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2. Roviditések jegyzéke

4a-PDD 4a-forbol-12,13-didekanoat (4a-phorbol 12,13-didecanoate)
AKAP150 150 kilodaltonos protein kinaz A-t horgonyzé fehérje
(A-kinase-anchoring protein 150)

AMP adenozin-monofoszfat (adenosine monophosphate)
ATP adenozin-5’-trifoszfat
BK magas konduktanciaji Ca®" aktivalt K* csatorna

(big conductance calcium-activated K* channel)

[Ca?*] Ca?" ionkoncentracio

DAG diacil-glicerin

DRG hatso gyoki ganglion (dorsal root ganglion)
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav (kétértékii ion kelator)

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

ER endoplazmatikus retikulum

EC extracellularis

ECso fél-maximalis aktivald koncentracid
GHK Goldman-Hodgkin-Katz

h- human

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

IBA isobutylalkenyl amide
1Cso0 fél-maximalis gatld koncentracio
IK kozepes konduktanciaju Ca?* aktivalt K* csatorna

(intermediate conductance calcium-activated K* channel)

IP3 inozitol-1,4,5-triszfoszfat

[K*] K* ionkoncentracio

kD(a) kilodalton

Kir befelé rektifikalo K* csatorna (inwardly rectifying K* channel)

KO génhianyos (knock-out) (allat)

Kv fesziiltségfiiggd K* csatorna (voltage-gated/-dependent K* channel)

Kap két porusdoménnal rendelkezd K* csatorna (two-pore domain K* channel)
LPA lizofoszfatidsav (lisophosphatidic acid)
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m- egeér (mouse)

MARK microtubule-associated-protein/microtubule affinity-regulating kinase

NFAT nuclear factor of activated T-cells

P porusdomén

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

PKC protein kinaz C

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

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid (phenylmethylsulfonyl fluoride)
RT-PCR  reverz transzkripciot kdvetd polimeraz lancreakciod
SDS-PAGE natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
SK alacsony konduktanciaju Ca®" aktivalt K* csatorna
(small conductance calcium-activated K* channel)
TALK TWIK-related ALKkaline pH-activated K* channel
TASK TWIK-related Acid-Sensitive K* channel
THIK Tandem pore domain in a Halothane-Inhibited K* channel
TM(S) transzmembran (Szegmens)
TRAAK  TWIK-Related Arachidonic Acid-activated K* channel
TREK TWIK-RElated K* channel
TRESK TWIK-RElated Spinal cord K* channel
TRG trigeminalis ganglion
TRP tranziens receptor potencial (ioncsatorna fehérje)
TRPV1 tranziens receptor potencial vanilloid-1

TWIK Tandem of pore domains in a Weakly Inward rectifying K* channel



DOI:10.14753/SE.2020.2362

3. Bevezetés

3.1 A két porusdoménnal rendelkezé (Kzp) hattér kalium csatornak

altalanos jellemzése és élettani jelentoségiik rovid attekintése

3.1.1 Szerkezeti sajatossagok

A kalium csatornak tobb alegységbdl allo, lipidmembrant atéré fehérje
komplexek. Meghatarozo szerkezeti elemeik a transzmembran régiok és porusdomének.
A transzmembran szegmensek és a porusdomének egyes aminosavai alkotjak a csatorna
porusat. Ez a hidrofil utvonal a fehérjekomplex kozponti tengelyének megfelelden, a
kettds lipidréteget egészében atéré modon, annak sikjara merdlegesen helyezkedik el és
lehet6vé teszi a K ion atjutisat a membran egyik oldalarol a masikra. Az alegységekben
talalhat6 transzmembran régiok és porusdomének szama eltér a kiilonb6z6 K* csatorna
csaladokban.

A ma ismert legtobb K* csatorna alegység meghatarozd szerkezeti eleme a
szelektivitasi filter régid, amelynek aminosav szekvencidja a teljes éldvilagban erésen
konzervalt. Szintén aranylag konzervalt szekvenciaji az ettdl N-terminalis iranyban
talalhat6 porus hélix, ami a szelektivitési filter szekvenciaval szerkezeti egységet alkot.
Ez a kozos szerkezeti elem, a porusdomén, ismétlédik térben négyszer, a csatorna
tengelye kortil forgasszimmetrikus elrendezddésben, és alkotja a csatorna porus (egyik)
legsziikebb részét, ami elsédlegesen felelés a K™ csatornak rendkiviili szelektivitasaért. A
legtobb K csatorna csaladban a miikod6 csatornat négy alegység alkotja és ezek egy-egy
porusdoménnal jarulnak hozza a szelektivitasi filter kialakitdsahoz. Vagyis a K* csatornak
tobbsége tetramer szerkezetli. Ezzel szemben, az értekezés targyat képezé Kop kalium
csatornakra — neviiknek megfelelden — az jellemzd, hogy alegységenként benniik két
porusdomén talalhatd. A Kop alegységek dimer formaban alkotnak miikddé csatornat,
amiben az alegységek mindkét poérusdoménje hozzajarul a szelektivitasi filter
kialakitasahoz (1. abra).

A Kop csaladba jelenleg sorolt csatorndk 4TM/2P szerkezettel jellemezhetdk,

vagyis négy transzmembran régioval rendelkeznek alegységenként [1,2], habar koran
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1. abra: A Kop csatornak membrantopoldgidja és attekinto kristalyszerkezete.

A. A Ky csatornak transzmembran topoldgiaja 4TM/2P szerkezetet mutat, vagyis a négy
transzmembran szegmens (TMS vagy M1-M4) kozott két porusdomén helyezkedik el. Jellemzo
szerkezeti elemek még az elsé extracellularis hurok altal alkotott Uin. sapka domén (CAP) és az
intracellularis N- és C-terminalis, illetve a hurok régi6. (Modositva az [1], [3] kozleményekbdl.)
B. A TREK-2 csatorna sematikus kristalyszerkezete térben abrazolja a szerkezeti elemeket. A két
alegység sarga, illetve lila/kék szinii. A négy K* kotdhely (zold) koriil a szelektivitasi filter
szekvencia (zsinor reprezentacio), illetve attdl N-terminalis iranyban (térben a pdrustdl tavolabb)
a ferde lefutasu rovid porushélix (szalag-, vagy henger reprezentacio, P1 és P2) lathato. A bal
oldalon az eredeti kristalyszerkezet leképezése, a jobb oldalon az ennek megfelel6 sematikus abra
talalhatd. A jobb oldali also és felsd panel két 90°-ot bezar6 sikon érzékelteti a szerkezeti elemek
hozzavet6leges forgasszimmetriajat. TMS, TMD vagy M1-4: transzmembran szegmensek vagy
domén; N: N-terminalis, C: C-terminalis; (E)C1 és 2: extracellularis hélixek a sapka doménben;
EC: extracellularis, IC: intracellularis (Modositva a [3], [4] kozleményekbdl.)
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leirtak, hogy élesztdgombaban 1étezik ettdl eltérd szerkezetii, alegységenként nyolc
transzmembran szegmenssel és két porusdoménnal rendelkez6 csatorna is (§TM/2P, [5]).
Mindenesetre, ma biztosan tudjuk, hogy a 4TM/2P csatornak rendkiviil elterjedtek az
¢lovilagban, megtaldlhatok az Osszes fontos modell organizmusban, nem csak az
¢lesztégombaban [6], de szamos alacsonyabb rendi allatfajban, pl. a Caenorhabditis
elegans féregben [7], Drosophila melanogaster ecetmuslicaban [8], és a ndvényekben is
[9]. Emberben tizenot féle hattér K* csatorna alegységet klonoztak, amelyeket szerkezeti

¢és funkcionalis hasonldsagok alapjan hat alcsaladba oszthatunk (2. abra).

TREK-1 (KCNK2)

TREK-2 (KCNK10)

TRAAK (KCNK4)

TASK-2 (KCNK5)

TALK-1 (KCNK16)

TALK-2 (KCNK17)

TASK-1 (KCNK3)

TASK-3 (KCNK9)

TASK-5 (KCNK15)

THIK-1 (KCNK13)

THIK-2 (KCNK12)

TRESK (KCNK18)

0.1

2. abra: Az emberi Kop csatornak dendrogramja.

A kiilonb6z6 szinek az alcsaladokat jelolik. A csatorna leggyakrabban hasznalt hagyomanyos
elnevezése utan feltiintettiik a gén nevét is, amelyben a sorszam egyben megfelel a Kzp csatorna
(fehérje) alegységek szamozasanak. A dendrogram a Clustal W programmal késziilt. A
dendrogram alatti 1épték aminosavanként atlagosan 0.1 helyettesitésnek megfelelé szekvencia
kiilonbséget jelol. (Modositva az [1] kdzleménybdl.)
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A Kop csatornak szerkezeti valtozatossagat a kiilonbozo géneken kiviil tobbféle
mechanizmus is noveli. Munkacsoportunk mutatta ki elséként, hogy alcsalddon beliil
létrejohet heterodimerizacio a kiilonb6z6 alegységek kozott [10]. Mara teljesen
elfogadotta valt, hogy a TASK-1 és TASK-3 alegységek egymadssal is mikodoképes
csatornat alkotnak, amelynek tulajdonsigai eltérnek a TASK-1 ¢és TASK-3
homodimerektél egyarant. TASK-1/TASK-3 heterodimerek szamos szovetben
kialakulnak in vivo, pl. jelent6s szerepet jatszanak a glomus caroticum pH érzékelésében
[11-13], vagy a motoneuronok ingerlékenységének szabalyozasaban [14-16]. Késébb
nyilvanvalova valt, hogy az alcsaladon beliili heterodimerizacid6 nem korlatozodik a
TASK-1 és -3 csatornakra, hanem inkabb altalanos jelenség, ami megfigyelheté a THIK-
1 és -2 esetén [17], és a TREK alcsalad mindharom tagja kozott paronként [18-20].
Természetesen tobbszor felmeriilt a heterodimerizacid lehetdsége kiilonb6zo
alcsaladokba tartozo alegységek kozott is. A TWIK-1 és TREK (vagy TASK) alegységek
heteromerizacidjat [21-23] a tudomanyos kozvélemény mind a mai napig fenntartassal
fogadta, egy munkacsoporton kiviil masnak nem sikeriilt megerdsitenie. A kozelmultban
a TRESK-TREK alegység kombinacié tekintetében kozoltek olyan eredményeket,
amelyek szerint a tavoli rokonsagban allé alegységek miikkod6 heterodimer csatornat
alkotnak, ami a homodimereknél elé6 nem fordul6 tulajdonsag kombinaciokat 6rokol a
kiilonbozo alegységektdl [24]. A heterodimerizacion kiviil ismert, hogy splice variansok
[25-28] és alternativ transzlacio iniciacié [24,29,30] szintén tovabb fokozhatja a Kop

csatornak soksziniiségét.

3.1.2 Elektrofiziologiai tulajdonsagok

A Kop csatornak hattér (csurgo, leak) kalium dramot hoznak létre. A csatornak
aktivitisa kevéssé fiigg a membranpotencial értékétdl, vagyis a fesziiltség-aram
Osszefliggés jo kozelitéssel megfelel a Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) aramegyenletnek
(3. abra). Szimmetrikus K" megoszlas esetén, mikor a membran két oldalan a K*
koncentracio megegyezik, akkor az aram egy origdn atmend egyenes formajaban koveti
a fesziiltség valtozasat. Ha az egyik oldalon nincs toltéshordozo (K*), akkor a fliggvény

a vizszintes tengely megfeleld iranyaban a tengelyhez simul, hiszen a tdltéshordozotol
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mentes oldalrél nem folyhat &ram a membranon keresztiil egyik fesziiltség értéken sem.
Masként fogalmazva ez azt jelenti, hogy elvi okokbol latszolagos rektifikalas
(egyeniranyitas) jelensége 1¢ép fel akkor, ha a toltéshordozo koncentracidja a két oldalon

eltér.

TASK-3/GHK 10

2 mM [K*]

-100 / (mV)

0/ 2FV, /RT _

/ - A Y ..
b= RT Fa o7 Va R _]

—20

80 mM [K*]

3. abra: A TASK-3 csatorna aramanak fesziiltségfiiggése 2 és 80 mM EC [K'] esetén.

A piros mérési pontok egy olyan Xenopus petesejt K* aramait mutatjak, ami nagy mennyiségben
TASK-3 csatornat expresszal. Az aram amplitid6 koriilbeliil szdzszorosa a nem expresszald
petesejt endogén K* aramanak. Ha az extracellularis K* koncentracié 80 mM, akkor a fesziiltség-
aram Osszefliggés jo kozelitéssel egy origon atmend egyenes. Ha az EC [K*]-ot 2 mM-ra
csokkentjiik, akkor a negativ fesziiltségtartomanyban a nagy befelé iranyul6 d&ram megsziinik és
a gorbe jo kozelitéssel a vizszintes tengelyhez simul. A kék gorbék a GHK aram egyenlet (1d. alul
kék szinnel) alapjan illesztett 6sszefiiggések, amelyek kozelitik a mért aramok nagysagat. A piros
mérési pontok a TASK-3 aram azonnali komponensének felelnek meg (2.4 ms-mal a
fesziiltséglépés kezdetét kovetden), a késébbi aram fesziiltségfiiggése valamivel nagyobb (nem
mutatom). (Modositva az [1] kdzleménybdl.)

A teljes sejt (whole cell) mérési koriilmények kozott mért Kop fesziiltség-aram
Osszefiiggések altaldban aranylag jol kozelitik a GHK elméletbdl adodo eredményeket,
de nem felelnek meg annak pontosan. Egyes csatorna tipusoknal kifelé rektifikalas

figyelheté meg szimmetrikus [K*]-ban, pl. jellemzéen a TREK csatornaknal [31], mig

10
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masok enyhén befelé egyeniranyitanak (mint pl. a TWIK csatorndk, neviiknek
megfeleléen: Tandem of pore domains in a Weakly Inwardly rectifying K* channel,
[32]). Egyes Kop csatornaknal enyhe fesziiltségfiiggés jelentkezik, ami megjelenhet id6
fliggvényében aktivalodo aram komponensként [33], illetve esetenként lassu inaktivacid
is eléfordul [34]. A csatorna miikodés egyes tovabbi jellemz6i csak egyedi csatorna
(single channel) mérésekben elemezhetdk. Az egyedi csatorna mérések pl. arra utaltak,
hogy a TREK csatornaknal a makroszkopos aram kifelé rektifikalasaért dontéen a
csatorna aktivitas valtozasa felelds, az egyedi csatorna dram viszont nem mutat kifelé
rektifikalast [35-37]. Habar ezek az elektrofiziologiai részletek egyértelmiien kimérhetok
kisérletes rendszerekben, kérdés marad, hogy milyen mértékben befolyasoljak a
csatorndk élettani szerepét, ami vélhetéen leginkabb a robosztus hattér K* dram
komponensen alapul.

A fesziiltségfiiggés kis mértékébdl nem kdvetkezik, hogy a Kop csatorndk arama
passziv médon mindig alland6 lenne. Ehelyett a hattér K™ dram rendkiviil érzékeny a
kisérleti koriilményekre, egyes esetekben a csatornafehérje akar szenzor funkciot is
betdlthet: pl. EC vagy IC pH, homérséklet vagy membranfesziilés érzékelése a
fiziologiasan relevans tartomanyban [38-45]. Emellett leggyakrabban intracellularis
jelatviteli utak altali csatorna szabalyozas is érvényesiil (1d. alabb). Az éldben jellemzo
koriilményekhez képest a Kzp csatorndk kornyezete kiilonbozhet az izolalt sejtekben
végzett mérés esetén, de talan még ennél is jelentdsebb valtozast okoz a csatorna aktivitas
mérése kivagott membran foltban. Ebben az in vitro sejtmentes rendszerben a hattér K*
csatornak aramanak jelentés rektifikald tulajdonsagat irtak le (pl. TASK-3 esetében
hozzavetSlegesen 10-szeres rektifikacios koefficiens), amelynek magyardzatara a K*-
fluxus-csatolt kapuzasi modellt dolgoztak ki [46,47]. Ebben a modellben a rektifikacio
oka a porus K" kotd helyeinek telitédése (kifelé iranyuld aramnal) vagy kitiriilése (befelé
aramnal), ami visszahat a csatorna konformaciéra (4. abra). A mechanizmus
hozzajarulhat a hattér K csatornak GHK elmélettél eltérd fesziiltség-aram

karakterisztikajahoz in vivo is, kiilondsen a TREK alcsalad tagjainal.
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4. abra: Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzis mechanizmusa.

Ha a membranpotencial er6sen negativ, egyértelmiien negativabb, mint az egyensulyi potencial
(Ex), akkor a szelektivitasi filter (SF) depletalt allapotban van és a csatorna nem (vagy kevéssé)
vezet. Ha ezutdn a membranpotencial pozitivabba valik, mint az E értéke, akkor az elektrokémiai
potencial valtozas (Ap) hatasara konformacio valtozas jon 1étre, mikdzben a porus K* kotohelyei
telitddnek, azonban a csatorna még nem keriil nagy vezetdképességl allapotba. A kotdhelyek
telitddése teszi lehetové a kovetkezd 1€pésben a nagymértékin kifelé iranyuld ionmozgast a
péruson keresztiil. Ha ilyenkor a membranpotencial Ojra az Ex érték ald csokken, akkor 1étrejon
egy gyors dramirany valtozas (“fluxus inverzio”), azonban ez az d&ram nagyon gyorsan lecseng,
mert a porus K* kot6helyei kitirtilnek, és a csatorna visszatér a nem (kevéssé) vezet6 allapotaba.
(Modositva a [46] k6zleményb6l.)

3.1.3 Szabalyozasi mechanizmusok

A Kzp csatornak aktivitdsa ugyan kevéssé fligg a membranpotencial valtozasoktol,
azonban ezek a csatorndk rendkivill szertedgazo és alcsaladonként egyedi modon
szabalyozodnak fesziiltségtdl fliggetlen mechanizmusokkal. A mar fentebb is emlitett
fizikokémiai kornyezet hatdsa, ami csatorna szinten szabalyozasnak tekinthetd, de a teljes
szervezet szempontjabol inkdbb érzékeld mechanizmusként foghato fel, tobb esetben
kozvetleniil a csatornafehérjén érvényesiil. Az extra- vagy intracelluldris pH-érzékenység
nagy része magyarazhato volt tobb csatorna tipus esetén is egy-egy aminosav oldallanc
protonacidjaval [33,40,48-51]. Emellett az utobbi idében tobb tanulmany is arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a TREK alcsaladban jellemz6 mechanoszenzitivitas szintén
elsésorban kozvetlen csatornan érvényesillé hatas [45,52,53]. A csatornafehérje
kozvetleniil érzékeli a membranfesziilés valtozasait, és ehhez nem elengedhetetlen pl. a
citoszkeleton ¢és a csatornafehérje interakcidja. (Valoszinlileg azonban ez utobbi
interakcio is 1étrejohet és modosithatja a mechanoszenzitivitast [54].) A pH és mechanikai
valtozasok hatdsa jol detektalhatdo kivagott membran foltban is, csakigy mint a
lipidkornyezet bizonyos valtozasainak hatasa, pl. a TREK csalad tagjainak nagyfoku

aktivacioja arachidonsav és mas telitetlen zsirsavak altal [55-57]. Ez is 6sszhangban van
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azzal az elképzeléssel, hogy ezek a tényezok kozvetleniil a csatornafehérje komplexen
fejtik ki a hatdsukat, hiszen a kivagott membran folt mérés sejtmentes rendszerben
torténik, amelyben a mérdoldattal térténé nagyfoka perfuzid eltavolitja a citoplazma
komponenseket a membran folt eredetileg intracellularis oldalarol.

A fizikokémiai faktorok koziil talan legkevésbe a TREK csatornak
hémérsékletfiiggésének hatdsmechanizmusat értjiik. A 22 és 42 fok kdzotti tartoményban
a TREK csatornak arama novekszik a hémérséklet fiiggvényében [41,58-60], sokkal
meredekebben (Q10=10), mint a tobbi K* csatornaé, azonban ezeknek a Kop csatornaknak
az érzékenysége azért valamivel kisebb, mint a hdmérséklet érzékelésben kozismerten
szerepet jatszO TRP csatornaké (Qi0=20). Mindenesetre a TREK csatornak nagyfoka
hémérsékletfiiggésének valdsziniileg jelentésége van a fiziologids homérséklet
érzékelésében [60,61]. Szemben a fent targyalt egyéb fizikokémiai faktorokkal azonban,
a Koz csatorndk homérsékletfiiggése elvész a membran folt kivagasakor, ami
megkérddjelezi, hogy ebben az esetben kozvetlen csatorna hatasrol van-e szo. Erdekes
moédon a homérsékletfliggés minden vizsgalt heterolog expresszids rendszerben
megfigyelhetd teljes sejtben, ami arra utal, hogy ubikviter az a citoplazma komponens,
ami a TREK csatorndk hémérséklet érzékelését lehetové teszi.

A Kozp csatornédkat ezen feliil intracellularis jelatviteli utak is szabdlyozzak és ezek
a mechanizmusok sokszor olyan nagy mértékben befolyasoljak a csatorna aktivitast, hogy
az alapvetéen meghatdrozza a membranpotencial valtozasait €és ezaltal a sejt ¢€lettani
miikddését. Kiilondsen a TREK és TASK alcsaladok esetén ismertek olyan jelatviteli
mechanizmusok, amelyek a csatorna aktivitdst tobbszorosére vagy toredékére képesek
valtoztatni, és ezeket a jelatviteli utakat tobb fliggetlen munkacsoport is részletesen
vizsgalta, altalanos jelentdségiiknek megfelelden.

Ilyen altalanos jelentdségli szabalyoz6 mechanizmus a TASK-1 és TASK-3
csatornak gatlasa a Gg-fehérje kapcsolt receptorok ingerlése soran. Kiilonb6zd receptor
tipusok ingerlésének hatasara is l1étrejon a gatlas, ilyen pl. az M1 vagy Ms muszkarinos
acetilkolin receptor [62,63], a TRH-receptor, a metabotrop glutamat receptor [64], illetve
az angiotenzin receptor [65]. A hatas kifejlodik a legkiilonb6zébb heterolog expresszios
rendszerekben is, ami a szabalyozasi mechanizmus altalanossagara utal.
Munkacsoportunk elséként kozolte, hogy a gatlasi mechanizmus a foszfolipaz C enzim

aktivalodasan alapul, de nem az inozitol-triszfoszfat (IP3)-indukalt kalcium jel és a
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protein kindz C hatasara jon 1étre [62]. Ezt az eredményt a tudomanyos kdzvélemény tobb
mint egy évtizedig vitatta [66-69], mignem végiil altalanos elfogadast nyert [70-72]. A
jelenleg elfogadott nézet szerint a foszfolipaz C terméke, a diacilglicerin (DAG)
kozvetlen hatast fejt ki a csatornara, és nem a szubsztrat foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat fogyasa felelés a gatlasért [71,72]. A TASK csatornak gatlasahoz (a Gq
kapcsolt receptorok ingerlésekor) elengedhetetlen a csatorna intakt C-terminalis régioja.
A C-terminalis proximalis részén talalhatdo hat aminosav cseréje a TREK-1 megfeleld
szekvenciajara teljes mértékben kivédte a receptor-fiiggd szabalyozast [73].

A TREK-1 és TREK-2 csatornat a Gs és Gq fehérje kapcsolt receptorok ingerlése
egyarant gatolja [57,74,75]. A hatasokért dontden a protein kinaz A (PKA), illetve protein
kinaz C (PKC) felelés (megfeleléen), amelyek foszforilaljak az intracellularis C-
terminalis régiot és ezaltal gatoljak a csatorna aktivitast. A PKA/PKC éltal foszforilalt
szerin aminosavakat az AMP-fiigg6 kinaz (AMPK) is tudja foszforilalni, ami megteremti
a lehet6ségét, hogy a TREK aktivitds egyes sejtekben a metabolikus hattérnek
megfeleléen valtozzon [76]. (A TRAAK csatornat a PKA és a PKC nem szabalyozza a
TREK-1-hez és TREK-2-h6z hasonld modon [55] és ennek megfeleléen a TRAAK arama
nem érzékeny Gq-kapcsolt (M1 muszkarinos acetilkolin) receptor ingerlésre [77].)

A részletesen vizsgalt TASK ¢és TREK csatornak esetén tobbféle citoplazmatikus
fehérje interakcios partnert is azonositottak. Ezek majdnem kivétel nélkiil a csatorndk C-
terminalis régidjdhoz kotddnek. A TASK-1 és TASK-3 C-termindlisanak utolsé 5
aminosavahoz (RRSSV a TASK-1-ben) kapcsolodik a 14-3-3 adapter fehérje, ami elfedi
az endoplazmas retikulum retencios szignalt, igy gatolja a koatomer protein COPI
kotodését és fokozza a csatorna beépiilését a plazmamembranba, vagyis az expresszio
szintjét [78-80]. A TASK csatornak C-terminalisahoz kotédik még a p11 (S100A10)
adapter protein [81,82] és a syntaxin-8 [83], amelyek kiilonb6zé mechanizmussal
okoznak endoplazmatikus retikulum retenciot és csokkentik a csatorna expressziot [80].

A TREK csatorndk interakcios partnerei eltéroek, azonban ezek is jellemzden a
C-termindlis régioban talalhatd szekvencia motivumokhoz kapcsolodnak. Az AKAP150
allvanyfehérje kotddése a TREK-1 csatorndhoz aktivaciot hoz 1étre, ami megnyilvanul a
kifelé rektifikald karakterisztika hattér aramhoz hasonlatossa valasaban, illetve abban,
hogy a TREK-1 aram ekkor mar nem fokozhato tovabb sem membranfesziiléssel, sem

pedig arachidonsav adasaval [84]. Egy masik interakcios partner, a mikrotubulus-
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asszocialt fehérje Mtap2, a TREK-1 (és TREK-2) C-terminalis egy eltéré részéhez
kotddik és nem befolyasolja a csatorna aktivitdst, de megndveli a csatorna szamot a

plazmamembranban [85].

3.1.4 Altalanos élettani és orvosi jelentéség

Mig a fesziiltségfiiggd K csatorndk (Kv csalad) dontden a depolarizacios
folyamatokat ellenstlyozzak, a befelé rektifikalé K* csatornak (Kir csalad) pedig foként
a nyugalmi membranpotencial stabilizalasaban fontosak, addig a Kzp csatorndk mindkét
hatast kifejtik, a membranpotencialtol kevésbé fiiggé miikodésiik miatt. A Kop csatornak
sz¢éles korben kifejezddnek a kozponti idegrendszerben és a periférias szovetekben
egyarant és a rendkiviil kiterjedt és sokrétii élettani szerepiik atfogd targyaldsa
meghaladja a jelen értekezés kereteit (Id. az [1] és [86] Osszefoglalokat, illetve a Pfliigers
Archiv folyodiratban (2015, 467(5):865-1142) megjelent Gsszefoglalé kozlemény
sorozatot a témaban). Ezért itt csak néhany kiragadott példan keresztiil érzékeltetem a Kop
csatornak élettani és orvosi jelentdségét.

A TASK és TREK alcsaladok tagjainak széleskorii kifejezodése a kozponti
idegrendszerben hozzajarul a neuronok aktivitdsanak altalanos szabalyozasahoz.
Bizonyitottnak tekinthetd, hogy a csatornak aktivalasa és altalanos hiperpolarizal6 hatasa
jelentds mértékben hozzajarul a parolgo folyadék anesztetikumok orvosi gyakorlatban jol
ismert hatasaihoz. Allatkisérletes modellben a csatornak génmoédositassal torténd
kiiktatasa nagymértékben csokkenti az altatoszerek (pl. halotan, izofluran) hatasat
[87,88]. Mindemellett a TREK csatornak szerepet jatszanak a viselkedésbeli aktivitasi
szint és kedélyallapot alakitasaban is. A TREK-1 génkiiités depresszio-rezisztens
fenotipust eredményez [89] és a TREK csatornak gatlasa valoszintileg hozzajarul a
fluoxetin terapias hatasahoz [4,90,91].

