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Osszefoglalé

A mellékvesekéreg  glomeruléza  sejt  erésen  negativ  nyugalmi
membranpotenciallal rendelkezik és membranjanak fesziiltségvaltozasai meghatarozoak
a sejt aldoszteron termelése szempontjabol. Mindezidaig azonban e nyugalmi potencial
kialakitasaért felelés hattér K= csatornikat nem azonositottak molekularis szinten.
Munkénk soran arra kerestiink vélaszt, hogy a kozelmultban megismert két
porusdoménnal rendelkezo K" csatornak és ezen beliil a TASK (TWIK-related acid-
sensitive K channel) hogyan jarul hozz a glomeruldza sejt hattér K permeabilitisanak
kialakitasahoz.

Molekularis biolégiai vizsgalataink szerint a TASK-1 nagy mennyiségben
expresszalodik glomeruloza sejtekben. A glomeruloza szovetbdl tisztitott mRNS-t
afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) petesejtekbe injektalva azokban hattér K aram
fejez6dott ki. Ennek tulajdonsagai tobb szempontbol megegyeztek a tiszta TASK-1
araméval. A klasszikus K csatorna gatloszerek, a tetraetil-ammonium (3 mM) ¢€s 4-
aminopiridin (3 mM) nem gatoltak egyik aramot sem. A lidokain (1 mM) enhye gatlést
okozott. A két aram Ba™" és Cs” fesziiltségfiiggd gatlasanak koncentracio-, fesziiltség-
és id6fiiggése jOl egyezett. A glomeruloza mRNS-sel injektalt petesejtekben a K 4ram
kifejez0dését a TASK antiszenz oligonukleotid kivédte, de a szenz nem. A két aram pH
érzékenysége viszont lényegesen eltért. Ez alapjdn az erésen savanyitds érzékeny
TASK-1 maximum 25-30 %-at adhatja a kevésbé pH érzékeny glomerul6za dramnak,
azonban a fennmarad6 glomeruléza hattér K~ aram is nagyon hasonlo a TASK-1
aramhoz.

Az angiotenzin Il AT, receptoran keresztiil gatolja a glomeruloza hattér K"
aramot ¢és a Xenopus petesejtben kifejezett TASK-1 csatorndt egyarant. Ez arra utal,
hogy a TASK-1 részt vesz a peptid depolarizald ¢és ezen keresztiil hormontermelés
fokozo hatasaban. Petesejtben a TASK-1 csatornat a Ca*"-mobilizalo lizofoszfatidsav és
az M; muszkarinos acetilkolin receptoron keresztiil a carbachol is gatolja. A gatlast
foszfolipaz C aktivacio hozza létre. Mivel a foszfolipaz C termékei nem gatoljak a
TASK-1 aramot, valdszinlileg a membran polifoszfoinozitid szintje szabélyozza a

TASK-1 csatorna aktivitasat.



Summary

Adrenal glomerulosa cells have markedly negative resting membrane potential,
and the alteration of this potential is a determining factor of aldosterone production.
However, the background K channels responsible for the resting membrane potential
have not yet been identified. Therefore, in the present study we investigated the role of
the recently described two-pore-domain (2P) K channel, TASK (TWIK-related acid-
sensitive K channel) in the generation of glomerulosa background K permeability.

Our molecular biological experiments demonstrate that TASK-1 is highly
expressed in glomerulosa cells. Injection of mRNA purified from glomerulosa tissue
resulted in the expression of background K" current in Xenopus laevis oocytes. In many
respect the properties of this current were identical to the pure TASK-1 current. The
classic K channel blockers, tetracthylammonium (3 mM) and 4-aminopyridine (3 mM)
did not inhibit either current. Lidocaine (I mM) caused a slight inhibition.
Concentration- and time-dependence of the voltage-dependent inhibition of both
currents by Ba®" and Cs" were identical. The TASK antisense oligonucletide prevented
the expression of K current in oocytes injected with glomerulosa mRNA, but the sense
did not. On the other hand, the pH sensitivity of the currents was significantly different.
Thus the strongly acidification sensitive TASK-1 may contribute to the less pH
sensitive glomerulosa current only by 25-30 %, however, the remaining part of the
glomerulosa current is very similar to TASK-1.

Angiotensin II, through its AT, receptor, inhibited the glomerulosa background
K" current and also the TASK-1 channel expressed in Xenopus oocytes. This suggests
that TASK-1 is involved in the depolarizing and hormone secretory effect of the
peptide. In the oocytes TASK-1 was inhibited also by the Ca®"-mobilizing
lysophosphatidic acid and stimulation of M; muscarinic receptors. The inhibition was
related to phospholipase C activation. Since the products of phospholipase C did not
have inhibitory effect, presumably the activity of TASK-1 is controled by the membrane
polyphosphoinositide levels.



Bevezetés

A sejtmembran nagy nyugalmi K" vezetOképessége ¢s az ezért felelos hattér
(csurgd, leak) K= 4ram mintegy fél évszazada ismert, az ioncsatorna fogalommal
egyidés. Edekes modon azonban a kozelmultig nem sikeriilt megtalalni e fontos és a
természetben oly 4ltaldnosan elterjedt membrantulajdonsagnak a molekularis hatterét.
Az attorés a kilencvenes évek masodik felében kovetkezett be, amikor az elsé emlos két
porusdoménnel rendelkezé (2P) K’ csatornat megklonoztik. Azéta a 2P csatornak
csaladdja robbandsszeriien boviil, az ismert gének szama mar meghaladta az egyéb (egy
porusdoménnal rendelkezé) K csatorndkét. A 2P csatorndk mesterséges kifejezése
kiilonféle sejttipusokban hattér K" aramot eredményez. Ezen aramok vizsgélata tette
lehetdvé, hogy szamos elektrofiziologiaval meghatdrozott, de molekularis szinten
korabban nem definialt hattér K aramhoz 2P K csatornékat lehetett rendelni.

A 2P csatornak arama, a hattér K aram, membran depolarizacié hatdsara
pillanatszertien ndvekszik a fesziiltség altal meghatarozott értékre, €s az adott fenntartott
fesziiltség mellett tovabbi valtozadst mar nem mutat. Az aktivacios €és inaktivacios
kinetika hianyan kiviil a hattér K aram masik meghatarozé sajatossaga, hogy a csatorna
ellentétes, egyenld nagysagu hajtoerd esetén a sejtbe, illetve a sejtbdl hasonlé nagysagu
dramot vezet. Ezek a csurgd csatorna tulajdonsagok (melyek a hattér K csatornakat a
tobbi K csatornatol elkiilonitik) nem jelentik azonban azt, hogy a 2P csatornak csupan
passziv K" szelektiv porusok lennének a sejtmembranban. Egy adott fesziiltségen
ugyanis az aram amplitdddjat meglepden sokféle egyéb, a fesziiltségtdl fiiggetlen, az
¢lettani mukodés szempontjabol lényeges tényezd befolydsolja. Ezek a tényezdk
lehetnek egyszert fizikai vagy kémiai természetiiek (példaul mechanikai hatas vagy pH
valtozas), de tobb 2P csatornat ennél Osszetettebb intracellularis jelatviteli utak is
szabalyoznak.

A 2P csatorna gének szdma, a 2P csaladban megfigyelheté, a K csatorna
csaladok kozott egyediilalld aminosav szekvencia heterogenitds és a szabdlyozas
lenyligdz6 sokfélesége a 2P csatornak szervezetben betoltott jelentds, bar ma még nem
minden részletében felderitett szerepére utalnak. A 2P csatornakon keresztiil tartdsan

kifelé aramlé K a sejt belsejét negativabba teszi, és ez a negativabb membranpotencial



kozvetlen vagy kozvetett modon hajtderdként szolgal a sejt 1étfontossdgu transzport
folyamataihoz. Ezen tilmenden a sejt membranjanak fesziiltségvaltozasait hirkozlési
eszkozként hasznalja, mind az egy sejten beliili, mind a sejtek kozotti
informacidatadasban, és a membranpotencialt minden értékén hatékonyan befolyasold
2P csatornak alakitjak ezt az informécidatadast.

Vizsgalatunk targydul a mellékvese glomeruléza sejt hattér K™ 4aramait
valasztottuk. A glomerul6za sejt nyugalmi membranpotencialja erdsen negativ, melyért
dontéen a membran nagy K vezetSképessége felelés. A nagy nyugalmi K'
permeabilitast kialakitd csatorndk azonban nem voltak ismertek. A rendelkezésre 4llo
elektrofiziologiai és farmakologiai adatok arra utaltak, hogy ezeket a csatorndkat nem a
klasszikus K" csatorna csaladokban kell keresniink és aramuk hattér K aram jelleget
mutat. Ezért a 2P csatorndk esélyes jeloltek voltak a glomeruloza hattér K" 4ram
kialakitasara.

A glomerul6za sejt a fiziologias tartoméanyban érzékeli az extracellularis K
koncentraciot. Mar 0.5-1 mM koncentracid emelkedés fokozott aldoszteron termelést
okoz. Az angiotenzin II, a glomeruldza sejt masik f0 fiziologias ingere, hormontermelés
fokozo hatasat részben depolarizacion keresztiil, a hattér K' permeabilitas gatlasaval
fejti ki. Mindezek ismeretében ugy éreztiik, hogy a glomeruloza hattér K" csatornak
azonositasa €s szabalyozasuk kutatasa kozelebb vezet a glomeruldza sejtek molekularis

¢lettandnak megértéséhez.



Irodalmi hattér

A K csatorndk szerepe a nyugalmi potencidl kialakitdsaban

Az eukariotdk ma ismert K csatorndinak donté tobbsége szerkezetileg harom
nagy csoportba oszthato. A legrégebben ismert fesziiltségfiiggd és a Ca’"-aktivalt K
csatornak porusképzo alegységei hat transzmembran szegmenssel (TMS) ¢és egy (az 5.
¢s 6. TMS kozott elhelyezkedd) porusképzdé doménnal (P) rendelkeznek. A 6TMS/1P
csatornak porusképzd alegységei tetramert hoznak létre, ami megfelel annak, hogy
minden ismert K csatorna ionszelektivitasi filterét négy, az extracelluléris tér iranyabol
a porusba nyuld porusképzé domén alkotja. A 6TMS/1P csatorndk a sejtek ingerelt
allapotaban aktivalodnak, hiszen a fesziiltségfiiggé K’ csatorndkat a depolarizacio, a
Ca*"-aktivalt K* csatorndkat pedig az intracellularis Ca** koncentracié emelkedése
nyitja. Ezért az ezeken a csatornakon keresztiil kiaramlé K" hiperpolarizalo hatisa a
sejtek nyugalmi allapotba vald visszatérését segiti eld, az igen negativ nyugalmi
membranpotencial fenntartdsdban a 6TMS/1P csatornak tipusosan nem szerepelnek.

Erésen negativ membranpotencidlon is tartésan aktivak viszont a befelé
rektifikalo K csatornak. A befelé rektifikalo K csatornak csaladjara két TMS, és a
kozottik elhelyezkedd porusdomén jellemzé (2TMS/1P). Alegységenként ezek is egy
porusdomént tartalmaznak, tehat a befelé rektifikalo K" csatorna porusképzo alegységek
is tetramerek forméjaban miikddnek. A befelé rektifikalo csatorndk egyeniranyitanak,
kifelé iranyulé dramukat a beliilr6l a porusukba ékelddé Mg®* és poliaminok gatoljak.
Ezért fizioldgias ionkoncentraciok (és kelld csatornasiiriség) esetén e csatorndk a
membranpotencidlt erésen negativ nyugalmi értékén stabilizaljak (a K’ egyensulyi
potencialnal csak kissé pozitivabb membranpotencialon rajtuk kifelé folyd aram miatt).
A sejt aktivalt allapotdban azonban, er0sebben depolarizalt membran esetén (mikor a
pozitiv toltésti Mg a csatorndk tobbségét eltomeszeli) nem befolyasoljak 1ényegileg a
membranpotencialt.

Szamos erdsen negativ membranpotenciali sejtnek azonban nincsenek befelé
rektifikalé K~ csatornai, benniik a nyugalmi K permeabilitast a két porusdoménnal
rendelkez6 (2P) hattér K" csatornak alakitjak ki (Id. a (36) és (23) Osszefoglalokat). A

2P csatorna porusképzo alegységekben 4 TMS talalhatd, az els6 P domén az 1. és 2.



TMS, a mésodik a 3. és 4. TMS kozott helyezkedik el (4TMS/2P, 1. abra, A). Eszerint
varhato, és kisérleti eredmények is igazoljak, hogy a 2P csatorndk dimerként miikodnek
(37;40). A 2P csatornak minden fesziiltségen aktivak, depolarizdcidé esetén a nagy
hajtoerének megfelelden nagy K~ aram folyik rajtuk, igy nemcsak a negativ nyugalmi

potencidl fenntartdsaban vesznek részt, hanem erdteljesen repolarizalnak is.

— TASK-1
TASK-3
TASK-5
— THIK-1
= THIK-2
TWIK-1
TWIK-2
KCNK7
— TREK-1
= TREK-2

TRAAK

C Fe — TALK-1
2 K*],.e RT -[K%]. —————— TALK-2

Ix=p Fl;”f‘ LY — Ly TASK-2
e " -1

1. 4bra A 2P K" csatornik topolégidja (A), filogenetikai faja (B) és a K' szelektiv porus
miikodését leir6 GHK (Goldmann-Hodgkin-Katz) aramegyenlet (C)

(A) M1-M4: transzmembran régiok; P1 és P2: K' csatorna porusdomének egy alegységben.
(B) A nagyobb szekvencia hasonldsagot mutato alegységek a fa kozelebbi again talalhatok. (C)
Ix: K™ aram; p: K' permeabilitds; & membranpotencial; F: Faraday-allando; R: altalanos
gazallando; T: abszolut hoémérséklet (Az eredeti egyenlet a jelenleg érvényes
megallapodasoknak megfelelden atalakitva.)

A két porusdoménnal rendelkezé (2P) K= csatorndk elektrofiziolégiai tulajdonsdgaik és

szabalyozasuk tekintetében sokfélék

A 2P csaladhoz tartozast a jellegzetes (4TMS/2P) szerkezet definialja. A csalad
tagjai (1. abra, B) aminosav szekvencia szerint nagyon eltérdek lehetnek, ezért célszer
a kozelebbi rokonokat alosztalyokba osztani, melyekben a csatorna tulajdonsagok is
hasonlobbak. Az els6 emlds 2P csatornat szamitogépes kereséssel talaltdk meg

nukleotid-szekvencia adatbankban (mivel hasonlitott méar ismert 1P K csatornakhoz),



majd az innen nyert informéciot felhasznalva klonoztak meg a TWIK-1 (Tandem of
pore domains in a Weakly Inwardly rectifying K" channel, KCNKI) csatornat (35). A
leginkdbb ehhez hasonlitd azoéta klonozott csatorndkat a TWIK alosztalyba soroljuk,
ilyenek a TWIK-2 (KCNK6 (12)), illetve az expresszalva miikodésképtelen KCNK7
(65) és KCNKS8 (4) porusképzd alegységek. A TWIK csatorndkat az intracellularis pH
csokkenése gatolja, a protein kinaz C altali foszforilacio serkenti.

A TREK (TWIK RElated K~ channel) alosztaly tagjai, a TREK-1 (KCNK2,
(20)), TREK-2 (KCNKI10, (2;38)) és TRAAK (TWIK-Related Arachidonic Acid-
stimulated K’ channel, KCNK4 (21)) mechanoszenzitiv K" csatornak. A
membranfesziilésen kiviill a TREK csatornakat serkenti az arachidonsav és egyéb
telitetlen zsirsavak, illetve a lizofoszfolipidek (2;21;46;47). Az intracellularis pH
szabdlyozza a TREK csatorndkat is, azonban a TWIK-kel ellentétesen, a savanyitas
aktival (38;47). A TREK-1 az egyéb K csatornaknal joval meredekebb aktivaciot mutat
a homérséklet emelésére. Ez a tulajdonsdg a periféridas érz6 neuronokban és a
hipotalamusz hdszabalyozo kozpontjaban kaphat élettani szerepet (45). A TREK
aramokat szignaltranszdukciés folyamatok is szabalyozzak. A TREK-1 csatornat a
protein kindz A foszforilaci6 gatolja. Ennek a szabdlyozasnak fontos szerepe van
példaul az Aplysia tengeri csiga egyszeriibb tanuldsi folyamataiért felelés idegsejt-
halozataiban, ahol az S-tipusu hattér K" ramot, melyet TREK csatorna hoz 1étre (53), a
facilitalo interneuronok szerotonin neurotranszmittere cAMP szint emelésen keresztiil
gatolja (7;31). A TREK-2 csatornat a cAMP szintet emeld, illetve csokkentd Gy, illetve
G; fehérjéken kiviil a Gq heterotrimer G fehérje aktivalodasa is szabalyozza, géatolja
(38).

