-169].
fesziilés mint mechanikai inger valtja ki tobb helyen (gyomor-bélrendszer, huigyhdlyag,
méh) a simaizomzatban a TREK-1 aktivalodasat, igy a sejtek hiperpolarizalodnak, és
nem jOn létre kontrakcid. A gyomor antrumaban a TREK-2 tolti be ugyanezt a funkciot
[136;170-171].

Az emberi mellékvesekéreg domindns hattér K™ dramdnak fo komponensei
kozott a TASK-1 és TASK-3 mellett a TREK-1 is megtalalhat6 [172-173], de jelentOs
fajok kozotti kiilonbségek vannak. A szarvasmarha zona glomerulosa és fasciculata
sejtekben a TREK-1 dominal [174], mig a patkanyban a TASK-3 [175].

A TREK/TRAAK alcsaladon beliil az igen kozeli rokon TREK-1 és TREK-2
jelentds funkciot tolt be az anesztetikumok hatasmechanizmusaban. Az anesztetikumok

egyik f0 tdmadaspontja valamilyen ligandfiiggd ioncsatorna, els6sorban a GABAA
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receptorok [176], de az inhalaciés anesztetikumok hatasara kiilonb6z6 Kop csatornak
aktivaciojat is megfigyelték. A TREK-1 ¢és TREK-2 szdmos inhalaciés anesztetikumra
robusztusan aktivalodik, és az egyes szerek iranti érzékenységiik nagyfoku hasonlosagot
mutat [44;70]. A TREK-1 kifejezett kozponti idegrendszeri lokalizacidja teszi ezt a
csatornat a Kop csaldd legfontosabb altalanos anesztéziaért felelds tagjava. Szadmos
GABAA receptoron hatastalan érzéstelenitOszer aktivalja a TREK-1 aramot, de a TASK-
1 aramara nem hat [74-75]. Ismert, hogy az inhalacidés anesztetikumok pre- ¢és
posztszinaptikus tamadasponttal is rendelkeznek. Immunhisztokémiai modszert
alkalmazva a TREK-1 csatorna preszinaptikus elhelyezkedését és a (szinaptikus
vezikulak iiriilését szabalyoz6) synapsin foszfoproteinnel valo kolokalizacidjat mutattak
ki [146;177].

A széles korben elterjedt és népszeri szelektiv szerotonin visszavétel gatld
(SSRI) antidepresszansok — neviikkel ellentétben — nem csak a szerotonin transzportra
hatnak. A klinikumban is hasznalt fluoxetin, norfluoxetin, paroxetin és sipatrigin SSRI-
k gatoljak a TREK-1 és a TREK-2 aramot, de a TRAAK-ra nem hatnak [100;178-180].
Az alcsaladon beliil a TREK-1 expresszalodik leginkabb a kdzponti idegrendszerben,
méghozzd olyan kérgi és kéreg alatti helyeken (prefrontalis kéreg, hippokampusz,
striatum, amygdala), melyek kapcsolatba hozhatok a depresszié soran észlelhetd
kognitiv és emocionalis zavarokkal. Ezért felvetddik a TREK-1 depresszioban betoltott
esetleges szerepe. Tobb kiilonb6zo, depressziot elemzé kisérleti modellben a TREK-1
knockout egerek depressziorezisztensnek bizonyultak [100]. Ezek szerint a knockout
allatokban valosziniileg fokozottabb a szerotoninerg tonus, melyet meg is erésitettek a
depresszidval Gsszefliggésbe hozhato régiokban [100]. Ugy tiinik tehat, hogy a TREK-1
mikodése a kozponti idegrendszer bizonyos teriiletein szerepet jatszik a depresszio
kialakulasaban, és az SSRI-k terapias hatékonysagat a TREK-1 csatorna gatlasa is

noveli.
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3.4 A mikrotubulus-affinitas regulal6 kinaz (MARK, microtubule-
associated-protein/microtubule affinity-regulating kinase)

A MARK kindzok valtozatos sejtélettani funkcidinak [181-185] részletes
targyalasa meghaladna jelen Ph.D. dolgozat kereteit, ezért csak az értekezés
szempontjabol fontosabb elemeket emelem Ki.

A MARK kinazok (MARKI1-4) az AMPK rokon kinazok (AMPKrK) kozé
tartoznak. Szabalyozo6 szerepiik a mikrotubulus rendszer dinamikajanak, stabilitasanak
beallitasaban megalapozott és elfogadott , valamint alapvet6 és altalanos meghatarozoi a
sejtpolaritas fenntartasanak példaul epitelialis vagy idegsejtekben. A mikrotubulus
rendszert a mikrotubulus-asszocialt-proteinek (pl. MAP2, MAP4, tau) foszforilacidjan
keresztiil szabalyozzak [186]. Ezek a fehérjék a mikrotubulus felszinéhez
asszocialodnak, annak szerkezetét stabilizaljdk €és a depolimerizaciojat gatoljak.
Ezenfelil mint jelz6tablak vagy tttorlaszok iranyitjdk a mikrotubulus mentén zajlo
motoros fehérje-forgalmat, amely példaul az intracellularis vezikulak mozgasaban, igy
az axonalis transzportban fontos. A MAP fehérjék foszforilacioja csokkenti a
mikrotubulus iranti affinitdsukat, vagyis a depolimerizaciénak kedvez. Orvosi
szempontbol 1ényeges, hogy a hiperfoszforilalt tau fehérje fokozottan aggregalodik, az
idegsejtekben neurofibrillaris kotegekké all  Ossze, ami az Alzheimer kor
patogenezisének része.

Az emlds MARK kinazoknak megfeleld ortologokat elészor Caenorhabditis
elegans modellallatban irtak le Par-1, ,,partitioning defective gene 1” néven [187-188].
A Par géneket (Par 1-6) az egysejtes embrid sejtpolarizaciojanak fenntartasaban jatszott
szerepiik alapjan azonositottdk. A zigdtdban a spermium belépése altal meghatarozott
elsd €s hatso oldalon eltérd Par proteinek halmozodnak fel. Ezek kdlesonodsen gatoljak a
masik oldalra jellemzd Par fehérjek megjelenését az adott oldalon, ezzel allandositjak a
kialakult polarizalt allapotot. Mint késdbb kideriilt, a hasonl6 rendszerek a kiilonb6z6
polarizalt sejttipusok tekintetében konzervaltak. A Par-1/MARK kindz ubikviter
komponense a Par rendszernek, tehat gyakorlatilag minden polarizalt sejtben
megtalalhato.

A MARK kinazok aktivitasat szerint/treonin kindzok altali foszforilaltsaga és

interakcios partnerekhez torténd kotddése hatarozza meg. A szabalyozas tobbnyire a
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elhelyezked6 208-as treonin (T208) foszforilaltsaga nélkiilozhetetlen a fehérje
aktivitasahoz, am ezzel egyidejiileg a Ser 212-nek defoszforilalt allapotban kell lennie.
A foszforilalt S212 fiiggetleniil a 208-as foszfotreonintdl gatolja az aktivaciot [189-
190].

Emlésokben a T208 foszforilaciojat a MARKK és az LKB-1 kinazok képesek
elvégezni. A MARKK azonos a TAO-1 (Thousand And One amino acid 1) néven ismert
fehérjével [189], az LKB-1 egy ismert tumor szupresszor kinaz, mely egy heterotrimer
komplex (LKB-1/STRAD/MO25) formajaban aktiv [191].

A MARKI1 és a MARK2 szerkezeti vizsgalata megerdsitette, hogy a Ser212
foszforilaltsiga befolyasolja az aktivacidos hurok stabilizacidjat. Az enzim inaktiv
allapotaban az aktivacios hurok behajtogatodik a katalitikus résbe, és igy gatolja az ATP
és a szubsztratok bekotését [192-193]. Az aktivacid soran az aktivaciés hurok
kihajtogatodasaval Gijra megnyilik a katalitikus hasadék a reakcio partnerek el6tt [190].

A Ca?*-calmodulin (CaM) dependens protein kindz I (CaMKI) a katalitikus
domén két egymastol tavoli helyének (a 91-93-as tripla szerin, és a 294-es treonin, a
domén C terminalisdhoz kozel) foszforilaciojan keresztiil direkt aktivalo hatassal bir a
kinazra [194]. A protein kinaz B (PKB vagy Akt) a MARK-ra 6sszefutd szabalyozasi
jelpalyak egyik tagjan hatva, a gatlas gatlasan keresztiil aktival. A GSK33 a MARK2
aktivacios hurokrégiojan elhelyezkedé S212-t foszforilalva gatolja a MARK-ot [195].
Az Akt/PKB a GSK3p (glikogén szintaz kindz 3f) gatldo hatasu foszforilaciojaval
aktivalja a MARK-oKat.

A Par-1/MARK kinazt az atipusos PKC/Par-6 komplex foszforilalja az
ugynevezett spacer régioban (T539), ennek hatasara Par-5 (14-3-3 adapterfehérje)
kotédik hozza. A MARK levalik az apikalis membrandoménrdl €s a citoplazmaba keriil,
az aPKC ezzel akadalyozza meg a MARK funkcidjanak ellatasat [196-198]. A 14-3-3
az eldbbi, Un. relokalizadciés mechanizmus mellett a MARK kinaz doménjdhoz egy
foszforszerinen (S400) kotddve direkt is gatolja az enzimet. Ezt a szerint a protein kindz
D (PKD) foszforilalja [198]. A MARK kinazok membranlokalizacidjahoz
hozzajarulhat, hogy a KA1 (,kinase associated 1”) doménjiik foszfatidilszerint kot

[199]. A MARK kinazoknak nincs ismert ioncsatorna szubsztratja.
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3.5 K" 4aramok a hats6 gyoki ganglion idegsejtjeiben

A potencialisan fajdalmas, szovetkarositd fizikai, kémiai és termalis ingerek
neuronoknak (in. nociceptoroknak), melyek sejttestjei a hats6é gyoki idegdiucban (dorsal
root ganglion, DRG) és a trigeminalis ganglionban (TRG) talalhatok. A DRG idegsejtek
axonjai a periféria felé és a gerincveld hats6 szarvaba agaznak, ahol felszallo palyakra
kapcsolodnak at. A nociceptoroknak két {6 tipusat kiillonboztetik meg, részben
idegrostjaik jellemzdi alapjan. A kis atmérdji, velShiively nélkiili, lassa
vezetoképességii C rostokkal rendelkez6 nociceptorokat polimodalis nociceptoroknak is
nevezik, mivel valamennyi f6 fijdalomingerre képesek reagalni. A velShiivelyes Ao
rostok vastagabbak, gyorsabb vezetOképességiek, elsdsorban a gyors, éles
fajdalomérzésben van szerepiik (hideg, nyomas). A DRG neuronok sejttestjeinek mérete
nemcsak neuritjaik 4atmérdjével, hanem altaldban funkcidjukkal is korreldl: a kis
atmérdjli neuronok elsdsorban nociceptor funkcidval rendelkeznek, mig a nagyobb, de
kisebb aranyban jelenlévd sejtek a helyzetérzékelés (propriocepcid) mellett a finom
nyomas ¢és vibracio érzékeléséért felelosek.

A DRG ¢és TRG neuronokban jelenlevd ioncsatornak régota intenziv vizsgalatok
targyat képezik, hiszen a fajdalom csillapitdsanak lehetséges célpontjai. Terdpids
szempontbol is fontos, hogy szamos K* csatorna funkcionalis jelenlétét igazoltak ezen
idegducokban. A K* csatorndkon folyd dram csdkkenti a neuronok ingerlékenységét,
hiperpolarizélja vagy stabilizalja a membranpotencialt, igy ezen K* aramok a korosan
fokozott ingerlékenységet vagy aktivitast mérsékelhetik.

Az elérhetd adatok tobbsége ragcsalokbol szarmazd primer sejttenyészetekre
vonatkozik, vannak azonban human DRG ¢és TRG eredetli sejtvonalakkal 1is
eredmények. Az egyedfejlodési stadium [200-201] mellett szamos egyéb tényezd is
meghatdrozza az egyes fehérjemolekuldk, igy a DRG/TRG neuronok potencialis
ioncsatorndinak  kifejezddését. A neurondlis  ioncsatorndk  expresszidjanak
szabalyozasaban a neurotrophinoknak fontos szerepet tulajdonitanak [201]. Kronikus
fijdalom és gyulladds sordn a fesziiltségfiiggd Na® csatorndk koérosan fokozott
kifejez8dése (,,upregulacié”) mellett megvéltozik tobb K* csatorna expresszidja is

(diszregulacio), melynek hatterében részben a megemelkedett idegsejt novekedési
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faktor (nerve growth factor, NGF) szint all [201]. A csokkent expresszioju
(,,downregulalodott”) K* csatornak (sejt)specifikus aktivatorai a fajdalom kezelésének
fontos elemei lehetnek, s6t, van is olyan hasznalatban 1évé fajdalomesillapitd
(diklofenak), melynek f6 hatasmechanizmusat kiegészitheti a DRG bizonyos
fesziiltségfiiggé K' csatornainak stimulacidja [202]. Tehat lényeges terapias
vonatkozassal bir a sokféle K' csatorna funkcionalis jelenléte a DRG és TRG

idegsejtjeiben.

3.5.1 Fesziiltségfiiggé K* csatornak (K,)

A Kv csatornak az akcids potencidl repolarizacids fazisdban vesznek részt, igy
az AP alakjara ¢és frekvencidjara hatnak. A DRG axonjaiban gyorsan aktivalodo
(Pgyors”) K" aramokat a K,1/KCNA (Shaker) tipusu csatornak kozvetitik, mig a lassan
aktivalodo (“lasst”) K* aramért a K,7/KCNQ csatornak feleldsek [203]. A gyors K*
aram legalabb két tovabbi csoportra bonthato: a lassan inaktivalodo, klasszikus, késdi-
rektifikalo K csatornak (Kpr, delayed rectifier) k6z¢ a K,1.1, K\1.2, a K,2.1 és a K,3.1
tartozik, mig a gyorsan inaktival6éd6 un. ,,A”-tipustt aramokért (Ka) foként a K,1.4
felelOs.

A korabban M-aramként ismert axonalis, lassi K™ aramok nem inaktivalodnak,
és a K, 7.2 homomerek vagy K,7.2/K,7.3 heteromerek hozzak 6ket létre. Elsésorban az
ingerlékenység szabalyozdsdban van szerepiik. A nagy atmérdjii mechanoreceptiv és
proprioceptiv DRG neuronokban féleg a K\1.1, K,1.2 és K,7.2 fejezddik ki, mig a kis
atméroji idegsejtekben a K, 1.4 és K, 7.2/K, 7.3 [203].

Patkdnyokon igazoltdk a kis atmérdji DRG neuronokon kifejez6dd K.3.4
gyorsan inaktivalodé K* csatorndk gerincveld-sériilést kovetd hiperszenzitivitasban és
fajdalomban betoltott szerepét, ami kezdetben a koéros inaktivacio, késdbb a csokkent

sejtfelszini expresszio révén alakul ki [204].
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3.5.2 Kalcium-aktivalt K csatornak

A nagy vezetOképességli (big, maxi conductance) BKc; csatorndk is
hozzajarulnak a DRG neuronok K* dramahoz és a krénikus fajdalomra jellemzd koros
ingerlékenységhez. Patch clamp technikaval felnétt patkany bor fajdalomérzékeld
afferens DRG neuron populacié jelentds hanyaddban mértek BKcy-dramot,
tulnyomorészt a kisméretli, izolektin B4 (IB4) pozitiv szubpopuldcioban. A BKca
csatorna  repolarizdcioban  betoltott  funkcidja  mellett az  ingerlékenység
meghatarozasban is Iényeges tényez6 [205]. Egy masik tanulmany arrol szamol be,
hogy szintén patkanyban patch clamp mérésekkel elsésorban kis- és kdzepes méretl
DRG neuronokban mértek BKcg-aramot [206]. Tovabba a periférias idegsériilés okozta
neuropatids fijdalom sordn kisebb BKc, aktivitast és a csatorndk csokkent mértékii
expresszidjat mutattak ki, amit az egyidejiileg megemelkedett agyi eredetii
neurotrofikus faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) szinttel hoztak
Osszefiiggésbe  [206].  Ugyancsak  patch  clamp  mérésekkel,  valamint
koimmunprecipitacioval és immunfluoreszcens modszerrel igazoltdk, hogy patkany
DRG neuronokban a tranziens receptor potencial vanilloid 1 (TRPV1) és BKc, csatorna
funkcionalisan és fizikalisan is komplexet alkot [207]. A szamos fizikai, kémiai ingerre
(pl. kapszaicin (vanilloidok), magas hoémérséklet, savas pH, ozmotikus ¢és
nyomasvaltozasok) megnyild6 TRPV1 nem specifikus kationcsatornan bearamlo Ca®*
ionok aktivaljak a BKc, csatornat, mely a K'-kiaramlassal (részben) ellenstilyozza a
TRPV1 aktivacio depolarizal6 hatasat [207].

Az ¢ép human DRG neuronok tobbségén kis €s kozepes konduktancidju (small,
intermediate) SK1- és IK1 immunoreaktivitdis mutathat6 ki, mely akut és kronikus
sériilést kovetéen csokken [208]. Immuncitokémiaval és western blot technikaval
patkany DRG idegsejteken mindhdrom SK ¢és az IK csatorna jelenléte is igazolt, és az

SK3 kivételével elsésorban a kisméretii nociceptorokban fordulnak elé [209].
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3.5.3 Befelé rektifikalo K csatornak (Kir)

Elektrofiziologiai és immunoldgiai modszerekkel patkdny DRG neuronokon
Katp csatornakat (K;6.2 és SUR1/2 alegységeket) azonositottak, de ezek nagyobb P,-
val és nyitvatartasi idovel jellemezheték a nagyméretii sejtekben [210]. Gerincveldi
ideglekdtést kovetden azonban csak a hiperalgézias (fokozott fajdalomérzést mutato)
allatok kizarolag nagy atmérdji sejtjeiben csokkent a K; 4ramaktivitds, a kisméretli
sejtekben axotomia utan sem csokkent, ill. a ,,nem-hyperalgézias” allatok egyik
neurontipusaban sem tortént a K aktivitasdban valtozas. Egy szisztematikus
tanulmanyban felndtt patkdny DRG neuronokban elektrofizioldgiai és viselkedési
tesztekkel tamasztottak ala a Karp csatorna funkcionalis jelentéségét [211]. Kiilonbozo,
a kozponti idegrendszerbe juttatott Katp csatorna agonistakkal szignifikansan csokkent
a bradikinin, valamint a mechanikai- és hdingerek altal kivaltott fajdalomelharito
(nocifenziv) viselkedés, csokkent tovabba a DRG neuronok bradikinin altal kivaltott
fokozott ingerlékenysége is. Ezen hatdsok Katp csatorna antagonistakkal gatolhatonak

bizonyultak.

3.5.4 Kyp esatornak

Tobb fliggetlen tanulmédnyban is azonositottdk a TRESK, TREK-1, TREK-2,
TRAAK, TASK-1, TASK-2, TASK-3, TWIK-1 ¢és TWIK-2 csatornak mRNS-ét
patkany DRG-ben [1;78;128;212], és egy-egy tanulmanyban a THIK-1 és THIK-2
MRNS-ét is [1;212]. Kronikus fajdalmat modellez6 kisérletekben tobb Kyp csatorna
MRNS-ének is megvaltozik az expresszidja, ami magyarazatul szolgalhat az erre az
allapotra jellemz6 fokozott ingerlékenységli idegsejtek jelenlétére. Azonban a DRG
idegsejteken funkciondlisan is megjelend, azaz a mérheté Kyp adramok koziil csak a
TREK-1, TREK-2, TRESK ¢és TRAAK csatorndk jelenlétét sikeriilt igazolni 0jsziilott
patkanyban, single channel mérésekkel [78;84]. Az mRNS-ek mennyisége mellett
meghataroztdk az egyes hattér K* aramok aranyat 37 és 24 °C-on, és fiziologids
hémérsékleten dontéen a TREK-2 arama (69%) adja a DRG idegsejtek hattér K
aramat, majd csokkend sorrendben a TRESK (16%), TREK-1 (12%) és TRAAK (3%)
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kovetkeznek. Azonban 24 °C-on gyakorlatilag csak a TRESK aram azonosithatd, mivel
a termoszenzitiv TREK csatornak aktivitdsa ezen a hdmérsékleten mar nem szdmottevo.

A DRG neuronok vizsgalatat neheziti, hogy a hats6 gyoki ganglionbdl nyert
sejtizolatum heterogén. A kiilonb6z6 (Szub)modalitasok érzékeléséért felelds idegsejtek
nemcsak méretiikben térnek el, hanem kiilénb6z06 ioncsatorna készlettel rendelkeznek,
melyet szépen példaz a TRP csatorndk specifikus funkcidja és ennek megfeleld
szelektiv kifejezddése a kiillonbozo primer érzoneuron szubpopuléciokban. Valoszintileg
a szelektiv expresszié — bizonyos mértékben — kiterjed a Kup csatorndkra is. Ezért
felmeriil a lehetdség, hogy az altalaban nagy mennyiségben jellemzé TREK-2, TRESK,
TREK-1 és TRAAK csatornakon kiviil egyes sejtpopulaciokban az egyébként altalaban
minor komponensként jelenlévé mas Kop csatorndk is jelentdsek lehetnek. A
kozelmultban egerekben a TRPMS termoszenzitiv (mentollal aktivalhato) nem-szelektiv
kationcsatornat expresszaldo DRG neuronokban a TASK-3 kifejez6dését mutattak ki
[213]. A TASK-3 csatornak gatlasa magasabb hémérséklet iranyaba tolja a
hidegérzékelés kiiszobét, és ennek megfeleléen a TASK-3 knockout egereket fokozott
hidegérzékenység jellemzi [213].

A TREK-2, TRESK, TREK-1 ¢és TRAAK csatornak mRNS-e kétségkiviil nagy
mennyiségben van jelen a DRG neuronok keverékébdl izolalt teljes RNS-ben, és a
csatornak egyedi csatorna szinten megtalalhatok a legtobb vizsgalt neuron sejttest
membranjaban, azonban a csatornak megoszlasa sejttipusokként, illetve azok esetleg
specifikus szubcellularis lokalizacioja (pl. soma, periférias vagy centralis nyalvany) alig
ismert. Szintén nem tudjuk biztosan, hogy miért van sziikség ennyiféle Kop csatorna
kifejezddésére. Az egyik lehetséges magyarazat, hogy a kiilonb6zd csatornak eltérd
szabalyozéasa lényeges, ¢és ezek kiilonbozd jelpalydkat vagy szabdlyozd tényezdket
kapcsolnak a funkcié szempontjab6él meghataroz6 membranpotencialhoz. Nagyban
akadalyozza az egyes csatornak jelentdségének megértését, hogy ezek nagyon hasonld
hattér K aramot hoznak 1étre, és az aramok elkiilonitésére kevés farmakologiai eszkoz
all rendelkezésre. Kiilonosen az azonos alcsaladba tartozo, nagy aminosav-szekvencia-
hasonlosagot mutatd csatornak, példaul a TREK-1 és TREK-2 aramanak elkiilonitése

tinik nehezen kivitelezhetonek.
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3.6 A ruténiumvoros ioncsatornakra és a sejt kalciumhaztartasara
kifejtett hatasai

A tObbszordsen pozitiv toltésti ruténiumvords (RR) harom ruténiumatomot két
oxigénatomon keresztiil 6sszekapcsold vazat tartalmaz, melyben a k6zépso ruténiumhoz
négy, a sz€ls6khoz o6t-6t NHs-csoport kapcsolodik. A hat pozitiv toltést kloridionok
ellenstulyozzak (,,ammonizalt ruténium-oxiklorid”; 6. abra). Kezdetben szovettani
festékként terjedt el, mert a biborvords vegyiilet igen jol kotdédik a negativ toltési
sejtalkotokhoz, kiilonosen a feliileti glikokonjugatumokhoz, és az

elektronmikroszkdpiaban is hasznalhato tovabbi jelz6anyagok hozzaadasa nélkil [214].

H,,ClgN,O,Ru,

NH, NH, NH; NH; NH, NH, ¢
NH;~Ru -~ O - Ru—~O - Ru-NH,| 6CI

NH, NH; NH, NH; NH, NH;
6. abra: A ruténiumvoros molekula 6sszegképlete és szerkezete.

