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BEVEZETES

A TRESK (TWIK-Related Spinal Cord K* Channel; K2r18.1;
KCNK18 gén) a két porusdoménnal rendelkezé K* csatornak csaladjaba
tartozik és a TRESK alcsalad egyetlen tagja. Szemben a kiterjedten
kifejez6d6 TREK és TASK csatornakkal, a TRESK igen specifikusan csak
néhany szovetben expresszalddik jelentds mértékben. A csatorna
legfontosabb el6fordulasi helyei a hatso gyoki és trigeminalis ganglionok,
amelyekben a primer szenzoros neuronok expresszaljak. A trigeminalis
ganglionban (TRG) a TRESK mRNS kifejez6désének mértéke még a hatso
gyoki ganglionban (DRG) tapasztalhaté magas szintii expressziot is kb. 3-
szorosan meghaladja. Emellett megtalalhaté az autondém idegrendszer
bizonyos szenzoros ¢€s effektor neuronjaiban, mint pl. a nervus vagus
ganglion nodosuméaban vagy a szimpatikus idegrendszerhez tartozd
ganglion cervicale superiushan. Az egyik tanulmanyban a human TRESK-
et a primer szenzoros neuronokban RNS szekvenalds modszerrel a
legszelektivebben expresszalddd K* csatornanak talaltik az osszes 1étez6
K* csatorna tipus koziil, 6sszehasonlitva az agyi és tobb periférias szoveti
expresszios szinttel. (Az Osszes ioncsatorna koziil a TRESK a masodik
legszelektivebben expresszalddd ioncsatornanak bizonyult mindkét (DRG
és TRG) szovetben, a Nay1.8 fesziiltségfliggé Na* csatorna utan.)

A TRESK csatorna jellegzetes hattér K* aramot eredményez,
aminek makroszkopos fesziiltség-aram Osszefiiggése mérsékelt kifelé
egyeniranyitast (rektifikaciot) mutat. Az dram kevéssé érzékeny az extra-
¢és intracellularis pH vagy a homérséklet valtozasara, nem befolyasoljak
jelentds mértékben a mechanikai hatisok és nem aktivalodik tobbszorésen

telitettlen zsirsavak adasakor, vagyis a TASK és TREK csatornak
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aktivitasat altalaban befolyasold kiillonboz6 tényezOk hatasa nem
évényesiil a TRESK-re.

A Gq fehérje kapesolt receptorok ingerlése is eltéréen hat a TRESK
aramra, mint a korabban vizsgalt TREK és TASK csaladba tartozo
csatorndk miikddésére. Mig a tobbi Kop csatornat a Gq fehérje kapcsolt
receptor ingerlés gatolja, vagy nem befolyasolja, addig a TRESK éaram
tobbszordsére novekszik. A TRESK aram ndvekedés 1étrejon a csatornaval
koexpresszalt M; muszkarinos acetilkolin receptor vagy angiotenzin
receptor ingerlésének hatasara, de emellett akkor is jelentkezik, ha a
csatornat kifejez6 Xenopus petesejt endogén lizofoszfatidsav (LPA)
receptorait ingereljiik. Ezek a szintén Gq kapcsolt receptorok tehat akkor is
el6idézik a TRESK aram 5-10-szeres fokozddasat, ha nem overexpresszalt
mennyiségben, hanem sajat endogén expresszios szintjiiknek megfelelden
vannak jelen. A TRESK aramot aktivalja a hats6 gyoki ganglion neuronok
endogén lizofoszfatidsav receptorainak ingerlése is, viszont ez az aram
névekedés a TRESK génhianyos allatbol izolalt kontroll sejteken nem jon
1étre.

A TRESK nagyfokt aktivaciojat a citoplazma kalcium
koncentracié novekedése valtja ki a Gq kapcsolt receptor ingerlés soran. A
kalcium kelator EGTA mikroinjektalasa a csatornat kifejez6 petesejtbe
teljesen kivédi a TRESK receptor-fliggd aktivaciojat. A kalcium altal
eléidézett aktivacio a kalcium/kalmodulin-fiiggé protein foszfataz
kalcineurin kozvetitésével jon 1étre. A kalcineurin kozvetleniil kapcsolodik
a TRESK csatorna PQIIIS és LQLP szekvenciaju kdtd motivumaihoz és
defoszforilalja az intracellularis hurok régio 262, 264 és 267 pozicidiban

talalhato szerin aminosavakat.



