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Zardjelentés

I. A retiniban expresszalodo Kv8.2 alegység klonozasa és a Kv2.1/Kv8.2 heteromer
csatorna funkcionalis jellemzése.

A palyazati periddusban az elsé eredményeket a Kv8.2 (KCNV?2) fesziiltségfiiggd K
csatorna alegységgel értiik el. Sajat fejlesztésti szamitogép programom a TRESK héttér K
csatorna mellett ugyanis, melléktermékként, egy uj fesziiltségfiiggd K csatornat is
azonositott, melynek klonozasat nem sokkal késdbb egy belga munkacsoport irta le elsdként
Kv11.1 néven. A késobb Kv8.2-re atkeresztelt csatornat idokdzben mi is megklonoztuk, és
¢lettani funkcidjat vizsgéalni kezdtiik. Ezt a kisérletsorozatot eredetileg nem szerepeltettem
OTKA palyazatom célkittizései kozott, mert a beldle sziiletett eredményeket (Id. alabb a
részletes leirast) kezdetben tobb folydiratban probdlkozva sem sikeriilt elfogadtatnunk. A
jelen palyazati periddus elején azonban megjelent egy kozlemény (1), mely munkank
megitélését alapvetden megvaltoztatta (Id. aldbb), és néhany tovabbi kiegészitd kisérlet
elvégzését kovetden eredményeinket a Journal of Neurophysiology folyodirat kozlésre
elfogadta (2).

Megallapitottuk, hogy a Kv8.2 nagy mennyiségben fejezddik ki a szemben, a retinaban,
a fotoreceptor sejtekben. A Kv8.2 Xenopus laevis (afrikai karmosbéka) petesejtekben
kifejezve nem adott K™ aramot. Ha viszont egy masik K" csatorna alegységgel (a retindban
szintén megtalalhaté) Kv2.1-gyel koexpresszaltuk, akkor olyan K aram jelent meg, melynek
tulajdonsagai 1ényegesen eltértek a Kv2.1 aramatél. Pl. a nyitési kiiszob értéke -40 mV-nal
negativabb értékre tolodott, illetve Un. “window current” jelent meg. Ez alapjan arra
gondoltunk, hogy olyan fesziiltségfiiggd K csatorna heterotetramerek jottek létre, melyekben
a Kv2.1 és Kv8.2 egyarant szerepel. Ez a heteromerizdci6 megmagyarazta, hogy a Kv2.1
miért expresszalodik a fotoreceptor sejtekben. (A Kv2.1 homotetramer nyitasi kiiszobe (kb. -
20 mV) ugyanis magasabb, mint a fotoreceptor sejtek fiziologids (kb. -80-t6l -30 mV-ig
terjedd) membranpotencial-tartomanya, tehat a tisztan Kv2.1 alegységekbdl felépiild
csatorndk sose nyitndnak.) Raadasul a Kv2.1/Kv8.2 heteromer csatorna elektrofizioldgiai
tulajdonsagai arra utaltak, hogy ez a csatorna szerepet jatszik a régebben IKx néven leirt (3)
K" 4ram kialakitasdban, mely alapveté a fotoreceptor sejt fényfelvillanasra adott dinamikus
valaszaban. Ezeket az eredményeinket éveken at nem tudtuk k&zolni, mivel mindenhol az
aram kozvetlen kimutatasat kérték, amit az emlds fotoreceptor sejtek igen kis mérete és egyéb
technikai okok miatt nem tudtunk kivitelezni.

Azonban ez a helyzet 2006 végén megvaltozott, mikor Wu és mtsai. leirtdk (1), hogy a
Kv8.2 funkcidvesztd muticidoi emberben retinadegeneraciot és szupernormalis palcika
elektroretinogramot okoznak. Ezutan a Kv8.2 4ltalunk hangoztatott jelentdsége a retindban
vitathatatlanna valt, rdadasul eredményeink utaltak a betegség elektrofiziologiai hatterére.
Vizsgélatainkat egy betegséget okozo mutans Kv8.2 csatorna elektrofiziologiai analizisével
kiegészitve (Kv2.1-gyel heteromerizalodik, de nem ad normal heteromerre jellemzé K'