A 2P csatornak egy része erdsen érzékeny az extracellularis pH-ra. Az ide
tartozo csatornakat két tovabbi csoportra lehet osztani aminosav-szekvencia hasonldsag
szerint. A TALK (TWIK-related ALkaline pH activated K’ channel) alosztalyba
tartoznak a TALK-1 (KCNK16 (22)), TALK-2 (22) (més néven TASK-4, KCNK17
(15)) és TASK-2 (KCNKS5 (62)) csatornak. A hasonlo elnevezések ellenére kiilon
csoportba, a TASK (TWIK-related Acid-Sensitive K’ channel) alosztalyba, tartozik a
TASK-1 (régebbi nevén TASK, KCNK3 (16;34)), illetve a kdzelmultban, munkankkal
parhuzamosan megklonozott TASK-3 (KCNKO9, (30;61)) ¢s TASK-5 (KCNK15 (29), 2.

abra). A TASK-3 csatorna extracellularis savanyitasra bekovetkezd gatlasat a 98-as
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TMS-1

TASK-1 MKRONVRTLALIVCTETYLLVGAAVFDALESEPELIERQRLELRQQELRA 50
TASK-3 MKRONVRTLSLIVCTETYLLVGAAVEDALESDHEMREEEKLKAEEIRIKG 50
TASK-5 MRRPSVRAAGLVLCTLCYLLVGAAVFDALESEAESGRORLLVOKRGALRR 50
MR VR L CT YLLVGAAVFDALES E L
P1
TASK-1 RYNLSQGGYEELERVVLRLKPHKAGVQWRFAGSFYFAITVITTIGYGHAA 100
TASK-3 KYNISSEDYRQLELVILQSEPHRAGVOWKFAGSFYFAITVITTIGYGHAA 100
TASK-5 KFGFSAEDYRELERLALQAEPHRAGROWKFPGSFYFAITVITTIGYGHAA 100
S Y LE L PHAG QW F GSFYFAITVITTIGYGHAA
_ TMS-2
TASK-1 PSTDGGKVFCMFYALLGIPLTLVMFQSLGERINTLVRYLLHRAKKGLGMR 150
TASK-3 PGTDAGKAFCMFYAVLGIPLTLVMFQSLGERMNTFVRYLLKRIKKCCGMR 150
TASK-5 PGTDSGKVFCMFYALLGIPLTLVTFQSLGERLNAVVRRLLLAAKCCLGLR 150
P TD GK FCMFYA LGIPLTLV FQSLGER N VR LL K G R
TMS-3 P2
TASK-1 RADVSMANMVLIGFFSCISTLCIGAAAFSHYEHWTFFQAYYYCFITLTTI 200
TASK-3 NTDVSMENMVTVGFFSCMGTLCIGAAAFSQCEEWSFFHAYYYCFITLTTI 200
TASK-5 WTCVSTENLVVAGLLACAATLALGAVAFSHFEGWTFFHAYYYCFITLTTI 200
VS NV G C TL GA AFS E W FF AYYYCFITLTTI
TMS-4
TASK-1 GFGDYVALQKDQALQTQPQYVAFSFVYILTGLTVIGAFLNLVVLREMTNA 250
TASK-3 GFGDYVALQTKGALQKKPLYVAFSFMYILVGLTVIGAFLNLVVLRFLTMN 250
TASK-5 GFGDFVALQSGEALQRKLPYVAFSFLYILLGLTVIGAFLNLVVLRFLVAS 250
GFGD VALQ  ALQ YVAFSF YIL GLTVIGAFLNLVVLRF
TASK-1 EDEKRDAEHRALLTRNGQAGGGGGGGSAHTTDTASSTAAAGGGGFRNVYY 300
TASK-3 SEDERRDAEERASLAGNRNS--—--- MVIHIPEEPRPSRPR-—-—=--— YK 287
TASK-5 ADWPERAAR————————————————————— PPSPRPPGAP————————- 269
TASK-1 AEVLHFQSMCSCLWYKSREKLQYSIPMIIPRDLSTSDTCVEQSHSSPGGG 350
TASK-3 ADVPDLOSVCSCTCYRSQD---YGGRSVAPONSFSAKLAPHYFHSISYKI 334
TASK-5 =—-—--—-- ESRGLWLPRRP-——-—————— ARSVGSASVFCHVHKLERCAR 301
TASK-1 GRYSDTPSRRCLCSGAPRSAISSVSTGLHSLSTFRGLMKRRSSV 394
TASK-3 EEISPSTLKNSLFP----SPISSISPGLHSFTDHQRLMKRRKSV 374
TASK-5 DNLGFSPPS—————-————————- SPGVVRGGOAPRPGARWKST 330
S G R S

2. abra A TASK-1, TASK-3 és TASK-5 2P K’ csatornak aminosav szekvencidinak
osszehasonlitasa
A szekvenciak Osszehasonlitasat a ClustalW program segitségével végeztiik. A hosszl vizszintes
vonalak alatt a konszenzus szekvenciat tiintettiik fel, mely a mindhdrom csatornaban konzervalt
aminosavakat mutatja. Az aminosavak szinkddolasa a kdvetkez6: kék: savanyu, fekete: bazikus,
z061d: semleges, piros: hidrofob. TMS1-4: transzmembran régiok, P1-2: pérusdomének.
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pozicidban elhelyezkedd hisztidin protonalodasa valtja ki (61). Ez a hisztidin konzervalt
a TASK-1 és TASK-5 csatorndkban (de nem a tavoli rokon, szintén pH érzékeny
TASK-2 és TASK-4-ben). Szemben a TASK-1 és TASK-3 csatornakkal a TASK-5
kifejezése nem eredményez K' 4ramot heterolog expresszios rendszerben, COS
sejtekben (29).

A 2P K csatornak tobbségének miikodését a parolgd folyadék anesztetikumok
befolyasoljak (51). A TREK-1 és TREK-2 aramot a kloroform, az éter, a halotan és az
izoflurdn egyarant jelentdsen aktivalja a klinikailag hatdsos koncentracioban (38;52). A
TASK-1 csatorna mikodését a halotan és az izofluran serkenti, a kloroform nem hat réa,
az éter pedig gatolja (52;68). Vannak olyan 2P csatornak is, melyeket a halotan gatol
(pl. TWIK-2 (54), TALK-2 (15)). Errdl a tulajdonsagardl kapta nevét a THIK (Tandem
pore domain Halothane Inhibited K’ channel) alosztaly, melybe az arachidonsavval
aktivalhato THIK-1 (KCNKI13) ¢és a THIK-2 (KCNK12) tartozik (60). A THIK-2 bar
kijut a plazmamembranba, ott nem képez miikdd K" csatornat, még a THIK-1 alegység

koexpresszidja esetén sem (60).

Csatorna | EC pH6.4 | ICpHY | AA (10 uM) | Protein kindz | Halotan Egyéb
PK A V (csak o
- 950 2 450
TASK-1 | ¥ (95%) | ¥ () v (-45 %) patkiny) N bupivakain
TASK-3 | \V (-74 %) - ¥ (-59 %) - ?
TASK-5 nem expr.
THIK-1 - - N (+90 %) ? 8%
THIK-2 nem expr.
TWIK-1 ? 8% ? PKC M ?
TWIK-2 - 8% N (+76 %) PKCM 8% inaktivalodik
KCNK7 nem expr.
M PK AV mechanoszenzitiv
TREK-1 - (+430%) PK C\ T | homerseklet AN
™M mechanoszenzitiv
- ?
TREK-2 ' (+840%) PK AV ™| mGIuRI (Gy) v
™ .
TRAAK - - (+630%) - - mechanoszenzitiv
TASK-2 | v (-95 %) 8% - ? N
TALK-1 | \ (-50 %) - - - %
TALK-2 - - - - 8% =TASK-4

1. tablazat A 2P K" csatornak szabalyozasa
A tablazat fejlécében \: csokkenés, egyébként \:gatlas, A: serkentés, -: nem befolyasol, ?: nem
ismert vagy ellentmondé adatok. Az alkalmazott roviditések: EC pH6.4: az extracellularis pH 7.4-r6l
6.4-re valtoztatasa; IC: intracellularis; AA: arachidonsav; PK A: protein kinaz A; PK C: protein kinaz
C; nem expr.: nem expresszalodik; mGluR1: metabotrop glutamat receptor 1; G4 G4 heterotrimer G
fehérje
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A fenti példakbol lathatd, hogy a 2P csatornak szabalyozéasa és farmakologiai
tulajdonsagai valtozatosak. A 2P K csatornak a 4TMS/2P szerkezeten kiviil azonban
mutatnak még kozos vonasokat. Az egyes 2P K' csatornaknal a fesziiltség beallitas
soran (voltage clamp) egy adott membranpotencial értékhez egy adott K" 4ram nagysag
tartozik, mivel a 2P K" aramok egy adott fesziiltségen (kontroll koriilmények kozott)
idében nem valtoznak, aktivacios, illetve inaktivacios kinetikdt nem mutatnak. (Ez aldl
a szabaly aldl kivétel a TWIK-2, mely inaktivalodo K" aramot hoz létre (54), illetve a
nemrégiben kozolt megdobbentd TREK-1 foszforilacios szabalyozas (5), mely soran a
TREK-1 atalakul hattér K csatornabol fesziiltségfliggsve.)

Egyes 2P csatorndkra (pl. TASK-1 (16) és TRAAK (44)) még ennél is
altalanosabb torvény érvényes. Az altaluk létrehozott K" permeabilitas a fesziiltségtol
fiiggetlen, konstans értéket mutat, ezért a K aramuk pontosan megfelel az 50-es
¢vekben Goldman, Hodgkin és Katz altal megjosolt és pontosan kiszdmitott, allando
permeabilitast K" szelektiv porusénak (1. abra, C). Az ezen K" csatornakra jellemzd
makroszkopos fesziiltség-aram 0Gsszefliggés, a membran két oldalan egyenld [K']
esetén, egy origbon atmend egyenes, €s fiziologias korliilmények kozott a nagyobb kifelé
iranyulé dram csupan a membran két oldalan talalhaté egyenl6tlen [K'] megoszlas miatt

jelentkezik.

rrrrr

a hattér K permeabilitds felelSs

A glomeruldza sejtek rendkiviili érzékenysége az extracellularis K koncentracid
valtozasaira, a sejt erésen negativ membranpotencialja ¢és a fiziologias ingerek hatasara
bekdvetkez6 membranpotencidl valtozasok szamos kutatot sarkalltak a sejt K"
csatornainak  tanulmanyozasdra. A glomeruléoza  sejtmembran  elektromos
tulajdonsagainak elsé részletes vizsgalatdit Quinn €s munkatarsai végezték (58;59).
Eredményeik szerint nyugalmi koriilmények kozott a glomeruldza sejt membranja 50-
100-szor permeabilisabb K -ra, mint Na'-ra, és a membranpotencial jol kozelithetd az

alland6 hattér K™ permeabilitassal szamolé Goldmann, Hodgkin, Katz (GHK) konstans
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tér egyenlettel negativ fesziiltségeken, mig depolarizdci6 hatasara tovabbi
fesziiltseégfliggd K" aramok aktivalodnak.

A fesziiltségfiiggd aramok koziil a nem inaktivalodo, késodi rektifikalo (delayed
rectifier) K" 4ramot kimutattak patkany, szarvasmarha és huméan glomeruldza sejtben
egyarant (8;56). Szavasmarha és human sejtekben jelen volt tovabba egy gyorsan
inaktivalodo, A-tipusiként azonositott, fesziiltségfiiggé K aram komponens is (8;56).
A fesziiltségfiiggd csatorndkon kiviil a glomeruléza sejt repolarizacidjaban a nagy
vezetbképességli (BK, maxi) Ca’’-aktivalt K" csatorna is részt vesz, mely a Ca®-jel
hatasara és depolarizaciéra aktivalodik (55). A nagy vezetdképességli, charybdotoxin
érzékeny Ca” -aktivalt K" csatornat egyedi csatorna szinten (single channel) is
kimutattak (41;72).

A részletesen vizsgalt feszilltségfiiggd és Ca’'-aktivalt K' aramok jelenléte
azonban nem magyardzza meg a sejtek erésen negativ nyugalmi potencialjat (kb. -80
mV, (41;59)). Egy tanulméany egyedi csatorna (single channel) szinten befel¢é rektifikalo
K" csatorndkat mutatott ki glomeruloza sejtekben (72), azonban a jellegzetes Ba®'-
érzékeny, befelé rektifikalo makroszkopos K™ aramot a kiterjedt vizsgélatok ellenére
sem kozoltek e sejttipusban.

Lotshaw a makroszkopos, negativ membranpotencidlokon mérheté K aram
jellemz6k alapjan héttér, csurgd K’ csatornakat tett feleldssé a nagy nyugalmi K
permeabilitasért (41). A hattér K" aramot 1étrehozo csatornakat egyedi csatorna (single
channel) szinten is megmérte, kis amplitidoji és igen rovid atlagos nyitvatartasi ideji
(2 msec) csatorna megnyilasokat tapasztalt, mely érthetdvé teszi, hogy e csatorna
megnyildsok miért nem voltak kordbban szembe6tléek. Ezek a csatorndk fizioldgiashoz
kozeli ionkoncentracidknal, depolarizaciora kifelé is nagy aramot vezettek, eltérden a
befelé rektifikald csatorndktol. A sok egyedi csatorna aktivitasabol Gsszegzett aram,
fesziiltséglépés soran, pillanatszerien valtozott és az adott fesziiltségen allandd, nem
inaktivalodo aramot adott, mely jol megfelelt a teljes sejt felallasban mért tényleges
hattér K 4ram tulajdonsagainak. Az aramot a klasszikus K~ csatorna gatloszer, 4-
aminopiridin (5 mM) nem befolyasolta és a tetraetil-ammoénium is csak igen magas (30

mM) koncentracidban okozott enyhe (30 %) gatlast (41). Az erésen negativ
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membranpotencidlon mérhetd glomeruléza dram elektrofizioldgiai és farmakologiai

tulajdonsagai tehat a hattér K™ csatorndk meghatarozo szerepére utaltak.

A glomeruloza sejt fiziologids ingerei részben a sejt K dramainak szabdlyozdisan

keresztiil fejtik ki hatasukat

A glomeruloza sejtek legfontosabb fiziologids ingerei az angiotenzin II, a
megemelkedett plazma K" koncentracio és az adrenokortikotrop hormon, ACTH. Mig
az ACTH elsésorban a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szint emelésén keresztiil
hat, a masik két stimulus a citoplazma Ca”>" koncentraciot néveli. Az angiotenzin II
kotédése az AT, receptorhoz gyors foszfolipaz C aktivaciét eredményez, melyet
inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP;) képzOddés ¢és az intracellularis raktarakbol Ca*"
felszabadulas kovet. A belsé raktarakbol torténd Ca®' felszabadulds utan, ha az
angiotenzin II tovabbra is jelen van, a vélasz a fenntartott fazisba megy at, ilyenkor az
extracellularis térbél aramlik Ca®" a sejtbe. A Ca®” bearamlas részben a kiiiriilt belsd
raktar miatt aktivalodo kapacitativ Ca®" bearamlasi uton torténik (10;63), jelentds
hanyada viszont dihidropiridin érzékeny, ami a fesziltségfiiggd Ca®" csatornak
részvételére utal (14;64). Az angiotenzin II depolarizalja a glomeruléza sejtet (26;59),
clsésorban a sejt K' permeabilitisanak csokkentésén keresztiil (13;28:41). A
depolarizaciot a hattér K" 4ram gatlasa hozza létre (13;41), fenntartdsahoz azonban
hozzajarul a fesziiltségfiiggd (8), sét a Ca*'-aktivalt K~ aramok (55) gyengitése is. A
depolarizaci6 a fesziiltségfiiggd Ca’" csatornak aktivalodasahoz vezet és magyarazza az
angiotenzin Il hatasara 1étrejové Ca’’-jel és aldoszteron termelés részleges
érzékenységét a fesziiltségfiiggd Ca®” csatorna gatloszer dihidropiridinekre.

Mig az angiotenzin II ltal kivaltott Ca*-jelnek az intracellularis Ca**-raktar és
az extracellularis tér egyarant forrasa, a K" hatsara kifejlodot kizardlag a kiilsé térbol
bearamlo Ca®" alakitja ki (1;57). Az extracellularis [K'] novekedése a csaknem
kizarolag K'-ra ateresztd glomerul6za sejtmembranon az elméleti, Nernst egyenlettel
szdmithatd, lehetséges maximumhoz kozeli depolarizaciot okoz (13). Bar az élettani
koriilmények kozott megfigyelhetd egy-két mM-os [K'] emelkedés még egy teljesen

csak K'-ra atereszté membrant is mindossze néhany mV-tal depolarizal, a jelenleg
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altalanosan elfogadott elképzelés szerint, ez elég ahhoz, hogy a nyugalmi
membranpotencial kornyékén ‘finoman hangolt® fesziiltségfiiggé Ca®" csatornakon
keresztiil 1ényegesen nagyobb mennyiségli Ca’” aramoljon a sejtbe. Glomeruldza
sejtben alacsony fesziiltségkiiszobii, inaktivalodo (T) és erdsebb depolarizacidra
aktivalodo, nem vagy csak gyengén inaktivalodo (L) fesziiltségfiiggd Ca®” csatorndkat
mind elektrofiziologiailag (14;17;57;64;73), mind molekuldris bioldgiai modszerekkel
(24;66) azonositottak. E csatornak szerepe a Ca’'-jel kialakitdsaban és a szteroid

termelés fokozésaban széleskorben elfogadott.
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Célkitiuzeések

1.