TRESK-hidanyos (KO) egér modellben nagyfoki és tobb
modalitasra kiterjedé fajdalomérzés fokozodast irtak le a feji teriileten.
Fokozott érzé¢kenység jelentkezett a fajdalmas mechanikai, h6 és kémiai
ingerekre egyarant. A KO egérb6l izolalt TRG neuronok ingerlékenysége
fokozott volt, 6sszehasonlitva a vad tipusu allatbol nyert sejtekkel. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak azzal, hogy a TRESK egyik specialis
kereteltoloddsos mutacidja (F139W1fsX24) emberben 6roklodé migrénes
fejfajassal asszocialt. Erdekes modon a KO allat testén, a DRG neuronok
altal ellatott teriileten a fajdalmas ingerekre adott valasz nem vagy csak
minimalis mértékben fokozodott. Ennek megfelelden a KO allatbol izolalt
DRG neuronok ingerlékenysége nem tért el jelentGsen a vad tipustol, habar
a TRESK aram egyértelmiien hianyzott. Vélhetéen a KO allatban, a DRG
neuronokban az egyéb K* csatornak kompenzatorikus overexpresszidja
nagyobb mértékii, mint a TRG neuronokban, és ez lehet felelés a
kiilonboz6é testtajakon eltéré6 mértékben jelentkezé fajdalomérzés
valtozasokért.

Ann-Kathrin Rahm és munkatarsai leirtak, hogy a human TRESK
csatorna aramat a forbol-mirisztil-acetat (PMA, 100 nM) koriilbeliil 30
perc alatt, jelentés mértékben (kb. 3-szorosra) aktivalja Xenopus petesejt
heterolég expresszids rendszerben. A hatast a protein kinaz C (PKC)
gatloszerek mérsékelték, a kalcineurin gatloszerek viszont nem
befolyasoltak. A TRESK PKC foszforilacids konszenzus szekvencidinak
mutécioi szintén nem befolyasoltak a PMA altal okozott aktivaciot. Ezek
az adatok arra utaltak, hogy a PKC altal 1étrehozott TRESK aktivacié a
csatorna egy uj, kalcineurintol fliggetlen szabalyozasi mechanizmuséan
alapul, ezért megkezdtiik a TRESK és a PKC interakcidjanak vizsgalatat

farmakologiai és molekularis biologiai eszkdzokkel.
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CELKITUZESEK

A forbol-mirisztil-acetat (PMA) altal 1étrehozott és a kalcineurin-
fiiged TRESK aktivacié 0Osszefliggésének vizsgalata, mutans
TRESK csatorndk felhasznalasaval, vagy a kétféle ingerlés

egymast kovetd alkalmazasaval.

Olyan PKC izoenzim azonositiasa, amelynek koexpresszidoja a
csatornaval a PMA hatasat reprodukalja, vagyis TRESK

aktivaciot eredményez.

A PMA ¢és PKC koexpresszid hatasanak vizsgalata olyan
koriilmények kozott, amikor a TRESK csatornat a megfeleld
mikrotubulus-affinitas regulalé kinaz (MARK) konstrukcioval

foszforilaljuk.

Modszer beallitasa a TRESK csatorna foszforilacios allapotanak
biokémiai megitélésére. A Kalcineurin altali defoszforilacio
kozvetelen kimutatasa, illetve a PMA TRESK foszforilaciora

kifejtett hatdsanak tanulmanyozasa.