Ez a viszonylag nagy, polikationos molekula, melyre a bioldgiai membranok
impermedbilisak, szdmos kalciumtranszportban résztvevo és kalciumkotd fehérjével 1ép
kolcsonhatasba. Megfeleld alkalmazéssal a sejtbe juttatva vagy permeabilizacid esetén
intracellularis alkotékhoz is képes kotddni. Ily moddon gatolja a mitokondridlis
kalciumfelvételért felelés uniportert (MCU), melynek két TM doménjat 6sszekotd
régiojan beliili negativ toltési aminosavakkal 1ép kolcsonhatasba [215-216], valamint a
mitokondrium kiils6 membranjadban elhelyezkedd a kalciumtranszportért is felelds
fesziiltségfliggd anioncsatornat (voltage-dependent anion channel: VDAC) [217-218].
Emellett az RR gatolja a rianodin receptort (endoplazmatikus retikulum Ca®*-csatorna)
[219] és a szarkoplazmatikus retikulum Ca®*-ATPazt (SERCA) is [220]. Gatolja
tovabba a  plazmamembran  kalciumpumpdjat  [221], a fesziiltségfiiggd
kalciumcsatornakat [222], a jelentés mértékben kalciumpermeabilis nem szelektiv
kationcsatornat, a TRPV1-et (kapszaicin/vanilloid 1 receptor) [223], és az epitelialis
kalcium csatornakat (ECaC) [224]. Emellett kiilonféle kalciumkotd fehérjékhez is
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kapcsolddik, mint a kalszekvesztrin, kalretikulin, troponin, igy ezek mikodését is
befolyasolhatja [225].

A BKc, kalcium-aktivalt csatornat az intracellularisan adott RR gatolja [226],
teljesen kalcium-fiiggetlen modon is képes kolcsonhatasra néhany Kop csatornaval egy
munkacsoportunk altal k6zolt tanulmany szerint. Az extracellularisan adott festék a
mellékvesekéreg glomerulosa sejtek hattér K* és L-tipusu fesziiltségfiiggd Ca®* aramat
gatolta [228]. Mivel a glomerulosa sejtek hattér K™ aramét tlnyomorészt a TASK, ill.
bizonyos fajokban a TREK Ky csatornak biztositjak [49;174], igy munkacsoportunk
megvizsgalta ezen alcsaladokba tartozo csatornak ruténiumvords érzékenységét. A
TASK-3 és a TRAAK csatorna aramat gatolja az extracellularisan adott festék, mig a
kozeli rokon TASK-1 és TREK-1 csatornak arama rezisztens [52]. A kozeli rokon
TASK-1 és TASK-3 eltéré6 RR-szenzitivitasat felhasznalva kimutattak, hogy a TASK-3
a dominans hattér K™ aram patkany glomeruléza sejtekben [175], valamint hogy a
TASK-1/TASK-3 heterodimer 1étrejon Xenopus petesejtekben [52]. Munkacsoportunk
kimutatta, hogy a TASK-3 RR-érzékenységét dontéen egyetlen aminosav, a 70-€s
pozicidban taldlhaté negativ toltésii glutamat hatarozza meg (E70). A fél-maximalis
gatld koncentraci6é szubmikromolos nagysagrendii (0,7 pM), valamint a Hill koefficiens
1,0. Igy elképzelhets, hogy egy RR molekula egy TASK-3 homodimerrel 1ép —
feltehetéen elektrosztatikus — kolcsonhatasba [229]. A TASK-1 70-es pozicidjaban
pozitiv toltésti lizin (K) talalhatd, ez magyardzza, hogy miért nem hat ra a szintén
pozitiv RR. Ha azonban a TASK-1 70-es lizinjét glutamatra cseréljiik, akkor az igy
létrehozott, pontmutaciot tartalmazé TASK-1 K70E mar érzékeny ruténiumvordsre.
Ennek megfelelden, ha a TASK-3 E70-t pozitiv toltésti argininre (E70R) vagy semleges
ciszteinre (E70C) cseréljiik, akkor a TASK-3 elveszti ruténiumvords-érzékenységét,
nem alakul ki gatlas. Vad és tobbféle mutans tandem TASK-3 csatornak segitségével
azt is kimutattadk, hogy mindkét alegység glutamatja sziikséges a gatlas létrejottéhez,
valamint ezzel 6sszhangban az in vivo is megtalalhat6 TASK-1/TASK-3 heteromer nem
gatolhato ruténiumvordssel. Az RR a TRAAK csatorndt is erdteljesen gétolta, az ICsg 2
uM-nak adodott [52]. A Hill koefficiens viszont 2,1 volt, tehat a gatlas meredekebb
dozis-hatas gorbével jellemezhetd, és ez eltérd hatdsmechanizmusra, tobb gatlohely

jelenlétére utalt. A tobbi Kop csatorna RR- érzékenysége ekkor még nem volt ismert.
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4. Célkituzések

1. A DRG és TRG neuronok egyik legjelentésebb hattér K* aramat biztosito
TRESK csatorna kalcineurin altali nagyfoku aktivéaciojat eddig csak Xenopus
petesejtben, heteroldg expresszids rendszerben sikeriilt igazolni. Igy adodik a
kérdés, hogy ugyanez a szabalyozasi mechanizmus miikodik-e emlds sejtekben

is, sejtvonalban expresszalva a csatornat.

2. A TRESK aktivacigja soran defoszforilalt szerin cluster refoszforilaciojaért
felelés kinaz(ok) azonositasa és vizsgalata in vitro és heteroldg expresszios

rendszerben.

3. Annak szisztematikus vizsgdlata, hogy a tobbszordsen pozitiv toltési
ruténiumvords (RR) hogyan hat az egyes — Xenopus petesejtben kifejezett — Kop
csatorna aramokra, abbol a célbdl, hogy az RR felhasznélhat6 legyen a csatornak

farmakologiai azonositasara.

4. Amennyiben létezik RR-érzékeny Kzp csatorna (a TASK-3 ¢és TRAAK
csatorndkon kiviil), terveztiik a hatasmechanizmus feltarasat, a dozis-hatas gorbe
meghatirozasat, valamint a lehetéségekhez mérten a festék hatdsanak

kimutatasat nativ sejtben expresszalddo csatornan.
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5. Modszerek

5.1 Felhasznalt anyagok, oldatok

A kisérletekben hasznalt analitikai tisztasagu vegyszereket a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), Fluka (Milwaukee, WI, USA) és Merck (Whitehouse Station, NJ,
USA) cégektdl vasaroltuk, a tranziens transzfekcidhoz sziikséges Lipofectamine 2000 €s
Opti-MEM® (csokkentett szérumtartalmt Minimal Essential Medium (MEM))
tapfolyadék az Invitrogen™ Life Technologies-tol (Carlsbad, CA, USA) szarmazott. A
sejttenyésztéshez hasznalt flaskak és sejttenyésztd edény a Greiner Bio-One GmbH
(Kremsmuenster, Ausztria), a Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), Ham’s
Nutrient Mixture F12 és a fotalis borji szérum (FBS) a Lonza cég (Basel, Svajc)
termékei voltak. A Pfu DNS polimerdz és reverz transzkriptaz enzimeket a Thermo
Scientific (Waltham, MA, USA) cégtdl vettiik. Az in vitro irdnyitott mutagenezishez a
Stratagene (La Jolla, CA, USA) QuikChange site-directed mutagenesis készletét
hasznaltuk, néhany egyéb enzimet és készletet az Ambion (Austin, TX, USA) és New
England Biolabs (Beverly, MA, USA) cégektdl vasaroltunk.

A patch clamp mérésekhez hasznalt ionomycint (kalcium so, Merck) ¢s FK506-
ot (Sigma) 5 mM-os torzsoldatban (DMSO-ban oldva) -20 °C-on taroltuk, és
kozvetleniil a felhasznlas elétt higitottuk a magas K* tartalmi mérdoldattal a kivant

koncentraciora.

5.2 Petesejtek preparalasa, injektalasa

El6 allatot is igényld, a Ph.D. munkam soran alkalmazott valamennyi kisérleti
protokollt a Semmelweis Egyetem Allatvédelmi és Etikai Bizottsaga éltal jovahagyott
(XIV-1-001/2154-4/2012) engedélyben leirtak szerint, és minden egyéb, az
allatvédelemre vonatkoz6 intézményi és torvényi szabalyozast betartva hajtottunk
végre. Az altalunk felhasznalt afrikai karmosbékakat (Xenopus laevis) a szokasos
modon, folyamatosan cser¢lddd és sziirt vizii 50 1-es tankokban tartottuk 19 °C-os

(légkondicionalt) helyiségekben.
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Feln6tt  békdkbol  benzokainos  (0,03%)  érzéstelenitést  kdvetden
petefészeklebenyeket tavolitottunk el. A lebenyeket nominalisan Ca**-mentes, enyhén
hipozmotikus oldatba (OR2: NaCl 82,5 mM; KCI 2 mM; MgCl, 1 mM; HEPES 5 mM;
pH 7,5 (NaOH)) helyeztiik, majd 1-es tipusu kollagendzzal (1,45 mg/ml, 148 U/mg,
type I; Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ, USA) OR2-ben 18 °C-on,
lassan forgatott csovekben emésztettiik eldszor 20 percig, majd Gjabb 15 percig friss
emésztOoldatban. Végiil oldatcsere nélkiil gyorsan forgatva még 10 percig. Ezutdn OR2-
vel tobbszor is atoblitettik a lebenyeket. Az emésztés kovetkeztében a lebenyt
Osszetartd kotdszovet és a petesejteket boritd aprd vérereket is tartalmazo follikularis
réteg fellazult, és a kb. 1-1,3 mm atmér6jii (V. és VI. érési stadiumi) petesejtekrdl a
follikularis réteget manudlisan tavolitottuk el. A petesejteket a tovabbiakban az
injektalas és a mérés eldtt is 18 °C-on billegtetve tartottuk modositott Barth’s oldatban
(MBK), mely a kovetkezé Osszetételit volt (mM-ban): NaCl 88; KCI 1; NaHCO; 2,4,
MgSO, 0,82; Ca(NO3), 0,33; CaCl, 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). A
petesejteket egy nappal a follikularis réteg eltavolitisa utan az animalis poluson
injektaltuk 50 nl (valtozo mennyiségl, 57 pg — 2,3 ng/pete) cCRNS-sel egy kb. 30 um
atmérdjii iivegkapillarison at, Nanoliter Injector (World Precision Instruments)
segitségével. Naponta, ill. sziikség esetén akar gyakrabban is lecseréltiik a petékrdl az

MBK-oldatot. Az elektrofiziologiai méréseket 2-4 nappal az injektalas utan végeztiik.

5.3 Felnétt egér DRG preparalasa, disszocialt neuronkultira eléallitasa

A kisérletekhez sziikséges NMRI (Naval Medical Research Institute) egereket a
Toxicoop Zrt.-t6] (Budapest) vasaroltuk. A ganglionok kipreparalasa el6tt az egereket
napi 12 o6ras megyvildgitas, valamint ad libitum ivoviz- és takarmany-hozzaférés mellett
tartottuk. A 40-70 napos allatokat CO; belélegeztetésével thlaltattuk, a hati, agyéki
szakasz spinalis ganglionjait eltavolitottuk, és 4 °C-0s PBS-be (137 mM NaCl; 2,7 mM
KCI; 10 mM NaH2POy; pH 7,4 (NaOH)) helyeztiik. 1,5 ml PBS-t 2 mg/ml 1-es tipust
kollagenazzal kiegészitve (type I; Worthington, Lakewood, NJ, 148 U/mg) a
ganglionokat 37 °C-on 30 percig finom keverés mellett vizfiirdében tartottuk. Ezt

kovetden 100 U/ml penicillint és 0,1 mg/ml streptomycint (Sigma), valamint 10% FBS-t
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tartalmazé 1,5 ml DMEM és a Ham’s Nutrient Mixture F12 1:1 aranya keverékébe
(DMEM/F12) helyeztik a részlegesen emésztett idegducokat, ¢és oOvatosan,
milanyaghegyti levagott végli 1 ml-es automata pipettaval 10-15 alkalommal triturltuk,
ami a sejtek szoveti kotelékbdl vald kiszabaduldsat eredményezi, és a disszocialt
sejtkultara eldallitasat teszi lehetévé. Az igy nyert sejt- ¢és extracelluléris
matrixtormeléket 1is tartalmazd sejtszuszpenziét a fent emlitett Osszetételu
tapfolyadékkal 5 ml-re kiegészitve centrifugaltuk (200 g, 5 perc, szobahémérséklet), és
a feliiluszo Ovatos eltdvolitdsa utdn 5 ml friss tdpfolyadékot toltottiink a lecentrifugalt
sejtekre, majd Ujra centrifugaltuk. Ezt a ,mosasi eljaras”-t még legalabb kétszer
megismételtilk, majd a disszocialt DRG neuronokat és gliasejteket is tartalmazo
sejtszuszpenziot poli-L-lizinnel kezelt miianyag, 35 mm atmérdji sejttenyészté edények
kozepére cseppentettiik, és 37 °C-on 95% levegét és 5% COp-t tartalmazod
gazkeverékben termosztaltuk. Megvarva, hogy megfelelden letapadjanak a sejtek (a
,Kicseppentéstol” szadmitva legaldbb 2 6ra mulva), dévatosan 2 ml-re feltoltottik az
edényeket tapfolyadékkal, és a mérésig CO, inkubatorban tartottuk a sejtpreparatumot.

A méréseket a letapadas utan, a preparalastdl szamitott 72 éran beliil végeztik.

5.4 Sejtvonalak, sejttenyészetek

A felnétt egerek hatso gyoki ganglionjaibdl eldallitott primer sejttenyészetet a
mar emlitett 100 U/ml penicillint és 0,1 mg/ml streptomycint (Sigma), valamint 10%
FBS-t tartalmaz6 DMEM/Ham’s F12 (1:1 v/v) tapfolyadékban tartottuk fent, melyet
naponta cseréltiink. Az ATCC-LGC (Wesel, Németo.) cégtdl vasarolt, igen hatékonyan
transzfektalhatd ember embriondlis vese 293 (HEK293: human embryonic kidney;
ATCC-CRL-1573) sejtvonalat 100 U/ml penicillint és 0,1 mg/ml streptomycint
(Sigma), valamint 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM tapfolyadékban 25, ill. 50 ml-es

milanyag sejttenyészto flaskdkban tartottuk fent.

5.5 Tranziens transzfekcio

A HEK293 sejteket egér TRESK csatorna cDNS-ét tartalmazé pIRES-CD8 DNS

plazmiddal transzfektaltuk, melyhez Lipofectamin 2000 transzfekcids reagenst

53



(Invitrogen) hasznaltunk az eléirt protokoll szerint (1 pg DNS és 2 ul transzfekcios
reagens aranyban). A kisérleteket a transzfekciot kovetd 36-72 draban végeztiik, amikor
a sejtfelszinen is megjelend, tranziensen expresszalt csatorndk mennyisége a

legnagyobb volt a mérhetd hattér K™ aram alapjan.

5.6 Két-elektrodos voltage clamp mérések

A Xenopus petesejtek teljes membranfeliiletén atfolyd aramot két-elektrodos
fesziiltségzar (voltage clamp) mddszerrel mértilk OC-725C erdsité (Warner Instrument
Corp., Hamden, CT) segitségével. Az extracellularis (EC) elhelyezkedésti oldat 2 vagy
80 mM [K']-t tartalmazott, melyekben a [K'] és [Na'] dsszege allandd, 97,4 mM volt,
tovabba mind az alacsony, mind a magas [K']-ju oldat tartalmazott még 1,8 mM CaCl,-
ot és 5 mM HEPES-t (a pH-t 7,5-re allitottuk NaOH-dal). Hidrosztatikai
nyomaskiilonbségre alapozott perfuzios rendszerrel az EC oldatot folyamatosan
cseréltik a mérendd sejt koriil. A 3 M-os KCl-dal megtoltott intracellularis
mikroelektrodokat boroszilikat iivegbdl (BF120-94-10, Sutter Instruments) gy hiztuk
(P-87 Flaming/Brown Micropipette Puller, Sutter Instrument Co., Novato, CA), hogy
ellenallasuk 0,3-1 MQ kozé essen. Az elektrofiziologiai méréseinkbdl nyert adatokat 1
kHz-en sziirve 1-2,5 kHz-es mintavételezési frekvenciaval Digidata Interface 1200
(Axon Instruments, Foster City, CA) analog-digitalis atalakiton keresztiil juttattuk
személyi szamitogépre, melyen a pClamp 10.1 szoftvercsomag (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) komponenseivel regisztraltuk és értékeltiik ki 6ket. A befelé iranyulo
hattér K* aramot a magas [K']-ju oldatban mértiik egy 4 masodpercenként ismétldds,
300 ms hosszu -100 mV-os fesziiltséglépés végén, melybol az ugyanezen paraméterek
mellett, de alacsony [K*]-ju oldatban mért értéket kivontuk. A tartofesziiltséget 0 mV-ra
tartos nagy aram elkeriilésére, a fesziiltségprotokoll a 7. dbra A paneljén lathat6. A
kisérleteket szobahdmérsékleten (21 °C) végeztiik.

Nem, vagy desztillalt vizzel injektalt petesejten az altalunk alkalmazott
modszerrel legalabb egy nagysagrenddel Kisebb amplitidoju endogén K* aram (100-200
nA) mérhetd, mint a kiilonb6zé Kop csatornakat kodold cRNS-sel tortént injektalast

kovetden (>1-2 pA).
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Az aktivalt TRESK é4ram %-ban kifejezett visszaallasat a kiinduldsi szintre
(lecsengését) minden mérésnél a kovetkezoképpen szdmoltuk: 100% a visszaallas, ha
értéke megegyezik a kezelést kozvetleniil megeldzd6 magas [K']-ju oldatban mért
(alap)arammal, mig 0% az ionomycinnel végzett kezelés végén mért aktivalodott (de
maximumat esetleg még nem elérd) aram. Tobbnyire az aramaktivacid kezdetétdl
szamitva 10 percig mértiikk az aram valtozasat a magas [K']-jii oldatban, mely soran az
ionomycinnel végzett stimulacié 2 vagy 3 percig, a karbakollal torténd 3 percig tartott.
Ahol nem az id6 fiiggvényében abrazolom a %-ban kifejezett visszaallast, ott az
aktivalas kezdetét6l szamolt 10. perc végén mért értékeket adom csak meg, de ezt az

adott abrafeliratban is tisztazom.
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7. abra: Az elektrofiziologiai mérések soran hasznalt fesziiltségprotokollok

(A) A Kkét-elektrodos voltage clamp mérések fesziiltségprotokollja. Az itt bemutatott
fesziiltséglépések (step) sorozata 4 masodpecenként ismétlodott, melyek kozott a
tartofesziiltséget 0 mV-ra allitottuk. (B) A patch clamp mérések fesziiltségprotokollja
fesziiltséglépéseket (step) és egyenletes fesziiltségvaltoztatast (ramp) is tartalmaz. A protokoll 2
masodpercenként ismétlédo ciklusai kozott a tartdfesziiltséget -80 mV-ra rogzitettiik.

5.7 Patch clamp mérések

A HEK293 sejteken és az egér DRG neuronokon a patch clamp méréseket teljes-

sejt (whole-cell) felallasban, fesziiltségzar modban végeztik. A mérdpipettakat
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boroszilikat iivegbdl (BF120-94-10) huztuk P-87 pipettahtizé késziilékkel (Sutter
Instruments), majd a hegyiiket tovabbi hodkezeléssel (in. polirozassal) siméabba, és
kisebb atmérdjlivé alakitottuk. A sejtmembran és a pipettahegy kozott kialakitott nagy
ellenallastt Osszetapadas (gigaseal) a sikeres mérések kezdetén (cell-attached
felallasban) kb. 10 GQ nagysagrendi volt. A patch pipetta az Axopatch-1D (Axon
Instruments, Inc., Foster City, CA) patch-clamp erésité bemenctéhez csatlakozott. A
befelé¢ irdnyuld hattér K* dramot a 30 mM [K']-ji oldatban mértiik egy 2
masodpercenként ismétlédo, 200 ms hosszu -100 mV-os fesziiltséglépés végén, melybdl
az ugyanezen paraméterck mellett, de az alacsony [K']-ju oldatban mért értéket
kivontuk. A tartofesziiltséget -80 mV-ra allitottuk, a fesziiltségprotokoll a 7./B abran
lathat6. Az adatokat 1 kHz-en sziirve 2 kHz-es mintavételezési frekvenciaval Digidata
Interface 1200 (Axon Instruments) analog-digitalis atalakiton keresztiil juttattuk
személyi szamitogépre, majd a pClamp 10.1 szoftvercsomag (Molecular Devices)
segitségével analizaltuk dket.

A HEK293 sejtvonal sikeresen transzfektalt sejtjeit a csatornaval koexpresszalt
CD8 marker segitségével azonositottuk. A sejttenyészethez mikrogyongyoket adtunk,
melyek feliiletére anti-CD8 ellenanyagot kapcsoltak (Dynabeads anti-CD8, Dynal,
Waltham, MA USA). A megjelolt (min. 1-2 gyongy/sejt), szomszédos sejttel nem
érintkezd sejteken mértiikk az egér TRESK csatornan folyd aramot. A méréoldatok
Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza. Az emelt (30 mM) K" koncentracioji EC

oldatban a megfeleld mennyiségii Na'-t K*-mal helyettesitettiik, hogy a két kation

crer

crcr

mérdpipettdk ellenallasa intracellularis (IC) oldattal toltve 4-9 MQ kozé esett. Egyes
kisérletekben (az adott helyen jelzem) az ATP-t és a GTP-t kihagytuk a pipettaoldatbol.

A DRG neuronokon 37 °C-on, teljes-sejt patch clamp technikaval mértiink hattér
K* aramot. Az EC oldatok $sszetétele megegyezett a HEK293 sejtekhez hasznalt, Ca®'-
ot tartalmazé EC oldatokéval. A mérépipettak ellenallasa intracellularis (IC) oldattal
toltve 3-9 MQ kozé esett. A pipettaoldat (IC oldat) Osszetétele az 1. tabladzatban
megtalalhato, DRG jeloléssel. Az adatokat a HEK293 sejteknél mar ismertetett moédon
digitalizaltuk, és dolgoztuk fel.
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1. tablazat: Az elektrofiziolégiai mérések soran hasznalt oldatok

A Patch clamp oldatok
Fiird6 (EC) oldatok
Pipetta oldatok > _— -
Ca“" -mentes Ca“" tartalmu
% é;i_‘;: ATI;,E}Z 5 4 DRG | alacsony [K]" | magas [K]" | alacsony [K]" | magas [K]"
NaCl - - - 140 112 140 112
KCl 140 140 135 2 30 2 30
CaCl, — — - - - 2 2
MgCl, 3 3 2 2,5 2,5 0,5 0,5
gliikoz - — - 11 11 11 11
HEPES 10 10 10 10 10 10 10
EGTA 0,05 0,05 1 0,05 0,05 - —
Na,ATP 1 = 2 - = = =
Na,GTP 0,1 = = = - - =
pH 7,3 7,3 7,3 7,4 7,4 7,4 7,4
Felhasznalas | HEK293 HEK293 DRG HEK293 HEK293, DRG
B Voltage clamp oldatok
_ Pipetta oldat Fiirdo (EC) oldatok
Osszetevék (mM) alacsony [K1* magas [K1"
NaCl — 95,4 17,4
KClI 3M () 2 80
CaCl, — 1.8 1,8
HEPES - 5 5
pH — 7,5 7,5

5.8 Plazmidok eloallitasa

A kisérletek soran hasznalt human és egér TRESK, egér TASK-1/2/3, TREK-2,
TALK-1, THIK-1 és az S264E mutans egér TRESK csatorndkat munkacsoportunk
korabban klonozta [68;99]. A human és egér TRAAK, TREK-1 és human TREK-2
csatornakat tartalmazo plazmidokat [42;45;112] Prof. Michel Lazdunski és Dr. Florian
Lesage bocsatotta rendelkezésiinkre. A HEK293 sejteket pIRES-CD8-TRESK vektorral
[42] transzfektaltuk, melyben az inzert az egér TRESK kodolo régidja volt. A Xenopus
petesejtek injektalashoz a megfeleld csatornat kodoldo cDNS-t a pXEN Xenopus petesejt
expresszios vektorba (Genbank EU267939) klonoztuk, majd err6l cRNS-t
szintetizaltunk. A cRNS in vitro el6allitasa az Ambion mMMESSAGE mMACHINE T7

In vitro Transcription készletével tortént. ElStte a templat DNS-t a kodolo régiot kovetd
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ponton restrikcids endonukledzzal linearizaltuk, és proteinaz-K emésztéssel RNaz-
mentesitettik. A szintézis végén pedig a termékeket denaturald, formaldehides
agarozgélen megfuttatva etidium-bromiddal festve ellendriztiik, hogy keletkezett-e
megfeleld mennyiségii RNS.