aramot, in. dominans negativ) végiil a Journal of Neurophysiology folyoiratban kozoltiik (2).
A késObbiekben, magyar kollaboracidé keretében, hozzafértiink két olyan beteg DNS
mintaihoz, akiknek szupernormalis pélcika elektroretinogramuk volt. Mindkét betegnél a
Kv8.2 alegység genetikai hibajat detektaltuk (nem ko6zolt eredmény). Ez arra utal, hogy a
szupernormalis elektroretinogram hatterében valdsziniileg gyakran all a Kv8.2 alegység
genetikai eltérése.

II. A TRESK csatorna foszforilacios szabalyozasaért két Kiilonbozo csatorna régio és
legalabb két kiilonbozoé kinaz felelés. A 14-3-3 adapter fehérje a két gatlo utvonalat
jelent6és mértékben, eltéré mechanizmussal szabalyozza.

A palyazati idoszakban a legjelentésebb eredményeinket a TRESK (Twik-Related
Spinal cord K™ channel) hattér kalium csatorna szabalyozasanak vizsgalata teriiletén értiik el
(4,5). A TRESK két porusdoménnal rendelkezo, hattér K csatornat egy sajat fejlesztésii
komputer programmal azonositottam a huméan genom szekvenciajaban, majd ennek alapjén a
2001 ¢és 2003 kozotti periodusban megklonoztuk a humén és az egér TRESK-et (6), a
csatornat elsdként leird japan gyogyszergyari munkacsoporttol fliggetleniil (7). Hamar
felfigyeltiink a TRESK csatorna kiilonleges szabalyozasara, €s ennek elemzése tette lehetdve,
hogy kezdeti eredményeinket a japan munkacsoporthoz hasonléan a Journal of Biological
Chemistry folyoiratban kozoljiik (6). Ebben a munkaban igazoltuk, hogy a TRESK csatorna
kalcium-mobilizald receptorok ingerlésére vagy egyéb moddon létrehozott kalcium
koncentracié emelkedés hatasara tobbszordsére aktivalodik Xenopus laevis petesejt heterolog
expresszios rendszerben. Ez a szabalyozas egyedien jellemz6 a TRESK csatornara, a masik
14 hattér K* csatorna ilyen modon nem regulalodik. Megmutattuk azt is, hogy a csatornat a
kalcium/kalmodulin-dependens protein foszfatdz, calcineurin aktivalja (6). Tovabb dolgozva
a teriileten azt a meglepd felfedezést tettiik, hogy a TRESK csatorna tartalmaz egy
NFAT(Nuclear Factor of Activated T cells)-szerli calcineurin k&td motivumot, melyhez a
calcineurin kalcium-fiiggéen kozvetleniil kihorgonyzédik (8). Ilyen koté motivumot
tudtunkkal eddig egyetlen mds ioncsatorndban sem taldltak. Egy peptideket 0sszehasonlitd
vizsgalatban Li és mtsai. megmutattdk (9), hogy a TRESK calcineurin-k6t6 motivuma a
legnagyobb affinitdsi a ma ismert hasonldé motivumot tartalmazo6 fehérjék koziil (beleértve
magat az NFAT-t is). Ezek az eredmények egyértelmiivé tették a calcineurin szerepét a
TRESK szabalyozasaban, és egyben ezek képezték azt az alapot, melybdl a most jelentett
palyazati periddusban kiindulhattunk.

Ahogy azt a palyazat 3. és 4. célkitlizésében ismertettem, alapkoncepcionk az volt, hogy
amennyiben a TRESK-et a calcineurin defoszforildlja, és igy aktivalja, akkor 1éteznie kell egy
kin4dznak, amely a csatornat foszforilalja és ezaltal ra géatlo hatast fejt ki (Id. 1. 4bra). Els6
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tiik, hogy a K 4ram visszatérése a nyugalmi allapotba (innentdl “visszaallds”), igen nagy
szorast mutat sejtenként, s6t az egyéb altalunk régebben vizsgalt biologiai paraméterekhez
képest petesejt preparatumonként is. Ez a nagy szoérds rendkivil megnehezitette a
koexpresszalt kindzok hatdsanak megitélését. Szerencsés modon ekkoriban vettem észre,
hogy a csatorna intracelluldris hurok régidja tartalmaz két feltételezett kotShelyet a 14-3-3
adapter fehérje szamara, ¢és ennek kapcsan felmeriilt a kérdés, vajon tényleg kotodik-e ez a
fehérje, illetve ha igen, akkor mi lehet a funkcionalis jelentdsége.