MODSZEREK

Plazmid konstrukciok és cRNS szintézis

A human TRESK csatorna cDNS-t tartalmaz6 Xenopus petesejt
expresszios plazmid laboratériumunkban rendelkezésre allt. Az ’0j tipusa”
(novel) PKC izoenzimeket (n és €) polimeraz lancreakcioval (PCR)
sokszoroztuk, Pfu polimeraz segitségével, reverz transzkripciot kovetden.
A reakcidhoz a totdl RNS-t TRIzol reagenssel tisztitottuk egér agybol. A
PKCn cDNS-ét az EcoRI ¢és Xhol restrikcios enzimek felhasznaldsaval
klénoztuk a pXEN Xenopus petesejt expresszidos vektorba (GenBank
EU267939.1), mig a PKCe-t az Eco81I és Xhol enzimek segitségével. Az
egér MARK?2 kettes izoformajanak klonozasat munkacsoportunk
korabban ko6zolte, a megfeleld kinaz cDNS a pXEN vektorba klonozva
munkam kezdetén rendelkezésre allt. A MARK2A konstrukciot ebbdl
alakitottuk ki ugy, hogy a kinazt a 361-es aminosavmaradéknal PCR
modszer alkalmazasaval csonkoltuk.

A TRESK csatorna és PKC enzimek kiilonbdzé mutans
valtozatait a QuikChange iranyitott mutagenezis kit (Stratagene)
segitségével allitottuk el6 a gyartod leirasanak megfeleléen. A mutaciok
eléallitaisdhoz hasznalt primerparok szekvencidjat a témavezetom altal
kifejlesztett SeqHandler szoftverrel terveztiik. A mutalé primerek a kivant
mutacion kiviil csendes (silent) mutéciot is tartalmaztak, ami az aminosav
szekvenciat nem valtoztatta meg, de 0j egyedi restrikcids hasitasi helyet
alakitott ki a megvaltoztatott DNS-ben.

A TRESK fehérje Western blot modszerrel térténd hatékony
kimutatdsdhoz dupla influenza hemagglutinin (HA) epitdop cimkét
épitettiink be a csatorna N-terminalisaba. A vad tipusu human TRESK
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MEVSGHP N-terminalis szekvenciajat MEVSG-(YPYDVPDYA)-GG-
(YPYDVPDYA)-GHP szekvenciara modositottuk, ahol a két glicin
aminosavval elvalasztott két HA epitopot zarojelek kozott tiintettiik fel. A
HA2-N70Q-hTRESK konstrukcidban a HA epitopokon kiviil kialakitottuk
az N70Q mutaciot is, a csatorna N-glikozilacidjanak kivédésére.

A cRNS-eket az MMESSAGE mMACHINE T7 Transcription
kittel szintetizaltuk in vitro a gyart6 eldirdsainak megfeleléen (Ambion).
A cRNS integritast formaldehides denaturalé agar6z gél elektroforézissel

ellenériztik etidium-bromid festéssel.

A Xenopus petesejtek preparalasa és mikroinjektalasa

Az afrikai karmosbékakbol (Xenopus laevis) petesejteket
preparaltunk és kollagendzos emésztést kdvetden a follikularis réteget
mechanikai uton finom csipeszekkel tavolitottuk el a petesejtek felszinérol.
Az expresszalni kivant cRNS-t a preparalas utani napon mikroinjektaltuk.
A méréseket és biokémiai vizsgalatokat harom nappal az injektalas utan

végeztiik.

Két-elektrodos fesziiltségzar (voltage clamp) mérés

A Xenopus petesejtekben a TRESK &aramot két-elektrodos
fesziiltségzar (voltage clamp) modszerrel mértik OC-725C  er6sitd
alkalmazasaval (Warner Instrument Corp.). Az elektrofiziologiai
méréseinkbdl szarmazo adatokat Digidata Interface (Axon Instruments,
Foster City, CA) segitségével digitalizaltuk és a pClamp szoftvercsomag
(Molecular Devices) komponenseivel regisztraltuk. Az alacsony K*

s

tartalmazta: NaCl 95.4, KCI 2, CaCl2 1.8, HEPES 5 (pH 7.5, NaOH). A
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csokkentettiik Gigy, hogy a két oldatban a [K*] és [Na*] Gsszege alland6
maradjon. Az extracellularis oldattal a mérékamrat folyamatosan
ataramoltattuk gravitacios modon miik6do perfiizios rendszerrel.