Az adenozin-monofoszfat (AMP) altal aktivalt protein kinazok (AMPK) és a tau
CDNS-eit reverz transzkripciot koveté polimeraz lancreakcid (RT-PCR) segitségével
sokszorositottuk. A klonozas elsd 1épéseként kiilonbozo egér szervekbdl és szovetekbol
a teljes RNS tartalmat TRIzol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA) izoléaltuk, majd
reverz transzkripcioval az agyb6l a BRSK1, MARK1, MARK2, MARK3, MARK4,
NUAKTI ¢és tau fehérjéket, az embriobol a SIK1 fehérjét a 343. aminosavaig, a herébdl
az AMPKal-t és a placentdbdl a MELK-et allitottuk elé. A reverz transzkripcidohoz a
Moloney murine leukemia virus reverz transzkriptazt (MMLV-RT, Revertaid, Thermo
Scientific) hasznaltuk. A MARKI1 és MELK PCR termékeket Ultra Pfu (Stratagene, La
Jolla, CA) DNS polimerazzal sokszorositottuk, mig a tobbi kindz és a tau fehérje cDNS-
¢t Pfu polimerazzal (Thermo Scientific). A MARK2 722 aminosavat tartalmazo 2-es
izoform4jat klonoztuk (Genebank NP _001073857) meg, de ezt roviden csak MARK?2-
ként jeloltik, és minden kisérletben ezzel dolgoztunk. A tau és a kinazok cDNS-eit
pXEN vektorba klonoztuk, és automata szekvenalassal ellendriztettiik (Eurofins
Genomics, Ebersberg, Germany). A kiillonb6z6 mutans fehérjéket a QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) felhasznalasaval allitottuk
eld a gyartd utasitdsai szerint.

Az in vitro kisérletekben hasznalt mutdins MARK2-T208E ¢és MARK2-
T208E/T539A kodold régidit a pGEX2TK4T1 és a pET32-AKpn plazmidokba [90]
szubklonoztuk, és a mutans kinazok glutation-S-transzferaz (GST)- vagy tioredoxin-
hexahisztidin (Trx-Hisg)-cimkével (tag-gel) ellatott valtozatat E. coli BL21 torzsben
termeltettik meg. (A pGEX2TKA4T1 eldallitasahoz a pGEX-4T-1 (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, UK) EcoRI-Pstl-fragmentjét kloénoztuk a pGEX-2TK
(Amersham Biosciences) vektorba.) A tau kodold szekvenciat a pGEX-4T-1 gyari
vektorba szubklonoztuk. A GST-TRESKhurok a GST-TRESKhurok-TAPtag és a
TRESKhurok-Hisg kloénozasanak és tisztitasanak részleteit munkacsoportunk korabbi
kozleményeiben lehet megtalalni [68;90]. Lényegében ezeknek az eldallitasahoz is a

pGEX ¢és pET vektorok megfeleld valtozatai keriiltek felhasznalasra. Ez utobbi GST-
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fuzids fehérjéket nativ, a Hisg cimkével ellatott fehérjéket pedig inkluzios testekbol
denaturald koriilmények (7M urea) kozott tisztitottuk, és glutation vagy Ni-NTA
affinitas gyantdhoz (nikkel-nitrilotriecetsav; Qiagen, Chatsworth, CA) ké&tve taroltuk,
illetve alkalmaztuk a kinaz reakciok soran szubsztratként.

A tandem (a csatorna mindkét alegysége egy polipedtidlancban helyezkedik el)
egér TREK-2 csatorndk (wt/wt, wt/mutans ¢és mutans/wt) létrehozasdhoz az elso
alegység TAA stop kodonjat, valamint a masodik alegység ATG start kodonjat egy
egyedi (felismerési hellyel rendelkezd) Munl restrikcios enzim hasitasi hely bevitelével
helyettesitettiik, ami egyuttal két linker (0sszek6td) aminosavat (Gln, Leu) kodolt a két
alegység kozott.

5.9 A rekombinians MARK?2 fehérje eloallitasa

A GST-t tartalmazé kiilonb6z6 mutans MARK2 és tau fuzios fehérjéket E. coli
BL21 tOrzsében allitottuk el6. A tisztitasnal hasznalt On. ,,A” oldat Osszetétele a
kovetkez6 volt: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 1 mM B-merkaptoetanol, 1
mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 2 mM benzamidin, melyet a baktériumok
liziséhez kiegészitettiink 5 mM CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate) detergenssel. Ebben az ,,A” oldatban szonikaltuk a baktériumokat. Az
affinitas tisztitds soran a GST fuzids fehérjéket glutation-agarézon (Sigma) kotottiik
meg. A glutation-agardzon immobilizalt GST-tau fehérjét ,,A” oldattal alkotott 50%-0s
szuszpenzidjaban 4 °C-on taroltuk. A GST-MARK2 konstrukciokat 20 mM redukalt
glutationnal kiegészitett ,,A” oldattal elualtuk az agardzrdl. A tioredoxin-His (Trx-Hisg)
cimkét tartalmazo fuzids fehérjéket termeld baktériumokat 15 mM imidazollal és 5 mM
CHAPS-szel kiegészitett ,,A” oldatban lizaltuk. A fehérjék affinitas tisztitasa Ni-NTA
agardzon tortént. Majd a gyantat kétszer mostuk ,,A” oldattal, ezt kovetden még
haromszor 60 mM imidazollal kiegészitett ,,A” oldattal. Az elualast 300 mM imidazollal
kiegészitett ,,A” oldatban végeztik. A GST- és a Trx-Hisg-taggel jelolt MARK?2
fehérjéket 50% glicerint tartalmazo ,,A” oldattal szemben dializaltuk, és -20 °C-on

taroltuk.
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5.10 In vitro radioaktiv foszforilacio

Az un. ,,B” oldat 6sszetétele a kovetkezo volt: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM
MgCl,, 0,5 mM PMSF és 0,5 mM benzamidin. A 10 pl glutation-agar6éz gyantan
megkotott GST-TRESKhurok, GST-TRESKhurok-TAPtag és GST-tau rekombindns
fehérjéket a  szintén  rekombinans  Trx-His¢-MARK2-T208E  segitségével
foszforilaltattuk 20 uM Na,ATP-vel, 100 kBq *?P-y-ATP-vel, 2 mM EGTA-val és 0,5
mM dithiothreitollal (DTT-vel) kiegészitett 50 pl ,,B” oldatban. A konstitutivan aktiv
T208E mutans MARK?2 hasznélata azért volt elényds, mert a kindz miikddéséhez
allapota, melyet a treonin glutamatra cserélése utdnoz. A foszforilacios reakciot 30 °C-
on 1 o6ran at, folyamatos keverés (200 rpm) mellett végeztiik. Ezutan 12%-0S
(akrilamid-tartalmt) natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) segitségével elvalasztottuk a fehérjéket, majd a gélt Coomassie Brilliant Blue
festékkel festettilk. A foszforilacios reakcio 1étrejottét a szubsztratban megjelend
radioaktivitas jelzi, ami a **P-y-ATP-b8l beépiils B-sugarzo foszforizotopot (*2P)
tartalmazd foszfatcsoportbol szarmazik. A kvantitativ  kiértékelést a GS-525
Phosphorimager (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilékkel végeztiik. A kiilonb6zo,
Ni-NTA gyantan megkotott TRESKhurok-Hisg konstrukciokat a GST-MARK2-T208E
konstrukciot hasznalva szintén a ,,B” oldatban foszforilaltattuk, kiegészitve a reakciot -
merkaptoetanollal (1,4 mM-ra), Na;ATP-vel (20 pM-ra) és 50 vagy 100 kBq **P-y-
ATP-vel. A termékeket a TRESKhurok-Hisg kis mérete miatt 15%-0s (akrilamid-
tartalmu) SDS-PAGE alkalmazasaval valasztottuk szét. A Coomassie Brilliant Blue
festéket csak mérsékelten megkotd, erdsen hidrofob fehérje fragment rendhagyé modon

19 kDa koriil valt lathatova a kalkulalt 13,5 kDa helyett.

5.11 A ruténiumibolya (RV) tisztitasa

A ruténiumibolya tisztitdsat karboximetil-celluléz (CM; Whatman CMS52)
gyantan kationcseréld kromatografidval Prof. Enyedi Péter végezte. A régi (Aldrich,
1996) ruténiumvords (RR) preparatumbol 70 mg-ot 30 ml 10 mM-os ammoénium-

acetatban oldottunk fel. Az oldatot 0,4 ml/perc-es atfolyasi sebességgel vittiik fel az 1
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ml-es CM52 oszlopra. Az atfolyo frakcido szintelen volt, az oszlop pedig sotétre
szinezO0dott az adszorbealt festéktdl. Az RR-t kétszeri izokratikus elualast (10 ml 750
mM ammonium-acetat) kdvetden tobbszori mosassal (20 ml 50 mM ammoOnium-acetat)
valasztottuk le az oszloprdl, mig az RV-t linearis gradiens eltcidval (20 ml 50 mM-1,5
M ammoénium-acetat) nyertiilk. A legmagasabb RV cstcs 1,2-1,4 M kozott jott le az
oszloprol. Az igy nyert RV frakciokat liofilizaltuk, majd azonnal 10 mM-0s
ammonium-acetatban oldottuk fel, és -20 °C-ra fagyasztottuk.

A szamitott RV/RR hanyados 0,1-r61 9,5-re emelkedett a tisztitds folyaméan. Az
koefficiense £=311 (g/100 ml)‘ecm™[214], a molekulatomege 751,43 g/mol [230]. A
kisérletek soran a 10 mM-os RR és RV torzsoldatokat kozvetleniil a mérések elott

higitottuk magas [K*]-jii oldatban a hasznélni kivant koncentraciora.
5.12 Statisztikai analizis, d6zis-hatas gorbeillesztés és korrelacioanalizis

Az adatokat atlag + az atlag hibaja (standard hiba, S.E.M.) formaban tiintettem
fel. A kiilonbségek kiértékelését a kisérleti modellnek leginkabb megfelel6 teszttel
végeztik a STATISTICA (StatSoft, Tulsa, OK) programcsomag segitségével, a
gorbeillesztéshez és korrelacidanalizishez az ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA) programot hasznaltuk. Az alkalmazott teszteket az adott
helyen, az abraknal feltiintettem. Legtobb esetben a Student-féle kétmintas t-probat
hasznaltuk, ezenkiviill hasznaltunk egyszempontos (one-way) Vvariancia-analizist
(ANOVA) Tukey HSD vagy Scheffe post hoc teszttel, valamint a Pearson produkt-
momentum korrelacié analizist. A normalizalt doézis-hatas gorbéket a kovetkezd,
modositott Hill egyenlet alapjan illesztettiik: y=a/[1 + (¢/K12)"] + (1 — «), ahol ¢ a
koncentracio, Ky, a fél-maximalis gatlo koncentracio, n a Hill koefficiens, az o pedig a
kezelés altali maximalis gatlds mértéke. Az elemszamokat a megfeleld helyen és az

abraalairasban adom meg. A kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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6. Eredmények

6.1 A TRESK hattér K* csatornat emlés sejtvonalban is aktivalja a

kalcineurin

Munkacsoportunk korabban igazolta, hogy a Xenopus petesejteken kifejezett
TRESK csatorna  nagymértékii, 5-10-szeres kalciumfiiggd aktivacidjat a
Ca**/kalmodulin-dependens protein foszfatdz kalcineurin hozza létre. Irodalmi adatok
szerint Gg-fehérje-kapcsolt receptorok ingerlését kovetéen emlds sejtvonalban is
aktivalodik a TRESK, de az aramfokozodas jellemzden csak 30-82% kozotti, tehat nem
éri el a kétszeres novekedést sem [78;84]. Kérdéses volt, hogy mi lehet ennek a jelentds
kiilonbségnek az oka, valamint az, hogy vajon az emlds sejtekben kifejezett TRESK
csatorna szabalyozasaért is a kalcineurin, a kalciumjelre aktivalédo foszfataz felelds-e.

Kisérletiinkben ezért egér TRESK csatornaval tranziensen transzfektalt HEK293
sejtekben vizsgaltuk a csatorna kalciumfiiggd szabalyozasat. Valamennyi mérésben
patch clamp eljarast, teljes-sejt (whole-cell) konfiguraciot alkalmaztunk. A kiilonb6z6
K2p csatorndkat kodold plazmiddal tortént tranziens transzfekciot kovetden legalabb egy
nagysagrenddel nagyobb amplitadoji K* 4ramot (>0,5-1 nA) mértiink az altalunk
alkalmazott modszerrel, mint a nem, vagy iires plazmiddal transzfektalt HEK293
sejteken (50-100 pA endogén K aram).

Mivel sejtettiik, hogy az emlds sejtekben leirt kisfoki TRESK aktivaciod
hatterében a csatorna fokozott alapaktivitdsa allhat, ezért kiillonb6z6 ovintézkedéseket
tettlink a csatorna mérés elott kifejlddo kalciumfiiggd aktivacidjanak elkeriilésére.

A kalciumjelet létrehozd stimulus alkalmazasa el6tt kalciummentes EC- és
pipettaoldatot hasznaltunk, amelyek alacsony (50 uM) koncentracioban a Ca**-kelator
EGTA-t is tartalmaztak. Az ingerléskor a kalcium ionofér ionomycin (1 uM) EC
oldatban tortént alkalmazasakor természetesen kihagytuk az EGTA-t, valamint 2 mM
Ca®*-mal is kiegészitettiik az extracellularis oldatot. Az igy kivaltott intracellularis ca’*-
koncentraci6 emelkedés hatasara a TRESK-aram mérsékelt aktivalodasat figyeltilk meg

(50+£12%-0s aramndvekedés, 8./A abra: sziirke, kontroll gorbék, n=6), ami
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nagysagrendileg megfelel a masok altal mért eredményeknek. A sejtek (15-40 percig
tartd) el6kezelése a kalcineurin-inhibitor FK506-tal (1 uM) az ionomycinnel kivalthato
aktivaciot teljes egészében megakadalyozta, sét kisfokt gatlast mértiink (38+18%, 8./B
abra: fekete, FK506 feliratd gorbék, n=6; p<0,01 szignifikans kiilonbség a kontroll
csoporttal Osszehasonlitva). A  gatlast feltételezhetéen az ionomycin direkt
farmakologiai hatasanak tulajdonithatjuk, ahogy ezt munkacsoportunk korabban
Xenopus petesejteken is megfigyelte [90]. A TRESK aktivacio elmaradasa a kalcineurin
gatloszerrel tortént kezelést kdvetden arra utal, hogy a human HEK293 sejtekben is az
endogén kalcineurin fokozza a csatorna mukodését.

Az FK506-tal elokezelt csoportban (az 8./A abran jol lathatd mddon) kisebb
atlagi TRESK alaparam adddott, mint a nem kezelt sejtekben, habar a kiilonbség nem
volt szignifikdns (p=0,09). Emiatt arra gondoltunk, hogy a kontroll csoportban mar az
ionomycin-stimulacié el6tt is részlegesen aktivalt allapotban lehettek a TRESK
csatorndk. Vagyis felmertilt, hogy a kalciummentes, EGTA-t is tartalmazé oldatok
ellenére a mérési konfiguracid kialakitasa el6tt vagy kozben olyan stimulus éri a
sejteket, ami a TRESK-aram aktivacidjat eredményezi mar a mérés megkezdése elott.
Mivel a HEK293 sejtek szamos endogén receptora kozott a P2Y; és P2Y, purinerg Gg-
fehérje-kapcsolt receptorok is megtalalhatok [231], melyek tobbek kozott extracelullaris
ATP-re is aktivalodnak, ezért a tovabbiakban a pipettaoldatbol kihagytuk az ATP-t és a
GTP-t. A gigaseal kialakitdsa eldtt valosziniileg valamennyi ATP kiszivargott a
pipettabol, és ingerelte a sejtek purinerg receptorait, mely a sejten beliili raktarakbol
kalcium-felszabadulast, és igy a TRESK csatornak aktivaciojat okozta. ATP- és GTP-
mentes pipettaoldatot alkalmazva, valamint az ionomycin-kezelést kdvetden a sejtekre
tovabb folyatva a kalciumtartalmu, de mar ionomycinmentes EC oldatot (az ionofor
direkt gatlo hatasat megsziintetendd) a TRESK-aram novekedése 6,0+1,1-szeresnek
(n=5, 8./C abra) adodott. Ez mar jol megkdzeliti a Xenopus petesejtben mért aktivacio
mértékét [68].

Tehat a TRESK jelentds aktivaciojat az EC [Ca®"] megemelésével és az egyidejii
Ca’* ionofér ionomycin alkalmazasaval értiik el. Mint minden kettds ingerlés esetén, itt
is felmertil a kérdés, hogy a kétféle ingerlésnek kiilon-kiilon mekkora szerepe volt a

detektalt valasz kialakitasaban.
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8. abra: Az egér TRESK aram aktivacioja HEK293 sejtekben.

Teljes-sejt patch clamp konfiguracioban, a -100 mV-os fesziiltséglépések végén jelentkezé K*
aramokat mértiik az egér TRESK csatornaval tranziensen transzfektalt HEK293 sejteken. Az EC
oldat [K™]-t 2 és 30 mM kozétt valtoztattuk a gorbék felett jelzett médon. Az A-C paneleken a
TRESK aktivaciot 1 uM ionomycinnel és 2 mM Ca®*-mal kiegészitett 30 mM-os [K']-ju
oldatban valtottuk ki (lono.+Ca”" felirata vastag kék vonal). Az atlaggorbék alatt, ill. felett
lathat6 sziirke savok hossza a standard hiba értékeinek felel meg minden abran. (A) A TRESK
aram kalciumfiigg6 aktivacioja kontroll (sziirke gérbe, n=6) és a kalcineurin-inhibitor FK506-tal
elokezelt (1 uM, 15-40 perc, fekete gorbe, n=6) sejteken. A kalciummentes EC- és pipettaoldat
50 uM EGTA-t, valamint a pipettaoldat GTP-t (0,1 mM) és ATP-t (1 mM) is tartalmazott. (B)
Az A panel gorbéi, a kezelések elotti TRESK 4ramra normalizélva. Az értekezésben szerepld
valamennyi normalizalt aktivaciot ennek megfelelden, a kezelés eldtti alaparamra vonatkoztatva
szamoltam, valamint a magas [K']-ja EC oldatban mért d&ramot mindig az alacsony [K']-jta EC
oldatban mért kis amplitidoju, nem specifikus (leak) aram amplitadoval korrigaltam. (C) A
TRESK aram ionomycinnel kivaltott kalciumfiiggé aktivacioja ATP-és GTP-mentes
pipettaoldattal, az A panelen leirtakhoz hasonld koriilmények kozott. A 2 perces ionomycin-
stimulaciot kovetéen Ca**-mal kiegészitett 2 és 30 mM-0s [K']-ju oldatot folyattunk tovabb a
sejtekre (Ca”" feliratl vastag sziirke vonal, n=5). (D) A C panelen leirtakkal megegyezéen, de
ionomycin helyett 50 uM karbakollal (gorbe felett jeldlve) kiegészitett 30 mM-o0s [K']-ju
oldattal stimulaltuk a TRESK aramot, kihasznalva a HEK sejtek endogén M3 muszkarinerg
receptorait (n=5). (Az I. sajat kdzlemény anyagabol modositva.)
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Vizsgalataink korabbi fazisaban a TRESK csatornaval transzfektalt HEK293
sejtek hattér K™ aramat megvizsgaltuk gy is, hogy elészor a [Ca2+]-t emeltiik, és csak
ezt kovetden adtuk az ionomycint. A sejtek egy részében a TRESK aram mar a [Ca®']
novelésekor aktivalodni kezdett (a regisztratumokat nem mutatom). Fontos azonban
leszogezni, hogy a sejtek egy masik hanyaddban az aktivacié csak az ionomycin
adasakor kezdddott el (9. abra). Az FK506-tal nyert farmakoldgiai eredmények mellett
ez is arra utal, hogy a TRESK aktivaciot nem a Ca”" kozvetlen csatornara kifejtett
hatdsa hozta létre, hanem a kalciumnak a sejtbe kellett jutnia, hogy a kalcineurint
aktivalhassa. Mivel a sejtek valasza jelentés variabilitdst mutatott az ingerlés két 1épése
tekintetében, ezért dontottiink ugy, hogy a [Ca2+] emelését és az ionomycint egyidejiileg
alkalmazzuk. A 9. abran bemutatott reprezentativ regisztratumon az is megfigyelheto,
hogy a mérés kezdetekor a hattér K™ aram amplitid6 alacsony, azonban ezt kdvetéen
jelentsen ndvekedett a Ca?*-mentes EC oldatban (zéld nyillal jeldlve), mignem végiil

stabilizalodott. Ennek a kezdeti aktivacionak a mértéke korantsem volt elhanyagolhato
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9. abra: A TRESK csatorna aktivacioja HEK293 sejtben rekalcinalast koveté ionomycin
hatasara (reprezentativ regisztratum).

Az egér TRESK csatornaval tranziensen transzfektalt HEK293 sejt mérését (a membrantapadas
(seal) kialakitasat is beleértve) kalciummentes oldatban kezdtiikk. A K* aram stabilizalodasat
kévetden megnéveltik az EC [Ca®*]-t (vastag piros vonal a gorbe felett), és az ionomycint csak
ezt kovetden alkalmaztuk (lono., kék vonal). Ennél a sejtnél a [Ca®"] novelésére az dram nem
valtozott (piros vizszintes vonal bal oldali vége jelzi a Ca’*-kiegészités kezdetét), csak az
ionomycin adasakor. A mérés kezdetén az EC [K'] 2-ré1 30 mM-ra emelésekor az oldatcseréld
rendszer gyors kinetikaja alapjan vart, az adott idéskalan kozel pillanatszerii aramndvekedést
érdekes modon egy lassti aramndvekedési periddus is kovette (zold nyil). (Modositva az 1. sajat
kozlemény kiegészité anyagabdl.)
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az ionomycinnel létrehozott novekedéshez képest. Ez a kezdeti TRESK aramaktivacio a
Ca**-mentes kozegben szintén azt sugallta, hogy a kisérleti elrendezésiinkben a csatorna
mar a mérés kezdete eldtt aktivalodni kezdett, és a mérés elején ennek az aktivacios
fazisnak a végét regisztraltuk. Feltételezve, hogy a TRESK éaramot ezittal is a kalcium
aktivalta, és tekintetbe véve, hogy az EC tér (ekkor még) nem tartalmazta ezt az iont,
logikusan adodott a kovetkeztetés, miszerint a Ca* ilyenkor az intracellularis raktarbol
szabadult fel. A mérés kezdete el6tti TRESK aktivacio okaként ezek a kisérletek hoztak
gyanuba az ATP-t mint Gq-kapcsolt receptor agonistat.

A TRESK-et expresszalo HEK293 sejteket karbakol (50 pM) Kkolinerg
agonistaval ingerelve a sejtek endogén muszkarinerg M3-as receptorain keresztiil [232]
is ki tudtunk valtani kalciumjelet és TRESK aram aktivaciot, mely 3,9+0,9-szeresnek
(n=5, 8./D abra) addodott kalciummentes pipetta- és EC oldatot hasznalva. (A
pipettaoldat ebben a kisérletben is ATP- és GTP-mentes volt.) Igy tehat a receptor
stimulacioval belsd raktarakbol létrehozott kalcium-felszabadulas is képes a TRESK
aram jelentds novekedését kivaltani, akar kalciummentes extracellularis kdrnyezetben
is.

