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1. BEVEZETES

A TASK-3-csatorndk a K'-csatornak legujabban felfedezett csalddjaba tartoznak,
amelynek tagjai alegységenként két porusformald hurkot tartalmaznak, és dimereket alkotva
hozzak létre a funkcionalis K -ateresztd porust. Ismert, hogy a TASK-3-csatornak emlds
sejtekben szdmos fiziologids funkcioval rendelkeznek. Szerepet jatszanak példaul patkanyban
az aldoszteronszekrécid szabalyozasdban (Czirjak és Enyedi, 2002), részt vesznek a neuronok
ingerlékenységének beallitasaban (Han és munkatarsai, 2002; Chemin és munkatarsai, 2003;
Kang ¢és munkatéarsai, 2003; Meuth és munkatarsai, 2003; Berg ¢és munkatarsai, 2004;
Hopwood ¢és Trapp, 2005), valamint a periférids kemoreceptorok hypoxia iranti
érzékenységének biztositasaban (Yamamoto és munkatarsai, 2002; Washburn és munkatérsai,
2002; Washburn ¢és munkatarsai, 2003; Williams és Buckler, 2004). A kozponti
idegrendszerben zajld neurotranszmisszéban szintén fontos szerepet toltenek be, mivel pH-
érzékenységiik révén modosithatjak a neurotranszmitterek posztszinaptikus hatésait.

Mig a fent emlitett folyamatokban a TASK-3-csatorndk szerepe a nyugalmi
membranpotencialra  gyakorolt hatdsukon keresztiill valésul meg, szamos egyéb
sejtmiikddésben is szerepet jatszanak, ahol kevésbé vilagos, hogy hatasukat mily modon fejtik
ki. A patkény cerebellum fejlédése soran a TASK-3- és TASK-1-alegységeket tartalmazo
heterodimer csatorndk részt vesznek a kiilsd szemcsesejtes rétegb6l végleges helyiikre
vandorl6 szemcsesejtekben az apoptotikus sejthalal indukcidjdban, és ily modon azok
végleges mennyiségének kialakitdsaban. A TASK-csatornak pro-apoptotikus funkciojanak
hatterében feltehetden az a mechanizmus 4ll, hogy a rajtuk keresztiil kidramlo kaliumionok
mozgasat viz koveti, ami apoptotikus sejttérfogat-csokkenéshez vezet.  Emellett az
intracellularis K -koncentracio csokkenése kozvetleniil is sejthaldlhoz vezethet az apoptotikus
folyamatokban részt vevo enzimek (pl. kaszpazok) aktivalasa révén.

Rendkiviill meglepd jelenség, hogy a TASK-3-csatorndk amellett, hogy bizonyos
sejttipusokban apoptdzist kivaltdé hatassal rendelkeznek, mas koriilmények kozott ezzel
ellentétben tumorképzddést serkentd funkciot mutatnak. A TASK-3-fehérjét kodold kenk9
tiidédaganatok jelentés hdnyadaban a fehérjetermék fokozott expressziojaval is egyiitt jar A
csatornafehérje tumorképzddést serkentd funkcidjat emellett kisérletes adatok is megerdsitik,
amelyek igazoljak, hogy a hatas kifejlédéséhez nem csupan a fehérje jelenlétére, hanem a

miikodéképes, K -permeabilis TASK-3-csatornak kialakulasara is sziikség van. Habéar nem



ismert, hogy a TASK-3-csatorndk pontosan mily modon jarulnak hozza a daganatos
sejtproliferacidhoz, bizonyos felvetések szerint ndvelik a daganatos sejtek hipoxidval és
szérumdeprivacioval szembeni ellenallasat, ami kiilondsen jelentds lehet a solid tumorok
TASK-3-csatornak mitkodése és a mitokondrialis oxidéacios folyamatok kozott valamilyen
Osszefiiggés 4all fenn, amit irodalmi adatok is megerdsitenek, azonban a jelenség pontos
megértéséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A jelen disszertacioban bemutatott eredményeink igazoljak, hogy a tenyészetben
fenntartott melanoma sejtekben a TASK-3-csatorndk feltehetden mitokondridlis
elhelyezkedést mutatnak, valamint azt is alatdmasztjak, hogy in vitro koriilmények kozott a
TASK-3-csatorndk jelenléte és miikodése kulcsfontossdgii a mitokondridlis funkcio, és
ennélfogva a sejtek életképességének fenntartasa szempontjabol. Ezen megfigyelések
hozzajarulnak ahhoz, hogy megértsiik a TASK-3-csatorndk potencidlis tumorképzdédést
serkentd hatasanak hatterében all6 mechanizmust, ami a jovoben esetleg terapias szempontbol

is jelentéséggel birhat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A K'-csatornakrol altalaban

Az emlés sejtek membranjaiban jelen 1évé, K'-permeabilis porusokat kialakito
fehérjék valamennyi sejttipusban megtaldlhatoak. A K'-csatorndk szamos sejtfolyamatban
részt vesznek, és az altaluk betdltott funkciok kiilonféle csatornatipusokhoz kothetdk. A K'-
csatornakat az Oket felépitdé alegységek szama és szerkezete alapjan harom fOcsoportba
soroljuk. Az alegységek csoportositdsanak f6 szempontja a benniik talalhaté transzmembran
szegmensek (TMS) szdma, aminek alapjan kettd, négy és hat transzmembran szegmenst
tartalmazd alegységek kiilonboztethetok meg. Minden alegységben megtalalhaté az a
konzervativ szekvencidju hurok, ami a csatorna ionpermeabilis porusanak kialakitasaért
felelés. A kaliumcsatorndk focsalddjait, és azok molekuldris szerkezetének legfontosabb

jellemzdit az 1. tdblazat foglalja ssze.

1. tablazat:

A K'-csatornak fécsoportjainak molekularis szerkezete

Csoport A transzmembran A porusformalo Az alegységek
szegmensek szama | régiok szama szama
(alegységenként)
Kv 6 1 4
Kir 2 1 4
2P/ATM 4 2 2

A K'-csatornak legnépesebb fécsoportjat a fesziiltségvezérelt K'-csatornak (Kv-
csatorndk) alkotjak, amelyek négy alegységbdl ¢épiilnek fel, és alegységenként hat
transzmembran régiot tartalmaznak. A Kv-csatornak egy alegységének szerkezetét az 1. abra
mutatja be. Az egyes alegységek C- és N-termindlis régioi a citoplazmatikus oldalon
helyezkednek el (Jan €s Jan, 1997; Sansom €s munkatarsai, 2002; Yellen, 2002; Armstrong,
2003). Az alegységek N-termindlis régidja tartalmaz egy un. T1-szakaszt, ami az alegységek
tetramerizaciojaért felelés (Li és munkatarsai, 1992; Yu és munkatarsai, 1996; Liu és
munkatarsai, 2005; Robinson és Deutsch, 2005). A csatorndk ionpermeabilis porusat
kialakito hurok (HS vagy P-régi6) az S5 és S6 transzmembran szakasz kozott helyezkedik el.
A poérusformald hurok kiilondsen fontos része egy glicin-tirozin-glicin (GYG) aminosav-
tripletet tartalmazo, igen konzervativ régié, ami dontd jelentdségiinek tiinik a K'-szelektivitds

kialakitasaban. A Kv-csatorndk a membran depolarizaciojanak hatasara aktivalodnak, igy a




csatornak megnyildsa dontden az akcids potencialt kovetd repolarizacids fazis kialakitdsaban,

illetve annak médositasaban jelentds (Catterall, 1993).
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1. abra: A Kv-csatornak egy alegységének szerkezete
Egy alegység hat transzmembran szakaszt (S1-S6) és egy pousformalo régiot (P) tartalmaz. Az amino- és a karboxi-
lancvég egyarant a membran citoplazmatikus oldaldn helyezkedik el. A Kv csatorndkban az S4 szakasz t6lti be a
fesziiltségszenzor szerepét. Az aktiv csatorna az alegységek tetramerizacidja révén alakul ki (az abra forrasa: Herbert
és munkatarsai, 2005).

Az alegységenként két transzmembran szakaszt tartalmazo K'-csatornak kozé
tartoznak az ugynevezett befelé egyeniranyito (inward rectifier) K'-csatornék (Kir-csatornak),
amelyek a membran hiperpolarizacidjanak hatdsara aktivalodnak (Katz, 1949). Az
alegységekben jelen 1évé két transzmembran szegmens a fesziiltségvezérelt K'-csatornak
Kir-csatorndk a nyugalmi membranpotencidl bedllitasaban, ¢és az akcids potencidl
lecsengésének terminalis fazisaban jatszanak szerepet. A Kir-csatorndk mellett a G-protein
altal regulalt (GIRK) és az ATP-fiiggé K'-csatornakra is a két transzmembran szegmenst
tartalmazo alegységszerkezet jellemzé. A 2TM K'-csatornak alegységszerkezete a 2. abran
lathato.

A fenti két csoportba tartozé K'-csatornak kozos tulajdonsaga, hogy alegységenként
egy porusformdlo hurkot tartalmaznak, és a funkcioképes csatorna Osszeszerelddéséhez az
alegységek tetramerizacidja sziikséges (Doupnik és munkatarsai, 1995). A K'-csatornak
harmadik focsoportjanak tagjai (2P/4TM K'-csatorndk) ettdl eltéréen alegységenként két,

tandem elhelyezkedésti porusformalo régiot, és négy transzmembran szegmenst tartalmaznak
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2. abra: A Kir-csatornak egy alegységének szerkezete
Egy alegység két transzmembran szakaszt (M1 és M2) és egy porusformdlo régiot (P) tartalmaz. Az amino- és a
karboxi-terminalis egyarant a citoplazma fel6li oldalon helyezkedik el. A miik6d6 csatorna kialakulasahoz az
alegységek tetramerizacidja sziikséges (az dbra forrdsa: Herbert és munkatarsai, 2005).

(Ketchum és munkatarsai, 1995). A funkcioképes csatorna a masik két fécsoport tagjaitol
eltéréen az alegységek dimerizéacidja révén alakul ki, igy az ionateresztd porus kialakitdsaban
itt is négy porusformald hurok vesz részt. Az ebbe a csalddba tartozd csatorndk egy részében
a dimer csatorna kialakitdsahoz az els¢ és a madsodik transzmembran szegmens kozott
elhelyezkedd, 44 aminosavbol allo, a-helikalis szerkezetii ,,self interacting domain” (SID)
sziikséges (Lesage ¢és munkatarsai, 1996), ami a csalad egyes tagjaiban a 69. pozicidban egy
cisztein aminosavat tartalmaz. A két alegységben taldlhatd ciszteinek az Osszeszerelddott
molekulaban egymassal szemben helyezkednek el, és a kozottik kialakulo diszulfid-kotés
stabilizalja a csatornat. Erdemes ugyanakkor megemliteni, hogy a csalad més tagjaiban (pl. a
TASK-csoportban) az alegységeket nem kovalens kotés tartja ossze. A 2P/4TM K '-csatornak
egy alegységének szerkezetét a 3. dbra mutatja.

A két porusformalé hurkot tartalmazé K'-csatorndkat nyugalmi aktivitasuk miatt
szivargd vagy hattér K -csatornaknak is nevezik. Nyugalmi aktivitdsuk révén ezen csatornak
novelik a membran K'-permeabilitasat, ily modon a membranpotencialt a kalium
ekvilibriumpotencidlja  koriili  értéken  stabilizaljak. Neuronokban a nyugalmi
membranpotenciadl  szabdlyozidsaban, a membrdn  bemeneti ellenallasdnak  ¢és
ingerlékenységének  bedllitdsaban, valamint az akciés potencidl iddtartamanak
szabalyozasaban is fontos szerepet jatszanak (Patel és Lazdunski, 2004; Patel és Honore¢,

2001; Lesage és Lazdunski, 2000). A hattér K'-csatornak aktivitasa jelentés fesziiltség- és



idéfiiggést nem mutat, és szimmetrikus K'-gradiens esetén linedris aram-fesziiltség
karakterisztika jellemzdé rajuk. Az ebbe a fOcsoportba tartozd csatorndk farmakoldgiai
tulajdonsagaikat tekintve is jelentdsen kiilonboznek a tobbi K'-csatornatél, ugyanis
érzéketlenek a szokasos K'-csatorna-blokkolokra, mint példaul a tertaetil-ammonium (TEA)

¢és 4-aminopiridin (4-AP).

Extracellular
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3. abra: A két pérusformalé domént tartalmazé K'-csatornak egy alegységének szerkezete
Az alegységek 4 transzmembran régiobol (S1-S4) és két, tandem elhelyezkedésii porusformald hurokbol (P1-P2)
épiilnek fel. A karboxi- és amino-terminalis régiok intracellularisan helyezkednek el. A funkcidképes struktura az
alegységek dimerizacidjaval alakul ki, igy a porus kialakitisiban a tobbi K'-csatornahoz hasonléan itt is négy
porusformald hurok sziikséges. A dimerizacioban fontos szerepe van az S1 és S2 régio kozott elhelyezkedd SID
(,,self-interacting domain”) régionak. A csatornacsalad egyes tagjaiban a dimerizaci6é kovalens kotéssel torténik (a
SID régiok egy-egy ciszteinje kozotti diszulfid hid révén), mig mas esetekben (pl. a TASK-3-csatorndk) nem kovalens
kapcsolodasrol van sz6 (az abra forrasa: Herbert és munkatarsai, 2005).

Eddig 15 olyan csatornat irtak le, amelyek a két porusformdld hurkot tartalmazéd
csatornak focsaladdjaba tartoznak (4. abra). Az ezen molekuldkat kddolo gének egységesen a
kenk jelolést viselik. A focsoporton beliil nagyfoka homoldgia figyelhetd meg az egyes
alegységek szerkezetében, valamint a poérusformdlod régid szekvencidjaban; az ezen kiviili
fehérjeszekvencidk kozepes foki homologiat mutatnak. A csatornacsalad tagjai strukturalis
¢s funkcionalis tulajdonsagaik alapjan tovabbi alcsoportokba oszthatok. Ezek kozott az
alaptipus a két porusformald hurkot tartalmazo, gyengén befelé egyenirdnyité csatornak
(TWIK, Tandem of pore domain in weak inward rectifier K"-channels) csoportja (Lesage és
munkatarsai, 1996, Chavez és munkatarsai, 1999). Ezen talmenden az egyes csatornak pH-,

arachidonsav- és halotanérzékenysége alapjan tovabbi osztalyok definialhatok.
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4. abra: A két pérusformalé domént tartalmazo K'-csatornak osztalyozasa

Az 4bran a 2P K'-csatorndk filogenetikai csoportositisa és a csatornafehérjék kiilonbozé elnevezései vannak
feltiintetve. A f&csoporton beliil hat funkcionalis csatornacsaladot kiilonboztetiink meg: TWIK, TREK, TALK,
TASK, THIK és TRESK. A TREK-csalad tagjai (TREK-1, TREK-2, TRAAK) arachidonsavra, telitetlen zsirsavakra
és mechanikai fesziilésre érzékenyek. A TALK-csaladba tartozo csatornakat (TALK-1, TALK-2, TASK?2) a lagos pH
aktivalja, mig a TASK-csatornakat a savas extracellularis pH gatolja. A gdznemi altatoszerek (pl. halotan, izofluran) a
THIK-csatornakat gatoljak, ezzel szemben a TRESK-, TREK-1-, TREK-2-, TASK-2-, TALK-1- és TASK-1-
csatornakat aktivaljak (pontozott vonal). Egyes 2P K'-csatorndk expresszidja nem eredményez miikodéképes
csatornakat (vékony vonal) (az abra forrasa: Sanders és munkatarsai, 2006).

A vizsgalataink targyat képez6 TASK-3-csatorna a TASK- (TWIK-related acid-
sensitive K+-channels) csatornacsaladba, azaz a savas pH-ra érzékeny, két porusformalod
hurkot tartalmazé K'-csatorndk alcsoportjaba tartozik. A TASK-csatorndk csaladjaba
jelenleg harom tipus tartozik (TASK-1, TASK-3 ¢és TASK-5), melyek koziil a TASK-5
heterolog expresszids rendszerben nem alkot funkcidképes csatornakat (Kim és Gnateco,
2001; Ashmole és munkatarsai, 2001). Az ¢él6 szervezetben a TASK-5-alegységek
feltehetéen TASK-1-, vagy TASK-3-alegységekkel heterodimert alkotva vesznek részt a
miikddd K'-csatornak kialakitisdban. A kordbban TASK-csatornaként osztalyozott TASK-2
¢s TASK-4 alegységekrdl ujabb vizsgalatok alapjan kidertilt, hogy a TASK-1-, TASK-3- ¢és

TASK-5-alegységekkel Iényegesen alacsonyabb szekvenciahomologiat mutatnak, mint azok
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egymassal. Ezt a két molekula a jelenleg elfogadott osztalyozas szerint a TALK-csaladba
(TWIK-related, alkaline pH activated K'-channels) tartozik (Girard és munkatarsai, 2001;
Decher és munkatarsai, 2001).

A TASK-csatorndk, mint neviikk is mutatja, érzékenyek az extracellularis pH
valtozasaira. Mind a TASK-1, mind a TASK-3 esetében a savas extracellularis pH a porus
zarodasat okozza, azonban a két csatorna pH-érzékenysége kiilonb6zd; a TASK-1 pK értéke
7,5, mig a TASK-3-csatornaé¢ 6,8 (Kim és munkatérsai, 2000; Rajan és munkatérsai, 2000).
elhelyezkedé hisztidin aminosav, amely a K'-permeabilis porus kiils6 szajadékanal talalhato
(Duprat és munkatarsai, 1997; Leonoudakis €s munkatarsai, 1998; Reyes €s munkatarsai,
1998; Kim és munkatarsai, 2000).

A TASK-csatornak farmakologijat tekintve elmondhaté, hogy a tobbi 2P/4TM K'-
csatornahoz hasonloan érzéketlenek a K'-csatorndk szokasos gatloszereire, ugyanakkor
bizonyos localanaestheticumok (pl. lidokain), tovabba a Zn®" és a Cu®" gatlé hatast fejtenck ki
rajuk (Leonoudakis ¢és munkatarsai, 1998; Reyes ¢és munkatarsai, 1998; Kindler ¢és
jelentds eleme, hogy feltételezések szerint a kozponti idegrendszerben megtalalhato hTASK-
csatorndk aktivalasa lehet a halotdn szisztémas anaesthesids hatdsanak alapja (Patel és
munkatérsai, 1999; Lesage €s munkatarsai, 2000; Talley és Bayliss, 2002). Az anaesthesia
soran a TASK-csatorndk aktivalasa a neuronok hiperpolarizacigjahoz vezet, ami az
idegrendszer ingerlékenységének csokkenése révén altalanos narkdzist okoz.

A TASK-3-csatornak igen hatékony gatldészere a ruténiumvords (Eso = 0,7 pmol/l),
ami a TASK-3 homodimerekhez 1-1 glutamat oldalldncon keresztiil kotédik, és igy a pozitiv
toltéstit molekula a csatorna kiils¢ szajadéka folott elektrosztatikus taszitd erdt képez a
csatornaba belépni kivano kdliumionok szdméra. A ruténiumvords gatld hatdsa sem a
TASK-1 homodimerek, sem a TASK-1/TASK-3 heterodimerek esetén nem figyelheté meg,
mivel a TASK-1 alegység az adott pozicioban nem tartalmazza a megfeleld glutamat
oldallancot (Czirjak és Enyedi, 2003).