A boroszilikat iiveg mikroelektrodokat 3 M-0s KCl-dal t6ltottik
fel, igy az ellenalldsuk a 0.3-1 MQ tartomanyba esett, a benniik talalhato
oldatot Ag/AgCl elektrodon keresztiil kapcsoltuk a méréberendezéshez. A
TRESK aramot -100 mV-on a magas [K*]-ju oldatban mértiik egy 4
masodpercenként ismétlddé, 300 ms hosszi fesziiltséglépés végén,
szobahémérsékleten (21 °C). Az igy kapott arambdl levontuk az alacsony
[K*]-ja oldatban mért aram nagysagat. A desztillalt vizzel injektalt
Xenopus petesejtek endogén K* arama jellemzOen legalabb egy
nagysagrenddel kisebb volt, mint a TRESK konstrukciokkal kifejezett

aram amplitdok.

A TRESK csatorna foszforilaciés allapotanak vizsgalata Phos-tag™
SDS-PAGE és anti-HA immunoblot modszerrel

A HA,-N70Q-hTRESK konstrukciot kifejez6 Xenopus petesejtek
egyenlé szami csoportjaibol plazmamembran preparatumot készitettiink,
tiveg Potter homogenizalast koveté megfeleld centrifugalasi 1épésekkel. A
plazmamembran preparatumot feloldottuk SDS-mintapufferben, majd ezt
hasznaltuk a tovabbi kisérletekben.

A petesejteket a plazmamembran preparalas el6tt kiilonb6zo
modon kezeltik. A PMA hatasat a TRESK csatorna foszforilaciora ugy
vizsgaltuk, hogy a sejteket 45 percig PMA-val (100 nM) kezeltiik, a
ciklosporin A (CsA, 1 uM) és FK506 (tacrolimus, 1 pM) kalcineurin

gatloszerek jelenlétében. A negativ kontroll sejteket, amelyekben a
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TRESK csatorna foszforilacidja fenntartott, ugyanigy kezeltiik kalcineurin
gatloszerekkel, de PMA hozzaadasa nélkill. Emellett kétféle pozitiv
kontrollt alkalmaztunk. Az egyik esetben a plazmamembran preparatumot
in vitro defoszforilaltuk A foszfatazzal. A masik pozitiv kontroll
csoportban 3 percig ionomycinnel (1 puM) kezeltik a petesejteket a
homogenizalés el6tt, kalcineurin gatloszerek nélkiil.

A kiilonbozo elkezeléseken atment petesejt csoportokbol
szarmaz6 TRESK fehérjéket a Phos-tag™ SDS-PAGE modszerrel
vélasztottuk szét (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan). A Zn?*-
Phos-tag mddszert hasznaltuk 8%-os poliakrilamid gélekkel és a neutralis
(Tris-MOPS) pufferrendszert. A Phos-tag koncentracio 15 pM volt a
kisérletekben. A mintakhoz a felvitel el6tt ZnCly-ot és NaOH-ot adtunk az
EDTA telitésére és az alkalikus pH helyreallitisara. A Phos-tag SDS-
PAGE gélen az elektroforézist 50 V-on végeztiik.

A Phos-tag gélen szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz
membranra blottoltuk, 20 % metanolt és 0.05 % SDS-t tartalmazo Towbin
transzfer pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, pH 8.6 + 0.2),
nedves/tartaly modszerrel (wet/tank blotting). A membran nem specifikus
kotohelyeit blokkoltuk 0.2 g/10 ml szarvasmarha szérum albumin, 0.5 g/10
ml zsirmentes tejpor és 0.2 % Tween-20 detergens keverékével (foszfattal
pufferelt fizioldgias sdoldatban, PBS-ben). Elsédleges antitestként egér
monoklonalis anti-HA 1gGl-et hasznaltunk (26183, Clone 2-2.2.14,
Thermo Scientific), amit 10000-szeresre higitottunk 10 % blottold
pufferrel kiegészitett PBS-ben. A masodlagos antitest tormaperoxidazzal
(HRP, horseradish peroxidase) konjugalt, kecske eredetli anti-egér IgG
volt (R-05071-500; Advansta). A membrant egyszer mostuk a blokkolast

kovetGen, és 4-6 alkalommal 5-10 percig az egyes antitesteket kdvetden
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20-30 ml PBS-sel, ami 0.1% Tween-20-at is tartalmazott. A TRESK
fehérjét fokozott kemilumineszcencia moddszerrel detektaltuk a gyarto

leirasanak megfeleléen (WesternBright ECL HRP, Advansta).