Ebben a kisérleti elrendezésben vizsgaltuk meg egy masik specifikus kalcineurin
inhibitor, a ciklosporin A hatasat a TRESK aktivaciéra (10. abra). Csakugy, mint az
ionomycinnel torténé ingerlésnél az FK506-tal (8./B abra), a receptor ingerlésnél a
ciklosporinnal is jelent6sen gatlodott a TRESK aktivaci6 (10. abra). Ezek az
eredmények az FK506-tal végzett kisérletektol fliggetleniil megerésitik, hogy az
aktivacio emlds sejtben is a kalcineurin kozremiikodésével valosul meg. Eredményeink
Osszességében tehat igazoljak, hogy a TRESK jelentds kalcineurinfiiggd aktivacioja
nem kizarolag a Xenopus expresszids rendszerre jellemzd, hanem megfeleld mérési

feltételek kozott altalanosan — emlds sejtekben is — megnyilvanul6 szabalyozas.
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10. abra: A ciklosporin A kivédi HEK293 sejteken a karbakollal endogén receptoron
keresztiil kalciummentes kozegben létrehozott TRESK aktivaciot.

Egér TRESK csatornat kifejez6 HEK293 sejteken teljes-sejt patch clamp méréseket végeztiink
kalciummentes extracellularis és pipettaoldattal. A -100 mV-on magas EC [K*]-ban mért (Id. a
koordinata rendszer felett jelolve) hattér K* dramot a sejt endogén receptorain keresztiil a
karbakol (50 uM, zolddel jelolve) atlagban tobb mint haromszorosara fokozta (Kontroll, kék
gorbe, n=10). A ciklosporin A (1 uM) az aktivaciot szignifikansan csokkentette (Cyclosporin A,
piros gorbe, n=5, p<0,05). (Nem publikalt sajat eredmény.)
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6.2 A MARK?2 kinaz gatolja a TRESK csatornat

6.2.1 A TRESK csatorna fé szabalyozo régiojat foszforilalé kindz azonositasat

célzo elso kisérletek

A kalcium—kalmodulin-fiiggé protein foszfataz kalcineurin a TRESK csatorna
intracellularis hurokrégié bizonyos foszfoszerin motivumait, az egér TRESK-ben a
Ser®™® clustert és a Ser 264-es oldallancot defoszforildlja, ezaltal aktivalja a csatornat.
Ezért 1éteznie kell egy vagy tobb olyan kinaznak, mely ezeket a szerineket foszforilalva
a TRESK aktivalt allapotdt megsziinteti, és az aramot visszaallitja a stimuldciot
megeldz06, kiindulési értékre. Korabbi méréseinkben megfigyeltiik, hogy hossza idével
az ionomycin vagy Gq-kapcsolt receptor ingerlést kovetéen, a TRESK aram visszatér a
nyugalmi szintre. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a (re)foszforilacioért felelés kinaz(ok)
a petesejtekben is megtaldlhato(k), azonban hatasuk lassabban érvényesiil, mint az
aktivalo kalcineuriné. Munkam kezdete elott munkacsoportunk azt is kimutatta, hogy a
14-3-3 adapterfehérje overexpresszioja késlelteti az aktivalt aram kiindulasi szintre valo
visszatérését. Ez a hatds azonban fliggetlennek bizonyult a 14-3-3 kozvetlen kotddésétol
az egér TRESK csatornahoz, melynek foszforilalt allapota Ser 264-es oldallanca képes
az adapterfehérje megkdtésére [90]. Arra is fény deriilt munkacsoportunk kisérletei

. 276
soran, hogy a Ser

clustert és a maganyos 264-es szerint két kiilonb6zé kindz
foszforilalja. A Ser 264-et a PKA képes foszforilalni, a PKA viszont nem befolyésolja a
Ser?™ clustert [85].

27 s i .
® Clustert foszforilalo, a korabbi mutacios

Ezért kovetkez6 célunk a Ser
vizsglatok szerint a TRESK K" aram szabélyozasaban legfontosabb kindz megkeresése
volt. Azonban az egér és egyéb fajok TRESK Ser clustere nem felel meg pontosan
egyik ismert Ser/Thr kindz konszenzus felismerési szekvencidjanak sem. Ezért tobb
mint 20 kiilonb6z6 Ser/Thr kinazt klonoztunk meg egérbdl, és vizsgaltuk ezek TRESK
csatornara kifejtett hatasat (2. tablazat). Néhany kinazt nem kloénoztunk, hanem mas
modon teszteltiik: a megvasarolt és igazolt aktivitasi protein kindz A (PKA; Sigma)

fehérjét mikroinjektaltuk, és a konvenciondlis €és novel protein kindz C (PKC)

izoformakat a forbol észter PMA-val aktivaltuk mikozben a PKC mukodését a

68



petesejtben egyértelmiien igazoltuk a kindz receptor-deszenzitizald hatasdnak
kimutatasaval.

Az ioncsatorndkat ismert modon gyakorta szabalyoz6 PKA-n és PKC-n kiviil
teszteltiik a PKB (Akt) konstitutivan aktiv véltozatait is koexpresszidval, illetve az SK
kalcium-aktivalt K* csatorndk szabalyozasaban oly fontos kazein kinaz 2 (CK2) tobb
izoformajat, és az alegységeinek kiilonb6zé kombinacidit (2. tablazat). A CK2-t GST-
fuziés fehérje formdjaban is elddllitottuk, mikddését in vitro tejfehérjék
foszforilalasaval igazoltuk, majd a preparatumot petesejtekbe mikroinjektalva
vizsgaltuk. Miutan a valoszinii lehetéségek siker nélkiil elfogytak, ismert, de mas
sejtbioldgiai mitkkodésben jelentds kinazokat klonoztunk, mint példaul a kazein kinaz 1-
et (CK1), a MAP kinaz kaszkadokhoz tartozé Rafl, MEK1, ERK2, illetve MAPKAP-
K2 fehérjéket, a glikogén szintetaz kinaz 3B (GSK3p) és a kalcium-kalmodulin-fiiggd
kinaz II (CamKIl) enzimeket, tovabba a TGFRPI és II transzformal6 novekedési faktor
plazmamembran receptor Ser/Thr kinazokat. T6bb kinaz konstitutivan aktiv valtozatat is
eléallitottuk irodalmi adatokra alapozva, hatha a vad tipus nem aktiv a petesejtben.

A kinazokat Xenopus rendszerben vizsgéaltuk, vajon befolyédsoljdk-e az egér
TRESK csatorna miikodését. A vizsgalandd kinazt és az egér TRESK-et egylitt
expresszalo, vagy a kinaz fehérjével mikroinjektalt petesejteken a TRESK aram
elteltével megmértiik, hogy milyen mértékii az aktivalt aram visszatérése a kiindulasi
(aktivacid eldtti) szintre. Sok esetben a TRESK-S264A vagy -S264E mutanst

216 cluster

hasznaltuk, hogy az S264 szabalyoz6 hatasat elimindljuk, és a Ser
foszforilacigjardl nyerjlink informaciot.

A vizsgalt kindzok koziil egyik sem gyorsitotta a TRESK aram visszatérését a
nyugalmi gatolt allapotba (az eredményeket nem mutatom). Tehat az ioncsatornak
szabalyozasaban ismerten szerepet jatsz6 (PKA, PKC, CK2) kinazok nem szabalyozzak
a TRESK-et a Ser?’® cluster foszforilaciojan keresztiil, és ezeken kiviil szamos mas
kindz sem (2. tablazat). Ugyan tobb mint 20 féle kindzt vizsgaltunk, azonban ez az
ismert Ser/Thr kindzoknak még mindig kevesebb mint 10 %-at teszi ki. A legfontosabb
ioncsatorndkat szabalyozo kinazokkal kapott negativ eredmények nyilvanvalova tették,

276

hogy egy Ser" clustert foszforilal6 TRESK-kinaz megtalalasa vagy az 6sszes Ser/Thr

kinaz szisztematikus szlirését, vagy célratorobb hipotézist igényel.
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2. tablazat: Az alabbi vad tipusid (vt) és konstitutivan aktiv (ka), valamint csonkolt (tr;
»trunkalt”) kinazok egér TRESK aramra Kkifejtett hatasat vizsgaltuk, kiilonos tekintettel
az aramaktivaciot koveto visszaallasi periédusra. A kinazok tobbségét RT-PCR-t kdvetden
klénoztuk, illetve irodalmi adatok alapjdn konstitutivan aktivva alakitottuk, és in vitro
szintetizalt cRNS-iiket a TRESK cRNS-sel egyiitt mikroinjektaltuk Xenopus petesejtekbe. A két
kaCHK1* hatasat nem tudtuk egyértelmiien megitélni, mivel ezek a kindzok a TRESK
aktivaciojat gatoltak. A CK2 ol vagy CK2 o2 Kkatalitikus alegységek és a CK2 B** regulatoros
alegység koexpresszidjat is megvizsgaltuk. A szarvasmarha eredetli PKA*** enzimet a Sigma
cégtdl vasaroltuk. A PKA a 264-es szerint foszforilalta, de a Ser’® clustert nem. A
konvencionalis és novel PKC**** jzoformakat a PKC-aktivator PMA forbolészter segitségével
vizsgaltuk, ami a petesejteken egyértelmii PKC aktivaciot okozott, de a TRESK visszaallasat
nem befolyasolta. (Az I. k6zlemény kiegészité anyagabol modositva.)

Kinaz konstrukcio Teljes név Tipus
AMPKal AMP-aktivalt protein kinaz (ol alegység) vt
| AMPKal1-T183D ka
AMPKal(1-324AA) ka
AMPKal1(1-324AA)-T183D ka
B-Rafl Szerin/treonin-protein kinaz B-raf vt
2 B-Raf1-A1-426,R427M ka
B-Rafl-A1-464,R465M ka
3 CamKIIB Ca”'/kalmodulin-dependens protein kinaz I1p vt
CamKIIB-T287D ka
CASK Cay/kalmodulin-dependens szerin protein kinaz vt
4 CASK-A1-373,V374M ka
CASK-S24D+V26L ka
5 CDKI1 Ciklin-fugg6 kinaz 1 vt
CDKI-T14A,Y182E ka
6 CHKI(1-352AA)* ,,Checkpoint” kinaz 1 ka
CHKI1(1-416AA)* ka
i CHK2 ,,Checkpoint” kinaz 2 vt
8 CKl1 a Kazein kinaz 1 o vt
9 CK2 al Kazein kinaz 2 ol vt
10 CK2 02 Kazein kinaz 2 a2 vt
11 CK2 B** Kazein kinaz 2 8 vt
12 C-Rafl Raf proto-onkogén szerin/treonin-protein kinaz vt
C-Rafl-A1-319,P320M ka
13 ERK2 Extracellularis szignal-regulalt kinaz 2 (MAPK1) vt
14 GRK2 G-protein kapcsolt receptor kinaz 2 vt
15 GSK3p Glikogén szintaz kinaz 3 vt
GSK3B-S9A ka
16| MAPKAPK2-kindz domén-T208E | Mitogén-aktivalt protein kindz-aktivalt protein kindaz 2 | ka
17 MEK1-8218,222E Mitogén-aktivalt protein kinaz kindz (MAP2K) ka
18 PKA*¥* Protein kinaz A vt
PKB-A1-128 Protein kindz B (deléciés mutans) ka

191 PKB-A1-128 N-terminalis Src-

mirisztoilacids-szekvenciaval ka
20 PKC (konvencionalis)**** Protein kinaz C vt
2 PKC({ Protein kinaz C vt
PKCC-A119E ka
2 PLK1 "Polo-like" kinaz 1 vt
PLK1-T210D ka
” SIK(1-343AA) "Salt-inducible" kinaz tr
SIK(1-343AA)-T182E ka
24 TGFBR | "Transforming Growth Factor" B receptor I vt
’5 TGFBR 11 "Transforming Growth Factor"  receptor I1 vt
TGFBR I-T204D ka
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6.2.2 A Xenopus petesejtben koexpresszalt MARK2 kinaz és TRESK csatorna
vizsgalata

Mivel a 14-3-3 adapterfehérje overexpresszioja lassitotta a TRESK aram
aktivacidé utani visszaallasi sebességét, és ez a hatas fiiggetlennek tiint a kozvetlen
TRESK—-14-3-3 interakciotdl (S264A és S264E mutansoknal is létrejott), felmeriilt a

28 clustert foszforilalo kindzt a 14-3-3 fehérje gatolja.

lehetdség, hogy a Ser
Szakirodalmi adatokat felhasznalva [196-197] — miszerint a 14-3-3 fehérje gatolja a
kinazaktivitast — meriilt fel a lehetéség, hogy a mikrotubulus affinitds regulalé kinaz
(MARK, mikrotubulus-asszocialt-fehérje/mikrotubulus affinitast regulalé kinaz) csalad
tagjai potencidlis TRESK interakcios partnerek.

Az egér TRESK-et és az egér agybol klonozott MARK?2-t Xenopus petesejtben egyiitt
expresszalva a stimulacio kezdetét6l szamolt 10. perc végén majdnem teljes volt az
atlagos visszaallas (89+3%, n=9), mig a csak TRESK-et kifejezé kontroll csoportban
minddssze 36+9% (n=6, p<10™ 11./A és B 4bra). Mar az ionomycinnel kivaltott
aktivacio elott is volt kiilonbség a két csoport alaparama kozott: a MARK2-t is kifejezo
petéken ugyanis szignifikinsan kisebb volt a mérheté hattér K aram (0,34+0,04 pA) a
kontroll csoporthoz képest (1,05£0,17 pA, p<0,01, 11./A 4bra). A két csoportban a
stimulaciot kovetd atlagos arammaximum kozel azonos értékii volt. Tehat a MARK?2
koexpresszidja a TRESK-kel nemcsak az aktivaciot kovetden, hanem nyugalmi
koriilmények kozott is gatolja a csatornat, és dramaian felgyorsitja az aktivalt dram
nyugalmi szintre valo visszatérését.

Mivel egészen kevés (0,16 ng/petesejt) MARK2 cRNS is elég volt a fenti
hatasok kivaltasdhoz, nem valoszinii, hogy a kinaz tetemes talexpresszidja idézte volna
el6 a kiilonbségeket.

A kisérletet joval inkabb fiziologidsnak tekinthetdé koriilmények kozott is
megismételtik. Az ionomycin helyett Gg-fehérje-kapcsolt receptorstimulacioval
valtottunk ki kalciumjelet és TRESK aktivaciot. Ezt kdvetden vizsgaltuk a MARK2
hatasat. A petesejtekben a csatorna és a kinaz mellett muszkarinerg M1-es receptorokat
is koexpresszaltattunk (tripla koexpresszid), melyeket (extracellularisan adott)
karbakollal (1 uM) stimulaltunk. Hasonl6 eredményeket kaptunk az ionomycin ingerlés

soran nyerthez, a MARK2-t is kifejez0 petékben a TRESK-aram visszaallasa joval
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gyorsabb volt (87+3%, n=10, 11./C és D abra, MARK2 fekete gorbe), mint a kontroll
csoportban (33+11%, n=13, Kontroll sziirke gorbe, p<0,001).

Tehat a MARK?2 az élettani viszonyokat jobban megkdzelitd receptor ingerlés
esetén is hatasos volt. Tovabba érdemes megemliteni, hogy a MARK2 kinazt is kifejezo
csoportban a TRESK aram fokozddasa 30,0+4,9-szeresnek adodott (11./C abra, fekete
gorbe), ami azt mutatja, hogy bizonyos koriilmények kozott igen jelentds mértéki
receptor-medialt aktivacio jellemezheti a TRESK hattér K™ csatornat.

Mivel a Ser clustert magaban foglald elsddleges szabalyozo régio az egér €s a

huméan TRESK ortologokban két aminosavban is eltér: RLSCSILSNLD az egér, és
RLSYSIISNLD a human TRESK-ben, igy megvizsgaltuk, hogy vajon a human TRESK
aramot is ugyanugy befolyasolja-e a MARK2, mint az egér ortologot.
A 11. adbra E ¢és F paneljan Osszefoglalt eredmények azt mutatjadk, hogy a human
TRESK csatorna aktivacidjadnak lecsengését is jelentdsen felgyorsitja a MARK2. Habar
a kinaz nélkiili csoportban nagyobb fokl a visszadllas az egér TRESK csatornahoz
képest (75+4%, n=7 szemben a 33+11%-kal, n=13), a MARK2-vel egyiitt expresszalt
human TRESK 4ram az aktivaciot kdvetden teljes mértékben visszatér a kiindulési
értekre (102+£2%, n=7), és szignifikdns eltérést (p<0,001) mutat a kindzt nem
expresszalo csoporttol. Tehat a humén és egér Ser cluster elsd két szerinje kozott
talalhat6 Tyr/Cys, ill. a kevésbé jelentOs Ile/Leu kiilonbség nem befolyasolja jelentésen
a MARK2 kinaz ¢s a TRESK csatorna interakcidjat.

A human TRESK csatornaval végzett vizsgalatoknal a MARK2-t is expresszalo
csoportban az ionomycinnel torténd ingerlést kovetden alacsonyabb volt a maximalis
aram, mint a kontroll csoportban (11./E abra). Annak a lehetdségnek a kizarasara, hogy
az eltérd visszaallasi kinetika egyszertien a kiilonb6z6 aramamplitidok kdvetkezménye,
Osszehasonlitottuk a kontroll csoport négy legkisebb és a MARK2 csoport négy
legnagyobb aktivalt &rammal rendelkez6 sejtjén is a visszaallas kinetikdjat (12. abra).
Ennél az 6sszehasonlitdsndl tehat a MARK2-t is expresszalo csoportban nagyobb volt
az atlag dramok maximuma, mint a kontroll csoportban, azonban valtozatlanul az
adodott, hogy a MARK2 hatdsara az 4ram visszadllasa az ionomycin-stimuldciot
kovetden gyorsul. Tehat nemcsak az egér, hanem a human TRESK csatorndnal is az
aramamplitadoktol fliggetleniil novekszik a visszaallasi sebesség MARK?2 koexpresszid

hatasara.
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11. abra: Xenopus petesejtekben koexpresszalt MARK?2 hatasa a TRESK dram kalciumfiiggo
aktivaciojat koveté visszaallasara.

Két-elektrodos voltage clamp mérések -100 mV-on kapott értékei egér vagy human TRESK cRNS-
sel injektalt petesejteken. Az EC oldat [K']-t 2 és 80 mM kozott valtoztattuk a gorbék felett jelzett
modon. Az A, B, E és F paneleken a TRESK aktivaciot 0,5 pM ionomycinnel kiegészitett 80 mM-0s
[K™]-jt oldatban, szintén a gorbék felett feltiintetett idészakban (lono. felirati kék vonal) valtottuk
ki. (A) Egér TRESK csatornat (kontroll, sziirke gorbe, n=6), vagy a TRESK mellett MARK?2 kinazt
is expresszalo (MARK2, fekete gorbe, n=9) Xenopus petesejtek hattér K™ arama. (B) Az A panel
méréseibdl szarmazd valamennyi petén kiszdmolt %-os visszadllds csoportonkénti 4atlagai. A
visszaallas %-os értékének meghatarozasa mindig a kovetkezdk szerint tortént: 100% a kezelést
kozvetleniil megel6z6 magas [K']-ju oldatban mért (alap)aram, mig 0% az ionomycinnel végzett
kezelés végén mért aktivalodott (de maximumat esetleg még nem elérd) aram. (C) Egér TRESK
csatornat és Mj-es acetilkolin receptort (kontroll, sziirke goérbe, n=13), ill. a TRESK és a receptor
mellett MARK?2 kinazt is expresszalo (MARK2, fekete gorbe, n=10, tripla koexpresszid) Xenopus
petesejtek hattér K™ arama, melyet 1 uM karbakollal (gorbék felett jelolve) aktivaltunk. (D) A C
panel eredményei a visszaallas %-aban. (E) Az A panelen bemutatott kisérlet egér helyett human
TRESK-kel (kontroll, sziirke gorbe, n=7; és a MARK?2 koexpresszio, fekete gorbe, n=7) (F) Az E
panel eredményei a visszaallas %-aban. ([I]. anyagabol modositva.)
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12. abra: A MARK?2-t koexpresszalo sejtek koziil a négy legnagyobb és a kontroll, csak
human TRESK-et Kkifejezé sejtek koziil a négy legkisebb arammal rendelkezé
visszaallasanak 6sszehasonlitasa.

(A) A 11. abra E és F paneleken bemutatott kisérlet sejtjei koziil kivalasztottuk a MARK?2
csoport négy legnagyobb aram-maximummal rendelkezd, és a kontroll csoport négy legkisebb
aram-maximummal rendelkez6 gorbéjét, és ezek atlagat abrazoltuk. (B) Az A panel
aramgorbéibdl hataroztuk meg a visszadllasi kinetikakat. Jol lathatd, hogy MARK2-t
koexpresszalo sejteknél a visszaallas ilyen valogatas esetén is gyorsabb, mint a kontroll
csoportban (p<0,01 a visszaallas végén). ([1]. kiegészité anyagabol modositva.)

6.2.3 A MARK?2 kinaz hatasa a S264E mutans TRESK csatornara

Korabban leirtuk, hogy a TRESK szabalyozasaban kevésbé meghatarozo
szerepli maganyos Ser-t (egér csatornaban Ser 264, human TRESK-ben Ser 252) a PKA
képes refoszforilalni, valamint ez a foszfoszerin teszi lehetévé a 14-3-3 allvanyfehérje
TRESK-hez valo kotédését. Megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a MARK?2 kinaz a
TRESK miikddését, ha ezt a szerint glutamétra mutaljuk, ezaltal megakadalyozva ezen a
ponton a csatorna foszforilacigjat (ennélfogva a defoszforilacigjat is), valamint az
allvanyfehérje megkotését is. Ennek megfelelden a S264E mutans csatorna
ionomycinnel kivalthaté aktivacidja a vad tipushoz képest alulmaradt (3,1+0,4-szeres
aktivacio szemben a kb. 6-szoroshoz képest) [68]. A S264E mutans TRESK csatornat és
a MARK2 kinazt egyiittesen kifejez6 petéken az ionomycinnel torténd ingerlést
kovetden 53+7%-0s (n=8) volt az aram visszaallasa, mig a kinaz nélkiili, csak a mutans
TRESK csatornat expresszald csoportban mindossze 12+12% (n=8, p<0,02, 13. &bra).
Hasonl6 visszaallas-gyorsulast kaptunk a MARK?2-T208E konstitutivan aktiv mutans
kinaz (I1d. alabb) és az S264E mutans TRESK egyiittes expresszidjaval is (nem mutatom
az adatokat). Osszességében tehat a MARK2 kinaz nagymértékben képes felgyorsitani a
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13. abra: Xenopus petesejtekben koexpresszalt MARK?2 hatasa az S264E mutans TRESK
csatorna aramanak kalciumfiiggé aktivacidjat koveto visszadllasara.

(A) S264E mutans egér TRESK csatornat (Kontroll, sziirke gorbe, n=8), vagy a mutans TRESK
mellett MARK?2 kinazt is expresszald (MARK2, fekete gorbe, n=8) Xenopus petesejtek
ionomycinnel stimulalt hattér K*-arama. (B) Az A panel eredményei a visszaallds %-dban. A
kisérlet kivitelezése és az adatok abrazolasa hasonloan tortént a 11. abran ismertetetthez. ([1].
anyagabdl modositva.)

TRESK éram aktivaciot kovetd visszatérését a nyugalmi allapotba a S264E mutans
csatornan is. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a Ser 264, tovabba a 14-3-3
adapterfehérje ezen keresztiil 1étrejovo kozvetlen kolcsonhatasa a TRESK csatornaval
nem sziikséges a MARK2 kinaz csatornéra kifejtett hatdsdhoz. Ha a MARK?2 hatasa
nem a Ser 264-en keresztiil érvényesiil, akkor mas tamadasponttal kell hatnia, vagyis
mar ezek az eredmények is azt sugalljak, hogy a MARK2 hatasa a masik TRESK

szabalyozasi uton, a Ser cluster refoszforilacidja révén valosul meg.