Heterolog expresszios rendszerben végzett funkcionalis mérések kimutattdk, hogy egy
TASK-3-csatorna konduktancidja 28 pS (Kim és munkatarsai, 2000). A TASK-3-aramot
kezdetben id6- és fesziiltségfiiggetlen, nem inaktivalodo, kifelé egyeniranyitdo K'-aramként
irtak le (Kim és munkatarsai, 2000), az Gijabb adatok szerint azonban aktivacidjuk egyértelmdi,
1d6fliggd novekedést mutat (legaldbbis a Xenopus oocytakban és HEK-sejtekben expresszalt
human TASK-3-csatornék esetében; Meadows és Randall, 2001).
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2.2 A TASK-3-csatornak genetikai és molekularis bioldgiai jellemz6i

A huméan TASK-3-csatornat 2000-ben, Chapman ¢és munkatarsai azonositottak
elészor. A csatorna alegysége egy 374 aminosav hosszisdgu protein, ami a 8q24
kromoszomalis régioban elhelyezkedd, két exont tartalmazéd génrdl irodik at. A human 2P-
csatorndk koziil a TASK-1-alegységgel mutatja a legnagyobb mértékli, 62%-o0s
szekvenciaazonossagot. A TASK-5-alegységgel szintén viszonylag nagyfoku (56%) a
homoldgia, mig a 2P-csatornacsaldd tobbi tagjaval — koztik a TASK-2- és TASK-4-
csatorndval — a szekvenciaazonossag mértéke csupan 31-35%. A TASK-3-csatorna
szekvencidja er0sen konzervalt; a szekvenciaazonossag mértéke az egyes fajok kozott is
meglehetdsen nagy. A human és a patkany TASK-3-alegység kozott a homologia mértéke
74%. Kimutattdk azonban, hogy az elsd 250 aminosav teriiletén, az azonossag mértéke
kiilonosen nagy (94%), mig a fennmarado teriileten sokkal kevésbé kifejezett (Chapman és
munkatarsai, 2000). A csatornafehérje funkcionalis szempontbdl legjelentésebb régiodi, a két
porusformald hurok és a négy transzmembran szakasz egyardnt a nagyfoku homologiat
mutatd terilileten taldlhatdoak, mig a fehérjelanc citoszolikus régidi kevéssé konzervaltak.
Hasonl6 mintazatot figyelhetiink meg a human ¢és a tengerimalac TASK-3-csatorna aminosav-
szekvencidjanak Osszevetése soran is, bar ebben az esetben a poérusformald régidkon és a
transzmembran szakaszokon kiviil a C-terminalis teriileten is talalhatd egy konzervativ
szakasz, amely jelentds homoldgiat mutat a TASK-1-csatorna PDZ motivumaval. A
transzmembran fehérjékben gyakran el6forduld6 PDZ motivum a cytoskeletonhoz valo
rogzitésben, ily modon a szubcelluldris lokalizdcid meghatarozasaban jatszik szerepet. A
TASK-3-csatorna tengerimalacban csaknem kizarolag neurondlis expressziot mutat, és
elképzelhetd, hogy az emlitett régi6 fontos szerepet tolt be a neuronokon beliili szubcellularis
elhelyezkedés meghatarozasaban (Rajan és munkatarsai, 2000).

A csatornafehérjében a két porusformaldé hurok az elsé és a masodik, illetve a
harmadik ¢s negyedik transzmembran szegmens kozott talalhatd. Az elsé transzmembran
szakasz ¢és az elsé porusformald hurok kozott helyezkedik el az a hosszl, extracellularis
lancrész, amely az alegységek dimerizaciojaért felelds ,,self interacting domain” (SID) régiot
tartalmazza. Az emldsdk funkcionalis 2P K'-csatorna alegységeiben a két porusformaléd
motivum szekvenciaja konzervalt, G(Y/F)G, illetve G(F/L)G. A TASK-3-alegység elso
masodik pérusforméalé hurokban azonban a kissé médosult GFG szekvencia vesz részt a K'-

permeabilis porus kialakitdsdban (Chapman és munkatarsai, 2000; Lesage és Lazdunski,
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2000). A TASK-1- és TASK-3-csatorna kozotti nagyfoku hasonldsagot az is alatamasztja,
hogy mindkét alegységbdl hidnyzik az a konzervativ cisztein aminosav, amely mas 2P
K-csatornakban a dimer csatorna két alegysége kozotti kovalens kotés kialakitasaért felelds.
A TASK-1- és TASK-3-csatorndk alegységeinek Osszekapcsolédasa a cisztein oldallanc
hianyaban valdszinlileg nem kovalens médon torténik (Duprat és munkatarsai, 1997). A
homolog pozicioban egy N-glikozilaciés hely taldlhatd, azonban nem tisztazott, hogy a
glikozilacionak van-e szerepe a TASK-3-alegységek dimerizacidjaban. (Rajan és
munkatarsai, 2000).

A négy transzmembran szegmens és a két porusformald hurok mellett valamennyi
TASK-3-alegység rendelkezik egy rovid, intracellularis N-termindlis résszel, és egy
viszonylag hosszii (80-160 aminosavnyi), szintén intracellularis C-termindlis szakasszal.
Ezen citoszolikus lancrészek aminosavsorrendje sokkal kevésbé konzervalt, mint az
ugynevezett ,,core” régidoban taldlhatd transzmembran szegmensek és poérusformald hurkok
szekvenciaja. A hosszi karboxi-terminalis régié feltehetdéen a csatornafunkcio
szabalyozasaban részt vevd elemeket tartalmazza. A kiilonféle 2P K'-csatorndkban itt
talalhatok példaul a local anaesteticumok, az intracellularis pH, az arachidonsav, illetve a
membranfesziilés érzékeléséért felelés régiok (Patel és munkatarsai, 1999; Lesage ¢s
Lazdunski, 2000; Goldstein és munkatarsai, 2001; Kim és munkatarsai, 2001; Patel és
Honor¢, 2001). A C-terminalis régi6 legvégén talalhatd egy 6t aminosavbol allo szekvencia,
amely a csatorndnak a sejtfelszini membranba vald kihelyezddéséért felelds 14-3-3 adapter
fehérje kotohelye. Emldsokben a 14-3-3 fehérjecsaladnak 7 izoformdja van, amelyek
elsésorban az agyban expresszaldodnak, és szamos kiilonféle szabalyozo sejtfolyamatban
vesznek részt. Heteroldg expresszids rendszerben végzett kisérletek kimutattak, hogy mind a
TASK-1-, mind a TASK-3-csatorndk esetén a 14-3-3 adapter proteinhez valéo kotddés
képessége feltétleniil sziikséges a sejtfelszini iondram megjelenéséhez. Az adapter fehérje
kotodéséhez elengedhetetlen a lancvégi pentapeptid szakasz intakt volta; a kapcsolodas
1étrejottét akar egyetlen C-terminalis aminosav delécioja is megakadalyozza, ami a sejtfelszini
TASK-aram amplitidojanak szignifikans csokkenését okozza. A 14-3-3 fehérje
overexpresszioja ugyanakkor a TASK-dram amplitiddjanak jelentds novekedéséhez vezet
(Rajan és munkatarsai, 2002). Jelen dolgozatunk szempontjabol ez azért kiilonosen jelentds,
mert a melanoma sejtekben tapasztalt intracelluldris TASK-3-lokalizaci6 meglehetdsen
szokatlan jelenség, ami esetleg 0sszefliggésben allhat a csatornafehérje és az adapter protein

kozotti kdlesonhatas megvaltozasaval.
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2.3 A TASK-3-csatornak megoszlasa és fiziologias funkcioi

A humian TASK-3-csatorna (hTASK-3) jelenlétét mRNS-szinten a kozponti
idegrendszerben ¢és a hypophysisben mutattak ki a legnagyobb mennyiségben. A kdzponti
idegrendszeren beliill a kisagyban volt kiillondsen magas az mRNS expresszios szintje
(Medhurst ¢és munkatarsai, 2001).  Mindezt megerdsitik munkacsoportunk korabbi
eredményei, mely szerint az emberi kisagy Purkinje-sejtjei, a molekularis és szemcsesejtes
réteg, tovabba az astrocytdk immunhisztokémiai vizsgalattal erdteljes fehérjeszintli TASK-3-
expressziot mutatnak (Rusznak és munkatarsai, 2004). A TASK-3-csatorna fehérjeszintii
expresszioja azonban nemcsak a kozponti idegrendszer teriiletén mutathatd ki. Korabbi
immunhisztokémiai kisérleteink alapjan a hTASK-3 jelen van a gastrointestinalis tractus tobb
szakaszaban is. Az expresszid mértéke féleg a gyomor és a vastagbél nyalkahartyajaban
intenziv, mig a simaizomrétegben mérsékelt TASK-3-expresszio figyelheté meg. Erds
TASK-3 immunreakci6 lathat6 a pancreas endocrin €s exocrin sejtjeiben egyarant, valamint a
nyalmirigyek kivezetdcsoveinek hamsejtjeiben is. Az egészséges szovetek mellett a TASK-3-
csatornafehérje expresszioja kiillonféle gastrointestinalis tumorokban, példaul vastagbél- és
gyomorraksejtekben is kimutathato (Kovacs és munkatarsai, 2005).

A TASK-3-expresszid patkanyban is elsdsorban a kdzponti idegrendszerre jellemzo.
In situ hibridizacioval patkdnyban a kisagyi szemcsesejtekben, a somaticus motoneuronokban,
a raphe neuronokban és a locus coeruleus teriiletén mutattak ki kiilondsen intenziv TASK-3-
expressziot (Talley és munkatarsai, 2001). Immunhisztokémiai mddszerrel az agykéreg egyes
neuroncsoportjai, a kisagy, a hippocampus ¢és a hypothalamus mutatott erés TASK-3
immunpozitivitast (Callahan és munkatarsai, 2004).

A TASK-csatorndk élettani szerepe igen sokrétli. A neuronok altal expresszalt
TASK-3-csatorndk feltehetéen a nyugalmi membranpotencial beallitasaért, valamint a
csatornat expresszaldé neuronok ingerlékenységének szabalyozasaért felelosek. Az egér
cerebelldris szemcsesejtjeiben TASK-1- és TASK-3-alegységek alakitjak ki a hattér K'-aram
[Ikso)] pH-szenzitiv komponensét, feltehetéen heterodimer csatorndkat alkotva. A TASK-
csatorndk modulacidja megvaltoztatja a sejtek bemeneti ellenallasat, ami nemcsak az
ingerlékenység szabdlyozasaban jatszik szerepet, de hatdssal lehet a EPSP-k ¢és IPSP-k
id6tartamara €s amplitudodjara is (Aller és munkatarsai, 2005).

A TASK-3-csatorndk kiilonosen jelentdsek a patkdny mellékvesekéreg zona
glomerulosa sejtjeinek szekretoros funkcioiban, ahol szerepet jatszanak az angiotenzin-II éltal

kivaltott aldoszteronszekrécid kialakulasaban. Az angiotenzin-II a TASK-3-csatorndkra
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kifejtett gatlé hatdsa révén a zona glomerulosa sejtek depolarizaciojat okozza, ami
aldoszteronszekréciohoz vezet (Czirjak és Enyedi, 2002). A TASK-3-csatorndk a periférias
kemoreceptorok acidosis és hypoxia iranti érzékenységének biztositdsaban is fontos szerepet
jatszanak (Buckler és munkatérsai, 2000; Hartness és munkatarsai, 2001).

A fentieken tilmenden a TASK-csatorndk fontos szerepet tdltenck be a kozponti
idegrendszerben zajlé neurotranszmisszioé folyamataban is. Tobb adat szol amellett, hogy a
neurotranszmisszio sordn a szinaptikus résben jelentsen valtozhat a pH (akér 0,3 egységnyi
valtozas is elképzelhetd), ami modosithatja a pre- és posztszinaptikus membranban
elhelyezked6 TASK-csatornak aktivitasat, hozzajarulva ezaltal a neurotranszmitterek pre- €s
posztszinaptikus hatdsaihoz egyarant.

Egyes kisérleti adatok alapjan ugy tlinik, hogy a TASK-csatorndk a glia- és az
idegsejtek kozotti kapcsolatban is részt vehetnek: a neurondlis aktivitds soran jelentds
K'-kilépés kovetkezik be, igy az extracellularis K -koncentracié megemelkedik, ami kivaltja
a gliasejtek K'-indukalt depolarizaciojat. A gliasejtek depolarizacioja stimulalja sejtfelszini
membranjuk Na'/HCO; -symportjat, ami az extracellularis térben HCOs -deplécidhoz vezet,
csokkentve annak pH-jat. Az igy kialakul6 acidosis zarja a TASK-csatorndkat, ami jelentdsen

modositja a neuronok ingerlékenységét és aktivitasat (Han és munkatarsai, 2003).

2.4 A TASK-3-csatornak szerepe az apoptozisban

A TASK-3-csatorndk az el6z6 fejezetben ismertetett, membranpotencial
megvaltoztatasan keresztiil megvalosuld funkcidik mellett egyéb olyan sejtfolyamatokban is
részt vesznek, ahol pontos szerepiik kevésbé egyértelmii. A K'-csatornakra altalanossagban
nem jellemzé moddon a sejtek életképességét alapvetden befolyasold folyamatokban, példaul
az apoptotikus sejthalal szabalyozasaban is szerepet jatszanak. Az erre vonatkozé irodalmi
adatok azonban rendkiviil ellentmondasosak. Mig egyes tanulmanyokban a TASK-3-
csatornafehérje miikddésének anti-apoptotikus hatast tulajdonitanak.

Az agy fejlédése sordn a neuronok sejtmembranjanak ingerlékenysége kritikus
szerepet jatszik a sejtek életképessége szempontjabol. Mivel a hattér K'-csatorndk a
nyugalmi membranpotencial bedllitasdban ¢és az akcidos potencidl iddtartamanak
meghatarozasédban egyarant kulcsszerepet toltenek be, a csatorndk aktivacidja kdvetkeztében
fellépd K'-kidramlas dontd jelentdségii lehet a neuronok életben maradasa, illetve pusztulasa

szempontjabol. Lauritzen és munkatarsai (2003) arrdl a jelenségrél szamoltak be, hogy a
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patkany kisagyi szemcsesejtjeiben a TASK-1- és a TASK-3-csatornak fontos szerepet
jatszanak az apoptdzis kivaltasdban. A patkany cerebellum fejlédése soran a szemcsesejtek
fokozatosan véandorolnak a kiils6 szemcsesejtes rétegbdl végleges helyiikre, mikdzben a
szamuk (a vandorlas sordan bekovetkezd apoptdzis miatt) jelentdsen csokken. A jelenségnek
komoly fiziologiai jelentdsége van, hiszen a kiils6 szemcsesejtes réteg teriiletén fejlodo
szemcsesejtek szama sokszorosan meghaladja azt a kivant mennyiséget, amit a Purkinje-
sejtekkel valo szinaptikus kapcsolatok kialakitasa indokol, igy a TASK-4dram 4&ltal kivaltott
sejtpusztulas tevékenyen hozzajarul a két sejtféleség szdmanak szinkronizalasahoz. A fenti
szerz6k eredményei szerint a kisagyi szemcsesejtek TASK-csatornait, igy azok perzisztens
K -aramait gatolva a sejtek apoptotikus pusztulasa jelentésen csokkenthetd volt. A TASK-
csatorndknak az apoptozis indukcidjaban betoltott szerepét az a megfigyelés is alatdmasztja,
mely szerint a TASK-1- és TASK-3-csatornakat hippocampalis neuronokban expresszaltatva
(ahol fiziologidsan nincsenek jelen) azokban apoptdzis indukalhatd. Szamos tovabbi adat
mutat arra, hogy Osszefiiggés van a sejtek apoptotikus aktivitasa, és a sejtfelszini membranon
keresztiil torténd K'-kidramlas kozott: ennek egyik példaja, hogy magas extracellularis
aktivitasa jelentdsen csokkenthetd volt (Lauritzen és munkatarsai, 2003). Hasonlo hatést
eredményezett alacsony pH-ju koézeg (pH=6,4) alkalmazdsa is, ami jelentOsen gatolta a
folyamatban részt vevo, dontéen TASK-3-csatorndk aktivitdsat (Lauritzen és munkatarsai,
2003). A jelenség részben azzal magyarazhato, hogy a csatornakon keresztiil torténé K-
kiaramlast viz- és Cl'-mozgas koveti, ami apoptotikus sejttérfogat-csokkenéshez (apoptotic
volume decrease - AVD) vezet. [Ezen tlmenéen az intracellularis K'-koncentracid
csokkenése az apoptotikus kaszkad elemeit képezd specifikus enzimek (kaszpazok,
nukledzok) aktivalasa révén is hozzdjarulhat a sejthalalt okozo6 program elinditdsdhoz.

A fenti kisérletes adatok hatarozottan alatdmasztjak, hogy a sejtfelszini membranban
jelen 1évé TASK-3-csatorndk aktivitdsa kifejezetten pro-apoptotikus hatasu. Mas
tanulmanyok ezzel szemben azt a felvetést tamogatjak, hogy a TASK-csatornak miikodése
altal okozott hiperpolarizicié védelmet jelent a kiilonféle cellularis stresszhatasok altal
kivaltott sejthalallal szemben. Liu €s munkatarsai (2005) kimutattdk, hogy a részlegesen
transzformalt, egér fibroblast eredetii C8 sejtvonalban a TASK-1-, TASK-2- és TASK-3-
csatornak kifejezett védelmet nyujtanak az apoptdzis kialakulasa ellen hypoxia ¢és
szérumdeprivacid esetén. Tuléld hippocampalis agyszeletekben azonban a fenti harom
csatornaféleség koziil kizardlag a TASK-3-csatorna jelenléte biztositotta ezt a protektiv hatést.

A szerzOk felvetése szerint elképzelhetd, hogy ez azért lehetséges, mert a harom csatornatipus
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koziil a TASK-3-csatornak a legkevésbé pH-érzékenyek, igy savas extracellularis
kornyezetben Ok tartjdk fent legtovabb a membran ingerlékenységének csokkenését. A
TASK-csatorndkhoz sok szempontbdl hasonlatos, ugyancsak a két porusforméaldé domént
tartalmaz6 K'-csatorndk kozé tartoz6 TREK-1-csatorndk aktivalasa riluzol (egy
neuroprotektiv hatéanyag) altal szintén hatarozott antiapoptotikus hatést fejt ki (Duprat ¢és
munkatarsai, 2000). A lehetséges hatdsmechanizmus az, hogy a TREK-csatornak aktivitasa a
membrant hiperpolarizalja, ezaltal csokkenti a neuronok ingerlékenységét, ¢és igy a
fesziiltségvezérelt Ca’'-csatornak megnyilasa miatt bekovetkezd Ca*"-belépést is, amitSl mar
egyenes Ut vezetne a sejthalalhoz. Erdekes és nehezen megmagyarazhato ellentmondas, hogy
Liu és munkatarsai (2005) kisérleteiben a C8 sejtekben kizarolag a TASK-csatornak voltak
képesek védelmet biztositani az apoptdzis ellen, mig a TREK-1 csatorndk overexpresszidja

hatastalan volt.