A glomeruldza sejt nyugalmi membranpotencialon is aktiv K aramait 1étrehozo
ioncsatornak felderitése molekuldris bioldgiai moddszerekkel. Ezen beliill a két

porusdoménnal rendelkez6 (2P) csatorndk szerepének vizsgalata.

Olyan heterolog expresszids rendszer beallitasa, melyben a glomeruldza hattér K*
dram azonos koriilmények kozott hasonlithatd Ossze valamely egymagaban

kifejezett K* csatorna aramaval.

A molekuldris bioldgiai moddszerekkel glomeruloza sejtben kimutatott, nagy
mennyiségben kifejez6dd 2P K™ csatorna, a TASK-1 aramanak farmakologiai
Osszehasonlitdsa a glomeruléza (glomeruldza sejten, ill. heterolog expresszids

rendszerben mért) arammal.

Annak meghatarozasa, hogy a TASK csatorna milyen mértékben jarul hozzd a

glomeruldza hattér K dramhoz.

A TASK-1 szerepének vizsgilata a glomeruldza sejtre jellemzé hattér K= aram
receptor medialt szabalyozasdban. A 2P csatorndk jelentdségének meghatarozasa a
hattér K aram gétlasban, melyet a glomeruldza sejt egyik fo fiziologias ingere, az

angiotenzin II fejt ki.

Annak vizsgalata, hogy az angiotenzin II receptoron kiviil milyen egyéb receptorok

képesek TASK-1 gatlast [étrehozni.

A Ca*"-mobilizalé hormonreceptorok jelatviteli Gtjan a TASK-1 gatlasért felelds

1épés meghatarozasa.
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Modszerek

Szovetpreparalas, sejtizolalas

A szoveteket 250-300 g-os Wistar patkanyokbol nyertiik. A mellékvese
glomeruléza réteget a kiils6 rostos tokkal egyiitt tavolitottuk el (kapszularis szovet). A
fennmarado rész (dekapszuladlt mellékvese) a faszcikuléta, retikularis rétegeket és a
mellékveseveldt tartalmazta. A glomeruléza és faszcikulata/retikularis sejteket e
szovetekbdl izolaltuk kollagenadzos emésztéssel (19). A sejteket poli-lizinnel bevont (1
ng/em?) Petri csészékben tartottuk modositott Krebs-Ringer-bikarbonat-glukoz és
Medium 199 oldat antibiotikumokkal (100 U/ml penicillin és 100 pg/ml streptomycin)
kiegészitett 38:62 aranyu keverékében (K™ 3.6 mM, Ca*" 1.2 mM, Mg*" 0.5 mM), 37
°C-os inkubétorban, 5% CO, légkorben. Az egy sejtbdl végzett reverz transzkripcios
PCR kisérletekhez mikroszkoppal valasztottunk sejteket a megfeleld sejtkultirakbol.

Benzocainnal (0.03%) érzéstelenitett, feln6tt Xenopus laevis ndstényekbodl
petefészek lebenyeket tavolitottunk el. A lebenyeket enyhén hipozmotikus, nominélisan
Ca”"-mentes oldatban (NaCl 82.5 mM, KCIl 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, pH 7.5
(NaOH)) kollagenazzal (1.45 mg/ml, 148 U/mg, type I, Worthington Biochemical
Corp.) emésztettiik, lassan forgatott csdvekben 1.5-2 dra hosszan, 18 °C-on. A lebenyt
Osszetartd kotészovet és a petesejteket boritd follikularis réteg fellazulasa utan, a kb. 1-
1.2 mm atmérdji (V. és VL érési stadiumba tartozd) petesejtekrdl a follikularis réteget
manualisan tavolitottuk el. A petesejteket a tovabbiakban 18 °C-on billegtetve tartottuk
modositott Barth’s oldatban, mely a kovetkezd 6sszetételli volt (mM-ban) NaCl 88, KCI
1, NaHCO; 2.4, MgS0, 0.82, Ca(NOs), 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 petesejteket egy nappal a follikuldris réteg eltavolitasa utan injektaltuk
50 nl mRNS-sel vagy cRNS-sel egy kb. 30 pm atmérdji tivegkapillarison at, Nanoliter
Injector (World Precision Instruments) segitségével. Az antiszenz (TASKS5’a:
5" CACATTCTGCCGCTTCATCGTC 3’ (70 uM, 50 nl) és kontrol szenz (TASKS’s:
5" GGCATATGAAGCGGCAGAATGTGCG 3° (90 uM, 50 nl) oligonukleotidokkal
végzett kisérletekben a DNS-t egy ujabb injektdlas soran 2-3 ordval az RNS utin
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juttattuk a sejtbe. Az elektrofiziologiai méréseket 3-4 nappal az injektalas utan

végeztik.

mRNS tisztitas és in vitro cRNS szintezis

Kiilonb6z6 patkany szovetekbol guanidium-izotiocianat/savanyu
fenol/kloroform eljarassal teljes RNS-t tisztitottunk. A teljes RNS tilnyomo részét
alkotd riboszomalis RNS-t61 (rRNS) az mRNS-t oligo dT-celluléz affinitas-
kromatografiaval (Pharmacia vagy New England Biolabs) valasztottuk el. A csak az
mRNS-re jellemz06 poliA farok és az oszlopon taladlhatéd csak dezoxi-timidint tartalmazo
oligonukleotid erds kotddését, hibridizaciojat kovetdben a nem kotddott rRNS-t
lemostuk, majd a hdémérséklet emelésével és az ionerdsség csokkentésével a
en mért optikai denzitdsa alapjan hataroztuk meg.

A TASK-1 ioncsatornat, az ATla angiotenzin I, az M1 és M2 muszkarinos
acetilkolin és epidermalis ndvekedési faktor (EGF) receptorokat, illetve a foszfolipaz C
B2-t kodoldo cRNS-eket in vitro szintetizaltuk az Ambion mMESSAGE mMACHINE
kodolo régiot kovetd ponton linearizaltuk restrikcios enzim hasitassal, majd a templat
DNS-t proteindz K emésztéssel RNaz mentesitettiik. (A kodold régidkat tartalmazéd
plazmidokat a kovetkezd kiilfoldi kutatoktol kaptuk ajandékba: Dr. Michel Lazdunski,
Dr. Florian Lesage, Dr. Xin-Yun Huang, Dr. T.I. Bonner, Dr. K. E. Bernstein és Dr. Sue
Goo Rhee.) Felhasznalva a kodold régio eldtt elhelyezkedd6 T7 RNS polimeraz
promotert a kit segitségével kodold cRNS-t szintetizaltunk a templatrél, majd a templat
DNS-t DNaz I emésztéssel elbontottuk és a kész cRNS-t fenol/kloroform extrakcioval,

majd izopropanolos kicsapassal nyertiik tisztan.

Reverz transzkripcios PCR és a termék klonozasa

Taq DNS polimerazzal sokszorositottunk specifikus TASK termékeket tipikus
PCR koriilményeket alkalmazva (kezdeti denaturalas (94 °C 120 sec), majd 35 ciklus
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denaturalas (94°C: 30 sec), primer hibridizalas (50°C: 60 sec) és extenzid (72°C: 90
sec), melyet a végil még 5 perc extenzid kovetett). A templat eldéallitdsahoz
reakcionként 1 pg glomeruldéza teljes RNS-t irtunk at cDNS-s¢ MMLV reverz
transzkriptazzal, random hexamer oligonukleotidot hasznalva inditd6 primerként. A
TASK-1 ¢s TWIK parhuzamos sokszorositasdhoz a mindkét csatorna cDNS-hez
hibridizalod6 TASKl1s (5° SYTCTWCTTCGCCAKCACCG 3’; GCG (Genetics
Computer  Group)  nukleotid-kodrendszer  szerint  felirva) ¢és  TASKla
(5 CCSARGCCRATGGTGSTSAG 3’°) degeneralt primereket hasznaltuk. A teljes
TASK-1 kodolo régiot két darabban sokszorositottuk. Az elsé darabot a TASKS’s-
TASK1a, az ezzel atfed6 masodik részt a TASKI1s-TASK3’a primerkombinaciéval
allitottuk  el6 (ahol a  TASKS’s a  START, a TASK3a (&
GGTTCACACTGAGCTCCTGCGC 3’) pedig a STOP kodon teriiletének felelt meg).
A TASKI1s-TASKla termék (primerekbdl szarmazod) 5° végeit foszforilaltuk T4
polinukleotid kindzzal, majd az EcoRV restrikciés enzimmel linearizalt, borja
intesztinalis alkalikus foszfatazzal (CIP) defoszforilalt, tompa végekkel rendelkezd
pBluescript KS- (Stratagene) vektorba ligaltuk T4 DNS ligdzzal. A PCR termékeket,
illetve az abbol szarmazd klont a Sanger-féle didezoxinukleotid-lanctermindcios
modszer segitségével szekvenaltuk (Sequenase II kit, United States Biochemical
Corporation).

Az egy sejtbdl végzett PCR kisérleteknél (a megfeleld tenyészetbdl) kivalasztott
glomeruléza vagy faszcikulata/retikularis sejtet steril, letort végli, a patch clamp
kisérleteknél is hasznalt mikrokapillarisba szippantottuk, majd lefagyasztottuk. A reverz
transzkripcios reakcioba templatként a sejtet tartalmazo kapillaris véget tortiik bele. Két
egymast kdvetd PCR reakciot alkalmaztunk, oly modon, hogy a masodikban hasznalt
oligonukleotidok az elsOben keletkezett termék elsd primerektdl eltérd, belsod
szekvenciaihoz hibridizalédjanak (nested PCR). Ezaltal kiilondsen nagy sokszorositast
¢s magas specificitdst érhettink el. Az elsd reakcidban a TASKIs ¢és
5’ TCCTTCTGCAGCGCCACGTAG 3’, a masodikban az
5" ACGGACGGAGGCAAGGTGTTC3* ¢és TASKla primereket hasznaltuk.
Kontrollként a sejtkultira sejtmentes médiumaval, illetve reverz transzkripcio nélkiil

sejtekbol végeztiink RT-PCR kisérletet.
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Northern blot

A kiilonbozd szovetek teljes RNS-eibdl 10-10 pg-ot futtattunk denaturald,
formaldehides 1%-0s agar6z gélen. Az elektroforetikus szétvalasztast kovetden
diffaziés modszerrel Hybond nylon membranra vittiik at az RNS-t. Erds ultraibolya
fénnyel keresztkotottilk a membranhoz, eléhibridizaltuk szonikalt lazac sperma DNS-sel
az aspecifikus kotOhelyek telitésére, majd egy ¢éjszakan at 42 °C-on forgatva
hibridizaltuk valamely radioaktiv TASK-1 szondankkal. Kétféle szondat alkalmaztunk,
az egyik templatja a patkdny mellékvesébdl sokszorositott TASK1s-TASKla PCR
termék volt (360 bp), a masiké a human TASK-1 cDNS Pstl-Sacl darabja (212 bp),
mely utobbi a csatorna C-terminalisat kodolo teriiletnek felel meg. A [**P]dCTP-vel
jelolt szondédkat a DNS polimeraz I Klenow fragmentjével, random hexanukleotid
primerekkel irtuk 4t a templatokrol. A hibridizalast kdvetden a nem specifikusan k6t6do
szondat az ionerdsség csokkentésével, és a homérséklet emelésével tavolitottuk el a
membranrdl tobbszéri mosas soran. A membran radioaktivitdsat, a TASK-1 jeleket,
Phosphorimagerrel (GS-525, BioRad) képeztiik le kvantitativan. Végiil a membranrol
100 °C-on leolvasztottuk a TASK-1 szondat, és a fenti eljarashoz hasonlé modon egy
minden szovetben hozzavetdlegesen egyenlden expresszalodd enzimnek, a glicerin-
aldehid-3-foszfat dehidrogendznak (GAPDH) megfeleld szondét hibridizaltunk hozza;
ezaltal egy az RNS mennyiségére jellemzo belso standard értéket hatdroztunk meg. A
kiilonboz6é szovetekben a TASK-1 expresszid mértékét erre az értékre normalizalva

szamoltuk ki.

Elektrofiziologia

A glomeruloza patch clamp méréseket teljes sejt felallasban végeztiik. Az
extracellularis (EC) oldat Osszetétele a kovetkezd volt mM-ban: NaCl 137, KCI 3.6,
MgCl, 0.5, CaCl, 2, glucose 11, HEPES 10, PIPES 3.3 (pH 7.4 vagy 6.7 (NaOH). Az
emelt (30 mM) K" koncentracidju oldatban a megfeleld mennyiségii Na'-t K -mal
helyettesitettiik. Az intracellularis (IC) oldat mM-ban tartalmazott: KCIl 135, MgCl, 2,
CaCl, 0.05, EGTA 1 (a szamitott szabad Ca*" koncentracio 20 nM volt), Na-ATP 2,
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HEPES 10, pH 7.3 (KOH). A mérdpipettakat boroszilikat tivegbdl (GC120TF-10)
haztuk P-87 pipettahuzé késziilékkel (Sutter Instruments), majd a hegyiiket tovabbi
hokezeléssel simabba tettiik, igy az ellendllasuk (IC oldattal toltve) 4-6 MQ volt. A
membran és a pipettahegy kozott kialakitott 0sszetapadas (seal) ellenéllasa a sikeres
mérések kezdetén (cell-attached) kb. 10 GQ értéket adott. A fesziiltség clampet
Axopatch-1D (Axon Instruments) vagy RK-400 (Biological) erdsitdvel valdsitottuk
meg.

A Xenopus oocytak aramait két elektrodos fesziiltség clamp moddszerrel mértiik
(OC-725C erésitd, Warner Instruments). Az EC oldat 2 vagy 80 mM [K']-t tartalmazott
(a [K'] és [Na'] 6sszege allando volt: 97.4 mM, az egyéb 6sszetevék mM-ban CaCl,
1.8, HEPES 5 voltak, pH 7.5 vagy 6.7-re pufferelve (NaOH). A boroszilikat tivegbdl
huzott intracellularis mikroelektrédok 0.3-3 MQ ellenallast mutattak, mikor 3 M KCI-
dal toltottiik oket. Az elektrofiziologiai méréseinkbdl nyert adatokat Digidata 1200
analog-digitalis atalakiton keresztiil juttattuk személyi szamitogépre, melyen a pClamp
6.04 szoftwercsomag komponenseivel regisztraltuk és értékeltiik ki oket. A kisérleteket
szobahOmérsékleten végeztiikk, és az EC oldatot hidrosztatikai nyomadskiilonbséget

kihasznalo perfuzids rendszerrel cseréltiik a sejtjeink kortl.

Statisztika és szamitasok

Adataink szorasat az atlag hibaja formajaban (SEM) adtuk meg. A kiilonbségek
statisztikai kiértekelését torekedtiink a kisérleti modellnek leginkabb megfeleld teszttel
végezni a STATISTICA programcsomag segitségével. A kovetkezd tesztek keriiltek
alkalmazésra: a nem-paraméteres Mann-Whitney U teszt és Fischer exact teszt,
kétmintds t-proba, egyszempontos (one-way) ¢és kétszempontos (2-way, repeated-

measures) ANOVA. A kiilonbségeket p<0.05 esetben tekintettiik szignifikansnak.
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Eredmények

1. A TASK-1 K" csatorna mRNS nagy mennyiségben expresszalodik patkany

mellékvese glomeruléza sejtekben

A két poérusdoménnal rendelkez6 TWIK-1 és TASK-1 K" csatornak
kifejez0désének vizsgalatara degeneralt oligonukleotidokat terveztiink (TASKIls és
TASK1a), melyek a csatorna cDNS-ek erdsen konzervalt régioihoz hibridizalnak. A
primerekkel reverz transzkripcids polimerdz lancreakcioval (RT-PCR) terméket
sokszorositottunk glomeruléza teljes RNS-bol. A termék restrikcidos emésztése a
TASK-1 csatornéra specifikus Kpnl enzimmel azt mutatta, hogy a termék gyakorlatilag
teljes egészében TASK-1 eredetii. A terméket klonoztuk és megszekvenaltuk. Az igy
nyert bazissorrend megegyezett a patkany kisagybol klonozott TASK-1 (34)
szekvenciajaval. Kivancsiak voltunk, vajon a glomerul6za sejtben kifejez6dd TASK-1
teljes kodold régidja megegyezik-e a kisagybol klonozott TASK-1-ével, ezért a kodold
régidt két egymassal atfedd6 DNS darab formajaban sokszorositottuk és e termékek
szekvencigjat is meghataroztuk. A TASKS5’s-TASK1a és TASK1s-TASK3’a RT-PCR
termékek szekvencidja is megegyezett a kozolt patkany kodold régidéval.

