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Uj fesziiltségfiiggé és 2P tipust kalium csatornak klénozasa és

szerepuk vizsgalata (OTKA 46954)
Beszamol6 (zardjelentés)

A kalium csatornék szerkezetiik és mikddesik alapjan harom nagy alcsaladba
sorolhatdk; a fesziltségfiiggo, a befelé rektifikald és a 2P tipusu, alegysegenként két
porusformald alegységet tartalmazd és alapvetéen hattér kalium aramot biztosito
alcsalddba. Az 0sszes kéalium csatornéra jellemzé azonban a porusformalé doménben
megtalalhaté u.n. signature szekvencia, melynek aminosavai a csatorna
ionszelektivitasat biztositjdk. Kordbbi munkainkban a 2P csalddba tartoz6 TASK
(TWIK related acid sensitive K* channel) funkcidjat és szabalyozasat vizsgaltuk. A
most zaréddé OTKA tamogatas segitségével tovabbi —a palyazat induldsakor
ismeretlen- kalium csatornak klonozasat és vizsgalatat tiiztiik ki célul.

A Kklonozasi terv azon alapult, hogy a publikussa valt human genom-ot egy
altalunk kifejlesztett computer programmal screen-eltiik, aminek eredményedképpen
2 olyan bézisszekvenciara bukkantunk, melyekben nyitott olvasasi keretbe helyezve a
“signature szekvencia” felismerhet6 volt. Ez alapjan kezdtuk el megklonozni az akkor
“in silico” 0Osszedllitottuk a csak exonokat tartalmazd hipotetikus mMRNS/cCDNS
szekvencidkat: az egyik egy 0j 2P tipusu, a masik egy feszultségfiiggé kalium
csatorna jellegzetességeit mutatta. A csatorna fizika megklonozasahoz azonban olyan
szOvetb6l szarmaz6 mMRNS-re volt szikség, mely szdvetben a csatorna
expresszalodott. A 2P jellegii csatorna e tekintetben nehéz feladatot jelentett, nem
fértlink hozza megfelel6 human szoveti RNS-hez. Ezért azt az utat valasztottuk, hogy
a csatorna hipotetikus exonjait sokszoroztuk PCR segitségével genomialis DNS-bdl,
majd ezeket az exonokat Gsszeépitettiik. E konstrukciot Xenopus laevis oocytakban
expresszalva mikodoképes csatornat kaptunk. Az idékdzben ugyancsak ismertté valt
egér genom alapjan az egér csatornat is megklonoztuk. A csatorna szabalyozésa igen
izgalmasnak igérkezett, ugyanis a kalcium mobilizal6 receptorok ingerlésének
hatdsara az 4aram dramaian (kozel 10x-esére) noOvekedett. E szabalyozas
mechanizmusat is szerettiik volna tisztazni, ez a késlekedés vezetett ahhoz, hogy a
TRESK Kklonozéasarol sz6lo kozleménnyel egy japan munkacsoport megel6zott
minket. Sajat TRESK-kel kapcsolatos els6é kozleményiink Kisérleteinek jelent6s része
az OTKA palyazat benyujtasa és a tamogatas odaitélése kozott készilt, és mar ennek
az OTKA periodusnak az elsé évében megjelent.