In vitro, biokémiai kisérletekben egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a két feltételezett
kotdhely koziil az egyik (az RSNSCP motivum) tényleg koti a 14-3-3 adapter fehérjét,
amennyiben a motivumban taldlhatd masodik (TRESK-ben 264-es) szerint el6z0leg protein
kindz A-val megfoszforilaltattuk (4). Ezért megvizsgaltuk, hogy a 14-3-3 kotddése a TRESK-
hez hogyan befolydsolja a csatorna mukodését. Ha a 14-3-3 fehérjét koexpresszaltuk a
TRESK csatornaval, akkor az ionomycinnel kivaltott ingerlést kovetden a “visszadllas”
lelassult. Ha viszont domindns negativ 14-3-3 koexpresszidjaval az endogén 14-3-3
funkcigjat gatoltuk, akkor a “visszaallas™ gyorsult (4). Hasonlé eredményt kaptunk a 14-3-3
kotohelyét telito, és ezaltal 14-3-3-at szintén gatld, pS-Raf259 foszfopeptid mikroinjektalasat
kovetden is (4). Ezek az eredmények mutattak, hogy a 14-3-3 befolyéasolja a “visszaallast”,
vagyis azt a paramétert, melyet mi eredendden a keresett kinaznak tulajdonitottunk. Mivel
elé6z6leg alanin-pasztazd mutagenezissel meghataroztuk, hogy a calcineurin (és igy a kinaz)
valoszinli célpontja a 276-0s szerin (6), feltételeztiik, hogy a 14-3-3 kotédése az RSNSCP
motivumhoz akadalyozza ennek az aminosavnak a foszforilacigjat (4).

Kovetkezo kisérleteink azonban arra utaltak, hogy a szabalyozas ennél osszetettebb. Az
els6 anomaliat a fenti elképzeléstdl akkor észleltiik, mikor megvizsgaltuk az S264A mutans
TRESK csatorna calcineurin-fiiggd szabalyozasanak kinetikajat. Ebben a mutansban a 14-3-3
kotéséhez sziikséges foszforilacido nem johet 1étre, ezért az adapter fehérje nem tud a mutans
szekvenciahoz kotddni, ahogy azt in vitro kisérletesen is kimutattuk (4). A fenti elképzelés
szerint ilyenkor a 14-3-3 nem akadalyozhatja a 276-os szerin foszforilacidjat, vagyis a
“visszaallas” sebességének fokozodnia kellene. Ezzel éles ellentétben azonban a valdsdgban
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egybehangz6 azzal, hogy nem csak a 276-os szerin szabalyozza a csatorna aktivitast. Az
S264A ¢és S264E mutansok azonos moédon regulalodtak (a vad tipushoz képest csokkent
mértékben). Az S264E/S276E dupla mutans csatorna viszont nem mutatott kalcium-fiiggd
szabalyozast. Mindezek az eredmények arra utaltak, hogy két régi6 (a 264-es szerin, illetve a
276-0s szerin, esetleg egylitt az azt megelézé/kovetd 274-es és 279-es szerinekkel)
foszforilacidja egyarant jelentds a kalcineurin-fiiggd szabalyozéasban (2. abra).

Ugy tiinik, a két régiét, melynek foszforilacidja gatolja a TRESK csatorna aktivitasat,
kiilonbozo kinazok foszforilaljak. Kimutattuk, hogy a protein kindz A in vitro (4) és Xenopus
petesejtekben (5) mint endogén enzim (cAMP mikroinjektalas hatasara) foszforildlja a 264-es
szerint. A 276-0s (és 274-es, illetve 279-es) szerin(eke)t a protein kindz A in vitro nem
foszforilalta. Ha azonban egér agybol gélfiltralt (ATP-mentesitett) citoszolt készitettiink,
akkor az foszforilalta az S276 régiot (5), mutatva, hogy létezik olyan (a protein kindz A-t6l
eltérd) kinaz, melynek ez a régid szubsztratja (1d. kindz 2 a 2. dbrén).