Hogy képet kapjunk a TASK-1 expresszié mértékérdl a glomeruldza szovetben,
azt Northern blottal egyéb szovetek expresszios szintjéhez hasonlitottuk. Szondaként
négy esetben a klonozott TASKIs-TASKla PCR terméket hasznaltuk.
Ellenérzésképpen egy esetben a humén TASK-1 (16) egyedi C-terminalisanak
megfeleld szondat alkalmaztunk, mely ugyanazt az eredményt adta, mint a TASK1s-
TASK1a szondaval végzett kisérletek.

A TASK-1 mRNS koriilbeliil egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben volt
jelen a mellékvesében, mint a csatorna addig bé forrasanak tekintett kisagyban és
szivben (3. abra). A kiilonb6z6 vizsgalt szovetekben a GAPDH-ra normalizalt TASK-1
jelek a kovetkezonek adodtak, ha a glomeruldza szdvet jelét tekintjiik egységnyinek:
glomeruldza szdvet (1); dekapszulalt mellékvese (0.52+0.07); kisagy (0.08+0.03); sziv
pitvar (0.07£0.01); m4j és agy 0.05 alatt (n=5 Northern blot). A legintenzivebb TASK-1
jelet tehat a kapszularis (glomeruléza) szovetben kaptuk, azonban a mellékvesén beliil a

TASK-1 csatorna valamely egyéb szovetben is expresszalodik, mivel a
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faszcikulata/retikularis réteget és a mellékvese vel6t magaba foglald dekapszulalt
mellékvese is jelentds TASK-1 mRNS kifejezddést mutatott. Mig a TASK-1 expresszio
jol vizsgalhatoénak bizonyult, TWIK-1, TREK-1 és TRAAK csatorndkat nem tudtunk
kimutatni glomerul6za szovetben Northern blottal. Ennek megfelelden e csatornak
expresszids szintje igen alacsony lehet, csak a rendkiviil érzékeny RT-PCR eljarassal
sikeriilt glomerul6za RNS-bdl terméket sokszorositanunk TWIK-1 illetve TREK-I1

csatornakra specifikus oligonukleotid parokkal.
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3. abra A TASK-1 mRNS Kkifejezédése kiilonboz6 patkany szovetekben

(A) Reprezentativ Northern blot (10-10 ug RNS a kiilonb6z6 szovetekbol) a
TASK1s-TASK1a szondaval. (B) GAPDH szondat hasznaltunk ugyanazon a
bloton kontrollnak. A hattér levonasa utan a TASK-1 csikok beiitésszamat
elosztottuk a megfeleld6 GAPDH csik radioaktivitasaval (= hanyados). Az egyes
szovetek hanyadosat normalizaltuk a glomeruldza szovet hanyadosara.

A dekapszulalt mellékvese TASK-1 jeléért legalabb részben felelds lehet a
csatorna kifejezddése a szintén szteroid termeld faszcikulata és retikuldris sejtekben.
Ennek vizsgalatara, illetve a TASK-1 expresszio sejtszintii kimutatdsara glomeruloza
szovetben, egyedi sejtekbdl végeztink RT-PCR kisérleteket (4. abra). Ezzel az

eljarassal 29 glomeruldza sejtbol 28 mutatott TASK-1 expressziot, mig a vizsgalt 29
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faszcikulata/retikularis sejt koziil szignifikdnsan kevesebb (21 sejt) bizonyult TASK-1
pozitivnak. A sokszorositott PCR termékek tényleges mRNS expressziot igazoltak,
mivel a sejtkultura sejtmentes médiumaval végzett kontroll reakciok, illetve a
genomialis DNS sokszorozodasat kizard reverz transzkripcid nélkiil végzett kisérletek

nem adtak terméket.

M | I

908—

659—
521—

403— i L | e

M I I I O

908—

659— =
521—

403— -
28] — W - - . NI

4. abra TASK-1 mRNS kimutatis egyedi glomeruléza és
faszcikulata/retikularis sejtekbol

TASK-1 nested RT-PCR reakciot végeztiink: egyedi glomeruldza
sejtekbol (A), a glomeruldza sejtek tenyésztofolyadékabol (B), egyedi
glomeruldéza sejtekbdl reverz transzkripcid nélkil (C), egyedi
faszcikulata/retikularis sejtekb6l (D), egyedi faszcikulata/retikularis sejtek
tenyésztéfolyadékabol (E) és egyedi faszcikulata/retikularis sejtekbol
reverz transzkripcié nélkiil (F). A PCR termék josolt mérete 302 bazispar.
(Két fiiggetlen kisérlet koziil az egyiket mutatom be.)

25



2. Az afrikai karmosbéka petesejtek alkalmasak a glomeruldoza és a TASK-1

hattér K™ dAramok osszehasonlitiasara

Magyarorszagon tudomasunk szerint elséként alkalmaztuk az afrikai
karmosbéka (Xenopus laevis) petesejt heterolog expresszids rendszert. Az altalunk
hasznalt modszer tobb szempontbél is eldnydsnek bizonyult K’  Adramaink
tanulmanyozasaban. Lehetdvé tette, hogy egy adott szovetre jellemz6, még ismeretlen,
esetleg tobb komponensbdl all6 dramot (az adott esetben a glomeruléza szovetbdl
tisztitott mRNS injektalasaval kifejezett 4&ramot) azonos koriilmények kozott
hasonlithassunk Ossze egy ‘tiszta’, egymagaban, molekuldris biologiai mddszerekkel
kifejezett arammal (az adott esetben az in vitro szintetizalt TASK-1 cRNS injektalasaval
létrehozott &rammal).

A hatalmas, 1-1.2 mm atméréjii béka petesejtek méretilkhoz képest igen kis
amplitdddju endogén dramokkal rendelkeznek. Kiilondsen érvényes ez abban az erésen
negativ membranpotencial-tartomanyban (-100, -120 mV), melyet mi a hattér K*
aramok mérésére valasztottunk. A kicsiny endogén aramon tilmenden célszerli volt ez a
vélasztas azért is, mert az erdsen hiperpolarizalt fesziiltségen a befelé iranyulé K aram
nagysagat lényegében csak két tényezd hatirozza meg, az extracellularis (EC) K'
koncentracio (melyet szabadon beallithatunk) és a membran pillanatnyi K'
permeabilitasa (melyre kovetkeztetni szeretnénk). Kontroll (nem, vagy desztillalt vizzel
injektalt) petesejteknél az EC K koncentraciot 2-r6l 80 mM-ra emelve a befelé iranyuld
aram -100 mV-on mért amplitidojanak ndvekedése (tovabbiakban Ipgp,) csak kis
mértékill (50-100 nA) volt. (A tiz legnagyobb novekedést mutatd kontroll oocyta atlaga
11148 nA-nek adddott (a 35 mért koziil)). Ennél az értéknél a glomerul6za mRNS-sel
injektalt oocytdk tipusosan egy nagysagrenddel nagyobb aram novekedést mutattak, a
tiz legnagyobb expresszioju sejt atlaga 1882+120 nA volt (a 84 mért koziil.
Reprezentativ fesziiltség-aram Osszefliggésként 1d. 5. dbra, B). A TASK-1 cRNS-sel
injektalt oocytdkban az elérhetd Ipgy, értékek még nagyobbnak, tobb pA-esnek
bizonyultak. Mivel a Goldman-Hodgkin-Katz aram egyenlet szerint az altalunk mért
Ipgo2 érték (néhany szazalék eltéréstdl eltekintve) egyenesen ardnyos a petesejt
membran K permeabilitasaval, legjobban expresszald oocytdink K™ permeabilitasanak

csak kevesebb, mint 10 %-aért lehettek feleldsek a petesejt endogén K csatornai.

26



+20
100 420 120
120
1
nA
0 ——————] r
1_
0 250 500 ms
VA
B ]
2
e 50 e 20mV
o .2_

5. abra Egy olyan Xenopus petesejt aramai, melyet mellékvese
glomeruldza szovetbdl tisztitott mRNS-sel injektaltunk

(A) Magas 80 mM EC [K']-ban az dramokat 300 ms hosszil, -120
mV-tol  +20 mV-ig terjedé, 10 mV-onként noévekvd
fesziiltséglépésekkel valtottuk ki. (B) Az I.rns steady-state fesziiltség-
aram Osszefliggése (melyet a 300 ms hosszu fesziiltséglépések végén

mértiink) 2 mM (P>) és 80 mM () EC [K']-ban, majd ismét 2 mM
(X) EC [K']-ban a magas K" koncentracidé kimosasa utan. (Az 4bra
egy reprezentativ sejt aramait mutatja.)

A glomeruléza K™ aramok kifejezodése megmutatkozott a petesejtek nyugalmi
membranpotencialjanak alakuldsdban is. A glomerul6za mRNS expresszi6 hatasara az
oocytak nyugalmi potencialja negativabba valt a kontrollokénal (-80.9+1.6 mV volt a tiz
legnegativabb membranpotencial atlaga mRNS injektalt petesejtekben, mig -44.3+£1.7
mV a tiz legnegativabb membranpotencial értékkel bird kontroll oocytaban). Azokban a
glomeruléza aramot kifejezd petesejtekben, melyekben igen negativ (<-87 mV)

nyugalmi potencialt mértiink a szokasos 2 mM EC [K']-ban, az EC [K']-t 80 mM-ra
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emelve a membranpotencial atlagosan 90+1.8 mV-tal tolddott el (n=4), mely ért¢k jol

kozeliti a Nernst egyenletbdl szamitott 93 mV K™ egyensiilyi potencial eltolodast.

3. A glomeruléza és TASK-1 hattér K* aramok farmakolégiai tulajdonsagai

hasonloak

A gitloszerek hatasat a glomeruloza vagy TASK-1 hattér K© aramot (Inrns,
illetve Irask.1, megfeleléen) kifejezé oocytakon 80 mM EC K" koncentraciéban -100
mV-on mértiik. A gatldszer jelenlétében és hianyaban mért aramokbdl levontuk a 2 mM
EC [K']-ban mért nem specifikus 4ramot, majd a gatlast fejeztik ki %-ban. A
klasszikus K’ csatorna gatloszer tetraetil-ammonium (3 mM) nem gatolta sem a
glomeruléza hattér K dramot (843 % gatls, n=5), sem a TASK-1 dramot (62 %, n=5)
szamottevéen. Hasonloan, a fesziiltségfiiggd K™ csatorna gatloszer, 4-aminopiridin (3
mM) sem befolyasolta 1ényegesen egyik aramot sem (Inrns: 21 %, n=5; Irask.i: 615
%, n=6). A TASK-1 nem specifikus, gyenge gatloszereként leirt lidokain (1 mM, (34)) a
mi kisérleti kortilményeink kozott is gatolta a TASK-1-t (3816 %, n=5), és bar egy
kicsit gyengébben, de az Irns-t is (28+2 %, n=10).

A fenti gatloszereknél specifikusabb megkozelitést eredményezett a Ba*™ és Cs”
ionok gatlasi tulajdonsagainak elemzése. A barium 100 pM-os, a befelé rektifikalo K"
csatornak legtobb tipusat erdteljesen gatld koncentracioja az Irns-t csak mérsékelten
(232 %, n=5) gatolta. Még magasabb koncentracid, 300 puM, mar kifejezett gatlast
okozott (41£3 %, n=6), melynek mértéke megegyezett a TASK-1 gatlasi értékével
(3942 %, n=6). Ezen az egyezésen kiviil feltlint, hogy a gatlas fesziiltségfiiggést mutat,
a 300 uM-os koncentracio, mely -100 mV-on még 40 %-ban gatolt, -40 mV-nal
depolarizaltabb fesziiltségeken semmilyen lathato hatassal nem rendelkezett. Raadasul a
gatlas teljes kialakuldsdhoz mind az I,rns, mind az Ipask.; esetében elég hosszu idore
volt sziikkség a 0 mV-os tartd potencidlrdl az erdsen negativ teszt-potencidlra 1épést
kdvetden.

Ezért egyenld amplitidoju Inrns-t €s Iraski-t expresszald petesejtek Ba*"

érzékenységét hasonlitottuk O6ssze hosszu (2 sec), 0 mV tartd potencialrol inditott
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6. abra A Ba®" altal létrehozott gatlas idéfiiggése

AZ Topns (A,C) és Irasks (B,D) dramok 80 mM EC [K']-ban, Ba®" nélkiil (A,B),
illetve 300 pM Ba®" jelenlétében (C,D). A petesejtek membranpotencialjat 0 mV-on
tartottuk és az aramokat 2 masodperc hossza -120 mV-t6l +20 mV-ig terjedd, 10 mV-
onként novekvo fesziiltséglépésekkel valtottuk ki. (A C és D paneleken csak minden
masodik gorbe lathaté.) A kontroll gorbékbdl (Ba®* nélkiil, A és B) rendre kivontuk a
Ba' jelenlétében mérteket (C és D) és a gatolt aramokat az E (Irns) €8 F (Itask.1)
paneleken abrazoltuk. (Az abra két reprezentativ sejt &ramait mutatja)
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fesziiltséglépésekkel (-120 mV-t6l +20 mV-ig terjedd tartomanyban). A gatlas
kifejlodésének idofiiggése az Inrns €s TASK-1 aram esetében jo egyezést mutatott (6.
abra). Megegyezett tovabba a steady-state gatlas fesziiltségfiiggése is, melyet a fenti
fesziiltséglépések végébol készitett fesziiltség-aram Osszefiiggés szemléltet jol (7. abra,
A és B). Feszilltségfiiggd Ba®" gatlasi eredményeinkre a nyilt csatorna pérus Ann
Woodhull féle modelljét (74) alkalmazva 16.8+2.2 mM disszociacids konstans és
0.98+0.03 z8 érték adodott eredményiil (ahol z=2 a tdltésszam), mely szerint a Ba*" jon
a transzmembran elektromos tér kb. felén hatol at (6=0.5), miel6tt gyenge kotohelyét
eléri a csatorna porusaban.

A K ionhoz hasonld, de nagyobb atmérdjii Cs™ szintén fesziiltségfiiggé modon
gatolta a TASK-1-t és az Irns-t. A Cs' (3 mM) altal kifejtett gatlas mértéke (Imrns
7143 %, n=5; Irask.1 8214 %, n=06) és fesziiltségfliggése is hasonld volt a két aramnal

(7. dbra, C és D). A gatlas pozitivabb fesziiltség-tartoméanyban fejlédétt ki, mint a Ba*"

' — 50 L7 20my
B#E,_.';,——EI/E'"&J '1_2 HA -1_. HA
C 2__/ D ﬁ)ﬁ
/ ﬂmsoj 20 mv
;TTX+W-50 [ 20mv ]
M*Mﬁ 1 HA A

7. abra A Ba® és Cs" altal kifejtett gatlas fesziiltségfiiggése

Alacsony (2 mM, P>) és magas (80 mM) EC [K']-ban a gatl6 ion jelenlétében
(X) és hianyaban (0) abrazoltuk a steady-state fesziiltség-aram Osszefiiggést a 2
masodperc hosszu fesziiltséglépések végén. (Irns, 300 UM Ba*" (A); Irask.1, 300
UM Ba®" (B); Iurns, 3 MM Cs™ (C); Irask.1, 3 mM Cs” (D). (Az abra egyedi sejtek
aramait mutatja)
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esetében, ¢és a fesziiltségfiiggése is joval meredekebb volt annal. A gatlas kb. -110 mV-
nal elérte maximumét, azonban itt sem volt teljes. A Cs' pillanatszeriien, a
mérdmiiszeriink fesziiltségbeallitasi sebességével 0sszemérhetd gyorsasaggal hozta 1étre

Imrns €s TASK-1 gatlo hatasat.

4. A TASK antiszenz oligonukleotid meggatolja az I, rns kifejezédést, azonban a

glomerul6za hattér K™ aram a TASK-1 csatornanal kevésbé pH érzékeny

Antiszenz eljarast alkalmaztunk annak vizsgalatara, hogy a TASK-1 milyen
mértékben jarul hozza a glomeruléza hattér K aram kialakitisahoz. A TASK5’a
antiszenz oligonukleotid a TASK-1 mRNS start kodonjdhoz, illetve az azt megel6z6 4
és azt kovetd 15 bazisahoz hibridizalt. A kontrollként hasznalt, 25 nukleotid hosszu
TASKS’s primer 18 bazis hosszan volt komplementer az antiszenz oligonukleotiddal.
Az oligonukleotidokat a nem specifikus RNS lebomlés elkeriilése érdekében 2-3 oraval
a glomeruléza mRNS injektalasat kovetden juttattuk a sejtbe. Az antiszenz
oligonukleotid az Irns expressziot 85 %-ban gatolta, az antiszenz injektalt petesejtek

K" permeabilitasa csaknem megegyezett a desztillalt vizzel injektalt petékével (8. abra).

QMK ) ) )
e 8. abra A szenz és antiszenz TASK

oligonukleotidok hatiasa az I,grns
Losoa kifejezodésre

- Minden harmadik masodpercben a
-30 mV-os tartopotencialrol egy 300
. T ms hosszl fesziiltséglépést

HA

500 alkalmaztunk -100 mV-ra, melynek

végén mértlik az dramot. Az Ipgo.