A TRESK receptor-fliggé aktivaciojanak mechanizmusa egyeduléllé a 2P
csatornak kozott (annak ellenére, hogy a TASK csatorndkat is szabalyozzdk Gq
kapcsold fehérjén keresztll hatd receptorok). TASK esetében azonban a receptor
aktivalasakor a csatorna gatlodik, és e hatas mogott a plazmamembran
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatjanak (PIP,) lebomlasa &ll. Ezzel szemben a TRESK
aktivaciojahoz az IP; keletkezése és a kdvetkezményes kalcium szignal kialakulasa
vezet: az intracellularis raktarakbdl kalciumot mobilizald 1P3 injektalasaval, a kalcium
ionofor ionomicinnel és a sejtbe kalcium/EGTA puffer injektalasaval is TRESK aram
fokozddast lehetett kivaltani. A kalciumot megkété EGTA injektalasa pedig kivédte a
kalcium mobilizalé agonisték hatdsat mutatva, hogy az intracellularis [Ca?']
ndvekedése sziikséges és elégséges feltétele a TRESK aktivicionak. Kimutattuk, hogy
az intracellularis kalcium koncentracié névekedése nem kozvetlenil szabalyozza a
csatornat. Kivagott membrandarabon, u.n. “excised inside out” felallasban a kalcium
koncentraci6 megemelése (az intracellularis oldalon) nem befolyasolta az egy-
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csatorna &ram amplitadojat, ill. a nyitdsi valdsziniiséget. El6szor farmakologiai
eredmények utaltak arra, hogy milyen intracellularis jelpdlya teremti meg a
kapcsolatot a [Ca*"] és a TRESK kozétt. Ciklosporin és FK506 ugyanis teljesen
kivedte az aktivaciot. E klinikumban is hasznalt szerek a calcineurint gatoljak, ami
egy szerin/treonin foszfataz, eredményink tehat azt valoszinisitette, hogy a csatorna
aktivaciojat valamely konstitutivan foszforilalt aminosav defoszforilacioja
eredmeényezi. Annak ellenére azonban, hogy az &ltalunk hasznélt két szer eltéré
hatdsmechanizmussal gatolja a kalcineurint, munkahipotézisink alatamasztasara
kdzvetlenebb bizonyitékot akartunk kapni. Ezért a TRESK-et is kifejez6 petében
konstitutivan aktiv kalcineurint expresszaltunk. Ennek hatasara a petéken jelentkez6
alaparam megnovekedett, mig a kalciummal val6 aktivalhatosdg mértéke csokkent;
ami azt mutatta, hogy a csatornak mar kalcium jel nélkul is (részben) aktivalva voltak.
Overexpresszio esetén a petében napokig magasabb a calcineurin aktivitas, aminek
Osszetettebb kdvetkezménye is lehet. Ezért akut korilmények kdzott is megvizsgaltuk
a konstitutivan aktiv calcineurin hatasat oly mddon, hogy a fehérjét bakterialis
rendszerben expresszaltattuk, megtisztitottuk és az arammérés elétt beinjektaltuk a
petékbe. Az aram megnovekedése ilyen koriilmények kdzott is alatamasztotta eredeti
elképzelésiinket. Tovabbi Kkisérleteinkben arra kerestink valaszt, hogy melyik
aminosav lehet a csatornan a calcineurin szubsztratja. Ennek eldontésére alanin
scanning mutagenezist végeztiink, a csatorna 6sszes intracellularis szakaszan talalhato
szerin-, ill. treonin aminosavat alaninra cseréltik. E mutans csatorndk aramait
vizsgalva (a vad tipushoz képest) a legnagyobb Kkilonbséget az S276A mutans
mutatta. E csatorna alaparama nagy volt és alig volt stimulalhat6. Tekintettel arra,
hogy az alanin mutans nem to6ltétt aminosavat tartalmaz az adott pozicidban, e
tekintetben hasonlit a defoszforilalt (tehat aktivalt) formajara a vad tipusu
csatornanak. Ugyanezt az eredményt mutatta, az a mutans is, melyben a 276-0s
szerint ciszteinre cseréltiik: ez az aminosav térszerkezetileg legjobban hasonlit a
szerinre, de nem foszforilalodhat. Eléallitottunk olyan mutans csatornat is, melynek a
276-0s pozicdjaba glutamatot vittink be. Ez a mutans (mely a negativ toltése miatt a
276-0s pozicioban (konstitutivan) foszforilalt vad tipusd csatornara hasonlit) alacsony
alapaktivitdssal rendelkezett, és ugyancsak alig volt aktivalhatd —ami jol egybevégott
az eredeti munkahipotézisiunkkel. A TRESK csatorna szabalyozéasanak legfontosabb
eleme tehat egy reverzibilis foszforilacié/defoszforilacio melyek kdzil az utobbi
jelenti a meglehetésen gyorsan kialakulo aktivaciot, ezzel szemben a foszforilacios
Iépés igen lassu és egyeldre nem ismerjik, hogy melyik kinaz az, amelyik felelés érte
a sejtben. A lassu inaktivacié viszont felveti azt a lehetéséget, hogy ingerlékeny
sejtekben —melyek a TRESK-et expresszaljak- a tartdsan magas kalium konduktancia
miatt hosszan tartdé csokkent ingerlékenyseg, kalcium jeltsl fuggé LTD (long term
depression) alakuljon ki (J. Biol. Chem. 2004;279(18):18550-8.).