2.5 A TASK-3-csatornak szerepe a tumorképzodésben

Az el6zd fejezetben ismertetett adatok ravildgitanak arra, hogy a TASK-3-csatornak
mennyire ellentmondédsos szerepet jatszanak az apoptotikus sejthalal szabalyozasiaban. A
TASK-3-csatorndknak a sejtek életképességében betdltott szerepe azonban még ennél is
sokrétlibb, ugyanis az irodalomban folyamatosan gylilnek a csatornafehérje
tumorképzddésben betoltott szerepét hangsulyozo kozlemények. Ezek jelentésége olyannyira
nagy, hogy a TASK-3-csatornat kodolé kcnk9 gén mar hivatalosan is protoonkogénnek
mindsiill. A TASK-3-csatorna potencialis onkogén szerepe akkor meriilt fel, amikor Mu és
munkatirsai 2003-ban kimutattdk, hogy a kcnk9 gén az éaltaluk vizsgalt rosszindulata
emlddaganatok 10%-aban 3-10-szeres amplifikdciot mutat. Mivel a kenk9 gén a 8q24.3
kromoszomalis régioban helyezkedik el, minddssze 10 Mb tavolsagra a jol ismert myc
onkogéntdl, felmeriilt annak lehetésége, hogy a kenk9 gén kopiaszam-novekedése egyszeri
co-amplifikacié eredménye. A specifikus vizsgalatok azonban ramutattak, hogy a kenk9 az
egyetlen olyan gén, ami teljes hosszdban megtalalhaté az amplifikalt régioban. Ugyanezen
tanulmanyban a genomi amplifikacié mellett a géntermék 5-100 szoros, mRNS-, illetve
mutatott korrelacidt az ismert tumormarkerek (6sztrogénreceptor, HER-2 onkogén) fokozott
expresszigjaval. Az emlétumorok mellett tiidddaganatokban az esetek 35%-aban mutattak ki

TASK-3-overexpressziot.
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A TASK-3-csatorna tumorképzdodést eldsegitd miikodését tobb tanulmanyban
kisérletesen is igazoltak. A csatorna expresszidja az NMuMG, emlds hamszdvet-eredeti
sejtvonalban az egérbe injektalt sejteknek tumorképzdédést serkentd funkciot biztositott,
tovabba fokozta a C8 embrionalis egér fibroblast sejtvonal tumorképzd hajlamat, valamint a
hypoxia és szérumdeprivacio elleni rezisztencidjat is (Mu €s munkatarsai, 2003). Meuth és
munkatérsai (2008) a human glioblastomak altal expresszalt TASK-3-csatornak funkcionalis
szerepének vizsgalata soran megallapitottdk, hogy in vitro koriilmények kozott a TASK-3-
csatorndk modulalasa kozvetleniil hatdssal van a daganatos sejtek életképességére. A magas
K'-tartalmtl kozegben tenyésztett glioblastoma sejtek életben maradasat jelentds mértékben
(30 +4%) csokkentette a TASK-3-csatorndk nyitdsat okozo izoflurdn alkalmazasa. A
csatornat blokkold bupivakain (TASK-1- és TASK-3-blokkolo), illetve spermin (TASK-3-
blokkold) egyidejii alkalmazasa azonban teljes mértékben kivédte ezt a hatast, mig a TASK-1-
csatorndkat szelektiven blokkold anandamid nem. Az in vitro kisérletek mellett a szerzék
glioblastoma tumormintakban is igazoltdk a TASK-3-csatorndk jelenlétét mRNS- ¢és
fehérjeszinten egyarant, és felvetették a TASK-3-csatorna mint potencidlis terapias célpont
jelentdségét is.

A TASK-3-csatorna onkogén szerepének vonatkozasaban fontos hangsulyozni, hogy
kisérletes adatok szerint a tumorképzdodést serkentd hatas létrejottéhez sziikséges, hogy a
csatornafehérje valoban K'-permeabilis porusként funkcionaljon. A TASK-3-csatorna
funkcioképes, vad tipusinak, valamint egy nem K -permedbilis pontmutiansanak
Osszehasonlitasat célzo vizsgéalatok kimutattdk, hogy az onkogén szerep a csatornafunkcidhoz
kotott (Pei és munkatarsai, 2003). A kcenk9 gént, valamint a funkcioképtelen csatornat
kodolo, G9SE mutaciot hordozo gént expresszaldo C8 sejteket immunszupresszalt egerekbe
oltva megallapitottak, hogy a vad tipust TASK-3-csatornat expresszalod sejtek kifejezettebb
tumorindukal6 hatassal rendelkeznek, mint a pontmuntans valtozat. A tumorképzddést
serkentd hatas egyik lehetséges mechanizmusanak vizsgalata céljabol a vad tipust és a
mutans TASK-3-fehérjét embrionalis egér fibroblast sejtekben expresszaltattdk, majd
kimutattdk, hogy a miikoddképes csatorna 50%-kal csokkentette a TNF altal indukalt
apoptdzis mértékét a kontrollhoz képest, mig a mutans csatornafehérje ebben a kisérletben is
hatastalan volt. Ezen eredmény szerint a funkciondlis TASK-3-csatorna részleges védelmet
nyujt a TNF altal indukalt apoptdzis ellen.

Amellett, hogy az apoptozis elleni védelem eldsegitheti a daganatos sejtnovekedést,
egyéb elképzelések is vannak a TASK-3-csatorndk tumorképzddést serkentd hatasanak

mechanizmuséra vonatkozoan. Az egyik lehetdség az, hogy a TASK-3-csatornak fokozott
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expresszidja a membran hiperpolariziciojat okozza, aminek hatdsara megné a Ca®’
elektrokémiai gradiense. Ennek eredményeként a sejtekbe kalciumionok aramlanak, ami
lényegesen befolyasolhatja a sejtek proliferacidjat és differencidlodasat. Egy masik
lehetséges magyardzat szerint a sejtfelszini membran TASK-3-csatorndin keresztiil torténd
K -efflux kovetkeztében csokken az intracellularis K'-koncentracid, ami kozvetleniil
befolyasolhatja egyes enzimek (pl. kaszpazok) aktivitasat. Az el6zd fejezetben mar emlitett
hypoxia ¢és szérumdeprivacid elleni tolerancia szintén szerepet jatszhat a daganatos

sejtproliferacio eldsegitésében, ami kiillondsen a solid tumorok kozponti, gyengén

vascularizalt régidiban lehet jelent0s.

2.6 A TASK-3-csatornak és a mitokondrialis funkcio esetleges osszefiiggései

Egyelére nem vilagos, hogy a TASK-3-csatorndk pontosan milyen modon fejtik ki
protektiv hatdsukat hypoxia esetén.  Valoszini azonban, hogy ez nincs kozvetlen
Osszefliggésben a sejtfelszini membran TASK-3-csatorndinak miikodésével, ugyanis hypoxia
hatéséra a sejtmembran TASK-3-arama csokken (Buckler és munkatéarsai, 2000), ami alapjan
feltételezhetd, hogy valamilyen intracellularis mechanizmus éllhat a jelenség hatterében.
Ebbdl a szempontbol érdekes az a megfigyelés, hogy a mitokondrialis respiracio kiilonféle
szerekkel torténd gatlasa a hypoxiahoz hasonld hatast fejt ki a patkdny periférias
kemoreceptor sejtjeiben, gatolva azok sejtfelszini TASK-aramat (Buckler és Vaughan-Jones,
1998). A fenti adatok, valamint jelen munkank eredményei alapjan érdemes fontoléra venni
azt a lehetéséget, hogy a TASK-3-csatornak miikddése és a mitokondridlis respiracios
folyamatok kozott valamilyen kapcsolat allhat fenn, ami a sejtek életképességére is hatéssal
van. Ennek klinikai szempontbdl igen nagy jelentdsége lehet, amennyiben figyelembe
vessziik, hogy korabbi irodalmi adatok szerint a mitokondridlis diszfunkcié a melanoma
sejtek karosodasat, majd halalat okozza. Ennek egyik konkrét példaja az tgynevezett
fotodinamikus terapia, aminek sordn a metilénkék szdrmazékokkal végzett kezelés, majd
megfeleld hullamhosszu fénnyel torténd besugarzas sejthalalhoz vezetd citotoxikus hatast fejt
ki a melanoma sejteken (Ball és munkatarsai, 1998; Noodt és munkatarsai, 1998).
Kimutattadk, hogy a metilénkékkel kombinalt fénykezelés a mitokondridlis oxidativ
foszforilacid gatlasdn keresztiil apoptozist valt ki (Chen és munkatarsai, 2008). Az arzén-
trioxid és a resveratrol esetén szintén ismert, hogy a mitokondrialis funkcio karositasa révén
fejtik ki citotoxikus hatdsukat a melanoma sejtekben, és alkalmazasuk a mitokodrialis

utvonalon keresztiil valtja ki az apoptotikus sejthalalt (Wang ¢és munkatarsai, 2007; Van
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Ginkel és munkatarsai, 2008). Jelen munkank szempontjabdl ezen adatok azért kiilondsen
érdekesek, mert amennyiben a TASK-3-csatorndk miikodése valoban hatdssal van a

mitokondridlis funkcidra, a csatorna miikddését befolyasold tényezOk annak kéarosodasat

cres

2.7. Célkitiizések

Korabbi eredményeink megmutattak, hogy a tenyészeti koriilmények kozott fenntartott
melanoma malignum sejtekben intenziv, elsdsorban intracelluldris TASK-3 immunpozitivitas
figyelhetd meg. Ez a jelenség szdmos kérdést vetett fel, amelyekre a jelen értekezés

keretében kerestiik a valaszt.

1. A melanoma sejtekben korabban megfigyelt intracellularis TASK-3-expresszio mely
sejtorganellumhoz kotheto?

A csatornafehérje mitokondridlis lokalizadcigjat a WM35 sejttenyészeten kettds
fluoreszcens jelolés alkalmazasdval vizsgéltuk. A mitokondridlis expresszio egyértelmil
igazolasa érdekében melanoma sejtekbdl izolalt mitokondriumokon szintén végeztiink kettds

fluoreszcens jelolést, valamint Western-blot kisérletet is.

2. Megfigyelheto-e a melanoma sejtek esetén tapasztalt mintazathoz hasonlo jelolédés mas,
tumoros elfajulast nem mutato sejttipusban is?

A TASK-3-csatorna in situ, szoveti expresszidjat egészséges borbdl készitett
metszeteken, immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk a bor kiilonbdzo sejttipusai, tobbek
kozott a normal melanocytak €s keratinocytdk esetén. Ezen kiviil tenyészetben fenntartott
HaCaT keratinocyta sejtvonalon is végeztiink TASK-3-specifikus immunreakcidt, amit

mitokondridlis jeloléssel egészitettiink ki, az esetleges co-lokalizacié megallapitasa céljabol.

3. Hozzdjarul-e a TASK-3-csatorna a tenyésztett melanoma sejtek életképességének
fenntartasahoz?

A tenyésztett melanoma sejteken RNS interferenciat alkalmaztunk a TASK-3-csatorna
expresszios szintjének csokkentésére. A géncsendesitett tenyészetek életképeségében és
proliferacidjaban bekdvetkezd valtozasok vizsgalatira CyQUANT ¢és MTT assay-t
alkalmaztunk. A mitokondridlis funkcio jellemzése érdekében a kontroll és a géncsendesitett
tenyészeteken elvégeztik a nyugalmi és a ROS-indukalt (reaktiv oxigéngyok, ,reactive

oxigen species””) ROS-termelést meghatarozasat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Alkalmazott sejtvonalak, és azok tenyésztése

3.1.1. Alkalmazott sejtvonalak
A disszertacioban bemutatott kisérletekhez az alabbi sejtvonalakat hasznaltuk fel:

e WM35: Human melanoma malignum sejtvonal, amely egy primaer, bor eredetii, a
tumorndvekedés radialis fazisat mutatd melanoma malignumbol szdrmazik (Timar és
munkatéarsai, 1999). Ez a sejtvonal kisérleteinkben a melanoma malignum in vitro
modelljeként szolgalt.

e HaCaT: Human eredeti keratinocyta sejtvonal, amelyet a nem rosszindulatian
elfajult human keratinocytak in vitro modelljeként alkalmaztunk.

e C2C12: Egérbdl szarmazd, vazizom myoblast eredetii sejtvonal. A C2C12 sejtek
onmaguktol nem expresszalnak TASK-3-csatornat, de egy TASK-3-fehérjét kodolo
plazmid bejuttatasaval kivalthatd benniik a TASK-3 szintézise. A C2CI12 sejtek igy
alkalmasak voltak a TASK-3-ellenes antitest specificitdsanak ellendrzésére, valamint a
TASK-3-specifikus ellenanyag ¢és a mitokondrialis fehérjék kozotti esetleges
keresztreakcid kizarasara egyarant.

e HEK?293: Human eredetli, embrionalis vesébdl szarmazé sejtvonal, ami TASK-3-
csatornat nem expresszal. Kisérleteinkben a csatornafehérjét kodold vektorral stabilan
transzfektalt HEK293 sejteket alkalmaztunk, amelyek modot adtak a TASK-3-
csatorndk jelenlétének mind immunhisztokémiai, mind elektrofiziologiai mddszerrel
torténd detektalasra. A HEK293 sejteket elsésorban azzal a céllal alkalmaztuk, hogy

az shRNS-szekvencia hatasossagat funkcionalis kisérletekkel is megerdsitsiik.

3.1.2. Sejttenyésztés

A kisérletek soran alkalmazott valamennyi sejtvonalat egyrétegii, letapadd tenyészet
formajaban, 75 ml-es tenyésztéedényekben (T75), 5%-0s CO, parcialis nyomas és 100%
relativ pdratartalom mellett, 37 °C-on tartottuk fenn. A WM35 sejteket RPMI 1640
tapoldatban, a tobbi sejtvonalat DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) tapoldatban
tenyésztettiik. A tapoldatokat és a legtobb vegyszert a Sigma (St. Louis, MO, USA)
biztositotta, a kivételeket a megfeleld helyen jeloltiik. A tapfolyadékokhoz 10% foetalis
borjaszérumot (FBS), 50 U/ml penicillint, 50 ug/ml streptomicint és 1,25 pg/ml fungizont
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(TEVA, Debrecen, Magyarorszag) adtunk. Az RPMI 1640 tiapoldatban az L-glutamin

crer

nap cseréltiik, passzalasokat 80-100% konfluencianal végeztiink.

3.2. Transzfekcios modszerek

A C2C12 sejteket a human TASK-3-fehérjét expresszald pcDNA3 hTASK3/7
plazmiddal transzfektaltuk. (A plazmidot Prof. Peter R. Stanfield és Dr. Ian Ashmole
bocsatotta rendelkezésiinkre.) A tranziens transzfekciot feddlemezen tenyésztett C2C12
sejteken végeztiikk el, SuperFect transzfekcios reagens segitségével (Qiagen Inc., Hilden,
Németorszag), a gyartd utasitdsainak megfeleldéen. A transzfekciét a normal (szérumot
tartalmaz6) tapfolyadékban hajtottuk végre, amely fedélemezenként 2 pg plazmid DNS-t és
3 ul SuperFect reagenst tartalmazott. A sejteket a transzfekcios reagenssel két oran at
inkubaltuk termosztatban, tenyésztési koriilmények kozott, majd az oldatot normal
tapfolyadékra cseréltiik. A transzfekcio utdn a sejteket még két napig tenyésztettiik, majd a
fed6lemezen torténd fixalast kovetden immunfestést végeztiink rajtuk.

A human TASK-3-csatorna cDNS-ével stabilan transzfektalt HEK293 sejtvonalat
Prof. Arthur H. Weston bocsatotta rendelkezésiinkre. A TASK-3-csatornat expresszald

crer

fejezetben leirt modon.

3.3. Mitokondriumok preparalasa

3.3.1. Mitokondriumok izolaldsa melanoma sejtekbol

Az 1zolalt mitokondriumokon végzett immunreakciok kivitelezése eldtt a Bednarczyk
¢s munkatarsai (2004) altal leirt mitokondrium izolacidés modszert alkalmaztuk. A tenyésztett
melanoma sejteket 1,5 mg/ml tripszinnel kezeltiik, majd az igy felvalt sejteket 1000 x g
sebességgel 10 percig centrifugaltuk. A maradék tapoldat eltavolitasa érdekében a
sejtiilledéket atmostuk ,,Puffer 17 oldattal {Osszetétel: 250 mmol/l mannitol, 75 mmol/I
szachar6z, 100 umol/l K'-EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav), 10 mmol/l K'-HEPES
[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav], protedzinhibitor koktél 1:100 higitasban}. A
sejteket ezutan 500 pmol/l K'-EGTA-t (etilén-glikol-tetraecetsav) tartalmazé ,,Puffer 17
oldatban szuszpendaltuk. A sejtszuszpenziot jégen 20 percig inkubaltuk, majd

liveghomogenizator segitségével lizaltuk. Amikor a sejteknek koriilbeliil az 50-70%-a
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lizalodott (a lizalt sejtek aranyat tripankék festéssel hataroztuk meg) a sejtszuszpenzidt 10
percig centrifugaltuk (1000 % g), majd a feliiliszot Gjra centrifugaltuk (10 000 x g, 15 perc).
A mitokondridlis frakciot tartalmazo tiledéket 0,5% borja szérum albumint (BSA) tartalmazé
,Puffer 17 oldatban szuszpendaltuk, ujra lecentrifugaltuk (10 000 x g, 15 perc), és ,,Puffer 1”
oldatban felvettiik. Az izoladlt mitokondriumokon végzett immunjelolés elott a
mitokondriumszuszpenziét 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, és poli-D-lizinnel bevont
fed6lemezre pipettaztuk.