Az S264E ¢és S276E mutansok analizisével lehetdség nyilt a 14-3-3 két kiilonbozo gatlo
utvonalra kifejtett hatadsanak célzott vizsgalatdra. Az S264E mutans esetében ugyanis a 264-
es szerin nem foszforilalodhat, és igy az S276 régiod szabalyozasa elkiilonitve vizsgalhato.
Illetve forditva, az S276E mutansban a masik szabalyozo régiot tettiik mikodésképtelenné,
ezért ennél a mutansndl a 264-es szerin szabalyozd szerepe nyilvanul meg. Eldzetes
varakozésainkkal ellentétben, a 14-3-3 erdteljesen befolyasolta az S264E (és S264A) mutans
kalctum-fiiggd szabalyozasat, annak ellenére, hogy a 14-3-3 ezekhez a mutans csatorndkhoz
nem kotddhet. Az adapter fehérje jelenlétében a “visszadllas” lasstnak bizonyult, mig
hianyaban felgyorsult (5). Ez igy magyarazhato, hogy a 14-3-3 a csatorndhoz ko&tédésétol
fiiggetlentil, (kdzvetlen vagy kozvetett modon) gatolja a S276 régiot foszforilald kinazt (I1d. a
?-lel jelolt Gtvonalat a 2. abran). Ez a vad tipust csatorna mérésével fel nem ismerhetd
mechanizmus felelds a kiindulasndl tapasztalt anomalidért, vagyis hogy az S264A mutans
“visszaallasa” (az endogén 14-3-3 jelenlétében) lasst. Az S276E mutéans vizsgalatanal pedig
azt kaptuk eredményiil, hogy a 14-3-3 kozvetlen kétddése a 264-es pozicioban foszforilalt
csatorndhoz hozzajarul a csatorna gatolt allapotanak kialakitasahoz (5).

A palyazati periddusban végzett kisérleteink alapvetden megvaltoztattdk a TRESK
szabalyozasardl kialakitott elképzeléseinket (vO. 1. és 2. dbra). Most, hogy megértettiik, hogy
két gatlo foszforilacids ttvonal konvergdl a TRESK csatorndn, nagyon érdekes lenne tudni,
milyen informaciét tovabbitanak ezek az utvonalak a hatso gyoki (illetve trigeminus)
ganglion érzé neuronjaiban, ahol a csatorna nagy mennyiségben kifejezédik. A hattér K*
aram gatldsa a pseudounipolaris érz6 neuronokban varhatéan fokozza az ingerlékenységet,
ezaltal pedig hozzdjarul a kdzponti idegrendszer érz6 bemenetének szabalyozasdhoz. Ennek
az érz6 bemenetnek része a fajdalomérzés, €s ezért tobben felvetették a TRESK lehetséges
szerepét a fajdalom szabalyozasdban, illetve egyes fajdalom szindrémakban (10-13).

Mivel a kinazok jelentds hanyadarol kiterjedt ismeretanyag all rendelkezésre, varhato,
hogy a TRESK-et gatlo kindzok pontos azonositdsa eldsegiti annak a megértését is, hogy in
vivo milyen tényezOk szabalyozzék a TRESK csatornat. Visszatekintve, amig nem tudtuk,
hogy nem egy, hanem kétféle kindzt kell keresniink, és hogy a 14-3-3 kiilonb6z6 modon
moduldlja a két gatldé mechanizmust, nem sok esélyiink Ilehetett a gatld kindzok
megtalaldsara. Tovabblépésként in vitro kindz assay-t allitottunk be a 264-es és 276-o0s
szerinek foszforilacidjanak vizsgalatara. Ezek alkalmazéasaval megkezdtiik a kinaz aktivitasok
oszlopkromatografids tisztitasat, mely folyamat végén a fehérjék tomegspektrometrias
azonositasat tervezziik. Elokisérleteink elsé varatlan eredménye, hogy ugy tlnik, egér agy
citoszolban a legjelentdsebb S264-et foszforilalo kindz aktivitasért (kindz 1 a 2. dbran) nem a
protein kinaz A felelds (nem kozolt eredmény).