Adatok kiértékelése és statisztikai analizis

Az adatok atlag + az 4atlag hibaja (standard error of the mean,
S.E.M.) formaban keriiltek megadasra. A kiilonbség(ek)et p<0.05 esetén
tekintettiik a szignifikdnsnak. A kiilonbségek kiértékelésére hasznalt teszt
tipusat a kisérleti modellnek megfelelden allapitottuk meg, az eredményiil
adodo adatok jellegét is figyelembe véve elére meghatarozott algoritmus
segitségével. Az adatok normal eloszlasat a Shapiro-Wilk teszttel
vizsgaltuk, a variancia homogenitast pedig a Levene teszttel. Az adatokat
az egyes kisérleteben legyakrabban homo- vagy heteroszkedasztikus
Student t-teszttel, egyutas (Fisher) ANOVA-val és ezt kovetéen Tukey
HSD post hoc teszttel, vagy Welch variancia analizissel és Games-Howell
post hoc teszttel értékeltiik. A nem paraméteres tesztek koziil a Mann-
Whitney U tesztet hasznaltuk. A statisztikai szamitasokat a Statistica 13.4
(TIBCO Software, Tulsa, OK) vagy SPSS Statistics 25.0 (IBM
Corporation) szoftverekkel végeztiik. A denzitometrias adatokat Wayne
Rasband (Research Services Branch, NIH) Imagel] 1.47v szoftverével

analizaltuk.
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EREDMENYEK

A PMA minden vizsgalt Xenopus petesejt preparatumban jelentds
mértékben novelte a human TRESK K* 4ramot, az aram ndvekedése,
atlagat tekintve jellemzéen kétszeres és tobb mint hatszoros kozott
valtozott. Elsé vizsgalatsorozatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy
milyen Osszefiiggés van a PMA altal elinditott és a kalcineurin-fiiggd
TRESK aktivaciés mechanizmusok kozott. Ezért olyan mutans
csatornakon vizsgaltuk a PMA hatasat, amelyek kalcineurin-fiiggd
aktivacigja kiilonboz6 okokbol deficiens volt.

A TRESK-PQAAAS-AQAP konstrukcion teszteltik a PMA
hatasat, amiben a PQIIIS és LQLP kalcineurin-koté szekvenciakat alanin
cserékkel funkcidképtelenné tettik. A PMA adasa utan a TRESK-
PQAAAS-AQAP csatornat kifejez6 petesejtekben hasonldé aram
novekedést kaptunk, mint a vad tipust csatornat expresszalo sejtekben. Ez
arra utalt, hogy a kalcineurin-fliggé aktivacios mechanizmus kiiktatasa
nem védi ki a PMA hatasat, tehat a protein kinaz C nem a kalcineurin
kozremiikodésével aktivalja a TRESK csatornat.

Ugyanezt a kisérletet elvégeztik olyan mutans TRESK
csatorndval is, amiben a 264-es szerin aminosavat alaninra cseréltiik. Ez a
csatorna konstitutiv aktivitast mutat, mivel a defoszforilalt allapotot
utanozza az egyik legfontosabb kalcineurin-fiiggd szabalyozasi ponton. A
TRESK S264A mutans drama PMA hatasara egyaltalan nem novekedett.
Ha a S264 aminosav foszforilalt allapotat probaltuk utanozni glutamat
szubsztiticioval, akkor a S264E mutins TRESK csatornat sem aktivalta a
PMA egyaltalan. Ez megerdsitette a S264A mutanssal kapott eredményt;

ha a csatorna foszforilacio-fiiggd szabalyozasat a S264-es pozicidban
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lehetetlenné tessziik, akkor az kivédi a protein kinaz C altal okozott
TRESK éram aktivaciot.