A Western-blot kisérletekben felhasznalt mitokondridlis membranvezikulumok
eldallitasa elott egy masik mitokondriumpreparalasi eljarast alkalmaztunk (Rencrona és
munkatérsai, 1979). Az izoldlashoz konfluens melanoma sejtkultirakbdl gytijtétt mintat
hasznaltunk, amelyet felhasznalasig -70 °C-on, tapfolyadék nélkiil, fagyasztva taroltunk. Az
izolalds napjan a sejteket 10 ml jéghideg ,,A pufferben” (225 mmol/l mannitol, 75 mmol/l
szacharoz, 0,5 mmol/l EGTA, 1 mmol/l glutation, 10 mmol/l HEPES, 1g/l BSA)
szuszpendaltuk, majd hozzaadtunk még 20 ml ,,A puffert”, és a mintat iiveghomogenizatorban
5 percen at homogenizaltuk. Tovabbi 15 ml ,,A puffer” hozzdadasa utdn a homogenizalt
mintat 10 percig centrifugaltuk (500 x g). A feliiluszot félretettiik és jégre helyeztiik, az
tiledéket pedig ismételten homogenizaltuk és centrifugaltuk (500 x g, 10 perc). Ezutan a
feliluszokat egyesitettiik, és 12 000 x g-n, 10 percig centrifugaltuk, az ebbdl szarmazo,
mitokondiumokat tartalmaz6 tiledéket ,,A pufferben” szuszpendaltuk, és hozzaadtunk 10 ml
Percoll oldatot, amit 400 mg mannitollal és 250 mg szacharozzal egészitettiink ki. A
kovetkezd 1épésben a mitokondridlis szuszpenzidt magas fordulatszdmon centrifugaltuk
(50 000 x g, 40 perc). A Percoll és a puffer kozott kialakulo, stiri, enyhén barnds szinti
oldatot atvittiik 20 ml ,,B pufferbe” (225 mmol/l mannitol, 75 mmol/l szachar6z, 1 mmol/l
glutation, 10 mmol/l HEPES, 1 g/l BSA), és ismét centrifugaltuk (12 000 x g, 10 perc). Az
tiled¢ket jra ,,B pufferben” szuszpendaltuk, majd megismételtiik a centrifugalast (12 000 x g,
10 perc). Végiil az iiledéket 1 ml ,,B pufferben” felvettiik, és jégen taroltuk. A teljes izolalasi

eljaras soran jéghideg oldatokat hasznaltunk, és minden 1épést jégen végeztiink.

3.3.2. Mitokondrialis membranvezikulumok eléallitasa

A mitokondrialis membranvezikulumok eldallitdsat korabban mar leirt eljarasok
alapjan végeztiik, kisebb modositasokkal (Ohlendiek ¢és munkatarsai, 1986; Kottke ¢és
munkatarsai, 1988). Eldszor 10 mmol/l HEPES pufferben oldva kiilonb6z6 toménységi (30,
40, 50 és 60%) szacharozoldatot készitettiink, amelyhez protedzinhibitor koktélt adtunk 1:100

higitasban. A szachar6zoldatokat centrifugacsdben egymasra rétegeztiik (alulrél felfelé a

24



kovetkezd sorrendben: 5 ml 60%-os, 8 ml 50%-0s, 10 ml 40%-o0s és 9 ml 30%-o0s oldat). A
centrifugacsoveket ezutan egy éjszakan at hiitében taroltuk. Az izolalt mitokondriumokat
5ml 10 mmol/l koncentracidju foszfatpufferben (PB: 100 mmol/l Na,HPO4 100 mmol/l
NaH,PO4, pH = 7,4) szuszpendaltuk, és 20 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden 2 ml 60%-os
szacharozoldatot adtunk hozza, majd tovabbi 15 percig inkubaltuk. A mintat felvalta 30
masodpercig szonikaltuk, majd 1 percig inkubaltuk (harom cikluson keresztiil), 10 percig
centrifugaltuk (6 500 x g), a feliiliszot atvittiik a szachardz gradiensre, €s Ujra centrifugaltuk
8 oran keresztiil (50 000 x g).

A centrifugalas utan a gradiens legfelso rétegébdl 1 ml oldatot gytijtéttiink, és a BCA
protein assay kit (Pierce, Rockfort, IL, USA) alkalmazisaval meghataroztuk annak
kimutatasat célzd6 Western-blot kisérletekhez, ha az értékelhetd mennyiségli fehérjét

tartalmazott. A Western-blot metodik4janak részletes leirasa a 3.6. fejezetben olvashato.

3.4. RNS-preparalas és -manipulacio

3.4.1. A TASK-3-specifikus mRNS melanoma sejtekbol valéo izolalasa, és
szekvenciajanak meghatarozasa

A melanoma sejtekbdl teljes RNS-frakcidt izolaltunk, amelybdl reverz transzkripcio
utjan cDNS-t allitottunk eld. A tisztitott mintdbol a human TASK-3-csatornat kodold szakasz
felszaporitasara PCR primerparokat terveztiik, melyeknek a szekvencidja, €s a start kodontol

szamitott kiindulasi helye a kdvetkezd volt:

,,Sense’”: 5" ATGAAGAGGCAGAACGTGCG start kodon
,2Antisense”: 5’ TCGCTGCTGATGTTGTACTTC 199. bazis
»Sense”: 5" GCGAGGAGGAGAAACTCAAAGC 156. bazis
,2Antisense” 5’ GAGAAGAAGCCCACAGTCACCAT 524. bazis
»Sense”: 5' GCTGAAGCGCATTAAGAAGTG 466. bazis
,,Antisense” 5" AACTGACTTCCGGCGTTTCA 1152. bazis
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Az amplifikdlt PCR termékek (az N-terminust kodold elsé 169 bazispar, az elsé
porusformald régidt kodold kozépsd 391 bazispar, valamint a C-terminust koédold utolsd 708
bazispar) szekvenalasat a gélbdl vald extrakcid és tisztitas utdn a Biokémiai és Molekuldris

Biologiai Intézet laboratoriumaban végeztettiik el.

3.4.2. RT-PCR

Az RT-PCR Kkisérletekhez a tranziensen transzfektalt melanoma sejtekbdl teljes RNS-
frakciot izolaltunk az RNeasy Micro Kit (Qiagen) alkalmazéasaval, a gyartd utasitasainak
megfelelden. A kinyert RNS mennyiségét ¢és tisztasagait NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (Wilmington, DE, USA) ellendriztik. A teljes RNS-bOl reverz
transzkripcid Utjan cDNS-t allitottunk elé [OmniScript kit (Qiagen)]; a reakcidelegy 500 ng
RNS-t, 0,25 ul RNéz-inhibitort, 0,25 pl oligo(dT)-t, 1 ul ANTP-t (200 pmol/l) és 1 ul M-
MLV reverz transzkriptazt tartalmazott, 1x RT pufferrel 20 pl végtérfogatra kiegészitve. A
génbankban hozzaférheté BC075080 kodszamu Homo sapiens KCNK9 K'-csatorna mRNS
szekvencidja alapjan terveztiink (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA). A

primerpar szekvencidja

,,Sense”: 5’ GTTGACTACCATTGGGTTCGG

,,Antisense” 5’ CTAATAGGCGATGGGAAGAGG

volt, és alkalmazéasa egy 468 bazispar hossziisagi amplimert eredményezett. A PCR reakciot
50 pl térfogata reakcidelegyben végeztiik, amely 2-2 ul ,,sense” és ,,antisense” primert, 1 pl
dNTP-t (200 umol/l) és 5 U GoTaq polimerazt (Promega Corporation, Madison, WI, USA)
tartalmazott, egyszeres reakciopufferben. A reakcié az Eppendorf Mastercycler (Eppendort-
Netheler-Hinz, GmbH, Hamburg, Németorszdg) berendezésben, a kovetkezd hdprofil-
beallitasok mellett zajlott: 3 percig tartdé 90 °C-on végzett kezdeti denaturalds utan egy 35x
ismétlodo ciklus kovetkezett, amelynek részei a denaturalas (94 °C, 30 s), a primerkotddés
(59,5 °C-o0s optimalizalt hdmérséklet, 60 s) és a lanchosszabbitas (72 °C, 90 s). Az utolso
ciklust kdvetden a mintat még 10 percen at 72 °C-on tartottuk, ami lehetdséget adott tovabbi
lanchosszabbitasra. Az RT-PCR eredmények kvantitativ értékelése céljabol a TASK-3
mellett glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz- (GAPDH) amplifikaciot is végeztiink a
kovetkezd bedllitdsok mellett: 2 perc kezdeti denaturaldas 95 °C-on, majd 35 cikluson

keresztiill denaturdlas 94 °C-on  (30s), primerkapcsolodds 56 °C-os  optimalizalt
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hémérsékleten (45 s), és lanchosszabbitas 72 °C-on (90 s). Az utolsé ciklust egy 7 perces
tovabbi lanchosszabbitasra lehetOséget add szakasz kovette (72 °C). A GAPDH

felszaporitasdhoz hasznalt primerpar szekvenciaja a kdvetkezd volt:

»Sense”: 5" AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG
»Antisense” 5> AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT

A PCR reakciotermékeket etidium-bromiddal festett, 1,5%-o0s agardz gélben futtattuk.
A gélképen az Imagel szoftver (v1.42q Java, National Institute of Health, Bethesda, MD,
USA) segitségével denzitometrias analizist végeztiink. Annak érdekében, hogy a transzfekcid
utani kiilonboz6é idépontokban a TASK-3-specifikus mRNS mennyisége Osszehasonlithato
legyen, a mért denzitast az azonos mintabol szarmazé GAPDH-ra normaltuk. A reakcid soran
alkalmazott primerparokat a Primer Premier szoftverrel terveztik (Premier Biosoft

International, Palo Alto, CA, USA).

3.4.3. Human TASK-3-specifikus shRNS kazettak tervezése, és RNS-interferencia
alkalmazasa

A munkénk soran alkalmazott shRNS kazettak olyan PCR termékek, amelyekben a H1
promoter és a terminator szekvencia kozott egy hajtiihurkot tartalmazé RNS-t kédolé DNS
inszert talalhat6. A Genscript Corporations (Piscataway, NJ, USA) szoftvere segitségével
harom shRNS kazettat terveztiink a TASK-3-csatornat kodold gén (KCNK9; génbank
hozzaférési szam: NM_016601) kiilonb6zo szakaszai ellen. A kivalasztott szekvencidk nem
mutatnak homoldgidt mas ismert génekkel. Az shRNS kazettak célszekvenciai a human
TASK-3-gén start kodonjatol szamitott 639. (1. kazetta), 1072. (2. kazetta) és 309. (3. kazetta)
bazisanal helyezkednek el. Az shRNS molekuldkat az 5° végen Rodamin Red jeloléssel
ellatva (excitacios és emisszios maximum 570, illetve 590 nm) a Sigma-Genosys (Steinheim,
Németorszag) cégtdl rendeltiik meg. A melanoma sejteken Lipofectamine 2000 reagens ¢€s
OptiMEM transzfekcios tapfolyadék (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alkalmazasaval
tranziens transzfekcidt végeztiink, a gyartd utasitdsai szerint. A kiillonb6zd kazettak
hatékonysagat a transzfekciot kovetd harom nap soran ellendriztilk. Mind a harom szekvencia
expressziojaban egyarant. A hatds mértéke a 3. kazetta esetén volt a legkifejezettebb,

amelynek szekvencidja a kdvetkezd volt:

27



,»Sense:” 5’ GCTCCTTCTACTTTGCGATCA

,LAntisense”: 57 TGATCGCAAAGTAGAAGGAGC

Negativ kontrollként a 3. kazettdnak megfeleld kevert szekvenciat (scrambled RNS)

alkalmaztuk, ugyancsak kazetta formajaban, a kovetkez6 szekvenciaval:

,»Sense’: 5’ TCTCCGGTACACTTCTTGATC

,2Antisense”: 5’ GATCAAGAAGTGTACCGGAGA

3.4.4. TASK-3-specifikus shRNS expresszids vektor eldallitasa és alkalmazasa

A pRNAT-UG6.1/Neo plazmid (GenScript) egy shRNS expresszios vektor, amely
emlds sejtek transzfekcidjara alkalmas (5. dbra). A vektor eukariota szelekcios markerként a
neomycin (geneticin) elleni rezisztencia génjét hordozta. A plazmid az ampicillin elleni
rezisztencia génjét szintén tartalmazta, amely a bakteridlis transzformacié soran szolgalt
szelekcios markerként. A plazmidban jelenlévé CMV promoterrdl atirodo cGFP (coral GFP,
green fluorescent protein) zold fluoreszcens fehérje lehetdvé tette a transzfekcids hatasfok
megitélését. A vektor polilinker régidja szamos restrikcios endonukledz, koztiik a BamH 1. és
a Hind III. enzimek hasitasi helyét tartalmazta. Az shRNS kazettat, valamint az annak

megfeleld scrambled RNS kazettat ezen két hasitasi hely kozé épitettiik be. Az inszert

expresszioja az U6 promoterrdl tortént.
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5. abra: A pRNAT-U6.1/Neo cGFP shRNS expresszios vektor felépitése

s

és a Hind III. hasitasi hely kozé illesztettiik. Az inszert az U6 promoterrdl irodik at. Az abran fel van tiintetve a

vektor replikacios origdja (pUC ori), az ampicillin és neomycin (geneticin) elleni rezisztencia, valamint a zold
fluoreszcens fehérje génje (cGFP) is.
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Az RNS-interferencias kisérleteink soran alkalmazott TASK-3-specifikus shRNS
kazetta (3. kazetta) és a scrambled RNS szekvenciajat a megfeleld komplementer
oligonukleotidokkal egyiitt a Bio-science Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. A
szekvencidk 5’ ill. 3’ végére a BamH 1. és a Hind III. restrikcids enzimek hasitasi helyét
illesztettiik oly moédon, hogy a komplementer szalak Osszekapcsolasa utdn ragadoés végi
hasitasi helyek alakuljanak ki.

Az oligonukleotidok szekvenciai:

shRNS kazetta:

5' G|GATC CCGTGATCGCAAAGTAGAAGGAGCTTGATATCCGGCTCCTTCTACTTTGCGATCATTTTTTCCAA|AGCT T
3' C CTAG|GGCACTAGCGTTTCATCTTCCTCGAACTATAGGCCGAGGAAGATGAAACGCTAGTAAAAAAGGTT TCGA|A

Scrambled RNS kazetta:

5' G|GATC CCGATCAAGAAGTGTACCGGAGATTGATATCCGTCTCCGGTACACTTCTTGATCTTTTTTCCAA |AGCT T
3' C CTAG|GGCTAGTTCTTCACATGGCCTCTAACTATAGGCAGAGGCCATGTGAAGAACTAGAAAAAAGGTT TCGA|A

(BamH I. és Hind III. hasitasi helyek)

A nukledz-mentes vizben oldott szimpla szalu oligonukleotidokat ekvimolaris
mennyiségben dsszekevertiik a megfelelé komplementer szekvenciaval, ily mdédon 1étrehozva
a kettds szalu inszerteket, amelyeket ezutan az expresszidés vektorba illesztettiink. A
hibridizaciés puffer Osszetétele a kovetkezd volt: 10 mmol/l TrisHCI, 1 mmol/l EDTA,
100 mmol/l NaCl, pH=28,0. A mintat elészoér 95 °C-on 4 percig denaturdltuk, majd
fokozatosan szobahOmérsékletre hiitottiik, és két oran at szobahOmérsékleten inkubaltuk,
amely alatt a komplementer szalak 6sszekapcsolodtak.

A cirkularis plazmidot két 1épésben linearizaltuk a két restrikciés enzimmel. A
reakciok 37 °C-on 60 percen at zajlottak. A reakcidelegy 30 nug plazmid DNS-t,
2 U/ug(DNS) restrikcios enzimet és enzimpuffert tartalmazott, nukledz-mentes vizzel a
megfeleld végtérfogatra kiegészitve. Az emésztés hatékonysagat mindkét 1épés utan agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik. A linearizalt vektort Microcon szlirdegység segitségével
nyertiik ki a reakcioelegybdl, a gyartd utasitasait kovetve (Millipore, Billerica, MA, USA).
spektrofotométerrel hataroztuk meg, és felhasznaltuk a ligacidhoz.

A dupla szalt inszertet T4 ligaz segitségével épitettiik a linearizalt, tisztitott vektorba.
A ligacids elegyben a vektor és az inszert 1:3 tdmegaranyban (50, illetve 150 ng), az enzim

3 U mennyiségben volt jelen. A ligacios elegyet egy ¢jszakan at, 16 °C-on inkubaltuk. A
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restrikcios emésztés €s a ligacid soran felhasznalt enzimeket és reagenseket a Promega cégtol
szereztiik be. Negativ kontrollként olyan ligacios elegyet allitottunk 6ssze, amely az inszertet
nem tartalmazta.

A TASK-3 shRNS ¢és a scrambled RNS inszerteket tartalmazo vektorkonstrukciokkal
kompetens E. coli baktériumokat transzformaltunk, amelynek soran ampicillin elleni
rezisztencian alapuld szelekciot alkalmaztunk. A transzformacid elsd 1épéseként a ligacios
elegyeket a baktériumszuszpenzidval Osszekevertiik, majd 40 percen at jégen inkubaltuk.
Ezutan 42 °C-on 45 masodperces hdsokkot alkalmaztunk, majd a sejteket 2 percen at ujra
4 °C-on tartottuk. A baktériumokat ezutan LB Broth tapfolyadékban, 60 percen at, 37 °C-on,
razatas mellett inkubaltuk, majd 100 ug/ml ampicillint tartalmaz6 LB agarra szélesztettiik, és
37 °C-on egy ¢jszakan at novesztettiik. Masnap az agarrdl egyedi baktériumkolonidkat
izolaltunk, és azokat 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB Broth tapfolyadékban, 37 °C-on, 16
oran at razatva felszaporitottuk. Az egyedi kolonidkbol a Wizard Plus SV Minipreps kit
(Promega) segitségével kipreparaltuk a plazmid DNS-t, majd BamH I és Hind III restrikcios
emésztés utan agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik az inszert jelenlétét. Amennyiben a
gélképen az inszertnek megfeleld sav jelen volt, az adott kolonidbdl szarmazd mintdkon
szekvenalasi reakciot végeztliink az inszert jelenlétének egyértelmii bizonyitdsa végett. A
szekvenalast a Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet laboratoriumaban végeztettiik el.

A TASK-3-géncsendesitett melanoma sejttenyészet eldallitasahoz a WM35 melanoma
sejteket 30 mm atmérdjli Petri csészében, steril fedélemezen tenyésztettiik. A transzfekciot
Lipofectamine 2000 transzfekcidos reagenssel, OptiMEM  transzfekcios tapfolyadékban
végeztiik (Invitrogen), a gyartod utasitdsainak megfeleléen. A transzfekcidt két parhuzamos
tenyészeten végeztiik el, melyek koziil az egyiket a transzfekcid sikerességének igazolasa, és
a transzfekciods hatasfok megitélése céljabol 48 ora elteltével metanollal fixaltuk, majd a GFP
expresszigjat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Amennyiben a transzfekcids hatasfok
megfelelonek bizonyult, a fenntartott parhuzamos tenyészetet felhasznaltuk a tovabbi

kisérletekhez.

3.5. Immunjelolés és mikroszkopia

3.5.1. Mitokondrialis jelolés tenyésztett sejtekben
A mitokondriumok jelolését a MitoTracker Red CMXRos mitokondrium-szelektiv

festékkel végeztiik el (Molecular Probes, Leiden, Hollandia). A festéket a tenyésztdoldatban

30



oldottuk fel 100 nmol/l végkoncentracidban. A tenyészetet tenyésztési korlilmények kozott,
30 percen at kezeltiik a festéket tartalmazoé oldattal, majd a sejtek fixalasa utan immunjeldlést
hajtottunk végre rajtuk. A mitokondriumfrakcid preparalasa elétt az esetek egy részében

ugyanezt a jelolési eljarast alkalmaztuk.