II1. Osszefoglalé tanulmany a hattér K csatornak témakorében.

Laborvezeténk, Prof. Enyedi Péter igen megtiszteld felkérést kapott egy hattér K
csatornakrol szolo  Osszefoglald tanulmany megirdsara a teriilet legjelentsebb
osszefoglalokat kozl6 folyoiratatol, a Physiological Reviews-tol (IF(2009): 37.726). Az
elmult honapokban egyiitt készitettiik el az atfogd tanulmanyt, mely a két porusdoménnal
rendelkezd K™ csatornak szabalyozasanak sajatossagait és a csatorndk élettani jelent6ségét
targyalja. A kétszerzés kozlemény a palyazati periddusban megjelent (14). A kézleményben
az OTKA palyazatom szamat feltiintettiik.

IV. A palyazat célkitiizéseinek megfelel6 tovabbi részeredmények.

A palyazat keretében tovabb kivantuk vizsgalni a hattér K csatornék szerepét ragesalo
aldoszteron termeld glomeruloza sejtben, illetve kivancsiak voltunk arra, hogy emberben a
glomeruldza sejt hattér K™ aramaért elsésorban mely csatornak feleldsek (1. és 2. célkitiizés).
Korabban els6ként mutattuk ki ugyanis (15,16), hogy patkdnyban a TASK-1 és TASK-3
csatornak dontéen meghatarozzak a glomeruldza sejt K konduktanciajat és alapvetdk a sejt
aldoszteron termelése szempontjabol, pl. az angiotenzin Il-re adott valasz kialakitdsdban. A
palyazati periodusban két fliggetlen kozlemény is megjelent mas laboratériumokbol rangos
folyodiratokban (17,18), melyek génhidnyos egerek alkalmazéasaval vizsgaltdk a TASK
csatornak jelentdségét a glomeruldéza sejtben. Ezek egyarant megerdsitették a korabbi
eredményeinket, a TASK-1 és TASK-3 donté szerepét a glomeruléza sejt K draméanak
kialakitdsaban, ¢s emellett azt talaltak, hogy a TASK-1 (vagy TASK-1 és TASK-3) hianya
primer hiperaldoszteronizmust okoz. Habdr tovabbra is maradtak nyitott kérdések, ezt
kovetden a TASK csatornak funkcionalis jelentdsége a ragesalo glomeruldza sejt aldoszteron
termelésében altaldnosan elfogadottd valt.

Sajat real-time PCR eredményeink azt mutattdk (nem kozolt eredmény), hogy human
glomerul6za sejtben, illetve a H295R humén glomeruldza sejtvonalban a két pérusdoménnal
rendelkezd hattér K csatornak koziil elsésorban a TASK-1 és a TREK-1 mRNS fejezddik ki
nagy mennyiségben. Ez az eredmény eltér a Brenner és mtsai. altal kozelmultban kozolt
indirekt kovetkeztetésektdl (19), melyek szerint a TREK-1 mellett dontéen a TASK-3 lenne
felelés a H295R sejtek hattér K aramaért. Teljes sejt patch clamp méréseink soran a H295R
sejtek K™ drama nem volt érzékeny ruténium vrdsre (nem kozolt eredmény), mely a TASK-3
csatornak hatékony gatloszere. Mindezek arra utalnak, hogy a TASK-3 szerepe kizarhato és
az aramot tobbségében TASK-1 és TREK-1 alkotja. Ennek a gondolatkdrnek a teljessé
tételéhez fontos lenne meghatdrozni a TASK-1 és TREK-1 aramok aranyat az emberi
glomeruloza sejtben. A TASK-1 és a TREK-1 elektrofiziologiai elkiilonitésénél azonban
nehézségekbe litkoztiink. A humén TREK-1 (eltérden pl. az egér csatornatol) kifejezetten
érzékeny az extracellularis pH-ra, és ezért egyszerlien a pH-érzékenység mérésével nem
konnyen kiilonithetd el téle az erésen pH-érzékeny TASK-1. Néhany, az irodalomban erre a
célra alkalmazott farmakoldgiai agens (pl. verapamil, doxapram, curcumin) szintén nem
bizonyult kiilondsebben szelektivnek, és igy alkalmasnak a kétféle aram elkiilonitésére. A
human TASK-1 és TREK-1 aram részaranyanak meghatarozasahoz megfeleléen szelektiv
gatloszerekre lenne sziikség.