Megvizsgaltuk, hogy a protein kindz C és kalcineurin egymast
kovetd aktivacioja, PMA-val (100 nM) és ionomycinnel (0.5 pM),
nagyobb TRESK aram ndvekedést okoz, mint a kalcineurin aktivacioja
onmagaban, vagy ezek a kezelések ugyanazt a végso csatorna aktivacios
szintet eredményezik. Ha a PMA hatésa a S264 foszforilacios allapotanak
valtozasan keresztiil érvényesiil, akkor a PMA+ionomycin kezeléssel elért
TRESK aram novekedés mértékének nem szabad meghaladnia a csak
ionomycin altal kivaltott aktivacioét. Az ionomycin PMA utan nem
eredményezett nagyobb végsé TRESK aktivitasi szintet, mint az ionofor
alkalmazasa 6nmagaban. Ez kompatibilis azzal a hipotézissel, hogy a
kalcineurin-fiiggd és PMA altal kivaltott aktivacios mechanizmusok kozos
ponton konvergalnak, a S264 aminosav defoszforilalasan. Felvet6dott
tehat a kérdés, hogy a PMA kezelés hogyan vezethet a S264
defoszforilacidjahoz.

A TRESK aram visszatérése a nyugalmi (gatolt) allapotba a
kalcineurin-fiiggé aktivaciot kovetben a S264-et foszforilalo kinaz(ok)
mikodésének kdvetkezménye. A PMA hatasat erre a kinaz aktivitasra ugy
vizsgaltuk, hogy megmértilk a TRESK aram visszaallasi sebességét az
ionomycinnel torténd aktivaciot kdvetden. A vad tipusu human TRESK
csatornat kifejez6 petesejteket ionomycinnel (0.5 uM), vagy ionomycin és
PMA (100 nM) kombinacidjaval ingereltiik, és a két csoportban
Osszehasonlitottuk a K* aram visszatérését a nyugalmi allapotba. Ha az
ionomycin mellett PMA-t is adtunk, akkor az inger elvonasat kévet6en a
K* aram sokkal lassabban tért vissza a nyugalmi allapotba, mint PMA

nélkill. Ez arra utalt, hogy a PMA hatdsara gatlodik az a kindz, ami a
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TRESK csatorndban a szabéalyozo jelentdséggel bir6 S264 aminosavat
foszforilalja.

Ha a PKC aktivacigja kozvetett modon a szerin 264
defoszforilacidjat eredményezi, akkor ezt a hatast ellensulyozni lehet egy
masik kindz koexpresszidjaval, ami az S264 aminosavat kdzvetleniil
foszforilalja. Korabban munkacsoportunk kimutatta, hogy a S264 teriiletét
a TRESK csatornaban foszforilalja a mikrotubulus-affinitas-regulalé kinaz
csalad harom tagja (MARKI1-3). Ezért megkiséreltik a MARK?2 kindz
koexpressziojaval kivédeni a PMA hatasat. Egy olyan MARK2A
konstrukciot alkalmaztunk, aminek aktivitasa nem fliggétt a PMA
MARKZ2A konstrukciot koexpresszaltuk a TRESK csatornaval, akkor a
PMA hatasara tobbé nem jott létre csatorna aktivacio. A MARK2A
koexpresszidja azonban nem tette lehetetlenné a TRESK csatorna
aktivaciojat altalaban véve. A kisérlet végén alkalmazott ionomycin
hasonldan aktivalta a TRESK csatornat a MARK2A jelenlétében, mint a
csak csatornat expresszald kontroll csoportban. A MARK2A
koexpresszidja a TRESK csatornaval fenntartotta a S264 foszforilaciojat a
PMA altal okozott lassi defoszforilaldo hatassal szemben, azonban nem
tudta ellensulyozni a kalcineurin talaradé foszfataz aktivitasat, amikor az
a csatornahoz kozvetleniil kotédve defoszforilalt.

Megklonoztuk az 4j tipusi” (novel-type) protein kinaz C
csaladba tartozo PKCS, PKCO, PKCn és PKCe izoformakat egér agy RNS-
bél reverz-transzkripciés polimerdz lancreakcioval (RT-PCR) és
megvizsgaltuk ezek koexpressziojanak hatasat a TRESK csatornara. A
PKCO nem befolyasolta a TRESK aram tulajdonsagait, a PKC3 pedig

aranylag kisebb hatdst okozott, ezért ezekkel az izoformakkal a
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tovabbiakban nem foglalkoztunk. A PKCn és PKCe viszont egyértelmiien
hatott a TRESK aramra.