3.5.2. Immuncitokémia

Az immuncitokémiai kisérleteket steril feddlemezen tenyésztett sejteken végeztiik.
Elso 1épésben a fedélemezeket PBS-sel (phosphate buffered saline; dsszetétel: 100 mmol/l
NacCl, 125 mmol/l Na,HPO4, pH = 7,4) mostuk, majd 4%-os paraformaldehiddel 15 percig
fixaltuk. A fixalast és az immuncitokémiai reakcio tovabbi Iépéseit szobahdmérsékleten,
nedves kamraban végeztiik. Ezt kdvetden a sejteket 100 mmol/l glicint tartalmazd PBS-sel
3x5 percig mostuk. A sejtmembran permedbilizalasa céljabol a sejteket 10 percig 0,1%
Triton X-100 tartalmti PBS-sel kezeltiik, majd a feddlemezt PBS-sel haromszor &blitettiik.
Az aspecifikus kotohelyek blokkolasara 1% BSA-t tartalmaz6 PBS-t alkalmaztunk 30 percen
at. Ezutan a sejteket a blokkolo oldatban higitott (1:200) TASK-3-specifikus monoklonalis
primer antitesttel (katalogusszam: K0517, klon: KCN-75, Sigma) inkubaltuk egy ¢éjszakan at,
4 °C-on. Az alkalmazott antitest specificitasat egy korabbi munkénkban mar igazoltuk
(Pocsai és munkatarsai, 2006). Masnap a fedélemezeket PBS-sel haromszor oblitettiik, majd
a sejteket a PBS-ben higitott masodlagos antitesttel inkubaltuk egy oOran at,
szobahdmérsékleten. Masodlagos antitestként egér IgG ellen, loban termeltett, fluoreszcein-
izotiocianat- (FITC-) konjugélt ellenanyagot hasznaltunk (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), 1:200 higitiasban. Ujabb haromszori &blités (PBS) utén a sejteket DAPI-t (4°,6-
diamidino-2-fenilindol) tartalmazé beagyaz6 oldattal (Vectashield mounting medium with
DAPI, Vector) fedtiikk le. A sejtmagok jelolésére szolgdlo DAPI excitacids €és emisszios
maximuma 360, illetve 460 nm volt.

Az immunreakciokkal parhuzamosan rendszeresen végeztiink negativ kontroll

kisérleteket az elsddleges ellenanyag elhagyasaval.

3.5.3. Az izolalt mitokondriumok immunjelolése

Az izolalt mitokondriumokon kettds fluoreszcens festést végeztiink, amelyben az
egyik szin valamely mitokondrium-specifikus jelolés, mig a masik a TASK-3-specifikus
immunreakcié eredménye volt. A kettds jelolésre két kiilonbozd eljarast alkalmaztunk. Az
egyik esetben a sejteket még a mitokondriumok izolalasa elétt MitoTracker festékkel kezeltiik

a 3.5.1. fejezetben leirtak szerint. Ezek utdan az izolalt, fixalt mitokondridlis frakcion
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TASK-3-specifikus immunreakciot végeztiink, amelynek 1épései megegyeztek azzal, amit a
teljes sejteken végzett immunreakcional mar leirtunk (3.5.2. fejezet).

A masik esetben az izoldlasi folyamat utdn a fixalt mitokondriumokon kettds
immunjelolést végeztiink egy citokrom-c-specifikus, egérben termeltetett monoklonalis
antitesttel (BD PharMingen, San Diego, CA, USA, 1:100 higitas), és egy nyulban termeltetett,
poliklondlis TASK-3-ellenes antitesttel (Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael, 1:800 higitas).
Masodlagos antitestként egér IgG ellen loban termeltetett, Texas red fluoreszcens festékkel
konjugalt, illetve nyal IgG ellen kecskében termeltetett, FITC-konjugalt ellenanyagot

alkalmaztunk (Vector).

3.5.4. Immunhisztokémia

A humén mintdkon végzett vizsgalatokat a DE OEC Tudoményos Bizottsaganak
Regionalis és Intézeti Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyasaval és engedélyével végeztik. A
disszertacioban alkalmazott immunhisztokémiai kisérletek metodikdja megegyezett azzal,
amelyet korabbi munkaink soran mar alkalmaztunk (Kovacs és munkatarsai, 2005).

A TASK-3-csatornafehérje kimutatdsdra az immunhiszokémiai reakcidk soran két
kiilonb6z6 TASK-3-specifikus elsédleges ellenanyagot alkalmaztunk. A 3.5.2. fejezetben
ismertetett monoklonalis ellenanyag (Sigma) mellett egy kecskében termeltetett, poliklonalis
ellenanyagot (Santa Cruz Biotechnologies Inc., Santa Cruz, CA, USA) is alkalmaztunk. Béar a
két antitest eltérd epitopokat ismert fel, azok minden esetben azonos struktirakat jeloltek.

Az immunhisztokémiai kisérleteket 4 um vastag, formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szOovetmintakon hajtottuk végre, amelyeket a betegekbdl posztoperativ
hisztopatologiai diagnozis céljabol tavolitottak el. Az esetek egy részében az
immunhisztokémiai reakcio eldtt antigénfeltarast végeztiink, amelynek sordan a metszeteket
vagy 8 mmol/l Tris-pufferben (pH = 8,4) mikrohulldmu siitében melegitettiik (15 perc,
750 W), vagy 0,1 mol/l citrat-pufferben (pH = 6,0), kuktaban foztiik (2 perc). Mindkét eljaras
hasonld jeloldédést eredményezett, ugyanakkor alkalmazasuk névelte az immunreakcid
intenzitasat. Az endogén peroxidaz aktivitdsat hidrogén-peroxid 3%-0s vizes oldataval
gatoltuk (10 perc, szobahOmérséklet). Ezutan az aspecifikus kotdhelyek blokkolasa
kovetkezett ,,Protein Block Serum Free” reagens alkalmazasaval (DAKO, Glostrup, Dénia).
A szovetmetszeteket egy ¢jszakan at inkubdltuk valamelyik TASK-3-specifikus primer
antitesttel. A primer antitesteket 1% BSA-t tartalmazé PBS-ben higitva alkalmaztuk 1:200
(Sigma), illetve 1:100 (Santa Cruz) higitdsban. A metszeteket a masodlagos antitesttel valo

kezelés eldtt PBS-ben 3x5 percig mostuk. Az egérben termeltetett elsddleges antitest
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alkalmazasa esetén masodlagos ellenanyagként EnVision rendszert hasznaltunk (DAKO, 30
perc, szobahd). A kecskében termeltetett elsddleges antitest esetén kecske I1gG-t felismerd,
nyulban termeltetett, biotinilalt masodlagos ellenanyagot (30 perc, szobahdmérséklet), majd
mosas utan (PBS, 3x5 perc) tormaperoxiddzzal konjugdalt streptavidint alkalmaztunk
szobahdémérsékleten, 30 percen at. Az eldhivast mindkét esetben VIP SK4600 kittel
végeztiik. Az immunfestés végén metilzolddel enyhe hattérfestést alkalmaztunk.
Amennyiben mdasként nem jeloltik, a humén mintdkon végzett immunhisztokémiai
reakcidhoz hasznalt reagenseket a Vector Laboratories cégtdl szereztiik be.

Rendszeresen végeztiink negativ kontroll kisérleteket, amik poliklonalis antitestek
alkalmazasa esetén az antitestre specifikus immunizald fehérjével vald eldinkubacioval, a

monoklondlis antitest esetén pedig az elsddleges antitest elhagyasaval torténtek.

3.5.5. Mikroszkopia

A disszertacioban bemutatott nem fluoreszcens felvételeket egy Nikon Eclipse 600-W
mikroszkoppal (Nikon, Tokio, Japan) 4x, 20x vagy 60x objektivvel készitettik. Az
objektivek numerikus apertirgja 0,13, 0,5, illetve 1,4 volt. A felvételeket a mikroszkdphoz
csatolt ,,RT colour CCD” kamera és a Spot v3.5 program segitségével rogzitettiik.

A fluoreszcens immunreakciok nagy részét egy Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkop
(Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) segitségével értékeltik. A felvételeket 40x
olajimmerzids, vagy 63x vizimmerziés objektivvel készitettik. A gerjesztdé lézer
hulldmhossza FITC-konjugéalt méasodlagos antitest esetén 488 nm; Texas Red, Rodamin Red,
valamint MitoTracker esetén 543 nm; mig DAPI esetén 360 nm volt. A konfokalis
mikroszkop segitségével vagy egyetlen (altalaban 0,5-1,0 um vastagsagu) rétegfelvételt, vagy
a vizsgalt struktira teljes vastagsagan végighalado rétegfelvétel-sorozatot készitettiink (,,Z-
stack” képek). Utobbi esetben az egyes optikai szeletek rétegvastagsaga 0,6-1,0 um kozott
valtozott. A rétegfelvételekbdl a Zeiss LSM Image Browser program segitségével allitottuk
eld az Osszesitett képet. Az illusztraciok végleges forméjat az Adobe Photoshop 7.0
felhasznalasaval készitettiik el. Egyes felvételeknél a lathatosag eldsegitése vagy a
képmindség javitasa érdekében modositottuk ugyan a fényerdsséget €s a kontrasztot, de
ezekben az esetekben az dbra egészét mindig azonos modon kezeltiik.

Bizonyos esetekben (példaul a stabilan transzfektalt HEK sejtekben az shRNS kazetta
hatasanak vizsgélata soran) egyszerli, konvencionalis fluoreszcens felvételeket készitettiink az
»RT colour CCD” kameraval felszerelt Nikon Eclipse 600-W mikroszkoppal, a Spot v3.5

szoftver segitségével.
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3.6. Western-blot

A Western-blot kisérletekhez a kontroll, valamint a tranziensen transzfektalt
melanoma sejtkultirdkbol készitett teljes sejtlizdtumot hasznaltuk. A teljes sejtlizatum
készitése soran a letapadt sejteket PBS-sel haromszor oblitettiik, majd 100 pl jéghideg
lizispufferben [20 mmol/l TRIS-HCI, 5 mmol/l EGTA, 1 mmol/l 4-(2-aminoetil)-
benzénszulfonil-fluorid 20 pmol/l leupeptin, pH = 7,4] mechanikusan felvettiik Oket. A
szuszpendalt sejteket jéghideg kdrnyezetben szonikaltuk, majd BCA-kit (BCA Protein Assay
Kit, Pierce) alkalmazasaval meghataroztuk fehérjetartalmukat.

A teljes sejtlizatumbol készitett mintat Na'-dodecilszulfat-poliakrilamid- (SDS-
PAGE) gélelektroforézis-pufterrel kevertiik, és 10 percig foztiik. Az igy elokészitett mintakat
7,5%-0s akrilamid-gélen futtattuk. A teljes sejtlizatumbol 160 pg-ot vittiink fel az egyes
oszlopokra. Az -elektroforézis végén a mintdkat nitrocelluléz membranra (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) vittiikk at. A membranhoz kotodott fehérjéket Ponceau S
festekkel tettilk lathatova, majd 5% tejport és 0,05% Tween-20-at tartalmazd PBS
alkalmazaséaval (PBST) blokkoltuk 30 percig. Az anti-TASK-3 antitestet (Alomone) 1:800
higitasban alkalmaztuk, és egy éjszakan at hagytuk a membranon (4 °C). A kovetkezd napon
a membrant PBST-vel mostuk, majd tormaperoxidazzal kapcsolt, kecskében termeltetett, nytl
IgG-ellenes masodlagos antitesttel (Bio-Rad; 1:1000) inkubaltuk 1 o6rdan at,
szobahdmérsékleten. A negativ kontroll kisérletekben az elsddleges antitestet eldinkubaltuk a
ra specifikus blokkold peptiddel, ami teljes mértékben megakadalyozta az immunreaktiv
csikok kialakulasat.

Az eredmények lathatova tételéhez egy kemilumineszcencids Western-blot detektalo
rendszert (Pierce) alkalmaztunk. Az el6hivast és az eredmények dokumentalasat Fujifilm
Labs-3000 sotétkamraval (Tokio, Japan) végeztik. A TASK-3-expresszid mennyiségi
értékelése céljabol denzitometrias mérést végeztliink, aminek sordn a TASK-3-specifikus
immunpozitiv sdvokon mért denzitast B-aktinra normaltuk. A B-aktinra specifikus Western-
blot reakciot TASK-3-specifikus reakcioval egyidejiileg, és azonos mintdkon végeztiik. A -
aktin kimutatdsara nyulban termeltetett elsédleges ellenanyagot hasznaltunk (Santa Cruz),
1:200 higitasban.

A teljes sejtlizdtumon kiviil a 3.3.2. fejezetben ismertetett mitokondrialis
membranfrakciobol készitett mintan is végeztiink Western-blot kisérleteket. Ebben az esetben
a reakciot szukcinat-dehidrogenaz- (SDHA-) és P,Xs-ellenes antitestekkel is elvégeztiik,

annak bizonyitasara, hogy a minta valdban tartalmazott mitokondridlis membrant, ugyanakkor
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sejtfelszini membrannal nem volt szennyezett. =~ Mind az SDHA-specifikus (Abcam,
Cambridge, MA, USA), mind a P,X;-specifikus (Alomone) primer antitestet nyulban
termeltetették, higitdsuk 1:200 volt. A reakcid tobbi lépése megegyezett a teljes

sejtlizatumbol készitett mintak esetén alkalmazottal.

3.7. A sejtszam és sejtméret vizsgalata

3.7.1. CyQUANT assay

A sejtproliferacio mérést 96 lyukt Greiner tenyésztoedényben (Greiner Bio-One North
America Inc., Monroe, NC, USA) végeztik. A sejttenyészet inditasakor egy lyukba 2000
sejtet helyeztliink, majd mésnap elvégeztiik a transzfekciot, és a tenyészetet tovabbi harom
napig tartottuk fenn. A transzfekcié utani negyedik napon a sejteket eldszor kalcium- és
magnéziummentes PBS oldattal (CMF PBS: 136,75 mmol/l NaCl, 2,68 mmol/l KCI,
8,1 mmol/l Na,HPOy, 1,47 mmol/l KH,PO4, pH = 7,4) 6blitettiik, majd -70 °C-on tartottuk 30
percen at. Ezt kovetéen a sejteket 5 percen at 100 ul DNS-festd oldattal [CyQUANT
torzsoldat (Invitrogen) PBS-ben higitva] inkubaltuk. A fluoreszcens jel mérését egy
FlexStation II HTS 384 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) berendezés segitségével

végeztiik, 485 nm excitacids és 530 nm emisszios hulldmhossz alkalmazéasaval.

3.7.2. MTT-assay

Az MTT-assay kivitelezése céljabol a sejteket 24 lyukt tenyésztéedénybe oltottuk
(10 000 sejt/lyuk), mésnap transzfektaltuk, majd tovabbi 3 napig tenyésztettiik. A negyedik
napon a sejteket CMF PBS-sel kétszer oblitettiikk, majd 0,5 mg/ml MTT-reagenst [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid] tartalmazé PBS oldattal inkubaltuk 2-4 6ran
at 37 °C-on. A reakci6 soran a mitokondrialis enzimek a tetrazolium sot oldhatatlan formazan
kristalyokkd redukdljadk. Az inkubdcios idd eltelte utdn a feliiluszot eltavolitottuk, és a
sejteket MTT szolubilizalo oldattal kezeltiik (81% 2-propanol, 9% 1 mol/l HCI, 10% Triton-
X-100) 15 percen at, amelynek sordn a sejtekben kicsapddott formazan kristalyok feloldodtak.
Az oldat formazéantartalmat fotometrias méréssel hataroztuk meg (550 nm), egy FlexStation3

(Molecular Devices) berendezés segitségével.
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3.7.3. A sejtméret meghatarozasa

Mivel a melanoma sejtek meglehetdsen szabalytalan alakuak, és szdmos nytlvannyal
rendelkeznek, a sejtdtmérd meghatidrozdsa nem adott volna megfeleld informaciot a sejtek
méretérdl, ezért inkabb a sejtfelszin mikroszkop alatt lathato vetiiletének teriiletét hataroztuk
meg. A mérés soran a sejtekrél fluoreszcens és ates6 fénnyel egyarant felvételeket
készitettlink, és a két képet egymasra vetitettiik. Az egyesitett felvételen kijeloltiik a vizsgalni
kivant régiot (ROI, region of interest), amelynek teriiletét az ImageJ program segitségével
hatdroztuk meg. Ezt a mérést minden lefényképezett 1atotér minden sikeresen transzfektalt
(GFP-t expresszalo, azaz zolden fluoreszkalo) sejtjén elvégeztiikk. Az 0sszehasonlitas céljabol
az azonos latoterekben lathatd nem transzfektalodott sejtek méretét is meghataroztuk. A
véletlenszerlien kivalasztott kontroll sejtek szdma azonos volt az adott latotérben

megfigyelhetd, ¢€s sikeresen transzfektalt sejtek szamaval.

3.8. Funkcionalis mérések

3.8.1. Elektrofiziologiai mérések HEK293 sejteken

A stabilan transzfektalt HEK sejtek felszini membranjaban megjelend TASK-3-
végeztiik. A mérések soran alkalmazott mikroelektroddk vékony falu boroszilikat kapillarisok
felhasznalasaval késziiltek (Clark Elektromedical Instruments, Reading, UK). A belsd oldat
osszetétele 140 mmol/l KCl, 10 mmol/l HEPES, 4 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l EGTA volt
(pH=17,3). A mérbelektrodak ellenalldsa 2-4 MQ kozott valtozott. Az aramméréseket
DigiData 1200 jelatalakitohoz kapcsolt Axopatch 200A tipust patch-clamp erdsitd (Axon
Istruments, Foster City, CA, USA) alkalmazasaval végeztik. Az adatgylijtés és analizis
céljara a pClamp 6.0 program szolgalt.

Az é4rammérést a 3. szamu shRNS kazettdval és a scrambled RNS kazettaval
transzfektalt HEK sejteken a transzfekciot kovetd 3. napon végeztik. A TASK-3-aram
meghatdrozdsa soran -80 mV tartopotencial mellett 800 ms hosszasagi ,,ramp”
depolarizaciokat alkalmaztunk -120 és +50 mV kozotti fesziiltségtartomanyban, 0,2 Hz
frekvenciaval. Minden esetben 6t ramp protokoll alkalmaztunk, majd az egyedi valaszok
atlagabol hataroztuk meg az aramamplitudot, amit a teljes-sejtes kapacitasra normaltunk.

Minden sejttipus (kontroll, shRNS-sel, valamint scrambled RNS-sel kezelt sejtek) esetén
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meghataroztuk az atlagos aramdenzitast, és az eredményt (£ SEM) a membranpotencial

fliggvényében abrazoltuk.

3.8.2. A melanoma sejtek mitokondrialis funkcidojanak mérése

A mitokondridlis funkci6 mérésének alapjaul a sejttenyészetben jelen 1évo
extracellularis reaktiv oxigéngyokok (ROS) koncentracidjanak meghatarozasa szolgalt. A
mérést a munkacsoportunk altal kifejlesztett permanganat-alapt ROS-meghatarozasi
modszerrel végeztiink. Az alabbi félreakciok standard redoxpotencialja kozotti kiilonbség azt

mutatja, hogy a kdliumpermanganat képes oxidalni a peroxidot és a szuperoxidot.