A 2P tipust kalium csatorndk szivargo csatornak, tehat nyitvatartasukat a
membranpotencial nem, vagy csak kismértékben befolyéasolja. Makroszkdpos aramaik
elkilonitése emiatt csak farmakologia modszerekkel (ill. néhany csatorna esetében
szabalyozasuk alapjan lehetséges). Korabbi kisérleteinkben a TASK csatornak kozotti
megkilonboztetésre a ruténium vorost alkalmaztuk sikeresen. A TRESK aram egyéb
2P csatorndk &ramaitol valé elkilonitésére kerestiink megfelel6 gatloszereket, melyek
kozul a higany és a cink alkalmasnak bizonyult erre a célra. Mivel nativ szovetekben
tobbféle 2P csatorna is expresszalddhat ugyanabban a sejtben e farmakoldgiai eszkoz
segitséget nyujthat a csatorna azonositasahoz (Mol Pharmacol. 2006; 69(3):1024-32).
Tovabbi kisérleteink kapcsan egy tovabbi fontos farmakol6giai felismerést is tettlink:
a benzokain eltéré6 mértékben gatolta az alap TRESK aramot (kb. 10%), ill. az aktivalt



csatorna aramat (kb. 50%). Ez a felismerés lehet6vé tette, hogy a muténs csatornak
esetében nyugalmi korilmények kozott kapott aram nagysdgat a csatorna
expresszidjdnak mertékétol fuggetlendl tudjuk értékelni (J Biol Chem. 2006;
281(21):14677-82).

A TRESK calcineurin &ltali szabalyozasanak egy tovabbi elemét is sikerdilt
tisztazni. E felismereéshez az vezetett, hogy a calcineurin és (klinikai szempontbdl)
legfontosabbnak tekintheté szubsztratja, az NFAT (nuclear factor of activated T cells)
kozott -kristalyszerkezet meghatarozassal is igazolt- interakcié jon létre. Ez a
kapcsolat fliggetlen a katalitikus domén/szubsztrat poziciotol, és az NFAT-n egy
rovid peptid motivum hatdrozza meg, mely hasonlit, a VIVIT arteficialis
peptidszekvenciahoz. Amennyiben ezt a kdtodést (farmakoldgiai) modon gatoljak, a
calcineurin nem aktivalja az NFAT-t, annak ellenére, hogy mas szubsztratokat
tovabbra is képes defoszforilalni. Az NFAT T sejt aktivacioban betdltott alapveto
szerepe miatt e kapcsolat farmakoldgiai gatlasa az immunszuppressziv terapia egy Uj
lehetoségét kinalja. E kérdéskorhdz kapcsolodik, hogy a TRESK intracellularis hurok
szakaszan felismertiink az NFAT calcineurin koté helyéhez hasonlé szekvenciat:
PQIVID. Kimutattuk, hogy a csatorna hurok szakasza koti a calcineurint, de annak
csak kalcium/kalmodulinnal aktivalt formajat. E kotédés szikséges a csatorna
aktivalasahoz, ugyanis a PQIVID szekvencidban mutaciokat hozva létre a csatorna
aktivalhatésaga megsziint, a vad tipusu csatorna aktivaciojat, pedig a kotéssel
kompetal6 u.n. VIVIT-peptid petesejtbe vald injektalasaval ki lehetett védeni (J Biol
Chem. 2006; 281(21):14677-82).