400 + il értéket ugy szamoltuk, hogy a 80 mM
” EC [K']-ban mért legnagyobb drambol
£ levontuk a 2 mM EC [K']-ban a 80
2 300 r mM-os koncentraciot megel6zOen és
- _L kovetden mért aramok atlagat (1d. bal
200 | felso kis panel). Az oszlopokban 1évo
szamok a két békabol szarmazo
petesejtek  darabszamat jelentik. (A
100 - statisztikai ~ kiillonbségeket =~ Mann-
’_'_‘ Whitney U teszttel vizsgaltuk *p<10~;
0 8 19] |[16] [10] |14 #xp<0.0015)
mRNS: - + +
szenz: - - - + +
antiszenz: - + - +
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A kontroll szenz oligonukleotidnak nem volt gatld hatdsa, s6t ha a szenz
oligonukleotidot az antiszenzzel egyiitt injektaltuk, akkor a szenz képes volt (mintegy
felerészben) megakadalyozni az antiszenz gatld hatasat, ezzel igazolva az antiszenz
egyszalu DNS specificitasat az Irns kifejezodés kivédésében (8. dbra).

A TASK-1 rendkiviili pH érzékenységet mutat a fiziologias pH tartomanyban.
Az extracellularis pH-t 7.5-r61 6.7-re csokkentve, az oocytakban kifejezett Itask.; 60£3
%-kal gatlédott (n=3), mely megfelel az irodalomban leirt érzékenységnek (16;34).
Logikusnak tlint tehat megvizsgalni a glomerul6za hattér K" 4ram pH érzékenységét
ugyanebben a tartomanyban. Meglepetésiinkre a petesejtekben kifejezett Inrns €s a
glomeruléza sejten patch clamppel mért hattér K" 4ram egyarant kevéss¢ volt érzékeny
savanyitasra. Az I.rns 1612 % gatlast mutatott a 7.5-6.7 pH Iépésre (n=14), a
glomeruléza sejt hattér K" arama -100 mV-on, 30 mM [K]-ban 1742 %-kal gatlodott a
pH 7.4-r6l 6.7-re valtoztatdsa soran (n=10, 1d. a B és A, illetve C és A gorbék
kiilonbségét a biramp-et megeldzo fesziiltséglépés sordn a 9. reprezentativ dbran). Ha a
glomerul6za hattér K" 4ram és a TASK-1 pH érzékenységét vessziik alapul, akkor ezen
eredmények azt mutatjak, hogy a TASK-1 legfeljebb a glomerul6za dram mintegy 25-
30 %-aért lehet felelds.

5. Az angiotenzin II gatolja a glomerul6za hattér K™ aramot és a TASK-1 csatornat

A glomeruloza sejt egyik f6 fizioldgias ingere, az angiotenzin II, gatolja a sejt
hattér K aramat. A maximalis hatast kivaltd angiotenzin II (10 nM) 6117 %-kal (n=6)
gatolta a patch clamppel glomerul6za sejten, 30 mM extracellularis K koncentracidban,
pH 7.4-en, -100 mV-on mért dramot (Id. a B és A, illetve D és A gorbék kiilonbségét a
9. reprezentativ abran). Az extracellularis tér pH 6.7-re savanyitasa nem okozott tovabbi
gatlast angiotenzin Il-vel torténd ingerlést kovetden (9. abra, D és E gorbek), vagyis az
angiotenzin II a pH érzékeny komponenst teljes egészében gatolta. Az angiotenzin II a
negativ fesziiltség-tartomanyban dontden az altalunk vizsgalni kivant hattér K" aramot
befolyasolta, mivel az 1 masodpercig -100 mV-on mért dram féként 30 mM EC [K']-
ban jelentkezett (307£80 pA, n=10), szemben a 3.6 mM-ban mért 56120 pA-rel. Az
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angiotenzin II és a savanyitas egyarant K aramot gétolt, mivel a hatasukra megvaltozott
aram gorbéi a kontroll gorbét egyazon pontban metszették a biramp soran. A
keresztez6dés -38+2 mV-nal kovetkezett be mindkét esetben, mely pontosan megfelel a
szamitott K egyensulyi potencialnak (-39 mV) 30 mM EC [K']-ban (9. abra, B ¢s C,

illetve B és D gorbék metszéspontjai).

1000 - + 40 mvV
800 A
-100 mV/,
600 - T T T T
— 0 1 2 3 sec
<L
Z
=
o]
| =
<L
-400 T T T

0 1 2 3 1d& (sec)

9. 4bra A glomeruléza sejt hattér K dramanak gatliasa savanyitas
és/vagy angiotenzin II hatasara

(A) 3.6 mM extracellularis (EC) [K'], pH 7.4; (B) 30 mM EC [K'], pH
7.4; (C) 30 mM EC [K'], pH 6.7; (D) 30 mM EC [K'], pH 7.4, 10 nM
angiotenzin II; (E) 30 mM EC [K'], pH 6.7, 10 nM angiotenzin II.
(Biramp depolarizacié -100 mV-rol +40 mV-ra (Id. a fesziiltség-protokolt).
A tartopotencial -80 mV volt.)

Megvizsgaltuk, vajon a hattér K' aram gatolhato-e angiotenzinnel heterolog
expresszids rendszeriinkben is. A glomeruldoza szovetbdl tisztitott mRNS-sel injektalt
Xenopus petesejtek reagaltak angiotenzin II ingerlésre. (A glomerul6za mRNS az
ioncsatorna mRNS-eken kiviil nyilvan angiotenzin II receptor mRNS-t is tartalmazott).
Az angiotenzin II valaszkészséget konnyen megitélhetdvé tették a petesejtek endogén
Ca®"-aktivalt Cl" csatornai, melyek az angiotenzin II receptor aktivalodas hatisara
megjelené Ca®" jelet CI” 4ram formajaban tikrozték. A jelentés hattér K aramot is

kifejez6 oocytakban a K" 4ram és a Ca®"-aktivalt CI” aram egymassal parhuzamosan, jol
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elkiilonithetéen volt mérhetd egy olyan fesziiltséglépés-sorozattal, mellyel valtakozva
regisztraltuk az aramot -100 illetve +20 mV-on.

Angiotenzin I ingerlésre a glomerul6za mRNS-t kifejezd petesejt
fesziiltségfiiggs (depolarizacio-aktivalt) Ca*"-aktivalt CI™ csatornai kifejezett kifelé
iranyuld aramot hoztak 1étre +20 mV-on, azonban erdsen negativ potencidlokon csak
egy kicsiny befelé¢ iranyuld aramot eredményeztek (mely a K" 4aramtol elkiildnitve

alacsony (2 mM) EC [K']-ban volt jol lathat6, I1d. 10. &bra, A). Magas (80 mM) EC

A 10| nM anguotenzml Il B

2 2

HA : HA 10 nM angiotenzin ||

0 1 2 3 4 min 0 1 2 3 4 min

10. abra Az angiotenzin II (10 nM) hatdsa erdsen negativ fesziiltségen
és +20 mV-on, a 2 illetve 80 mM EC [K']-ban mért aramokra
glomeruléza mRNS-sel injektalt petesejtekben

(A) Az EC [K'] 2 mM volt. Minden harmadik misodpercben egy 300
ms hossz depolarizalo fesziiltséglépést alkalmaztunk +20 mV-ra a -80
mV-os tartopotencialrol. A -80 mV-on a fesziiltséglépést megel6z6 és a
fesziiltséglépés végén (+20 mV-on) mért aramokat abrazoltuk az id6
fiiggvényében. (B) Az EC [K'] 80 mM volt. Minden harmadik
masodpercben egy -100 mV (300 ms), 0 mV (250 ms), +20 mV (300 ms)
1épésekbol allo 1épéssorozatot (a 11. abran lathatd lerajzolva) alkalmaztunk
0 mV tartopotencialrol. A -100 mV-os és +20 mV-os lépések végén mért
aramokat abrazoltuk az id6 fiiggvényében.
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[K']-ban a kélium permeabilitas valtozésa csak kevéssé befolydsolhatja a +20 mV-on
mért dramot, mivel a +20 mV kozel esik a K egyensulyi potencialjahoz; -100 mV-on
viszont déntéen a befelé iranyulé K aramot tudjuk mérni, hiszen a fentiek szerint itt a
CI" aram csak kevéssé nyilvanul meg. Osszegezve tehat, 80 mM EC [K']-ban a -100
mV-on mért befelé irAnyulé aram déntéen K’ aram, mig +20 mV-on a kifelé folyo
Ca*"-aktivalt CI" 4&ram a meghatarozo.

A legnagyobb mRNS expressziét mutatd petesejtekben az angiotenzin II (10
nM) ingerlés a Ca*"-aktivalt CI” aramon kiviil hattér K aram gétlast is létrehozott (10.
abra, B), a befelé¢ iranyulé aram -100 mV-on (80 mM [K+]-ban) csokkent. Annak
ellenére, hogy oocytakban a gatlas mértéke kisebb volt, mint a glomeruldza sejten patch
clamppel mérve (s6t az alacsonyabb expresszidju sejteken nem is lehetett megfigyelni),
eredményeinkbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a K" é4ram gatlasért felelos
mechanizmus miikddik az oocytadkban is. Ezért megvizsgaltuk, hatissal van-e az
angiotenzin Il receptor ingerlés a TASK-1 csatorna aktivitasra oocytaban.

Az AT, angiotenzin II receptor és TASK-1 cRNS-sel koinjektalt petesejtekben
az angiotenzin II ingerlés (10 nM) Ca”*"-aktivalt Cl” dramot hozott 1étre, ezzel igazolva a

receptor expressziot. Erdekes modon a legtobb esetben mar a Cl” dram megjelenése el6tt

0 o , *0 g
A | -100 | ' ‘ B 10 nM angiotenzin |
- ,lfzi__| I
] - ]
2 105 \ 2' | +20my
uA | N ~— WA |' ‘
[] f_:— 0s L\ (}:m |
o R — -100 mV
|V 1ss ]
-2 Os -2;.
0 400 800 ms 0 1 2 3 min

11. abra TASK-1 gatlas angiotenzin II-vel (10 nM) egy TASK-1 és angiotenzin II
receptor cRNS-sel koinjektalt petesejtben

(A) Minden harmadik masodpercben az abran lathato fesziiltséglépés sorozatot
alkalmaztuk 0 mV tartopotencialrél. Az angiotenzin II ingerlés el6tti (0 s), a Ca* -aktivalt
CI" aram tetopontjan mért (75 s) és a maximalis TASK-1 gatlas kialakulasa utani (105 s)
aramokat abrazoltuk. (B) A -100 és +20 mV-os lépések végén mérhetd aramot abrazoltuk
az 1do fiiggvényében.
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megfigyelhetd volt a TASK-1 gatlas kialakuldsanak kezdete, mely gatlds csak késdbb
valt teljessé (77+1 %, n=16), és a kezdeti Ca®" (illetve az annak megfel$ CI” aram) cstics
lezajlasa utan is fenntartott maradt (11. dbra). A gatlas az angiotenzin II kimoséasa utan

hosszl id6vel reverzibilisnek bizonyult (12. 4bra, C).

6. Az M; muszkarinos acetilkolin, a lizofoszfatidsav és kisebb mértékben az EGF

receptor is képes TASK-1 gatlast 1étrehozni

Az AT\, angiotenzin II receptor TASK-1 gatlo hatdsa nem e receptor valamely
egyedi tulajdonsagan alapul, mivel Xenopus petesejtekben egyéb Ca’'-mobilizald

hormonreceptorokon keresztiil is el lehetett érni a TASK-1 dram csokkenését (12. 4bra).

A 0 0 +20
™V 100 |
81 3%
x 4y 80s
2 — 1 165
L= aallna
Ry ] 12. 4bra A Ca**-mobilizalé hormonok gatoljak
/ f a Xenopus petesejtekben Kkifejezett TASK-1
) 400 800 ms aramot
B 1 uM carbachol (A) Az M| muszkarinos acetilkolin receptort és
TASK-1 csatornat kifejez6 petesejt aramaiat a 11.
abran bemutatotthoz hasonléan mértiik magas 80
< 51 mM EC [K']-ban. A carbachol (1 pM) ingerlés
T 0y eldtti (15 s), a Ca*"-aktivalt CI” aram tetépontjan
£ 0 e _ mért (39 s) és a maximalis TASK-1 gatlas
2 3 min kialakulasa utani (60 s) aramokat abrazoltuk. (B)
100 mV Ugyanannak az oocytanak a -100 és +20 mV-os
Iépések végén mért aramait (ahogy azt az A
C 10nMang Il panelen nyilak jelolik) abrazoltuk az id6
figgvényében. (C) Egy AT, angiotenzin II
11 receptort és TASK-1 csatornat koexpresszalo
< +20 mV petesejt aramai angiotenzin II (ang II, 10 nM)
‘g 0 . . ingerlés sordn. Az agonista megvondsa utan a
g L & 5 6 7 8min TASK-1 gatlas lassan reverzibilis, a Ca®'-aktivalt
1] 2100 mV Cl 4ram pedig oszcillal. (D) Egy csak TASK-1-et
expresszald oocyta endogén lizofoszfatidsav
receptoranak ingerlése. (A fesziiltség protokol a C
D 0.5 uMLPA ¢s D paneleken a B-vel megegyezo volt.)
2.54
@ +20 mV
ETTT 33 7 5 6 Jmn
=L
2.5+
f\m—v
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Az oocyta rendelkezik endogén lizofoszfatidsav (LPA) receptorral, LPA adasa (0.5 uM)
Ca®"-aktivalt CI” jelet hozott létre és 67+4 %-kal gatolta a TASK-1 aramot (n=10). M,
muszkarinos acetilkolin receptor ¢s TASK-1 cRNS-sel koinjektalt oocytakban hasonlo
Ca®"jelet és TASK-1 gatlast (773 %, n=9) okozott a carbachol (1 uM).

Az irodalmi adatoknak megfelelden (42) egyes békakbol (‘varidns donor’)
szarmazd petesejtek, a magas endogén acetilkolin receptor szintjiik miatt, receptor
koexpresszié nélkiil is Ca®"-aktivalt Cl” arammal és TASK-1 gatlassal valaszoltak a
carbachol ingerlésre. A petesejt preparatumaink tobbségében ez a kifejezett valasz
azonban nem jelent meg M; receptor koexpresszié nélkiil. Ha ilyen (nem ‘varians
donorbdl’ szdrmazod) petesejtekben a G; fehéjét aktivalo M, muszkarinos acetilkolin
receptort koexpresszaltuk a TASK-1-gyel, akkor a carbachol ingerlés csak mérsékelt K"
aram gatlast okozott (2443 %, n=10), melyet tipusosan Ca’’-aktivalt CI" 4ram nem
kisért. (Esetenként kis amlitadoju (20-200 nA) oszcillacidk voltak megfigyelhetok). A
G fehérjéhez kapcsolt receptorokon kiviil probaltuk a TASK-1 aramot befolyasolni
novekedési faktor receptoron keresztiil is. Ha a TASK-1-et epidermdlis ndvekedési
faktor (EGF) receptorral koexpresszaltuk, akkor az EGF ingerlés (5 nM) is gatolta a
TASK-1 csatornat (13. abra).

1.0 ——————

EGF .
(o :
0.5 W

1 2 3 4 5 6  71d8 (min)

!

o
o

Aram (nA)
S
o
1

'”*_/\;

-1.56-

13. abra TASK-1 gatlas epidermalis novekedési faktorral (EGF, 5 nM) egy EGF-
receptort és TASK-1 csatornat koexpresszalo petesejtben

Az EGF (fekete téglalap) megvondsa utan az extracellularis [K']-t 80-r6l 2 mM-ra
valtoztattuk (fehér téglalap). Az aramokat a 11. abran bemutatottal megegyezdéen mértiik.
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7. A TASK-1 gatlasért a foszfolipaz C aktivacio felelos
A TASK-1 gatlas kialakitasaban G fehérje szerepel

A TASK-1 csatornat kifejezd petesejtek K" aramat megmértiilk, majd a nem
hidrolizal6 GTP anal6ég guanozin-5’-O-(3-tiotrifoszfat)-ot (GTPyS, 2 mM, 50 nl, mely
az oocytaban kb. tizszeresére higul) vagy kontroll oldatot injektaltunk beléjiik. (Mivel a
GTPyS tetralitium sé volt, ezért a kontroll oldat 8 mM LiCl-ot tartalmazott.) Egy-harom
oraval a GTPyS injektalasat kovetden ijra megmértik a TASK-1 aramot. A GTPyS
gatolta a TASK-1 aktivitast (5514 %, n=6), mig a kontroll oldat nem befolyasolta azt
(14. abra, B). Ha TASK-1 és M; muszkarinos acetilkolin receptort koexpresszalo
petesejteket injektaltunk GTPyS-sel, majd 13-15 perccel késébb (eddigre 23+10 %
gatlas fejlodott ki) carbachollal ingereltiink, akkor az inger megvonasa utan az aram
visszaallasa a GTPyS kezelt csoportban nem volt teljes (14. abra, C). (A kontroll

oldattal injektalt sejtekben a carbachol hatas reverzibilis volt.)