MnOy (g + 8H + 56" — Mn”" (o) + 4H,0 +1,51V
O + 2H" + 2e” — HyOxag) +0,70 V
Oy + H + e — HOye(g 0,13V

Mivel a klorid és a szerves vegyiiletek csokkenthetik az oldatban 1évé permanganat
mennyiségét, a ROS meghatarozasat kloridot és szerves vegyiileteket nem tartalmazé6 HANK
oldatban végeztiikk, amelynek 0Osszetétele 5,8 mmol/l KH,POs, 7,5 mmol/l Na,HPOu,
0,81 mmol/l MgSOy4 és 146,55 mmol/l NaHCO; volt.

A sejteket a mérés eldtti napon 24 lyukt tenyésztoedénybe oltottuk (50 000 sejt/lyuk).
Kozvetleniil a kisérlet elétt a sejteket CMF PBS-sel kétszer oblitettiik, majd a modositott
HANK oldattal, valamint ezzel parhuzamosan 1,5, 3, illetve 4,5 mmol/l H,O,-t tartalmazé
modositott HANK oldattal inkubaltuk. Ezt kdvetéen a feliiluszot eltavolitottuk, és 800/perc
fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. Az extracellularis ROS koncentraciojat a
feliiluszoban mértiikk. Mivel a nekrozis soran felszabaduld szerves vegyiiletek emisszidja
mérési hibat okozhat, egy kordbban leirt, glilkdz-6-foszfat-dehidrogenaz-aktivitds mérésén
alapuld moddszerrel meghataroztuk a nekrotikus ratat (Toth és munkatarsai, 2009), amely a
jelen kisérleti koriilmények kozott elhanyagolhaténak bizonyult.
kalium-oxalat oldat segitségével faktorizaltuk. A kaliumpermanganat oldatbol higitasi
sorozatot készitettiink a 0,1-2,0 mmol/l tartoményban, ami a kisérletek soran standardként

crer

lyuk, polisztirolbdl késziilt tenyésztdedényben végeztiik. A reakcidelegy 50 pl mintat, 50 pl

koncentralt H,;SOjs-oldatot, valamint 100 pl 2 mmol/l koncentracigji  KMnOs-oldatot

tartalmazott. Minden mintan 8 parhuzamos mérést végeztiink.
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Minden mérés soran alkalmaztunk pozitiv és negativ kontrollt; a negativ kontrollban
az 50 pl mintat 50 pl modositott HANK oldattal, a pozitiv kontrollban pedig 50 ul 1,5 mmol/l
H,0,-t tartalmaz6 moédositott HANK oldattal helyettesitettiik. A mintdk €s a pozitiv kontroll
mérést egy Microplate Reader (Model 550, Bio-Rad) segitségével, 550 nm hulldmhosszon
végeztik. Mivel a MnO4 550 nm-en mért abszorbancidja nagyon magas, mig a reakcid
végterméke (Mn®") szintelen, a mért abszorbanciaértékek alapjan a H,O, koncentracioja a

0,1-10 mmol/l tartomanyban meghatarozhatonak bizonyult.

3.9. Statisztikai mdédszerek

Az eredményeket minden esetben atlag + SEM formdban adtuk meg. A statisztikai
kiilonbségeket a Student-féle t-proba segitségével hataroztuk meg, és a p <0,05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A TASK-3-csatornak mitokondrialis expresszioja melanoma sejtekben

Korabbi munkainkban (Kovacs és munkatarsai, 2005, Pocsai és munkatarsai, 2006)
részletesen tanulmanyoztuk a TASK-3-csatornafehérje jelenlétét és megoszlasat kiillonbozo
daganatos sejtekben, mely vizsgalatok egyik fontos megallapitasa volt, hogy a TASK-3-
specifikus immunpozitivitds elsdsorban intracelluldris megjelenést mutat. A jelen
vizsgalatsorozat egyik célja annak meghatarozasa volt, hogy a melanoma sejtekre jellemzd
intenziv TASK-3-expresszio mely intracelluldris struktirahoz kothetd. A kérdés
megvalaszolasa  érdekében a  TASK-3-specifikus  immunjel6lést  melanosoma-,
endoplazmatikus retikulum- és mitokondrium-specifikus jeldléssel kombinalva hajtottuk
végre. Ezen kisérletek soran a melanoma sejtek erds intracellularis TASK-3 pozitivitdsa sem
a melanosomakkal, sem az endoplazmatikus retikulummal nem volt 0sszefiiggésbe hozhato
(nem bemutatott eredmények), ugyanakkor a mitokondridlis jelolés megoszlasi mintazata
nagymértékii hasonldésagot mutatott a TASK-3-specifikus immunreakcioval (6A-F. dbra). Az
erdteljes nuklearis immunjelolddés, amelyrél korabban mar beszamoltunk (Kovacs és
munkatarsai, 2005, Pocsai és munkatarsai, 2006) ez aldl természetesen kivételt képezett. A
sejtfelszini membran gyenge jelolddése ugyanakkor a jelolédési mintdzat tovabbi, igen
meglepd jellegzetessége volt.

A tenyésztett sejteken végzett immuncitokémiai kisérletek utdn mitokondriumokat
izolaltunk a WM35 melanoma sejtvonalbdl, amikben ugyancsak vizsgaltuk a TASK-3-
csatornak jelenlétét. Ezen vizsgalatok soran mitokondrialis jelolést is végeztiink annak
igazolasara, hogy az izolalt frakcidé valoban mitokondriumokat tartalmazott. A preparalasi
folyamat végén egy olyan szuszpenzidt kaptunk, amelyben az egyedi granulumok atmérdje a
0,5-2 um tartomanyba esett; erételjes MitoTracker jelolédésiik alapjan ezek a granulumok
nagy valoszinliséggel egyedi mitokondriumoknak feleltek meg. A szuszpenzié TASK-3
immunpozitivitast is mutatott, amelynek mintazata atfedett a mitokondrialis jeloléssel.

A TASK-3-csatorndk és a mitokondriumok kettds jelolésére egy madsik eljarést is
alkalmaztunk, amely az el6bbiekben leirt moddszertdl jelentdsen eltért. Ennek soran a
mitokondriumokat egy monoklonalis citokrom-c-specifikus ellenanyaggal, a TASK-3-
csatornakat pedig egy poliklonalis TASK-3-ellenes antitesttel jeloltiik. A két eltérd jeldlési
stratégia hasonld eredményt adott, azaz mindkét modszerrel kimutathatdé volt a

mitokondriumok és a TASK-3-csatornék co-lokalizacioja.
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6. abra: A TASK-3-csatornak mitokondrialis expresszioja melanoma sejtekben

A: Mitokondrium-specifikus jeldlés (MitoTracker) melanoma sejtekben 18 oraval a passzalas utdn. B: A
TASK-3-specifikus immunjel6lés eredménye ugyanazon a latotéren. C: Az A és B abrarész egymasra vetitve. A
csillagok a sejtmagokat jelolik. A fehér négyzettel jeldlt teriiletek a D, E és F abrarészeken nagyitva lathatéak. A
kis négyzet altal hatarolt régié az abra jobb als6 sarkdban lathaté nagyitva, megndvelt fényerdsséggel.
Kalibracié: 10 um. G: Izolalt mitokondriumfrakcion, SDHA- (szukcinat-dehidrogenaz), TASK-3- és P,X--
specifikus antitestekkel végzett Western-blot kisérletek eredménye. A P,X;-specifikus antitesttel melanoma
sejtekbol készitett teljes sejtlizatumon (TSL) is elvégeztiik a reakciot, az antitest megfeleldé mikddésének
igazolasa végett. H: Naiv HEK293, illetve WM35 melanoma sejtekbdl készitett teljes sejtlizatumon végzett,
TASK-3-specifikus Western-blot reakcio eredménye. A kisérletet mindkét sejtvonalbol 3-3 mintan végeztiik el,
és minden esetben hasonld eredményt kaptunk.

A WM35 melanoma sejtvonalbol preparalt mitokondrialis membranfrakcion Western-
blot mddszerrel is vizsgaltuk a TASK-3-fehérje jelenlétét. A Western-blot kisérletek soran
szukcinat-dehidrogenaz- (SDHA-), TASK-3- és P,X5-tipusu purinerg receptorokra specifikus
primer antitesteket alkalmaztunk. A 6G abran lathat6, hogy a mitokondridlis membrant
tartalmaz6 mintdban megjelent a TASK-3-specifikus sav, ami igazolta, hogy a csatornafehérje
valoban expresszaldodott valamelyik mitokondrialis membranban. Az SDHA mitokondrialis
enzimet jel6lé antitest alkalmazasaval kapott immunpozitiv sav azt igazolta, hogy a minta

valoban mitokondrialis membranfrakcidt tartalmazott, mig a P,X5-jel6l6dés hidnya azt jelezte,
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hogy a minta a sejtfelszini membranbdl szdrmaz6 szennyezddéstdl mentes volt. A TASK-3-
specifikus primer antitest megfeleld mikodésének alatamasztasa céljabol egy olyan kontroll
kisérletet végeztiink, aminek soran a WM35 sejtvonalbol készitett, teljes sejtlizadtumot
tartalmazd mintat hasznaltuk fel a Western-blot kisérlethez; a naiv (azaz TASK-3-csatornat
nem expresszald) HEK293 sejtekbdl készitett minta pedig negativ kontrollként szolgalt.
Megfigyelhetd, hogy a WM35 sejtekbdl szarmazo minta erds TASK-3 jelolodést adott, ezzel
szemben a HEK-sejtek nem mutattak jelolodést (6H abra).

..

7. abra: A TASK-3-csatornak és a mitokondriumok co-lokalizaciojat bemutato

konfokalis rétegfelvételek

A WM35 sejteken a MitoTracker festékkel végzett mitokondrialis jelolést kdvetden a monoklonalis TASK-3-
specifikus ellenanyaggal immunreakciot végeztiink. A tenyészet fixalasat, majd az immunreakciot a passzalas
utan 12 6raval hajtottuk végre. Az abran a zold szin a TASK-3-specifikus immunreakci6 (A-J1), mig a piros szin
a MitoTracker-jelolés eredménye (A-J2). A co-lokalizacios felvételeken a kétféle jelolés egymasra vetiilése
sarga-narancssarga szint eredményez (A-J3). A rétegfelvételeket a melanoma sejtek legaljatol kezdve 0,5 um-es
lépésenként készitettilk, a sejt teljes vastagsagaban (A-I). A J1-3 abrarészeken a rétegfelvételek egymasra
vetitésével kapott dsszesitett képek lathatdak. Kalibracio: 10 pm.
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8. abra: TASK-3 immunreakcié melanoma sejtekbdl izolalt mitokondriumokon

A-F: A tenyésztett melanoma sejteket az izolalas eldtt MitoTracker festékkel jeldltiik (piros szin, B és D
abrarész). Az izolalas utan a fixalt mitokondriumfrakcion TASK-3-specifikus immunreakciot végeztiink (zold
szin, A és D abrarész). A C és F abrarészeken lathato a két jelolés egymasra vetitett képe. A D-F abrarészeken
egy egyedi mitokondriumrdl készitett felvétel lathatd. G-I: A mitokondrialis és a TASK-3-specifikus jelolés itt
eltéren tortént, mint az A-F abrarészeknél. A fixalas utidn kettds immunjelolés végeztiik egy monoklonalis,
citokrom-c-ellenes antitesttel (piros szin, H &brarész), valamint egy poliklonalis, TASK-3-specifikus
ellenanyaggal (z6ld szin). Az I abrarész a két jelolés egymasra vetitett képét mutatja. A nyilak azokat a
teriileteket jelolik, ahol a TASK-3 immunreakcid szemcsés megjelenése kiilondsen szembetiing. Kalibracio:
10 um (als6 és fels6 sor) és 1 um (kdzépsod sor).

A mitokondrialis co-lokalizacié bemutatasa céljabol a TASK-3 és MitoTracker kettds
jelolés utan a jel6lddés mintazatat konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Ennek
soran 0,5 um vastag optikai szeleteket készitettlink a sejtréteg teljes vastagsagaban (7. abra).
Az igy késziilt felvételek alapjan megallapithatd, hogy a szoros co-lokalizacid6 nem a két
jelolédési mintazat egymadsra vetiilésének kovetkezménye, hanem az valoban a TASK-3-

csatornak mitokondridlis membranban val6 elhelyezkedését tiikrozi.
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Eredményeink megerdsitése céljabol szamos kontroll kisérletet is terveztiink annak
bizonyitasara, hogy az immunreakci6 meglepd mintdzata nem valamilyen kisérletes
miitermék eredménye volt. Bar a TASK-3 ellenanyag specificitdsat kordbban mar
koriiltekintd vizsgalatokkal igazoltuk (Pocsai és munkatarsai, 2006), a melanoma sejtek
TASK-3-expresszidjanak kimutatdsait mRNS-szinten is elvégeztiik. Ennek soran a WM35
melanoma sejtvonalbol mRNS-t izolaltunk, és a szekvenciajanak meghatarozasa céljabol
PCR-reakcioval eldallitottuk a TASK-3 cDNS-ét. A kisérletet ezen kiviil két tovabbi
melanoma sejtvonalon (HT199, HT168-M1) is elvégeztik. Megallapitottuk, hogy a
melanoma sejtvonalakbol szarmazo TASK-3-specifikus mRNS szekvencija teljes mértékben
megegyezett a génbankban meghatarozott human TASK-3-szekvenciaval (génbank kod:
BC075080; Strausberg ¢és munkatarsai, 2002). Ez a kisérletink nemcsak azt a
megfigyelésiinket erdsitette meg, hogy a melanoma sejtek TASK-3-fehérjét expresszalnak,

hanem azt is igazolta, hogy a csatornafehérje génje nem hordoz mutaciot.

9. abra: C2C12 sejteken végzett transzfekcids kontroll kisérlet

A: A TASK-3-fehérjét expresszaldo plazmiddal transzfektalt C2C12 sejteken végzett TASK-3-specifikus
immunreakcio. A C2C12 sejtek dnmaguktol nem expresszaljak a TASK-3-csatornat, a transzfekcio hatasara
azonban a sejtek egy részében megjelent a TASK-3-specifikus immunreakcié. B: MitoTracker jelolés azonos
latotéren. A mitokondrialis festék a latdtérben lathatd Osszes sejtet azonos intenzitassal jeldlte. A nyilak a két
sikeresen transzfektalodott, TASK-3 pozitiv sejtet mutatjak. C: Az A és a B felvétel egymasra vetitett képe. A
felvételek alapjan megallapithatd, hogy a TASK-3-specifikus ellenanyag nem jeloli aspecifikus modon a
mitokondrialis fehérjéket. Kalibracio: 30 um

A génexpresszid mRNS-szintli kimutatdsa fontos eredmény volt a TASK-3-expresszio
egyértelmii igazoldsa szempontjabdl, viszont tovabbi kontroll kisérletek valtak sziikségessé
annak bizonyitdsara, hogy az immuncitokémiai kisérleteinkben alkalmazott ellenanyag nem
kotoédott aspecifikus modon valamely mitokondridlis proteinhez.  Ennek érdekében a
TASK-3-csatornat nem expresszald C2C12 sejtvonalon tranziens transzfekciot végeztiink a

human TASK-3-csatornat kodoldé pcDNA3 hTASK3/7 expresszidos vektorral; majd a
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transzfektalt tenyészeten elvégeztiikk a mitokondriumok és a TASK-3-csatorndk egyiittes
jelolését (9. abra). Ezen kisérletekben a transzfekcids hatasfoknak megfelelden csak a sejtek
egy (viszonylag kis) része mutatott TASK-3 immunpozitivitast (9A &bra), mig a
mitokondriumok jelolédése valamennyi sejtben egyértelmiien megfigyelhetd volt (9B abra).
A kisérlet eredménye alapjan megallapithattuk, hogy az alkalmazott antitest nem okozta a
mitokondriumok aspecifikus jelolodését. A kisérletek ezen fazisaban nem pusztan a TASK-3-
csatorndk mitokondridlis expressziojat igazoltuk, de magyardzatot kaptunk azon korabbi
megfigyelésiinkre, mely szerint az immunreakcid a sejtmag koriil, tobbmagvu sejtek esetén a
sejtmagok kozott, tovabba a novekvo nyulvanyokban kiilondsen intenziv volt, hiszen ezeken a

teriileteken a mitokondriumok mindig is nagyobb szamban ¢s siiriségben vannak jelen.

4.2. A human keratinocytak TASK-3 immunpozitivitisa tenyészetben és

beagyazott szovettani metszetekben

Az eddig bemutatott eredményeink alapjan felmertiilt a kérdés, hogy a mitokondrialis
TASK-3-expresszio vajon csak a tumorsejtek sajatja, vagy egyéb, egészségesnek tekinthetd
(nem malignusan transzformalt) sejttipusban is megfigyelhetd ez a jelenség. Mivel a szadmos
sejttipusra kiterjedd elOkisérletes adataink szerint a HaCaT human keratinocyta sejtvonal
erdsen TASK-3 immunpozitiv, a malignus elvaltozast nem mutatd sejtek modelljeként ezt a
sejtvonalat hasznaltuk. Amint a 10. abran lathatd, a tenyészetben fenntartott HaCaT
keratinocytdkra intenziv TASK-3 immunpozitivitds volt jellemzé. Az immunfestés €s a
mitokondrialis jel6l6dés mintdzatdnak Osszevetése arra engedett kovetkeztetni, hogy (a
melanoma sejtekhez hasonldan) a TASK-3-csatorndk a HaCaT sejtekben is expresszalodnak a
mitokondriumokban. A jelolédési mintdzat atfedése az osztdodo sejtekben kiillondsen
szembetlind volt (10-11. abra, nyillal jelolt sejtek).

Mivel egy fehérje expressziés mintazata egy tenyészetben fenntartott, immortalizalt
sejtvonalban nem feltétleniil egyezik meg az eredeti sejtre (jelen esetben a keratinocytakra)
jellemzd, in vivo mintazattal, a TASK-3-expresszid6 megoszlasat egészséges borbol késziilt,
bedgyazott szovettani metszeteken is vizsgaltuk. A 11. dbran lathat6, hogy az egészséges bor
szamos sejttipusa egyértelmilen és intenziven TASK-3 pozitiv volt. A 11A és 11B
abrarészeken az is megfigyelhetd, hogy mig a keratinocytakra intenziv TASK-3 jel616dés volt
jellemz6, a kornyezd kotészovetben nem jelent meg a TASK-3 immunreakcio. A
laphamsejtes réteg keratinocytai mellett a szekretoros sejtek (11C &bra) és a szOrtiiszok

keratinocytai (11D abra) is TASK-3 pozitivnak bizonyultak. A festddés mintazata hasonlo
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volt a tenyésztett sejtekben megfigyeltekhez. A TASK-3 immunpozitivitds megoszlasa a
citoplazmaban gyakran kimondottan szemcsés mintdzatot mutatott, ami a sejtmag koriil volt a
legerdsebb — a jellegzetes jelolddési mintazat alapjan ezen sejttipus esetén is megalapozottnak
tlint a csatornafehérje mitokondridlis expresszidjanak feltételezése. Immunhisztokémiai
kisérleteink eredményei kiilonbozo, eltérd epitopot felismerd primer antitestekkel is jol
reprodukalhatonak bizonyultak. A negativ kontroll kisérletekben (monoklonalis primer
antitest esetén a primer antitest kihagyasa, poliklondlis ellenagyagok esetén preadszorpcios

kontroll) sohasem tapasztaltuk a fent emlitett strukturdk érdemi jelolodését (11F abra).