Eredményeink alapjan tehat a csatorna mikddésenek szabalyozasat a
kovetkezoképpen képzelhetjuk el: nyugalmi kortlmények kozott a csatorna
konstitutivan foszforilalt, kis aktivitasu allapotban van. Kalcium jel hatdsara a
calcineurint a kalcium/kalmodulin aktivalja ez egyrészt lehetové teszi a komplex
kotodését a TRESK hurok PQIVID szekvenciajahoz, méasrészt az aktivalt calcineurin
defoszforilalja —ezaltal aktivalja- a csatornat. A kalcium jel megsziinése utan a
csatorna aktivitasa igen lassan all vissza a nyugalmi szintre. El6zetes eredményeink
szerint ebben a feltehetéen foszforilacion alapulo ,,inaktivalodasban” tovabbi fehérje-
fehérje kolcsonhatasok is szerepet kapnak, a TRESK tehat minden valdszintiség
szerint egy 0sszetett szignalizacios komplex részét képezi.

Komoly er6feszitéseket tettlink a TRESK szabalyozas masik aganak az
inaktivalas mechanizmusanak tisztazasara: Kkisérleteink arra iranyultak, hogy
megtaléljuk azt a kinazt, ami a csatornat inaktivalja. A szabalyozasban szerepet jatszd
szerin aminosavak szomszedsdgaban lévé motivumok, valamint a csatorna
inaktivalasat befolyasold drogok tobb kindz lehetdségét is felvetették. Ezek kozil a
legvalosziniibbnek tiiné kindzokat megklonoztuk (egy résziiket konstitutivan aktiv
forméaban), koexpresszaltuk a csatornaval Xenopus petesejteben, és néztiik ennek
eredményét az aktivacio megsztinésére. Eddigi vizsgalatainkkal kizartuk a GSK3, a
casein kindz 2, a protein kindz A, a CaM kinaz Il szerepét, tovabbi kinazok vizsgalata
jelenleg is folyamatban van, a foszforilacio/inaktivacio sebeségét azonban legujabb
eredmeényeink szerint a fent emlitett egyebb fehérje interakciok jelentGsen
modosithatjak, igy a tovabblépéshez azok pontos analizise sziikseges.

A csatorna természetes el6fordulasanak kimutatasara nagy érzékenységii real
time RT-PCR mddszert allitottunk be. TRESK mRNS-t mar 1 db egér petesejtbdl is ki
tudunk mutatni. Ezzel nemcsak megerésitettiik kordbbi hagyomanyos PCR-ral kapott
eredményeinket (miszerint a TRESK Kkifejezédik egér petesejtekben), de kimutattuk
azt is, hogy a csatorna GAPDH-ra vonatkoztatott mennyisége petesejtekben
kiemelked6en magas a tobbi szdvethez viszonyitva. Ez egybevag azokkal az irodalmi



(adatbézis) adatokkal, miszerint a csatorna EST kldnjainak tdbbsége petesejtbol
szarmazik. Tobbféle ellenanyag eléallitasaval probalkoztunk a TRESK fehérje szinti
Kimutatasara, ezek a nativ szdvetben expresszaldédé fehérje kimutatasara egyelére nem
bizonyultak alkalmasnak.

A human genom screen-elésével kapott masik olyan talalatunk, mely a kalium
csatornakra jellemzé ,.signature szekvenciat” tartalmazta, az in silico 6sszeallitas
alapjan a feszultségfiiggdé kalium csatornakra jellemzé szerkezetet mutatta. PCR-rel
sokszorositottuk egy szakaszat és ezt hasznaltuk in situ hibridizacidhoz. Eredményiink
szerint a csatorna szinte kizardlag a szemben, a fotoreceptor sejtekben expresszalodik.

& ST N Al Gjszilstt  egér
f : N ey it parasagitalis metszeten in situ
N | R hibridizacié antiszenz Kv8.2
bay AR % probe-bal

Egér retina in situ
hibridizacidja antiszenz (B), ill.
szenz (C) Kv8.2 probe-bal
(ONL: Kkuls6 nuklearis réteg,
INL: belsé nukleéris réteg).