A PKCn koexpresszio a TRESK bazalis aramot atlagat tekintve
mintegy kétszeresére ndvelte, azonban a kiilonbség nem volt statisztikailag
szignifikans a csoportokon beliili csatorna expresszié nagyfoku szdérasa
miatt. Mindazonaltal, a TRESK aram ionomycin altal kivaltott relativ
aktivacioja joval nagyobb volt a csak csatornat kifejezd sejtekben (7.3 £
0.3-szoros, n=7), mint a PKCn-t is koexpresszalokban (4.2 + 0.6-5z0ros,
n=5, p<0.001, Student t-teszt). A TRESK csatornat és PKCn kinazt
koexpresszaldo sejtekben megfigyelheté csokkent nagysagi relativ
aktivacid ionomycin hatdsara és az aktivaciot kovetden jo kozelitéssel
megegyez0 maximalis aram értékek egybehangzok azzal, hogy a TRESK
arama PKCn jelenlétében mar részlegesen aktivalt volt bazalis
koriilmények k6zott is, az ionomycin adasa elott.

A TRESK éram visszatérését a nyugalmi allapotba a kalcineurin-
figgd aktivaciobol szintén jelentésen megvaltoztatta a PKCn
koexpresszié. A kontroll, csak TRESK-et expresszalé csoportban az
aktivacio a maximalis érték 30 £ 5 %-ara tért vissza a mérés végén. Ezzel
szemben a TRESK-et PKCn-val koexpresszald csoportban a mérés végén
az aram még 73 * 8 %-ban aktivalt maradt (p<0.001, Student t-teszt). Ez
az eredmény arra utal, hogy a TRESK csatorna gatld (ujra)foszforilaciojat
a PKCn erételjesen csokkentette. A PKCn hatasara megnévekvé TRESK
(bazalis) aktivitds és az ionomycin utdni aram visszaallas lassuldsa jol
megfelel a PMA kezeléssel kapott farmakologiai eredményeknek, és
meger6siti, hogy az Gj-tipusu” (novel-type) PKC a TRESK-et foszforilald

kinaz gatlasaval vesz részt a csatorna szabalyozasaban.
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A fenti megfigyeléseket fiiggetlen kisérletben reprodukaltuk a
human TRESK-S252A mutans és a vad tipusi PKCe izoforma
koexpresszidjaval. Ugyanebben a kisérletben a K437R kinaz-inaktiv PKCe
mutans koexpresszidja nem befolyasolta a TRESK éaram tulajdonséagait. A
S252 szabalyozasi pont miikddése és a 14-3-3 adapter fehérje
kihorgonyzddasa a csatorndhoz tehat nem nélkiilozhetetlen a PKC altal
kivaltott TRESK aktivacidhoz, viszont a PKCe kindz enzimaktivitiasa
elengedhetetlen a hatas kialakulasédhoz.

Megvizsgaltuk, hogy a PKC koexpresszi6 TRESK csatornara
kifejtett hatasat is kivédi-e a MARK2A, tgy ahogy a PMA altali TRESK
aktivaciot megakadalyozta a fentebb leirtaknak megfeleléen. Ebben a
kisérletben a PKCe konstitutivan aktiv A159E mutians (PKCe-CA)
valtozatat hasznaltuk, ami nagyobb kinaz aktivitasu, mint a vad tipusu
enzim nyugalmi allapotban. Ha ezt a felerdsitett aktivitaisu PKCe-CA
konstrukciot koexpresszaltuk a TRESK csatornaval, akkor nagy bazalis
aramot kaptunk (6.5 £ 1.2 pA, n=10). Olyan mértékben aktivalodott a
csatorna, hogy az ionomycin az aramot mar csak 1.5 £ 0.1-szeresére tudta
tovabb ndvelni. Emellett, az ionomycin elvonasat kdvetden a mérés végéig
a K" aram egyaltalan nem tért vissza a kiindulasi érték felé; az aktivitas
154 + 25 %-os szintet ért el a mérés végén.