10. abra: Tenyészetben fenntartott HaCaT keratinocytak TASK-3-expresszidja
Az éabran sejttenyészetben fenntartott HaCaT sejteken végzett TASK-3-specifikus immunreakcio (A, E, 1),
MitoTracker jelolés (B, F, J), a DAPI-val végzett sejtmagjeldlés (C, G, K), valamint ezek egymasra vetitett képe
(D, H, L) l1athatd. A-D: A sejttenyészetr6l készitett, kis nagyitasu felvétel. A nyil egy osztodé HaCaT sejtet jelol.
E-H: Nagy nagyitasu felvétel egyetlen HaCaT sejtr6l. I-L: Egy osztddo HaCaT sejtet abrazold, nagy nagyitasu
felvétel. Kalibracio: 50 um (A-D) és 10 pm (E-L).
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11. abra: Human bérmintan végzett TASK-3-specifikus immunhisztokémiai reakcio
Az abran lila szin (VIP) jelzi a TASK-3 immunreakcidt. A: Egy joindulati naevusrol készitett, kis nagyitast
felvétel. A nyilak az erésen pozitiv epidermist mutatjak. B: Az epidermis nagy nagyitasu felvétele. A nyilak a
stratum basale erésen pozitiv sejteit jelolik. C: Egy verejtékmirigy erdsen TASK-3 pozitiv szekretoros sejtjei. A
csillag a mirigy lumenjét jeloli. Az iires nyil mutatja a TASK-3 immunreakcié intenziv, gyakran szemcsés
megjelenését. D: Egy szortlisz6 hosszmetszeti képe. A hajgydkeret csillag jeldli. Szembetling a keratinocytak
erds immunpozitivitasa (lires nyilak), ugyannakor a kotdszovet egyaltalan nem jel616dott (tele nyil). E: Egy
szOrtiisz6 keresztmetszetér6l készitett nagy nagyitast felvétel. A TASK-3 negativ hajgyokeret csillag, a
kotoszovetet tele nyil jeloli. Az iires nyilak a keratinocytakban megfigyelhetd, erds, gyakran szemcsés
megjelenésii TASK-3-specifikus reakciot mutatjdk. Az immunpozitiv granulumok gyakran a sejtmag koriil vagy
annak kozelében helyezkedtek el. F: Az els6dleges ellenanyag elhagyasaval készitett negativ kontroll kisérlet.
Kalibracié: 250 um (A), 50 um (D, F) és 25 um (B, C, E).

4.3 RNS-interferencia alkalmazasa

Bar az immuncitokémiai és Western-blot kisérleteink segitségével meggydzden
demonstraltuk, hogy a TASK-3-csatorna jelen van a mitokondridlis membranban, ezen
kisérletek nem voltak alkalmasak annak igazolasira, hogy a csatornafehérje jelenléte
funkciondlisan is jelentds. Ennek vizsgalata céljabol RNS-interferenciat alkalmaztunk, és azt
figyeltiik, hogy a TASK-3 géncsendesités milyen valtozdsokat idéz eld a tenyészetben
fenntartott melanoma sejtek megjelenésében és viselkedésében. Mivel a kisérleti eredmények
értékelése szempontjabol kulcsfontossagu volt, hogy az alkalmazott shRNS hatékony és
specifikus legyen, tobbféle modszert is alkalmaztunk a csokkent TASK-3-expresszio
kimutatasara.

Az shRNS-kazettaval végzett transzfekcid hatasara mind a TASK-3-specifikus mRNS
(12A-B abra), mind a csatornafehérje expresszios szintje (12C-D é&bra) kimutathatéan
csokkent. Vizsgaltuk a hatas idobeli lefolyasat is, és megallapitottuk, hogy a transzfekcio

utani masodik napon mind az mRNS-, mind a fehérjeszintli expresszid mértékének
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csokkenése szignifikans volt. A negyedik napon a hatds még mindig lathat6 és szignifikans
volt, azonban innentdl kezdve a nem transzfektalodott sejtek rendszerint talnétték azokat,
amelyekben a TASK-3-szintézis gatolva volt, igy a negyedik nap utan tovabbi méréseket mar
nem végeztiink.

Az shRNS-kazettat expresszald vektorral végzett transzfekcid sikerességét ¢és
hatékonysagat immuncitokémiai kisérletekkel is vizsgaltuk. A 13. abran a zold fluoreszcens
szignal (a vektor altal expresszalt GFP) mutatja a transzfekcid sikerességét a scrambled RNS
(13A1 abra) és a TASK-3-specifikus shRNS (13A2 abra) esetén egyarant. Az immunreakciok
felvételein lathat6, hogy a TASK-3 géncsendesitett melanoma sejtekben (13B2 abra) a
TASK-3-specifikus immunreakcié sokkal kevésbé intenziv, mint a scrambled RNS-t
expresszalo vektorral transzfektalt tenyészeteken (13B1 abra). A TASK-3-specifikus
immunfestés mellett S100- (egy, a melanoma sejtekben expresszalodo kalciumkotd fehérje)
specifikus immunreakciot is végeztiink, amelynek intenzitdsa és megoszldsa nem mutatott

jelentds eltérést a kétféle tenyészetben (13C1-2 dbra).
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12. abra: Az shRNS hatasa a TASK-3 mRNS- és fehérjeszintii expresszidjara

A: Egy reprezentativ RT-PCR kisérlet eredménye, ami a TASK-3 géncsendesitett (knockdown, KD) és kontroll
(K) sejtekbdl a transzfekcid utdni 1., 2. és 4. napon izolalt mRNS mintakban a TASK-3- és GAPDH-specifikus
mRNS mennyiségét mutatja. (NK: non-templat kontroll.) B: A TASK-3-specifikus mRNS GAPDH-ra normalt
expresszios szintjének valtozasat bemutatd denzitometrids eredmények (atlag £ SEM; n=3). A 2. és 4. napon a
kiilonbség statisztikailag szignifikans volt; p <0,05 (¥), illetve p < 0,001 (***). NS: nem szignifikans. C: Egy
reprezentativ Western-blot kisérlet eredménye. A TASK-3-fehérje és az aktin kimutatasat a géncsendesitett (KD)
és a kontroll (K) sejtekbdl a transzfekcio utani 1., 2. és 4. napon készitett fehérjemintakon végeztikk el. D: A
TASK-3-fehérje aktinra normalt expresszids szintjét bemutatd denzitometrias eredmények (atlag = SEM; n = 3).
A kiilonbség a 2. és 4. napon statisztikailag szignifikans volt; p < 0,001 (***). NS: nem szignifikans.
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Kontroll Knockdown

13. abra: TASK-3- és S100-specifikus immunreakcio kontroll és TASK-3 géncsendesitett
melanoma sejteken

A: A z06ld fluoreszcens fehérje (GFP) jelenléte jelzi a transzfekcid sikerességét a kontroll (scrambled RNS

kazettaval transzfektalt) (A1) és a TASK-3 géncsendesitett (A2) melanoma sejtekben egyarant. B: TASK-3-

specifikus immunreakcid a vizsgalt sejttenyészeteken. C: S100-specifikus immunreakcié a vizsgalt

sejttenyészeteken. A B és C abrarészeken a piros szin a TASK-3- és S100-specifikus immunreakcidé megoszlasat

mutatja, a kék szin pedig a sejtmagokat jel6li. Kalibracio: 30 um.
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14. abra: A TASK-3-specifikus és a scrambled shRNS hatasa TASK-3-csatornat

expresszalo HEK sejtekre

A: A scrambled shRNS kazettaval kezelt HEK sejteken végzett TASK-3-specifikus immunreakcio eredménye (3
nappal a transzfekcioé utan). Lathato, hogy az immunreakcid erdsen pozitiv, és a scrambled shRNS kazettak
jelenléte (piros szemcsék) nem okozott valtozast sem a sejtek szamaban, sem azok megjelenésében. B, C: A
specifikus shRNS kazetta hatdsa. Piros szemcsék mutatjadk a kazetta jelenlétét a sejtekben. Megfigyelhetd a
sejtszam nagymeértéki csdkkenése (B), valamint a sejtek egy részére jellemzo erds morfologiai valtozas (B és C,
nyilakkal jelolt sejtek). Kalibracio (A-C): 25 pm. D: A TASK-3-specifikus shRNS kazetta alkalmazasa erdsen
csokkentette a HEK sejteken mért TASK-3-4ram intenzitasat (tdmdr vonal: atlagértékek, satirozott sav: SEM). A
fekete vonal a kontroll (n = 13), a kék vonal a scrambled (n =4), a piros vonal a specifikus shRNS kazettaval
kezelt sejteken (n = 4) mért értékeket mutatja.

Az shRNS-kazetta specificitasat €s hatékonysagat a TASK-3-csatornafehérje génjével
stabilan transzfektalt, igy TASK-3-csatornat expresszalo HEK293 sejteken is teszteltiik. Ez a
sejtvonal azért volt kiilondsen hasznos szamunkra, mert képalkoté modszerekkel
(immuncitokémia) és funkcionalis mérésekkel (a sejtfelszini membranon keresztiil folyo
TASK-3-aram mérése) egyarant vizsgalhattuk rajta a TASK-3-csatornadk jelenlétét. A
scrambled és az shRNS kazettaval transzfektalt tenyészeteken 3 nappal a transzfekciot
kovetden végeztiink TASK-3 immunreakciot. A scrambled shRNS-sel kezelt tenyészetrol
készilt felvételen (14A éabra) lathatd, hogy a sejtek erésen TASK-3 pozitivak (z6ld szin)
voltak. Az abran a piros szin a rodaminnal jelolt kazettak jelenlétét mutatja a sejtekben. A
scrambled RNS-sel kezelt sejtek alakja és mérete nem tért el a kizarolag transzfekcios
reagenssel kezelt sejtekétdl. A hatékony shRNS-kazettdval kezelt tenyészetben (14B dbra)
ezzel szemben a sejtek jelentés hanyadaban erdsen csokkent a TASK-3 immunpozitivitas,
valamint a sejtek mérete is kisebb lett. A sejtméret csokkenését tiikrozte a teljes sejtes

kapacitéas valtozéasa, amelynek értéke a kontroll sejteknél 14,6 = 0,6 pF (n = 13), a scrambled
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RNS-sel kezelt sejteknél 15,3 £ 0,9 pF (n = 4), mig az shRNS-sel kezelt sejteknél 8,3 + 0,9 pF
(n=4) volt. A sejtméret és a TASK-3 immunreakcidé csokkenése mellett az shRNS-sel
transzfektalt sejtekben a sejtfelszini TASK-3-aram csokkenése is kimutathat6 volt (14D abra).

A TASK-3-expresszio6 mRNS- ¢és fehérjeszinten kimutathatod 1d6filiggd csdkkenése, a
TASK-3-specifikus immunreakcié csokkent intenzitdsa, valamint a TASK-3-csatornat
expresszalo HEK sejteken végzett kisérletek eredményei egyértelmiien alatimasztottdk, hogy
a munkank sordn alkalmazott shRNS szekvencia valdban hatékonyan gatolta a TASK-3-

csatornafehérje szintézisét.

4.4. A TASK-3-expresszio gatlasanak hatasara megvaltozik a tenyészetben

fenntartott melanoma sejtek mérete és alakja

Az shRNS-kazetta alkalmazisanak hatdsara a melanoma sejteken jellegzetes
morfoldgiai valtozasokat figyelhettiink meg. Ennek vizsgalata céljabol a kontroll és a
TASK-3-specifikus shRNS-sel transzfektalt melanoma sejtekrél a transzfekciot kovetd 2.
napon differencidl-interferencia kontraszt (DIC) felvételeket készitettiink (15A-D abra). A
sejtek  morfologidjdban bekovetkezd legszembetindbb  valtozds a kezelt sejtek
citoplazmajaban megjelend durva granulaci6 volt.

Az shRNS-kazettaval transzfektalt melanoma sejttenyészeten végzett TASK-3-
specifikus immunfestésrol késziilt felvételek (15E-H ébra) szintén érdekes informaciot
szolgaltattak a bekdvetkezett morfologiai valtozasokrol. Megallapitottuk, hogy a sikeresen
transzfektalt sejtek a kontrollhoz képest kisebbek voltak, nytlvanyaikat elvesztették, és
TASK-3 immunjeldlédésiik Iényegesen kevésbé intenziv volt, mint a szomszédos, ép sejteké.
A sejtméretben bekovetkezett valtozas kvantitativ értékelése céljabol meghataroztuk, majd
Osszehasonlitottuk a transzfektalddott €s a megkimélt sejtek felszinének méretét. A 151 abran
lathat6 grafikon mutatja, hogy a transzfektalt sejtek mérete a kontrollhoz képest egyértelmiien
kisebb volt. A DIC felvételekhez hasonléan az immunreakciordl késziilt fluoreszcens képen
is lathato, hogy a citoplazmaban erds granulacié jelent meg. Ezek a granulumok az esetek
egy részében gyenge, de egyértelmii TASK-3 jeloldodést mutattak. Ezen ,,szemcsék”
megoszldsa, mérete ¢és alakja alapjdn valdszinlinek tartjuk, hogy azok duzzadt
mitokondriumoknak felelhettek meg. Az shRNS-sel transzfektalt sejtek magjanak TASK-3
immunpozitivitdsa jelentés mértékben csokkent, vagy megszlnt; tovabbad az shRNS-sel
kezelt, majd DAPI-val festett sejtkultirakban a TASK-3 negativ sejtmagok a megkimélt

sejteknél joval kondenzaltabb megjelenést mutattak (15H é&bra). A fenti morfoldgiai
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15. abra: A TASK-3 géncsendesités hatasara bekovetkezoé szambeli és morfologiai

valtozasok melanoma sejttenyészetben

A, B: Kontroll melanoma sejtekrdl készitett differencial-interferencia kontraszt (DIC) felvétel. C, D: A hatékony
shRNS kazettaval transzfektalt melanoma sejtekr6l készitett DIC felvétel. E: Gyenge TASK-3 pozitivitast
mutato, holyagos citoplazmaju, TASK-3 géncsendesitett melanoma sejt. A kép 20, egyenként 0,8 um vastag
rétegfelvétel egymasra vetitésével késziilt. A jobb lathatosag érdekében a felvételen a fényerdsséget utdlag
megnoveltik F, G, H: A sikeresen transzfektalodott (lires nyil) és a megkimélt sejtek (egyszerti nyil)
morfologiai dsszehasonlitaisa TASK-3 immunreakci6 utan. A G és H abrarészen a piros szemcsék az shRNS
kazettak jelenlétét jelzik. Kalibracio: 30 um (A-D), 20 pm (F-H) és 10 um (E). It A sejtméret valtozasa a
transzfekci6 hatdsara. A fehér oszlopok a transzfektalt, a sziirke oszlopok a kontroll sejtek sejtfelszinének
nagysagat mutatjak (atlag + SEM). A transzfekcié utani 2. napon 11, a 4. napon 18 transzfektalt sejt és azonos
szamu megkimélt sejt sejtfelszinét hatdroztuk meg. A kiilonbség mindkét napon statisztikailag szignifikans volt;
p < 0,005 (**) a 2. napon, illetve p < 0,001 (***) a 4. napon.

elvaltozast mutato sejtek aranya a scrambled RNS-sel kezelt tenyészetben 5,6 + 2,2%, mig a
hatékony, TASK-3-specfikus shRNS-sel kezelt kultardban 64,3 +21,6% volt. Az

eredmények 6t fliggetlen kisérletbdl szarmaznak, 24 o6raval a transzfekcio utan.

4.5. A TASK-3-expresszio gatlasa a DNS-tartalom és a mitokondrialis

funkcio csokkenését eredményezte

A TASK-3-csatorna bioszintézisének gatlasa nemcsak a sejtek méretére és alakjara
volt hatdssal, hanem egyéb valtozasokat is okozott, mint példaul a tenyészet DNS-tartalmanak
csOkkenése (16A 4abra), és a csokkent mitokondridlis aktivitds (16C abra). A CyQUANT
assay segitségével kimutatott csOkkent DNS-tartalom azt mutatja, hogy a transzfektalt
tenyészetekben a sejtosztodas iiteme csokkent a kontroll tenyészetekhez képest. Az MTT-
assay  eredményének  hatterében a  transzfektalt tenyészetekben  bekovetkezd
sejtszamcsokkenés mellett a sejtek mitokondrialis aktivitdsanak csokkenése is allhat. A
TASK-3-csatorndk mitokondriadlis elhelyezkedése, valamint a transzfekcio hatasara
bekovetkez6 morfoldgiai valtozasok egyarant arra utaltak, hogy a TASK-3 géncsendesités a
mitokondrialis funkcid csokkenését okozhatta, ezért a mitokondrialis funkcid kvantitativ
jellemzésének céljabol elvégeztik a nyugalmi és a ROS-indukalt ROS-produkcio
meghatdrozasat egyarant (16C 4bra). Habar a nyugalmi ROS-produkcié a kontroll és a
transzfektalt tenyészetekben nem tért el szignifikdns mértékben, az extracellularis H,O,
adagoléasaval indukalt ROS-termelés a TASK-3 géncsendesitett tenyészetekben jelentdsen
csokkent a kontrollhoz képest. A kiilonbség mindharom alkalmazott H,O,-koncentracio (1,5,
3 és 4,5 mmol/l) esetén statisztikailag szignifikans volt. Ezen megfigyelések arra utalnak,
hogy a TASK-3-csatornak hianya gatolja a mitokondrialis funkciot, igy az érintett sejtek nem

képesek a metabolikus hatasokra megfelel6 médon reagalni.
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16. abra: Funkcionalis valtozasok a TASK-3 géncsendesitett melanoma sejtekben

A: A kontroll (sziirke oszlop) és a TASK-3 géncsendesitett (fehér oszlop) melanoma sejtekben mért, DNS-
tartalommal aranyos fluoreszcenciaintenzitds 3 nappal a transzfekcid utdn. Az abra 8 kiilonbozo transzfektalt
tenyészeten, €s a parhuzamos kontroll tenyészeteken mért eredményeket mutatja be (atlag £SEM). A kiilonbség
statisztikailag szignifikans (p <0,05). B: A kontroll és géncsendesitett melanoma sejttenyészeteken végzett
MTT-assay eredménye (550 nm-en mért, hattérre korrigalt optikai denzitds). Az &bra hat kiilonb6z6 transzfektalt
tenyészeten, és a parhuzamos kontroll tenyészeteken végzett mérések eredményét mutatja be (atlag + SEM). A
kiilonbség statisztikailag szignifikans (p <0,05). C: ROS-indukalt ROS-produkcié kontroll és TASK-3
géncsendesitett melanoma tenyészeteken. Az oszlopok a ROS-koncentracid H,0,-ekvivalens értékét mutatjak
nyugalomban (,,Kontroll”), illetve 1,5-4,5 mmol/l extracellularis H,O, jelenlétében kontroll, és TASK-3
géncsendesitett tenyészetekben. A mért értékek kozotti killonbség nyugalomban nem volt statisztikailag
szignifikans (kontroll: 2,1 £ 0,4; knockdown: 1,3 £0,3 mmol/l). Az &sszes tobbi esetben a géncsendesitett
tenyészetek ROS-termelése szignifikdnsan alacsonyabb mérték{i volt, mint a kontroll sejteké (3 mmol/l H,O,
jelenlétében példaul a kontroll tenyészetekben 2,8+0,3 mmol/l, a géncsendesitett tenyészetekben
1,4 £ 0,4 mmol/l volt). Az abra négy fliggetlen kisérlet eredményeit mutatja be. Ahol statisztikai szignifikanciat
jeloltiink: p < 0,01. NS: nem szignifikans.
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5. MEGBESZELES

A TASK-3-csatornak aktivitasdnak és jelentdségének egyik legellentmondéasosabb
pontja, hogy mikdzben egyes koriilmények kozott kifejezetten serkentik az apoptdzist, mas
esetben jelenlétiik és aktivitdsuk anti-apoptotikus, €és ezaltal tumorképzddést serkentd. A
TASK-3-csatorndk  expresszidjat leirtdk egyebek kozott emld-, colorectalis  és
gyomordaganatokban (Kim ¢és munkatérsai, 2004; Kovacs és munkatarsai, 2005), valamint a
sejtvonal) esetében.