Megklonoztuk a csatorndt (Kv8.2), mely azonban 6nmagaban Kkifejezve
Xenopus oocytakban nem eredményezett aramot. Tekintettel arra, hogy a
fesziltségfliggé kalium csatorna alegységek kozil tobb is heteromerként mikodik,
koexpresszaltuk a szemben ugyancsak kifejez6dé Kv2.1-gyel. Ekvimolaris expresszio
esetén a Kv8.2 teljesen meggatolta a Kv2.1 miikddését is. Ha azonban a Kv8.2
aranyat lecsokkentettik (ami feltehetéleg azt jelenti, hogy a tetramerben csak egy
Kv8.2 van) egy Uj tulajdonsagokkal rendelkezé aram jelent meg. Az aktivacios,
inaktivacios ill. deaktivacios paraméterek alapjan kiderult, hogy ezen a heteromer
csatornan keresztul u.n. window aram folyhat.

A fotoreceptor sejtek fény hatasara hiperpolarizalodnak (ez a fényerzékelés
alapja). Régéta ismert volt, hogy a fényfelvillanasra adott hiperpolarizaciot
amplifikalja egy lkx-nek nevezett kdlium aram, aminek a hattere azonban ismeretlen
volt. Modellkisérletben, Xenopus oocytédkban expresszalt csatornakkal kimutattuk,
hogy egy gyors hiperpolarizalé impulzus amplitudéja Kv2.1/Kv8.2 jelenléteben
tranziesen fokozodik, tehat hasonld jelenség tapasztalhatd, mint a fotoreceoptorokban.
Ilyen jelenség nem volt észlelheté sem Kv2.1-et 6nmagaban expresszald, sem mas



(2P tipusu csatornat kifejez6) oocytakon. A Kv8.2 fotoreceptorokban betdltétt fontos
fiziologids szerepet mutatja, hogy mutacidi egy specialis retinadegeneraciohoz
vezetnek. Kldnozott csatornankon létrehoztuk az egyik betegséget okoz6 mutaciot, és
kimutattuk, hogy ez a mutans Kv8.2 nem tudta Kv2.1-gyel egyutt a hiperpolarizald
talldvést létrehozni a petesejt modellben. Eredményeink tehat egyértelmiien igazoljak
a retinaban a Kv8.2 szerepét (J. Neurophysiol. 2007; 98(3):1213-22).

Korabbi —OTKA Aéltal tdamogatott— munkank az ugyancsak 2P K* csatornak
koze tartozé TASK-1 és TASK-3 csatornak szabalyozdsanak kérdeseire iranyult. E
csatornakrol kordbban kimutattuk és kozoltuk, hogy receptor-mediélt szabalyozéasuk a
foszfolipdz C aktivalas eredménye, de fiiggetlen az IP3 képzédestsl, ill. az
intracellularis Ca®* szint megvaltozasatdl. Valésziniisitettilk, hogy a csatorna
miikodését a plazmamembran PIP, szint csokkenése befolyasolja. A jelen OTKA
periodusban igazoltuk ezt az elképzelést; PIP, tartalmi liposzoméak beépiilése a
plazmamembran intracellularis oldalara aktivalta a TASK csatornakat, mig PIP,
ellenanyag gatlo hatasu volt (J Physiol. 2005; 564(Pt 1):117-29).

Vizsgalatot folytattunk a célbdl, hogy vajon 2P tipust kalium csatornak
jatszhatnak-e szerepet granulocitak baktérium 6lésében. Egy 2004-es Nature-ben
megjelent koézlemény szerint ugyanis a granulocitak baktériumdélésében alapveté
fontossdgu a kalciummal aktivalt BK csatorna. Sajat eredményeink azonban céfoltak
ezt az elképzelést, mivel sem BK csatornara jellemzé elektrofiziologiajua aram nem
volt detektalhatd, sem a BK specifikus gatlészere nem akadalyozta meg a
baktériumok elpusztitasat (J. Gen. Physiol. 2006; 127(6):659-72). Felmerilt azonban,
hogy a 2P Kkalium csatorndk valamelyike expresszalédna granulocitdkban.
Hagyomanyos RT-PCR-ral kimutattuk, hogy e csatorndk kozil a TALK-2
expresszidja a legnagyobb, sét a granulocytdk differencialédasa soran valtozik. A
TALK expresszios szintjét real time PCR-ral kvantitativan meghatarozva és
GAPDH-expressziéhoz viszonyitva azonban kider(lt, hogy hogy még e 2P csatona
expresszidjanak mértéke sem kozeliti meg a fiziologiasan érdemleges mértéket.