) 14. abra A GTPyS injektalas gatolja
A _SOmMK 2 mi B a TASK-1 csatornat
; - (A) A TASK-1 4ramot a 8. &bran
ismertetett modon mértiikk az EC oldat

06 80 mM-ra emelésével. (B) A GTPyS (2
0.4 |—‘—‘ mM, 50 nl), illetve kontroll oldat
0

6

'TASK

Aram (pA)

injektalas hatasa a TASK-1 aramra
8 Xenopus petesejtekben. Az injektalas
Kontroll GTPyS utan 1-3  6raval mért aramot az
ugyanazon oocytaban az injektalas elott
mért aramra normalizaltuk  (Itask
arany). Az oszlopokban a mért
petesejtek darabszama lathato. (C) M,
muszkarinos acetilkolin receptort és
Lt FHA TPy TASK-1 csatornat kifejezd petesejteket
i injektaltunk GTPyS (2 mM, 50 nl, n=7)
vagy kontroll oldattal (n=8). Az
injektalas utan 13-15 perccel 1 uM
carbachollal ingereltiik a sejteket. (Az
abrazolt gatlast a carbachol ingerlés
kezdetén mért értékhez viszonyitottuk.)

C Carbachol
I

Gatlas (%)
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A foszfolipaz C aktivacio a TASK-1 gatlas sziikséges és elégséges feltétele

A Ca’"-mobilizalé hormonreceptorok TASK-1 gatlo hatasa és a G fehérje
részvétele a gatlasi folyamatban a foszfolipdz C lehetséges szerepére utalt. Ennek
vizsgdlatara TASK-1 ¢és M; receptort koexpresszald oocytdkat 45-75 percig
elékezeltink 2.5 puM U73122 specifikus foszfolipaz C gatloszerrel. Ebben a
koncentracioban a gatloszer nem volt hatdssal a TASK-1 aramra. Ha viszont a
petesejteket carbachollal (0.3 pM) ingereltiik (a gatloszer jelenlétében), akkor az
U73122 a Ca*"-aktivalt CI” dram megjelenését és a TASK-1 gatlast egyarant kivédte
(15. 4bra). A Ca”'-jel eltiinése igazolta a gatloszer hatékonysagat a petesejtekben, mig a
K aram gatlasanak csokkentése azt mutatta, hogy a foszfolipaz C aktivacidja sziikséges

az M, receptor altal kifejtett TASK-1 gatlashoz.

Carbachol

n
(=}

15. abra Az U73122 csokkenti a
TASK-1 gatlast

M, muszkarinos acetilkolin
receptort ¢ TASK-1 csatornat
kifejezé petesejteket eldkezeltiink
U73122-vel (2.5 pM, n=5) vagy

-
[$)]

=il
dl;ullllllllll mnn:n

Aram +20 mV-on (pA)
>

0.5 e (T L LT kontroll  oldattal  (DMSO
U73122 megfeleléen, n=6) 45-75 percig.
0 " " : " Ezt kovetéen carbachollal (300
T o= 1 2 min nM) ingereltik oket ¢és az
¢ 1 aramaikat a 11. abran
) U73122 bemutatottnak megfeleléen
£ 081 AT mértik -100 és +20 mV-on. A
T 064 TASK-1 aramot az ingerlés
T kezdetén mért értékére
g 04 + normalizaltuk.
Z pPoy
02 Kontroll
o4

A foszfolipaz C P, izoenzim koexpressziojaval megvizsgaltuk, hogy a
foszfolipdz C képes-e létrehozni a TASK-1 gatlast a G4 proteintdl fiiggetleniil is. A
foszfolipéz C B, izoenzim aktivalhato a G; fehérjék By alegységével (11), igy a

------

indukal. Az M, receptort és TASK-1 csatornat koexpresszalo petékben a carbachollal (1
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pM) vald ingerlés csak enyhén (2413 %, n=10) gatolta a TASK-1 aramot, €s atlagaban
tekintve nem hozott 1étre Ca**-aktivalt CI” aramot sem (16. abra, kontroll gorbék). Ha
azonban az M, receptor és TASK-1 mellett harmadik elemként foszfolipaz C [-t is
koexpresszaltunk, akkor a carbachol egyrészt Ca**-jelet hozott 1étre (ezzel a foszfolipaz
expresszidjanak sikerét igazolva), masrészt erdteljesen gatolta a TASK-1 &ramot
(48+3 %, n=10, 16. dbra, PLCB2 gorbék). Ezért az aktiv foszfolipaz C a G jelatviteli
uttol fiiggetlentil is gatolja a TASK-1 csatornat.

Carbachol
1.2 PLCB,
T 1.0
= 16. abra A foszfolipaz C aktivacio
5 0.8 gatolja a TASK-1 csatornat
E 0.6 TASK-1 ¢és M, muszkarinos
S ﬂiﬂmﬂ kontroll acetilkolin ~ receptort  kifejezd
E 0.4 petesejteket (kontroll, n=10) vagy
g 02 foszfolipaz C B,, TASK-1 és M,
0 . . . . . . . . muszkarinos acetilkolin receptort
-~ R " 2 min kifejezd petesejteket (PLC,, n=10)
1 ingereltiink carbachollal (1 pM). A
TASK-1 aramot az ingerlés kezdetén
0.9 - mért értékére normalizaltuk. (Az
é 08 4 kontroll aramokat ugy mértiik, mint a 11.
= abran)
©
£ 071
1]
E
S 061
0.5 -+

A TASK-1 gdtldst nem a citoplazma [Ca’’] emelkedése, nem az inozitol-1,4,5-

triszfoszfat (IP3), nem protein kinaz C aktivalodas és nem tirozin kinaz hozza létre

Bar a TASK-1 gatlds kezdete sokszor megelézte a Ca®-aktivalt CI' 4ram
megjelenését, elméletileg elképzelhetd volt, hogy a citoplazma Ca®" koncentracidja
szabalyozza a TASK-1 csatornat. Ezt a lehetOséget a citoplazma nyugalmi €s ingerlés
vizsgaltuk. Ha a TASK-1 és angiotenzin II receptort koexpresszalo petesejtek Ca’'-

raktarait kiiiritettik a Ca’’-ATPaz gatlasaval (1 uM thapsigargin elékezelés 5-6.5
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oraig), akkor az ezt kovetd angiotenzin II (10 nM) ingerlés Ca’"-aktivalt CI" dramot mar
nem hozott 1étre, viszont a TASK-1 gatlas megtartott maradt (6314 %, n=7, 17. é&bra,
A). A Ca®"-aktivalt CI” aramot magas koncentracioju Ca**-kelator injektalasaval (100
mM EGTA, 50 nl) is ki lehetett védeni. Bar ez a kezelés némileg lelassitotta a TASK-1
gatlas kifejlodését, annak maximalis mértékét nem valtoztatta meg (17. abra, C).

Az AT, receptor-ingerlés tehat Ca’"-jel hidnyaban is képes a TASK-1-et
gatolni, de vajon a Ca®" jel Gnmagiban hatassal van-e a TASK-1 aktivitdsra ? Az

2 mM K’

A angiotenzin Il
+20 mV

17. abra A TASK-1 gatlédhat Ca**-
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(B) Ismételt extracellularis ionomycin
(1 uM) hatasa. A harmadik ionomycin
adag utan, mely mar nem valtott ki
feltind Ca®'-aktivalt Cl° aramot, a
petesejtet angiotenzin I-vel
ingereltik. (Egy a négy hasonld
kisérlet kozil.) (C) Az EGTA (100
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ionomycin kalcium ionofér a Xenopus petesejtekben dontdéen belsd raktarbol torténd
Ca’" felszabadulast hoz létre (75). Ennek megfeleléen az extracellularisan
pulzusszeriien alkalmazott ionomycin (1 uM) Ca’"-aktivalt CI dramot okozott, viszont a
TASK-1-et csak kis mértékben gatolta (17. abra, B). Ismételten adva az ionomycint, az

egyre kisebb Cl” aramokat eredményezett, mig végiil a belsd raktart teljesen kiiiritette.
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Az ezutdn adott angiotenzin II (10 nM) tovabbra is képes volt nagy mértékti TASK-1
gatlast (80+1 %, n=4) létrehozni egyazon sejtben (17. abra, B).

A citoplazma IP; szintjének emelkedése a foszfolipdz C aktivacid kozvetlen
kovetkezménye. Igy tehat megvizsgaltuk, hogyan befolydsolja a TASK-1 dramot az IPs.
A két elektrodos fesziiltség clamp mérés kdzben egy harmadik mikrokapillarist szartunk
a TASK-1 expresszald oocytaba, és ezen keresztiil 10 ng IP;-at injektaltunk. A vartnak
megfeleléen az IP; hatdsara hatalmas Ca*"-aktivalt CI” 4ram cstcs jelentkezett (+ 20
mV), melyet azonban TASK-1 gétlds nem kisért (-100 mV). Ha ujabb 10 ng-os IP;

adagot injektaltunk, akkor arra mar CI” aram valaszt sem kaptunk (18. abra).

2mMK' 2mM K" 2mMK'

-

uras

<= DESZ

18. abra Az inozitol-1,4,5-triszfoszfat nem gatolja a TASK-1 aramot

Elsé nyil: az injektalé mikrokapillaris beszlirdsa, mely miatt a nem specifikus csurgo
aram novekedett. Mdsodik nyil: 10 ng inozitol-1,4,5-triszfoszfat (InsP;) injektalasa
(hatalmas Ca*"-aktivalt CI" aram, TASK-1 gatlas nélkiil). Harmadik nyil: Gjabb 10 ng InsP;
injektalasa, melynek tovabbi hatasa mar nem volt. Az dramokat -100 és +20 mV-on mértiik
a 11. dbran ismertetett moédon, azonban az EC K™ koncentraciét idénként atmenetileg 80
mM-r6] 2 mM-ra véltoztattuk (Ipgp., mérés) a K' permeabilitas pontos meghatirozasahoz.
(Egy jellemz6 kisérlet a 4 kozil.)
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A foszfolipaz C aktivalodas masik klasszikus kovetkezménye a protein kinaz C
(PKC) serkentése. A TASK-1 gatlast azonban nem a PKC idézi el6. A PKC gatloszer
staurosporin (3 M) nem befolyasolta az angiotenzin II receptoron keresztiil 1étrejovo
TASK-1 gatlast. A PKC farmakologids aktivalasa szintén nem volt hatassal a TASK-1
aramra. A TASK-1 aramot 12 perces forbol-észter (forbol 12-mirisztat 13-acetat, PMA,
100 nM) kezelés elott, illetve utan mértilk ugyanazokon a petesejteken. Kontrollként
inaktiv analoggal (4a-forbol 12,13-didekanoat, 4a-PDD, 100 nM) kezeltiink oocytakat.
Csak kicsiny, egyezé mértékii K™ aram gatlas jott 1étre mindkét csoportban (PMA: 1843
%, n=6; 40-PDD: 23£2 %, n=6), ezzel mutatva a PKC aktivacio hatastalansagat (19.
abra, A, 1. oszloppar). A PMA aktivalta a Xenopus oocyta PKC-t, mivel a PMA kezelés
deszenzitizalta a petesejtet a kezelést kovetd angiotenzin II ingerlésre, mely
deszenzitizacidt az inaktiv analog nem alakitotta ki (TASK-1 gatlas deszenzitizacio: 1d.

19. 4bra, A, 2. oszloppar; Ca*"-aktivalt Cl” aram deszenzitizacio: B).
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19. Abra A PMA hatasa a TASK-1 aramra, illetve az angiotenzin Il-vel Kivaltott
TASK-1 gatlasra és Ca’"-aktivalt CI' aramra

(A) Els6 oszloppar: A protein kinaz C serkentdé PMA és az inaktiv analog 4o-PDD TASK-1
gatlo hatdsa angiotenzin II receptort ¢s TASK-let koexpresszalod petesejtekben. Masodik
oszloppar: A PMA, illetve 4a-PDD el6kezelést kovetd angiotenzin II (10 nM) ingerlés
TASK-1 gatl6 hatasa az elokezelés utan marado aram %-aban. (B) A PMA, illetve 40-PDD
elkezelést kovetd angiotenzin II ingerléssel kivaltott Ca**-aktivalt CI” aramok.

Az ATla angiotenzin II receptorrol ismert (3;27), és egyre t5bb Ca’'-mobilizalé
hormonreceptorrol deriil ki, hogy ezek egyben tirozin kinazokat is aktivalnak. Mivel a
TASK-1 C-termindlisa tartalmaz egy tirozin foszforilaciés konszenzus szekvenciat,

csabitd volt a gondolat, hogy a gatlds tirozin foszforilacido kovetkezménye lenne.

43



Azonban sem a nem specifikus tirozin kindz gatloszer genistein injektaldsa (1 mM, 50
nl) 1-2 oraval a mérés eldtt, sem az Src kinaz specifikus PP2-vel (4-amino-5-(4-
klorofenil)-7-(¢-butil)pirazolo[3,4-d]-pirimidine) valé inkubéalas (1 pM, n=5) nem
befolyasolta az angiotenzin II ingerlés (10 nM) TASK-1 gatl6 hatasat (7242 % ¢és 8014
%, megfeleléen). Mivel egy mindezen gatldszerekre érzéketlen tirozin kinaz esetleges
szerepe még igy sem volt kizarhato, a TASK-1 tirozin foszforilacios konszenzus
szekvencidjaban a tirozint in vitro iranyitott mutagenezissel fenilalaninna alakitottuk. A
mutans csatorna miikodott, és angiotenzin II ingerlésre ugyanugy gatlodott, mint a vad

tipus, kizarva ilymodon a tirozin foszforilacio szabalyozo szerepének lehetségét.

crer

A foszfolipaz C aktivalodas a masodik hirvivo termékek keletkezésén tilmenden
a szubsztrat, a foszfatidil-inizitol-4,5-biszfoszfat (PIP;) szintjét is csokkenti. Mivel az
enzim termékei nem okoztak TASK-1 gatlast, felmeriilt a lehetéség, hogy a PIP;
fogyasa lenne a gatlasért felelés. A wortmannin (melyet egy-két nagysdgrenddel
alacsonyabb koncentracidban a foszfatidil-inozitol 3-kindz gétldséra kiterjedten
alkalmaznak) magasabb, pM-os koncentracidoban gatolja a foszfatidil-inozitol 4-kinazt
is, mely a PIP, szintézis egyik kulcsenzime (49). Ezért TASK-1 csatornat expresszalo
petesejtek K" 4ramat mértiik 2-3 orés kiilonbozé koncentracioja (0.03, 0.3, 1, 3 uM,
n=4-5 az egyes koncentraciokra) wortmannin kezelés elétt, illetve utan. A wortmannin
koncentraciofiiggéen gatolta a TASK-1 aramot (20. abra, A), mig az olddszeres
(dimetil-szulfoxid, DMSO) kontrollnak ilyen hatasa nem volt.

A wortmannin megvaltoztatta az M, receptor medialt TASK-1 gatlasi kinetikat
is. TASK-1 csatornat és M, receptort koexpresszalo petesejteket rovid ideig (25-40 min)
intracellularis gatloszer koncentraciot érjiink el, még elég magas membran PIP, szint
mellett. Ez az eldkezelés mintegy felére gatolta a TASK-1 aramot (DMSO kontroll
csoport: 4.1£1.0 pA, n=8; wortmannin kezelt csoport: 2.0£0.4 pA, n=8). Az eldkezelést
kdvetden az oocytdkat 1 uM carbachollal ingereltiik 2 percig, 3 uM wortmannin (a

kontroll csoportban DMSO) jelenlétében. A wortmanninnal kezelt csoportban az dram
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visszaallasa a carbachol gatlas utan joval lassabb volt, mint a kontroll csoportban (20.

abra, B).
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20. abra A wortmannin gitolja a TASK-1 aramot

(A) TASK-1 csatornat expresszald petesejteket wortmanninal kezeltiink 2-3 oraig.
A kezelés utan és elott mért TASK-1 aramok hanyadosat szamitottuk ki minden
egyes petesejtre. A kontroll csoportba tartozo sejteket 0.03 % dimetil-szulfoxiddal
(DMSO, a legnagyobb wortmannin koncentracioval kezelt csoportnak megfeleld)
inkubaltunk. (B) M; muszkarinos acetilkolin receptort és TASK-1 csatornat kifejez6
petesejteket elékezeltiink wortmanninnal (20 uM, n=8) vagy kontrollként DMSO-val
(0.2 %, n=8) 25-40 percig. Ezt kdvetden carbachollal (1 uM) ingereltiik oket. (A
mérés soran hasznalt oldatok is tartalmaztak 3 uM wortmannint vagy csak DMSO-t
(0.03 %), megfelelden. Az abrazolt gatlast a carbachol ingerlés kezdetén mért
értékhez viszonyitottuk.)
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Megbeszélés

Az értekezésem alapjaul szolgalo munkéank soran a 2P K' csatorndk szerepét
vizsgaltuk mellékvese glomeruléza sejtben. Molekuldris bioldgiai moddszerekkel
kimutattuk, hogy az egyik 2P csatorna, a TASK-1, nagy mennyiségben fejezddik ki
glomeruldéza szovetben. Reverz transzkripcids polimerdz lancreakcioval (RT-PCR)
nemcsak a szovetbdl kivont RNS-bdl volt sokszorosithatd specifikus TASK-1 termék,
hanem gyakorlatilag minden egyedi glomeruloza sejt is TASK-1 pozitivnak bizonyult.
A vizsgalt szovetek koziil Northern blottal a glomeruldza szovet mutatta a legmagasabb
TASK-1 mRNS expressziot. Jelentds kifejezodést talaltunk még a mellékvesekéreg
bels6 rétegeit és a mellékveseveldt tartalmazo dekapszuldlt mellékvesében is. Ennek a
TASK-1 mRNS-nek legalabb egy része a faszcikulata/retikularis sejtekbdl szarmazott,
mivel az egyedi sejt RT-PCR e sejteknek is tobb mint felében jelzett TASK-1 mRNS
expressziot. Bar a TWIK-1 és TREK-1 2P csatornak is sokszorozodtak glomeruldza
RNS-b6l az igen érzékeny RT-PCR eljarassal, Northern blottal nem voltak
kimutathatok. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a TWIK-1 és TREK-1 csak igen
alacsony szinten expresszalodnak a glomeruldza szévetben.