6.2.4 A MARK?2 altal kifejtett TRESK gatlas rovid idon beliil létrejon, és
nélkiilozhetetlen hozza a kinazaktivitas

A konstitutivan aktiv (constitutively active; ca), részben 14-3-3 inszenzitiv GST-
MARKZ2-T208E,T539A fuzios fehérjét E. coli-ban megtermeltettiik, majd a 14-3-3
adapterfehérjét és a human TRESK csatornat mar koexpresszald petesejtekbe

mikroinjektaltuk 144-169 perccel az ionomycin-stimulaci6 kezdete elétt. Ebben a

crer
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beépitett glutamat a MARK?2 kinaz fiziologias foszforilacios aktivacidja soran jellemzo
foszfotreonint utanozva kolcs6noz konstitutiv aktivitast az enzimnek. A T539A mutacio
pedig a MARK?2 egyik (gatlo hatasu) 14-3-3 kot6helyét teszi mitkodésképtelenné. A 14-
3-3 adapterfehérje koexpressziot a TRESK csatornaval a petékben potencialisan
megtalalhatd endogén TRESK kinaz(ok) hatdsanak mérséklése végett végeztik. A
konstitutivan aktiv. MARK2 fehérjével mikroinjektalt sejtekben felgyorsult az
inomycinnel 1étrehozott aktivaciot kdvetd visszadllas, szemben a kontroll, hokezeléssel
inaktivalt kinaz preparatummal injektalt csoporthoz képest (14. abra). Ez arra utal, hogy
a MARK?2 kinaz tartos, napokon keresztiili jelenléte nem sziikséges a TRESK gatlas
kialakitasahoz, hanem az enzim a mikroinjektalas utan nem sokkal, a petesejt
citoplazmajaban torténd szétdiffundalasat kovetden is hatékony. Megvizsgaltuk azt is,
hogy sziikséges-e a MARK2 kindzaktivitasa a gatlashoz, valamint azt, hogy a MARK?2
két ismert 14-3-3-ko6téhelye befolyasolja-e a TRESK-re kifejtett hatast (pl. azaltal, hogy
az endogén TRESK kindzok feltételezett 14-3-3 kotohelyével verseng a szabad 14-3-3-
ért), hiszen az allvanyfehérje gatld hatést fejt ki a MARK2-re. E célbdl olyan mutans
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14. abra: Human TRESK dramot expresszalé Xenopus petesejtekbe mikroinjektalt
konstitutivan aktiv MARK2 fehérje hatisa az aram kalciumfiiggé aktivaciét koveto
visszaallasara.

Két-elektrodos voltage clamp méréssel -100 mV-on meghatarozott hattér K* dram amplitadok
human TRESK és human 14-3-3n cRNS-sel injektalt petesejteken. (A) A vad tipusi human
TRESK csatornat és huméan 14-3-3n-t koexpresszalo petesejtek hattér K* drama, melyekbe az
ionomycin-kezelés el6tt 144-169 perccel a konstitutivan aktiv, részben 14-3-3 inszenzitiv GST-
MARK2-T208E,T539A fehérjét mikroinjektaltuk (caMARK?2, fekete gorbe, n=5), vagy e
fehérje hoinaktivalt valtozatat alkalmaztuk negativ kontrollként (sziirke gorbe, n=4). (B) Az A
panel eredményei a visszadllas %-aban a stimulacié kezdete utani 10. perc végén. Az aktiv
MARK?2 fehérjével injektalt csoportban a visszaallds szignifikansan gyorsabb (*p<0,002). Az
elemszamokat az oszlopokban tiintettem fel. ([I]. anyagabol modositva.)
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MARK?2 kinazt allitottunk eld, melyben a foszforilaciofiiggd 14-3-3 kotohelyeken a
foszforilaciot €s igy az adapterfehérje kotddését megakadalyozd pontmutaciok vannak:
MARK?2-S400A,T539A. Mindemellett a T208E konstitutivan aktiv (ca) és a
T208A/S212A kinaz-inaktiv (kinase-dead; kd) konstrukciokra is sziikségiink volt az
enzimaktivitas sziikségességének vizsgalatdhoz. A konstitutivan aktiv, 14-3-3-ra
érzéketlen mutans MARK2-T208E,S400A,T539A fehérjét koexpresszalva a TRESK
csatorndval az ionomycin-stimulaciot kovetéen felgyorsult az 4ram visszaallasa a
kizarolag TRESK-kel injektalt kontroll, valamint a TRESK mellett a kAMARK?2 kinazt
(MARK2-T208A,S212A,S400A,T539A) is kifejez6 csoportokhoz képest (15. abra).
Mivel a kAMARK2 nem gyorsitotta fel az aktivalt aram visszaallasat ellenben a
caMARK?2-vel, igy kijelenthetd, hogy a MARK2 kindz TRESK csatornara kifejtett

hatasahoz az enzimaktivitas elengedhetetlen.
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15. abra: Konstitutivan aktiv és kinaz-inaktiv MARK2 konstrukciok koexpressziéjanak
hatasa az egér TRESK aram visszaallasara Xenopus rendszerben.

(A) Csak a vad tipust egér TRESK csatornat expresszald (Kontroll, sziirke gérbe, n=10), vagy a
TRESK mellett a 14-3-3 inszenzitiv, konstitutivan aktiv MARK2-T208E,S400A,T539A
konstrukcidt is kifejezd (caMARK2, fekete gorbe, n=12), tovabba a TRESK-en kiviil a kinaz-
inaktiv MARK2-T208A,S212A,S400A,T539A konstrukciot koexpresszalo (KIMARK?2, fekete
gorbe, n=9) petesejtek hattér K arama. (B) Az A panel eredményei a visszadllis %-4ban a
stimulalas kezdetétdl szamolt 10. perc végén. A caMARK?2 konstrukeiot tartalmazo csoportban
a visszaallas szignifikdnsan gyorsabb mind a kontroll, mind a kinaz inaktiv csoporthoz képest
(**p<10~, Student t-teszt, mely szignifikins a Bonferroni korrekcié alapjan a p<0,05/3 limit
figyelembevételével.) Az oszlopokba irt szamok az elemszamokat jeldlik. ([l]. anyagabdl
modositva.)
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6.2.5 A TRESK csatorna és a MARK?2 kinaz kolcsonhatasanak vizsgalata in vitro
foszforilacios reakciéban

Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a szabalyozasban igen fontos szerineket
tartalmazé TRESK intracellularis hurokrégiot képes-e in vitro foszforildlni a MARK?2
kinaz. Osszehasonlitds végett, ill. pozitiv kontrollként egy jol ismert MARK2
szubsztratot, a mikrotubulus-asszocialt proteinek kozé tartozo tau fehérjét hasznaltuk
GST-faziés konstrukcido formdjaban mint GST-tau. A GST-tau konstrukcié harom
ismétl6dé domént (tubulink6td doménokat) tartalmaz, mindegyikben a MARK?2 kinadz
reakciokban altaldnosan hasznalt KXGS szubsztrat motivummal. Az egér TRESK 185-
elé: mint GST-TRESKhurok és mint GST-TRESKhurok-TAPtag. A szubsztratfehérje tau
¢s a TRESK-hurok fuziés fehérjéket glutationagardz gyongyok feliiletéhez kotottik, és
a konstitutivan aktiv Trx-Hiss-MARK2-T208E kinazt [**P-y]ATP jelenlétében adtuk az
immobilizalt szubsztrat fehérjékhez. A kinaz Aaltali sikeres foszforilacidt, illetve a
megjelend radioaktivitdst Phosphorimager segitségével detektaltuk az SDS-PAGE
szeparacié utan a gélben megfestett, szubsztratfehérjének megfelelé molekulatomegnél
talalhato csik tertiletén.

A TRESK hurokrégiot tartalmazd szubsztratok esetén azonos koriilmények
kozott hasonlo jelerdsségii radioaktivitast mértiink, mint a tau fehérjénél (16./A é&bra).
a kinaz altal ismerten foszforildlhato tau fehérjéhez hasonloan. A kisérletet a
kolesonhato fehérjéket megjelold cimkék (tag-ek) felcserélésével is megismételtiik: a
Ni-NTA agardozon immobilizalt TRESKhurok-Hisg és a GST-fuzios fehérjeként
eléallitott konstitutivan aktiv kindz, a GST-MARK2-T208E reakcidjaként. A vad tipusa
TRESKhurok-Hisg csatornarészlet 10 szerint és 1 treonint tartalmaz, beleértve a S264-es
€s a S274/276/279-es aminosavakat is. Mivel kordbbi kisérleteinkben Xenopus
petesejtekben mar bizonyitottuk, hogy a hurokrégio egyéb szerin és treonin aminosavai
nem jatszanak szerepet a TRESK kalciumfiiggd szabalyozasaban [68], ezért a

tovabbiakban az emlitett S264-re és a Ser’’®

clusterre fokuszaltunk az egér TRESK
csatorna szabalyozédsanak vizsgalatdnal. A vad tipust TRESK-hurok mellett tobbféle

mutans TRESK-hurok szubsztratot is megvizsgaltunk.
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16. abra: Az egér TRESK-hurok és a MARK?2 in vitro foszforilacios reakcioja.

(A) A GST-TRESKhurok, a GST-TRESKhurok-TAPtag és a GST-tau (pozitiv kontroll) fuzids
fehérjék és a konstitutivan aktiv Trx-Hise-MARK2-T208E in vitro reakcioja *?P-y-ATP
jelenlétében. A panel fels6 részén a Coomassie Brilliant Blue-val festett SDS-PAGE gél lathato,
mig alatta ugyanezen gél autoradiogramja. Az egér TRESK 185-292. aminosavat tartalmazo
TRESK-hurok fizids fehérjék hasonlo intenzitassal jelolddtek foszforizotoppal, mint a pozitiv
kontroll tau. /A GST-TRESKhurok-TAPtag mintajaban lathato kisebb molekulatomegii (a masik
sdvban futd6 GST-TRESKhurok-nal alig nagyobb) degradicidos vagy nem teljesen transzlalt
termék szintén foszforilalodott./ (B) A GST-MARK2-T208E és a vad tipusu TRESKhurok-Hisg
(vad), valamint ugyanezen konstrukcié mutans valtozatanak (csak a S274/276/279 szerineket
hagytuk meg, az 6sszes tobbi szerinjét alaninra mutaltuk) reakcidja. (C) A B panelen bemutatott
reakcid mas szubsztratokkal: az egyes mutans TRESKhurok-Hisg konstrukciok csak az abran
feltiintetett szerineket tartalmaztak (S274/276/279, S264 és S274/276, a tobbit alaninra
cseréltiik). (D) Szintén a B panelen bemutatott reakcid (jabb szubsztratokkal: az egyik mutans
TRESKhurok-Hisg konstrukcié csak a S274/276-os szerineket, mig a masik csak a S276-ot
tartalmazta (a tobbi szerint itt is alaninra cseréltiik). ([1]. anyagabol modositva.)
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276

Az egyik csak a Ser“’” cluster harom szerinjét tartalmazta, a tobbi szerint és

szerint hagytuk épen. Ezenkiviil olyan tovabbi TRESK-hurok mutansokat allitottunk
el6, melyekben az dsszes szerint és treonint alaninra cseréltiik, kivéve a 274-es és a 276-
tovabbi mutansban csak a 276-0s szerint.

A GST-MARK2-T208E mind a vad, mind a Ser’”® cluster harom szerinjét
tartalmazé mutans TRESK hurokrégiot foszforilalta (16./B abra), igazolva ezzel, hogy a
S274/276/279 cluster a MARK?2 kinaz kozvetlen célpontja. Ezzel szemben a csak S264-
et tartalmazd mutans TRESK-hurkot a MARK2 egyaltalin nem foszforilalta a
reakcioban (16./C abra).

Tehat a MARK2 kinaz és a protein kindaz A specifitaisa a TRESK-hurok

276 clustert

szabalyozasban résztvevd szerinjei irdnt komplementer: a MARK?2 a Ser
foszforilalja, de a 264-es szerint nem, mig a PKA szubsztratja a S264, viszont a PKA
nem foszforilalja a Ser?’® clustert [85].

Tovabb folytattuk a TRESK Ser’’® cluster foszforilaciojanak vizsgalatat, mivel korabbi
mérések alapjan ismert, hogy e Ser csoporton belill a 276-o0s szerinnek a pontmutacioi
valtoztatjadk meg leginkabb a TRESK 4ram kalciumfiiggd szabalyozasat Xenopus
rendszerben: az mMTRESK-S276A ¢és az mTRESK-S276C konstitutivan aktiv csatornak
[68]. A MARK?2 foszforilalta a kizarolag 276-os szerint tartalmazé TRESKhurok-Hisg
konstrukciot (16./D abra), bar kisebb mértékben, mint a 276-0s mellett a 274-es szerint
is tartalmazo szubsztrat fehérjét. Ez a gyengébb foku foszforilacio is utal a 276-0s szerin
szerepére, mint a kinaz egyik szubsztratjara. In vitro a MARK2 kinaz hatasara a S274 és
a S276 egyiitt hatékonyan foszforilalodik, fiiggetleniil e két szerin foszforilacidjanak
aranyatol. A MARK2 nem foszforilalta azt a mutans TRESK-hurkot, mely csak a Ser
cluster 279-es szerinjét tartalmazta (a reakciot nem mutatom). Az in vitro foszforilacios
reakcido eredményeit Gsszevetve a Xenopus petesejteken mért egyértelmii funkcionalis
adatokkal feltételezziik, hogy €16 sejtben is a S274 és a S276 foszforilacid felelds
kozvetleniil a MARK kinazok TRESK éramra kifejtett hatasaért.
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6.2.6 Az AMPK-rokon kinaz csalad tagjainak hatiasa a TRESK csatornara

Mivel az AMP-aktivalt protein kinazzal rokon kinazok (AMPKIrK) csaladjaba
tartoz6 MARK?2 kindz hatékonyan foszforilalja in vitro a TRESK csatornat, €s Xenopus
rendszerben gatolja a TRESK é4ramot, ezért a tobbi AMPKrK kozé tartozo alcsalad egy-
egy reprezentativ képvisel6jét egéragybol megklonoztuk. Ezek a kovetkezdk voltak
(17./A abra): az AMPKal, a BRSK1 (mas néven synapses of amphids defective, SAD1,
SAD-B), a NUAK1, a MELK kinazok, a SIK1 kindz domént magaban foglalo, 1-343.
aminosavat tartalmazo konstrukcioja, valamint a MARK alcsoport mind a négy tagja
(MARK1-4). Az egyes kinazokat vad tipusi egér TRESK csatornaval Xenopus
petesejtekben koexpresszalva megvizsgaltuk, hogyan hatnak a TRESK &aram
ionomycin-stimulaciot kovetd visszaallasara.

A szorosabb rokonsidgot mutaté MARKI1, MARK2 ¢s MARK3 kindzok
mindegyike fokozta a visszaallas sebességét, tehat gatoltak a TRESK-aramot (17./B és
C abra). A MARK4, az AMPKal, a NUAKI1, a MELK és a SIK1 (1-343. aminosav)
kindzok nem fejtettek ki figyelemre méltod hatast a TRESK aram visszadllasara (17./B és

C ébra).
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17. abra: Az AMPK rokon kinazok hatasa a TRESK csatornara.

(A) Az egér AMPK rokon kindzok és filogenetikai fajuk (Clustal W2 és TreeView szoftverek
segitségével). Az altalunk megklénozott és a TRESK-en kiprobalt kinazok szinessel vannak jeldlve
ellentétben a nem vizsgaltakkal (sziirkék). A TRESK-et hatékonyan gatlé MARK kinazok (MARKI,
MARK2, MARK3) narancssarga ellipszisben lathatok. (B) Az A panel szinkddjaival jelolt egyes
AMPK-rokon kindzok koexpresszidja esetén az aktivalt TRESK aram visszaélldsa az ionomycin-
stimulaciot (0,5 puM, gorbék felett jeldlve) kovetéen Xenopus petékben. A MARKI1, MARK2,
MARK3 csoportok gorbéit ismét narancssarga ellipszis mutatja. (C) A B panelen bemutatott
mérések végén a stimulalds kezdetétdl szamolt 10. perc végén kapott atlagos visszaallas (%) az
egyes csoportokban. Az oszlopokba irt szamok az elemszdmoknak felelnek meg. A SIK1
konstrukcio (SIK1#) csak az 1-343. aminosavat tartalmazta, ami magéaban foglalja a kindz domént.
Az atlagos visszaallas a MARK1, MARK2, MARK3 csoportokban szignifikansan kiilonbozott a
kontroll csoportban mérttél (egyszempontos (one-way) ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt,
*p<0,01, **p<0,001). (D) TRESK aram ¢és ionomycin-stimulaci6 a BRSKI1 és TRESK
koexpresszidja (BRSK1, rozsdavords gorbe, n=16), vagy csak a TRESK (Kontroll, fekete gorbe,
n=15) expresszioja esetén. (E) Reprezentativ fénykép egy kontroll, csak a TRESK csatornat
expresszald Xenopus petesejtrél, mely nem kiilonbozik a nem injektalt sejtektdl, és (F) a TRESK
mellett a MARK?2 kindazt is expresszalo petesejtrél. ([I]. anyagabol modositva.)
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A BRSKI teljesen meggatolta az aram aktivalodast, igy a visszaallasra Kifejtett
hatasat ezen kisérletben nem tudtuk megitélni (17./D abra). Ha a BRSK1 expressziot a
petébe injektalt cRNS-ének csokkentésével mérsékeltiik, sikeriilt kivaltani kisfoka
TRESK aktivaciot, de a kindz hatasa az aktivalt aram visszaallasara nem volt kifejezett,
magasabb cRNS mennyiség esetén enyhén gyorsitotta (nem mutatom). Emiatt a BRSK1
hatasanak megitélése bizonytalan. Valoszinlileg a BRSK1 a MARK kinazokhoz
hasonléan gatolja a TRESK csatornat, azonban vélhetden a BRSK1 tobb ponton is
befolyasolja a TRESK szabalyozasi mechanizmusat, talan az aktivaciéval is interferal.

Erdekes megfigyelésre tettiink szert, amikor a TRESK csatornat a MARK
kinazok valamelyikével vagy a BRSK1 kinazzal koexpresszaltuk: a petékben eddig nem
kozolt, szembedtld morfologiai elvaltozast talaltunk. A sotét animalis polus pigmentalt
feliilete csokkent, mig a vilagos szinii vegetativ féltekén sotét pottydk jelentek meg,
tobbé-kevésbé hexagonalis elrendezddésben (17. abra, E és F). Az irodalomban nem
talaltunk ilyen morfologidra utalo leirést, ezért lehetséges, hogy els6ként azonositottuk.

A jelenség mogotti cellularis és molekuldris mechanizmusok feltarasanak
lehetdségeink szabtak hatart, mindenesetre izgalmas kérdés, hogy a kindz TRESK
aramra kifejtett gatlasa, vagy egyéb, TRESK-tdl fliggetlen kindzhatas felelds ezért a
viszonylag lassan kifejl6d6, strukturalis atrendez6désért.

Mindenesetre a fentebb ismertetett aktiv MARK2 fehérje mikroinjektalasa soran nem
alakult ki a jellegzetes morfologiai eltérés (a rendelkezésre all6 rovid idén beliil),
azonban a TRESK-et gatld hatas nyilvanvaldan jelentkezett (14. abra). Tovabba olyan
kis mennyiségli MARK?2 cRNS mikroinjektéaldsa is gyorsitotta a TRESK aktivacio utani
visszaallasat (az adatokat nem mutatom), amely még nem okozott pottyosodést. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az igen komplex, szemmel lathatd szerkezeti
atrendez6dés nem sziikséges a MARK kinazok 4ltal létrehozott TRESK gatlas

kifejlédéséhez.
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6.3 A ruténiumvoros hatasa a K,p csatornak miikodésére

6.3.1 A Kyp csatornak ruténiumvoros érzékenységének atfogo vizsgalata

Munkacsoportunknak koszonhetden ismert, hogy bizonyos Kop csatorndk igen
jol gatolhatok az extracellularisan alkalmazott polikationos ruténiumvordssel (RR), mig
mas, sokszor az érzékeny csatornaval igen nagyfokd aminosav-homoldgiat mutatd
csatornak viszont nem vagy elhanyagolhatdé mértékben reagalnak a festékre (Id. a
bevezetésben: 3.2.3., és 3.6.). Az egyes Kz csatornakat Xenopus petesejtekben
kifejezve két-elektrodos voltage clamp technikaval -100 mV-on, 80 mM [K']-ja EC
oldatban mértiik meg a 10 uM-0s RR hattér K* dramokra kifejtett hatsat.

Korabbi eredményeinknek megfeleléen [52] sem a human, sem az egér TREK-1
(K2p2.1) aram nem valtozott jelentésen egyik RR preparatum alkalmazasakor sem (10
uM; 1996-o0s és 2013-as Sigma RR; 18./A abra: reprezentativ gorbe). Az Gijabb, 2013-as
RR preparatum (RRzg33) minddssze 5+1,9%-kal csokkentette a human TREK-1 (n=5),
és 7,1+£2,4%-kal az egér TREK-1 (n=6) aramat (18./D abra).

Meglep6 mdédon azonban a human és egér TREK-2 (Kzp10.1) aram rendkiviil
érzékenyen és gyorsan reagalt a festékre (18./B 4bra), annak ellenére, hogy a TREK-1
¢s TREK-2 aminosav-szekvencidja csak igen kismértékben tér el. Az RRj13 a human
TREK-2 aramat 75,1+4,2%-kal (n=4), az egér TREK-2 aramat 90,7+1,6%-kal (n=6)
csokkentette (10 puM; 18./D é&bra), ¢és hasonlo értékeket kaptunk a régebbi RR
preparatummal (1996-0s Sigma: RR1ggs) is mindkét fajbol szarmazo csatorna esetén. (A
tovabbiakban tobbnyire az RR jeldlést haszndlom a 2013-as prepardtumra, mert a
régebbi, kevésbé tiszta 1996-os készitményt csak néhany esetben hasznaltuk, I1d.
késobb.)

A TREK alcsalad harmadik tagjat, a TRAAK (Kzp4.1) dramat szintén gatolta az
RR 32,3£2,7%-0s (N=5; human, 18./D abra), ill. 56,0 £0,7%-0s (n=8; egér, 18./C abra:
reprezentativ gérbe) mértékben, de ez joval mérsékeltebb gatlas, mint amit a TREK-2
esetén tapasztaltunk (18./D abra), tovabba elmarad a korabban altalunk kozolt egér
TRAAK értékekhez képest is [52]. A latszolagos ellentmondas miatt tovabbi

vizsgalatok valtak szlikségessé a ruténiumvords TRAAK csatornara kifejtett gatlasanak
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18. abra: A ruténiumvoros a TREK-2, a TRAAK és a TASK-3 Ky csatornakat gatolja
Két-elektrodos voltage clamp mérések -100 mV-on, egér és human Kyp csatornakat expresszalo
Xenopus petesejteken. Az Osszes petesejten tortént mérést szobahOmérsékleten (21 °C)
végeztiik. A [K'] az EC oldatban a gorbék felett feltiintetettnek megfeleléen valtozott. (A)-(C)
Reprezentativ mérések dramgorbéi. (A) Az egér TREK-1 csatornat expresszald petesejten a
TREK-1 4ram 4tmeneti és nem teljes csdkkenése (,,rundown”) utdn adtunk a 80 mM [K*]-ji EC
oldathoz 10 uM RR-t el8szor a 2013-as, majd rovid ,,mosas” (80 mM [K']) utan az 1996-0s
preparatumbél (a gdrbe felett szines vonalakkal jelezve). (B)-(C) A 80 mM [K']-ju EC oldathoz
adott 10 pM RR,g;3 (a gorbe felett szines vonallal jelezve) hatasa (B) az egér TREK-2, (C) az
egér TRAAK aramra. (D) Kiilonb6z6 Ky csatornak normalizalt aramatlaga 10 pM RRyp13
kezelést kovetden. Az RR kezelés végén mért aramot a kezelés eldtti alaparamra normalizaltuk.
Az elemszamokat az oszlopokban tiintettem fel. (A I1. sajat kozlemény anyagabdl modositva.)

jelenleg és korabban meghatarozott eltéréd mértékét illetden.

A TASK-3 a korabbiaknak megfeleléen [229] rendkiviil érzékenyen és
nagyfokban gatlodott a festék hatasara, mig az egér TALK-1, TASK-1, TASK-2, THIK-
1 és TRESK gyakorlatilag rezisztens volt (kevesebb mint 10%-kal csokkentette az RR

az aramukat; 18./D abra).
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6.3.2 A TREK-1 és TREK-2 csatornak eltéré ruténiumvoros-érzékenységének
Mmagyarazata

Mivel a TREK-2 RR-érzékenységét mi irtuk le el6szor, igy szerettiik volna
részletesebben megismerni a gatlas kvantitativ jellemzéit, illetve mechanizmusat. Ezért
festékre és az egér TREK-2 aramra jellemzd dozis-hatas Osszefliggést, és az igy nyert
adatokra modositott Hill-egyenlet (Id. Modszerek, Statisztikai analizis alfejezet)
segitségével dozis-hatas gorbét illesztettiink (19. dbra). Kisérleteink sordn az egér
TREK-2 ¢ splice variansat [233] hasznaltuk, de az egyes splice variansok szekvenciai az
extracellularis régiokban konzervaltak. Az RR fél-maximalis gatld koncentracioja
0,23+0,06 uM az egér TREK-2 aramra vonatkozoan (n=6-9), mig a Hill koefficiens
1,2+0,3, mely alapjan feltételezhetd, hogy egy RR molekula egy egér TREK-2 csatorna
(funkcidképes) dimerével keriil interakcioba.

A gatlas gyors kinetikaja (18./B abra) jo 6sszhangban all azzal az elképzeléssel, hogy a
TREK-2 RR-rel kapcsolatba 1épd régioja extracellularisan helyezkedik el, annak
megfeleléen, hogy eleve nem is szadmithatunk a polikationos nagy festékmolekula

membranokon torténd atjutdsara. Ezért a TREK-2 extracelluléris régidin beliil az RR
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g !
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19. abra: A ruténiumvoros és az egér TREK-2 aram dézis-hatas gorbéje

Két-elektrodos voltage clamp mérések -100 mV-on, egér TREK-2-t expresszald Xenopus
petesejteken, 80 mM [K*]-ju EC oldathoz adva az RRyp3s-at 0,03; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; és 10,0 pM
koncentracioban. Az RR kezelés végén mért aramot a kezelés el6tti alaparamra normalizaltuk.
Az adatpontok 6-9 petesejten mért normalizalt aramok atlagat reprezentaljak. A doézis-hatas
gorbét modositott Hill egyenlet alapjan illesztettiik az ORIGIN 8.0 szoftver segitségével. ([I1].
anyagabdl modositva.)
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interakcid pontos feltérképezéséhez Gsszevetettiik az egér TREK-2 és az RR-rezisztens
egér TREK-1 aminosav-szekvenciait (20./A 4bra). A tObbszordsen pozitiv toltési
ruténiumvordssel torténd interakcioban elsésorban negativ toltésti aminosavak johetnek
szoba (a mar ismert néhany példara is alapozva), valamint a hisztidin deprotonalt
allapotaban, elektronegativ nitrogén atomja miatt. E megfontolasboél kiindulva a TREK-
2 azon negativ toltésti és hisztidin aminosavait, melyekkel megegyezé pozicidoban a
TREK-1-ben nem negativ toltésti, ill. hisztidintél eltérd aminosavak talalhatok, a

A két Kop csatorna jelentdés szekvenciabeli hasonldésaga miatt elég volt
minddssze két pontmutans €s két dupla mutdns TREK-2 csatorna RR-érzékenységét
vizsgalnunk ahhoz, hogy az RR molekularis célpontjat meghatarozzuk (20. abra). A
mutaciokkal tesztelt aminosav-oldallancok mindegyike az elsé extracellularis hurkon
(cap domén) helyezkedett el.

A két pontmutans (mTREK-2-D115Q és mTREK-2-H130Q) és az egyik dupla
mutans (MTREK-2-E108Q-E111T) egér TREK-2 ugyanugy gatlédott RR-re, mint a vad
tipusu csatorna arama. Az mTREK-2-D133A-D135I dupla mutanst azonban nem gétolta
az RR, ezért elballitottuk a dupla mutansnak megfelelé két pontmutans csatornat is,
hogy kiilon-kiilon megvizsgaljuk a két kérdéses aszpartat (D) szerepét. Az elsd aszpartat
mutacidja (MTREK-2-D133A) nem okozott kiilonbséget a gatlas mértékében a vad
tipusu csatornahoz képest, szemben az MTREK-2-D1351 konstrukcioval, mely
rezisztensnek bizonyult ruténiumvordsre (20./C abra). Tehat az egér TREK-2 cap
doménjan talalhatd negativ toltésti aminosav, a 135-6s aszpartat (D135) felel a nagyfoku
RR-érzékenységért, mivel az mTREK-2-D135I1 konstrukcioban az aszpartat semleges
toltésti izoleucinra torténd mutacidja a csatorna festék iranti szenzitivitasanak
elvesztésével jar.

A tovéabbiakban tisztazni kivantuk, hogy a dimerként miik6dd csatorna mindkét
alegységének aszpartatja (D135) szlikséges-e a ruténiumvords altal kifejtett gatlashoz.
Ehhez a TASK-1/TASK-3 kisérletekben is hasznalt un. tandem (konkatemer)
konstrukciokat készitettiink, melynek lényege, hogy a csatorna két alegységét nem két
kiilonallo, hanem egy rovid Osszekotd (néhdny aminosavat tartalmazo) szakaszt is

kozbeiktatva (linker) egyetlen polipeptidlanc alkotja (20./D ébra).
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20. abra: Az elsoé extracellularis hurok aszpartat aminosava hatirozza meg a TREK-2
csatorna ruténiumvoros érzékenységét, illetve az eredetileg RR-rezisztens TREK-1
homol6g aminosavat aszpartatra mutalva a TREK-1 RR-érzékennyé valik.
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(A) Az egér és a human TREK-1 és -2, TRAAK, illetve TASK-1 és -3 Ky csatornak aminosav-
szekvencidja az elsé EC hurokban (az els6 TMS és az els6 P domén kozott). A TREK-2 azon
hisztidinjeit és negativ t6ltésli aminosavait jeloli zold szin, melyek helyén a TREK-1 hisztidintol
eltéré vagy nem negativ toltésii aminosavat tartalmaz (sargaval kiemelve). A TREK-2 135-6s

crer

mindkét csatornaban az RR-érzékenység meghatarozoja (vilagoskék hattéren piros betiikkel).
(B) Reprezentativ gorbék az RR TREK-2 aramara gyakorolt hatasardl vad tipusa (wt), D135,
illetve DI133A mutans csatorna valtozat esetén. (A mérés és abrazolas a 18. abra A-C
paneljeihez hasonloan tortént.) (C) A vad tipusu és kiillonb6zé mutans TREK-2 csatornak (a
kezelés elbtti aramra) normalizalt aramatlagai RRyp3 (10 uM) kezelést kovetéen. A mutansok

s

kiemelt) TREK-1 aminosavakra cseréltiik. A vad tipusi TREK-2 normalizalt aramok atlagahoz
képest csak a D133A-D135I dupla és a D1351 pontmutansok atlagai adtak szignifikans eltérést
(ANOVA, Scheffe-féle post hoc teszt, p <10°). (D) A membrantopoldgiaval is illusztralt
kiillonboz6 tandem (konkatemer: a csatorna két alegységét nem két kiilonallo, hanem egyetlen
hosszi polipeptidlanc formajaban tartalmazoé) TREK-2 konstrukciok RR-érzékenysége. A
D1351 mutaciot vagy az els6 (D1351/wt, kék), vagy a masodik alegységnek megfeleld szakaszon
(wt/D135I, piros) hordozé mutans tandem csatornak kismértékben gatolhatok ugyan RR-rel, de
a vad tipust tandem csatorna (Wt/wt, zold) sokkal kifejezettebben gatlodik (p<0,001), hasonld
mértékben, mint a nem konkatemer vad tipusu TREK-2. (E) RRy3 (10 uM) hatasa a vad tipust
(wt), az A108D-1110D dupla mutans és az 1110D pontmutans TREK-1 aramra. RR kezelés
el6tti aramra normalizalt aramatlagok. Az elemszamokat az oszlopokban tiintettem fel. ([I1].
anyagabdl modositva.)

A kontrollként eldallitott, mutaciot nem tartalmazd, tehat a vad tipusa

csatornanak megfeleld, de tandem egér TREK-2 RR-érzékenysége nem tért el a vad
tipusu MTREK-2 csatornatol (20./D abra; 81,8+3,1%-o0s gatlas, n=6).
Azon tandem konstrukciokat, melyekben csak az egyik TREK-2 alegység tartalmazza a
D135-6t, vagyis a D135I pontmutacié vagy a ,,C-termindlis alegységben” talalhatd
(wt/D135I; 34,7+3,1%-0s gatlas (n=6)) vagy az N-terminalisban (D135I/wt; 48,2+5,9%
(n=6)), a ruténiumvords kevésbé gatolta, de az érzékenység nem sziint meg teljesen,
ahogy az mMTREK-2-D1351 esetén, hanem ez utobbi és a vad tipusi csatorna
szenzitivitasa kozé esett (20./D abra). Tehat az egér TREK-2 mindkét alegységének
135-6s helyzetli aszpartatja sziikséges a ruténiumvords erdteljes hatdsahoz, azonban
kisebb mértékben ugyan, de még akkor is képes gatolni az RR, ha csak az egyik
alegység tartalmazza a D135-6t.

Az RR-re rezisztens TREK-1 csatornaban a fent azonositott 135-0s aszpartatnak
megfeleld pozicidban egy hidrofob izoleucin taldlhatd. Ezt az izoleucint aszparttra
cserélve (mTREK-1-1110D) a mutans csatorna jelentés mértékben gatolhatova valt
ruténiumvordssel (20./E abra; 10 uM RR-re 79,5+1,7%-0s gatlas, n=6). Tehat az
eredetileg nem érzékeny TREK-1 csatorna egyetlen, megfelel6 aminosavat negativ

toltésii aszpartatra cserélve RR-szenzitiv mutanst kapunk.
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6.3.3 A ruténiumibolya hatékonyabb gatlészere a TRAAK csatornanak, mint a

ruténiumvoros

Tisztazni szerettilk volna, hogy mi lehet az oka az egér TRAAK éaram kisebb

fokii RR-érzékenységének (18./C és D abra) a korabban kozolt sajat eredményekhez
képest [52]. Arra gondoltunk, hogy a kiilonbség egyik lehetséges magyarazata a
régebben ¢és jelenleg hasznalt RR prepardtumok eltéré Osszetétele lehet. Ezért
Osszehasonlitottuk a Sigma cégt6l vasarolt 1996-os RR preparatumunk (RRiggs), és a
Ph.D. munkam soran is hasznalt, szintén Sigma eredetii 2013-as preparatum (RRp13)
TRAAK csatornara kifejtett hatasat. Az RRjg995 aZ RR2p13-ndl nagyobb mértékben gatolta
mind az egér, mind a human TRAAK éaramot (21. 4bra).
Emellett az RRiges altal Ilétrehozott gatlas kinetikajaban is eltért az RRypi3-ra
jellemz6tol, ugyanis a potensebb gatlas lassabban alakult ki. Az &bran az is jol latszik,
hogy az egér TRAAK édramot mindkét RR prepardtum hatékonyabban gatolta, mint a
human TRAAK aramot. Az RRjges készitmény gatlasanak mértéke ¢€s kinetikdja
mindkét fajbol szarmazé TRAAK ortologon hasonldan tért el az RRyg13 hatasatol, tehat
az RRig9s fajtol fiiggetleniil a TRAAK é4ramokat erdteljesebben, de lassabb kinetikaval
gatolja, mint az RR13.

Régota ismert, hogy a kiilonbozdé cégek altal kereskedelmi forgalomba hozott
eltérd mindségii RR készitmények gyakran nem teljesen tisztak, altalaban a 200-400 nm
kozotti abszorpcids maximummal jellemezhetd kiilonb6zd ruténium-amin és nitrozil-
ruténium vegyiiletekkel, valamint a 734 és 900 nm-es abszorpcids csticcsal rendelkezd
ruténiumibolyaval (ruthenium violet, RV) szennyezettek [214]. Az altalunk vizsgalt
RRig99s €és RRypms oldatanak abszorpcids spektruma is eltérd volt (22. édbra). A
ruténiumvordsre jellemzé 533 nm-es abszorpciés maximum alapjan az RRiges
preparatum a TRAAK dramra kifejtett nagyobb gatlds ellenére azonos tomegben
kevesebb tiszta ruténiumvordst tartalmazott, mint az RRg13. Mas szdval az RRyg13-as
készitmény nagyobb tisztasagu, vagyis kevesebb szennyezddést tartalmaz, mint a
régebbi RRjg96. EbbOI arra kovetkeztettiink, hogy az RR1ggs eltérd mértékii és kinetikdju
gatlasdnak hatterében a preparatumban megtalalhaté szennyezddések allhatnak, és

ezeket részletesebben vizsgalni kezdtiik.
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21. abra: Kiilonb6zé RR preparatumok hatisa a human (h) és az egér (m) TRAAK
aramokra.

(A) Ot kiilonboz, ndvekvd koncentracidju RRyys (a Sigma cégtdl 2013-ban vasarolt RR) oldat
hatasa a Xenopus petesejteken expresszalt human (kék gorbe) és egér TRAAK aramra (piros
gorbe). A kezelés el6tti aramra normalizalt, atlagolt aramgorbék. (B) Az A panel mérései az
RR,q13 helyett az RRigge-tal, a Sigma cégtél 1996-ban vasarolt RR preparatummal, melyet
szintén 6t kiilonb6z6, ndvekvd koncentracidban alkalmaztunk, de a gatlas lassabb kinetikéja
miatt nem ketté-kettd, hanem harom-harom percig. (C) Az A és B panelek méréseib6l készitett
dozis-hatas 0Osszefliggések az RRjp;3 és RRyges human és egér TRAAK aramra kifejtett
hatasarol. A gorbéket modositott Hill egyenlet alapjan illesztettiik az ORIGIN 8.0 szoftver
segitségével. Minden atlagaram gorbe, ill. adatpont legaldbb hat kiilonb6zd petesejten tortént
mérés eredménye. ([11]. anyagabdol modositva.)

Az RR1g9s abszorpcids spektruman egy kis cstcs lathaté 734 nm koriil, mely az RRyp13
esetén nincs jelen (22./A abra). A 734 nm-es csucs a gyakoribb kontaminal6 vegyiiletek
koziil a ruténiumibolyara ([RusN2(NHs3)g(OH)(OH,)s]Cls) jellemzé [214], ezért

szerettiik volna megvizsgalni a ruténiumibolya TRAAK csatornara kifejtett hatasat.
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22. abra: A ruténiumibolya (RV) potensebb gatloszere a TRAAK dramnak, mint a
ruténiumvoros

(A) Azonos tomegli RRypiz-at, RRygge-at és az altalunk izolalt RV-t tartalmazo oldatok
abszorpcios spektruma, a 240-800 nm hullamhossztartomanyban. (B) Az egér TRAAK aram és
az RRygy3, ill. az altalunk tisztitott RV dodzis-hatas gorbéi. (C) A ruténiumibolya (RV; 1 pM)
hatasa a kiilonb6z6 Kop csatornak aramara. A D135] felirat az egér TREK-2-D1351 mutansra
vonatkozik. Az RV kezelés el6tti aramra normalizalt aramatlagok. ([11]. anyagabol modositva.)
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Tiszta ruténiumibolya a kereskedelmi forgalomban nem (volt) elérhetd, ezért az RR1gg6
preparatumbdl karboximetil-celluloz kationcseréld gyantdn torténd kromatografiaval
megtisztitottuk. A tisztitott ruténiumibolya (RV) spektruma a 22./A abran lathato.

Az RV jobban gatolta a TRAAK aramot, mint az RR, ami az ICs, értékek
alapjan nyilvanvald: 1C5,=0,11+0,01 uM az RV, és 1Cs50=1,7+£0,1 uM az RR esetén
(22./B abra). A dozis-hatas gorbék Hill koefficiense az RR esetén 1,1+0,1-nek, mig az
RV esetén 2,0+0,3-nak adodott, ami alapjan a két ruténium-vegyiilet -eltérd
hatasmechanizmusa feltételezhetd. A TRAAK dimer csatorna valdsziniileg két
ruténiumibolya molekulaval képes kolcsonhatasba 1épni.

Arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy a kétféle RR preparatum TRAAK aramra
kifejtett eltéré hatasanak hatterében csak az RRjggs (mMagasabb) RV-tartalma all-e, a
kovetkezd kisérletet végeztiik. Megprobaltuk mintegy Osszeallitani az RRiggs-0t az
RR2013 €és az altalunk tisztitott RV keverékébdl ugy, hogy a keverék 533 és 734 nm-en
mérhetd, az RR és az RV tartalommal korreldlé abszorpciés maximuma megegyezzen
az RRiggs ugyanezen paramétereivel (23./A abra). Ezt kovetéen Osszehasonlitottuk a
keverék TRAAK csatornara kifejtett gatldé hatdsdt az RRjges €s RRopis
preparatumokéval. E rekonstiticios kisérlet alapjan ugy tlinik, hogy az RV csak részben
felelés az RRjgos €s RRopiz eltérd hatasaért (23./B abra), és az RRiggs még egyéb
TRAAK-gatld Osszetevovel is rendelkezik a ruténiumvordson és -ibolyan kiviil. Az
azonban kétségtelen az eredményeink alapjan, hogy a ruténiumibolya hatékonyabb
inhibitora a TRAAK 4ramnak, mint az RR, és hozz4jarulhat ennek a csatorndnak a
gétlasahoz a kiilonb6z6 ruténiumvords készitmények szennyezdanyagaként.

Megvizsgaltuk az RV hatasat a rendelkezésiinkre all6 valamennyi Kop csatornara
(22./C ébra) is, mely tendenciajaban hasonld képet mutatott az RR gatlasi profiljahoz
(18./D abra). Az egér TREK-2 D1351 mutansa RV-re is rezisztens, tehat a TREK-2
esetén nemcsak a ruténiumvords, hanem valdsziniileg a ruténiumibolya is ezen az

aszpartaton fejti ki gatlo hatasat.
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23. abra: A kétféle ruténiumvoros preparatum eltéré hatisa a TRAAK csatorniara nem
csupan az eltéré ruténiumibolya-tartalomnak koszonhet6

(A) Osszedllitottunk egy RRjg9s-nak megfeleld keveréket az RRyo3 és az altalunk tisztitott RV
preparatumokbol gy, hogy a keverék (RRy3tRV) 533 és 734 nm-en mérhetd abszorpcios
maximuma megegyezzen az RRig95 ugyanezen paramétereivel. (B) Az A panelen szereplé RR,
ill. RR és RV keverékébdl osszeallitott készitmények hatasa az egér TRAAK aramra. A kezelés
el6tti aramra normalizalt aramatlagok lathatok az abran. Az RRy03+RV keverék erdsebben
gatolt, mint a tiszta RR g3, azonban gatld hatasa elmaradt az RR g6 hatasatol. Az adott kisérleti
koriilmények kozott a két RR preparatum hatasa kozotti kiilonbségnek az RV koriilbeliil a
harmadaért volt felelds. Az elemszamokat az oszlopokban tiintettem fel. ([I1]. kiegészitd
anyagabol modositva.)
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6.3.4 Ruténiumvorosre érzékeny hattér K™ aram a hatsé gyoki ganglion
idegsejtekben

Ragcsalok hats6 gyoki ganglion (dorsal root ganglion; DRG) idegsejtjeiben a
hattér K* aramokat tilnyomoérészt a TREK-2 és a TRESK, kisebb aranyban a TREK-1
¢s a TRAAK csatornak biztositjak [78;81;120]. Feln6tt egér DRG neuronjain 37 °C-on,
teljes-sejt patch clamp modszerrel vizsgaltuk az RR-érzékeny és homérsékletfiiggd
TREK-2 aramot [32;234].

A DRG neuronok hattér K* aramanak vizsgalatakor is a Xenopus petesejtekben
végzett mérésekhez hasonldan fesziiltségzar modban, -100 mV-on, a K" ionokat nagy
(adott esetben 30 mM) koncentraciéban tartalmazé EC oldatban vizsgaltuk a
polikationos RR (10 uM) hatasat. A 24. abra A-C paneljein egy reprezentativ DRG
neuron adatai lathatok, melynek -100 mV-on mérhetd hattér K* aramat 71%-kal
csOkkentette a ruténiumvords. Az A panelen abrazolt dram—fesziiltség gérbén a pozitiv
(depolarizalt 4llapotnak megfeleld) membranpotencidlokon a fesziiltségfiiggd K
aramok teszik ki az aram nagy részét.

Feltehetdleg ezért gatolt aranyaban joval kisebb mértékben a ruténiumvords
ebben a fesziiltségtartomanyban, mint -100 mV-on magas [K']-ban. A -100 mV-on
megmutatkozd nagyfoku RR-érzékenység a TREK-2 jelenlétére utal.

Természetesen a szintén RR-érzékeny TRAAK ¢és a TASK-3 lehetséges szerepe
is felmeriil, azonban irodalmi adatok szerint ezek a csatorndk joval kisebb mértékben
jarulnak hozza a DRG neuronok hattér K* aramahoz, vagy legaldbbis azoknak egy sziik
nagyfoku gatlasa is a TRAAK dont6d szerepe ellen szol, hiszen a TRAAK RR-
szenzitivitdsa nem olyan kifejezett, mint a TREK-2 dramé (18./D é4bra).

Az RR kezelés el6tti aram—fesziiltség gorbébdl kivonva a kezelés utan kapott
gorbét az eredményil adodo kiilonbség aram—fesziiltség gorbe megfelel a
ruténiumvoros-érzékeny aramkomponens -V osszefliggésének (24./B abra). A gorbérdl
leolvashato megfordulasi potencial (Eey ® 40 mV) jol kozeliti a K* ionok adott
paraméterek mellett (30 MM [K'Jec, 135 mM [K']ic, 37 °C) szamitott egyensulyi

pontecialértékét.

95



2 mM K* Aram B 0,5
30 mM K* (nA)

O”MzmM K*

—~ 5 vt RRo0 13 RR
S 4] |10 smewnip it Somii "
g 37 [ soms Fesziiltség (mV) i
& f‘. -100-80-60-40,f | 20 40 60
0- --0,1
- T T T T ——] __0,2
-100-80-60-40-20 0 20 40 60
Membranpotencial (mV)
C 00 30 mM D DRG neuronok
’ K ]
RR2o13 (10 pM) 9 80 °
<011 g ©
LK S 4
g =
< -0,21 % 20-
a4
0,3 x ' ' '
o 1 2 3 4 5 A 2 ?
Id6 (perc) Aram (nA)

24. 4bra: Egér DRG neuronok ruténiumvoros-érzékeny hattér K™ aram komponense

(A) Reprezentativ dram—fesziiltség (I-V) gorbék egy jelentdsen RR-érzékeny, kis hattér K
aram komponenssel rendelkezé egér DRG neuronbdl. A teljes-sejt patch clamp fesziiltségzar
(voltage-clamp) méréseket 2 és 30 mM [K']-jit EC oldatokban végeztiik, a 10 uM RR-t a 30
mM [K*]-jt oldathoz adtuk. A fesziiltségprotokoll elemeiként a -80 mV-os tartofesziiltség utan
egy 200 ms hosszi -100 mV-os fesziiltséglépés, majd egy 600 ms-os lassu egyenletes
depolarizacié kovetkezett +60 mV-ra (voltage ramp). Az abrabetéten a -100 mV-os
fesziltséglépés végén mért aramgorbék lathatok kinagyitva. (B) Az RR altal gatolt
aramkomponens dram—fesziiltség (I-V) gorbéje az A panelen abrazolt mérések alapjan. Az RR
jelenlétében mért aram—fesziiltség gorbét (piispoklila) kivontuk a 30 mM [K']-jii oldatban mért
gorbébdl (kék). (C) Az A panelen is bemutatott DRG neuron -100 mV-on mért aram értékei az
idé fliggvényében. A mérés folyaman az EC [K'] valtoztatdsanak és az RR adisanak
idétartamat a gorbe folotti jelolés mutatja. (D) Hasz DRG idegsejt hattér K™ draménak nagysaga
(nA-ben, az alacsony [K*]-ju oldatban mért dramra korrigalva), és ezen dramok ruténiumvords
érzékenységének (a gatlas %-ban kifejezve) Osszefiiggése. A kék adatpontokra a STATISTICA
programcsomag segitségével elvégzett Pearson-féle produkt-momentum korrelacié analizis
soran regresszios egyenest illesztettiink (folytonos piros vonal). A 95%-0s konfidencia
intervallumot halvanyabb vonalak jelolik. ([I1]. anyagabol modositva.)
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Ugyanezen az abrarészen lathatd, hogy a 60 és 40 mV kozo6tti membranpotencial
tartomanyban jelentkezik egy kisebb RR-érzékeny fesziiltségfiiggd aramkomponens is,
melynek ionszelektivitdsdt nem vizsgaltuk tovabb, de megfelelhet a RR irodalombol
ismert fesziiltségfiiggh Ca®" csatorna gatld hatdsanak. Az RR-érzékeny komponens -V
gorbéjének 30 mV feletti membranpotencial tartomanyban felvett telitési jellegéért
valoszinlleg a pozitiv toltésii RR molekula gatlé hatésara jellemzd fesziiltségfiiggés
felel6s. Az erés depolarizacié és az annak megfelelden megnovekedd K'-ra vonatkozé
kifel¢ irdnyuld hajtéerd miatt az RR nagyobb valdszintiséggel disszocial a kdtéhelyérol.

Osszesen 20, eltéré nagysagu (16-45 pm atmér6ji) DRG neuron K 4ramat
vizsgaltuk meg ruténiumvords-érzékenység szempontjabol. Az RR kezelés elotti
aramamplitadok (a 30 és 2 mM [K']-ju EC oldatban mért befelé iranyulé aramok
kiilonbsége -100 mV-on) széles tartomanyban valtoztak a kiilonb6z6 DRG neuronokon
a sejtpopulacid ismert heterogenitasdnak megfeleléen: 120 és 2540 pA kozotti értékeket
kaptunk. Az RR hatasa szintén nagy variabilitast mutatott a gyakorlatilag hatastalan és
az akar 75%-os aramcsokkenés kozott (24./D abra). Szamos idegsejten viszonylag Kis
K* dramot mértiink (<0,5 nA, 30 mM [K'] EC oldatban, -100 mV-on), és ezt az RR
jelentdsen gatolta (60-70%, 24./D abra). Ezt a nagyaranyu RR-érzékeny Osszetevot
minden bizonnyal dontéen a TREK-2 arama adja a single channel mérések alapjan [78],
habar kisebb és sejtenként eltéré6 mértékben a TRAAK ¢és a TASK-3 aramok is
hozzajarulhatnak.

Mas neuronokon nagyobb K* aramot (>0,5 nA) detektaltunk, ezeket azonban
joval kevésbé gatolta az RR (<20%). A Pearson-féle produkt-momentum korrelacio
analizis soran gyenge negativ korrelaciét talaltunk a K' 4dramamplitidé és a
ruténiumvords-érzékenység kozott (r=-0,6; p<0,005). Ez arra utal, hogy a nagyobb K*
arammal rendelkez6 DRG neuronok kisebb ardnyban fejeznek ki ruténiumvordsre
érzékeny hattér K* aram osszetevdt, feltehetdleg TREK-2 dramot, mint a kis hattér K*

aramu sejtek, amelyeknek arama legtobbszor kifejezetten ruténiumvords-érzékeny.
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7. Megbeszélés

7.1 Altalanos megfontolasok

Ertekezésemben a hatso gyoki ganglion idegsejtek hattér K™ aramahoz
legnagyobb mértékben hozzajaruld6 TRESK és TREK-2 csatorndk farmakoldgiai
tulajdonsagait és szabdlyozasi mechanizmusait vizsgiltam. A hattér K* 4aramok
altalanos jelentdsége a nyugalmi membranpotencial kialakitdsdban €s az ingerlékenység
szabalyozasaban elfogadott, azonban a Kyp csatorndk szerepét a hatso gyoki ganglion
(DRG) idegsejtjeiben aranydban keveset vizsgaltdk (pl. a fesziiltségfiiggd K*
csatorndkhoz, vagy még inkabb a TRP csatorndkhoz képest). Hozzajarul ehhez, hogy a
hattér K™ dramok molekularis megfeleldit, a Kop csatorndkat csak aranylag késoén, 1996
utan ismertiik meg [11]. Az is hatréltathatta a pszeudounipolaris neuronban a hattér K*
csatorndk jelentdségének felismerését, hogy a leggyakrabban hasznélt elektrofiziologia
megkozelités, az aramok teljes-sejt patch clamp mérése soran , fiziologias (alacsony)
extracellularis [K']-ban, depolarizalt tartomanyban a hattér K dramok amplitudoja
eltorpiil a fesziiltségfiiggd K aramokéhoz képest (lasd pl. a kék és piispoklila gorbék
hozzavetdleges egyiittfutasat +20 és +60 mV kozott a 24. abra A paneljén). Hasonloan
kicsiny a hattér K dram amplitadé az akcids potencialt kialakito fesziiltségfiiggd Na®
aram maximalis nagysagahoz hasonlitva, ha az izolalt DRG neuron sejttesten a Na’
csatorna kiiszobe feletti értékre depolarizald fesziiltséglépést alkalmazunk (nem
mutatott sajat adat).

Fontos azonban szem elétt tartani, hogy a robosztus fesziiltségfiiggd Na* és K*
aramok csak depolarizaciora aktivalodnak, és igy a nyugalmi membranpotencial
kialakitasaban nem, vagy kis mértékben jatszanak szerepet. Az ingerlékenységet, vagyis
hogy az aktualis membranpotencidl mekkora nagysdgu depolarizdld 4arammal
mozdithatd a fesziiltségfiiggd Na® csatorna kiiszobéig elsésorban a nyugalmi
membranpotencidl kornyékén is nyitva tartd csatornak hatarozzak meg, még akkor is, ha
ezek aramamplitiddja joval kisebb, mint a fesziiltségfiiggd csatornaké. A Kop csatorndk
a membranpotencidl nyugalmi értéke koriili negativ fesziiltségtartomanyban (is)
aktivak, és emiatt képesek az ingerlékenységet meghatarozni. A Kyp csatorndk dramat a

fesziiltségfiiggé K csatornak aramatol elkiilonitve nyilvanvaléan ez utobbiak nyitasi
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kiiszobértéke alatt, erésen negativ membranpotencidlon mérhetjiik. Fizioldgias extra- és
intracellularis K* ionmegoszlas esetén azonban ez a fesziiltségtartomany til kozel esik a
K" egyensulyi potencialjahoz, vagyis csak rendkiviil kis aramok jelentkeznek. Emiatt
végeztiik méréseinket rutinszertien magas (30 vagy 80 mM) extracellularis [K*]-ban
negativ, -100 mV fesziiltségértéken.

A hatsé gyoki ganglion idegsejt tobbféle Kop csatornat is kifejez [1;78;128;212].
Ezek kiilonb6z6 sejt- vagy intracellularis membran-doménokban helyezkedhetnek el, de
lényeges lehet ez a sokféleség ugyanolyan lokalizacidoban is, mivel a kiilonb6zo
csatornak mas jelatviteli utakat, illetve fizikokémiai tényezoket kapcsolnak hattér K*
aramuk révén a membranpotencial €és az ingerlékenység szabalyozasdhoz. Alig tudunk
valamit arrél, hogy a DRG neuronokban pontosan melyik jelpalya melyik Kop csatornat
szabalyozza, és ezen keresztiil milyen funkcidban vesz részt. Akadalyozza ennek a
kérdésnek a vizsgalatat, hogy a kiilonb6z6 Kop csatorndk drama nem vagy csak nehezen
kiilonithet6 el teljes-sejt patch clamp mérésekben. A Kop csatornak dolgozatban leirt
eltérdé ruténiumvords érzékenysége, kiillonos tekintettel a nagy szekvenciahasonlosagot
mutatd TREK-1 és TREK-2 aramara, bizonyos esetekben segitséget nyujthat az egyes
hattér K' 4ramok szétvalasztasdban. A TREK-1 és TREK-2 rendkiviil eltéré
ruténiumvords €érzékenysége hasonld vizsgalati lehetdségeket rejt magaban, mint a
munkacsoportunk altal régebben leirt TASK-1 és TASK-3 kozotti jelentés RR-
érzékenységbeli kiilonbségre épiild kisérletek, melyeket azota széles korben hasznalnak
a két kozeli rokon TASK csatorna aramanak elkiilonitésére nativ sejtekben [53-
55;175;235-243].

A Kap csatorndkhoz kapcsolodo egyedi jelpalyak vonatkozasdban szembedtld a
TRESK aram kalciumfiiggd, kalcineurin altali, sokszor dramai mértékii aktivacidja,
mely a Ky csatornak kozott egyedi, igen jellegzetes vonas. Emellett a tobbi Kop
csatorndhoz viszonyitva a TRESK sokkal sziikebb korben expresszalodik, mRNS-e
nagy mennyiségben a hatsd gyoki ganglionokban és egyéb (pl. trigeminalis ganglion)
érzOneuronokban, illetve vegetativ ganglionok idegsejtjeiben talalhatd6 meg [68;76;78-
80]. Ezek a tényezok azt sugalljak, hogy a TRESK csatorna elssorban Szenzoros
neuronokra specifikus, kalciumfiiggd élettani folyamat(ok)ban vesz részt. Habar
jelenleg messze vagyunk a TRESK pontos szerepének tisztazasatol, gy érezziik, hogy e

csatorna lokalizacioja az orvosi jelentéséggel bird (pl. fajdalomérzés kialakitasaért is
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felelés) DRG neuronokban, illetve araménak a kozponti szerepii kalciumjel altali
jelentés aktivalasa indokolja, hogy eréfeszitéseket tegyiink a TRESK csatorna

miikodésének €s szabalyozasanak jobb megértésére.

7.2 A TRESK aktivacidja sejtvonalban

A TRESK 4ram kalciumfliggd, kalcineurin altali tobbszords aktivaciojat
munkacsoportunk mar régen leirta Xenopus heteroldg expresszids rendszerben.
Azonban emlds sejtekben kordbban csupan 1,2-1,8-szoros aramfokozodast sikeriilt
megfigyelni, és a pontos mechanizmust sem vizsgaltak [78;84]. Kezdetben mi is csak
kismértékli aramnovekedést tapasztaltunk, igy feltételeztiik, hogy a TRESK csatornak
mar a mérés kezdetén vagy eldtte is részlegesen aktivalt allapotban lehettek, azaz a
direkt, altalunk alkalmazott stimulus eldtt mar valamilyen hatasra aktivalodtak. Ezért a
tovabbiakban kalciummentes, EGTA-t is tartalmazo6 oldatokat hasznaltunk, de még igy
sem sikeriilt sokkal nagyobb mértékben aktivalni a TRESK aramot. gy terelddott
gyanunk a HEK293 sejtek extracelullaris ATP-re aktivalodo P2Y és P2Y, purinerg G-
fehérje-kapcsolt receptoraira, illetve arra a lehet6ségre, hogy a gigaseal kialakitasa el6tt
valamennyi ATP kiszivaroghatott a pipettabdl, ingerelve ezen purinerg receptorokat,
mely a sejten beliili raktarakbol kalcium-felszabadulast, és igy a TRESK &ram
aktivaciojat okozhatta. A kezdeti kalciummentes koriilményeket ATP- és GTP-mentes
pipettaoldattal kombinalva sikeriilt a HEK293 sejtvonalban expresszalt egér TRESK
csatorna jelentés, koriilbeliil hatszoros aktivaciojat kimutatni (8./C abra). Emellett
koézvetve bizonyitottuk a kalcineurin szabalyozo szerepét, mivel mindkét elterjedten
hasznalt szelektiv kalcineurin inhibitor, az FK506 és a ciklosporin A is mar viszonylag
alacsony koncentracioban (0,5-1 uM) kivédte az aramaktivaciot (8./B és 10. abrak).
Ezzel a Xenopus petesejten mar kimutatott TRESK-kalcineurin kolcsonhatast [86]
eml6s sejtekben expresszalt csatornan is igazoltuk.

Az extracelluléris oldatba juttatott kalcium ionofér ionomycin a fizioldgidshoz
képest tartosabban és nagyobb koncentracid tartomanyban hoz létre intracellularis
[Ca®*] emelkedést. A HEK293 sejteken endogén modon kifejezdd M3-as muszkarinos
acetilkolin receptorokat EC-an adott karbakollal ingerelve az aktivalt Gy fehérje

tobblépéses folyamat sordn idéz eld Ca®*-jelet, mely kezdetben a sejten beliili
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raktarakbol szarmazik. A karbakollal torténd ingerléskor is hasonldé mértékii TRESK
aktivaciot kaptunk, mint az ionomycin alkalmazéasakor (8./D abra). A receptoringerlés
kovetkeztében 1étrejové Ca’*-jel inkabb megfelel az élettani koriilmények kozott is
kialakul6 szignalnak az ionomycinnel kivaltotthoz képest. Tehat teljes-sejt patch clamp
technikaval megfeleld koriilmények kozott emlds sejtvonalban is sikeriilt az
irodalomban korabban leirthoz képest joval nagyobb mértékiit TRESK aramaktivaciot
létrehozni, a fizioldgias viszonyoknak jobban megfeleld receptorstimulacio utjan is.

Az ATP ¢és a Ca’* pipetta- ¢és EC oldatbol torténd kihagyasa a ,,nyugalmi”,
talnyomorészt foszforilalt allapoti csatornak fenntartasahoz sziikséges. Azonban az
ATP-mentes intracellularis oldat a kindz 4altali  foszforildciés  reakciot
megakadalyozhatja, ezért a tovabbi kisérleteket EC ATP-re érzéketlen sejtvonalban
érdemes folytatni, vagy a koriilményesebb, de ATP-érzékeny sejteken is kivitelezhetd
modszerrel, az Gn. réteges pipetta elrendezéssel az ,,ATP-szivargast” kell elkeriilni.

A HEK293 sejtben leirt nagyfoka TRESK aktivaci6 arra utal, hogy a nyugalmi,
gatolt aramért felelds bazalis foszforilacio itt is 1étrejon. Mivel a HEK293 sejt nem
polarizalt, lehetséges, hogy ebben a sejtben MARK-tol eltéré kinaz foszforilalja a
csatornat.

Nativ sejtekben, elsésorban izolalt DRG neuronokon is szeretnénk majd
vizsgalni a TRESK aram szabalyozasi mechanizmusait, el6bb azonban el kell kiiloniteni
az endogén modon kifejezddd hattér K™ aramok koziil a TRESK komponenst. Ehhez
aranylag sziikds farmakolodgiai eszkoztar all jelenleg rendelkezéstinkre: a TREK-2 aram
kivédhetd ruténiumvordssel, és a TRESK &4ramrol munkacsoportunk régebben

kimutatta, hogy a higany (Hg®") ionok gatoljak [99].

7.3 A MARK-TRESK interakcié megbeszélése

Els6ként altalunk k6zolt eredmény, miszerint a TRESK csatorna intracellularis

crer

funkcionalis kapcsolatanak lehetdsége korabban fel sem meriilt, €s nincs elérhetd adat a
szakirodalomban arra vonatkozoéan, hogy a MARK kindz mas ioncsatornat foszforildlna

a TRESK-en kiviil. Mindenesetre eredményeink kétséget kizaréan bizonyitjak, hogy a
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MARK?2 in vitro foszforilalja a TRESK aktivitasanak szabalyozasaért felelGs
legfontosabb szerinjeit, és Xenopus petesejtekben igen kismértékii kifejezése (0,16
ng/sejt cRNS injektalasaval) is erOteljesen gatolja a TRESK daramot. Ezért
feltételezhetd, hogy a polarizalt (pl. ideg-) sejtekben megtalalhato MARK kinazok
képesek foszforilalni a TRESK-et, amennyiben a csatorna az adott sejtben kifejezddik.
A MARK ismert funkciéibol kiindulva felvetddhet annak lehetdsége, hogy a TRESK
mikodése valamilyen modon Osszefiiggésben all a sejtpolaritas [244] vagy a
mikrotubulus rendszer [186] szabalyozasaval, vagy szerepet jatszik a primer szenzoros
kinaz aktivitasat befolyasolo jelenleg is intenziv kutatds targyat képezd szignalizacios
utvonalak [181-182;248] a TRESK aram aktivitasan keresztiil az idegingerlékenységet
szabalyozhatjak.

A MARK-TRESK koélcsonhatas specifikus, hiszen az altalunk Xenopus
rendszerben tesztelt tobb mint hiisz szerin/treonin kindz koziill a MARK az egyetlen,

mely képes foszforilalni és gatolni a csatornat a Ser?’®

clusteren keresztiil. A vizsgalt
kinazok kozott szerepelt a széles szubsztratspecifitassal rendelkezd protein kindz A ¢és
C, illetve a kazein kindz 2, melyekrdl tudott, hogy szdmos ioncsatornat foszforilalnak,
¢s ezaltal szabdlyoznak. Munkacsoportunk megfigyelése, mely szerint Xenopus
petesejtben a 14-3-3 gatolja a keresett kinaz TRESK aramra kifejtett hatasat [85],
nagyban lesziikitette a szoba jovO lehetséges jeloltek korét [249-250]. A keresett kinaz
14-3-3 irénti érzékenysége vezetett a MARK megtalalasahoz. Mivel a MARK kinazok a
sejtpolaritds széles korben elterjedt regulatorai, igy elképzelhetd, hogy a TRESK

276

csatornat expresszald sejtekben is jelen vannak, ¢és képesek a Ser clustert

kimutattak felnétt DRG neuronokban [251]. Mivel a MARK3 a Xenopus rendszerben a
MARK?2-h6z hasonléan giatolja a TRESK csatornat, a két fehérje interakcidjanak
lehetdsége adott DRG neuronban is.

Munkédm folyaman a MARK kinaz TRESK aramra kifejtett hatasat Xenopus
rendszerben vizsgaltuk, azonban fontos lenne ezt emlds sejtvonalra is kiterjeszteni, sot,
akar nativ sejtekre is. Eddig a MARK?2 egyiittes expresszidjanak hatasat a TRESK-re
HEK?293 sejtekben nem tudtuk kimutatni. Ehhez az az irodalmi adatokbdl ismert tény is

hozzajarulhatott, hogy a MARK2 tranziens transzfekcioval kivaltott overexpresszidja
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toxikus a sejtekre. Szemben a Xenopus rendszerrel a kinaz kifejezésének mértéke CHO
(Chinese Hamster Ovary) sejtekben nem vagy nehezen allithatdé be tranziens
transzfekcioval. Mivel a MARK?2 altalanosan destabilizalja a mikrotubularis rendszert,
értheté hogy a sejt a tartdés talexpresszid hatasara elpusztul [186;195]. Emellett a
MARK2 TRESK-re kifejtett hatasanak kimutatasat HEK293 sejtekben az is neheziti,
hogy a TRESK dram aktivacidjahoz sziikséges specialis patch clamp mérési
koriilmények, példaul az ATP-mentes IC oldat nem optimalis a kindz reakcidhoz.
Viszont ennek az oldatnak a haszndlatira sziikség van, mert az dram visszaallasaban
szerepet jatsz6 kindz mikodésének tanulmanyozasdhoz az aramot eldzetesen aktivalni
kell.

A két-elektrodos voltage clamp technika tovabbi elénye a rendszer nagyfoku
stabilitdsa, mely joval kedvezObb feltételeket teremt az 4aram visszadllasanak
vizsgalatahoz, az ehhez sziikséges hosszii mérésekhez, mint a citoplazmat fokozatosan
kihigit6 teljes-sejt patch clamp megkdzelités. Ezért a Xenopus heteroldg expresszios
rendszer elOnyeit kihaszndlva vizsgaltuk meg a TRESK é4ramot szabalyoz6 MARK?2 és
a vele rokon kinadzok hatasat. A MARK2 mellett a MARK1 és a MARK3 kétségkiviil
hasonldan hatott a TRESK aramra, mig a szintén kozeli rokon MARK4 nem gatolta az
aramot, még akkor sem, ha cRNS-ét nagy mennyiségben injektaltuk a petesejtekbe.
Ezzel szemben a MARK4-nél tavolabbi rokon BRSK1 lehetséges, hogy szintén hat a
csatornara. A BRSK és a MARK kinazok miikodésében egyébként tobb hasonlosag is
felfedezhetd. A mikrotubulus-asszocialt fehérjék kozé tartozd szubsztratjaik koziil
szamos megegyezik, mint példaul a tau, MAP2 vagy MAP4, valamint az idegsejtek
polaritasanak kialakitasaban is van atfed6 szerepiik [182;248]. A MARK4 viszont
egyértelmiien rendelkezik olyan tulajdonsdgokkal, melyek elkiilonitik a masik harom
MARK kinaztol. Az egyik ilyen sajatossag, hogy a MARK4 kozvetleniil kapcsolodik a
tubulinhoz, igy a sejt mikrotubulus hal6zatdhoz és a centroszomékhoz lokalizalodik
[252]. Lehetséges, hogy ez a plazmamembrantol eltérd specialis elhelyezkedés felelés a
MARKH4 hatéstalansagaért a TRESK szabalyozas vonatkozasaban.

A MARKA4-t6] kiilonbdz6 MARK kindzok miikddése tobb ponton is szorosan
kapcsolodik a plazmamembranhoz. A MARK2 emlds epitél sejtekben a lateralis
membranrégioban lokalizalodik, az apikalis részen viszont nincs jelen [253]. Itt ugyanis

atipusos PKC foszforilaciot kdvetden a 14-3-3 allvanyfehérjéhez kotédik, és levalik a
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membranrdl, a citoplazmaba keriil [196-197]. Ez a mechanizmus egytttal a neuronok
polaritasanak fenntartasaban is szerepet jatszik [244]. A MARK kinaz-asszocialt 1
(KA1) doménja kotheti a foszfatidilszerint, mely kozvetleniil a lipid kettésréteghez
kapcsolja a kinazt [199]. Tehat a MARK plazmamembranhoz asszocialni képes,
dinamikus in vivo lokalizacidja lehet6vé teszi az ioncsatornakkal valé interakciot is.

278 cluster

Az egér TRESK kalcineurinfiiggd szabalyozasaban a Ser 264 ¢és a Ser
a meghatarozd, egyéb intracelluldris Ser vagy Thr oldallincok muticidja nem
befolyasolja a folyamatot [68;85]. Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy Xenopus
rendszerben a MARK?2 felgyorsitja a TRESK aram visszaalldsat annak kalciumfiiggd
aktivacidjat kovetden, még akkor is, ha a Ser 264 , az egér TRESK 14-3-3 kotohelye
mutalva van. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a MARK?2 hatdsa nem a Ser 264
foszforilacigjaval és az ezt kovetd 14-3-3 fehérje-kotés kialakulasaval valdsul meg,

hanem a Ser®’®

cluster foszforilacigja révén gatolja az dramot. Eredményeink alapjan
azonban nem zdrhato ki, hogy a kinaz egyéb intracelluléris oldallancokat is foszforilal a
TRESK-ben, mindenesetre az kijelenthetd, hogyha 1éteznek is ilyen aminosavak, akkor
ezek csak kevéshé befolyasoljak a csatorna aktivitasat. Tovabba az is lehetséges, hogy a
MARK egy, vagy akar tobb ismeretlen ,,TRESK-szabalyoz6™ fehérjét (is) foszforilal,
kiilondsen annak fényében, hogy az ismert kinaz—ioncsatorna szabalyozasi
mechanizmusok esetén altalanos, hogy az enzim tobbféle szubsztratfehérjén keresztiil
fejti ki a hatasat [254]. A TRESK kinazok altal torténd szabalyozasanak pontosabb
megértéséhez nyilvanvaloan tovabbi kisérletek sziikségesek.

A konstitutivan aktiv MARK?2 felgyorsitotta az aktivalt TRESK 4ram kiindulési
szintre torténd visszatérését, mig a kinase-dead (Kinaz inaktiv) enzim nem hatott (15.
abra). A MARK kinazok TRESK aramra gyakorolt gatlasdhoz az enzimaktivitasra tehat
sziikség van, foszforildcid megy végbe, nem pusztdn fehérje—fehérje kolcsonhatasrol
van sz0. Korabbi megfigyelésiink szerint a citoplazma 14-3-3 tartalma jelentdsen
befolyasolja a TRESK aram visszaallasi kinetikajat [90]. Ugyanakkor arra a
megallapitasra jutottunk, hogy a MARK kinazok nem a funkcionalisan elérheté 14-3-3
adapterfehérje mennyiségének szamottevd csokkentése és az endogén ,,TRESK-
szabalyoz6” kinaz kovetkezményes aktivacidja révén fejtik ki hatasukat. A 14-3-3
fehérje overexpresszidja tudniillik nem kiiszobolte ki a MARK?2 hatast (az eredményt

nem mutatom). A MARK?2 14-3-3 kotését megakadalyozo S400A/T539A dupla mutaciod
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[198] sem befolyasolta a kinaz TRESK-gatlo hatasat. Tehat a MARK2
enzimaktivitasara feltétlentil sziikség van a TRESK szabalyozéashoz és a kinaz a hatasat
elsésorban nem a szabad 14-3-3 adapterfehérje mennyiségének valtoztatasan keresztiil
fejti ki.

Felvetddik az a lehetdség is, hogy a MARK kindzok esetleg a sejt Ca*-
anyagcseréjének befolyasolasan keresztiil gatoljak a TRESK &ramot. Azonban mivel az
aram visszaallasat a kalciumjel kivaltasatol szamolt 5-10 perces idéablakokban mértiik,
igy varhatdan a kalcium koncentraci6 ennyi id6 alatt mar normalizalodik, és nem lehet a
kinetika meghatarozoja. Kizarja ezt a lehetéséget munkacsoportunk egy korabbi nem
kozolt eredménye is. Ebben a kisérletben a visszaallasi periddus elején 50 nl 50 mM-o0s
EGTA-t mikroinjektaltunk a petesejtbe. Az ilyen EGTA-injektalas teljesen kivédi az
injektalast 5 perccel kovetd kalcium-fiiggé TRESK aktivaciot ([68] 4. abra), azonban
nem befolydsolja a mar aktivalt dram visszadllasi kinetik4jat (nem kozolt eredmény).
Tehat a visszaallasi kinetika nem kalciumfiiggd.

Evekig kerestiink és teszteltiink kiilonboz6 szerin/treonin kindzokat, szamos
kinazaktivatorral ¢€s inhibitorral kombindlva, hogy vajon képesek-e Xenopus
petesejtekben a TRESK aramot befolyasolni, mig végiil megtalaltuk a MARK
kindzokat, melyek az é&ram gitlasa mellett in vitro foszforildljdk is a csatorna
S274/276/279-es oldallancait. Természetesen célkitlizéseinken tulmutat az Osszes
lehetséges TRESK-re hatd kindz azonositdsa. Ezen egyéb vélt kindzoktol fliggetlentil
eredményeinkre alapozva azonban allithatjuk, hogy a MARK kindzok a Xenopus
heterolog expresszids rendszerben gatoljdk a TRESK héttér K* aramot. A MARK ezért
a tovabbiakban a TRESK csatorna szabalyozasanak vizsgalatdban kiemelt fontossagu
eszkoz, még akkor is, ha egyes nativ sejtekben nem ez a kinaz felelds a csatorna
gatlasaért. Megallapitasunknak in vivo jelentdségét az adja, hogy az idegrendszerben
expresszalodo TRESK é4ramot is valdsziniileg hasonld modon szabalyozzdak a MARK

kinazok, mint a Xenopus petesejtben kifejezett csatornat.
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7.4 A ruténiumvoros mint Kyp csatorna gatlészer

Habar szamos sejttipusban a nyugalmi membranpotencial fontos meghatarozoi
és szabalyozoi a Kop héattér K* csatorndk [12], igen hasonlé makroszképos aramuk
farmakologiai elkiilonitése még mindig nem teljesen megoldott [94]. Specifikus
inhibitorok hianyaban minden olyan moddszer hasznos lehet, mely egyazon sejten beliil
képes megkiilonboztetni az egyes Kop csatorna tipusok aramat. Ezzel magyarazhat6 az
egyébként kevésbé specifikus ruténiumvords széleskori haszndlata a gyakran egy
helyen el6forduld6 TASK-1 és TASK-3 édramok elkiilonitésében. Munkank folyamén
Ujabb, a ruténiumvords kisérletes farmakologiai célii felhasznéalasat lehetdvé tévo
felfedezést tettiink: a polikationos festék a kozeli rokon, nagyfoku szekvenciabeli
identitast mutatdé TREK-1 és TREK-2 csatornak aramat is képes megkiilonboztetni. A
TREK-2 aramat ugyanis igen hatékonyan és gyorsan gatolja, a TREK-1 aramot viszont
egyaltalin nem befolyédsolja. Az eredmény vératlan és meglepd, hiszen a TREK
csatornak aminosav-szekvencidja nagyon hasonld, és a jelenleg ismert szabalyozasi
folyamataik tobbsége is megegyezik. Egy kozelmultban megjelent kozleményben a
szerzOk eldre feltételezték, hogy a TREK-2 sem érzékeny a ruténiumvoOrdsre, mint
ahogy a TREK-1 sem az [129]. Azonban a ruténiumvérds hattér K aramra kifejtett
hatasa alegységenként mar egy aminosavnyi eltéréskor is megvaltozhat, mint ahogy a
TASK-1 és TASK-3 esetén, ugy a TREK-1 ¢és TREK-2 csatorndknal is. A TREK-2
csatornaban a negativ toltésii, 135-0s aszpartat a ruténiumvords-érzékenység hordozoja,
izoleucin talalhato.

A TWIK-1, TREK-1, TREK-2 és TRAAK [22-25] kristalyszerkezetek alapjan a
csatornak porusanak extracelluldris bejaratat az un. cap (sapka) domén fedi. Ezen halad
keresztiil egy viszonylag rovid, a plazmamembrannal parhuzamos alagutszerii csatorna,
az extracellularis ionut (EIP), mely ily mdédon az extracellularis tér és a porus bejarata
kozott 1étesit kapcsolatot. Az EIP a pérussal egy T betithoz hasonld alakzatot képez,
ahol a T fiigglleges szara az ioncsatorna pérusanak felel meg, a horizontélis szar pedig
az EIP-nek (25. abra). A két alegységbdl felépiild6 TREK-2 D135 oldallancai térben a
porus forgastengelyéhez viszonyitva szimmetrikusan, a szelektivitasi filter felett a cap

doménban helyezkednek el, és az EIP-t feliilrdl és kozéptajon hataroljak.
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25. abra: A human TREK-2 dimer alegységeinek D135 aminosava a szelektivitasi filter
felett az extracellularis iontiitban helyezkedik el. Az dbra a human TREK-2 kristalyszerkezete
(PDB ID: 4BW5) alapjan a MolAxis [255] és a VMD [256] szoftverek felhasznalasaval késziilt.
Az extracellularis ion utat (extracellular ion pathway, EIP) kék gombok toltik ki, alatta a
csatorna fiiggéleges porusiban a négy zoldesbarna gdmb K" ionokat reprezental. A D135 (sarga
ball-and-stick modell szerint abrazolva, az oxigén- (piros) és nitrogénatomok (kék)) az EIP
felso falan, a szelektivitasi filter felett talalhatd. A csatorna két alegységét pirossal és zolddel, a
szalag modell szerint dbrazoltuk. Az abrazolas sikja nem pontosan merdleges az EIP iranyéra,
hanem a fiiggéleges tengely mentén kissé elforditott, hogy a két alegység 135-0s aszpartatjai
kiilon-kiilon is lathatoak legyenek. (Az alegységek NSSN és NSSNNS szekvencidit a
felhasznalt kristalyszerkezeti modell nem oldja fel, de ez nem befolyasolja az EIP
megjelenitését.) ([1]. anyagabdl modositva.)

Kisérleteink alapjan nagyon valoszinii, hogy a D135 negativ toltésii aszpartatok
az RR elsédleges interakcios partnerei. Az RR kotddése az EIP ezen részéhez
elektrosztatikusan és/vagy sztérikusan gitolja a pozitiv toltésti K™ ionok mozgasat,
vagyis a TREK-2 aramat. Szekvenciajukat dsszehasonlitva kidertilt, hogy a szintén RR-
érzékeny TASK-3 70-es, RR-szenzitivitasért felelés glutamatja (E70) és a TREK-2
D135 homoldég pozicidban helyezkednek el az elsd extracellularis hurokrégioban
[229;257], habar a TASK-3 és TREK-2 szekvenciak hasonlosaga ebben a régioban nem
kifejezett (20./A abra). A két RR-érzékeny Kop csatorna kérdéses aminosavainak az

EIP-hez viszonyitott térbeli helyzete a jelenlegi TASK-3 szerkezetmodell, illetve
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TREK-2 kristalyszerkezet alapjan eltéronek tiinik (vesd 0ssze a 25. dbrat Gonzalez és
mtsai. kozleményének 1. abrajaval [257]). Természetesen a homologia modell
megbizhatésdga nem teljes, és a kristalyositasi folyamatnak drasztikus hatasai lehetnek
bemutat6 kézleményekben is lathatjuk [23-24].

A TREK csatornak szabalyozasa igen dsszetett, de a TREK-1 ¢és TREK-2 esetén
a legtobb ponton megegyezik. Mindkét csatorna mechanoszenzitiv, homérséklet-
érzékeny, aktivalédnak inhalacids anesztetikumokra, PUFA-kra vagy a sejten beliili
savanyodasra, mig a PKA, a PKC és az AMP-aktivalt protein kindzok gatldlag hatnak
rajuk [12]. Néhany tulajdonsagukban azonban eltérnek: az extracellularis savanyodas a
TREK-1 aramot gatolja, mig a TREK-2 4ramra serkentdleg hat, melynek hatterében az
els6 extracellularis hurkon taladlhaté konzervalt hisztidin oldallinc és a szintén
extracellularisan, de nem az els0 hurkon talalhato toltéssel rendelkezé aminosavak
allnak [153-154]. A két TREK egyedi csatorna vezet6képessége is eltérd, bar ez a
megkdzelités a mérési technikan feliil tovabbi nehézségeket rejt magaban, mivel a
kiilonb6z6 alternativ transzlacios inicidcios variansok is mdas-mas vezetdképességgel
rendelkeznek [116]. A TREK csatornak kozponti idegrendszerbeli és periférias
expresszidja is kiilonb6zo, tehat valdsziniileg funkcidjukban is vannak eltérések [119].

Eredményeink alapjan a ruténiumvords segitségével a TREK-1 és TREK-2
makroszkopos arama megkiilonboztethetd, igy ez a farmakoldgiai agens hasznos
kiegészitdje lehet a két aram szeparalasat célzo jelenleg elérhet6 eszkoztarnak. A TREK
alcsaldd harmadik tagja, a TREK-1 és TREK-2 csatorndkhoz képest jelentdsebb
kiilonbséggel bir6 TRAAK aram is gatolhato RR-rel, bar nem olyan hatékonyan, mint
ahogy azt korabban kozoltiik [52]. Ugyanis annak ellenére, hogy az 1996-ban vasarolt
RR preparatum kevesebb tiszta RR-t tartalmaz, mint a 2013-ban vasarolt készitmény,
sokkal hatékonyabban gatolta a TRAAK aramot. Vizsgalatainknak koszonhetéen
kideriilt, hogy a ruténiumibolya (RV) is hozzijarult a régi készitmény nagyobb
hatékonysdgahoz. A ruténiumibolya nem ritka szennyezé komponense a kereskedelmi
forgalomban elérhetd, kevésbé tiszta RR készitményeknek. Az RR és RV TRAAK
aramra kifejtett gatlasanak dozis-hatas gorbéjébdl szamitott Hill koefficiensek eltérnek
(22./B abra). Ez nemcsak a TRAAK csatorna és a kétféle ruténium-vegyiilet eltérd

affinitasara utal, hanem kiilonb6z6 hatasmechanizmusra is. Valosziniileg a TRAAK
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csatornan is EC-an elhelyezkedd negativ t6ltésii aminosavakon fejti ki hatasat a két
ruténium-vegyiilet, de ezen oldallancok meghatarozdsa nem tinik konnyen
kivitelezhetének. Tudniillik az egér TRAAK alegységenként tizennégy negativ toltésii
(Asp vagy Glu) és 6t hisztidin aminosavat tartalmaz az EC hurokrégidin, melyek koziil
se a kristalyszerkezeti modell, se az Osszehasonlité szekvenciaanalizis alapjan nem
talaltunk nagyobb valoszinliséggel RR (és/vagy RV) interakcids partnerként szoba jovo
oldallancot. Habar szamos pont- ¢és duplamutins egér TRAAK csatornat
megvizsgaltunk (az eredményeket nem mutatom), de ezek alapjan is nagyszabasu
vizsgalatsorozatra lesz sziikség a TRAAK csatorna RR ¢és RV érzékenységéért felelds
aminosavainak azonositasahoz.

A hatso gyoki ganglion (DRG) idegsejtjein szamos Kop csatornat azonositottak
in situ hibridizacios modszerrel [120]. Az egyes hattér K™ aramok aranyét a teljes Kop
aramon beliil egyedi csatorna (single channel) mérésekkel hataroztak meg [78]. A hattér
K" aram donté részét a TRESK aram adta 24 °C-on, mig a TREK-2, TREK-1 és
TRAAK aramok eléfordulésa elhanyagolhato volt. Magasabb hémérsékleten, 37 °C-on
a TREK-2 dominalt, majd gyakorisagban a TRESK kovetkezett, végiil a TREK-1 ¢és a
TRAAK csak ritkan volt megtalalhato. Mivel eredményeink szerint a TREK-2
kifejezetten gatolhatd ruténiumvordssel, adodott a kérdés, hogy kimutathato-e 37 °C-on
RR-érzékeny hattér K™ dram 6sszetevo izolalt DRG neuronokon, teljes-sejt patch clamp
modszerrel.

Eredményeink alapjan a nagyobb DRG neuronok viszonylag nagy héttér K*
aramaban az RR-érzékeny Osszetevok (TREK-2, TRAAK és TASK-3) csak kisebb
aranyt képviselnek, mig a kisebb héttér K’ dramu idegsejtek ardnylag nagy RR-
érzékenységgel rendelkeznek. Ez Gsszhangban van egy, a kozelmultban megjelent
kézleménnyel, melyben azt talaltdk, hogy a kisebb atmérdjli, elsésorban C
nociceptoroknak megfelelé DRG neuronok jelentds része TREK-2 immunoreaktivitast
mutat [258].

Tehat a ruténiumvords felhasznalhato a TREK-1 és TREK-2 aramok
elkiilonitésére heterolog rendszerben és nativ sejten egyarant. Els6ként mértiink patch
clamp eljarassal teljes-sejt konfiguracioban DRG neuronon RR-érzékeny hattér,
feltehetdleg TREK-2 K* aramot.
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8. Kovetkeztetések

A DRG neuronok egyik legjelentdsebb héttér K* csatornaja — a TRESK — emlds
sejtvonalban kifejezve ez idaig csak kismértékben (20-80%) volt aktivalhato a
citoplazma [Ca®*] novelésével. Munkam soran beallitottam egy olyan teljes-sejt patch
clamp mérési eljarast, melynek alkalmazasaval sikeriilt a Xenopus rendszerben
szokasoshoz hasonld mértékben (4-6-szorosra) aktivalni a HEK?293 sejtvonalban
kifejezett egér TRESK d&ramot. Mind az extracellularisan adott kalcium ionofor
ionomycin, mind a Gy fehérje-kapcsolt receptor ingerlése megfelelé aktivald
modszernek bizonyult, és hasonld nagysagi aramnovekedést eredményezett. Mint
ahogy mar korabban Xenopus petesejteken bizonyitottuk, a TRESK aram HEK293
sejtvonalban is az endogén kalcineurin hatasara aktivalodik. A kalcineurin specifikus
gatloszerei, az FK506 és a ciklosporin A egészen kis koncentracioban kivédték a
TRESK aram kalciumfliggd aktivacidjat sejtvonalban is. Tehat a TRESK aktivacio
mechanizmusa megegyezik a béka petesejtben és az emlds sejtvonalban expresszalt
csatorndk esetén, igy feltételezhetéen a TRESK csatornat fiziologidsan kifejezd
sejttipusokban is e mechanizmus szerint megy végbe.

Az AMPK rokon protein kinazok k6zé tartozo6 MARK kinazok elésegitik az
aktivalt TRESK aram nyugalmi szintre torténd visszaallasat, vagyis a csatorna aktivalt
allapotanak megsziinését. lgazoltuk, hogy a kindz enzimaktivitasa nélkiilozhetetlen,
tovabba azonositottuk, hogy a TRESK hurokrégié mely szerin aminosav-oldallancai
szubsztratjai 8 MARK-nak. A négy MARK kinaz koziil a MARK1, 2 és 3 bizonyult
hatékonynak, mig a MARK4 egyaltalan nem befolyasolta a TRESK aramot. In vitro
radioaktiv foszforilacioval kimutattuk, hogy a MARK?2 foszforilalja a TRESK csatorna
csatorna-aktivitas f6 meghatarozoi.

A MARK kinazok ¢és a TRESK csatorna kapcsolatara vonatkozé eredményeink
természetesen nem zarjak ki annak lehetdségét sem, hogy a MARK in vivo nem vagy
csak kozvetve hat a TRESK é&ramra, illetve az aramot mas, a MARK-t6l fliggetlen
kinazok is befolyasoljak, mint ahogy a PKA-r6l munkacsoportunk korabban igazolta is

ezt.
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A TRESK-MARK kolcsonhatas felveti a lehetdségét, hogy osszefliggés all fenn
a sejtpolaritas, a mikrotubulus dinamika vagy az idegrostok differencialodasa és a
TRESK csatorna, ill. a rajta keresztiilfolyo hattér K™ dram szabalyozasa kozétt.

Disszertaciom masodik felében a polikationos ruténiumvords (RR) kiilonb6zo
hattér K™ csatornakra kifejtett hatasat vizsgaltam. A festék a TREK-2 aram igen potens
¢s gyors kinetikaval jellemezhetd inhibitora, mig a kozeli rokon TREK-1 aramra
teljesen hatastalan. Az RR és a TREK-2 kozotti kdlesonhatasért egyetlen aminosav, az
els6 extracellularis hurkon (a cap doménban) elhelyezkedd (egér TREK-2 ¢ variansbhan
alegységébdl hianyzik a kérdéses Asp, az RR hatasa mérséklodik. A kristalyszerkezeti
modellek alapjan ezek az Asp aminosavak az extracellularis ionut (EIP) fels6 részén,
kozvetleniil a porus bejarata felett talalhatok. Valosziniileg a relative nagy, tobbszordsen
pozitiv toltésti ruténiumvords molekula elektrosztatikusan és/vagy sztérikusan, az EIP
és a porusnyilas hatdran beékelddve korlatozza a szintén kation K™ jonok atjutasat,
ezaltal gatolja a csatorna aramat. A szoban forgd Asp a szintén RR-érzékeny TASK-3
RR-szenzitivitasért felelés aminosavanak (E70) megfelel6 pozicioju.

A kordbban szintén nagymértékben RR-szenzitivnek bizonyuld6 TRAAK é&ramot
az Ujabb, és tisztabb RR preparatum sokkal kevésbé gatolta. Bebizonyitottuk, hogy a
régi és az Uj RR készitmények kozotti kiilonbség oka részben a ruténiumibolya (RV),
egy nem ritka szennyezé komponens. Feltehetéleg az RR és az RV TRAAK aramra
kifejtett hatdsmechanizmusa is eltérd, melyre a jelentdsen kiilonbozé Hill
koefficiensekbél kovetkeztethetiink. Erdekes modon a hatas jellegét tekintve a tobbi,
altalunk megvizsgalt Kop csatorna esetén nem volt kiilonbség az RR és az RV kozott.

Hats6 gyoki ganglion (DRG) neuronon elséként mértiink patch clamp eljarassal
teljes-sejt konfiguracioban RR-érzékeny héttér, feltehetdleg TREK-2 K* 4ramot. A
szintén RR-érzékeny TRAAK ¢és TASK-3 csatorndk az expresszids és funkcionalis
vizsgalatok alapjan is csak igen kis aranyban talalhatok meg a DRG neuronokon a
TREK-2, a TRESK és a TREK-1 csatornakhoz képest. Az idegsejtek hattér K™ drama és
RR-érzékenysége negativ korrelaciot mutatott, mely arra utal, hogy a kisebb hattér K
arammal rendelkez6 neuronok aranydban nagyobb RR-szenzitiv ~§sszetevot

tartalmaznak.
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9. Osszefoglalas

Az altalunk vizsgalt TRESK és TREK-2 Kyp csatornakon folyd aramok a hatso
gyoki ganglion (DRG) neuronok hattér K™ draménak legjelentésebb komponensei. A
membranpotencidl szabalyozaséaval, az ingerlékenység csOkkentésével fontos szerepet
toltenek be szdmos mas ingerlékeny és nem excitabilis sejttipusban is. A Xenopus
petesejtben expresszalt TRESK 4ram aktivacioja sordn a kalcineurin defoszforildlja a
soran a TRESK kalciumfiiggd, kalcineurin altali tobbszords aktivacidjat emlds
sejtvonalban (HEK293) is kimutattuk teljes-sejt patch clamp eljarassal. Nagyszamu
szerin/treonin kinaz Xenopus rendszerben tortént vizsgalataval megtaladltuk a MARK?2
kinazt, mely képes in vitro foszforilalni a csatorna kérdéses szerinjeinek egyik
csoportjat. A MARK2 ezéltal felgyorsitja a kalciumfiiggd aramaktivacio
megszlinésének folyamatat, végsd soron gatolja a TRESK aramot. Kimutattuk, hogy a
MARK?2 aktiv kindz doménja nélkiilozhetetlen a TRESK aramra kifejtett hatasdhoz,
valamint meghataroztuk, hogy a TRESK szabalyozasban résztvevd szerinek koziil
melyeket foszforilalja. Tisztazasra var, hogy milyen Osszefliggés van a MARK kinazok
altal kontrollalt mikrotubulus dinamika és a sejtpolaritas szabalyozasa, valamint a
TRESK csatorna, ill. a TRESK arama kozott.

Ertekezésem masik részében részletesen tanulméanyoztuk a ruténiumvoros (RR)
¢és a Kop csatornak kozotti interakciot, a polikationos festék aramamplitudéra gyakorolt
hatasara koncentralva. A TASK-3 és TRAAK mar ismert, nagyfoku RR-érzékenységét
1ujbol megerdsitettiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a TRAAK é4ramot az ujabb €s tisztabb
RR készitmény csak kisebb mértékben gatolta. Ehhez hozzajarult a régi készitményben
szennyezOként fellelhetdé ruténiumibolya, mely hatékonyabb gatloszere a TRAAK
aramnak, mint az RR. Uj eredmény, hogy extracellularis RR jelenlétében a TREK-2
erdteljesen és gyorsan gatlodik, a TREK-1 aram azonban valtozatlan marad. Igazoltuk,
hogy az RR a TREK-2 mindkét alegységének cap doménjaban talalhato konzervalt,
135-6s aszpartatjaival 1ép kolcsonhatasba, melyek megléte elengedhetetlen a teljes
gatlashoz. Sikeriilt emellett felndtt egér DRG neuronjain 37 °C-on RR-szenzitiv hattér
K" 4ram komponenst elkiiloniteniink, mellyel nativ sejteken igazoltuk az RR

alkalmazhatosagat a hattér K* aramok vizsgalataban.
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10. Summary

The currents of the Kyp channels TRESK and TREK-2 are major determinants of
the background K" current of dorsal root ganglion (DRG) neurons. They also play an
important role in several other excitable and non-excitable cell types by regulating the
membrane potential and by reducing the excitability. TRESK, expressed in Xenopus
oocytes, is activated by calcineurin via the dephosphorylation of serine residues in the
intracellular loop region of the channel. In my Ph.D. studies, the several-fold activation
of TRESK by the calcium/calmodulin-dependent protein phosphatase calcineurin has
also been demonstrated in a mammalian cell line (HEK293) by applying the whole-cell
patch clamp method. In the Xenopus expression system, we have investigated a high
number of different serine/threonine kinase types and identified MARK2, which
phosphorylates a cluster of the regulatory serines of the channel in vitro. Thereby
MARK?2 accelerates the recovery from the calcium-dependent activation, in fact it
inhibits the TRESK current. We have shown that the active kinase domain of MARK?2
is indispensable for the effect on TRESK, and also determined which serine residues of
TRESK are phosphorylated by MARK2. It remains to be established how the
microtubule dynamics and cell polarity, which are directly controlled by MARK kinases
are related to the TRESK channel and the regulation of TRESK current.

In the other part of my Ph.D. thesis the interaction between ruthenium red (RR)
and the different K, channels has been comprehensively analyzed, with special focus
on the effect of the polycationic dye on the current amplitudes. The considerable RR-
sensitivity of TASK-3 and TRAAK channels has been verified, with the exception that
the presently applied new pure RR preparation inhibited TRAAK less than in the
previous report from our laboratory. Ruthenium violet, a contaminating compound in
the RR preparation used in the previous study, is a more potent inhibitor of TRAAK
than RR. TREK-2 is robustly and rapidly inhibited by the extracellular application of
RR, whereas TREK-1 is not affected. RR interacts with aspartate 135 located in the cap
domains of TREK-2 subunits. Both of these aspartates are indispensable for the efficient
inhibition of TREK-2 by RR. A RR-sensitive background K* current component was
detected in mouse DRG neurons at 37 °C indicating that RR can also be applied for the

characterization of K,p currents in native cells.
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