Ha viszont a TRESK és PKCe-CA mellett a MARK2A kinazt is
koexpresszaltuk (haromszoros koexpresszio), akkor az alaparam 2.6 + 0.6
LA nagysagura csokkent (n=9, p<0.01, t-teszt). Ezt a kisebb aramot az
ionomycin er6teljesebben fokozta (3.2 + 0.3-szorosara, p<0.002, t-teszt).
Emellett, az ionomycin elvonasat kovetden a K* aram 5 percen beliil

teljesen visszatért az ingerlés el6tti gatolt allapotba (az aktivacio 9 + 5 %-
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a maradt fenn, p<0.0005, Mann-Whitney U teszt). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a konstitutivan aktiv PKCe rendkiviil erételjesen fokozta a
TRESK bazalis aktivitast. A csatornak tobbsége mar eleve is defoszforilalt
allapotban volt, mivel a konstitutivan aktiv PKCe gatolta a S264-et
foszforilalé endogén kinazt. A PKCe hatdsa irant érzéketlenné tett
MARK2A viszont helyreallitotta a S264 bazalis foszforilaciojat és a
TRESK nyugalmi gatolt allapotat, illetve felgyorsitotta a csatorna
visszafoszforilalodasat az ionomycin hatasara létrejovo defoszforilaciot
kovetden.

Phos-tag™ SDS-PAGE moédszerrel megvizsgaltuk a HA>-N70Q-
hTRESK protein foszforilacios allapotat a Xenopus oocytakbol szarmazo
plazma membran prepardtumokban. Ez a moédszer az SDS-PAGE gél
matrixba kovalensen kotott Phos-tag™ reagensen alapul, aminek Zn?*
komplexe reverzibilisen koti a foszfoproteinek foszfat csoportjat, és
csokkenti azok mobilitasat az elektroforézis folyaman. A modszer —
alkalmassa valt a TRESK foszforilacio vizsgalatara. Els6ként mutattuk ki
kozvetleniil, hogy a sejt plazmamembranjaban elhelyezked6 TRESK
fehérje tényleg defoszforilalodik a kalcineurin aktivacio hatasara. Emellett
minden kétséget kizaréan igazoltuk, hogy a PMA kezelés szintén a

csatornafehérje defoszforilaciojat eredményezi.
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1.

4.

KOVETKEZTETESEK

A PMA altal TRESK csatornara kifejtett aktivalé hatds nem a
kalcium/kalmodulin-fiiggd protein foszfataz kalcineurin
kozvetitésével jon létre. Viszont a PMA hatasa a TRESK csatorna
intracellularis hurok régidjaban taladlhatd, csatorna aktivitas
szabalyozasaban meghatarozd szerin 264 defoszforilaciojan alapul,

ami egyben a kalcineurinnak is szubsztratja.

Az 0j-tipustt” (novel-type) protein kinaz C epszilon (g) és éta (1)
izoformak aktivaljak a human TRESK csatornat a Xenopus laevis
heterolog expresszids rendszerben. A protein kindz C farmakologias
aktivalasa forbol-mirisztil-acetat (PMA) hatasara és a PKCe (vagy
PKCn) koexpresszidja hasonléan befolyasolja a TRESK aktivitast,

illetve a csatorna kalcium-fiigg6 szabalyozasat.

A protein kinaz C gy eredményezi a TRESK defoszforilaciojat, hogy
gatolja azt az endogén kinazt, ami a szerin 264 aminosavat
foszforilalja. A szerin 264-et foszforilalo kindz aktivitasanak
hianyéaban a csatorna lassan (30-60 perc alatt) defoszforilalodik és a

TRESK K* aram megnd.

A mikrotubulus-affinitas-regulalo kindz 2 (MARK2) foszforilalja a
TRESK csatornaban a szerin 264 aminosavat és ennek megfeleléen a
MARK?2 csonkolt valtozatanak koexpresszidja kivédi az 0j-tipust”

PKC hatasat.
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