A palyazat célkitiizéseinek megfogalmazasakor azt reméltiik (5. célkitiizés), hogy a
TRESK uj interakcids partnerének meghatdrozasa megmagyarazza majd azt, hogy a csatorna
aktivalodasa miért nem detektdlhaté ionomycin hatdsara, ha a csatornat COS vagy HEK
emlds sejt expresszids rendszerben fejezziik ki. A palyazati periddusban azonositottunk is egy
ujabb kozvetlen interakciés partnert, a 14-3-3-at (4), azonban ennck a fehérjének a
koexpresszidja a csatorndval nem eredményezte a reguldcid megjelenését az emlds



rendszerekben (nem kozolt eredmény). Lehetséges, hogy a TRESK kiilonboz6 expresszios
rendszerekben mutatott eltérd viselkedéséért még tovabbi (egyelére nem azonositott)
fehérjepartnerek feleldsek, de latva a csatorna palyazati periodusban megismert meglehetdsen
Osszetett szabalyozasat, az is felmeriil, hogy a csatorna foszforilacios allapota tér el
lényegesen az emlds sejtekben (hianyzo, vagy rendkiviil erds kinaz aktivitds az egyes gatld
utvonalakon) a Xenopus rendszerre jellemz6tél. Mig a potencidlis tovabbi partnerfehérjét és a
kindzokat nem azonositottuk, tdmpont nélkiil maradunk ennek az érdekes kérdésnek a
megvalaszolasaban.

Tobbféle TRESK mRNS-t feltételezetten vagy bizonyitottan kifejezé szovetbdl izolalt
sejten (placenta, here, egér oocyta, kisagyi Purkinje neuron) is megkiséreltem a teljes sejt
TRESK aram elkiilonitését (a palyazat 6. célkitlizésének megfelelden, cink és higany ionok
felhasznalasaval, (20)). Ezek a prébalkozasok azonban nem jartak eredménnyel, talan
els6sorban a csatorna aranylag alacsony expresszids szintje miatt a vizsgalt sejttipusokban.
Késobb, a palyazati évek soran konszenzus alakult ki az irodalomban arrol, hogy a TRESK
csatorna bdségesen a hatsd gyoki ganglion érzé neuronjaiban fejezddik ki (10,21-23). Sajat
real-time PCR eredményeink egybehangzoak ezzel az elképzeléssel. A TRESK
nagysagrendileg nagyobb mennyiségben talalhaté a hats6 gyoki ganglionokbol tisztitott
mRNS-ben (a GAPDH enzimhez vagy p-actinhoz képest), mint az altalunk korabban vizsgalt
szovetekben (nem kozolt eredmény). Mindezek ellenére, mind a mai napig, senki nem kozolt
nativ sejten, egyértelmtien igazolt, teljes sejt felallaisban mért TRESK aramot.
Hasonloképpen, a palyéazati periddus zarasaig mi sem tudtuk a TRESK aramat elkiiloniteni
érz0 neuronban (vagy az ennek megfeleld F11 sejtvonalban (5)), mivel ezek a sejtek igen
sokféle K™ aramot (és ezen beliil szamos hattér K" csatornat) kifejeznek. Az utobbi iddben az
a lehetdség is felvetddott, hogy a TRESK csatorna nem a mindenki altal mért neuron
sejttestben, hanem (a szokésos izoldldsi eljarasndl eltdvolitott) nytlvanyokban miikodik.
Ennek a hipotézisnek a tesztelése jelentés metodikai ujitasokat igényel majd a jovoben.
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