Munkacsoportunk egy korabbi kézleményében mar ismertettilk azon eredményeinket,
amelyek igazoljak a tenyészetben fenntartott melanoma malignum sejtek intenziv TASK-3-
expressziojat (Pocsai és munkatarsai, 2006). Ezen munka keretében szembesiiltiink elsé izben
a sejttenyészetben fenntartott melanoma sejtek meglepd TASK-3 expresszidés mintdzataval: a
jelolédés kiilondsen intracelluldrisan volt erdteljes, jellegzetes, haldzatos mintazatot adott;
ugyanakkor a sejtfelszini membran jelolodése nem volt szembetiind. A jelen vizsgalatsorozat
eredményeként kapott kisérletes adatok (tobbek kozott) erre az érdekes jelenségre is
magyarazattal szolgalnak, amennyiben rdmutatnak, hogy az intracellularis TASK-3 jel6lddés
az ioncsatornak mitokondriélis elhelyezkedésével magyarazhato.

Fontos megemliteni, hogy a TASK-3-csatornak intracellularis elhelyezkedését egyes
munkacsoportok mar kordbban is jelezték, in vitro és in vivo koriilmények kozott egyarant
(Callahan és munkatarsai, 2004; Czirjak és Enyedi, 2002). A heterolog expresszids
rendszerekben végzett kisérletek esetén ez a megfigyelés kevésbé meglepd, hiszen ebben az
esetben a jelenség a csatornafehérje intenziv bioszintézisével, és annak sejten beliili
felhalmozodasaval is Osszefliggésben allhat. Mivel az alkalmazott ellenanyag az éppen
szintézis, tarolas ¢és transzport alatt allo alegységeket is felismeri, az intracelluléris
immunjel6lédés megjelenése konnyen értelmezhetd.

Mas a helyzet azonban a melanoma sejtek esetében. Bar itt sem volt kizarhato, hogy
az intracellularis jelolddés a fehérje intenziv bioszintézisének kovetkezménye, a sejtfelszini
membranban tapasztalhaté jel6lddés csaknem teljes hidnya alternativ magyarazatok
alkalmazasat is megkovetelte. Ismeretes, hogy a csatornafehérje sejtfelszini membranba
torténd szallitdsdban a 14-3-3 adapter fehérje jatszik szerepet (Rajan és munkatarsai, 2002).

crer

elengedhetetlen a TASK-3-csatorna sejtfelszini megjelenéséhez; ugyanakkor a 14-3-3 fehérje
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TASK-3-csatorna transzportjaban betoltott pontos szerepe tovabbra sem ismert. Lehetséges,
hogy ezen adapter fehérje jelenléte lehetdvé teszi egy jarulékos protein kotddését, amely
eldsegiti az elkésziilt dimer csatorndknak az endoplazmatikus retikulumbol a sejtfelszini
membranba vald szallitdsat. Egy masik elképzelés szerint az adapter protein egy retencios
kotohely lefedése altal megakadalyozza egy tovabbi fehérje kapcsolodasat, amely a csatorna
visszatartasaért lenne felelds. Xenopus oocytakon végzett kisérletek alapjan a 14-3-3 protein
fokozott expresszigja novelte a sejtmembranon folydo TASK-3-dram amplitadojat; a
megakadalyozasa — ezzel szemben szignifikdns mértékben csokkentette a sejtfelszini
TASK-3-aramot. Mind a TASK-1-, mind a TASK-3-csatorndk esetében elegendd egyetlen
aminosav delécidja a C-terminalisrdl ahhoz, hogy a 14-3-3 protein kotddése ne menjen végbe,
¢s a csatornafehérje sejtmembranban valé megjelenése akadalyozott legyen. Ennek
ismeretében okkal feltételezhettiik, hogy a citoplazmatikus TASK-3-expresszid hatterében a
csatornafehérje és az adapter fehérje interakcidjat. Az ezen eshetdség megerdsitésére vagy
kizarésara tervezett kisérletiink eredménye fényében ezt a lehetdséget azonban egyértelmiien
kizérhattuk, mivel a melanoma sejtekbdl izolalt mRNS szekvencidjdban muticid6 nem volt
megfigyelhetd. Alternativ magyarazat lehet ugyanakkor, hogy a melanoma sejtekben maga az
adapter protein hianyzik, vagy modosult.

A TASK-3-csatorna intracellularis megjelenését a patkdny kozponti idegrendszerében
is kimutattdk (Callahan és munkatarsai, 2004; Ruszndk és munkatérsai, 2004). Itt a Golgi-
apparatus, az endoplazmatikus retikulum és egyes intracellularis vezikulumok TASK-3-
expresszioja volt a legkifejezettebb, viszont a mitokondriumok és a sejtmag jelolédése nem
volt jellemzd. Ezen eredmények alapjan a melanoma sejtekben is felmeriilt az esetleges
endoplazmatikus retikulumban torténd expresszio, am mivel a TASK-3/SERCA-pumpa kettds
jeloléssel minimalis co-lokalizacid volt kimutathatd a melanoma sejtek esetében (nem
bemutatott adatok), ezt a lehetdséget is elvetettiik.

Mindezek tiikrében okkal feltételezhettiik, hogy a TASK-3-csatorndk intracelluléris
jelenléte valamely madas sejtorganellumhoz kothetd.  Ezzel a megallapitassal teljes
Osszhangban a mitokondidlis markerrel vald kettds jeloléssel egyértelmili, szoros co-
lokalizaciot mutattunk ki, ami a TASK-3-csatorna mitokondrialis jelenlétét jelezte.
Figyelembe véve a mitokondriumok igen bonyolult szerkezetét, joggal meriil fel a kérdés,

hogy vajon a mitkondriumokban megjelend TASK-3-csatorndknak van-e funkcionalis
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jelent6sége; ha igen, akkor vajon mi lehet az; tovabba, hogy pontosan hova is tehetd a
TASK-3-csatornak expresszioja a mitokondriumokon beliil.

Ugy gondoljuk, hogy a jelen munkaban bemutatott eredményeink alapjan
megalapozottan feltételezhetjilk, hogy a TASK-3-csatorndk jelentds szereppel birnak a
mitokondrialis funkcié fenntartdsaban. A csatornafehérje szintézisének gatlasa a
sejtkulturakban jellegzetes morfoldgiai valtozasokat okozott, valamint hatasara csokkent a
sejtek mérete, DNS-tartalma és metabolikus aktivitasa is — azaz a (mitkddéképes) csatorna
biztositasaban.

Bar a jelen vizsgalatsorozat eredményei alapjan sem a TASK-3-csatorndk
mitokondriumon beliili lokalizacioja, sem azok pontos funkcidja nem hatarozhaté meg,
né¢hany lehetdség megemlithetd. Mindenekeldtt f616ttébb valoszinii, hogy a csatorna vagy a
kiilsé, vagy a belsé mitokondrialis membranban helyezkedik el. Ismeretes, hogy egyéb K'-
permeabilis csatornak taldlhatok a belsd mitokondridlis membranban: az ATP-szenzitiv K -
permeabilis csatorndk (mtKATP; Inoue és munkatarsai, 1991; Paucek ¢s munkatarsai, 1992),
példaul a mitokondriumok térfogatanak szabalyozasaban jatszanak szerepet (Garlid, 1996), de
a mitokondriumok oxidativ funkciojdhoz elengedhetetlen protongradiens és transzmembran
elektromos potencial fenntartdsaban is jelentéségiik van. Amennyiben a belsé mitokondrialis
membranban helyezkednek el, hasonl6 funkciot tolthetnek be a TASK-3-csatorndk is. Nem
kizérhat6 azonban az sem, hogy a TASK-3-csatorndk a mitokondriumok kiilsé membranjaban
expresszalodnak; ebben az esetben az un. Bcl-csatornakkal analog feladataik lehetenek. A
funkcionalis Bcl-csatorndk kationpermedbilis poérusként milkddnek, aktivacidojuk a
mitokondrialis membran hiperpolarizaciéjahoz vezet, ami csokkenti a citokrom-c
felszabaditdsat, és eldsegiti a mitokondridlis ozmotikus homeosztazis fenntartasat (Schendel
¢s munkatarsai, 1997).

A pontos mitokondridlis funkcion tilmenden igen érdekes jelenség a TASK-3-
csatornak azon természete, hogy azok bizonyos kiir6lmények kozott anti-apoptotikus, erdsen
tumorképzddést serkentd funkcidt mutatnak; ugyanakkor mas esetekben (példaul a
cerebellaris szemcsesejtekben), a jelenlétiik kifejezetten pro-apoptotikus, és elengedhetetlen a
migrald szemcsesejtek, egyébként fiziologidsan bekdvetkezd, apoptozisdhoz. A csatorndk
ezen ellentmondasos viselkedésének pontos oka nem ismert, viszont szamos feltételezés
szliletett a jelenség magyarazatara (Patel és Lazdunski, 2004). Felmeriilt annak lehetdsége,
hogy a daganatos sejtekbdl esetleg hidnyoznak az apoptotikus Gtvonal bizonyos kulcselemei.

A jelen vizsgalatokban alkalmazott melanoma sejtvonalak esetében ez a lehetéség azonban
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nem jon szoba, mivel benniik 2-metoxi-Osztradiol hatasara apoptdzis valthato ki, ami azt jelzi,
hogy bar a spontan apoptozis aranya ezen sejttipusban kimondottan alacsony, az apoptotikus
utvonal elemei egyértelmiien jelen vannak.

Az ellentmondésos viselkedést a sejtfelszini membranban mérheté TASK-3-dram
amplitaddjaval is dsszefliggésbe hoztak, amely a cerebelldris sejtekben 1-2 nA nagysagu, mig
a malignus Ben sejtvonalban minddssze kb. 100 pA, annak ellenére, hogy a Ben-sejtek
fokozott TASK-3-expressziot mutatnak (Pei és munkatarsai, 2003). Mig a kisagyi
szemcsesejtekben a TASK-3-csatorndk aktivacioja K'-kidramlashoz, és ennek kovetkeztében
apoptotikus sejttérfogat-csokkenéshez, majd sejthalalhoz vezethet; addig a Ben-sejtekben
elképzelhetd, hogy a csatornafehérje intracellularisan van jelen, és esetleg éppen a
mitokondridlis funkcid tdmogatasa révén jarul hozza a sejtek életben maradasdhoz. Ez a
hipotézis magyardzatul szolgélhat arra is, hogy a Ben-sejtekben a TASK-3-csatornak fokozott
expresszidja miért nem tlikrozodik a sejtfelszini TASK-3-dram amplitiddjaban.

Ha a fent emlitett lehetdségek barmelyike igaz, akkor az azt jelzi, hogy végsd soron a
TASK-3-csatornak lokalizacioja hatarozza meg, hogy azok aktivacioja sejthalalt, vagy pedig a
hypoxidval és szérumdeprivacioval szembeni fokozott ellenallast kozvetit. A sejtfelszini
membranban elhelyezkedd TASK-3-csatornak aktivacidja K'-kidramldst okoz, ami
apoptotikus sejttérfogat-csokkenéshez, majd sejthaldlhoz vezet. Amennyiben viszont a
TASK-3-csatorndk a mitokondriumokban helyezkednek el — mint példdul a melanoma
sejtekben —, aktivitdsuk fokozhatja a mitokondridlis funkciot, igy jo hatassal lehet az ATP-
termeld folyamatokra. Ezt a feltételezést az a megfigyelés is alatdmasztja, ami szerint a
melanoma sejttenyészetekben a csatornafehérje szintézisének gatlasa nagymértékben
csokkentette az €10 sejtek szamat. Fontos megemliteni azt is, hogy a mitokondrialis funkcio
fenntartasa (vagy fokozéasa) nem csak kozvetleniil, az energiatermeld folyamatok fokozddasa
révén novelheti a sejtek talélési esélyeit, hanem az a Na'/K'-pumpa aktivitdsanak
fenntartdsihoz is hozzajarulhat, ami kompenzalhatja a sejtfelszini membran K'-csatorndin
(TASK-, és egyéb K'-csatornak, pl. Kv1.5 és Kv2.1; Brevnova és munkatéarsai, 2004; Pal és
munkatarsai, 2003; Pal és munkatarsai, 2006) keresztiil torténé K'-kidramlast, védelmet
nyUjtva az apoptotikus sejttérfogat-csokkenéssel szemben.

Fontos hangsulyozni, hogy a TASK-3 géncsendesitett sejtkulturakban jellegzetes
morfologiai valtozasokat figyelhettiink meg. A sikeresen transzfektalt melanoma sejtek
kisebbek lettek, nyulvanyaikat elvesztették, citoplazmajukban durva granulacié jelent meg,
valamint a magallomanyuk is kondenzaltabb lett. = Habar a jelen kisérletsorozat

eredményeként kapott kisérletes adatok nem tarjak fel a mitokondridlis funkci6 csokkenése és
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a sejtmorfologia megvaltozasa kozotti pontos 0Osszefliggést, érdemes megemliteni, hogy
kiilonféle neurodegenerativ betegségek (pl. Alzheimer-kor, Parkinson-kor €s amyotrophias
lateralis sclerosis) esetén a jellegzetes sejtmorfologiai elvaltozasokat ugyancsak a
mitokondrialis funkcié kérosodasaval hozzak Osszefiiggésbe (Boillée és munkatarsai, 2006;
Horowitz é¢s Greenamyre, 2010; Rodolfo és munkatarsai, 2010).

Tekintettel a TASK-3-csatorndk melanoma malignum sejtek  talélésének
biztositasdban betdltott szerepére, felmeriil azok esetleges terapids célpontként vald
alkalmazéasanak lehetdsége. Ennek megfontolasa soran azonban figyelembe kell venni azt is,
hogy a csatornafehérjét szamos egészséges sejttipus is expresszalja, mint példaul a kisagyi
Purkinje- €és szemcsesejtek, a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek endokrin sejtjei, az
egészséges melanocytdk (Kovacs és munkatarsai, 2005; Pocsai és munkatarsai, 2006;
Ruszndk és munkatarsai, 2004), és a keratinocytdk (Kang és munkatarsai, 2007). A
gastrointestinalis tractusban intenziv intracellularis TASK-3-expresszio volt megfigyelhetd az
intestinalis epitheliumban és a neuronalis elemekben, mig a kotdszoveti elemek és a
simaizomsejtek TASK-3-negativnak bizonyultak, igy célsejt-specifikus alkalmazas nékiil nem
tlnik jarhat6 Utnak a rosszindulathan elfajult sejtek TASK-3-csatornakon keresztiil torténd
pusztitasa.

Eredményeinket 0Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a melanoma sejtek
mitokondriumaiban funkcionalis TASK-3-csatorndk vannak jelen. Ez a megfigyelés nemcsak
az intracellularis TASK-3-expresszio hatterét tarja fel, hanem a TASK-3 csatornak aktivitasa

¢s a daganatos sejtek ¢életképessége kozotti 6sszefiiggés megértésében is jelentds lehet.
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OSSZEFOGLALAS

A TASK-3-csatorndk szdmos sejttipusban jelen vannak, egészséges és daganatos
elfajulast mutato sejtekben egyarant. A csatornafehérje tumorképzddést serkentd funkciojat
mar szamos daganattipusban felvetették. Jelen munkdnkban immunjelolési modszerekkel
vizsgaltuk a TASK-3-csatornafehérje megoszlasi mintazatat tenyészetben fenntartott
melanoma malignum sejtekben, valamint a daganatos elvaltozast nem mutatdé HaCaT humén
keratinocyta sejtvonalban. Az immuncitokémiai kisérletek elvégzése el6tt a melanoma sejtek
TASK-3-expressziojat mRNS-szinten is igazoltuk. A csatornafehérje sejten beliili
megoszldsa elsdsorban intracellularis mintdzatot mutatott, mig a sejtfelszini membran
jelolédése nem volt szembetiind. Kettds jelolés alkalmazasaval megéllapitottuk, hogy a
TASK-3-csatornak és a mitokondriumok jel6lddési mintazata mindkét vizsgalt sejttipusban
nagymértékii atfedést mutat. Ezen eredményt megerdsitették a human boérbdl készitett
szovettani metszeteken végzett immunhisztokémiai kisérleteink, ahol hasonld festodési
mintazatot tapasztaltunk a melanocytdkban és keratinocytakban egyarant.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a TASK-3-csatorndk a melanoma sejtek
mitokondridlis membranjdban helyezkednek el, és szerepet jatszanak a mitokondrialis
funkcioban. Egyes felvetések szerint a hypoxia iranti tolerancia fokozasa révén hozzajarulnak
a sejtek ¢életképességének fenntartdsdhoz, tdimogatva a daganatos sejtek ¢letképességét €s a
tumorndvekedést, ennek pontos mechanizmusa azonban nem ismert.

A mitokondriumok altal expresszalt TASK-3-csatornanak a sejtek életképességében
betoltott szerepét munkank sordn a csatornafehérje expresszidjanak csokkentése révén
vizsgaltuk. A melanoma sejteken shRNS-kazettak alkalmazasaval tranziens transzfekciot
végeztiink, és TASK-3-géncsendesitett sejttenyészeteket hoztunk 1étre. A csokkent TASK-3-
expresszid eredményeképpen a sejteken jellegzetes morfologiai valtozasokat figyelhettiink
meg, csOkkent a sejtek DNS-tartalma és metabolikus aktivitdsa, valamint a mitokondrialis
funkci6 is kéarosodast szenvedett. Ezen valtozdsok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
mitokondriumokban expresszalt TASK-3-csatornak kulcsfontossagi szerepet jatszanak a
melanoma sejtek életképességének fenntartdsdban. Tovabbi vizsgalatokat igényel annak
tisztazasa, hogy a csatornafunkcid és a sejtek ