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BEVEZETES

Az olykor fajdalommal is kisért fizikai, kémiai és termalis
trigeminalis ganglionok (DRG, TRG) szenzoros pszeudounipolaris
neuronjainak. Az itt jelenlévé ioncsatornak régota intenziv
vizsgalatok targyat képezik, hiszen a fajdalom csillapitasanak
lehetséges célpontjai. A K* csatorndkon folyd dram kovetkeztében
kialakul6  hiperpolarizalé6  hatds  csokkenti a  neuronok
ingerlékenységét. Ezért a K' aramok stimuldldsival a korosan
fokozott ingerlékenységli vagy aktivitdsi neuronok mintegy
,elcsendesithetok”. A munkacsoportunk altal vizsgalt két
pérusdoménnal rendelkez6 (2P) kalium (Kop) csatornak koziil a hatsd
gydki ganglionban a TRESK (TWIK-RElated Spinal cord K*
channel) és a TREK-2 (TWIK-RElated K* channel) csatorndk
jelentds mértékben fejezddnek ki, melyek kozil a TRESK
neuropatids  fajdalomban betdltott lehetséges szerepét tobb
kozlemény is taglalja.

A 2P K" csatornak neviikket onnan kaptdk, hogy
alegységenként két porusképz6 domént tartalmaznak, igy dimerként
mitkddnek szemben a tdbbi, tetramerként miikodoképes K*
csatornaval. A Ky csatorndk a membranpotencial nyugalmi értéke
koriili negativ fesziiltségtartomanyban is aktivak, emiatt képesek az
ingerlékenységet meghatarozni. Ezaltal, azaz az ingerlékenység

csokkentésével, valamint a membranpotencial szabalyozasaval



fontos szerepet toltenek be szdmos ingerlékeny és nem excitabilis
sejttipusban is.

A tobbi hattér K* (Kp) csatornahoz viszonyitva a TRESK
szoveti lokalizacioja  sokkal specifikusabb, mMRNS-e nagy
mennyiségben a hats6 gyoki ¢és trigeminalis ganglionok
érzéneuronjaiban, illetve a vegetativ idegdicok neuronjaiban
talalhatdo meg. A csatorna pontos szerepe meég nem tisztazott,
azonban feltehetéen a kronikus fajdalom csokkentésén tGl mas
folyamatokban is részt vesz. Ugyanis a kozelmultban a TRESK
halmozottan el6forduld, auraval jaré migrénes megbetegedések
soran.

Munkacsoportunk irta le a TRESK aram kalciumfiiggd,
kalcineurin altali tobbszords aktivaciojat Xenopus heterolog
expresszios rendszerben. A békapetesejtben expresszalt TRESK
aram aktivacidja soran a kalcineurin defoszforilalja a csatorna
az egér csatornaban a 264-es, valamint az aktivacioban elsédleges
funkcioval rendelkezé6 harom kozeli, 274-es, 276-os és 279-es
szerineknek (az un. Ser 276-0s clusternek) felelnek meg. Habar
néhany munkacsoportnak sikeriilt emldés sejtvonalban is aktivalni a
TRESK-aramot, az aramndvekedés joval alulmaradt a Xenopus
petesejt rendszerben megfigyelthez képest, és a kalcineurin szerepe
is tisztazasra vart.

Xenopus petén a jelentds, Ot-, tizszeres mértéki aktivaciot

kovetéen a TRESK aram lassan kezd visszatérni a Kkezdeti,



stimulaciét megel6z0 szintre, tehdt az aktivdcidé soran
defoszforildlodd szerineket feltehetéen kindzok képesek ujra
foszforilalni, és ezzel a stimulalt allapotot megsziintetni, a TRESK
aramot gatolni. Kutatéocsoportunk kimutatta, hogy az aram
visszaallasaban jelentGs szerepii Ser 276-os clustert refoszforilalo
ismeretlen kinaz hatasat a 14-3-3 adapter fehérje gatolja, fliggetleniil
attol, hogy a 14-3-3 kozvetleniil is kotddik a TRESK-hez. A
szabalyozasban mérsékeltebb fontossagu szerint a PKA foszforilalja.

A hattér K* dramok tekintetében vizsgélt ingerlékeny sejtek
jelentds része, koztiik a hatsé gyoki ganglion idegsejt vagy példaul a
kisagyi szemcsesejt tobbféle Kop csatornat is kifejez. Azonban az
egyes Kyp csatornak pontos miitkddésének €s szerepének tisztazashoz
az egy sejttipusban teljes sejt patch clamp mérésekben kimutathato
hattér K™ aramok megkiilonbdztetésére lenne sziikség. Ehhez pedig
még alig allnak rendelkezéstinkre specifikus Kyp csatorna gatlo- vagy
aktivaloszerek, igy a Kyp csatornak arama nem, vagy csak nehezen
kiilonithetd el. Munkacsoportunk korabbi eredménye alapjan a
polikationos ruténiumvorost mara széles korben alkalmazzak a
kozeli rokon TASK-1 és TASK-3 csatornak aramanak elkiilonitésére
nativ sejtekben. Annak ellenére, hogy a ruténiumvords nem
specifikus gatloszere a TASK-3 csatornanak, hiszen szamos egyéb
csatorndra is hat, a két kozeli rokon TASK csatorna aramat sikeresen
elkiilonitették segitségével motoneuronokban, kisagyi
szemcsesejtekben, glomus caroticum kemoreceptor sejtjeiben és
szamos egy¢b sejttipusban. Ez alapjan felmeriilt a kérdés, hogy vajon

a ruténiumvords a tobbi Kap csatorna daramat képes-e befolyasolni.



CELKITUZESEK

A DRG és TRG neuronok egyik legjelentdsebb hattér K*
aramat biztosit6 TRESK csatorna kalcineurin altali
nagyfoku aktivaciojanak vizsgalata emlds sejtekben,

HEK?293 sejtvonalban expresszalva a csatornat.

A TRESK aktivacidja soran defoszforilalt szerin cluster
refoszforilaciojaért felelés kinaz(ok) azonositasa ¢és

vizsgalata in vitro és heterolog expresszios rendszerben.

Annak szisztematikus vizsgalata, hogy a polikation
ruténiumvordés (RR) hogyan hat az egyes — Xenopus
petesejtben kifejezett — Kyp csatorna aramokra, vagyis

milyen csatornak farmakologiai elkiilonitésére hasznalhato.

Amennyiben a mar ismerteken kiviil 1étezik RR-érzékeny
Kop csatorna, terveztilk a hatasmechanizmus feltarasat, a
dozis-hatdas  gorbe  meghatarozasat,  valamint a
lehetdségekhez mérten a festék hatasanak kimutatasat nativ

sejtben expresszalddo csatornan.



MODSZEREK

Petesejtek preparalasa, injektalasa
Xenopus laevis békabol petesejteket izolaltunk, majd
masnap az expresszalni kivant CRNS-t injektaltuk. A méréseket 2-4

nappal az injektalas utan végeztiik.

Felnétt egér DRG disszocidlt neuronkultira eléallitasa

40-70 napos NMRI egereket CO, belélegeztetésével
talaltattunk, majd spinalis ganglionjaikat 37 °C-on kollagenazzal
emésztettiik. Az idegdticokat antibiotikumot és 10% FBS-t
tartalmaz6 DMEM/F12 (1:1) tapfolyadékban mechanikusan
disszocialtuk, és az igy keletkezett sejtszuszpenziot (neuronok és
gliasejtek) ismételt centrifugalassal tisztitottuk, majd poli-L-lizinnel
kezelt sejttenyésztd edényekbe osztottuk, és 37 °C-on 5% CO,
légter(i termosztatban taroltuk. A méréseket a sejtek letapadasa utan,

a preparalastol szamitott 72 oran beliil végeztiik.

HEK?293 sejttenyészet, tranziens transzfekcio

A HEK293 sejtvonalat antibiotikumot és 10% FBS-t
tartalmaz6 DMEM tapfolyadékban tartottuk fenn. A TRESK
csatorna DNS-ét tartalmazé pIRES-CD8 plazmid transzfektaldsa

(Lipofectamin 2000) utan a méréseket 36-72 6ra mulva végeztik.



Két-elektrédos voltage clamp mérések

A Xenopus petesejtek membranjan folyé aramot két-
elektrodos fesziiltségzar (voltage clamp) modszerrel mértiik OC-
725C erdsitd segitségével. A perfuzids rendszerrel folyamatosan
cserélt extracellularis (EC) oldat 2 vagy 80 mM [K™]-t tartalmazott,
melyekben a [K'] és [Na'] 6sszege alland6 volt. Az intracellularis
(IC) boroszilikat tiveg mikroelektrodokat (0,3-1 MQ) 3 M KCl-dal
toltottik meg. A mérési adatokat analog-digitalis atalakiton juttattuk
szamitogépre és pClamp 10.1 szoftver segitségével regisztraltuk és
értékeltiik ki. A befelé iranyuld hattér K aramot a magas [K']-ju
oldatban szobahdmérsékleten (21 °C) mértiik egy ismétldds, 300 ms
hossza -100 mV-os fesziiltséglépés végén, melybdl az ugyanezen
paraméterek mellett, de alacsony [K']-ju oldatban mért értéket

kivontuk.

Patch clamp mérések

A HEK293 sejteken és DRG neuronokon a patch clamp
méréseket teljes sejt (whole-cell) fesziiltségzar médban végeztiik. A
boroszilikat iivegbdl hiizott mérépipetta (3-9 MQ) az Axopatch-1D
patch-clamp erdsitéhoz csatlakozott. Az EC oldat 2 vagy 30 mM
[K*]-t tartalmazott, melyekben a [K'] és [Na'] dsszege 4llandé volt.
A K' dram mérésének elve, és az adatok analizdlisa megegyezett a
két-elektrodos fesziiltségzar méréseknél alkalmazottal. A HEK293
sejtvonal letapadt, kiilonalld sejtjein ~ 21 °C-on mértiik a TRESK
aramot. Az ionomycinnel torténd ingerlés eldtt kalciummentes, a

kezelés soran Ca®*-ot (2 mM) tartalmazo EC oldatokat alkalmaztunk.



A DRG neuronokat 37 °C-on Ca®*"-os EC koézegben mértiik, a tobbi

fontosabb paraméter az eléz6ekkel megegyezett.

Plazmidok és cRNS

A megfeleld fehérjét kodolo cDNS-t a pXEN Xenopus
petesejt expressziés vektorba klénoztuk. A CcRNS in vitro
eléallitasahoz az MMESSAGE mMACHINE T7 Transcription ,,kit”-
et hasznaltuk. A termékeket denatural6 agardzgélen ellendriztiik.

A protein kinaz (pl. MARK2) és a tau cDNS-eket
kiillonbozé egér szovetek teljes RNS-ébdl reverz transzkripciot
koveté PCR segitségével sokszorositottuk, majd a pXEN vektorba
klonozott termékeket szekvenalassal ellendriztettik. A mutans
konstrukcidkat a QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit

felhasznalasaval allitottuk el§.

Rekombinans faziés fehérjék eloallitasa

A TRESK-hurok fuziés fehérjék, a tau és a MARK?2 kinaz
kodolo régioit kiilonbozé pGEX és pET plazmidokba szubklonoztuk,
és ezek GST- vagy tioredoxin-hexahisztidin (Trx-Hisg)-cimkével
ellatott valtozatat E. coli-ban (BL21) termeltettiik meg. A fuzios
fehérjéket glutation- (GST) vagy Ni-NTA (Trx-Hisg) agar6zon
tisztitottuk. A GST-s konstrukciokat redukalt glutationnal, a Trx-
Hisg cimkés fehérjéket 300 mM imidazollal kiegészitett oldatban

elualtuk.



In vitro radioaktiv foszforilacio

A glutation- vagy Ni-NTA gyantan megkotétt TRESK
hurok fuzids fehérjéket a megfeleld konstitutivan aktiv (T208E)
MARK?2 preparatumok segitségével 30 °C-on 1 éran at, folyamatos
keverés mellett foszforilaltattuk 20 uM ATP és 50-100 kBq **P-y-
ATP jelenlétében. A foszforilacio létrejottét a radioaktiv 2P
beépiilése alapjan GS-525 Phosphorlmager késziilékkel kvantitativan

hataroztuk meg.

A ruténiumibolya (RV) tisztitasa

Az RV tisztitasa egy "régi" (1996-ban gyartott)
ruténiumvords  preparatumbol tortént ioncseréld kromatografiaval
karboximetil-celluléoz gyantan. Az RR-t és RV-t is tartalmazé
preparatumot 10 mM-0S ammoénium-acetatban (AA) vittik fel a
gyantara, melyrdl el6szor az RR-t eludltuk, az RV-t linearis gradiens
elicioval (50 mM-1,5 M AA) nyertiik. A gradiens egyes frakcidiban
az RV tisztasagat fotometrids spektrum alapjan hataroztuk meg. A
legtisztabb RV frakcidkat liofilizaltuk, majd AA-ban oldottuk fel.



Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + az atlag hibaja formajaban adtuk
meg. A kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak,
kiértékelésiket ~a  STATISTICA, a  gorbeillesztést  és
korrelacidanalizist az ORIGIN programok segitségével végeztiik. A
Student-féle  kétmintds  t-proba  mellett néhany  esetben
egyszempontos variancia-analizist Tukey HSD vagy Scheffe post
hoc teszttel, valamint Pearson produkt-momentum
korrelacidanalizist hasznaltunk. A dézis-hatds gorbéket modositott
Hill egyenlet alapjan illesztettiik. Az elemszam minden csoportban
legalabb 5.
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EREDMENYEK

A DRG neuronok egyik legjelentdsebb hattér K* csatornaja
— a TRESK — emlés sejtvonalban kifejezve az irodalmi adatok
szerint csak kismértékben (20-80 %) aktivalodott a citoplazma
kalcium koncentracid6 megemelésének hatdsara. Munkam soran
beallitottam egy olyan teljes-sejt patch clamp mérési eljarast,
melynek alkalmazaséaval sikeriilt a Xenopus rendszerben szokasoshoz
hasonlé mértékben aktivalni a HEK293 sejtvonalban kifejezett egér
TRESK é4ramot. Mind az extracellularisan adott kalcium ionofér
ionomycin, mind a G, fehérje-kapcsolt receptor ingerlése megfeleld
aktivald modszernek bizonyult és tobbszords (akar tobb mint
hatszoros) aramnovekedést eredményezett.

Mint ahogy mar kordbban Xenopus petesejteken
bizonyitottuk, a TRESK aram HEK293 sejtvonalban is az endogén
kalcineurin  hatdsara  aktivalodik. A  kalcineurin  specifikus
gatloszerei, az FK506 és a cyclosporin A egészen kis
koncentracioban kivédték a TRESK aram kalciumfiiggd aktivaciojat
sejtvonalban is. Tehat a TRESK aktivaci6 mechanizmusa
megegyezik a béka petesejtben és az emlds sejtvonalban expresszalt
TRESK csatornak esetén.

Munkacsoportunk megfigyelése, mely szerint Xenopus
petesejtben a 14-3-3 gatolja a keresett kindz TRESK aramra kifejtett
hatasat, az AMPK rokon protein kindzok ko6zé tartoz6 MARK

kindzok megtalalasahoz vezetett.
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Mivel a MARK kindzok a sejtpolaritds széles korben elterjedt
regulatorai, igy elképzelhetd, hogy a TRESK csatornat expresszald
sejtekben is jelen vannak. A négy MARK kinaz koziil a MARKI, 2
és 3 elbsegiti az aktivalt TRESK dram nyugalmi szintre torténd
visszaallasat, vagyis a csatorna aktivalt allapotanak megszlinését,
mig a MARK4 egyaltalan nem hat az aramra. A tobbi, altalunk
vizsgalt AMPK rokon kindz nem gyorsitotta a TRESK visszaallast.
A tovabbiakban csak a MARK?2 2-es izoformajat vizsgaltuk,
de ezt roviden csak MARK2-ként jeloltik. Igazoltuk, hogy a
MARK?2 kindz nemcsak az aktivalt human és egér TRESK aram
visszaallasat gyorsitja, hanem a nyugalmi 4aramot is gatolja. A
hatasban nem volt kiilonbség akkor sem, ha a TRESK aktivalasat
nem ionomycinnel, hanem receptorialis uton valtottuk ki.
Konstitutivan aktiv vagy kinaz inaktiv MARK2 mutansokat egyiitt
kifejezve a TRESK csatornaval bizonyitottuk, hogy a hatashoz a
kinaz enzimaktivitasa nélkiilozhetetlen. Kimutattuk, hogy Xenopus
rendszerben a MARK2 akkor is felgyorsita a TRESK aram
visszaallasat annak kalciumfiiggd aktivaciojat kovetden, ha a Ser
264, az egér TRESK aktivacio egyik, bar kétségkiviil kevésbé
jelentds meghatarozoja, és egyben 14-3-3 kotéhelye mutalva van.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a MARK?2 hatdsa nem a Ser 264
foszforilaciojaval ¢és az ezt kovetd 14-3-3 fehérje Kkotés

. S r 27
kialakulasaval valosul meg, hanem a Ser®

cluster foszforilacioja
révén gatolja az aramot.
Konstitutivan aktiv, E. coli baktériumokban termeltetett

rekombinans MARK?2 fehérjével mikroinjektalt sejtekben is
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felgyorsult az aktivaciot kovetd visszaallas, mely arra utal, hogy a
MARK?2 kinaz tartds, 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.

In vitro radioaktiv foszforilaciéval kimutattuk, hogy a
MARK?2 foszforiladlja a TRESK csatorna intracellularis hurok
csatorna-aktivitdas f6 meghataroz6i, mig a 264-es szerin nem
foszforilalodott.

Disszertaciom  masodik  felében a  polikationos
ruténiumvérds (RR) kiilonbozd hattér K* csatorndkra kifejtett hatasat
vizsgaltam. A festék a TREK-2 aram igen potens (IC5,=0,23 uM) és
gyors kinetikaval jellemezhetd inhibitora, mig a kdzeli rokon TREK-
1 aramra teljesen hatastalan. Az RR — TREK-2 dozis-hatas
Osszefiiggésébol modositott Hill egyenlet alapjan szamolt 1,2 koriili
Hill koefficiens azt sugallja, hogy egy ruténiumvords molekula
kapcsolodik a TREK-2 alegységek dimeréhez. A tdbbszordsen
pozitiv toltésti ruténiumvordssel torténd interakcidban elsésorban
negativ toltésli aminosavak johetnek szdoba, valamint a hisztidin
deprotonalt allapotaban, elektronegativ nitrogén atomja miatt. Ezért
a ruténiumvords hatasmechanizmusanak elemzésére a TREK-2 els6
extracellularis régidinak azon negativ toltésit aminosavait és
hisztidinjeit ~ vizsgaltuk, melyekkel homolég pozicidban a
ruténiumvordsre rezisztens TREK-1 nem negativ tdltésti vagy

hisztidint6l eltéré aminosavakat tartalmaz.
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A TREK-2 igy kivalasztott negativ toltési, valamint hisztidin
aminosavait a TREK-1 megfelel6 aminosavaira mutaltuk. Ezek
mindegyike az elsé extracellularis hurkon (az Gn. cap doménban)
helyezkedett el. Az egyik dupla mutans TREK-2 csatorna (D133A-
D135I) aramat a festék nem gatolta, ezért elkészitettiik az ennek
megfeleld két pontmutanst. A D135 muticidgja Onmagaban is
eliminalta a TREK-2 ruténiumvords-érzékenységét, tehat a 135-6s
helyzeti konzervalt aszpartat tekinthet6 az RR-szenzitivitas
kozvetitéjének. A szoéban forgdé Asp (D) a TASK-3 RR
szenzitivitasért felelés glutamat (E70) aminosavaval homolog
a TREK-1 homolég pozicidju izoleucinjét aszpartatra mutalva a
TREK-1 aram kifejezetten RR-érzékennyé valik. Tandem TREK-2
konstrukcidkat allitottunk el6, melyekben a csatorna két alegységét
egyetlen polipeptidlanc alkotja, és kimutattuk, hogyha a dimer
szerkezetli csatorna egyik alegységébdl hianyzik a kérdéses Asp, az
RR hatasa mérséklddik. A kristalyszerkezeti modellek alapjan ezek
az Asp aminosavak az extracellularis ionut (extracellular ion
pathway, EIP) felsé részén, kozvetleniil a porus bejarata felett
talalhatok. Valosziniileg a relative nagy, tobbszorosen pozitiv toltési
ruténiumvords molekula elektrosztatikusan és/vagy sztérikusan az
EIP és a porusnyilas hataran beékelddve korlatozza a szintén kation
K" ionok atjutasat, ezaltal gatolja a csatorna dramat.

A korabban szintén nagymértékben RR szenzitivnek
bizonyuld6 TRAAK aramot az wjabb, és tisztdbb RR preparatum

kevésbé gatolta.
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Bizonyitottuk, hogy a régi és az uj RR készitmények kozotti
kiilonbség oka részben a ruténiumibolya (RV), egy a
kereskedelemben kaphatd RR  preparatumokban el6forduld
szennyezd komponens. Feltehet6leg az RR (IC50=1,7 uM) és az RV
(IC5=0,11 uM) TRAAK aramra kifejtett hatdsmechanizmusa is
eltérd, melyre a jelent6sen kiilonboz6 Hill koefficiensekbdl (RR: 1,1;
RV: 2,0) kovetkeztethetiink. Erdekes médon a hatas jellegét tekintve
a tobbi, altalunk megvizsgalt K,p csatorna esetén nem volt kiilonbség
az RR és az RV kozott.

Mas kutatocsoportok elektrofiziologiai tulajdonsagokat €s
mRNS tartalmat vizsgald eredményei alapjan a ragcsalok DRG
idegsejtjeiben a hattér K™ dramokat tilnyomoérészt a TREK-2 és a
TRESK, kisebb aranyban a TREK-1 és a TRAAK csatornak
biztositjak. Azt is leirtak patch clamp kisérletekre alapozva, hogy
patkiny DRG neuronok hattér K 4ramanak két legfontosabb
komponense 37 °C-on a TREK-2, és valamivel kisebb aranyban a
TRESK. Mig 24 °C-on mérve a TRESK dominalt, és a TREK-2,
valamint a TREK-1 és TRAAK aramok el6fordulasa elhanyagolhato
volt.