A glomeruléza hattér K' aramot és a TASK-1 aramat Xenopus laevis
petesejtekben hasonlitottuk Ossze. A Xenopus oocyta expresszids rendszert kiterjedten
hasznaljak K" aramok vizsgalatara, és a legtobb K" csatorna, koztiik a befelé rektifikalo
csatornak szamos tipusa, jol kifejezhetd benniik. Kevés olyan expresszios rendszer
ismert, melyben egy szovetre jellemzd fehérjekészlet dsszessége is kifejezhetd. Bar a
kiilonboz6 fehérjék kifejezédésének mértéke és idobeli lefolyasa eltérd lehet a szovetbol
tisztitott mRNS injektalasat kovetden, a petesejt talan a legjobb a ma elérhetd
lehetdségek koziil az egy adott szovetre jellemz6 f6 K~ aramnak a tanulmanyozésara
heterolog rendszerben.

Mindenesetre szem el6tt kell tartani, hogy a kifejezett fehérjék funkciojanak
mérését zavarhatjadk az endogén oocyta komponensek, sét az expresszalt fehérjékkel
azok akar interakcioba is léphetnek. Altaldban a petesejtek a -40 mV alatti
fesziiltségtartomanyban csak kicsiny endogén dramokkal rendelkeznek, egy-egy oocyta
preparatumon fordulnak csak eld hiperpolarizacid-aktivalt Cl” csatorndk (32), melyek

lassti aktivaciot kovetden tekintélyes aramokat vezetnek negativ fesziiltségen. (A
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zavaréan nagy hiperpolarizdco-aktivalt ClI° arammal bird oocyta prepardtumokat
kizartuk a legpontosabb mérést igényl6 vizsgalatainkbol.)

Mindazonaltal a hattér K csatorna aktivitis mérésre bevezetett paraméteriink
(Ipso-2) kikiiszobolte a hiperpolarizacio-aktivalt ClI” aramot, csakigy mint az egyéb nem
K" aramokat, legyenek azok az oocyta endogén aramai, vagy akar a mérdelektrodok
mellett folyd nem szelektiv, fizikai csurg6é aram. A -100 mV-on 80 illetve 2 mM
extracellularis [K']-ban mért aramokban ugyanis a Cl” és nem szelektiv &ramok egyenld
nagysaggal szerepelnek, tehat ezek a 80 ¢s 2 mM EC [K']-ban mért aramok
kiilonbségébdl (Ipsgo.2) kiesnek. Igy tehat az Ipgp, a membran K" permeabilitasanak
megbizhatd mutatoja. Igaz ez még olyan kisebb K" 4ram expresszioju sejtekben is, ahol
az egyéb aramok aranya is szamottevd és példaul a K" koncentracio véltozas hatasara
fellépd membranpotencial eltolodas elmarad a Nernst-egyenletbél szamitott K
egyensulyi potencial eltolodastol.

A GHK aram egyenletet alaposabban szemiigyre véve (1. dbra C) az is lathato,
hogy az erésen negativ méréfesziiltség (-100 mV) miatt az Ipgp, a K" permeabilitassal
egyenesen aranyos (Ixk=pF’e[K'Jgc/(RT) erésen negativ fesziiltségeken pontos
kozelités). Mivel a kontroll petesejtek Ipgo.n €rtéke (50-100 nA) az endogén K" aramot
jelenti, az ennél nagyobb Ipgy,-t az expresszalt K" csatornak alakitjak ki. Ha példaul
egy oocytaban az Ipgp, nagyobb, mint 1 pA, akkor ennek legaldbb 90 %-at az
expresszalt K permeabilitis okozza.

Az Irask1 (TASK-1 cRNS injektalasaval kifejezett aram) és az Iyrns
(glomeruldza mRNS injektalasaval kifejezett 4ram) egyarant hattér K aram
tulajdonsagokkal rendelkezett. Aktivacids és inaktivacids kinetikat nem mutattak, és az
aktualis K’ egyensulyi potencialnal joval pozitivabb fesziiltségeken is vezettek (kifelé
iranyuld) aramot. A glomeruldza sejtek (41) és a TASK-1 (16;34) irodalmébol vartnak
megfeleléen a petesejtekben kifejezett Iyrns €s Irask.i €rzéketlen volt a klasszikus K"
csatorna gatloszer tetraetil-ammoniumra (TEA) és 4-aminopiridinre (4-AP). Magas
koncentracioju lidokain mérsékelten gatolta mindkét dramot.

A Ba®" és Cs™ ionok gatlasi sajatossagai az Irns €s Itask.1 aramokat kialakitd
csatornak porusszerkezetének nagyfoku hasonlosagat jelezték. Ezen ionok csatorna

gatlo hatdsat a porusban elhelyezkedd kotohelyeik tulajdonsdgai hatarozzak meg. A
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nagyméreti Ba®" 4ltalaban nem vezetddik a K™ csatornakon keresztiil, aram az iont kotd
csatornan nem folyik. A Ba®" gatlas azért fesziiltségfiiggé, mert az ion kotShelye a
transzmembran elektromos térben helyezkedik el. Minél negativabb a sejt belseje, a
pozitiv t5ltésti Ba®" annal inkabb betdményedik a kotShelye koriil, igy a bariumot koto,
¢s ezaltal gatolt csatornak részardnya emelkedik. Néhany erdsen leegyszeriisitd, a
csatorna porusara vonatkozo feltételezést elfogadva (74), (példaul, hogy az ion csak egy
helyhez kotddik a podrusban) illetve felhasznalva, hogy az ionkoncentracidé a
transzmembran elektromos térben (mely nem feltétleniil tiikrozi egyben a geometriai
viszonyokat is) Boltzmann-eloszlast kdvet, akar a kotohely transzmembran elektromos
térben elfoglalt helyzete és disszociacios konstansa is kiszamithato a kisérleti adatokbol
(74). A Ba’" ugyanabban a fesziiltségtartomanyban és hasonld mértékben gatolta az
Imrns €s Itask.r aramokat. Raadasul a gatlds mindkét dramnal lassan, 1-2 mdasodperc
alatt alkult ki a 0 mV-rol alkalmazott negativ fesziiltséglépés utan. Ezért az Irns-t
l1étrehoz6 csatorna és a TASK-1 porusa a Ba®" kotés szempontjabol megegyezik.

A Cs” szintén a porusba kotédve gatolja a K csatornakat, viszont elegendéen
nagy hajtoerd at is préselheti a csatornan. Ez magyardzhatja, hogy az Inrns €s Itask.1
erésen negativ fesziiltségeken, maximalis Cs' gatlas esetén sem nulla. Az Irns és
Irask.1 hasonlo Cs' gatlasanak fesziiltségfiiggése meredekebb volt anndl, mint ami egy
ionkdtShely esetén varhatod lenne. Szamos K' csatorna pérusaban egyidejiileg tobb
veztetett ion is tartdzkodhat, az ionok a pérusban sorban allnak, és a vezetés soran egyik
kotOhelyrél a masikra ugranak (50). Eredményeink szerint a TASK-1 is egy ilyen
csatorna, porusaban egyszerre akar két gatldo Cs' ion is kotédhet. A Cs' ugyanabban a
fesziiltségtartomanyban, hasonld6 mértékben gatolta az I,rns €s Itask.i aramokat, és
mindkét dram gétlasa pillanatszeri gyorsasaggal alakult ki. Eszerint a Cs' hasonld
modon gétolja az I rns-t 1étrehozd és a TASK-1 csatornat.

Hogy a TASK csatorna részvételét az Irns kialakitdsdban mas oldalrdl is
megkozelitslik, antiszenz eljarast alkalmaztunk. A TASK-1 mRNS START kodonjat
elfedd antiszenz oligonukleotid 85 %-ban kivédte a Irns kifejez0dését, mig a szenz
nem befolyasolta azt. Az egyszali antiszenz oligonukleotidunk ténylegesen antiszenz
mechanizmussal, az mRNS-hez hibridizalva gétolta az I,,rns expressziot. Ugyanis ha az
antiszenz oligonukleotiddal egyiitt szenzet is injektaltunk, akkor az antiszenz jelentOs

hanyada mar nem az mRNS-hez, hanem a szenz oligonukleotidhoz ko6tédott, igy az
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Lnrns kifejezodést szignifikansan kevésbé gatolta. Tehat az antiszenz oligonukleotid
egyszalu formaban hatékonyabb volt, mint a kétszali oligonukleotid dimer.

Noha az I.rns €s Itask.1 elektrofiziologiai tulajdonsagai, poérusaik altalanos
farmakologiai jellemzdi, illetve az antiszenz kisérlet a két aram egyezése mellett szolt,
az aramok pH érzékenysége mutatta, hogy mégsem lehet kozéjiik egyenldségjelet tenni.
A kevésbe pH érzékeny Inrns-nek (illetve az azzal megegyezd érzékenységii, patch
clamppel mért glomeruléza dramnak) maximum 25-30 %-at képezheti az er6sen pH
érzékeny TASK-1 aram. Hogy lehetséges, hogy a TASK antiszenz oligonukleotiddal
ennél nagyobb gatlast kaptunk ? (Még a szenz oligonukleotiddal kivédhetd, ‘egyszalu
specifikus’ antiszenz gatlds is meghaladta a pH érzékenységekbdl szamitott %-os
hozzajarulast.)

Az antiszenz oligonukleotid tervezésekor TASK (akkor még csak a TASK-nak
nevezett TASK-1 volt ismert) specifikusnak bizonyult a Génbank nukleotid szekvencia
adatbazisdban, nem mutatott szekvencia hasonlosidgot egyéb K" csatornaval.
Munkankkal parhuzamosan azonban a 2P csatornak TASK alcsoportja Gjabb tagokkal, a
TASK-3 és TASK-5 csatornakkal boviilt. A TASK-3 a START kodon kornyékén
jelentds hasonlosdgot mutat a TASK-1 bazissorrendjével. A 22 bazis hosszusagu
antiszenz oligonukleotid minddssze 3 ponton tér el a TASK-3 (komplementer)
hibridizacid kozben 18 °C hémérsékleten tartottuk, és ilyen koriilmények kozott az
antiszenz oligonukleotidunk kotddhetett a TASK-3 mRNS-hez is. Vagyis az antiszenz
kisérletben a TASK-1 mellett valoszintlileg a TASK-3 kifejezddést is kivédtiik.

Egyiitt azzal az irodalmi adattal, hogy a TASK-3 enyhe extracellularis
savanyitasra sokkal kevésbé gatlodik, mint a TASK-1 (30;61), jogos felvetni a
lehetdségét, hogy a TASK-1 mellett a TASK-3 is jelentés mértékben fejezddik ki
glomeruléza sejtben. Az Onmagaban miikodd csatorndt nem képezé TASK-5
alegységrol Northern blottal kimutattdk, hogy mRNS-e nagy mennyiségben van jelen a
mellékvesekéregben (29). A mi eredményeink tiikrében ez szinte sugallja, hogy az
altalaban homodimerként mitkk6dé 2P csatorndk TASK alosztilydban heterodimer
képzés is lehetséges. Annak megallapitasa nyilvan tovabbi kisérleteket igényel, hogy a
nagyon hasonld porussal és egyes teriilleteken megegyezd aminosav-szekvenciaval

rendelkez6 TASK alegységek milyen aranyban fejezédnek ki glomeruloza szdvetben,
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illetve hogy milyen kombinaciokban dimerizalva hozzak 1étre a glomeruldza hattér K"
aramot.

Régota ismert, hogy a glomeruldza sejt hattér K" permeabilitasat az angiotenzin
IT ingerlés gatolja. Kiprobaltuk, hogy ez a szabalyozas atvihetd-e Xenopus petesejtekbe
a glomeruloza mRNS injektaldsaval. A legnagyobb expressziot mutatd petesejtekben az
angiotenzin II ingerlés (a vart Ca*"-aktivalt CI” dramon kiviil) enyhe hattér K* 4ram
gatlast is létrehozott. A gatldas mértéke messze elmaradt a glomeruldza sejtben patch
clamppel mérhet6tdl, azonban pusztan a gatlds kimutathatdsdga is tetszetds volt,
amennyiben tekintetbe vessziik, hogy a glomeruloza szovet teljes fehérjekészletét
expresszaltuk az oocytakban, melynek az angiotenzin II receptor és a hattér K
csatornak csak egy paranyi részét teszik ki.

Ha a glomeruléza hattér K= 4ramért dontéen TASK csatornak felelések
(legalabb egy részéért TASK-1), és a glomeruléza hattér K aramot az angiotenzin II
gatolja, akkor az angiotenzin II TASK gatl6 hatasa varhatd. Ezért AT;, angiotenzin II
receptort és TASK-1 csatornat koexpresszaltunk petesejtekben. Az angiotenzin II
hatasara ilyen sejtekben erételjes TASK-1 aram gatlas fejlodott ki. Ezzel az elsék kozott
mutattuk ki (Millarral (48) és Talleyvel (71) egyidejiileg), hogy a TASK-1 csatorna
szabalyozddhat G fehérjéhez kapcsolt receptoron keresztiil. Kisérletiinkbdl az is
kideriilt, hogy a receptortdl a csatornaig vezetd jelatviteli uthoz e két alkotoelemen kiviil
egy¢b glomeruloza specifikus komponensre nincs sziikség, vagy legalabbis azok
helyettesithet6k a petesejt megfeleld elemeivel.

Végeredményben az angiotenzin II receptor sem volt feltétleniil sziikséges a
TASK-1 gatlas kialakitdsdhoz. A petesejt endogén lizofoszfatidsav receptora is
hatékony volt a csak TASK-1 csatornat expresszald oocytakban. Ugyanigy erdsen
gatolni lehetett a csatornat egy harmadik fajta Ca**-mobilizalé hormon receptorral, a
TASK-1-gyel koexpresszalt M; muszkarinos acetilkolin receptorral is. A nem G,
hanem G; fehérjét aktivalo M, receptor ingerlése viszont csak sokkal gyengébb TASK-1
gatlast okozott. A foszfolipdz Cy izoenzimet aktivalo és ezaltal mérsékelten Ca®'-
mobilizalo epidermalis ndvekedési faktor (EGF) receptor (9) is gatolta a TASK-1
csatornat kismértékben.

Munkénkkal parhuzamosan a TASK-1 glomeruldza sejten kiviili lokalizacidjarol

¢s jellemzd receptor medidlt szabalyozasarol wjabb felfedezések lattak napvildgot.
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Kimutattédk, hogy a kisagyi szemcsesejtekben a hattér K™ aramot TASK-1 hozza létre és
e granularis neuronok kolinerg hatdsra bekdvetkezd depolarizaciojaért elsdsorban az
erésen pH érzékeny TASK-1 hattér aram gatlasa felelds (48). A hattér K aram gatlasa
ez esetben a szintén Ca’’-mobilizalo, Gy fehérjét aktivalo Mj receptoron keresztiil
valdsul meg (6). A TASK-1 alakitja ki tovabba a gerincveldi és agytorzsi motoneuronok
erdsen negativ membranpotencialjat (71). Ezeken az idegsejteken igen sokféle
neurotranszmitter hatasa érvényesiil. Ezek koziil egyesek (szerotonin, noradrenalin, P
anyag, tireotrop releasing hormon (TRH) és glutamat) a hattér K~ aram gatlasaval
kifejezetten depolarizadlnak, mely tipusosan a megfeleld (5-HT, szerotonerg, ol
adrenerg, NK tachikinin, TRH-R1 és I. csoportba tartozé metabotrop glutamat) Ca”'-
mobilizal6d receptor aktivacidjanak kovetkeztében torténik (71). Talley és munkatarsai
heterolog expresszids rendszerben, HEK293 sejtekben is kimutattdk a TASK-1 gatlast.
A Ca?"-mobilizal6 tireotrop releasing hormon (TRH-R1) receptort alkalmaztak TASK-1
gatlasara (71).