A TASK és TALK alcsalad tagjai tobb esetben pH érzékeldként mitkddnek. A
periférids kemoreceptorok pH érzékenységének meghatarozo tényezdje a TASK-1 és
TASK-3 csatorndk gatlasa az extracellularis savanyodaskor [12,13]. A hattér K* dram
csokkenése depolarizaciot és fokozott transzmitter leaddst eredményez a glomus

caroticum sejtjeiben. A TASK-1 és TASK-3 csatornak nagyfoku pH érzékenységéért
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foként egy extracellularis elhelyezkedésti hisztidin oldallanc protonalédasa felelds
[33,40]. A TASK csatornak egy masik, ismeretlen gatlasi mechanizmusa emellett
hozzajarul a periférias kemoreceptor oxigén érzékeléséhez is [11,12]. Az agytorzsben
talalhat6 centralis kemoreceptor pCOz iranti nagyfoku szenzitivitasa, a 1égzésszabalyozas
masik fontos eleme, kdzvetve szintén az extracellularis pH érzékelésen alapul. Azonban
a TASK-1 és TASK-3 csatornak génkiiitése nem befolyasolta jelentésen a pCO:2
novekedésre adott 1égzési valaszt. Viszont a TALK alcsaladba tartozo, szintén pH-
érzékeny TASK-2 eltavolitasa a valaszt jelentdsen tompitotta, €s ezt a csatornat sikertilt
kimutatni a reakcioban szerepld anatomiai struktiraban, a nucleus retrotrapezoideusban
[92,93].

A TASK-1 csatornar6l munkacsoportunk irta le elséként, hogy nagy
mennyiségben kifejez6dik a mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtjeiben és az
angiotenzin receptor ingerlés kovetkeztében 1étrejovo gatlasa hozzajarul a sejtek fokozott
aldoszteron termeléséhez [65]. A csatorna  génkilitése egérben  primer
hiperaldoszteronizmust okoz [94] és a TASK-1-nek megfelel6 KCNK3 gén variansai
emberben hiperaldoszteronizmussal és hipertoniaval asszocialtak [95]. A TASK-1
csatornardl a kozelmultban maésik orvosi vonatkozas is felmertilt, azt talaltak, hogy a
csatorna bizonyos mutacioi 6roklédoé pulmonalis hipertoniat okoznak [96-99]. A TASK-
1 génhianyos egérben pulmonalis hipertenzié nem jelentkezik, mert a pulmonalis artéria
vaszkularis simaizomsejt K csatorna osszetétele eltér az emberétdl [100,101]. Jelenleg
kiterjedt érdeklddés dvezi, hogy a TASK-1 csatorna farmakologias aktivalasat fel lehet-e
hasznalni  terdpias céllal a  pulmonalis hipertonia rendkiviil heterogén
betegségcsoportjanak egyes tipusaiban [97,99].
emberben féként a pitvarizomzatban fejezddik ki és potencialis célpont a pitvarfibrillacid
kezelésében [102-105]. A mechanoszenzitiv TREK-1 csatorna jelenléte a pitvari és
kamrai munkaizomzatban felveti a lehetdségét, hogy a csatorna szerepet jatszik a
mechanoelektromos visszacsatolas (feedback) jelenségben [104,106]. Ennek soran a
szivizomzatban 1étrejové mechanikai valtozasok (pl. a falfesziilés mértéke) visszahat a

membranpotencialra és ezaltal a kifejlddod kontrakcio erejét modositja.
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3.1.5 A K2p csatornak szerepe a fajdalomérzésben

A fajdalom kezelése az orvosi gyakorlatban nem tekinthetd véglegesen
megoldottnak, kiilonosen egyes olyan specidlis korképekben jelentkezik nehezen
kezelhet6 fajdalom, mint pl. a neuropatias fajdalom, a migrén vagy a rosszindulati
daganatokhoz tarsuld fajdalom tipusok. Ezekben az esetekben az ismert
fajdalomcsillapitd eljardsok gyakran nem vezetnek megfeleld eredményre. Emiatt
tovabbra is intenziv kutatds folyik wjabb fajdalomcsillapitd gyodgyszerek/eljarasok
kifejlesztésére. A primer szenzoros neuronokban jelentds mértékben Kazp csatornak
feleldsek a membranpotencidl és az ingerlékenység stabilizalasaért, €s napjainkban egyre
tobben vetik fel a kérdést, hogy ezeknek a csatorndknak az aktivalasdval milyen
fajdalomcsillapit6 hatas érhet6 el [2,107-113].

A kérdés megvalaszolasat neheziti a primer szenzoros neuronok — és ezen beliil a
fajdalomérzésért felelds szubpopulacié — heterogenitasa, ami €rinti a sejtekben kifejez6do
K2p csatorna készletet is, ahogy arra az utdbbi idében a legmodernebb eljarasok, mint pl.
az egyedi sejt RNS szekvenalas ramutattak [114,115]. A rendkiviil komplex mintazatot
tikr6z6 mRNS expresszid szintl adatok azonban korantsem feleltethetdk meg
egyértelmiien a csatornafunkcionak. A fehérjeexpresszio nem mindig korrelal az mRNS-
sel €és egy-egy csatornatipus jelentdsége mindig erdsen fiigg az adott sejttipusban
kifejez8dé egyéb komponensek, illetve azok araménak részaranyatol. Osszességében
tehat azt mondhatjuk, hogy a Kop csatornak szenzoros mitkodésben betoltott szerepérol
alkotott kép még képlékeny, folyamatosan valtozik €s jelenleg gyorsan fejlodik.

Kang, D. és Kim, D. egyik kezdeti vizsgalata sordn, amelyben a hatso gyoki
ganglionbdl izolalt neuron sejttesteket hozzavetdleges méretiik szerint szelektaltak,
egyedi csatorna (single channel) vezetdképességiik alapjan azonositottak a Kop csatorna
tipusokat tobb mint 250 membran foltban [116]. Ez alapjan sorrendet allitottak fel a
csatornak funkcionalis expresszidja tekintetében. Testhomérsékleten (37 °C) a kdvetkezd
sorrendet kaptak: TREK-2 (69%), TRESK (16%), TREK-1 (12%) és TRAAK (3%).
Szobahémérsékleten (24 °C) a vezetést a TRESK csatorna vette at, mivel a termoszenzitiv
TREK-2 (és -1) aktivitasa visszaesett [116]. Masok hatso gyoki ganglionbdl végzett valds
idejii reverz transzkripcids polimeraz lancreakcié (real-time RT-PCR) modszerrel a

kovetkezd relaciokat figyelték meg az mRNS kifejezddés szintjén: TRESK > TRAAK >
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TREK2 = TWIK2 > TREK1 = THIK2 > TASK1 > TASK2 > THIK1 = TASK3 [117].
Ugyanez a munkacsoport késobb immuncitokémidval a TREK-2 fehérje magas
expressziojat mutatta ki C-tipusu rosttal rendelkezd nociceptor neuronok sejttestjeiben,
¢s siRNS technikaval visszaszoritott TREK-2 expresszi6ji neuronokban depolarizaciot
igazolt aramzar (current clamp) patch clamp méréssel [118]. Tobb fiiggetlen tanulmany
megerdsitette a TREK-2 szerepét a kis sejttesttel és C-tipusi rosttal rendelkez6 (izolektin
B4 pozitiv, IB4") neuronok membranpotencialjanak kialakitasaban [42,119,120]. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a fajdalomérzd primer szenzoros neuronokban a TREK
alcsalad tagjai és a TRESK csatorna jelentdS meghatarozoi az ingerlékenység
szabalyozasanak.

Royal P. és mtsai. 2019 januarban kozolt munkaja Osszefliggést teremt a
kiilonb6z6 alcsaladba tartozd és ennek megfeleléen alacsony (<20%) aminosav
szekvencia azonossagot mutatd TRESK és TREK csatornak kozott [24]. Azt talaltak,
hogy a TRESK alegység heterodimert képez a TREK-1 és TREK-2 csatorna
alegységekkel. A heterodimerizacio lehetdvé teszi, hogy a TRESK csatorna bizonyos
funkcioveszté muticidi dominans negativ hatést fejtsenek ki nemcsak az ép allélbol
szarmaz6 vad tipust TRESK alegységekre, hanem a TREK alegységekre is. (Ezeknél a
mutansoknal kereteltolodas (frameshift) miatt alternativ transzlacié iniciacioval koros
TRESK C-terminalis fehérjerészlet alakul ki.) A dominans-negativ hatas olyan mértékben
csOkkenti a szenzoros neuron hattér K* csatorna készletét, amit az mar mashogy nem tud
kompenzalni, és az idegsejt korosan magas aktivitasat, akcios potencial frekvenciajat
eredményezi. Feltételezésiik szerint ez a trigemindlis ganglion (TRG) neuronokban
1étrejovo mechanizmus felelds a familiaris migrén kialakulasaért azokban a csaladokban,

amelyek a megfelel6 (nagyon ritka) TRESK kereteltolodasos mutaciot hordozzak [24].
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3.2 ATRESK (K2r18) csatorna korabban megismert tulajdonsagai

3.2.1 A TRESK helye a Kzp hattér K* csatorna csaladban

A TRESK (TWIK-Related Spinal Cord K* Channel; K2r18.1; KCNK18 gén) a
két porusdoménnal rendelkezd K* csatorndk csaladjaba tartozik és a TRESK alcsalad
egyetlen tagja [121,122]. A human TRESK 384, az egér csatorna pedig 394 aminosavbol
a tobbi Kop csatornatdl — ennek megfeleléen halakban is azonosithat6 [1,123] — azonban
egyes kezdeti felvetésekkel [124] ellentétben az eddig vizsgalt fajokban génduplikacio
nem tortént, tehat TRESK-2 gén nem létezik. A TRESK csatorna kdveti a Kop csaladra
jellemz6 4TMS/2P topologiat, azonban néhany egyedi szerkezeti vonassal is rendelkezik.
A TRESK C-terminalis régidja joval rovidebb (kb. 30 aminosav), mint a tobbi Kop
csatorna tipusé (ahol a C-terminalis akar 120 aminosav hossza is lehet). Ez azért
figyelemre méltdé szerkezeti kiilonbség, mert a tobbi csatorndnal a szabalyozd
mechanizmusok jellemzden a C-terminalison konvergalnak, aminek legnagyobb része a
TRESK csatornabdl hidnyzik. Mindemellett azonban a TRESK masodik és harmadik
transzmembran szegmense kozott talalhatd intracellularis hurok régi6 joval hosszabb (kb.
130 aminosav), mint a csak néhany (<30) aminosavbol all6 6sszekotd szakasz az egyéb
Kop csatorndkban. Az eddig azonositott TRESK szabalyoz6 mechanizmusok
mindegyikének ez a hurok régi6 a célpontja.

A TRESK csatorna sajatos expresszios profilt mutat. Szemben a kiterjedten
kifejez0d6 TREK ¢s TASK csatorndkkal, a TRESK igen specifikusan csak néhany
szovetben expresszalodik jelentés mértékben. Ugyan els6ként human gerincvel6bol
klonoztak [121], munkacsoportunk pedig egér kisagybol [122], (a harmadik
munkacsoportnak egér herébdl sikeriilt amplifikalnia [124]), azonban ez kevéssé tiikrozi
az ¢élettani szempontbdl lényeges olyan szoveteket, amelyekben a csatorna tényleg
szamottevd meértékben kifejezddik. Mai ismereteink szerint a csatorna legfontosabb
eléfordulasi helye a hatso gyoki és trigeminalis ganglionok, amelyekben a primer
szenzoros neuronok expresszaljak [116,125,126]. A trigeminalis ganglionban a TRESK
MRNS kifejezédésének mértéke még a hatso gyoki ganglionban tapasztalhatdé magas

szintli expressziot is kb. 3-szorosan meghaladja [115]. Emellett megtalalhaté az autonom
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idegrendszer bizonyos szenzoros ¢és effektor neuronjaiban, mint pl. a nervus vagus
ganglion nodosumaban vagy a szimpatikus idegrendszerhez tartozo ganglion cervicale
superiusban [127,128]. Ezeken kiviil még néhany helyen kimutattak, mint pl. a retina
egyes ganglion sejtjeiben [129], azonban ezek a tovabbi itt fel nem sorolt lokalizaciok
modszertani szempontbdl kérdésesek, illetve fiiggetlen megerdsitésre varnak.

Az egyik munkacsoport a human TRESK csatornat a primer szenzoros
neuronokban a legszelektivebben expresszalddo K* csatorndnak talaltdk az dsszes létezd
K™ csatorna tipus koziil RNS szekvenalas modszerrel, dsszehasonlitva az agyi és tobb
periférias szoveti expresszios szinttel [130,131]. (Az 6sszes ioncsatorna koziil — 304 féle
ioncsatorna gén expresszidjat detektaltdk a trigemindlis ganglionban €s 299 félét a hatso
gyoki ganglionban — a TRESK a masodik legszelektivebben expresszalodo
ioncsatornanak bizonyult mindkét szovetben, a Nav1.8 (SCN10A) fesziiltségfiiggd Na*-
csatorna utan [130].) Egyedi sejt RNS szekvenalas eredmények szerint, a TRESK a
polimodalis nociceptorok NP1 és NP2 osztalydban fejezddik ki, vagyis azokban a
fajdalomérz6 neuronokban, amelyek a Mas-rokon G-fehérje-kapcsolt receptor D és A3
(Mas-related G-protein-coupled receptor D and A3 (Mrgprd és Mrgpra3)) marker
fehérjéket expresszaljak, megfeleléen. A TRESK mRNS szintén megtaldlhatd az NF1
osztalyu alacsony kiiszobli mechanoreceptor neuronokban, amelyek neurofilamentum
nehéz lanc (Nefh) pozitivak és a NECAB2 (N-terminal EF-hand calcium binding protein
2) kifejezddésével jellemezheték [114,115].

Amig a TRESK mRNS expressziordl aranylag pontos ismeretekkel rendelkeziink,
a TRESK fehérje szubcellularis lokalizacioja kevésbé ismert. A TRESK fehérjét
kimutattak a primer szenzoros neuron sejttestekben immunhisztokémiai modszerekkel
[126,132]. Kérdés marad azonban, hogy a csatorna jelen van-e a pszeudounipolaris
neuron centralis és/vagy periférids nyulvanyaban is. Nyilvanvald, hogy ez a kérdés
alapvetden befolyasolja a TRESK lehetséges élettani funkciojat. A periférias
végzddésben az inger érzékelése torténik, az itt talalhato K* csatorna az inger hatasara
1étrejovo depolarizaciot mérsékelheti és ezaltal a neuron ingerre adott valaszat korlatozza.
A centralis nyulvanyban a szinaptikus attevddés modulacioja lehet a K* aram
valtozasanak kovetkezménye. Egyes elméletek szerint egyébként a szOméaban vagy a
periszomatikus régioban talalhaté K* csatorndknak is szerepiik lehet az akcios potencial

terjedés szabalyozasdban. Az elképzelések szerint a szémaban 1étrejovo kifejezett
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hiperpolarizacio €s ezzel egyiitt jelentkezd konduktancia novekedés elégséges lehet a
periférids és centralis nyalvany kozotti akcids potencidl attevodés gatlasara, vagyis a
periszomatikus K* konduktancia novekedés sziird (filter) funkciot tolthet be az athaladd
akcios potencialok tekintetében [133].

A Kzp csatornak szerepének vizsgalatara kiterjedten alkalmaznak kiilonb6z6
ragesalo allatkisérletes modelleket, illetve azok kiilonbdzd génhianyos valtozatait. Ezek
gyakran rendkiviil fontos betekintést engednek a csatornak fiziologias funkcidjaba,
azonban elvileg el6fordulhat, hogy a nyert eredmények nem feleltethetok meg tokéletesen
az emberi ¢élettannak. Ez az aggily a TRESK esetében nyomatékosan felmeriil, mert
meglepd modon az egér és human orthologok szekvencia azonossaga csak 67% [122].
(Az egyéb Kop csatornaknal a hasonlosag magasabb, altalaban 80-90 %-0s.) Ez a
nagyfoku eltérés a szekvencidban természetesen megnyilvanul a human és egér csatorna
tekintetében, hogy tilzottan messzemend emberre vonatkoz6 kdvetkeztetéseket vonjunk
le az egérben kapott eredmények alapjan [123,134-136].

A TRESK csatorna heterolog expresszios rendszerben jellegzetes hattér K*
aramot eredményez, aminek makroszkopos fesziiltség-aram Osszefiiggése mérsékelt
kifelé egyeniranyitast (rektifikaciot) mutat (5. dbra). Mint gyakorlatilag szinte minden K*
csatorna, a TRESK is érzékeny csekély mértékben az extracellularis pH valtozasaira (pH
7.5-r6l 5.6-ra savanyitas kb. 20%-ban gatol). Ez a hatas messze elmarad pl. a TASK-1
csatorna érzékenységétdl és nem valoszinill, hogy élettani szabalyozas alapja lenne. Az
intracellularis pH csokkenésre valamivel nagyobb valasz adédik (pH 7.5-r61 5.6-ra
savanyitas kb. 60%-ban géatol). A TRESK aramot a hdmérséklet valtozasa a 22-43 °C
tartomanyban nem befolyasolja lényegesen (20%-néal kisebb hatas), tehat ebben a
tulajdonsagéban a csatorna kiilonbozik a TREK alcsalad tagjaitol. Szemben a TREK
csatornakkal, a telitetlen zsirsavak (pl. arachidonsav) a TRESK-en gatlast okoznak,
aminek az ¢lettani jelentdsége kérdéses, mert a hatas kifejtéséhez aranylag magas
TRESK mechanoszenzitivitasat kevesen vizsgaltak, patch clamp mérésekben a patch
pipetta belsé nyomdsanak valtoztatdsa nem okoz feltlind dram ingadozast, szemben a
TREK alcsalad esetében tapasztalhatoval. Egy munkacsoport kimutatott enyhe

mechanoszenzitivitast, azonban ezek az eredmények tovabbi megerdsitésre varnak [137].
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5. dbra: A human TRESK fesziiltség-aram osszefiiggése.

A. TRESK cDNS-sel transzfektalt L929 sejtekben kialakulé aramok -120mV-t6l +100 mV-ig
terjedd fesziiltséglépések hatasara. B. Fesziiltség-aram Osszefliggések kiilonbozo extracellularis
K* koncentraciéjii oldatokban. (Atvéve a [121] kozleménybél. A pipettaoldat 149 mM [K*]-ot
tartalmazott.)

A Kop csatornak azonositasanak egyik lehetséges modja az egyedi csatorna (single
channel) tulajdonsdgok vizsgalata, amit sikeresen alkalmaztak a TRESK csatorna
kimutatasara a hatsé gyoki ganglion neuronokban [116]. A TRESK alapveté egyedi
csatorna tulajdonsagait munkacsoportunk kozolte elsdként [122]. A TRESK egyedi
csatorna drama jellegzetes, egyéb Kop csatorndktol eltérd, megkiilonboztetd jegyeket
hordoz. A TRESK vezet6képessége 140 mM szimmetrikus [K*] esetén, +60 vagy +90
mV-on koriilbelil 12-14 pS [116,122]. Ezen a fesziiltségen a csatorna jol kivehetd
négyszogjelszeri megnyildsokat mutat, ahogy azt egy tipikus egyedi csatorna
regisztratumon megszoktuk. Ezzel szemben a negativ fesziiltségtartomanyban
ugyanennek a csatorndnak a miikodése 1ényegesen eltérd. Szabalyos négyszogjelszerli
megnyilasok nem oldhatok fel a szokéasos teljesitményii patch clamp erdsitével, mert a
csatorna csak nagyon rovid (gyakran <l ms) megnyilasok sorozatait produkalja.
Felfoghat6 ez gyorsan fellépd €s megszlind nyitott csatorna gatlasként (open channel
block), vagy olyan komplex kapuzési mechanizmusként, amikor a révid megnyilasokbol
allo kapuzasi aktivitas fellangolasokban (burst) jelentkezik (6. abra). E tekintetben meg

kell maradnunk a fenomenolégia szintjén, mert a jelenség mechanizmusa jelenleg nem
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ismert. Mindenesetre az ilyen jellegli aktivitdis megneheziti az egyedi csatorna
vezetOképesség becslését a negativ fesziiltségtartomanyban, ami koriilbeliil 16 pS-nek
adodik [116,122]. Az ilyen mértékii aszimmetrikus egyedi csatorna viselkedés a Kop

csaladon beliil a TRESK csatorna jellemz6 vonasa.
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6. abra: A TRESK csatorna aszimmetrikus jellegii egyedi megnyilasai.

A. Az egér TRESK egyedi csatorna (single channel) megnyilasai lathatok a csatornat kifejez6
Xenopus laevis oocyta membranjabol kivagott foltban (inside-out patch), a regisztratumok mellett
jobb oldalon jelolt kiilonbozé fesziiltségértékeken. B. Az abra bal oldalan (az A panelen)
nyilakkal jelolt megnyilasok nagyobb felbontassal kiemelve. Jol megfigyelhetok a pozitiv
membranpotencial értékeken jelentkezd négyszogjelszeri események és a negativ értékeken
jellem26 révid megnyilésokb(')l allo kapuzas. (A pozitiv potenciélokon mérhetd aramok a

crer

Moédositva a [122] kdzleménybdl.)

3.2.2 Receptor medialt szabalyozas

A Gq fehérje kapcesolt receptorok ingerlése eltéroen hat a TRESK aramra, mint a
korabban vizsgalt TREK és TASK csaladba tartozo6 csatornak miikodésére. Mig a TREK
¢s TASK csatorndkat a receptor ingerlés — eltéré mechanizmussal (1d. fent) — gatolja,
addig a TRESK aram t6bbszorosére novekszik [122]. Az aram ndvekedés 1étrejon a
csatornaval koexpresszalt M1 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 eldidézik a TRESK aram 5-10-szeres fokozodasat, ha

23



DOI:10.14753/SE.2020.2362

nem overexpresszalt mennyiségben, hanem sajat endogén expresszids szintjiiknek
megfeleldéen vannak jelen [122].

A receptor ingerlés hatasara tortén6 TRESK aktivacid jelenségét tobb
laboratorium is fiiggetleniil megerdsitette [116,123,126,138,139]. Jellemzé modon az
aktivacio mértéke tobbszords volt a Xenopus oocyta expresszios rendszerben, mig az
emlds sejtvonal teljes sejt (whole cell) patch clamp mérésekben kisebbnek (=30-100%)
adodott. A tobbszords TRESK dram novekedés akkor volt kimutathato HEK-293
sejtekben, ha a mérdoldat alacsony extracellularis [Ca®']-t tartalmazott és a
pipettaoldatban nem volt ATP, ami a patch pipettabdl kidiffundalva a sejt purinerg
receptorait ingerelhette a seal képzés el6tt [140]. Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a TRESK
aktivacio kisebb mértékéért a teljes sejt patch clamp mérés koriilményei feleldsek, viszont
az aram novekedése jol mérheté a Xenopus petesejt rendszerben, ahol a citoplazma
Osszetétele a két elektrodos fesziiltség clamp mérés kdzben 1ényegében valtozatlan.

A Gq fehérje kapcsolt receptor ingerlés TRESK aktivalo hatasat kimutattak hatso
gyoki ganglion idegsejtekben is. Az acetilkolin, glutamat és hisztamin egyarant fokozta
a TRESK aram amplitudot kis mértékben (=30%) [138]. A TRESK aramot aktivalta a
hatso gyoki ganglion (dorsal root ganglion, DRG) neuronok endogén lizofoszfatidsav
receptorainak ingerlése is, viszont ez az aram novekedés a TRESK génhianyos allatbol
izolalt kontroll sejteken nem jott 1étre [132]. A lizofoszfatidsavval kivaltott TRESK
aktivacio elegendden nagy mértékii volt ahhoz, hogy a DRG neuronok ingerlékenységét
kimérheté modon gatolja; aramzar (current clamp) koriilmények k6zott az LPA-val kezelt
sejtek csokkent akcios potenciél frekvenciaval valaszoltak az ingerl$ aramra. Erdekes
modon a TRESK csatorndra deficiens allatbdl izolalt DRG neuronok ingerlékenysége
kiss¢ fokozodott LPA hatdsara, ami az agonista egyéb csatorndkra kifejtett hatasaval
magyarazhato.

A TRESK csatorna aramat a koexpresszalt M2 muszkarinos acetilkolin receptor
ingerlése nem befolyasolta [122], ezért a Gi fehérje kapcsolt receptorok jelatviteli

folyamatai valdsziniileg nem vesznek részt ennek a csatornanak a szabalyozasaban.
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3.2.3 Kalcineurin foszfatiz — a TRESK szabalyozas kozponti kulcs enzime

A TRESK nagyfoku aktivaciojat a citoplazma kalcium koncentracié névekedése
valtja ki a Gq kapcsolt receptor ingerlés soran [122]. A kalcium kelator EGTA
mikroinjektaldsa a csatornat kifejezd Xenopus petesejtbe teljesen kivédte a TRESK
receptor-fiiggd aktivaciojat (7. abra). A kalciummal telitett EGTA mikroinjektalasa
hasonl6 mértékben aktivalta a TRESK aramot, mint az EGTA-val nem injektalt (kontroll)
sejtek karbachollal torténd ingerlése. Ez j6 Gsszhangban van azzal a kovetkeztetéssel,
hogy a citoplazma kalcium koncentracié6 megemelkedése a TRESK aktivacio sziikséges

¢s elégséges feltétele.

karbachol
0 1 2 3 4 5 6 7 ido
0 L 1 1 1 1 1 1 1 (mln)
1

EGTA+
HEPES

normalizalt aram
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| ca*+EGTA+
%1 "~ HEPES HEPES

7. abra: A TRESK csatorna receptor medialt aktivacidja kalcium-fiiggé folyamat.

Az abran a TRESK csatornat és M1 muszkarinos acetilkolin receptort koexpresszalé Xenopus
petesejtek normalizalt és atlagolt K* aram gorbéi lathatok. A sejtek harom csoportjat a mérés
kezdetén harom kiilonb6z6 oldattal mikroinjektaltak (injektdlds, fekete nyil), ahogy ezt a kék
feliratok mutatjak (50 mM kalcium, EGTA és HEPES kiilonb6z6 kombinacidi). A mérés végén
az M receptort karbachollal ingerelték (piros). A kontroll HEPES pH-puffer injektalasa nem
valtoztatta az aram nagysagat, majd a K* aram a vart modon aktivalodott karbachol hatasara
(HEPES). Ha az injektalt oldat EGTA-t is tartalmazott, akkor az kivédte a karbachol aktivalo
hatasat (EGTA+HEPES). A kalciummal telitett kelator injektalasa pedig dnmagaban, receptor
ingerlés nélkiil is aktivalta a TRESK aramot (Ca?*+EGTA+HEPES). (Médositva [122].)

A TRESK aktivacidja nemcsak a kalciummal telitett kelator mikroinjektalasat
kovetden jelentkezett, hanem kivalthatd volt inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3)
mikroinjektalasaval is, vagy a késdbbiekben rutinszerien alkalmazott kalcium ionofor
ionomycin extracellularis alkalmazasaval. Mindezek az eredmények azt sugalltak, hogy

a TRESK egy Ca?*-aktivalt Kop hattér K* csatorna. Ez ohatatlanul a klasszikus, régota
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ismert Ca?*-aktivalt K* csatornak (SK, IK és BK) analégiajat idézi fel [141], azonban
ezek a csatorndk meglehetdsen eltérd szerkezetlieck a TRESK-t6l, 1ényegében a 6TM/1P
architekturat kovetik és tetramerként funkcionalnak. A klasszikus Ca?'-aktivalt K*
csatornak fehérjekomplexe kozvetleniil koti a Ca?* iont és ez vezet a csatorna
megnyilasahoz. A TRESK csatornat azonban ettdl eltéré modon szabalyozza a kalcium.

A TRESK kalcium hatdsara megnovekedett drama a receptor agonista (vagy
ionomycin) elvonasat kovetden csak lassan, kb. fél ora alatt, tér vissza a kiindulasi szintre.
Ez a eredmény valdszinisitette, hogy a TRESK aktivalé hatést a kalcium kozvetett Giton
hozza létre, hiszen a kalcium jel id6tartama az adott koriilmények kozott varhatdan joval
rovidebb, mint fél 6ra. Megerdsitette ezt a kovetkeztetést, hogy a TRESK egyedi csatorna
aktivitasat egyaltalin nem befolydsolta a kalcium koncentracid megvaltoztatisa az
intracellularis oldalon, Kivagott (excised, inside-out) membran foltban [122]. Ez arra
utalt, hogy a citoplazma jelentds szerepet jatszik a TRESK aktivacio mechanizmusaban,
¢és a citoplazma eltavolitasat kdvetden a csatorna szabalyozas nem jon létre a kivagott
membran foltban.

A TRESK kalcium-fiiggé aktivaciojat teljesen kivédték a ciklosporin A és FK506
(tacrolimus) kalcineurin gatloszerek, 100-200 nM-os koncentracioban. Ez azt sugallta,
hogy ez a kalcium-kalmodulin-fiiggé protein foszfataz szerepet jatszik a TRESK csatorna
aktivalasaban. A rekombinans, konstitutivan aktiv kalcineurin koexpresszidja a TRESK
csatornaval megndvelte a hattér K* aramot [122]. fgy tehat bizonyossa valt, hogy a
kalcineurin foszfatdz hatasara létrejon a TRESK aktivacié [Ca®"] novekedés hianyaban
IS.

A kalcineurin TRESK szabalyozasban betoltott szerepe felvetette azt a hipotézist,
hogy a foszfatdiz kozvetleniil defoszforilalja a csatornat és ezaltal serkenti a
csatornafehérje kapuzasat. Munkacsoportunk tobb mint egy évtizede végzett vizsgalatai
soran ezt a hipotézist egyre tobb kozvetett eredmény tdmasztotta ala, €s értekezésemben
tovabbi meggy0z0 kdzvetlen bizonyitékkal szolgalok arra vonatkozoan, hogy a TRESK
csatornafehérje kalcineurin hatdsdra defoszforiladlodik az ¢él6 sejtben. Az elsd
megkozelités a kérdés vizsgalatira a TRESK csatorna szabdlyozasban potencidlisan
szerepet jatszo foszforilacios helyek azonositasa volt alanin-pasztazd mutagenezissel
[122,142]. Ezek a vizsgalatok azonositottak elsdként az intracellularis hurok régioban a

262, 264 és 267 poziciokban talalhatd szerin aminosavakat (a tovabbiakban szerin
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“klaszter”), mint a szabalyozéas varhatoan elsddleges célpontjat, és emellett a 252-es
szerineknek az alaninra cserélése ugyanis megakadalyozta a tovabbi aktivaciot kalcium
(ionomycin) hatasara, és fokozta a csatornak bazalis aramat, ahogy az varhat6 volt abbol
a feltételezésbdl kiindulva, hogy az alanin a defoszforilalt allapotot utdnozza. (A
dolgozatban kizardlag a human csatornanak megfelelé aminosav szamozast hasznalom.)

A Kkalcineurin foszfataz kozvetleniil, fehérje-fehérje interakcioval kKapcsolodik a
TRESK csatornahoz. A TRESK csatorna hurok régiojanak kb. kozepén talalhato PQIIIS
szekvencia (jo kozelitéssel) megfelel az elsoként NFAT transzkripcids faktorban
azonositott PxIXIT kalcineurin-k6té konszenzus motivumnak. Erdekes médon a TRESK
PQIIIS motivumanak affinitasa joval nagyobb a kalcineurin irant (Kp=5 puM), mint a
klasszikus szubsztrat NFAT PRIEIT szekvencia esetében (Kp=25 uM) [143]. A
kalcineurin a PQIIIS motivumhoz kézvetlentil kot6dik, és a motivum mutéacioja csaknem
teljesen kivédi a kalcium-fiiggd TRESK aktivaciot [144,145]. A megmaradd csekély
hatasért egy masodik kalcineurin-k6té motivum felelés, az LQLP szekvencia, amely
szintén a TRESK hurok régioban taldlhat6, de kozelebb a C-termindlishoz, a célpont
szerinek szomszédsagaban (8. abra, [145]). Ez a motivum az NFAT masodlagos
kalcineurin-k6t6 LxVP konszenzus szekvenciajanak felel meg hozzavetdlegesen. A
rekombinans, E.coli-ban termeltetett TRESK hurok fehérje fent emlitett motivumai in
vitro kotik a kalcineurin fehérjét [144,145] és a radioaktivan jelolt ATP jelenlétében

foszforilalt célpont szerineket a foszfataz kalcium-fiiggéen defoszforilalja [145].

3.2.4 Kevésbé vizsgalt szabalyozasi utvonalak

A TRESK kalcineurin-fiiggé aktivaciojat kovetdéen az aram visszatérését a
nyugalmi helyzetbe a csatornat gatld kindzok hozzék létre. Szintén ezek feleldsek a
TRESK bazalis gatolt allapotaért. Ezek a kinazok azokat a TRESK szabalyozasaban
fontos szerin aminosavakat foszforilaljak, amelyeket a kalcineurin defoszforilal. A
szabalyozasban kiemelt fontossaghi ’szerin klasztert” a mikrotubulus-affinitas-regulaléd
kinaz (MARK) 1, 2 és 3 foszforilalja heterolog expresszios rendszerben [140]. (A MARK
kinazok megfelelnek a PAR-1  “partition-defective”  fehérjéknek  [146].)

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint tobb mint hisz masik szerin-treonin kinaz
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tipus nem tudta foszforilalni a ’szerin klasztert”. A MARK kinaz gatoljaa TRESK bazalis
dramat, ami megnyilvanul pl. abban, hogy az intracellularis [Ca?*] novekedés hatasara
1étrejovo aktivacio kb. harmincszorosra fokozodik a kinadzt és csatornat koexpresszalo
sejtekben. Mindemellett, a MARK kindzok koexpresszidja felgyorsitia a K™ aram
visszatérését a nyugalmi gatolt allapotba az ionomycin elvondsat kovetden, hiszen
gyorsitja a csatorna foszforilaciojat. [140]. Habar a MARK kisérletes koriilmények
kozott, heteroldog expresszids rendszerben hatékonyan szabalyozza a TRESK csatornat,
jelenleg nem ismert, hogy ¢€lettani koriilmények kozott ez a kinaz vagy mas még nem

azonositott kinazok feleldsek-e a ”’szerin klaszter” foszforilaciojaért.

T T FHTTETTe
Y I

8. abra: A TRESK csatorna interakcioja a kalcineurinnal — sematikus modell.

A PQIIIS hely (narancs) nyugalmi koriilmények kozott is részlegesen telitve lehet kalcineurinnal
(a citoplazma kalcineurin koncentracidjatol fiiggé meértékben), nagy affinitasa miatt. Ha a
citoplazma [Ca?*] megnd, akkor a kalcineurinhoz (piros) kotddik a kalcium-kalmodulin komplex
(tiirkiz), és ennek hatasara a kalcineurin hozzakapcsolodik a TRESK masik kalcineurin-k6td
helyéhez, az LQLP motivumhoz (magenta). Emellett a kalcium-kalmodulin komplex ktodése
fokozza a kalcineurin enzimaktivitdsat és a foszfataz defoszforilalja a TRESK csatorna
szabalyozasban résztvevé szerin aminosavakat (sdrga). (A TRESK transzmembran régiokat a
vilagoskék szin jelzi. Modositva a [145] kézleménybdl.)

A TRESK szabalyozasdban egészen pontosan még nem azonositott jarulékos
szerepet jatszo S252 aminosavat in vitro foszforilalja a protein kinaz A és feltételezheto,
hogy ez a kindz az €16 sejtben is szerepet jatszik a S252 foszforilacidjaban [142,147]. A
cAMP mikroinjektalasa serkenti a szerin klaszter teriiletén mutdns TRESK csatorna

aramanak visszatérését a nyugalmi allapotba, az ionomycinnel kivaltott aktivaciot
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kovetden, ami szintén a PKA TRESK szabalyozasban betdltott szerepe mellett szol [142].
A S252 szerepe a csatorna aktivitas szabalyozasaban a fenti kozvetett eredmények alapjan
valoszinlisithetd, azonban ugyanez az aminosav ennél nyilvanvalébb masik moddon is
fontos szerepet jatszik a TRESK normalis miikodésében.

A S252 része az RSNSCPE 14-3-3-k6té6 motivumnak (aldahvizva az aminosav
szekvenciaban) ¢és egyben szabdlyozoja az adapter fehérje foszforilacio fliggd
kotodésének [147]. A homodimer szerkezetli 14-3-3 adapter fehérje ubikviter a sejtek
citoplazmajaban ¢és tobb szaz kiilonb6zo partner fehérjéhez (vagy fehérjeparhoz) kotodik,
azok aktivitasat, lokalizacigjat és egyéb interakcios fehérjékkel vald kdlcsonhatasat
befolyasolja. Mig a kalcineurin-k6td motivumok elsésorban az emlds fajokban
konzervaltak és a halakban, hiillékben és madarakban észrevehetéen hidnyoznak a
TRESK szekvencidbdl, addig a 14-3-3-k6t6 motivum a halaktdl az emberig egyértelmiien
megtalalhato [148]. Ennek megfeleléen a kalcium-fiiggd szabalyozas az emlés TRESK
sajatossaga, pl. a human és egér TRESK-re jellemz6, de a zebrahal és csirke TRESK nem
mutatja (sajat és masok [123] mérései szerint). Az E.coli-ban termeltetett és in vitro PKA-
val foszforilalt egér TRESK hurok régié koti a rekombinans 14-3-3-at. Ugyanez a
TRESK fragmentum csalifehérjeként hasznalva “pull-down” interakcids vizsgalatban,
kihalassza a 14-3-3 fehérjét (a kalcineurin mellett) egér agy citoszolbol
[142,144,145,147]. A kalcineurin és a 14-3-3 csikok szembedtld modon jelentkeznek
SDS-PAGE gélen Coomassie festéssel. Habar az alacsonyabb rendii allatokban a TRESK
14-3-3-kotését tudtommal nem vizsgaltdk még kozvetleniil, a nagyfokd szekvencia
hasonlosag miatt szinte biztosra vehetd, hogy ezek is hasonléan kotik az adapter fehérjét,
mint az egér csatorna. Ez viszont arra utal, hogy a 14-3-3-nak a kalcium-fiiggd
szabalyozastol eltérd fontos funkcidja is van, ami egyeldre nem ismert, talan a (dimer)
csatorna  szerkezet stabilizdlasdban vagy interakcidos fehérjék (pl. kinaz)

kihorgonyzasaban jatszhat szerepet.

3.2.5 Elettani jelentéség

Azt kovetden, hogy a jelentds TRESK expressziot leirtdk a primer szenzoros

neuronokban, szdmos vizsgalat célozta a csatorna élettani szerepének tisztazasat és tobb
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munkacsoport is elkészitette a TRESK génhidnyos egér modellt a fenotipus vizsgalatara.
Ezek a kisérletsorozatok azonban tobbnyire kis eltéréseket talaltak a hatsé gyoki ganglion
(DRG) neuronok elektrofiziologiai tulajdonsagaiban, és nem azonositottak jellemz6
fenotipust. Az egyik tanulméany, amiben a vad tipusu egeret a G339R funkcidvesztd
mutaciot hordozé génmodositott allattal hasonlitottak dssze, arra a kdvetkeztetésre jutott,
hogy a TRESK a DRG szenzoros neuronok hattér K* aramanak kortilbeliil 20%-aért
felelds és a funkciojanak kiiktatasa nem befolydsolja a nyugalmi membranpotencial
értékét. Azonban az aramzar (current clamp) koriilmények kozott meghatarozott
ingerlékenység fokozott volt — az akcids potencidl kivaltasahoz sziikséges reobdzis
mintegy 60 %-kal csokkent — a TRESK csatornat nem tartalmazé sejtekben [125].
Mindemellett az akcios potencial idétartamanak megrovidiilését tapasztaltak, ami nem
magyarazhatd a TRESK hidnyaval, hanem inkabb az emiatt jelentkezd egyéb
kompenzatorikus csatorna expresszioszint valtozasokkal. Egy masik tanulmany csekély
eltérést talalt a TRESK-deficiens egér egyik inhalacidos anesztetikum irdnti
érzékenységében, 8 % nodvekedést az izoflurdn minimalis alveolaris koncentraciod
értékében, illetve ~20 % csokkenést a forro (52-55 °C) lap teszt (hot plate test) latencia
idében, ami enyhén fokozott fajdalomérzésre utal fajdalmasan forré ingerek esetén [149].
Emellett leirtdk, hogy az anesztetikumok tesztelését kovetdn a TRESK hidnyos egerekben
a mortalitas mintegy 50 %-kal magasabb volt, mint a vad tipusban, azonban ennek a
jelenségnek az okara nem talaltak magyarazatot.

Elészor egy human genetikai vizsgélat vetette fel a TRESK kiemelt jelentdségét
a trigeminalis ganglion (TRG) neuronokban és a csatorna szerepét a migrénes fejfajas
kialakulasaban [126]. Olyan csaladot azonositottak, amiben a TRESK egyik specialis
kereteltolodasos mutacioja (F139W{sX24) nyolc csaladtagban egyiitt 6roklodott az
auraval jaré migrénnel, mig a mutdciét nem hordozé masik nyolc csaladtag nem volt
beteg. Nagy bizonytalansagot okozott azonban a kutatasi teriileten, hogy késébb egy
masik TRESK inaktivalé mutdciordl (C110R) kimutattak, hogy az heterozigota formaban
nem okoz migrént emberben, holott heterolog rendszerben hasonlé dominans negativ
hatast fejt ki az ép TRESK alegységre, mint a kereteltolodasos mutacio [139,150].

A vad tipust TRESK overexpresszioja a DRG vagy TRG neuronokban
hiperpolarizald hatasu volt és csokkentette az idegsejtek ingerlékenységét kisérleti

rendszerben [151,152]. A kereteltolodasos mutaciot tartalmazo csatorna overexpresszioja
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fokozta az TRG neuronok ingerlékenységét [153], a C110R mutansé viszont meglepd
moédon nem [150]. A kdzelmultban egy tanulmany ezt a latszolagos ellentmondast azzal
probalta feloldani, hogy kiilonbséget mutatott ki a kereteltolodasos és a C110R mutans
TRESK alegységek kozott abban, hogy milyen mértékben fejtenek ki dominans negativ
hatast a TREK-1 és TREK-2 csatornakra [24]. A TREK csatornakra kifejtett gatlo hatasért
a kereteltolddas kovetkeztében fellépd alternativ transzlacié iniciacidval keletkezd koros
TRESK fehérjedarabot tették felelossé. Emiatt arra kovetkeztettek, hogy a primer
szenzoros neuronok ingerlékenységének szabalyozasaban elsésorban a TREK csatornak
jelentdsek, és a TRESK mutécio6 csak ezek mddositasaval képes migrént eldidézni.

Néhany honapja két egymastol fliggetlen kozlemény jelent meg koriilbeliil
egyiddben és ezek egyértelmi fenotipust rendeltek a TRESK csatorna hidnyahoz egérben
[154,155]. Az egyik tanulmany nem kiilonitette el élesen a DRG és TRG neuronokat és
szamos funkcionalis tesztet alkalmazott a DRG neuronok ellatasi teriiletének
megfeleléen. A legnagyobb kiilonbséget a fiiltisztitd palcika (cotton swab) €s a hat tapasz
(back tape) tesztekben kaptak, amelyekben a TRESK hidnyos egér tobb mint kétszer
gyakrabban huzta el a hats6 végtagjat a szérzet finom érintésére vagy probalta meg
eltavolitani a hatara tapasztott ragasztoszalagot, mint a vad tipusu allat [155]. Ezek az
eredmények legvaldsziniibben a szdrszalakat ellatd alacsony kiiszobli mechanoreceptor
(nem f4jdalomérzd) neuronok érzékenység fokozodasanak tulajdonithatok. Ez a
munkacsoport emellett reprodukalta a korabbi eredményt [149], mivel 14%-kal rovidebb
latenciaid6t mért forrd lap (hot plate) tesztben a TRESK hidnyos allatban, mint a vad
tipustiban, vagyis igazolni vélte a termikus ingerre valaszold nociceptorok fokozott
ingerlékenységét [155]. TRG neuronokon in vitro méréseket végeztek és itt Oriasi
kiilonbséget kaptak a vad tipusu (WT) és TRESK génhianyos (KO) egér kozott. A patch
clamp mérés soran 5 percig alkalmazott gyulladast szimulal6 ingerre (50 nM bradikinin,
500 nM prosztaglandin E> (PGE2), 2 uM ATP, 500 nM noradrenalin és 1 uM hisztamin)
a KO egérbdl izolalt TRG neuronok tobb mint 7-szer nagyobb szamu akcids potencialt
generaltak, mint a vad tipusbol nyert sejtek [155].

A masik tanulméanyban élesen elkiilonitették a TRG és DRG neuronokat és
végkovetkeztetésiil az adodott, hogy a TRESK hianya szelektiven a nervus trigeminus
ellatasi teriiletén nyilvanul meg, a DRG neuronok ellatasi teriiletén a kiilonbség nem

mérhetd ki [154]. A viselkedési tesztek koziil az OPAD (Orofacial Pain Assessment
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Device) eszkozzel taldltak nagy kiilonbséget a WT ¢és KO egér kozott. A KO egér
kevesebb, mint feleannyi alkalommal nyalta meg a stiritett tejért az 50 °C-ra melegitett
feliiletet, mint a WT, azonban a két csoportban a nyaldsok szdma megegyezett, ha a feliilet
homérsékletét 33 °C-ra allitottak. Hasonldan jelentds kiilonbség adodott a két csoport
injektaltak, vagy ha a borteriiletet acetonnal hiitotték. A KO egér mindkét esetben
hosszabb ideig vagy tobbszor tordlgette az érintett teriiletet, mint a WT. A feji terlileten
nemcsak a fajdalmas termikus és kémiai ingerekre volt fokozott a KO egér érzékenysége,
hanem hatalmas kiilonbség adodott a mechanikai ingerek esetén is. A klasszikus von Frey
filamentum modszernél az arci teriileten a KO egér 50%-o0s visszahzasi kiiszob értéke
(grammban mérve) kevesebb, mint harmada volt a WT egérének. Ezzel dobbenetes
kontrasztot alkot, hogy a hatso végtag teriiletén hasonlé modszerrel egyaltalan nem
talaltak kiilonbséget a WT és KO allat kozott [154]. Ez a munkacsoport nem talalt
kiilonbséget forro lap (hot plate) teszttel sem a két csoport kdzott.

A fenti funkciondlis teszteknek jol megfeleltek az elektrofiziologiai eredmények
is. A TRG neuronok egyes csoportjainak ingerlékenységét fokozottnak talaltak, mig a
DRG neuronok ingerlékenysége nem valtozott a KO allatbol izolalt primer szenzoros
neuronokban a WT-hoz képest. A KO DRG sejtekbdl ugyan hidnyzott a lamotrigin
érzékeny hattér K* aram komponens (TRESK éaram), azonban a teljes hattér K* aram
abszolut nagysaga nem kiilonbozott a WT és KO kozott. Vagyis a DRG neuronok képesek
voltak a TRESK hianyat masik csatorna tipus fokozott expresszidjaval kompenzalni,
szoges ellentétben a TRG neuronokkal, amelyekben a TRESK d4ram hianya
funkcionalisan megnyilvanult. Ezzel magyardzhat6 a TRG neuronok patologidsan
fokozott aktivitisa a TRESK csatorna kiiktatdsa esetén, a DRG neuronok megtartott
ingerlékenysége mellett [154]. A két tanulmany kiilonb6z6 TRG neuron szubpopulaciot
talalt felelosnek a fajdalomérzésben talalt kiilonbségek létrehozasaért. Az egyik
kozlemény szerint a kis sejttesttel rendelkezd izolektin B4 pozitiv (IB4") neuronok
ingerlékenysége nétt dontéen a TRESK hidnyaban, mig a masik kdzlemény szerint az
izolektin B4 negativ (IB4") sejteké. Nyilvanvaldan tovabbi vizsgalatok sziikségesek még,
hogy a TRESK hidnyaban fellépd egyes funkcionalis eltérések hatterében allo6 TRG

neuron szubpopulaciokat pontosan azonositsak.

32



DOI:10.14753/SE.2020.2362

Tekintve az egér modellben leirt nagyfoka és tobb modalitdsra is kiterjedd
fajdalomérzés fokozodast a TRESK teljes hidnydban, felmeriil a lehetéség, hogy a
TRESK aram csokkenésnek kozvetlen szerepe lehet emberben is a migrén kialakulasaban
¢s a TRESK mutaciok kovetkezménye nemcsak a TREK aramokra kifejtett dominans

negativ hatdson keresztiil érvényesiil.

3.2.6 Farmakologiai tulajdonsagok

A Kop csatorndk vizsgalatat neheziti, hogy kevés specifikus gatloszeriik ismert,
annak ellenére, hogy a felfedezésiik ota eltelt kdzel hiisz évben jelentds erdfeszitések
torténtek gatloszerek keresésére/kifejlesztésére. A hatsé gyoki ganglion neuronban
kifejez6dd hattér K* csatornak koziil a TREK-1 csatornara hatd specifikus gatloszer
ismert, a peptid természetii spadin [156,157], ami kisérletes koriilmények kozott jol
felhasznalhatd. Emellett a vizsgalatok tobbségében kevésbé szelektiv gatloszereket
alkalmaztak a csatornak elkiilonitésére. Munkacsoportunk tobb alkalommal sikeresen
hasznalta a ruténium voros festéket a TASK-1 és TASK-3, illetve a TREK-1 és TREK-2
aramanak megkiilonboztetésére [10,158]. A ruténium vords gatolja a TASK-3 és a
TREK-2 csatorndkat, de sokkal kevésbé a TASK-1 és TREK-1 dramot. A gatlas mindkét
csatorna parnal egyetlen extracellularis elhelyezkedésli aminosav kiilonbdzdségén alapul
[158,159]. A ruténium voros nem gatolja a TRESK csatornat sem, ezért felhasznalhatd
volt a TREK-2 és TRESK aramok aranyanak hozzavetdleges becslésére egyedi izolalt
hatsé gyoki ganglion neuronokban [158].

A TRESK csatorna gatlasdra szdmos kevéssé szelektiv anyagot alkalmaztak
sikerrel, mint pl. az antiepileptikum lamotrigin [138,151], a szecsuani bors hatdéanyag
hidroxi-a-sanshool [160], illetve annak szintetikus szarmazéka az izobutilalkenil-amid
(IBA) [161], a rovarirtd pyrethroid vegyiiletek [162], vagy az arisztolsav (AristA) [163].
Munkacsoportunk irta le, hogy a TRESK aramot a Hg?* mikromoléris koncentraciéban
gatolja, mig a tobbi Kop csatornat nem befolyasolja, vagy aktivalja [135]. Ezek az
anyagok azonban a TRESK-en kiviil egyéb csatornak aramat is befolyasoljak, ezért
foként heterolog rendszerben haszndlhatok, és a nativ aramok elkiilonitésére csak

korlatozottan alkalmasak. Természetesen a fentiek mellett szdmos altalanos K* csatorna
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gatloszer fejt ki tobb-kevesebb hatast a TRESK csatornara, mint pl. a Ba?* mM-os
koncentracioban, quinine és quinidine [121], vagy a lokalis érzésteleniték (pl. benzokain
[122]), azonban ezek ritkan hasznalhatok fel megfeleldé modon az elkiilonitd
vizsgalatokban.

A TRESK gatloszerek keresése fontos, hiszen ezekkel a farmakologiai
eszkozokkel kozelebb juthatunk a csatorna szerepének megértéséhez. Terapids
szempontbol azonban még ezeknél is érdekesebbek az aktivalo szerek. Ezek az anyagok
a TRESK aram fokozasaval hiperpolarizaciot idéznek elé a szenzoros neuronokban és
gatolhatjak a (mas okbdl 1étrejovd) patologidsan tulzott aktivitast. A TRESK csatorna
aramat a Kop csaladon beliil kiilonosen nagy mértékben serkentik az inhalacios
anesztetikumok és ezek szenzoros rendszerben kifejtett hatdsaihoz a TRESK aktivéacioja
is hozzajarulhat [134]. Azonban az inhalacios anesztetikumok majdnem minden Kop
csatornat aktivalnak, tehat a hatasuk nem specifikus a TRESK-re. Vegyszer konyvtar
sziirésével és tallium fluxus mérés modszer felhasznalasaval azonositottak az antiamdébas
hatast cloxyquin (5-chloroquinolin-8-ol) hatéanyagot, mint a TRESK aktivalo szerét
[164]. A késObbiekben munkacsoportunk kimutatta, hogy a cloxyquin az egér Kop
csatornak koziil specifikusan csak a TRESK-et aktivalja [165]. Erdekes modon a
cloxyquin aktivalé hatdsa nagyban fiigg a TRESK csatorna funkcionalis allapotatol. Ha a
csatorna defoszforilalt, kalcineurin altal mar aktivalt allapotban van, akkor a cloxyquin
nem vagy nagyon csekély mértékben tudja csak tovabb aktivalni a TRESK-et. Ezzel
szemben a nyugalmi allapot gatolt (foszforilalt) TRESK csatorna dramat a cloxyquin
tObbszorosére (Xenopus petesejtekben jellemzéen kb. 4-szeresére) fokozza [165].
Kisérletes koriilmények kozott a cloxyquin jol hasznalhaté a TRESK aram novelésére €s
a foszforilacioval Osszefiiggésben allo aktivaldo mechanizmusa a csatornamiikodéssel
kapcsolatos érdekes tovabbi kérdéseket vet fel. Azonban a hatéanyag alkalmazasa ¢l6
allatban vagy terapias céllal nem tlinik a gyakorlatban kivitelezhetének, tekintve a
TRESK aktivalashoz tartoz6 magas ECso értéket (26 uM) és a valdszinli nem specifikus

hatasokat.
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3.3 A TRESK és protein kinaz C kapcsolatanak el6zményei

3.3.1 A protein kinaz C enzimek csoportositasa és az ”ij tipusi” (novel) izoformak

helye az enzimcsaladon beliil

A protein kinaz C (PKC) a szerin-treonin kinazok AGC csaladjaba tartozik, amely
nevét a protein kinaz A, G és C enzimekrdl kapta. A PKC C-terminalis felén talalhato a
katalitikus kindz domén (9. ébra), ami az egész enzim csaladban konzervalt, tartalmazza
az ATP- és szubsztrat-kotoé helyeket és a foszforilacio kataliziséért felelés. Tobb enzim
izoforma aktivaciojahoz sziikséges a kinaz doménben taldlhaté "aktivacios hurok" régid
foszforilacidja, ami esetenként konstitutiv, maskor szabalyozo6 szerepet tolt be. A PKC
N-terminalis fele a regulatoros domén. Ez tartalmazza a pszeudoszubsztrat motivumot,
ami a PKC szubsztrat szekvencianak felel meg, de a szerin/treonin foszfoakceptor hely
helyett egy alanint tartalmaz. A pszeudoszubsztrat kotddése a katalitikus doménhez
inaktiv allapotban tartja az enzimet. A regulatoros domén egyik fontos szerepe, hogy
szabalyozza a pszeudoszubsztrat levalasat a katalitikus doménrdél és ezzel az
enzimaktivitast. Emellett szerepet jatszik a PKC sejten beliili lokalizciojanak
valtozasaban — gyakran az aktiv enzim a plazmamembrdnhoz irdnyitodik, ahol
membranfehérjéket foszforildl — és befolyasolja az enzim fehérje-fehérje interakcioit

[166].

Regulator domén Kinaz domén
| 11 1
oPKC: o, B, il 7 R = (1 I
NPKC: 5,0,¢,n | Ceszeri [NMICIA T CIB [ C3 [] c4 -
aPKC: ¢, v o T o T e 5 c4 =

9. abra: A protein kinaz C izoformak doménszerkezete.

PS: pszeudoszubsztrat (vildgoszdld); C1A és C1B: DAG/PMA-k6té domén; C2: kalcium-fiiggd
anionos foszfolipid-koté domén; PB1: protein-interakciés domén (Phox and Beml). Az nPKC
C2-szerti domén nem kot kalciumot, az aPKC C1 domén pedig nem kit DAG/PMA-t. (DAG:
diacilglicerin; PMA: forbol-mirisztil-acetat). (Modositva a [166] kozleménybdl).

A PKC izoformakat harom alcsaladba soroljak: a konvencionalis (cPKC), az 0j
tipusu” novel (nPKC) és az atipusos” (aPKC) kategoriakba (az izoformakat gorog
betiikkel jeldlik, beosztasukat Id. a 9. abran). A kategorizalas alapja a regulatoros domén

szerkezete, illetve az ezeken alapuld funkcionalis kiilonbségek. A cPKC és nPKC
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alcsaladok tagjai tartalmazzak a C1A és C1B doméneket, amelyek in vivo a megfeleld
jelatviteli utak soran keletkez6 diacilglicerin (DAG) felhalmoz6dasanak PKC-t aktivalo
hatasaért és az enzim plazmamembranhoz lokalizalasaért felelések. A forbol-mirisztil-
acetat (PMA) szintén a C1A és C1B doménen keresztiil aktivalja a cPKC és nPKC
enzimeket, a fiziologidsan eldfordulondl nagyobb mértékben (irreverzibilisen ¢és
valdsziniileg természetellenesen kibdviilt szubsztratspecificitadssal), ami szamos fals-
pozitiv hatas feltételezéséhez vezetett olyan tanulmanyokban, amelyek kizarolag PMA-t
hasznaltak a PKC aktivalasara. A cPKC izoformak emellett tartalmazzak a C2 domént,
ami egy kalcium- és anionos foszfolipid-kotd helyet képez. A citoplazma [Ca®']
novekedéssel jaro jelatviteli folyamatok a C2 doménen keresztiil a plazmamembran bels
felszinén talalhaté anionos foszfolipidekhez (pl. foszfatidil-szerin) kotik a c¢PKC-t
alacsony affinitassal, ami aztdn a C1A és C1B domén kozremiikodésével erésebben is
kihorgonyzédik, ha DAG is jelen van. Az nPKC enzimekben taldlhatdo C2-szerti
doménbél hianyoznak a Ca?*-kotésért felelés negativ toltésti aminosavak, ezért a Ca®*
nem vesz részt ezeknek az izoformaknak az aktivalasaban. Ugy gondoljak, hogy az nPKC
maximalisan aktivalodik a [Ca®']-tol fiiggetleniil olyan receptor agonistak hatsara,
amelyek jelentds DAG felszaporodast idéznek el6 a plazmamembranban. Az aPKC
enzimek nem aktivalodnak DAG vagy PMA hatasara, C1 doménjiik ezeket az d4genseket

nem kati [166].

3.3.2 Korabbi adatok a PMA iltal TRESK csatornara kifejtett aktivalo hatasroél

Ann-Kathrin Rahm és munkatérsai Dierk Thomas heidelbergi munkacsoportjaban
leirtak, hogy a human TRESK csatornat a PMA (100 nM) lassan, koriilbeliil 30 perc alatt,
jelentds mértékben (3.1 + 0.2-szeresre, n=7) aktivalja Xenopus petesejt heterolog
expresszids rendszerben [136]. A hatast a PKC-ra specifikus gatloszerek, a Ro-32-0432
(3 uM) és Bis I (1 uM) részlegesen gatoltak, ezzel igazolva, hogy a PMA ténylegesen a
PKC kozvetitésével novelte meg a TRESK csatorna dramat. A ¢cPKC izoenzimekre
specifikus aktivator thymeleatoxin (TMX, 100 nM, 30 min) egyaltalan nem befolyasolta
a TRESK é4ram nagysagat, ami kizarja a konvencionalis izoformdk szerepét a PKC éltal
kifejtett TRESK aktivacioban. A TRESK-et kifejez6 oocytak preinkubacidja a specifikus
kalcineurin inhibitor ciklosporin A-val (CsA, 1 uM, 2-2.5h) és az ezt koveté PMA+CsA
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kombinalt kezelés (30 min) ugyanakkora TRESK aram novekedést eredményezett, mint
a PMA oOnmagéaban alkalmazva. Ebbdl az kovetkezik, hogy a PMA hatasdban a
kalcineurin-fiiggé TRESK aktivaciéo mechanizmusa nem vesz részt [136].

A TRESK intracellularis hurok régidja nyolc feltételezett PKC foszforilacios
konszenzus szekvenciat tartalmaz. Ezekben a foszfoakceptor aminosavakat egyesével
alaninra cserélték in vitro irdnyitott mutagenezissel (T161A, S162A, S178A, S184A,
S205A, T216A, S224A ¢és T239A) és a mutans TRESK csatorndk aramat vizsgaltak
[136]. Mindegyik csatorna jol kifejez6dott Xenopus petesejtekben. Egyik mutans csatorna
PMA kezelés hatasara létrejovo aktivacioja sem kiilonbozott szignifikansan a vad tipusu
TRESK valaszatol. Ez az eredmény erdsen valoszintsiti, hogy a protein kindz C hatasa
nem a TRESK csatorna kozvetlen foszforilaciojan keresztiil jon 1étre.

Mivel a fenti adatok azt sugalltak, hogy a PKC altal 1étrehozott TRESK aktivacio
a csatorna egy Uj, kalcineurintol fliggetlen szabalyozasi mechanizmusan alapul,
megkezdtiilk a TRESK és a PKC interakcidjanak vizsgalatat farmakologiai és molekularis

bioldgiai eszkozokkel.
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4. Célkituzések

Annak vizsgalata, hogy a forbol-mirisztil-acetat (PMA) hatasa a TRESK csatornara
milyen Osszefliggésben van a munkacsoportunk altal kordbban leirt kalcineurin-
fliggd6 TRESK aktivacios mechanizmussal. A PMA tesztelése olyan mutans TRESK
csatornakon, amelyek szabalyozasa kiilonb6z6 okokbol nem johet 1étre a kalcineurin

utvonalon keresztiil.

A PMA altal létrehozott és kalcium-fiiggd TRESK aktivacid egyiittes kivaltasa.
Létrejon-e szinergizmus a két hatas kozott, vagy a hatdsok egyszeriien additivak,
vagy esetleg az egyik uton kivaltott aktivacid nem fokozhatd a masik uton tovabb. A

PMA hatésanak 0sszehasonlitasa egér és huméan TRESK csatornan.

Molekularis biologiai eszkdzokkel szerettilk volna megerdsiteni, hogy a TRESK
csatorndt nemcsak farmakologia Uton PMA-val lehet aktivalni, hanem ettdl
fliggetleniil is hat r4 a protein kinaz C. Olyan PKC izoenzim azonositasa, amelynek

koexpresszidja a csatornaval TRESK aktivaciot eredményez.

A PMA vagy PKC koexpresszid hatdsat kivantuk vizsgalni olyan koriilmények
kozott, amikor a csatorna foszforildcios statuszat a MARK2 kindz segitségével
kisérletesen kontrollaljuk. Befolyasolja-e a PKC hatédsat, ha a TRESK csatornat a

munkacsoportunk altal korabban leirt moédon a MARK kinazzal foszforilaljuk.

Célunk volt modszer bedllitaisa a TRESK csatorna foszforilacids allapotanak
biokémiai vizsgalatara. Szerettiik volna elsdként kozvetleniil igazolni, hogy a teljes
csatorna fehérjét a kalcineurin tényleg defoszforilalja az intakt, ¢él6 sejt

membranjaban. Vizsgalni kivantuk a PMA TRESK foszforilaciora kifejtett hatasat.

A fenti vizsgalatsorozattol fiiggetleniil kivancsiak voltunk, hogy a munkacsoportunk
altal kozelmultban kifejlesztett A2793 cloxyquin anald6g hatasa hogyan viszonyul a
TRESK csatorna kalcium-fiiggé aktivacidjahoz.
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5. Modszerek

5.1 Felhasznalt vegyszerek

Vizsgalatainkhoz az analitikai tisztasagi vegyszereket a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), Fluka (Milwaukee, W1, USA), Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY),
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX) vagy Merck (Whitehouse Station, NJ, USA)
vallalatoktol vasaroltuk. A molekularis bioldgiai eljarasokhoz sziikséges enzimeket és
kiteket az Ambion (Austin, TX), Thermo Scientific (Waltham, MA), New England
Biolabs (Beverly, MA) vagy Stratagene (La Jolla, CA) cégektdl szereztiik be. A forbol-
12-mirisztil-13-acetat (PMA), 4a-forbol-12-mirisztil-13-acetat (4a-PMA) és 4a-forbol-
12,13-didecanoat (4a-PDD) PKC aktivatorbol vagy azok kontroll reagenseibél etanolban
vagy DMSO-ban készitettiink 0.5 mM-os torzsoldatot. Az ionomycint (az ionofor
kalcium s6javal dolgoztunk) DMSO-ban oldottuk és 5 mM-os torzsoldatot készitettiink
beldle. A fenti torzsoldatokat -20 °C-on taroltuk, majd kozvetleniil a mérés eldtt higitottuk
Oket tovabb a megfeleld méré vagy oocyta inkubacids oldatban. A Phos-tag™
akrilamidot a NARD Institute, Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) vallalattol

vasaroltuk.

5.2 Plazmid konstrukciok és cRNS szintézis

A vad tipusu és mutans human TRESK csatornak cDNS-ét tartalmazo Xenopus
petesejt expresszids plazmidok laboratoriumunkban rendelkezésre alltak [122,140]. Az
™) tipust” (novel) PKC izoenzimeket (¢ és m) polimeraz lancreakcioval (PCR)
sokszoroztuk, Pfu polimeraz (Thermo Scientific) segitségével, reverz transzkripciot
kovetden (RevertAid Reverse Transcriptase, Thermo Scientific). A reakcidhoz a totél
RNS-t TRIzol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA) tisztitottuk egér agybol. A PCR-hoz
hasznalt szensz és antiszensz oligonukleotidok szekvencidja a kovetkezd volt: 5’
CAGGAATTCGCCGCCACCATGTCGTCCGGCACGATGAAGTTC 3 ¢és 5
GCGCTCGAGCTTTGGTTCTGACTCCCCATAAG 3° a PKCn-nal ¢és 5
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GCGCCTAAGGCCGCCACCATGGTAGTGTTCAATGGCCTTCTTAAG 3 ¢és 5°
GCGCTCGAGCTCCCTCCATCCGAAGCAGC 3* a PKCeg-nal. A PKCn cDNS-ét az
EcoRI és Xhol restrikcios enzimek felhasznalasaval klonoztuk a pXEN Xenopus petesejt
expresszios vektorba (GenBank EU267939.1), mig a PKCe-t az Eco811 és Xhol enzimek
segitségével. A PCR-hoz hasznalt oligonukleotidok 5’ végének szekvencidjat ugy
terveztiik, hogy azok tartalmazzak ezeket az egyedi restrikcios hasitasi helyeket (Id.
aldhtizva a szekvencidkban). A TRESK csatorna ¢s PKC enzimek kiilonb6z6 mutans
valtozatait a QuikChange irdnyitott mutagenezis kit (Stratagene) segitségével allitottuk
eld a gyartd leirasanak megfelelden. A mutaciok eldallitasdhoz hasznalt primerparok
szekvenciajat a témavezetém altal kifejlesztett SeqHandler szoftverrel terveztiik [144]. A
mutalo primerek a kivant mutacion kiviil csendes (silent) mutéciot is tartalmaztak, ami az
aminosav szekvenciat nem valtoztatta meg, de 0j egyedi restrikcios hasitasi helyet
alakitott ki a megvaltoztatott DNS-ben, optimalis esetben a kivant mutacioval atfedéen.

Az egér MARK?2 kettes izoformdjanak klonozasat munkacsoportunk kordbban
kozolte [140], a megfeleld kinaz cDNS a pXEN vektorba klonozva munkam kezdetén
rendelkezésre allt. A MARK2A konstrukcidot ebbdl alakitottuk ki tgy, hogy a kinazt a
361-es aminosavmaradéknal csonkoltuk. A csonkolt konstrukciét PCR segitségével

készitettik el az 5° CGCGCAAGCTTTCAAAGGAGCAGATAGGTAGCC 3’

antiszensz oligonukleotid felhasznalasaval, ami a pXEN vektorba klonozashoz sziikséges
Hindlll restrikcios helyet (aldahiizva) és egy Ujonnan beiktatott stop kondont (dupldan
alahizva) is tartalmazott.

A TRESK fehérje Western blot modszerrel torténd hatékony kimutatasahoz dupla
influenza hemagglutinin (HA) epitop cimkét épitettiink be a csatorna N-terminalisdba. A
vad tipust humidn TRESK MEVSGHP N-termindlis szekvencidgjat MEVSG-
(YPYDVPDYA)-GG-(YPYDVPDYA)-GHP szekvenciara modositottuk, ahol a két
glicin aminosavval elvalasztott két HA epitopot zdrdjelek kozott tintettiik fel. Az
eredmények részben bemutatatott kisérletekben a HA2-N70Q-hTRESK konstrukciot
alkalmaztuk, amiben a dupla HA epitopon kiviil kialakitottuk az N70Q mutéciot is, a
csatorna N-glikozilaciojanak kivédésére [167]. Az N70Q mutacié nélkil a TRESK
csatorna egy elnyujtott foltban (“smear”) futott az SDS-PAGE gélen, azonban a mutéacio

jelenlétében megjelent a megfeleld csik az aminosavszekvencia alapjan szamolt
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mérettartomanyban, mivel glikozilacio nélkiil jelentésen csokkent a TRESK fehérje
méretének heterogenitésa.

A cRNS-eket az mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription kittel szintetizaltuk
in vitro a gyarto6 elbirasainak megfeleléen (Ambion). A kodold régiot tartalmazo pXEN
templat plazmidot Xbal, Smal vagy Notl enzimmel linearizaltuk a reakcié elétt. A
szintetizalt cRNS igy a plazmidba épitett Xenopus globin mRNS 5” és 3° nem transzlalt
régiokat (UTR) is tartalmazta a kodold szekvencia koriil, a cRNS stabilitasanak
fokozasara a petesejt citoplazmajaban. A kész CRNS-t LiCl-dal precipitaltuk a gyarto
leirasdnak megfeleléen és a cRNS integritdst formaldehides denaturaldé agaréz gél

elektroforézissel ellendriztik etidium-bromid festéssel.

5.3 A Xenopus petesejtek preparalasa és mikroinjektalasa

Xenopus laevis (afrikai karmosbéka) felnétt egyedekbdl ovarium lebenyeket
tavolitottunk el. A szdvetet OR2 oldatban kollagenazzal emésztettiik 18 °C-on 20-30
percig dvatos forgatas mellet, majd tovabbi 10 percig friss emésztd oldatban erdteljesebb
mechanikai hatast biztositva. A hipotonis, nominalisan Ca?*-mentes OR2 oldat mM-ban
a kovetkez6 Osszetevoket tartalmazta: NaCl 82.5, KCI 2, MgCl, 1, HEPES 5 (pH 7.5,
NaOH). Az emésztést 1-es tipust kollagenazzal (Worthington Biochemical Corp.,
Lakewood, NJ, USA) végeztilk 1-2 mg/ml koncentracioban. A kollagenazt tobbszori
oblitéssel (OR2) alaposan eltavolitottuk a Ca®* visszaadasa elétt. Az emésztést kdvetden
a follikuléris réteget mechanikai Uton finom csipeszekkel tavolitottuk el a petesejtek
felszinérdl. A vitellin membran érintetlen maradt.

A Kkortlbelil 0.9-1.2 mm atmérdjli, tobbnyire V. és VI. érési staddiumnak
megfeleld petesejteket ezt kovetden finom billegtetés mellett 18 °C-on inkubaltuk
modositott Barth’s oldatban, amelynek Osszetétele mM-ban a kovetkez6 volt: NaCl 88,
KCI 1, NaHCO3 2.4, MgSO4 0.82, Ca(NOs)2 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 sejteket a defollikulalast kovetd napon mikroinjektaltuk
50 nl cRNS oldattal (Nanoliter Injector, World Precision Instruments, Saratosa, FL). A
cRNS oldat esetenként tobbféle cRNS keverékét tartalmazta. Jellemzdéen 0.3-2.5 ng

CRNS-t injektaltunk oocytanként a megfeleld expresszios szintek elérésére, a HA2-N70Q-
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hTRESK konstrukcio kivételével, amibdl mintegy tizszer nagyobb mennyiségii cRNS-re
volt sziikség a glikozilacio-mentes csatorna elégséges kifejez6déséhez. Az
elektrofiziologiai méréseket a mikroinjektalast koveté harmadik napon végeztiik.

A Xenopus laevis békakat a Semmelweis Egyetem Elméleti Orvostudomanyi
Kozpont allathazaban szakképzett személyzet gondozta. Az allatokat a szokasos modon,
szirt ¢és folyamatosan cserélédd vizi 50 L-es tartdlyokban tartottuk 19 °C-0s
légkondicionalt helyiségekben. Az allati szovetekkel végzett kisérleteket a Semmelweis
Egyetem Allatvédelmi és Etikai Bizottsaga jovahagyta (XIV-1-001/2154-4/2012) és a
kisérleteket az allatvédelemre vonatkoz6 intézményi és torvényi szabalyozast betartva

hajtottuk végre.

5.4 Két-elektrodos fesziiltségzar (voltage clamp) mérés

A TRESK aramot két-elektrodos fesziiltségzar (voltage clamp) modszerrel (10.
abra) mértiik Xenopus petesejtekben OC-725C erdsité alkalmazasaval (Warner
Instrument Corp., Hamden, CT). Az elektrofiziologiai méréseinkbdl szarmazé adatokat
Digidata Interface 1200 vagy 1440A (Axon Instruments, Foster City, CA) AD/DA
konverter segitségével digitalizaltuk és a pClamp 6.0.2 vagy 10.1 szoftvercsomag
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) komponenseivel regisztraltuk. Az adatok
kiértékelésére a szoftvercsomag Clampfit programjat hasznaltuk. Az alacsony K*
95.4, KCI 2, CaCl, 1.8, HEPES 5 (pH 7.5, NaOH). A magas, 80 mM K* koncentracioju
oldatban a [Na']-t megfelelden csokkentettiik ugy, hogy a két oldatban a [K*] és [Na*]
Osszege alland6 maradjon. Az extracelluldris oldattal a mér6kamrat folyamatosan
ataramoltattuk a mért petesejt koriil egyszerli gravitdcios modon miikodd perfuzids
rendszerrel.

A két intracellularis mikroelektrodot boroszilikat tivegbdl (BF120-94-10, Sutter
Instruments) készitettiik P-87 Flaming/Brown Micropipette Puller (Sutter Instrument Co.,
Novato, CA) pipettahizo berendezésben. A mikroelektrodokat 3 M-0s KCI-dal toltottiik
fel, igy az ellenallasuk a 0.3-1 MQ tartomanyba esett, a benniik talalhat6 oldatot Ag/AgCl
elektrodon keresztiil kapcsoltuk a méréberendezéshez. A TRESK aramot -100 mV-on a

magas [K*]-ji oldatban mértiik egy 4 mdasodpercenként ismétl6dd, 300 ms hosszu
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fesziiltséglépés végén. Az igy kapott arambol levontuk az azonos koriilmények kozott de
alacsony [K*]-ji oldatban mért dram nagysagat. A kisérleteket szobahdmérsékleten (21
°C) végeztiik. Ilyen mérési koriilmények kozott a nem injektalt vagy desztillalt vizzel
injektalt Xenopus petesejtek endogén K* drama jellemzden 50 és 200 nA kozottinek
adodott. A TRESK konstrukciok kifejezése soran legalabb egy nagysagrenddel nagyobb
amplitddoju aramokat vizsgaltunk, amelyekhez az endogén d&ram komponens

hozzajarulasa j6 kozelitéssel elhanyagolhato volt.

chd_ +L

“feszlltség”

A1, A2: mlveleti erositok
B1: aktiv foldelés

ME1, ME2: méré elektrodok
R, Ry’ pipetta ellenallasok
R_: membran ellenallas

C,.: membran kapacitas

V_: membranpotencial

V.. megkivant potencial

|- TRESK K* aram

80 mM [K*] [K*]: kalium koncentracio

10. abra: A két elektrodos fesziiltségzar (voltage clamp) mérés sematikus kapcsolasi rajza.
A Molecular Devices cég abraja modositva.
(https://www.moleculardevices.com/applications/patch-clamp-electrophysiology/what-two-
electrode-voltage-clamp-tevc-method)

5.5 A TRESK csatorna foszforilaciés allapotanak vizsgalata Phos-tag™ SDS-PAGE

és anti-HA immunoblot médszerrel

A HA>-N70Q-hTRESK konstrukciot kifejezé Xenopus petesejtekbdl a cRNS
mikroinjektalasat koveté harmadik napon plazmamembran preparatumot készitettiink.
Az oocytékat (10-30 db csoportonként) 1 ml jéghideg lizis oldattal homogenizaltuk 20

huzassal iiveg Potter homogenizaloban jégen. A lizis oldat 6sszetétele mM-ban megadva:
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HEPES 20, imidazol 40, NaF 40, EDTA 10, Na-ortovanadat 1, fenilmetilszulfonil fluorid
(PMSF) 1, benzamidin 1, amit kiegészitettiink a kovetkezokkel: leupeptin (5 mg/ml),
foszfataz inhibitor koktél 1 (1%, P2850; Sigma, St. Louis, MO). Az oldat pH-jat 7.9-re
allitottuk NaOH hozzaadasaval. A homogenizatumot centrifugaltuk 1000 g-vel 10 percig
4 °C-on, majd a feliiliszot — a tetején 1évo lipid réteg kivételével — ujra még egyszer
centrifugaltuk ugyanigy 1000 g-vel 10 percig. A masodik fugalas utani, szikanyag
szemcséktdl, melanoszomaktol, sejtmagtdl és egyéb nagyobb méretli tormeléktdl
mentesitett feliiluszot 16000 g-vel centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on, majd a
plazmamembran darabokban bedusult pelletet feloldottuk 40-80 pl tomény SDS-
mintapufferben (TrisCl 0.31 M pH 6.8, SDS 10%, glicerin 50%, merkaptoetanol 25%, és
bromfenol kék 0.2%). A plazmamembran preparatumot azonnal felhasznaltuk vagy -80
°C-on taroltuk. Plazmamembran preparalasi modszeriink kis modositasoktol eltekintve
megfelelt az altalanosan bevalt eljarasnak [168,169].

Kisérleteinkben a HA>-N70Q-hTRESK cRNS-sel injektalt petesejtekbdl tobb
egyenld szdmu csoportot képeztiink és ezeket a plazmamembran preparalas elott
kiilonb6z6 modon kezeltiik. A PMA hatasat a TRESK csatorna foszforilaciora tgy
vizsgaltuk, hogy a sejteket 45 percig PMA-val (100 nM) kezeltiik, a ciklosporin A (CsA,
1 uM) és FKS506 (tacrolimus, 1 uM) kalcineurin gatloszerek jelenlétében. A
eléz6 Modszerek 5.4 alfejezetben). A negativ kontroll sejteket, amelyekben
varakozasunknak megfelelden a TRESK csatorna foszforilacidja fenntartott, ugyanigy
kezeltiik kalcineurin gatloszerekkel, de PMA hozzaadasa nélkiil. Emellett kétféle pozitiv
kontrollt is alkalmaztunk. Az egyik esetben ugyanugy kezeltiik a sejteket (CsA+FK506)
mint a negativ kontroll esetben, de az ezekbdl szarmazé membranpreparatumot in vitro
defoszforilaltuk A foszfatazzal (Santa Cruz, sc-200312A). Ennél a csoportnal a
membranpreparatumot nem SDS-mintapufferben vettiik fel, hanem 20 pl Mn?* tartalmu
defoszforilalo puffert adtunk hozza, amelynek dsszetétele mM-ban megadva a kovetkezd
volt: HEPES 50 (pH7.5, NaOH), EGTA 1.5, DL-dithiothreitol 7.5, MnCl, 3. Ebben a
kozegben a fehérjéket 2 ul A foszfatazzal (400 U/uL) defoszforilaltuk egy oraig, majd a
mintat ezutan vettik fel SDS-mintapufferben. Az in vitro defoszforilalt preparatum
mellett, egy olyan pozitiv kontroll csoportot is vizsgaltunk, amiben a defoszforilaciot in

vivo hoztuk Iétre. Ebben a csoportban 3 percig ionomycinnel (1 puM) kezeltik a
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petesejteket a homogenizalas el6tt, kalcineurin gatloszerek nélkiil. Elektrofiziologiai
méréseinkbdl tudjuk, hogy az ionomycin ilyen koriilmények kozott erdteljes TRESK
aktivaciot okoz kalcineurinon keresztiil, vagyis ebben a csoportban is a TRESK fehérje
defoszforilacioja volt josolhato.

A kiilonbozd eldkezeléseken atment petesejt csoportokbol szarmazo membran
preparatumokban az eltéréen foszforilalt TRESK fehérjéket a Phos-tag™ SDS-PAGE
modszerrel valasztottuk szét. A Zn?*-Phos-tag modszert hasznaltuk 8%-0s poliakrilamid
gélekkel és a neutralis (Tris-MOPS) pufferrendszert a gyartd utmutatasdnak megfeleléen
(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan). A Phos-tag koncentracio 15 uM volt a
kisérletekben €s ennél haromszor nagyobb molaris koncentracidban ontottiik bele a gélek
anyagaba a ZnClz-ot. A csiktomoritd (stacking) és elvéalasztd (separating) gélekbe is
tettlink kis mennyiségii (0.1%) SDS-t. A mintakhoz (5-10 pl az SDS-mintapufferben
felvett membranpreparatumbol) a felvitel elétt ZnClz-ot és NaOH-ot adtunk: 5 pl
mintahoz 1 pl 25 mM-0s ZnClz-ot az EDTA telitésére és 1 ul 40 mM-os NaOH-ot az
alkalikus pH helyreallitasara. Erre amiatt kényszeriiltiink, mert a szabad EDTA nem
kompatibilis a Phos-tag szétvéalasztasi modszerrel, az EDTA Zn%'-kel telitése kdzben
viszont a minta SDS-PAGE modszerrel 6sszeegyeztethetetlen savanyodasa alakul ki. Ezt
kovetden a Phos-tag SDS-PAGE gélen az elektroforézist 50 V-on folytattuk, amig a
mintak mellett felvitt szines markerprotein csikok az empirikusan meghatarozott kedvezo
pozicidba nem vandoroltak. (A Phos-tag gélen a vandorlasi sebesség nem kizarolag a
molekulatomeg fiiggvénye.)

A Phos-tag gélen szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra (Schleicher
and Schuell, Keene, NH) blottoltuk. A blottolas elétt, hogy a Zn?*-et minél jobban
eltavolitsuk, a gélt alaposan mostuk metanol-mentes Towbin transzfer pufferben (25 mM
Tris, 192 mM glicin, pH 8.6 £ 0.2). Az els6 hat mosas soran (20 ml 10 percig minden
esetben) a mosooldatot kiegészitettitk 10 mM EDTA-val. A hetedik mosas EDTA-mentes
volt. A fehérjek atblottolasat a membranra 20 % metanolt és 0.05 % SDS-t tartalmazo
Towbin pufferben végeztiik nedves/tartaly modszerrel (wet/tank blotting), 50 V-on egy
¢jszakan keresztiil, kiils6 jeges htités mellett, hidegszobaban.

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,

amit PBS-ben (phosphate-buffered saline, 100 ml-ben tartalmaz: 0.85 g NaCl, 0.56 ¢
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Na;HPO4, 0.02 g NaH2PO4, pH 7.4 (HCI vagy NaOH)) oldva adtunk a membranhoz
(blokkol6 puffer). A membrant két 6ran at billegtettiik lassan szobahén az elsddleges
antitest jelenlétében. Elsddleges 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 eredetii anti-egér IgG volt (R-05071-
500; Advansta, Menlo Park, CA), amit hasonl6 koriilmények kozott alkalmaztunk, mint
az elsddleges antitestet, azonban csak egy oraig. A membrant egyszer mostuk a blokkolast
kovetden, és 4-6 alkalommal 5-10 percig az egyes antitesteket kvetden 20-30 ml PBS-
sel, ami 0.1% Tween-20-at is tartalmazott. A csikokat fokozott kemilumineszcencia
modszerrel detektaltuk a gyartd leirdsanak megfeleléen (WesternBright ECL HRP,
Advansta).

5.6 Adatok kiértékelése és statisztikai analizis

Az adatok atlag + az atlag hibaja (standard error of the mean, S.E.M) formaban
kertiltek megadésra és 4&brazolasra. Minden tesztnél p<0.05 esetén tekintettik a
kiilonbség(ek)et szignifikansnak, azonban tajékoztatd jelleggel a p érték kisebb felsd
korlatjat adtuk meg a szovegben, ha volt ilyen. Az abrédkon az alacsonyabb p értéket a
csillagok szamanak novelésével érzékeltettiik. 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. Ha a Shapiro-Wilk teszt szignifikans volt barmelyik csoportban,
akkor a nem paraméteres Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. Ha a Levene teszt adott
szignifikans eredményt, akkor a heteroszkedasztikus (Welch-Satterthwaite korrigalt) t-
tesztet hasznaltuk két fiiggetlen csoport esetén, vagy a Welch variancia analizist
(ANOVA) és a Games-Howell post hoc tesztet tobb csoport dsszehasonlitasara. A normal
eloszlasu és homoszkedasztikus esetekben az dsszehasonlitadsok szdméanak megfeleléen
Student t-tesztet vagy egyutas (Fisher) ANOVA-t és ezt kovetden Tukey HSD post hoc
tesztet alkalmaztunk. Emellett egy esetben paros Wilcoxon probat (matched-pairs test),

egy masik esetben pedig MANOVA (multivariate analysis of variance) tesztet
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hasznaltunk ahogy ezt a kisérleti modell megkivanta. A statisztikai szamitdsokat a
Statistica 13.4 (TIBCO Software, Tulsa, OK) vagy SPSS Statistics 25.0 (IBM
Corporation) szoftvereckkel végeztik. A denzitometrias adatokat Wayne Rasband

(Research Services Branch, NIH, Bethesda, MD) ImageJ 1.47v szoftverével analizaltuk.
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6. Eredmények

6.1 A TRESK szerin 264 aminosav mutacioi kivédik a PMA csatorna aktivalo

hatasat

A PMA ltal kifejtett TRESK 4ram aktivacido reprodukalhaté volt
laboratoriumunk mérési koriilményei kozott [136]. A PMA minden vizsgalt Xenopus
petesejt preparatumban jelentés mértékben novelte a human TRESK K* aramot, azonban
a relativ aktivacid6 mértéke sejtpreparatumonként eltéronek adodott. Az értekezésben
bemutatott kisérletekben az aram ndvekedése, atlagat tekintve jellemzden kétszeres €s
tobb mint hatszoros kozott valtozott. A sejtpreparatumok kozotti jelentds kiilonbség
megnehezitette a tobb fiiggetlen kisérletbdl meghatarozott adatok kiértékelését, ezért a
legtobb mérésiinkben egy prepardtumbol szarmazo petesejt csoportokat hasonlitottunk
0ssze.

Els6 vizsgalatsorozatunk azt a kérdést célozta, hogy milyen Osszefliggés van a
PMA Aéltal elinditott és a kalcineurin-fiiggé TRESK aktivaciés mechanizmusok kozatt.
Ezért olyan mutans csatornakon vizsgéaltuk a PMA hatasat, amelyek kalcineurin-fiiggd
aktivacioja kiilonbozd okokbol deficiens volt. Munkacsoportunk kordbban kimutatta,
hogy a mindkét kalcineurin-ko6td helyén mutans human TRESK csatorna egyaltalan nem
aktivalodik a citoplazma [Ca®'] novekedés hatasara [145]. Ezen a TRESK-PQAAAS-
AQAP konstrukcion teszteltiik a PMA hatasat, amiben a PQIIIS és LQLP kalcineurin-
kotd szekvencidkat alanin cserékkel funkcioképtelenné tettiik. Kontrollként a vad tipusu
TRESK csatornat hasznaltuk.

A PMA adasa utan kialakulo, koriilbeliil fél ordig tart6 lassu csatorna aktivacio
folyamatos kovetése minden egyes sejtben két-elektrédos fesziilts€gzar méréssel erdsen
korlatozta volna modszeriink atbocsatd képességét, ezért mas mérési protokollt
dolgoztunk ki. Minden petesejtet két alkalommal mértiink és a két mérés kozott
eltavolitottuk a mérékamrabol, illetve ezido alatt tortént a forbol-észter kezelés. Egy ilyen
tipikus mérés eredménye lathato vad tipust TRESK csatornat kifejezo petesejtbol a 11.
abra A panel regisztratumain. Ebben a kisérletben az els6 és a masodik mérés soran is a

TRESK aram nagysagat hataroztuk meg -100 mV-on extracellularis oldatcsere

crcr
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két mérés kozott a sejteket 42-46 percig PMA-val (100 nM) kezeltiik. A bal felsé panelen
(11. abra A) lathat6 a reprezentativ nyugalmi TRESK aram, mig mellette jobb oldalon a
PMA kezelést kovetden mérheto jelentds aram novekedés.

Ha ugyanezt a mérést a TRESK-PQAAAS-AQAP csatornat kifejez0 petesejten
végeztiik el, akkor hasonlé dram ndvekedést kaptunk, mint a vad tipusi csatornat
expresszalo sejtnél (11. abra B). A vad tipusu csatornat kifejez6 sejtekben az aktivacio
atlagosan 6.5+ 0.9-szeres volt (n=9), mig a kalcineurin-kotéhely mutans TRESK-et
kifejezo csoportban 5.5 + 0.6-szorosnak adodott (n=8, 11. dbra D, bal oldali két oszlop).
A kiilonbség nem volt szignifikans. Ez arra utal, hogy a kalcineurin-fiiggé aktivacios
mechanizmus kiiktatdsa nem védi ki a PMA hatasat, tehat a protein kinaz C nem a
kalcineurin kézremiikddésével aktivalja a TRESK csatornat.

Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik olyan mutans TRESK csatornéaval is, amiben a
”szerin klaszter” teriiletén a 264-es szerin aminosavat alaninra cseréltiik. Ez a csatorna
konstitutiv aktivitdst mutat, mivel a defoszforilalt 4allapotot utdnozza az egyik
legfontosabb szabalyozasi ponton. A magas bazalis aktivitisnak megfeleléen az S264A
mutans kalcineurinon keresztiil nem (vagy csak nagyon kis mértékben) aktivalhato
tovabb. A TRESK S264A mutans &rama PMA hatéasara egyaltalan nem novekedett (1d. a
11. abra C panelen a reprezentativ regisztratumokat és az D panelen a harmadik oszlopot).
Az aram 0.82 + 0.07-szeresére valtozott (n=5), vagyis atlagban kortlbeliil 20 %-kal
csokkent. Nem vizsgaltuk, hogy ez a csokkenés szignifikans volt-e és azt sem, hogy mi
lehet az oka. Viszont az egyértelmli, hogy az S264A mutins PMA altal kifejtett
aktivacidjanak mértéke elmarad a vad tipustt TRESK csatornaétol (p<0.0005). (Ebben a
kisérletben az S264A mutdins TRESK csatorna cRNS-¢bdl kisebb mennyiséget
mikroinjektaltunk, mint a vad tipust csatornaébol. Ezzel elkeriiltiik, hogy a petesejtekben
toxikus nagysag nyugalmi hattér K* aram expresszalodjon és a két csoportban hasonld
nagysagu bazalis aramokat is kaptunk. A bazalis aram nagysaga az S264A csoportban
erdsen szort az 1.3-7.2 pA tartomédnyban, azonban a PMA egyik sejtben sem ndvelte a

hattér K™ aram nagysagat.)
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A 11. abra: A PMA ltal
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normalizalt aktivacidé mértékét, amit az els0 mérésben meghatarozott aram nagysagra
vonatkoztattunk. Az elemszamokat az oszlopokban tiintettiik fel. E. Egy masik oocyta
preparatumban &sszehasonlitottuk a vad tipusu, S264E, illetve S252A mutans csatornak PMA
hatasara 1étrejovo aktivaciojat. Az S264E mutécio teljesen kivédte, mig az S252A mutacié nem
befolyasolta a PMA hatasat. (Ebben a sejtpreparatumban a PMA a vad tipusu TRESK kisebb
relativ aktivaciojat okozta, mint az D panelen bemutatott kisérletben.) *p<0.01; ***P<0.0005;

Welch ANOVA majd Games-Howell teszt; ns: nem szignifikans; wt: vad tipus.
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Latva, hogy a PMA teljesen hatastalan az S264A mutans TRESK csatornan,
kivancsiak voltunk, mi torténik, ha az S264 aminosav foszforilalt allapotat probaljuk
utdnozni glutamat szubsztiticidval. A glutamat az S264E mutdnsban utanozza a
foszfoszerin negativ toltését €s nyilvanvaloan olyan allapotban tartja a TRESK csatornat
amit nem lehet mddositani az S264 szabalyozasi pont foszforilacidjaval. Az S264E
mutans TRESK csatornat sem aktivalta a PMA egyaltalan (11. abra E). Ebben a
sejtpreparatumban a vad tipusu TRESK 2.9 + 0.5-szorosre aktivalédott PMA hatasara
(n=12), mig az S264E mutans arama 0.94 + 0.08-szorosdra valtozott (n=5), vagyis
lényegében alland6 maradt. Ez megerdsitette az S264A mutanssal kapott eredményt; ha
a csatorna foszforilacio-fliggd szabalyozasat az S264-es pozicidban lehetetlenné tessziik,
akkor az kivédi a protein kinaz C altal okozott TRESK aram aktivaciot.

A masik ismert szabalyozd pozicid6 mutacioja, a 14-3-3-kotést is meghatarozo
szerin 252 alaninra cserélése, nem befolydsolta a PMA hatasat (3.2 £ 0.5-sz6rds
aktivacio, n=5, 11. abra E, harmadik oszlop). Ez valosziniisiti, hogy a szerin 252 nem

vesz részt a protein kinaz C hatdsanak kozvetitésében.

6.2 A PMA kezelést kovetéen az ionomycin hasonlé szintre aktivalja a TRESK

aramot, mint az ionof6r adasa 6nmagaban

Megvizsgaltuk, hogy a protein kinaz C és kalcineurin egymast kovetd aktivacioja,
PMA-val (100 nM) ¢és ionomycinnel (0.5 pM), nagyobb TRESK aram névekedést okoz,
mint a kalcineurin aktivaciéja dnmagaban, vagy ezek a kezelések ugyanazt a végsod
csatorna aktivacids szintet eredményezik. Ha a PMA hatdsa 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 aktivacidét. A kalcineurin hatékonyan defoszforilalja az S264-et ionomycin
alkalmazasakor, tekintet nélkill a PMA kezelés 4ltal kordbban ugyanezen az
aminosavmaradékon kifejtett hatdsara. lonomycin adasara a TRESK harom percen beliil
maximalisan aktivalodik, majd az aram lassan, 10-30 perc alatt visszatér a kezdeti gatolt
allapotaba [122]. Ezzel szemben a PMA altal 1étrehozott aktivacié sokkal lassabb,

koriilbeliil 30-60 perc alatt éri el a maximumat [136].
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12. abra: A TRESK hasonlo
végs6 aktivitasi szintet ér el
ionomycin hatasara PMA és 4a-
PDD elokezelés utan.
Reprezentativn. TRESK  aramok
lathatok a PMA (100 nM, A) vagy
az inaktiv analog 4a-PDD (100
nM, B) 44-48 percig tartd adasa
elott (bal oldali gorbék) és utan
(jobb oldali gorbék). A masodik
mérés végén ionomycint adtunk
(0.5 uM, 160 s, vizszintes piros
vonal). A kiindulasi TRESK
aramot (I1), a forbol-észter utani
aramot (Io) és a végsod aramot az
ionomycin kezelés végén (Is)
fiiggdleges nyilak jelolik. A 2 mM
[K*]-ban mért kis nemspecifikus
(leak) aramokat a szamitasoknal
levontuk az Iy, I2 és I értékekbdl.
C. A PMA (lila, bal oszloppadr) és
40-PDD (sziirke) altal kivaltott
TRESK éram aktivacié normalizalt
értékét (lo/11) kiszamitottuk az A és
B panelen illusztralt kisérletbdl. Az
ionomycin hatisara ezt koveten
jelentkezd aktivacid nagysagéanak
becslésére az ionofor adasa el6tti és
utdni aramokat hasonlitottuk 6ssze
(Is/12, kozépsd oszloppar). A végsd
(teljes) aktivaciot az ionomycin

utani és a kiindulasi aramok

hanyadosaként szamitottuk (Is/l1, jobb oszloppar). A TRESK aram ugyanazt (a kb. 7-szeres)

végso aktivacios szintet érte el PMA és 4a-PDD el6kezelés utan. ***p<0.0005, Mann-Whitney

U test, Bonferroni korrekcio utan is szignifikans; ns: nem szignifikans.
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Ezért a PMA+ionomycin kombinalt kezelés vizsgalatanal eldszor megmértiik a
TRESK bazalis aramot, ezutan PMA-val (100 nM) kezeltiik a sejteket 44-48 percig, majd
megmértiik a K* dramot ujra és végiil ionomycint (0.5 uM) adtunk 160 masodpercig (1d.
reprezentativ regisztratumokat a 12. dbra A panelen). A kontroll (csak kalcineurinnal
aktivalt) sejteket 4oa-forbol-12,13-didekanoattal (4a-PDD, 100 nM) kezeltik az
ionomycin adasa el6tt, vagyis egy olyan forbol-észterrel, aminek nincs hatasa a protein
kinaz C-re (12. abra B). A PMA atlagosan t6bb mint négyszeresére fokozta a TRESK
aramot ebben a sejtpreparatumban, azonban a 4a-PDD nem hatott (12. abra C, elsé
oszloppar). Az ezt kovetd ionomycin adas a PMA-val kezelt sejtekben koriilbeliil még
masfélszeresre novelte tovabb a hattér K* aramot (12. abra C, harmadik oszlop), igy
6.6 + 0.5-sz0r0s végsd aktivacid jott 1étre a kisérlet kezdetén mért kiindulasi a&ramhoz
képest (n=11, 12. abra C, otodik oszlop). Az ionomycin erdteljesen novelte a hattér K*
aramot a 4a-PDD-vel kezelt sejtekben, ami 8.0 £ 1.1-szeres végsé aktivaciot
eredményezett (n=12, 12. abra C, hatodik 0szlop). Az ionomycin utani végsé aktivaciok
nem voltak szignifikansan kiilonb6zdéek a PMA, illetve 4a-PDD kezelést kdvetden (12.
abra C, jobb oszloppar), ami azt mutatja, hogy az ionomycin PMA utan nem
eredményezett nagyobb végsé TRESK aktivitdsi szintet, mint az ionofér alkalmazasa

O6nmagéban.

6.3 A PMA hatasara az egér TRESK Iényegesen kevésbé aktivalodik, mint a human

csatorna

A PMA hatésat egy masik negativ kontroll forbol-észterrel is 6sszehasonlitottuk
a 11.A abran bemutatott két méréses modszerrel. A 4a-PMA szintén nem hat a protein
kinaz C-re és a kémiai szerkezetét tekintve még a 4a-PDD-nél is inkabb hasonl6 a PMA-
hoz. A huméan TRESK csatorna aramat a 4a-PMA (100 nM) egyaltalan nem befolyasolta
(ezzel Rahm és mtsai. eredményét megerdsitettiik [136]), olyan koriilmények kozott
amikor a PMA hatésa egyértelmiien jelentkezett (13. abra).

Ugyanebben a sejtpreparatumban a PMA és 4a-PMA forbol-észtereket teszteltiik
az egér TRESK csatornén is. Az egér csatorna PMA altali aktivacidja, atlagat tekintve

kisebb volt (1.44 + 0.16-szoros, n=6), mint a human csatornaé¢ (2.27 + 0.36-Szoros,
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- . - 13. abra: A human és egér TRESK

— ns csatorna PMA altal Kkivaltott
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n=14); valdjaban azonban nem kiilénb6zott szignifikansan sem a human csatornatol, sem
a 40-PMA csoporttol (0.88 £ 0.06-szoros aram valtozas, n=4), a mért sejtek aranylag
alacsony szdma miatt (13. dbra). Mivel tisztdzni szerettiik volna a kérdést, hogy az egér
csatorna aktivalodik-e PMA hatésara €s az aktivacidjdnak mértéke hogyan viszonyul a
human TRESK-¢éhez, ezért egy masik petesejt preparatumban is végeztiink méréseket.
Ebben a prepardtumban a PMA 2.1 + 0.3-szorosra aktivalta az egér TRESK aramat (n=6),
a human TRESK csatorna aramanak novekedése pedig 3.7 £ 0.7-szeres volt (n=11). A
két kisérletbdl Gsszesitett adatokbdl szamolva a PMA egér TRESK csatorndra kifejtett
aktivalo hatasa szignifikansnak bizonyult (p<0.05, paros Wilcoxon préba (matched-pairs
test)), habar a kis és sejtenként erdsen valtozd valasz kiértékelése aranylag nagy
elemszamot igényelt. Ha az Osszesitett adatokat normalizaltuk a két kisérletben
lényegesen eltér6 human TRESK aktivaciora, akkor a human és egér csatorna
aramndvekedésében is szignifikans kiilonbséget kaptunk (p<0.01, heteroszkedasztikus t-
teszt). Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy az egér TRESK csatorna is aktivalodik
PMA hatésara, de a human csatornanal joval kevésbé, és ennek a sejtenként valtozo és
csekély aktivacionak a statisztikailag megnyugtatd kimutatasa még a stabil Xenopus két

elektrodos fesziiltségzar mérés esetén is kihivast jelent.
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6.4 A PMA a vad tipusi human TRESK csatornat nem a kalcineurinon keresztiil

aktivalja

A fent leirt kisérleti eredmények valoszintsitik, hogy a PMA altal kivaltott
TRESK aktivacio 0sszefliggésben all a szerin 264 foszforilaltsagi allapotaval. Emiatt még

egyszer — a vad tipusi TRESK csatornat felhaszndlva — szerettiink volna

megbizonyosodni arrél, hogy a protein kindz C hatasa nem a citoplazma [Ca?']

emelkedésén és kismértékii kalcineurin aktivacion alapul. Ezért a kalcineurin aktivaciojat

cre

(50 mM EGTA 50 nl térfogatban petesejtenként, az oldat szintén tartalmazott S0 mM
HEPES puffert a pH stabilizalasara). Régebben munkacsoportunk kozolte, hogy ez a
citoplazmaban kortilbeliil 10-szeresére higuld kelator oldat teljesen kivédi a TRESK
kalcium-fiiggé aktivaciojat [122]. A nyugalmi TRESK daram elsé mérését kovetden a
sejtek egy részét injektaltuk EGTA-val, egy masik csoportjukat nem, majd ezt kovetden
PMA-val (100 nM) kezeltiik mindegyiket. A PMA kezelést kdvetden masodszor is
megmértiik a TRESK aramot és végiil ionomycint adtunk (vagyis azt a protokollt

kovettiik, amit a 12.A abran ismertettiink).

ns 14. abra: Az EGTA injektalas
kivédi a kalcineurin-fiiggé
TRESK aktivaciot, de nem
befolyasolja a PMA hatasat.
A 12 A abran bemutatott modszerrel
vizsgaltuk a PMA és ionomycin
lonomvain TRESK aktivalé hatdsat. A sejtek
lonomyein egyik csoportjat EGTA-val
*kk injektaltuk (lila, PMA EGTA utan),
a masikat nem (feher, PMA EGTA
nélkiil), az els6 TRESK aram mérést
kovetden, a PMA (100 nM) adasa
elétt. Az EGTA injektalas nem
befolyasolta a PMA hatasat (bal
oszloppar). Végiil ionomycint (0.5
uM) adtunk, az ennek hatasara
N S jelentkezd relativ aktivaciot (ls/l2 a
é\?‘ 12.A  ébran) abrazoltuk (jobb
oszloppar). Az EGTA kivédte az
ionomycin aktivalo hatésat.
***p<0.0005 Mann-Whitney U
teszt, Bonferroni korrekcio utan is
szignifikans; ns: nem szignifikans.
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A TRESK aram hasonl6an aktivalodott a PMA hatdsara az EGTA-injektalastol
fiiggetleniil (14. abra, jobb oldali oszloppar). A nem injektalt (EGTA nélkiil) sejtek K*
aramat az ionomycin koriilbeliil masfélszeresre tovabb novelte a PMA kezelést kovetden
(harmadik fehér oszlop a 14. dbran), azonban az ionomycin nem tudta névelni az aramot
az EGTA-val injektalt sejtekben (negyedik lila oszlop a 14. abran). Ebbdl az kovetkezik,
hogy az EGTA mikroinjektalas kivédte a kalcineurin aktivalodasat, de nem befolyasolta
a PMA altal elinditott csatorna szabalyozasi mechanizmust. Figyelembe véve az
ionomycin hatdsanak teljes gatlasat az EGTA-injektalt sejtekben, az ilyen mértéki
kalcineurin gatlasnak jelentésen csokkentenie kellett volna a PMA altali TRESK
aktivaciot, ha a PMA hatéasa a kalcineurintdl fiigg. Ez azonban nem kdvetkezett be, tehat
igazoltuk a vad tipusu csatorna felhasznalasaval is, hogy a PMA hatasat a TRESK-re nem

a kalcineurin kozvetiti.

6.5 A csonkolt MARK?2 kinaz konstrukcié koexpresszidja a TRESK csatornaval
megsziinteti a PMA hatasat

Ha a PKC aktivacidja kozvetett modon a szerin 264 defoszforilaciojat
eredményezi, akkor ezt a hatast ellenstilyozni lehet egy masik kinaz koexpresszidjaval,
ami az S264 aminosavat kozvetleniil foszforilalja. Korabban munkacsoportunk kimutatta,
hogy a szerin klaszter” teriiletét (S262, 264 ¢€s 267) a TRESK csatornaban foszforilalja
a mikrotubulus-affinitas-regulalé kindz csalad harom tagja (MARK1-3, [140]). Ezért
megkiséreltiik a MARK?2 kinaz koexpresszidjaval kivédeni a PMA hatasat. A MARK?2
jelenlétében a PMA aktivalo hatdsa kis mértékben, de szignifikdnsan csokkent (az
adatokat nem mutatom). Arra gondoltunk, hogy esetleg a vad tipust MARK?2 enzimet a
PMA gatolhatja, mert masok leirtak, hogy az ™j tipust” (novel) PKC aktivalasa PMA-
val, a PKD kinaz aktivalodasan keresztil, a MARK2 S400 poziciojanak
foszforilacidjahoz vezet és ezzel gatolja a MARK kinaz aktivitast [170]. Ezért
elkeészitettik a MARK2 egy S400A mutans valtozatat, amivel Ujra megkiséreltiik a
TRESK koexpressziot és a PMA hatas vizsgéalatat. Azonban ez a konstrukcio is csak

mérsékelten gatolta a PMA hatasat a TRESK-re. Végiil az jutott esziinkbe, hatha az S400
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foszforilacidja csak részben felelés a novel PKC okozta MARK gatlasért, ezért
elkészitettik a 361-es aminosavnal csonkolt MARK2A konstrukciét. Amikor ezt
koexpresszaltuk a TRESK csatornaval, akkor a PMA hatasara lényegében tobbé nem jott

létre csatorna aktivacio (15. abra).
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15. 4dbra: A MARK2 konstrukcio koexpressziéja a human TRESK csatornaval
megakadalyozza a PMA aktivalé hatasat.

A. Az abran a bazalis TRESK aram, a PMA kezelés utani aram és a végsé ionomycin adast kovetd
aram amplitadok atlagos nagysagat tiintettik fel (vilagoskék, lila és sdrga oszlopok, rendre,
amelyek az Iy, I és Is aramoknak felelnek meg a 12.A abran bemutatott mérési protokollnak
megfeleléen). Egy petesejt preparatumbol szarmazo sejtek harom csoportjat vizsgaltuk. Az elsé
csoportban a petesejtek a humédn TRESK csatornat expresszaltak (TRESK), a masodikban
alacsonyabb TRESK kifejez6dést hoztunk 1étre feleannyi cRNS injektalasaval (TRESK 0.5x), a
harmadikban pedig kétszeres TRESK cRNS mennyiséggel egyiitt adtuk a MARK2A cRNS-t
(TRESK(2xX)+MARK24, ahogy azt az oszlopharmasok alatt jeloltik).
B. Az A panelen bemutatott adatokbol kiszamitottuk a TRESK é4ram relativ aktivaciojat PMA
hatasara (lila, I2/1; a 11.A szerint) és az ionomycin utani végsé aktivacio mértékét (sdarga, 13/l1 a
11.A szerint). A MARK2A jelenlétében a PMA altali TRESK aktivacio nem jott létre (lila
oszlopok), azonban az ionomycin hatasat nem befolyasolta a kinaz koexpresszidja (sdrga
oszlopok). ***p<0.001, MANOVA, majd Tukey HSD teszt; ns: nem szignifikans.

Ebben a kisérletben a 12.A 4abran ismertetett kisérleti eljarast kovettiik.
Megmértiik a TRESK bazalis aramat, PMA-val (100 nM) kezeltiik a sejteket, ujra

megmértiik a TRESK aram nagysagat, majd l1étrehoztuk a végsé maximalis aktivaciot
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ionomycinnel. Olyan kontroll sejteket is vizsgaltunk (TRESK (0.5x)), amelyekbe csak
feleannyi TRESK cRNS-t mikroinjektaltunk (harom nappal korabban) és ezért kisebb
csatorna expresszio jott 1étre benniik. Ennél a kontroll csoportnal jol lathatd, hogy az
expresszio szintje, a hattér K* aram amplitido ebben a tartomanyban nem befolyésolta a
szamitott aktivaciok értékét. A MARK2A koexpresszidja a TRESK csatornaval teljesen
kivédte a PMA hattér K* dram noveld hatasat (15. abra, vo. lila oszlopokat). A kontroll
csoportokban a PMA 3.4 + 0.5-sz6r6s (TRESK, n=9), illetve 3.3 + 0.4-szeres (TRESK
0.5x, n=11) aram novekedést hozott Iétre, a MARK2A-t kifejezd csoportban viszont az
aram csak elhanyagolhatd mértékben, 1.2 + 0.2-szeresére fokozodott PMA hatasara
(TRESK(2x)+MARK24, n=11). A PMA altali TRESK aktivacio csokkenése mindkét
kontroll csoporthoz hasonlitva szignifikdns volt (p<0.001).

A MARK2A koexpresszioja azonban nem tette lehetetlenné a TRESK csatorna
aktivaciojat altalaban véve. A kisérlet végén alkalmazott ionomycin hasonldan aktivalta
a TRESK csatornat a MARK2A kinaz jelenlétében (6.6 + 1.4-szeres aram ndvekedés,
TRESK(2X)+MARK2A4), mint a csak csatornat expresszald kontroll csoportokban
(6.0 + 0.8-szoros aktivacio a TRESK ¢és 7.0 £ 0.8-szoros a TRESK (0.5x) csoportokban,
v0. a sarga oszlopokat a 15. abra B panelen). Lathatdan a MARK2A kinaz koexpresszidja
a TRESK csatornaval fenntartotta az S264 foszforilaciojat a PMA altal okozott lasst
defoszforilacios hatassal szemben, azonban nem tudta ellensulyozni a kalcineurin
talarado foszfataz aktivitasat, amikor az a csatornahoz kozvetleniil kotodve defoszforilalt.

A 15, 4bran bemutatott kisérletben kétszer annyi TRESK cRNS-t
mikroinjektaltunk a MARK2A cRNS-sel egyiitt, mint a (TRESK) kontroll sejtekbe, hogy
koriilbeliil ugyanakkora bazalis TRESK aramokat kapjunk a két csoportban. Egy hasonlo
korabbi kisérletben egyenlé mennyiségli TRESK cRNS-t injektaltunk a kontroll és
MARK2A-t is kifejez6 csoportokban (az adatokat nem mutatom). A MARK2A
koexpresszioja ebben a kisérletben is teljesen kivédte a PMA hatasat, azonban a bazalis

aram a MARK2A-t is kifejezd csoportban kisebb volt, mint a kontrollban.
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6.6 A PMA lelassitia a TRESK dram visszatérését a nyugalmi allapotba a

kalcineurin-fiiggé aktivaciot kovetéen

A TRESK aram visszatérése a nyugalmi (gatolt) allapotba a kalcineurin-fiiggd
aktivaciot kovetéen az S262-267 (“klaszter”) szerineket foszforildldo kinaz(ok)
mikddésének kovetkezménye. A PMA hatasat erre a kindz aktivitasra Ggy vizsgaltuk,
hogy megmértik a TRESK aram visszaalldsi sebességét az ionomycinnel torténd
aktivaciot kovetéen. A vad tipusut human TRESK csatornat kifejezd petesejteket
ionomycinnel (0.5 uM), vagy ionomycin ¢s PMA (100 nM) kombinéciojaval ingereltiik
(piros vastag vonal), és a két csoportban sszehasonlitottuk a K* dram visszatérését a

nyugalmi allapotba (16. abra, lila és narancssarga gorbék).
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16. abra: A PMA-+ionomycin kombinalt ingerlés utan a TRESK aram nem tér vissza a
nyugalmi allapotba a mérés idétartamaban.

A human TRESK csatornat kifejez6 Xenopus petesejtek harom csoportjat ingereltiik
ionomycinnel (0.5 uM, lila), ionomycin és PMA (100 nM) kombinaciojaval (narancs), vagy csak
PMA-val (vilagoskék), a vastag piros vonal altal jelolt id6tartamban (n=5 mindharom csoportban,
a standard hibat (S.E.) sziirkével jeloltiikk). Az aramokat 300 ms hosszli, 4 masodpercenként
ismételt fesziiltséglépések végén, -100 mV-on mértiik, 2 vagy 80 mM extracellularis [K*]-ban,
ahogy azt a grafikon folott jeloltiik. Ha az ionomycin mellett PMA-t is adtunk a rovid ingerlés
soran, akkor a TRESK aram visszatérése a nyugalmi allapot iranyaba elmaradt (narancs szini
gorbe).
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Az ingerlés hatasara jelentkez6 aram maximumok megegyeztek a csak
ionomycinnel (12.5+ 1.1 pA, n=5) és az ionomycintPMA kombinaciéval kezelt
csoportban (11.5 £ 0.8 pA, n=5). Amikor csak ionomycint adtunk, a K* aram elkezdett
visszatérni a nyugalmi érték felé, a mérés végén 6.5 +£ 0.6 pA értékiire csokkent. Ezzel
szemben az ionomycintPMA csoportban egyaltalan nem tapasztaltunk K* aram
csokkenést, a mérés végén az dram nagysaga 13.8 £ 1.4 pA volt (p<0.002, Student t-
teszt). A csOkkent mértékii &ram visszaallas az ionomycin+PMA csoportban kompatibilis
azzal a kovetkeztetéssel, hogy a PMA hatasara gatlodik a TRESK csatornat foszforilald
kinaz.

A kisérletben vizsgéltunk egy (ugyanabbdl a preparatumbdl szarmazd) harmadik
TRESK-et kifejezd petesejt csoportot is, amit csak PMA-val ingereltiink (16. abra,
vilagoskék gorbe). Ebben a csoportban lassu d&ram novekedés jelentkezett, ami a mérés
végére 4.8 + 0.7 uA nagysagot ért el a 1.3 £ 0.2 pA kiindulasi értékrél (n=5). Ez megfelel
a PMA hatésara kialakul6 TRESK aktivacionak, ami lathatéan akkor is kifejlodik, ha a
PMA nincs folyamatosan jelen, hanem csak egy rovid ingerlés formajaban adjuk.
Hasonlé médon a PMA aramvisszadllast késleltetd hatdsa is késobb jelentkezett, mint

amikor a forbol-észtert adtuk (narancssarga gorbe).

6.7 Az “1j tipusu” (novel-type) protein kinaz C koexpresszioja a TRESK csatornaval

olyan K* aram valtozasokat okoz, mint a PMA adasa

Megklonoztuk az (j tipusu” (novel-type) protein kinaz C csaladba tartozo PKC9,
PKCg, PKCn és PKCO izoformakat egér agy RNS-bol reverz-transzkripcids polimeraz
lancreakcioval (RT-PCR) és megvizsgéltuk ezek koexpresszidjdnak hatasat a TRESK
csatornara. ElOzetes kisérletinkben a PKCO nem befolyasolta a TRESK éaram
tulajdonsagait, a PKCo pedig aranylag kisebb hatast okozott (az adatokat nem mutatom),
ezért ezekkel az izoformékkal a tovabbiakban nem foglalkoztunk. A PKCn és PKCe
viszont egyértelmtien hatott a TRESK aramra.

Ugyanabban a sejtpreparatumban a TRESK csatorna expresszioja 1.4 +£ 0.4 pA

bazalis aramot eredményezett (n=7), a TRESK-et és PKCn kindzt koexpresszalod
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sejtekben pedig 3.0 = 1.0 pA volt az alaparam atlagos nagysaga (n=5). A kiilénbség nem
volt statisztikailag szignifikans a csoportokon beliilli csatorna expresszié nagyfoku
valtozatossaga miatt (v0. a vilagoskék és narancssdarga gorbéket a 17. abra A panelen, az

ionomycin adasa el6tti idépontban).
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17. abra: A PKCn koexpresszioja a TRESK csatornaval lelassitja az dram visszatérését a
nyugalmi allapotba az ionomycinnel kivaltott aktivaciot kovetéen.

A. A human TRESK csatornat expresszald (TRESK, vildgoskék, n=T7), vagy TRESK-et és PKCn-
t koexpresszald (PKC#, narancssdrga, n=5) petesejtekben mért hattér K* aramok atlagat
abrazoltuk. A TRESK aramot ionomycinnel (0.5 uM) aktivaltuk (piros), majd hosszan kovettiik
az aram visszatérését a nyugalmi allapotba, 80 mM extracellularis [K*]-ot tartalmazo oldatban. A
[K*] valtoztatasokat az abra folott jeldltik. A gorbéken csak pozitiv vagy negativ irdnyban
mutatjuk a szorasokat (sziirke, S.E.). B. Az A panelen bemutatott aramok aktivaciojat
normalizalva, szazalékos értékben abrazoltuk. Az ionomycin adasa elétt mért K* aramot 0 %
aktivacionak vettiik, az ionomycin utani maximalis aram értéket pedig 100 %-nak. Az A panelen
lathatd szoras legnagyobb részét a petesejtenként eltérd csatorna kifejez0dés okozta, a
csoportokon beliil az aram visszatérési kinetikaja sejtenként sokkal kisebb kiilonbséget mutatott
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(Id. a sziirke szoras jelolést a gorbéken). A TRESK aram visszatérése az aktivalt allapotbol joval
lassabb volt a PKCn-t is kifejez6 csoportban.
Mindazonaltal, a TRESK aram ionomycin altal kivaltott relativ aktivacioja joval

nagyobb volt a csak csatornat kifejez6 sejtekben (7.3 + 0.3-szoros, n=7), mint a PKCn-t
is koexpresszalokban (4.2 + 0.6-szoros, n=5, p<0.001, Student t-teszt). A TRESK
csatornat és PKCn kindzt koexpresszald sejtekben megfigyelhetd csokkent nagysagl
relativ aktivacié ionomycin hatasara és az aktivaciot kovetden jo kozelitéssel megegyezd
maximalis aram értékek (17.A abra) egybehangzok azzal, hogy a TRESK 4rama PKCn
jelenlétében mar részlegesen aktivalt volt bazalis koriilmények kozott is, az ionomycin
adasa eldtt.

A TRESK éaram visszatérése a nyugalmi 4allapotba a kalcineurin-fiiggd
aktivaciobol szintén dramai moédon kiilonb6zott a két csoportban. A kontroll, csak
TRESK-et expresszald csoportban az aktivacio a maximalis érték 30 + 5 %-ara tért vissza
amérés végén (17.B abra, TRESK, vildgoskék gorbe). Ezzel szemben a TRESK-et PKCn-
val koexpresszald csoportban a mérés végén az dram még 73 + 8 %-ban aktivalt maradt
(+PKCn, narancssdrga gorbe, p<0.001, Student t-teszt). Ez az eredmény arra utal, hogy
a TRESK csatorna gatlo (ajra)foszforilacidjat a PKCn erdteljesen csokkentette. A PKCn
hatasara megnovekvé TRESK (bazalis) aktivitas €s az ionomycin utani aram visszaallas
lassuldsa jol megfelel a PMA kezeléssel kapott farmakologiai eredményeknek, és
meger6siti, hogy az 0j-tipusi” (novel-type) PKC a TRESK-et foszforilalé kinaz
gatlasaval vesz részt a TRESK csatorna szabalyozasaban.

A fenti megfigyeléseket fiiggetlen kisérletben reprodukaltuk a human TRESK-
S252A mutans és a vad tipusi PKCe izoforma koexpresszidjaval. Az S252 mutécio
megakadalyozza a foszforilacids szabalyozast az S252 szabdlyozasi ponton és egyben
lehetetlenné teszi a 14-3-3 adapter fehérje kihorgonyzodasat a szerint koriilvevd
RSNSCPE egyes tipusu (mode I) 14-3-3-kot6 konszenzus szekvencidhoz [142,147].
Ezért az S252A mutéans segitségével megitélhetjiik, hogy az S252 aminosavat célzo
szabalyozasi folyamatok, illetve a 14-3-3 kapcsolddasa ehhez a kotdhelyhez feltétleniil
sziikségesek-e a novel PKC hatasahoz. Az S252A mutansban a TRESK két ismert
szabalyoz6 régioja koziil csak a “’szerin klaszter” maradt ép. Mindemellett ebben a
kisérletben azt a kérdést is vizsgaltuk, hogy a TRESK aramra kifejtett hatashoz tényleg

szilkség van-e a novel PKC enzimaktivitasara. Ezért egy olyan PKCe konstrukcio
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koexpressziojat is teszteltik a TRESK csatornaval, amiben a kindz domén

enzimaktivitasat a K437R mutacioval elrontottuk [171].
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18. abra: A vad tipusti PKCe koexpresszidja az S252A mutins TRESK csatornaval lelassitja
az aram visszatérését a nyugalmi allapotba az ionomycinnel kivaltott aktivaciot kovetden,
azonban a kinaz-inaktiv K437R mutans PKCe nem okoz ilyen hatast.

A. A human TRESK S252A mutans csatornat expresszald (TRESK-S252A, vilagoskék, n=5), vagy
TRESK-S252A-t és vad tipusi PKCe-t koexpresszald (+PKCe WT, narancssarga, n=T), vagy
TRESK-S252A-t és kinaz-inaktiv K437R mutans PKCe-t koexpresszalo (+PKCe KD, lila, n=7)
petesejtekben mért hattér K™ aramok atlagat abrazoltuk. A TRESK aramot ionomycinnel (0.5 pM)
aktivaltuk (piros), majd hosszan kovettilk az aram visszatérését a nyugalmi allapotba, 80 mM
extracellularis [K*]-ot tartalmazé oldatban. A [K*] valtoztatasokat az abra folott jeloltiik. A
gbrbéken csak pozitiv vagy negativ iranyban mutatjuk a szorasokat (sziirke, S.E.). B. Az A
panelen bemutatott aramok aktivaciojat normalizalva, szazalékos értékben abrazoltuk. Az
ionomycin adasa el6tt mért K* aramot 0 % aktivacionak vettiik, az ionomycin utani maximalis
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aram értéket pedig 100 %-nak. A TRESK aram visszatérése az aktivalt allapotbol lassabb volt a
PKCe-t is kifejez6 csoportban (narancs), azonban megegyezett a csak TRESK-S252A-t kifejezo
kontroll sejtek gorbéjével (vildgoskék) a kinaz-inaktiv PKCe-t is kifejezd csoportban (lila).

A TRESK-S252A csoportban a bazalis aram atlagos nagysaga 1.2 + 0.2 uA volt

(n=5), a vad tipusu PKCe-t koexpresszalo sejtekben pedig 3.6 £ 1.0 pA (n=7). Az el6z6
kisérlethez hasonléan az expresszios szintek jelents szorast mutattak, és az atlagban
lathatd haromszoros kiilonbség nem volt szignifikans. Abban kiilonb6zott viszont az
el6z0 kisérlettdl az eredmény, hogy az dram nagysaga valamivel nagyobbnak tiint az
ionomycinnel torténd ingerlést kovetden is a vad tipustt PKCe jelenlétében (7.7 £ 1.9
nA), mint a csak csatornat kifejezd csoportban (5.2 +£0.9 pA). (Ezeket az aram
nagysagokat az egyedi aram regisztratumokbdl szamitottuk pontosan, a maximalis
(nagysagu befelé irAnyuld) aram értékbdl a 2 mM [K*]-ban mért nem specifikus (leak)
aram levonasaval, de a 18. abra A panelen lathato vilagoskék és narancssdrga atlag
gorbék maximalis értékei is aranylag jol reprezentaljak a kiilonbséget). A csucsaramok
kozotti  kiilonbség nem volt szignifikdns (p=0.32, Student t-teszt), ezért az a
legval6sziniibb, hogy a kiilonbség megjelenése csupan az expresszios szint sejtek kozotti
véletlen ingadozasabol adodott. Természetesen nem zarhatjuk ki teljesen azt a lehetéséget
sem, hogy a vad tipustt PKCe koexpresszidja kis mértékben (atlagban mintegy 50 %-kal)
fokozta a TRESK-S252A csatorna expressziot.

Amig az abszolit aram nagysdgok Osszehasonlitisa — a PKCn-val végzett
kisérlethez hasonldan — ebben a kisérletben sem vezetett szignifikans kiilonbségre, addig
a szarmaztatott (O6nkontrollosan meghatdrozott) paraméterek itt is teljesen vildgos
eredményt adtak. A csak TRESK-S252A csatornat kifejez6 csoportban a K* dram
ionomycin altali aktivacidja 5.1 + 0.6-szoros volt, a vad tipusi PKCe koexpresszidja
viszont ezt 2.5 + 0.2-szeresre csokkentette (p<0.05). A relativ aktivacio tehat koriilbeliil
felére csokkent, a bazalis aram kortilbeliil hdromszorosra nétt amellett, hogy a csucsaram
mintegy 50%-kal volt a PKCe csoportban nagyobb. Mindezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a vad tipusi PKCe hatasara a TRESK bazalis aktivitasa mintegy
kétszeresére fokozodott.

A TRESK-S252A csoportban a K* aram az ionomycin elvonasat kovetéen, a mérés
végére a maximalis aktivacido 28 £ 6 %-ara tért vissza (18. dbra B panel, vilagoskék
gorbe). Ezzel szemben a TRESK-S252A+PKCe WT csoportban (narancssdrga) az aram

visszatérése a nyugalmi allapotba szignifikdnsan lassabb volt, a mérés végén az aktivacio
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63 £ 8 %-a még fennmaradt (p<0.01, ANOVA, majd Tukey HSD teszt). Ugyanebben a
kisérletben a K437R kindz-inaktiv mutans koexpresszidja (+PKCe&KD) nem befolyasolta
a TRESK aram tulajdonsagait, a lila gorbék egyiitt futnak a TRESK-S252A kontroll
csoport vilagoskék gorbéivel a 18. abra A és B paneleken.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a vad tipusi PKCe alkalmazasaval
reprodukaltuk a PKCn-val kapott eredményeket. Emellett igazoltuk, hogy az S252
szabalyozasi pont mikddése és a 14-3-3 adapter fehérje kihorgonyzddasa a csatorndhoz
nem nélkiilozhetetlen a PKC 4ltal kivaltott TRESK aktivacio soran, viszont a PKCe kinaz

enzimaktivitasa elengedhetetlen a hatas kialakulasdhoz.

6.8 A MARK2A ellensilyozza a Kkonstitutivan aktiv PKCe hatasat a TRESK

aktivaciora és visszaallasi kinetikara

A fenti kisérletekben a vad tipusu PKCn és PKCe koexpresszidja is jol mérhetd
modon befolyasolta a TRESK aktivitasat és szabalyozasat. Ehhez a vad tipust enzimre
jellemz6 alapaktivitashoz képest azonban az 0j-tipusi” PKC izoformak még jelentds
mértékben aktivalédhatnak a megfeleld fizioldgias szabalyozdsuk hatasara. Ezt az
aktivaltabb allapotot utdnozza a PKCe konstitutivan aktiv A159E mutans valtozata
(PKC&CA), amiben a pszeudoszubsztrat szekvencia alaninjat negativ glutamatra
cseréltiik [171]; az A159E mutans az irodalmi adatok szerint a vad tipusu enzim
maximalis aktivitasanak 65 %-at mutatja [172]. Ezt a nagyobb aktivitasu PKCe valtozatot
hasznaltuk a TRESK aram modositasara abban a kisérletiinkben, amiben a MARK2A
konstrukcidval fenntartott “szerin klaszter” foszforilacio hatasat vizsgaltuk a TRESK
PKC-fliggd szabalyozasara.

Abban a petesejt csoportban, amiben a TRESK csatornat a PKCe A159E mutans
valtozataval koexpresszaltuk, a bazalis dram atlagos nagysaga 6.5 = 1.2 pA volt (n=10,
19. abra, narancssarga PKCe&-CA gorbe). Ezekben a sejtekben az ionomycin adasara alig
jott 1étre K™ dram novekedés, a relativ aktivacio mértéke 1.5 + 0.1-szeresnek adddott. Ha
viszont a TRESK és PKCe-CA mellett a MARK2A kinazt is koexpresszaltuk

(hdromszoros koexpresszio), akkor az alaparam 2.6 £ 0.6 nA nagysagura csokkent (n=9,
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p<0.01, heteroszkedasztikus t-teszt, 19. abra, kék PKCe&CA+MARK2A gorbe). A
csokkent bazalis aramon kiviil, az ionomycin hatasara létrejovo relativ aktivacio is
Iényegesen nagyobb volt ezekben a MARK2A-t is kifejez6 sejtekben (3.2 + 0.3-szoros
novekedés, p<0.002, heteroszkedasztikus t-teszt).
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19. abra: A MARK2A helyreallitia a TRESK bazailis gatlasat a PKCeg jelenlétében és
felgyorsitja az Aram visszatérését a nyugalmi allapotba az ionomycin elvonasa utan.

A K* aramok atlaga lathato olyan Xenopus petesejtekb6l, amelyek a human TRESK csatornaval
koexpresszaljak a konstitutivan aktiv A159E mutans PKCe-t (PKCe-CA, narancssarga, n=10),
vagy koexpresszaljak a MARK2A-t is a TRESK és PKCe-CA mellett (haromszoros koexpresszio,
PKC&CA+MARK2A4, kék, n=9). A sejteket ionomycinnel (0.5 uM) stimulaltuk, ahogy a piros
vonal mutatja. Az abrazolas mddja megfelel a 17. és 18. abran bemutatottnak. A MARK2A
jelenlétében a kiindulasi aram kisebb volt, azonban az aramok ionomycin adasa soran mért
maximalis nagysaga megegyezett. Az dram visszatérése a nyugalmi allapotba szintén felgyorsult
a MARK2A hatasara az ionomycin elvonasa utan.

A MARK?2A hatésara szignifikansan csokkent a bazalis d&ram, az ionomycin utan
mért ugyanakkora maximalis aram nagysag mellett, illetve ezeknek megfeleléen a relativ
aktivacio szignifikansan fokozdodott, mely eredmények egymast erdsitve aldtdmasztjak a
kovetkeztetést, miszerint a MARK?2A ellenstlyozta a PKCe-CA csatornaaktivalo hatasat
nyugalmi koriilmények kozott. Mindemellett a MARK2A teljesen nyilvanvaldan
befolyasolta a TRESK d&ram visszaallasi kinetikajat az ionomycin elvonéasat kvetden. A
PKCe&-CA csoportban a TRESK aram nem is kezdte meg a visszatérést a nyugalmi allapot

iranyaba az ionomycin kimosasat kovetden; az aktivitds 154 £ 25 %-os szintet ért el a
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mérés végén, ha az ionomycin adasa végén mért aktivitasi szintet tekintjiilk 100%-nak.
Ezzel szoges ellentétben, a MARK2A teljes aram visszaallast eredményezett mintegy 5
percen beliil az ionomycin elvonasa utan, a mérés végén az aktivacidé 9 + 5 %-a maradt
fenn (p<0.0005, Mann-Whitney U teszt, 19. abra, kék gorbe).

Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a konstitutivan aktiv PKCe rendkiviil
erdteljesen fokozta a TRESK bazalis aktivitdst. Ezutdn az ionomycin is csak
masfélszeresére tudta tovabb aktivalni az aramot. A csatorndk tobbsége mar eleve is
defoszforildlt allapotban lehetett, mivel a konstitutivan aktiv PKCe erdsen gatolta a
”szerin klasztert” foszforilalé endogén kinazt. A PKCe hatdsa irant érzéketlenné tett
MARK?2A viszont helyreallitotta a "’szerin klaszter” bazalis foszforilaciojat és a TRESK
nyugalmi gatolt allapotat, illetve felgyorsitotta a csatorna visszafoszforilalodasat az

ionomycin hatasara létrejovo defoszforilaciot kdvetden.

6.9 A sejtek kezelése PMA-val a TRESK fehérje defoszforilaciéjat eredményezi

Phos-tag™ SDS-PAGE mddszerrel vizsgaltuk a TRESK protein foszforilacios
allapotat a Xenopus oocytakbdl szdrmazod plazma membran preparatumokban. Ez a
modszer az SDS-PAGE g€l matrixba kovalensen kotott Phos-tag™ reagensen alapul,
aminek Zn?* komplexe reverzibilisen koti a foszfoproteinek foszfat csoportjat, és
csokkenti azok mobilitasat az elektroforézis folyaman a defoszforilalt fehérjéhez képest.
Az igy szétvélasztott fehérjeket az elektroforézist kovetden nitrocellul6z membranra
blottoltuk és a TRESK proteint anti-HA immunoblot mddszerrel jelenitettiik meg.

A TRESK fehérje N-glikozilaciojat az N70Q mutacioval akadalyoztuk meg, ami
jelentdsen csokkentette a csatorna alegység glikozilaciobol adodd molekulasuly
heterogenitasat. Emellett beépitettiink a csatorna N-terminalisaba egy dupla (humaén)
influenza hemagglutinin epitop cimkét (dupla HA-tag, 1d. a Modszerek fejezetben az 5.2
pontot). Ez a cimke megfeleld intenzitasu jelet adott a Phos-tag SDS-PAGE utén végzett
Western blot kisérletekben. A Phos-tag modszer alkalmasnak bizonyult a TRESK in vivo
defoszforilacidjanak vizsgalatara (20. abra), azonban alkalmazasa soran a modszerrel

kapcsolatban eldre nem vart anomaliakra is fény deriilt.

67



DOI:10.14753/SE.2020.2362

15 uM Phos-tag

A1 A2 A3
12435 2 12345 12345
- ! kD
kD - # v e #
86— 86 — . 86— w #
-: ’ ‘ - ol L o- .:* L ww
471, 47| a7 | Seay
. \(\\('Oéb @?:\0\(‘ (&\.?;lf . \Q\G_)qu\ &5 %\%& . \{\\;{JQ%\\&(\ ®?~é§§b
SR S CEQUR SERLR
R DN DRSNS
Q%gb N c? \XQJ: "W e \XQL_ N
& ol ol
Phos-tag nélkdl
3 B2a\p 534
B1 47—-.- B3
D 12345 34 5312345
MMse B2bkp 234 T T
34- 47— 34—
e & ]
34_

20. abra: A TRESK fehérje PMA hatasara létrejovo defoszforilaciéjat Phos-tag SDS-PAGE
modszerrel és anti-HA immunoblottal mutattuk Ki.

Al-A3. Az N70Q mutans, dupla HA-cimkével jelolt human TRESK csatornat kifejezo
petesejteket ciklosporin A (CsA, 1 uM) és FK506 (1 uM) jelenlétében inkubaltuk 45 percig (2-es
Jjelii savok), vagy ionomycinnel (1 uM) harom percig (3-as savok), vagy PMA-val (100 nM) 45
percig CsA és FK506 jelenlétében (4-es sdvok). Az oocytak egy masik CsA+FK506-tal kezelt
csoportjabol (tgy kezelve, mint a 2-es savban) szarmazo plazmamembran fehérjéket in vitro
defoszforilaltunk A foszfatazzal (5-0s sdvok). Abszolut negativ kontrollként, az anti-HA Western
blot specificitasanak ellendrzésére, CsA+FK506-tal kezelt nem-injektalt petesejteket hasznaltunk
(1-es savok). A petesejt csoportokbdl plazmamembran frakciot izolaltunk és a fehérjéket 15 pM
Phos-tag reagenst és 45 uM Zn?**-et tartalmazo 8 %-0s SDS-PAGE gélen vélasztottuk szét. A
gélkészitéshez és elektroforézishez a neutralis Tris-MOPS puffer rendszert hasznaltuk. A
defoszforilalt TRESK proteint csillaggal (*), a foszforilalt TRESK fehérjék teriiletét dupla
csillaggal (**), a TRESK dimert pedig kettéskereszttel (#) jeloltiik. A TRESK foszforilacio
allapotat harom fiiggetlen reprezentativ kisérletben mutatjuk és minden kisérletben 6t egyenld
elemszami Xenopus oocyta csoportot hasznaltunk (n = 11, 34, és 26 csoportonként a harom
kisérletben, A1-A3). A 3-as és 4-es mintakat forditott sorrendben vittikk fel a gélre az Al
kisérletben. B1-B3. Ugyanazokat a mintadkat, mint az A1-A3 paneleken, hagyoméanyos SDS-
PAGE géleken futtattuk, Phos-tag reagens nélkiil, majd anti-HA Western blot segitségével
Osszehasonlitottuk a teljes (foszforilalt+defoszforilalt) TRESK fehérjék mennyiségét a
mintakban. A B2a és B2b paneleken ugyanannak a blottold6 membrannak a képét mutatjuk
hosszabb és rovidebb expozicios idovel. A Bl és B3 paneleken a Tris-MOPS puffer rendszert
hasznaltuk, a B2 panelen pedig a hagyomanyos Tris-Gly rendszert.
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A negativ kontroll csoportban a HA2-N70Q-hTRESK konstrukciot kifejez6
petesejteket 45 percig inkubaltuk ciklosporin A (CsA, 1 uM) és FK506 (1 puM)
kalcineurin gatloszerek jelenlétében. Az ezekbdl a sejtekbdl tisztitott TRESK fehérje, ami
a csatorna foszforilalt, nyugalmi allapotanak felelt meg, két halvany csik formajaban
jelentkezett a Phos-tag gélekrol készitett Western blot képeken (CsA+FK506, 2. sav az
Al-3 képeken, 20. abra). Ha ugyanennek a preparatumnak ugyanannyi petesejtjébol
ugyanekkora mennyiségii TRESK fehérjét in vitro defoszforilaltunk a nem-szelektiv A
foszfatazzal (40 U/ul), akkor egy nagyon intenziv als6 csikot kaptunk eredményiil (4
foszfataz, 5. sav az Al-3 képeken, 20. adbra). Ez az eredmény azt jelenti, hogy a 2-es
savokban megfigyelhetd felsd csik (**) a foszforilalt TRESK fehérjének felel meg,
aminek a mobilitdsa tényleg csdkkent a defoszforildlt csatorna alegységhez képest (alsé
csik, *), jo Osszhangban azzal, amit a Phos-tag gyartdja a hasznalati utasitasban ir.
Mindazonaltal, elkeriilhetetlen az a kovetkeztetés, hogy a foszforilalt TRESK csatornat a
modszer sokkal alacsonyabb hatasfokkal detektdlja, mint a defoszforilalt fehérjét. Ha
Osszehasonlitjuk az ugyanakkora teljes TRESK fehérje mennyiséget tartalmazo 2-es €s
5-0s savot, és figyelembe vessziik a nagyon intenziv alsé csikot az 5-0s savban, akkor
nyilvanvalova valik, hogy a foszforilalt TRESK fehérje egy jelentés (legnagyobb)
hanyada lathatatlan maradt a CsA+FK506 csoportban a 2-es savban. A tovabbi adatokat
csak akkor értelmezhetjiik helyesen, ha ezt a kovetkeztetést elfogadjuk.

A\ foszfatazos reakcion kiviil egy masik pozitiv kontrollt is hasznaltunk, amikor
a TRESK defoszforilaciot in vivo hoztuk 1étre. Ebben a reakcioban ionomycinnel (1 pM,
3 min) kezeltiink ugyanannyi petesejtet a kalcineurin inhibitorok nélkiil, mint a
CsA+FK506 negativ kontroll csoportban. Miutan a TRESK fehérjét ilyen modon
defoszforilaltattuk a kalcineurinnal az €16 sejtben, egy kifejezett, intenziv also csik jelent
meg a Phos-tag kisérletben (mind a harom reprezentativ kisérletben jol lathaté modon,
ionomycin, 3-as sdvok, 20. abra A1-A3). A TRESK fehérje szamottevd része tehat a
defoszforilacionak megfelelé pozicioba vandorolt az in vivo kalcineurin aktivalas
hatasara, és ezért az also csik joval intenzivebbé valt, mint a CsSA+FK506 negativ kontroll
csoportban (v0. a 2-es és 3-as savokat a 20. abra A1-A3 paneleken). Ezzel a kisérlettel
elészor mutattuk ki kozvetlen modon, hogy a citoplazma [Ca?*] ndvekedés hatasara a

TRESK csatornafehérje tényleg defoszforilalodik a plazmamembranban.
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A CsA+FK506, A foszfataz és ionomycin kontroll csoportokkal kapott
eredmények megmutattak, hogy a TRESK defoszforilacioja nagy intenzitasu also csik (*)
formajaban jelentkezik a Phos-tag gélen, ami a fehérje jol detektalhaté frakciojanak felel
meg. Két mintdban tehat dsszehasonlithatjuk a TRESK defoszforilacidjat a Phos-tag
gélen jelentkez6 alsod csikok intenzitasa alapjan, ha ezek a mintdk egyébként egyenld
mennyiségben tartalmazzak a TRESK 0Osszfehérjét (foszforilalt+defoszforilalt). A
TRESK 0sszfehérje mennyiséget pedig hagyomdnyos SDS-PAGE futtatast kovetd
Western blottal itélhetjiik meg, ami nem valasztja szét a foszforilalt és defoszforilalt
frakciokat, vagyis az 6sszes TRESK fehérje egy csikba fut (20. abra, B1-B3).

A PMA hatasat a TRESK foszforilaltsagi allapotara a fenti alapelvek segitségével
hataroztuk meg. Ugyanannyi petesejtet, mint a CSA+FK506 kontroll csoportban, PMA-
val (100 nM) inkubaltunk 45 percig, CsA (1 uM) és FK506 (1 uM) jelenlétében. A
TRESK 0Osszfehérje mennyiséget nem valtoztatta meg a PMA-val végzett kezelés a
petesejtekbdl tisztitott plazmamembran frakcioban (vo. a 2-es és 4-es savokat a 20. dbra
B1-B3 paneleken). A masodik reprezentativ kisérletben egy nagyon roéviden exponalt
film képét is mutatjuk, ezzel illusztralva a TRESK 0sszfehérje pontosan egyenld
mennyiségét a két mintdban (v6. a 2-es és 4-es sadvokat a 20. dbra B2b panelen). Ha
ugyanezeket a mintdkat Phos-tag gélen analizaltuk, akkor az als6 csik minden kisérletben
intenzivebb volt, mint a kontroll csoportban (vo. a 2-es €s 4-es savokat a 20. dbra A1-A3
paneleken). Mindosszesen Otszor hajtottuk végre ezt az Osszehasonlitast fliggetlen
petesejt preparatumokban és az adatokat denzitometridval elemeztiik. A hattér intenzités
levonasa utan a denzitometrias adatokat normalizaltuk az ionomycin hatasara 1étrejovo
(maximalisnak tekintett) defoszforilacio értékére mind az o6t fliggetlen kisérletben. A
defoszforilalt TRESK csatorndnak megfeleld alsé csik intenzitdsa mind az 6t esetben
novekedett a PMA hatasara. Az alsé csik normalizalt denzitas értékek a két csoportban
(CsA+FK506 vs. CsA+FK506+PMA) szignifikansan kiilonboztek (p<0.01, Mann-
Whitney U teszt), ami egyértelmiien igazolja, hogy a TRESK fehérje defoszforilalodott a
sejtekben a PMA kezelés hatasara.

Mindemellett a PMA-val kezelt csoportban megjelent egy jol kivehetd csik a
foszforilalt TRESK fehérjék tartomdnyaban is. Habar nem valtoztatja meg a fenti
kovetkeztetést, joggal meriil fel a kérdés, hogy ez a csik honnan szarmazik. Ez a csik

valtoz6 intenzitassal megfigyelhetd mindhdrom reprezentative Western blot képen;
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legkifejezettebb a 4-es savban a 20. abra A2 panelen. A PMA-val kezelt sejtekben
megjelend, foszforildlt TRESK tartomanyba esé csik pozicidja kissé eltér a kontroll
CsA+FK506 csoport felsé csikjanak elhelyezkedésétdl. Vagyis ez a csik csak a PMA-val
kezelt sejtekben jelenik meg ¢és nagyobb detekcios hatasfok jellemzé rd, mint a
CsA+FK506 csoport nagy mennyiségti foszforilalt TRESK fehérjéire. Ezek az adatok
konzisztensek azzal a hipotézissel, hogy a TRESK fehérje a PMA hatasara foszforilalodik
egy (vagy tobb) helyen, a nyolc feltételezett PKC foszforilacios konszenzus
szekvencidjanak valamelyikén, azon feliil, hogy a csatorna szabalyozasban fontos
regulacios helyén (S264) defoszforilalodik. Vagyis a plussz csikért a TRESK csatorna

regulacios szerinektdl eltérd helyzetti, PKC altali direkt foszforilacigja lehet felelds.

6.10 Az A2793 cloxyquin szarmazék a TRESK csatorna allapot-fiiggé gatlasat

okozza, de a cloxyquintdl eltéréen a defoszforilalt csatornan hat jobban

Munkacsoportunk a kozelmultban Prof. Matyus Péter munkacsoportjaval
kollaboracioban cloxyquin analogokat fejlesztett ki. Erdekes modon a szarmazékok
kozott akadtak olyanok, amelyek a cloxyquintdl eltéréen nem aktivaltdk a TRESK
csatornat, hanem gatoltak azt. Munkacsoportunk Ph.D. hallgatéja, dr. Lengyel Miklos
(prof. Enyedi Péter témavezetésével) elvégezte a cloxyquin szarmazékok atfogd
vizsgalatat az egér Kop csatornakon, és az A2764 analogot sikeresen felhasznalta a
TRESK éram elkiilonitésére egérbdl izolalt hatsé gyoki ganglion idegsejtekben. Az
eredményekbdl elsé szerz6s kozleménye sziiletett a Molecular Pharmacology
folydiratban, amiben én is tarsszerzd vagyok, és a kdzlemény adatait felhasznalta Ph.D.
dolgozatdban. Ennek megfelelden az aldbbiakban nem publikalt mérési eredményt
mutatok be az egyik (A2793) cloxyquin szarmazék human TRESK csatornara kifejtett
hatasarol (21. abra).
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21. abra: A cloxyquin a TRESK nyugalmi aramat aktivalja, az A2793 viszont a nyugalmi
aramra nem hat és a kalcium-fiiggé aktivacié utan gatol.

A human TRESK csatornat kifejez6 Xenopus petesejtek K* aramara cloxyquin (100 uM), A2793
(50 uM) és ionomycin (0.5 uM) altal kifejtett hatasok Osszefiiggését tanulmanyoztuk. A. A mérés
kezdetén a bazalis TRESK aramot cloxyquin adasaval aktivaltuk (CX, vildgoszéld, n=5). Hosszl
kimosast kovetden létrehoztuk a TRESK csatorna kalcium-fiiggd aktivaciojat ionomycinnel (lo.,
piros), majd az aram stabilizalodasa utan rogton Gjra cloxyquint adtunk. A 1ényegében hatastalan
cloxyquin utan az A2793 (kék) gatolta az aramot. Az extracellularis [K*] valtoztatasait a
regisztratumok folott jeldltiik, az aramokat -100 mV-on mértiik 300 ms hosszl fesziiltséglépések
végén. Az abra jobb oldalan a cloxyquin és az A2793 képlete lathatd. B. A mérés kezdetén a
bazalis TRESK aramot az A2793 (kék) nem befolyasolta, ha viszont az aramot aktivaltuk
ionomycinnel (lo., piros), akkor ezutan az A2793 mar létrehozta a gatld hatast (n=6). Hossz
kimosasi periodus utan a cloxyquin (CX, vildgoszold) az id6kdzben a nyugalmi allapot iranyaba
részlegesen visszatérd TRESK aramot (jjra a maximumara aktivalta.
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A humdn TRESK csatornat kifejezd petesejtek egy csoportjaban eldszor
cloxyquint (100 pM) adtunk, ami az irodalmi adatoknak és korabbi méréseinknek
megfelelGen jelentdsen (3.4 + 0.4-szeresére, n=5) aktivalta a nyugalmi allapota hattér K*
aramot (21. abra, A panel, CX, vildgoszold). Ezuttal nem vartuk meg a lassan kialakulo
aktivacio telitési fazisat, hanem inkabb megvizsgaltuk a hatds reverzibilitasat. A
cloxyquin hatdsa azonban a hossz (t6bb mint 5 perces) kimosasi fazis végére sem
csokkent szamottevd mértékben, az aktivacio a kimosas végén még mindig 2.9 + 0.2-
szeres maradt. Ezt kovetéen a TRESK csatornat ionomycinnel (0.5 uM, lo., piros)
aktivaltuk, az 4ram a csatorna defoszforilacid6 miatt az alapérték 7.8 £ 1.2-szeresére
novekedett. Az aktivacios fazis telitddésekor, az ionomycin elvonasaval egyidejiileg Gjra
cloxyquint (100 uM, CX, vildgoszold) adtunk, azonban az aramot ez észrevehetéen nem
fokozta. A cloxyquin elvonasakor alkalmazott A2793 (50 uM, kék jeldlés a 21.A abran)
az aramot gyorsan gatolta, az aram az alapérték 3.9 + 0.5-szor0sére csokkent. Annak
ellenére gyorsan létrejott a gatlas, hogy a petesejt membranjaban oldva a cloxyquin még
valdsziniileg jelen volt, tekintve az aktivator korabban mért lassu kimosodéasat. A mérést
hosszl kimosési peridodussal zartuk, amikor is két f6 hatas érvényesiilt, az A2793 gatlo
hatasanak lecsengése gyorsabb atmeneti &ram ndvekedésben nyilvanult meg, emellett
jelentkezett a csatorna dramanak lassu visszatérése a nyugalmi allapotba, a TRESK
foszforilacid miatti aram csokkenés formajaban. A mérés legvégén az EC [K*]-ot 2 mM-
ra csOkkentettiik, ami megsziintette a hattér K™ aramot, vagyis a sejtek nem-specifikus
csurg6 aram (leak) kialakuldsa nélkiil atvészelték a kozel féloras mérési periddust (21.A
abra).

A human TRESK csatornat kifejez0 petesejtek masik csoportjdban eldszor
A2793-at (50 uM) adtunk, ez azonban nem gatolta a TRESK bazalis aramat (21. dbra, B
panel, A2793, kék). Ezt kovetden a TRESK csatornat defoszforilaltuk, az aram ionomycin
(0.5 uM, lo., piros) hatasara 5.3 + 0.8-szorosara aktivalodott (n=6). Az ionomycinnel
aktivalt TRESK aramot az A2793 (50 uM, kék) az alapérték 3.3 + 0.3-szorosara
csOkkentette. Ezutan megkiséreltiik az A2793 kimosasat; a gatlészer hatasa legalabb
részlegesen reverzibilisnek bizonyult, mert a K* aram atmenetileg névekedni kezdett.
Amikor ez a novekedés leallt és csatorna foszforildcid6 miatti aram csokkenés valt

uralkodova, akkor cloxyquint (100 uM, CX, vildgoszéld) adtunk, ami a K* aramot Gjra az
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alapérték 5.3 + 0.6-szorosara novelte (21.B abra). Ezekben a sejtekben sem keletkezett
szdmottevd nem-specifikus csurg6 dram (leak) a mérés folyaman.

Eredményeink igazoljak, hogy az A2793 a TRESK aram allapotfiiggd gatlasat
hozza létre. A gatldészer nem befolyéasolja a TRESK bazalis &ramat, viszont a kalcineurin-
fliggd csatorna defoszforilacio utan az aktivalt aramot jelentés mértékben (kb. 30-50%-
kal) gatolja az itt bemutatott kisérletekben hasznalt 50 uM-os szubmaximalis gatlo
koncentracioban. Ez lényegében forditottja a cloxyquin allapot-fiiggd TRESK
aktivaciojanak, hiszen a munkacsoportunk korabban kozolt adatai szerint a humén
TRESK csatorna bazélis dramat a cloxyquin 100 pM-os koncentracidja koriilbeliil
négyszeresére aktivalja, viszont a kalcineurin-fiiggd aktivaciot kovetéen az aramot
legfeljebb 20-25%-kal képes fokozni [165]. A kisérleti adatok szemléletesen igazoljak,
hogy a cloxyquin és A2793 farmakologias hatasa nem fiiggetlen a csatorna foszforilacios
szabalyozasatol. Ebbdl az kovetkezik, hogy ezek a farmakoldgiai dgensek vagy a
foszforilacids szabalyozasban szerepld szerkezeti elemeken keresztiil hatnak, vagy
hatdsmechanizmusuk bizonyos ponton konvergédl a foszforilacios szabdlyozaséval és

emiatt egymassal szorosan 0sszefliggd modon befolyasoljak a csatorna kapuzasat.
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7. Megbeszélés

7.1 Az eredmények értelmezése — a PKC hatasara létrejovée TRESK szabalyozas

mechanizmusanak megbeszélése

Az ioncsatorna szabalyozds heterolog expressziés rendszerben torténd
vizsgalatanak értékét emeli, ha minél kozvetlenebb interakciot sikeriil kimutatni a
csatorna ¢és annak szabdlyozé tényezdje kozott. Ez ugyanis azt jelenti, hogy a vizsgalt
szabalyozas majdnem biztosan kialakul az €I6 szervezetben is mindenhol, ahol a csatorna
¢s a szabalyozo faktor egymas mellett jelen van. A TRESK és a kalcineurin interakcidja
hatérozottan ebbe a kategoriaba tartozik. A TRESK jol definilt kothelyeket tartalmaz a
szabalyoz6 foszfataz szamara és a kalcineurin in vitro is kapcsolodik a csatorna
kalcineurin emellett in vitro defoszforildlja a radioaktiv ATP-vel és MARK2 kindz
segitségével jelolt TRESK hurok régiot, amennyiben két tovabbi feltételt, a kalmodulin
szabalyozo fehérjét és a megfeleld [Ca®*]-t biztositjuk [145]. Tekintetbe véve, hogy a
kalcineurin és kalmodulin 1ényegében ubikviter a sejtekben, egyaltalan nem meglepd,
hogy a kalcineurin-fiiggé TRESK szabalyozas Xenopus petesejtekben tortént elso leirasat
kovetden [122], a szabalyozast mas munkacsoportok is megfigyelték kiilonbozo kisérleti
rendszerekben. A kalcineurin-fiiggé TRESK aktivaciot nemcsak a Xenopus rendszerben
sikeriilt masoknak reprodukalni [24,123,126,132,139], hanem minden egy¢b vizsgalt
heterolog rendszerben is mitkodott [138,140], és két munkacsoport megtalalta a csatornat
fiziologiasan kifejez6 hatso gyoki ganglion (DRG) neuronokban is [132,138].

Az értekezésben tanulmanyozott PKC-fliggd TRESK aktivacié a kalcineurin
hatdsanal Osszetettebb. A PMA hatasara lassan kialakulo6 TRESK aktivaciot Xenopus
petesejtekben leird els6 munkacsoport mar kizérta a két legegyszeriibb elvi lehetdséget
[136]. Egyrészt megallapitottak, hogy a TRESK csatorna PKC foszforilacios konszenzus
szekvencidinak mutdcidja nem befolyasolja a PMA hatdsara jelentkez6 K* éaram
novekedést. Vagyis a PKC nem kozvetlen foszforildcion keresztiil szabalyozza a TRESK
aktivitasat. Masrészt alkalmazték a ciklosporin A gatloszert, ami szintén nem védte ki a

PMA hatasat, tehat levontdk a helyes kovetkeztetést, hogy a kalcineurin nem vesz részt a
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PKC hatasanak kozvetitésében. Ezek az eredmények sugalltdk, hogy a PKC hatésa
kozvetett lehet a TRESK csatornara, azonban nem adtak tdimpontot a tovabblépést illetéen
[136].

Kezdeti méréseink hamar megerdsitették, hogy a PKC hatasat tényleg nem a
kalcineurin kozvetiti. Sem a TRESK kalcineurin koétéhelyeinek mutécioja, sem a
citoplazma [Ca?'] alacsony szinten stabilizdldsa kelatorral nem befolyasolta a PMA
hatasara kifejl6dd K* aram novekedést. Gondolatébreszté eredmény volt viszont, hogy a
kalcineurin altali TRESK aktivaciot szintén csdkkentd szubsztrat szerin mutaciok koziil
az S264A ¢és S264E teljesen kivédte a PMA hatasat. Amig az S264A mutanssal
kapcsolatban felmeriilhet a kétely, hogy az egy maximalisan (és konstitutivan) aktiv
mutans, és azt mar esetleg semmilyen szabalyozas nem képes tovabb aktivalni, addig az
S264E inkabb gatolt allapotl csatornanak felelhet meg, hiszen a negativ toltésti glutamat
a foszfoszerint utdnozza. Ennek a mutansnak az egér megfeleldjérol (S276E) egyébként
iIsmerjiik, hogy aramat a kalcineurin kb. kétszeresére fokozza [122]. Tehat az S264E nem
lehet maximalisan aktiv, azonban a PMA mégsem hat ra egyaltalan. Ez arra gondolatra
vezetett, hogy a PKC hatasa 0sszefliggésben allhat az S264 foszforilaltsagi allapotaval.

Mivel a PMA hatasara és a kalcineurin aktivacid miatt is az S264
defoszforilalodik, a két mechanizmus ugyanabba az aktivalt (defoszforilalt) allapotba
juttatja a csatornat. Mindazonaltal a kalcineurin joval erdteljesebb S264 defoszforilaciot
okoz, mint a PMA, hiszen a kalcineurin hatasara 2-3 percen beliil jobban aktivalodik a
TRESK, mint a PMA hatdsara fél ora alatt. Ezért az varhatd, hogy a PMA lasst
defoszforilalo hatasa eltorpiil a kalcineurinéhoz képest. Ezekkel az elképzelésekkel jo
Osszhangban van az a kisérleti eredmény, hogy a kalcineurin nem hozott 1étre nagyobb
aktivaciot a PMA kezelés utan, mint amekkorat dnmagaban eldidézett (12. abra). A
kalcineurin mindenképpen defoszforilalta a TRESK csatorndk tobbségét, fiiggetlentil
attol, hogy a PMA altal létrehozott hatas ennek a munkanak egy részét esetleg mar elére
elvégezte.

A fenti eredmények alapjan tdmadt az az 6tletiink, hogy a protein kindz C hatasat
egy masik kinaz koexpressziojaval probaljuk meg kivédeni. Mivel a PKC a S264 lasst
defoszforilaciojat okozza, ezt a hatast ellensulyozhatjuk egy olyan kinazzal, ami ezt az
aminosavat hatékonyan foszforiladlja. Munkacsoportunk korabbi eredményébdl tudtuk,

hogy a S264-et is tartalmazd “szerin klaszter” régiot a MARK?2 kinaz foszforilalja és a
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mutacios analizis alapjan minden bizonnyal maga a S264 is szubsztrat [140]. Az egyediili
problémat az jelentette, hogy a MARK2 kindzt a PKC gatolja. A MARK2 egyik
legismertebb, sejtpolaritas fenntartasaban fontos foszforilacios szabalyozasat az atipusos
PKC izoformak hozzak létre [146]. Ez azonban nem all szorosabb Gsszefliggésben a
kisérleti rendszeriinkkel, mivel az atipusos PKC-ra a PMA nem hat, hiszen ismert, hogy
az enzim C1 doménja nem koti sem a fiziologias aktivator diacilglicerint (DAG), sem a
forbol-észter PMA-t [166]. A koézismert atipusos PKC-s MARK szabalyozas mellett
azonban egy tanulmanyban leirtak, hogy a MARK2-t (amit a Caenorhabditis elegans
féregben tortént felfedezésébdl adodoan partitioning-defective 1 (PAR-1) néven is
emlitenek) az 0j-tipusi” (novel-type) PKC is gatolja kozvetett mechanizmussal, a
protein kinaz D enzim koézremiikodésével [170]. Talan ez, vagy egy hasonlé szabalyozasi
utvonal lehetett felelds azért, hogy a vad tipusi MARK2 koexpresszidgja a TRESK
csatornaval csak kis mértékben csokkentette a PMA aktivalo hatasat. Ha viszont a
MARK?2 hosszu C-terminalis szabalyozo régiojat csonkoltuk, akkor ez a MARK2A
konstrukcio kifejtette a vart hatast, kivédte a PMA adasra jelentkez6 TRESK aram
novekedést.

A MARKZ2A konstrukcié folyamatosan tjrafoszforilalta az S264-et, ezért a PMA
hatasara jelentkez6 lasst defoszforilacido nem érvényesiilhetett és a csatornak tobbsége a
gatolt allapotaban maradt a forbol-észter jelenlétében is (15. ébra). Ha viszont a
kalcineurint aktivaltuk, akkor annak erételjes kozvetlen defoszforilalo hatasa érvényesiilt
az S264-en a MARK2A jelenlétében is. A kalcineurin gyors defoszforilald hatdsat a
MARKZ2A foszforilalé hatdsa nem tudta az S264-en ellenstlyozni, ezért a csatorndk
jelentds hanyada a defoszforilalt allapotban halmozodott fel, és a K* aram aktivalodott.
A MARKZ2A konstrukcidval végzett kisérleteink az S264E mutaciotol fiiggetleniil, a vad
tipusu TRESK felhasznalasaval megerdsitettek, hogy a PMA hatasa az S264
defoszforilacidjan keresztiil jon 1étre.

Az S264 defoszforilacio a PMA hatasara létrejohet (kalcineurintol eltérd)
foszfataz aktivalasdval, vagy az aminosavat foszforilalé kindz gatldsaval (vagy
mindketton keresztiil). Ezek koziil az S264-et foszforildlo kindz gatlasat kisérletesen
igazoltuk. A PMA alkalmazéasa kivédte a kalcineurinnal kivaltott defoszforilaciot
kovetben a K* dram visszatérését a nyugalmi allapotba (16. abra). Mivel ez a visszatérés

az S264 foszforilacidjan alapul, ezért a visszatérés gatlasa az S264-et foszforilald kinaz
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reakciojanak csokkent mértékére utal. A protein kindz C enzimek gyakran gatolnak mas
kindzokat kdzvetlen foszforilacioval, vagy foszforilacids kaszkadon keresztiil (pl. 1d. fent
a MARK2 esetét), ezért a legvaldszinlibbnek azt tartjuk, hogy a lelassult K* aram
visszatérés hatterében a TRESK csatornat S264-en foszforilald kinaz gatlasa all.
Természetesen nem zarhatjuk ki teljesen azt sem, hogy a kinaz reakcié egyéb okbdl lassul,
pl. a kinaz kotodése gatolt a TRESK csatornahoz, pl. adapter fehérje allapotvaltozas vagy
fehérje lokalizacio atrendezddés miatt. A PMA esetleges foszfatazokra kifejtett hatasat
nem vizsgaltuk. Egészen biztos, hogy az S264-et foszforilalo kinaz reakcio gatlasa mellett
sziikség van foszfataz aktivitasra is a csatorna aktivalodasédhoz. Ez az aktivitds azonban
meglehetdsen csekély lehet (pl. a kalcineurinnal dsszehasonlitva), ha figyelembe vessziik
a PMA hatasara 1étrejové K™ aram ndvekedés lassu kinetikajat. Ennek a nagyon kicsi
foszfatdz aktivitasnak a lehetséges PMA 4ltali szabalyozasat nem vizsgaltuk tovabb.

A PMA nagyon fontos eszkéz a PKC altal kozvetitett hatasok vizsgélatdban,
azonban gyakorta 1étrehoz a PKC-t6l fliggetlen effektusokat és a PKC izoenzimek nem
szelektiv aktivatora. Emellett a PKC-t a fiziologiastol eltéré modon, irreverzibilisen
aktivalja, ami gyakorta olyan fehérjék foszforilacigjat is eldidézi, amelyeket a PKC
normalis koriilmények kozott nem foszforildlna. Emiatt Iényeges, hogy a PMA
alkalmazasaval nyert eredményeket minden esetben fiiggetlen mdédon megerdsitsiik.
Munkénkban erre molekularis bioldgiai megkdzelitést, a kiilonbozd 0j-tipust” (novel-
type) PKC izoenzimek koexpresszidjat hasznaltuk. A PKCn és PKCe koexpresszidja
megnyugtaté modon kivaltotta ugyanazokat a hatasokat, mint a PMA alkalmazasa (17.-
19. abrak). A novel PKC hatasara is megnovekedett a TRESK bazalis arama és csokkent
az ionomycin adasa utan kialakul6 relativ aktivacio (hiszen a csatornak egy része mar
eleve is defoszforilalt aktiv allapotban volt). Emellett, a kalcineurin-fiiggd
defoszforilaciot kovetden, lelassult az dram visszatérése a nyugalmi allapotba, az S264-
et foszforilald kinaz gatldsanak megfelelden. A konstitutivan aktiv PKCe gatolta az
endogén S264-et foszforilalo kinazt a petesejtben, azonban ezt a hatéast ellensulyozni
lehetett a PKC-re érzéketlen MARK2A koexpresszidjaval, ami az S264 fenntartott
foszforilacigjat biztositotta (19. abra).

A fenti funkcionalis eredmények teljesen egybehangzok voltak azzal a
kovetkeztetéssel, hogy a PKC a TRESK csatorna aktivacigjat a S264 aminosav kozvetett

defoszforilaciojan keresztiil hozza 1étre. Azonban emellett szerettilk volna kozvetlen
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biokémiai moddszerrel is igazolni, hogy a csatornafehérje defoszforilacidja tényleg
létrejon a PMA hatasara. Erre a Phos-tag modszert alkalmaztuk, anti-HA immunoblottal
kombinalva. Valosziniileg az els6k kozott hasznaltuk a Phos-tag modszert a csatorna
foszforilacio vizsgalatara. A Phos-tag modszer a mi keziinkben rendkiviil érzékeny volt
a kisérleti protokoll kis eltéréseire (pl. az egyes reagensek életkora is befolyasolta a
futtatasi képet). Emellett rendkiviili kihivast jelentett a minta el6allitdsa olyan
koriilmények kozott, amelyek egyszerre biztositjak a TRESK fehérje preparalas kozben
fenntartott foszforilacidjat és a minta kompatibilitasat a modszerrel (pl. a klasszikus,
foszfat csoportot tartalmazd, foszfataz-inhibitorok nem haszndlhatok.) Ennek
megfeleléen a Phos-tag mddszer alkalmazasa komoly reprodukalhatdsagi problémakat
rejt magaban, ami ellen a kisérletekben alkalmazott megfeleld negativ és pozitiv
kontrollok alkalmazédsdval ¢és a kisérletek tobbszori ismétlésével védekeztiink.
Osszességében tobb mint hatszor annyi kisérletet végeztiink, mint amennyit az
értekezésemben bemutatok.

A modszer beallitdsdnak kezdetén abban reménykedtiink, hogy a Phos-tag SDS-
PAGE eredmények nagy felbontasi képet szolgaltatnak majd a TRESK fehérje
foszforilacigjarol. A gyarto leirasa szerint ugyanis a fehérje mobilitas a Phos-tag gélen
nemcsak a foszforilaciok szamatdl, hanem azok kornyezetétdl is fiigg, tehat pl. a
kiilonb6z6 poziciokban egyszeresen foszforilalt fehérjék nem migralnak feltétleniil
ugyanoda a gélen. Ezeket a reményeket azonban szertefoszlatta az a felismerés, hogy a
modszer a foszforilalt fehérjéket sokkal kisebb hatasfokkal jeleniti meg, mint a
defoszforilalt valtozatot. A foszforilalt TRESK fehérjék 1ényegében alig abrazoldédnak a
Phos-tag modszerrel, csak a legnagyobb mennyiségben jelenlévé komponensek lathatok
egy-egy halvany (esetenként bizonytalan) csik forméjdban. A foszforilalt fehérjék
alacsony detektalasi hatasfokara tobbféle magyarazat is elképzelhetd, de talan az a
legvalosziniibb, hogy a modszer a foszforilalt fehérjéket ’szétteriti” futtatas kozben a
gélben, ezért azok nem futnak egy é€les csikba.

Ennek megfeleléen a tovdbbiakban a megkdzelitésiinket elsdsorban a jol
abrazolodo defoszforilalt komponensre alapoztuk, ennek mennyiségét hasonlitottuk a
TRESK 06sszfehérje (foszforilalt+defoszforilalt) mennyiséghez, amit ugyanabbdl a
mintabol hagyomanyos futtatast kovetd6 Western blottal hataroztunk meg. A human

TRESK csatorna 26 szerin, treonin vagy tirozin aminosavat tartalmaz az intracellularis
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régidiban, ami meglehetdsen nagy lehetséges komplexitast jelent a foszforilaciok
tekintetében. A lehetséges foszforilacidos kombinaciok nagy szamanak ellenére, a sejtek
kezelése PMA-val jol értékelhetd modon megvaltoztatta a TRESK fehérje vandorlasi
mintdzatait a gélben, ¢és egyértelmiien a defoszforilalt valtozat felhalmozdodasat
eredményezte, ami az alsé csik intenzitasanak ndvekedésében nyilvanult meg (20. abra).
Elmondhatjuk tehat, hogy sikeriilt igazolnunk a PMA kezelés hatasara létrejové TRESK
defoszforilaciot a Phos-tag modszer alkalmazésaval.

Osszefoglalva tehat, a kisérleti eredményeink legvaldsziniibb interpretacidja a
kovetkezd. Az Gj-tipust” (novel-type) PKC gatolja a kinazt, ami a TRESK csatornat
nyugalmi korilmények kozott az S262-267 szerin klaszter” teriiletén foszforildlja.
Ezutdn a csatornat lassan defoszforiladlja a citoplazma (kalcineurintol eltérd) gyenge

foszfatdz aktivitasa és ennek megfelelden a TRESK aram aktivalodik (22. dbra).

TRESK-S264@®

Foszfataz [ @ ® (MKArI]RéI%Z)

TRESK-5264

22. abra: A protein kinaz C hatasara létrejovo TRESK aktivaciéo mechanizmusa.

A TRESK csatornat aktivalja a S264 aminosav defoszforilacidja, illetve ennek megfeleléen a
S264 foszforilacio csokkenti a csatorna aktivitast. Az “0j-tipust” protein kinaz C (novel PKC)
gatolja a kinaz aktivitast, ami a TRESK foszforilacioért felelds ezen a szabalyozasi ponton (vagyis
a PKC gatlasoldassal aktivalja a csatornat). A TRESK-et gatlo kindz gatlasat kovetden a csatornat
lassan defoszforilalja egy gyenge foszfataz aktivitds, ami egyértelmiien kiilonbozik a gyors
kalcium-fiiggd, kalcineurin altal 1étrehozott csatorna aktivaciotol. Kisérleti koriilmények kozott a
mikrotubulus-affinitas regulalo kinazt (MARK?2) hasznalhatjuk a S264 foszforilaciojara, azonban
in vivo mas (még ismeretlen) kinazok is foszforilalhatjak ezt a régiot.

Eredményeink elsoként vilagitanak ra a novel PKC 4ltal létrehozott TRESK
aktivacid mechanizmuséra és megmagyarazzdk a PMA, Xenopus petesejt expresszios
rendszerben tapasztalhatd, csatornara kifejtett farmakologias hatasat. A TRESK kalcium-
fliggd szabalyozésa a kalcineurinon keresztiil kozvetlenebb mechanizmusnak felel meg,
mint a PKC altal kifejtett hatas. Mindkét mechanizmus az S262-267 “szerin klaszter”
defoszforilaciojat eredményezi, azonban a kalcineurin altalaban véve defoszforildlja a
TRESK csatornat, mivel ez a 1ényegében ubikviter foszfataz kozvetleniil kotédik a

csatornahoz magas affinitassal. Ezzel szemben a PKC hatasa fligg egy kozbenso 1épéstdl,
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a TRESK-et foszforilaldé szabalyozo kindztol, ami kiilonbozé lehet az egyes
sejttipusokban. A MARK1-MARK3 kinazok foszforilaljak a “’szerin klasztert” kisérleti
koriilmények kozott és kifejez6dnek a hatsé gyoki ganglionban [114], azonban
elképzelheté, hogy mas kindzok is hozzajarulnak e fontos szabdlyozd régio
foszforilacidjahoz. Jelenleg nem ismert(ek) pontosan a TRESK-et a ”szerin klaszter”
teriiletén foszforilalé endogén kinaz(ok) sem a Xenopus petesejt heterolog expresszios
rendszerben, sem a TRESK csatorna fiziologias eléfordulasi helyén, a hatsé gyoki és
trigeminalis ganglionok szenzoros neuronjaiban. Tudjuk viszont, hogy a Xenopus
petesejtben az 0j-tipust” PKC gatolja ez(eke)t az endogén kindz(oka)t. Ha a szenzoros
foszforilacigjaban, akkor az uj-tipusi” PKC aktivitds befolyasolhatja az

ingerlékenységet ezekben a sejtekben a TRESK csatorna szabalyozéasan keresztiil.

7.2 A PKC altali TRESK szabalyozas lehetséges élettani szerepe

A TRESK csatornara az intracellularis szabalyozé mechanizmusok Osszetett
moédon hatnak. Ezeknek a szabdlyozd6 mechanizmusoknak a felderitésében a
munkacsoportunk vezetd szerepet jatszott és az eddig ismert rendszert az értekezésemben
bemutatott eredmények alapjan Gjabb elemmel egészithetjiik ki, az *’0j-tipusit” novel PKC
altal 1étrehozott TRESK szabalyozassal (23. abra).

Az értekezésben bemutatott adatok alapjan biztosra vehetd, hogy Xenopus
petesejtekben a PKCn és PKCe jelentés mértékben aktivalja a human TRESK csatorna
aramat. A Xenopus expresszios rendszerben meghatiroztuk a PKC-fliggd TRESK
aktivacid mechanizmusat, azonban eredményiil azt kaptuk, hogy a mechanizmus
tamaszkodik a heterolog rendszer egyik endogén komponensére, a TRESK-et S264-es

pozicioban foszforilald kinazra, amit ezidaig még pontosan nem azonositottak.
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23. abra: A human TRESK foszforilacié-fiiggé szabalyozasaban résztvevo tényezok.
A human TRESK csatornat a S262-267 “szerin klaszter” régié defoszforilacidja serkenti, amit

crcr

kozvetleniil kotddo kalcineurin aktivalddasat kdvetden kihorgonyzodik az LQLP régidhoz is és
defoszforilalja ezeket a szabalyozo szerineket. A csatorna gatlasaért kinazok feleldsek, a S262-
267 régiot a MARK vagy mas még nem azonositott kindzok foszforilaljak, az S252 pedig a
protein kinaz A (PKA) szubsztratja. A foszforilalt S252-h6z kapcesoldodik a 14-3-3 adapter fehérje,
ami hozzajarulhat a csatorna gatlasahoz. A 14-3-3 masik erételjesen megnyilvanuld hatasa, hogy
gatolja a S262-267 “szerin klasztert” foszforilalo kinazt. Az értekezésem legfontosabb
eredménye, hogy az “0j-tipusit” (novel) PKC is ezt a kinazt gatolja és a TRESK csokkent
foszforilaciojan keresztiil okoz csatorna aktivitas fokozodast.

A PKCn ardnylag alacsony expressziot mutat hatso gyoki ganglion (DRG)
neuronokban mRNS szinten [114]. A PKCe viszont nagy mennyiségben jelen van és jol
ismert modon hozzajarul a gyulladdsos, neuropatias és rosszindulati daganatok okozta
fajdalom kialakuldséhoz a DRG ¢és trigeminalis ganglion (TRG) primer szenzoros
neuronokban [173-177]. Tobb oldalrdl megerdsitett adatok szerint a PKCe aktivitas
fokozodik az allatkisérletes fajdalom modellekben és az aktivalt PKCe hozzajarul a
hiperalgézia és kronikus fajdalom kialakulasdhoz. Leirtak a PKCe kozvetlen csatorna
hatasat is, a PKCe foszforildlja a tranziens-receptor-potencidl vanilloid-receptor 1
(TRPV1) nem-szelektiv kationcsatornat és ennek aktivaciojaval is hozzajarul a nociceptiv

neuronok fokozott ingerlékenységéhez [177,178].
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Mindemellett a PKCe kozponti szerepléje a kronikus nociceptor érzékenyités
(nociceptor priming) mechanizmusanak (ld. a vonatkozé konyvfejezetet [179]). Ezt a
jelenséget allatkisérletes modellekben az akut és kronikus fajdalomban szerepet jatszo
mechanizmusok elkiilonitett vizsgalatara is hasznaljak. Egy ilyen tipikus modell
kisérletben el@szor a patkany hatso talpaban karragén injekcidval gyulladasos jellegii
fajdalmat hoznak létre. Az ennek hatdsara jelentkezd hiperalgézia atmeneti, altalaban
lecseng négy napon beliil. Erdekes modon viszont, ennek a hiperalgézianak a lecsengése
utan ugyanoda beinjekciozott prosztaglandin Eo-re (PGEy2) Gjra hiperalgézia jelentkezik
legalabb 24 oran keresztil, de né¢ha akér hetekig is fennall6 modon. A karragén
injekcioval kordbban nem érzékenyitett allatokban ugyanilyen PGE: injekcié nem okoz
hiperalgéziat, vagy a hiperalgézia néhany oran beliil megsziinik. A hosszutava
érzékenyitd hatas a PKCe fokozott aktivitasan alapul. Az érzékenyités a PKCe gatlasaval
kivédhet6 [174,180], illetve a PKCe kisérletes aktivalasaval karragén injekcid nélkiil is
kivalthato [181]. Elenyész6 kisebbségben, de valdszinilleg nem jelentékteleniil, egyes
fajdalom modellekben leirtdk a PKCe csokkent aktivitdsat is, mint pl. a
fajdalomkutatasban szintén széles korben hasznalt kronikus idegkompresszios sériilés
(chronic nerve constriction injury) esetén [182]. (Ez a vizsgalat is megerésitette a
karragén vagy komplett Freund-adjuvans injekcioval kivaltott PKCe aktivalodast, a
kronikus idegkonstrikcid esetén leirt PKCe gatlo hatastol eltéréen.)

A vonatkoz6 irodalom tortrészének megfeleld fenti adatok is jol illusztraljak, hogy
a PKCe a fajdalom kialakulasanak jelentds szabalyozdja a primer nociceptor
neuronokban. Ha az altalunk Xenopus petesejtben leirt PKCe-fiiggé TRESK szabalyozas
létrej6bn human nociceptor neuronokban is, akkor az hozzajarulhat a hiperalgézia
mérsékléséhez gyulladasos fajdalomban, vagyis fékként miikodhet. A PKCe hatdsara
megndvekedd TRESK é4ram a szenzoros neuron hiperpolarizacidjat hozza létre és ezzel
annak ingerlékenységét csokkenti. Emellett érdekes lehetdség, hogy a kronikus
nociceptor érzékenyités (priming) folyamataban szerepet jatszhat az érzékenyitést
létrehozo stimulus adasat kovetd hiperalgézia mérséklodésben, vagyis abban, hogy az
érzékenyitd inger hatdsdra csak atmeneti hiperalgézia jelentkezik. Mindemellett, a
kronikus idegkonstrikcios modellben hozzdjarulhat akér a fokozott ingerlékenység
kialakulasahoz is, hiszen a csokkent PKCe aktivitdas a TRESK gatlason keresztiil

depolarizalja a neuront. Természetesen az ebben a bekezdésben irt allitasokat
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spekulacionak tekintjiik és nem megalapozott kovetkeztetéseknek, hiszen a kérdések még
szamos tovabbi vizsgalatot igényelnek. Ezeket a vizsgélatokat jelentdsen nehezitheti,
hogy a ragcsalo allatkisérletes modellekben a PKCe hatasa kevésbé szamottevd lehet,
hiszen az egér TRESK csatornan a szignifikans hatas kimutatasa a Xenopus rendszer

optimalis koriilményei kozott is kihivast jelentett.

7.3 A TRESK farmakologiai befolyasolasara tett kisérletek

A TRESK csatorna szenzoros neuron ingerlékenység szabalyozasaban betdltott
szerepérol és jelent0ségérdl mind a mai napig megoszlanak a vélemények. Szamos
tényez0 jarul ehhez hozza. A TRESK génhianyos egérhez tobb mint egy évtizedig nem
sikertilt meggy6z6 fenotipust rendelni [125,149]. A 2010-ben leirt migrént okozo TRESK
kereteltolodasos (frameshift) mutacidhoz [126] hasonldt néhany honappal ezel6ttig senki
nem ko6z0lt az intenziv vizsgalatok ellenére [139,150,183-185]. Napjainkban latszik gy,
hogy elértiik a forduldpontot ezekben a kérdésekben. Két fiiggetlen tanulmany
egyértelmil funkcionalis kiilonbségeket talalt a vad tipusti és TRESK génhidnyos egér
kozott (1d. a Bevezetés 3.2.5 fejezetét, [154,155]). Emellett sikeriilt olyan fliggetlen
TRESK kereteltoloddsos mutacidt azonositani, ami szintén migrénnel egyiitt fordult eld
[24]. Ez a munkacsoport ugyan a kereteltolddasos mutacié miatt fellépd alternativ
transzlacio inciacioval keletkezdé koros TRESK fehérjedarab TREK csatorndkra kifejtett
dominans-negativ hatdsaval magyarazta a fokozott ingerlékenység és migrén kialakulasat
[24], azonban nagyon kérdéses, hogy ez az allaspont tarthat6 lesz-e az egerekben leirt,
TRESK hianyaban megjelend jelentés funkcionalis eltérések ismeretében [154,155].
Habar 6nmagéaban nem bizonyito erejii, a kdzelmultban egy dél-koreai munkacsoport
kozolt egy klinikai esetet, ahol a familidris migrénben szenvedd szellemileg
visszamaradott betegiikben 0j generacios szekvenalassal (next generation sequencing,
oki tényez6t [186]. A mutacid a migrénes anyaban és iddsebb névérben is kimutathato
volt. Ez alapjan ugy tiinik, hogy nemcsak kereteltolodasos mutacié okozhatja migrén

megjelenését, hanem misszensz eltérés is.
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Kétségteleniil hozzajarult a TRESK szerepének bizonytalan megitéléséhez a
csatornara specifikus gatldészer hianya. Egy ilyen gatlészer jol hasznalhat6 lett volna
allatkisérletes modellekben a TRESK akut gatlasara és az ennek hatasara fellépd
funkcionalis kovetkezmények vizsgalatara. Azonban mind a mai napig ilyen nem all
rendelkezésre, ezért a (tobbnyire izolalt sejteken végzett) vizsgélatokban kiilonbozd
kevésbé specifikus dgenseket hasznaltak, mint pl. a lamotrigin vagy az IBA (Id. a
Bevezetés 3.2.6 fejezetét).

Munkacsoportunk kollaboracids partnerével egylittmikodve a cloxyquin TRESK-
aktivalo agens kémiai modositasaval 1étrehozott 28 szarmazékot. A 28 vegyiilet koziil
egyik sem hatott a TRESK é4ramra lényegesen alacsonyabb koncentracioban, mint a
kiindulasi cloxyquin, azonban a szarmazékok jelent6s hanyada (11 a 28-bol), a cloxyquin
aktivalo hatasaval ellentétben, gatolta a TRESK aramot. Az A2764 valamivel kevésbé
volt potens gatloszere a TRESK-nek (ICso=11.8 uM), mint az A2793 (IC50=6.8 uM,
mindkét félmaximalis gatld koncentracid a kalcineurin altal aktivalt egér TRESK
csatornara vonatkozik). Az A2764 azonban kedvezobb szelektivitasi profilt mutatott az
Osszes egér Kop csatornan vizsgalva, mint az A2793. Az A2764 gétloszer 100 uM-0s
koncentracioban nem gatolta a TRESK-en kiviil egyik Kop csatorna aramat sem 20 %-nal
jobban. Ezzel szemben az A2793, a TRESK mellett, a TASK-1 csatornat is jelentésen
gatolta, 100 uM-os koncentracidban kb. 50 %-ban.

Az A2764 (100 uM) egérbdl izolalt hats6 gyoki ganglion (DRG) neuronok szinte
mindegyikében depolarizaciot hozott 1étre, és az akcios potencial kialakulasara vonatkozo
reobazist csokkentette. Ezeknek a hatasoknak egyike sem fejlodott ki azonban a TRESK
génhidnyos allatbdl izolalt sejteken. Ez azt mutatja, hogy a vad tipusu allatban a TRESK
jelentds mértékben hozzajarul a DRG neuron nyugalmi membranpotencialjanak és
ingerlékenységének kialakitasahoz, ami a csatorna akut gatlasakor nyilvanvalova valik.
Ez a TRESK DRG neuronokban betdltott jelentds szerepét tdmasztja alad, még akkor is,
ha a TRESK génhianyos allat funkcionalis tesztekkel kevéssé tér el a vad tipustol, a
kronikus TRESK hiany miatt fellépd kompenzatorikus (egyéb csatornakat érintd) K*
aram novekedés miatt [154]. (Az utobbi két bekezdésben a dr. Lengyel Miklos PhD
értekezésében szerepld adatokat is diszkutaltam.)

Az értekezésemben bemutatott nem publikélt eredmény jol szemlélteti, hogy az

A2793 cloxyquin szarmazék a huméan TRESK csatorna allapot-fliggd gatlasat okozza (21.
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abra). Az A2793 nemcsak a hatds irdnyaban kiilonbozik a szerkezetileg hasonld
cloxyquint6l, hanem az allapot-fiiggésiik jellege is eltéré. A cloxyquin a nyugalmi
allapotu, foszforilalt TRESK csatornara hat jobban (aktivalja), ezzel szemben az A2793
a kalcineurin hatasara aktivalodott (defoszforilalt allapotnak megfelel6) K aramot
gatolja sokkal Kkifejezettebben. Az ellenkezé foszforilaltsagi allapotban a két
farmakologiai dgens hatdsa egyarant elhanyagolhatd. Az A2793-mal human TRESK
csatornan kapott eredmények tehat azt mutatjak, hogy a hatas irdnya (gatol vagy aktival)
¢s az allapot-fiiggés jellege (a foszforilalt vagy defoszforilalt csatorndn hat jobban)
kapcsolt modon valtozik a kémiai modositas hatasara.

Ez azt a benyomast kelti, mintha a TRESK csatorna aktivitasa egy fix
tartomanyban valtozhatna csak a nagyon kiilonboz6 szabalyozo tényezOk hatasara.
Valoszinii, hogy az intracellularis hurok régi6 foszforilacidja és a membranfazisban
koncentral6d6 hidrofob karakterti farmakonok eltéré tdmadasponttal hatnak a csatorna
szerkezetben. Ennek ellenére, ha a defoszforilacid hatasara a csatorna eléri az aktivitasi
tartomédny fix felsd hatarat, akkor innen tovabb aktivalni gyakorlatilag nem lehet
hasznalva a csatornaaktivitas also tartomanyaban is hasonld jelenség adodik, a foszforilalt
csatornat a gatloszer sem képes tovabb gatolni. Ilyen jellegli viselkedés varhatd példaul,
ha a csatorna kapuzasat egyféle, sztereotip és nem plasztikus mechanizmus iranyitja, ami
a nyitasi valoszinliség tekintetében also és felsd korlatot jelent, és minden szabalyozo
tényez6 csak ezen a mechanizmuson keresztiil tudja a csatorna aktivitast befolyasolni
[187].

Tudjuk azt, hogy az also korlat attdrhetd farmakologiai eszkozokkel. A Ba?
magas koncentracioban nyilvan géatolja a nyugalmi allapotu, foszforilalt TRESK csatorna
dramot is [121]. Azonban a Ba?* a csatornaporus eltdmeszelésével hat és minden
bizonnyal els6sorban nem a kapuzast befolyasolja. Hasonléan géatolhato a TRESK
nyugalmi drama Hg?* (1 pM) ad4séval [135], ami talan nem a pérusba kot, hanem a
normal kapuzastdl fliggetlen szerkezeti torzulast okoz. Vagyis a kapuzastol fliggetleniil
tonkre lehet tenni a csatornamiikodést, ami az &ram megszlinésével jar. (Erre valosziniileg
az A2793 nagyobb koncentracidja is alkalmas lenne.)

Ennél azonban érdekesebb kérdés, hogy a felsd korlat attorhetd-e, vagyis 1étezik-

e a TRESK ”’szuperaktivatora”. Ezesetben olyan farmakologiai dgensrdl beszéliink, ami
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a kalcineurinnal aktivalt, defoszforilalt TRESK csatorna aramat tobbszordsére fokozza.
Tudomadsunk szerint jelenleg ilyen nem ismert. Ha valakinek sikeriilne ilyet talalni, akkor
ezzel a TRESK 4aramat fokozni lehetne a csatorna, intakt allatban kevéssé ismert,

foszforilacids allapotatol fiiggetleniil.
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8. Kovetkeztetések

A PMA altal TRESK csatornara kifejtett aktivalo hatas nem a kalcium/kalmodulin-
fiiggd protein foszfatdz kalcineurin kozvetitésével jon 1étre. Viszont a PMA hatasa a
szabalyozasaban meghatarozé szerin 264 defoszforilaciojan alapul, ami egyben a

kalcineurinnak is szubsztratja.

Az 0j-tipusi” (novel-type) protein kindaz C epszilon (g€) és éta (n) izoformak
aktivaljak a human TRESK csatornat a Xenopus laevis heterolég expresszids
rendszerben. A protein kindz C farmakologias aktivalasa forbol-mirisztil-acetat
(PMA) hatasara és a PKCeg (vagy PKCn) koexpresszidja hasonléan befolyasolja a

TRESK aktivitast, illetve a csatorna kalcium-fiiggd szabalyozasat.

A protein kinaz C 0gy eredményezi a TRESK defoszforilacigjat, hogy gatolja azt az
endogén kinazt, ami a szerin 264 aminosavat foszforilalja. A szerin 264-et
foszforilalé kinaz aktivitasanak hianyaban a csatorna lassan (30-60 perc alatt)
defoszforilalodik és a TRESK K* dram megnd.

A mikrotubulus-affinitas-regulalé kinaz 2 (MARK2) foszforilalja a TRESK
csatornaban a szerin 264 aminosavat és ennek megfeleléen a MARK2 csonkolt

valtozata kivédi az “0j-tipustt” PKC hatésat.

A PMA ahumén és az egér TRESK csatornat is aktivalja, azonban az egér csatornara

kifejtett hatas sokkal kisebb mértékii.

A cloxyquin kémiai modositasaval szintetizalt A2793 vegylilet gatolja a human
TRESK aramot. A hatas allapot-fiiggd, az A2793 kifejezetten gatolja a kalcineurin
altal defoszforilalt és aktiv csatornat, de a foszforilalt és kis aktivitast csatornat alig

befolyasolja nyugalmi koriilmények kozott.
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9. Osszefoglalas

A TRESK hattér K csatorna a primer szenzoros neuronok ingerlékenységének
alapvetd meghatarozodja. Jelentds mennyiségben kifejezodik a hatsd gyoki €s trigeminalis
ganglion nociceptiv neuronokban és TRESK-hianyos allatmodellben a feji teriileten
fokozott érzékenység jelentkezik fajdalmas hd, mechanikai és kémiai ingerekre.
Emberben a TRESK egyes mutacioi a familiaris migrén ritka formajat okozzak. A
TRESK csatornat, a Kop csatorna csaladon beliil egyediilall6 modon, a citoplazma
kalcium koncentraci6 novekedése aktivalja. A kalcium/kalmodulin-fiiggé foszfataz
aminosavakat és ennek hatasara megn6 a K* aram. A kalcineurin kozvetleniil kotédik két
jol definialt aminosav szekvencia motivumhoz a hurok régidban.

A human TRESK csatornat aktivalja a protein kinaz C aktivator forbol-mirisztil-
acetat (PMA) Xenopus petesejtekben. A protein kinaz C epszilon (g) és éta (1) izoformak
koexpresszidja a TRESK csatorndval hasonl6 hatast okoz, mint a PMA adasa. A PMA
hatasat nem a kalcineurin kozvetiti, pl. a kalcineurin kétéhelyek mutacidja nem védi ki a
K* aram novekedést. A kalcineurin célpont szerin 264 mutacidja a TRESK csatornaban
viszont megakadalyozza a PMA aram novel hatasat. A S264 fenntartott foszforilacioja,
amit a mikrotubulus-affinitas-regulald kinaz 2 csonkolt valtozataval (MARK2A)
hozhatunk 1étre, megsziinteti a PKC-fiiggd TRESK aktivaciot. Ez azt mutatja, hogy a
kalcineurinon kiviil, a PKC is a S264 foszforilaltsagi allapotanak valtoztatasan keresztiil
szabalyozza a TRESK dramot. A PMA adésa vagy a PKC koexpresszidja lelassitotta a
K* 4ram visszatérését a nyugalmi Aallapotba a kalcineurin-fiiggd defoszforilaciot
kovetden. Ennek megfeleléen a TRESK aktivacio legvaldszinlibb mechanizmusa, hogy a
PKC gatolja azt a kinazt, ami a S264 (re)foszforilaciojaért felelés. A PKC hatdsara
kialakulo6 TRESK fehérje defoszforilaciot kozvetleniil is Kimutattuk, Phos-tag™ SDS-
PAGE modszer alkalmazasival. Osszefoglalva tehat az “0j-tipusa” (novel-type) PKC
aktivalodasa a TRESK szerin 264 lassu, kozvetett defoszforilaciojat eredményezi, a
kalcineurintol fliggetlen mechanizmussal. A PKC hatasara aktivalodo TRESK aramnak
jelentdsége lehet az ingerlékenység szabalyozdsaban a nociceptiv Szenzoros
neuronokban, amelyekben a PKCe a fajdalmas ingerekre létrejové valasz idébeli

lefolyasat valtoztatja.
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10. Summary

TRESK background K* channel is a major determinant of the excitability of
primary sensory neurons. It is abundantly expressed in the dorsal root and trigeminal
ganglion nociceptive neurons, and in TRESK-deficient animal models, the sensitivity to
painful thermal, mechanical and chemical stimuli is increased. Certain TRESK mutations
cause a rare form of familial migraine. It is unique in the Kzp channel family that TRESK
is activated by cytoplasmic calcium. The calcium/calmodulin-dependent phosphatase
calcineurin dephosphorylates the serine residues in the intracellular loop of the channel,
and results in the increase of the K™ current. Calcineurin directly binds to two well-defined
amino acid sequence motifs in the intracellular loop region of TRESK.

Human TRESK is activated by the protein kinase C activator phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) in Xenopus oocytes. The coexpression of protein kinase C € and n
isoforms with TRESK evokes a similar effect to that of PMA. The effect of the phorbol
is not mediated by calcineurin, e.g. the mutation of the calcineurin-binding sites in
TRESK did not influence the PMA-induced increase of the K* current. In sharp contrast,
the mutation of the target residue serine 264 of calcineurin prevented the effect of PMA.
The sustained phosphorylation of S264, induced by the coexpression of the truncated
version of microtubule-affinity-regulating kinase 2 (MARK2A), also abolished the PKC-
dependent TRESK activation. This indicates that, in addition to calcineurin, PKC also
regulates TRESK by changing the phosphorylation status of S264. The administration of
PMA or the coexpression of PKC slowed the recovery of the K current to the resting
state after the calcineurin-dependent dephosphorylation of TRESK. Accordingly, the
probable mechanism for TRESK activation by PMA is the PKC-dependent inhibition of
the kinase (re)phosphorylating S264 in the channel. The PKC-induced dephosphorylation
of TRESK protein was also directly detected by the Phos-tag™ SDS-PAGE method. In
summary, the activation of novel-type PKC results in the slow (indirect)
dephosphorylation of TRESK at the regulatory residue S264 in a calcineurin-independent
manner. The PKC-dependent activation of TRESK current may contribute to the
regulation of excitability in the nociceptive sensory neurons, where PKCe modifies the

time course of the response to painful stimuli.
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