Feln6tt egér DRG neuronjain 37 °C-on, teljes sejt patch
clamp moddszerrel vizsgaltuk az RR-érzékeny TREK-2 &aramot.
Elséként mértiink DRG neuronon RR-érzékeny hattér K* 4ramot.
Szamos idegsejten viszonylag kis K* aramot mértiink (<0,5 nA, 30
mM [K'] EC oldatban, -100 mV-on), és ezt az RR jelentésen (60-
80%) gatolta.
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A nagy (>0,5 nA) hattér K* dramti DRG neuronokban az
aram RR érzékenysége legtobbszor kisebb volt ennél. Az idegsejtek
hattér K* 4rama és RR érzékenysége tehit negativ korrelaciot
mutatott, azaz a kisebb hattér K* arama neuronokban nagyobb
aranyban fordult el6 a RR szenzitiv 0Osszetevé. Ez utdbbit
valosziniileg legnagyobb aranyban a TREK-2 arama adja, bar kisebb
mértékben a TRAAK ¢és a TASK-3 aramok is hozzajarulhatnak.
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KOVETKEZTETESEK

1. Emlds sejtvonalban (HEK293) a kalcium-fiiggd TRESK
aktivacio mértéke, megfeleld6 mérési koriilmények kozott,
megkdzeliti a Xenopus heterolog rendszerre jellemz6t. Emlds
sejtvonalban is a kalcineurin hozza létre a TRESK aram jelentds
mértékii aktivacidjat. Az aktivacido feltételezhetéen a TRESK
csatornat fiziologiasan kifejezd sejttipusokban is e mechanizmus

szerint megy végbe.

2. Kimutattuk, hogy az AMPK-rokon szerin/treonin kinaz
MARK?2 Xenopus heterolog rendszerben gatolja a TRESK aramot, és
in vitro foszforildlja a csatorna Ser 276-0S clusterét. Ez
természetesen nem zarja ki annak lehetdségét, hogy a MARK in vivo
nem vagy csak kozvetve hat a TRESK aramra, egy vagy akar tobb
ismeretlen ,,TRESK-szabalyoz6” fehérjét (is) foszforilalva, illetve az
aramot mas, a MARK-t4l fiiggetlen kinazok (is) befolyasoljak. Az is
lehetséges, hogy a MARK?2 kinaz egy¢€b intracellularis oldallancokat
is foszforilil a TRESK-ben. Mindenesetre kijelenthetd, hogyha
1éteznek is ilyen aminosavak, akkor ezek csak kevéssé befolyasoljak
a csatorna aktivitasat.

A TRESK-MARK kolcsonhatas a  sejtpolaritas, a
mikrotubulus dinamika, az idegi differenciacio, és a TRESK
csatorna, ill. a rajta keresztiilfolyé hattér K* aram szabélyozisa

kozotti osszefliggés lehetdségét veti fel.
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3. A TREK-2 aramot a ruténiumvords igen gyorsan és
hatékonyan gatolja, mig a kozeli rokon TREK-1 arama teljesen

rezisztens.

4, Azonositottuk a TREK-2 ruténiumvoros-érzékenységét

meghataroz6 aminosavat, az elsd extracellularis hurkon elhelyezkedd

s

5. Feln6tt egér hatsé gyoki ganglion neuronon sikeriilt
ruténiumvords-érzékeny hattér K aram komponenst azonositani, és
dsszefiiggést talaltunk ezen idegsejtek hattér K dramanak nagysaga,
és az aram festék iranti érzékenysége kozott. Eredményeink
Osszhangban vannak egy a kozelmultban megjelent kdzleménnyel,
mely szerint a kisebb atmér6jii DRG neuronok jelentds része TREK-
2 immunoreaktivitast mutat, mig a nagyobb neuronokban ez a
csatorna kisebb mértékben mutathatd Ki. Tehat a ruténiumvords
felhasznalhat6 a TREK-1 ¢és TREK-2 aramok elkiilonitésére

heterolog rendszerben €s nativ sejten egyarant.
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