Tehat ugy tint, a Ca’’-mobilizalé hormon receptorok 4ltalaban képesek a
TASK-1 gatlas kialakitasara. Ez arra 0sztonzott minket, hogy a TASK-1 gatlasért
felelos 1épést a Gy fehérje-foszfolipdz C jelatviteli uton keressiik. A G fehérje
részvételét a gatlasban a nem hidrolizaldé GTP analog GTPyS segitségével igazoltuk. A
G fehérjék aktiv formdja, koztik a G4 heterotrimer G fehérje o alegysége, nem tudja
hasitani a hozza erdsen kotddé GTPyS-t, ezért e nem hidrolizalé analog a G fehérjéket
tartésan aktiv allapotban stabilizalja. A GTPyS injektalds hatdsdra a TASK-1 aram
gatlodott, ami az aktiv G fehérje TASK-1 gatlasban betoltott szerepét jelezte.

A GTPyS azonban csak lassan gatolt, mivel feltehetéen nyugalmi koriilmények
kozott a G fehérjék nukleotid kotd zsebében 1évéo GDP csak lassan cserélodott ki
GTPyS-re. Ha M| muszkarinos acetilkolin receptort és TASK-1 csatornat koexpresszalo
petesejteket injektaltunk GTPyS-sel, majd a sejteket a GTPyS gatldas maximumanak
bedllta el6tt ingereltiik carbachollal, akkor a receptor aktivacidé meggyorsitotta a
nukleotid kotd zsebben a kicserélddést és ezaltal a GTPyS kotddését a G fehérjéhez. A
GTPyS injektalt sejtekben a carbachol megvonasat kdvetéen az aram nem allt vissza
kontroll értékre, hanem tart6san gatolt maradt a tartosan aktiv G fehérjék TASK-1 gatlo
hatdsanak megfeleléen. Ez mutatta, hogy a TASK-1 gatlasra képes G fehérjék

aktivalédnak a receptor medialt TASK-1 gatlas soran.

51



A Ca’’-mobiliz4l6 hormon receptorok ingerlése a Gg/11 fehérjéken keresztiil
serkenti a foszfolipdz C enzimet. A foszfolipaz C aktivalodédsa sziikséges az M;
muszkarinos acetilkolin receptor TASK-1 gatlo hatasahoz. Az U73122 foszfolipaz C
gatloszer Xenopus petesejtekben erdsen csokkentette a carbachol okozta K™ &ram
gatlast. Kisagyi szemcsesejtekben ugyanez a gatldszer kivédte carbachollal 1étrehozott
Ca®" jelet, de nem akadalyozta meg a TASK-1 in vivo megfeleléjeként leirt hattér K™
aram gatlodasat (6). Jelenleg e kiilonbség okat nem ismerjiik. Talan a TASK-1 gatlas
Ca’"-jelnél nagyobb érzékenysége a foszfolipaz C aktivaciora, tobb killsnbozd
lokalizacioji és U73122 érzékenységli foszfolipdz C izoenzim vagy valamilyen mas
modon az eltérd sejttipus, illetve kisérleti koriilmények okozhatjdk a latszolag
ellentmond6 eredményeket.

A foszfolipaiz C TASK-1 gatlo hatasat egy masik, a gatloszertdl fiiggetlen
megkozelités is igazolja kisérleti rendszerliinkben. Az M, muszkarinos acetilkolin
receptort és TASK-1 csatornat kifejezd petesejtekben a carbachol ingerlés csak
kismértékii hattér K aram gatlast okozott. Ha viszont a receptoron és a csatornan kiviil
még foszfolipaz C P2 enzimet is koexpresszaltunk, akkor a carbachol mar kifejezett
TASK-1 gatlashoz vezetett. Mivel a két illetve haromféle ‘idegen’ fehérjét kifejezo
petesejt csoport kozott az egyediili kiillonbség a foszfolipdz C P2 expresszidja volt,
nyilvén a foszfolipaz C idézte el6 a fokozott TASK-1 gatlast.

Ha a petesejtek ritka, ugynevezett ‘varians donor’ békabol szdrmaztak, és nagy
mennyiségli endogén Ca’"-mobilizal6 muszkarinos acetilkolin receptort tartalmaztak
(42), a carbachol hatidsara a csak TASK-1 csatorndt expresszald petesejtekben is
fellépett Ca’'-aktivalt CI' aram és kifejezett TASK-1 gatlas. Az ilyen peteseijt
preparatumokat kizartuk az M, receptorral végzett kisérleteinkbdl. A nem ‘varians
donorbdl” nyert, M, receptort és TASK-1 csatornat kifejezd petesejtekben a carbachol
csak gyengén gatolta a TASK-1-t, és nem jart Ca’"-aktivalt Cl" arammal, (vagy ritkan
kis amplitadoju Ca*"-aktivalt CI” aram osszcillaciokat okozott). E kicsiny Ca”" jel és az
enyhe TASK-1 gatlas valoszintileg szintén foszfolipaz C aktivalodas kovetkezménye
volt. Ez a foszfolipaz C aktivalodas lehetett az M, receptortdl fliggetlen, 1étrejohetett a
nem ‘varians donorbol’ nyert petesejtekben is (joval kisebb mennyiségben) jelenlévd
Ca’"-mobilizalé muszkarinos acetilkolin receptorok miatt. De létrejdhetett M,

receptoron keresztiil is, egy olyan foszfolipaz C aktivéacidjaval, melyet az M, receptor
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altal serkentett G; fehérje Py alegysége aktival. (Ilyen példaul a Xenopusbol klonozott
PLC-XB (43)). A csak M, receptort és TASK-1 csatornat kifejez6 oocytakban a
carbachol hatasara jelentkezd csekély K™ aram gatlas okat nem vizsgaltuk tovabb.

Az M, receptoron és TASK-1-en kiviil foszfolipdz C B2 enzimet is kifejezd
petesejtekben a carbachol ingerlés nagy Ca”" jelet és erés TASK-1 gatlast hozott 1étre.
A nagy Ca’"-aktivalt CI" 4ram mutatta, hogy a foszfolipaz C B2 enzimet Xenopus
petesejtekben is be lehet kapcsolni az M, receptoron keresztiil. Igazdbol ennek
reményében valasztottuk a B2 izoenzimet vizsgalatunkhoz, hiszen mas expresszids
rendszerben mar kimutattak (11), hogy az M, receptor altal a G; fehérje heterotrimer
komplexébdl felszabaditott Py alegység hatékonyan aktivalja ezt a foszfolipaz C format.
Az, hogy a carbachol ingerlésre fokozott TASK-1 gatlas is jelentkeztett, az aktiv
foszfolipaz C TASK-1 gatlasban betoltott szerepét igazolta.

A foszfolipaz C aktivalédas kozvetlen kovetkezménye az inozitol-triszfoszfat
(IP5) és diacilglicerin (DAG) masodlagos hirvivok képzddése. Az IP5 az intracellularis
raktarakbol Ca®"-ot szabadit fel, majd komplikalt enzimatikus reakcidutakon tucatnyi
tovabbi kiilonféle inozitol-foszfat képzSdhet beléle. Azonban sem a citoplazma [Ca®']
novekedése, sem az inozitol-foszfatok nem okai a TASK-1 gatlasnak. A citoplazma
[Ca™"] barmely irdnyba torténd valtoztatisa nem befolyasolta lényegesen a TASK-1
aramot. Ha az intracellularis Ca*" raktarakat a Ca’’-ATPaz gatlo thapsigarginnal
kiiiritettiik, akkor a receptor ingerlés mar nem okozott Ca*"-aktivalt CI” dramot, azonban
a TASK-1 tovabbra is gatlodott.

Valtozatlan nagysagn maradt a TASK-1 gatlas akkor is, ha a citoplazma Ca*"
Ca” -kelator segitségével. (Bar a gatlas sebessége csokkent, talan éppen a foszfolipaz C
aktivacio [Ca’'] fiiggése miatt.) Az IP; kozvetlen és kozvetett szabalyozd szerepét
egyarant kizarta az a kisérlet, melynek soran TASK-1 expresszalo petesejtekbe mérés
kozben injektaltunk IPs-at. A maximalis IP; adag hatasara hatalmas Ca®'-aktivalt CI
aram jelentkezett, melyet azonban TASK-1 gatlas nem kisért.

A foszfolipaz C masik terméke, a DAG a protein kinaz C-t aktivalja. Azonban a
protein kindz C farmakoldgids aktivacidja nem befolyasolta a TASK-1 aramot, és a
protein kindz C farmakologias gatlasa nem valtoztatta a receptor medialt TASK-1

gatlast. Ezért a protein kindz C nem vesz részt a TASK-1 gétldsban, annak ellenére,
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hogy csatorna tartalmaz protein kindz C foszforildciés konszenzus szekvenciat. A
alkalmaztunk. Kezelésilink tényleg aktivalta a protein kinaz C-t, mivel a kezelést kovetd
angiotenzin Il mar nem volt hatékony, sem Ca’-jelet, sem TASK-1 gatlast nem
okozott. Ezen angiotenzin II-re mutatott érzéketlenséget talan az angiotenzin II receptor
protein kinaz C altali foszforilacidja okozta (69).

A protein kindz C konszenzus szekvencian kiviil a TASK-1 tartalmaz egy tirozin
foszforilacids konszenzus szekvenciat is a C-terminalisan. Azonban a TASK-1 gatlas
nem fiigg Ossze e hely foszforildciojaval. A receptor aktivacioval kivaltott TASK-1
gatladst nem befolyasoltak a tirozinkinaz gatloszerek. Ha a konszenzus szekvenciat ugy
mutaltuk, hogy tobbé mar nem foszforilalodhatott, a mutdns csatorna akkor is
szabalyozodott receptoron keresztiil.

Masok eredményeivel teljesen egybehangzoan (16;34;71), a foszfolipaz C
termékei €s az azok altal beinditott jelatviteli utak nem vezetnek TASK-1 gatlashoz a mi
rendszeriinkben sem, logikus ezért a gondolat, hogy a foszfolipaz C szubsztratjdnak
fogyasa lehet felelds a TASK-1 gatlasért. A foszfolipaz C aktivacid soran a membran
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP,) és foszfatidil-inozitol-4-foszfat (PIP) szintje
joval a nyugalmi érték ald siillyed, a parhuzamosan aktival6dé reszintézis ellenére
(18;33). Bar a polifoszfoinozitidek csak egy kicsiny hanyadat adjak a membran 0sszes
foszfolipid mennyiségének, mégis egyre tobb fehérjérdl deriil ki, hogy koti e negativan
toltott lipideket és szabalyozodik altaluk. A K csatorndk koziil a befelé rektifikalo
csaladban elég altalanos, hogy a PIP, kotés aktival (25;39;67). Igy tehat felmeriil a
lehetdség, hogy a TASK-1 csatornan is hasonl6 szabalyozas érvényestilhet.

Az ¢l6 sejt membranjanak foszfoinozitid Osszetételét specifikusan ¢és
receptoroktdl fliggetlen modon megvaltoztatni nehéz feladat. Mi a petesejt membran
PIP ¢és PIP, szintjének csokkentésére receptortol fiiggetlen, de viszonylag alacsony
specificitast modszert valasztottunk, a foszfatidil-inozitol 4-kinéz (P14K) farmakologias
gatlasat. A foszfatidil-inozitol 3-kinaz specifikus gatlasara kiterjedten alkalmazott
wortmannin egy-két nagysagrenddel nagyobb koncentracidoban gatolja a PI4K-t is (49),
mely a foszfatidil-inozitolbol a PIP és ezaltal kdzvetve a PIP; szintézisét teszi lehetové.

Ha a receptor ingerlés hatasara jelentkez0 TASK-1 gatlas a polifoszfoinozitid szint
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csOkkenésén keresztiil jon 1étre, akkor a polifoszfoinozitidek gyors nyugalmi korforgasa
miatt a PI4K gatlasnak is varhatéan TASK-1 gatlast kell okoznia.

Valéban, a wortmannin a megfeleld pM-os koncentraci6 tartoményban gatolta a
TASK-1 aramot. A wortmannin lelassitotta tovabba a TASK-1 aram visszaallasat az M,
receptor ingerlés megvonasat kdvetden, mely hatds szintén varhato, ha abbodl indulunk
ki, hogy a PI4K részt vesz a receptor ingerlés kovetkeztében lebomlott
polifoszfoinozitidek ujraképzésében. Mivel a wortmannin az alkalmazott magas
eredményeinkbdl nem kovetkezik biztosan a polifoszfoinozitidek TASK-1 szabalyozé
szerepe. A PIP vagy PIP, TASK-1 csatornara kifejtett hatasdnak igazolasa tovabbi
kisérleteket igényel még. A wortmanninnal kapott eredményeink azonban 9sszhangban
vannak azzal a hipotézissel, mely szerint a TASK-1 aktivitdst a membran

polifoszfoinozitidek szabalyozzak.
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Kovetkeztetések

A TASK-1 2P K" csatorna nagy mennyiségben fejezédik ki patkany mellékvese
glomeruléza sejtekben és hozzajarul a sejt hattér K" permeabilitasanak kialakitasdhoz.
Glomeruloza szovetben tobb TASK-1 mRNS expresszalodik, mint a koradbban a
csatorna bé forrdsanak tartott szivben és kisagyban, azonban a glomeruldza sejt hattér
K" aramanak kialakitasaban a TASK-1 mellett mas csatornak is részt vesznek. Ezen
tovabbi hattér K csatorndk arama tobb szempontbol nagyon hasonlénak bizonyult a
TASK-1-¢éhez, ezért valoszinlileg ezek a csatorndk is a 2P csalad TASK alosztalyaba
tartoznak.

Az angiotenzin I AT;, receptoran keresztiil gatolja a TASK-1 csatornat. A
hattér K 4ram gatlas hozzajarul az angiotenzin II depolarizalé hatdsahoz és részét
képezi a peptid altal elinditott Osszetett jelatviteli folyamatnak, melynek végeredménye
a fokozott aldoszteron termelés. TASK-1 gatlast nemcsak az angiotenzin II receptor
hozhat 1étre, hanem a gatlas altaldban jellemz6 a Ca®"-mobilizalé hormon receptorokra,
aminek nagy jelentSsége van egyéb sejttipusok hattér K dram szabalyozasaban is.

A Ca’"-mobilizal6 receptorok a TASK-1 csatornat a foszfolipaz C serkentésén
keresztiil gatoljak. A foszfolipaz C termékei nem okoznak TASK-1 gatlast. A gatlasért a
membran polifoszfoinozitid szintjének csokkenése, vagy egy ma még nem ismert

jelatviteli folyamat felelds.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki Dr. Enyedi Péternek, témavezetomnek, aki a
munkacsoportjdba fogadott, megteremtette munkam feltételeit és iranyitotta, szamtalan
tanaccsal segitette azt. Kiilon koszonet illeti 6t azért, ahogy oOtleteivel és toretlen
optimizmusaval atvezetett a sikertelen kisérletek sokszor nem ritka erdején.

Koszonom Dr. Spit Andrasnak, hogy masodéves koromban a félévi vizsgan
felfigyelt ram, intézetébe hivott és folyamatosan figyelemmel kisérte és tamogatta
munkamat, programvezetoként segitette értekezésem elkészitését és mindezek mellett
még arra is maradt energidja, hogy alkalmanként egy-egy kiallitaslatogatassal csiszolja
a milvészetek iranti érzékemet.

Koszonettel tartozok laboratoriumunk asszisztensndinek, Veres Irénnek és
Koviacs Erikanak faradhatatlan munkéjukért, mely jelentds mértékben segitette eld
célkitlizéseink megvalositasat. Koszonom a 2000 nyara 6ta PhD tanulmanyait kiilf61don
folyatatd Fischer Tamdasnak, hogy a birdlok igényeinek megfelelden glomeruldza sejten
végzett patch clamp mérésével kiegészitette a Molecular Endocrinology
kozleménylinket és ezzel hozzdjarult annak elfogadasdhoz. Nagyra értékelem tovabba
az Elettani Intézetben az Osszes munkatdrsam szerepét annak az elfogadd, barati
légkornek a megteremtésében, melyet a tartés kutatomunka elengedhetetlen feltételének
érzek.

Koszonetemet szeretném kifejezni csalddomnak. Halaval tartozok az édesanyam
¢s a hugom oOnzetlen gondoskodasaért és a szadmtalan reggeliért €és vacsoraért.
Koszondm édesapam tamogatasat ¢s azt, hogy kutyasétaltatds kozben sokszor
végighallgatta még kissé homalyos elképzeléseimet, illetve 1ényegretdrésével esetenként
konkrét otletekkel is hozzajarult munkamhoz. Végiil koszonetet mondok Nyirtass
faluban ¢16 nagysziileimnek, nagyapamnak, aki gyermekkoromban megtanitotta nekem,

hogy néha a lekiizdhetetlennek tiin6 akadalyokon is feliil lehet kerekedni.
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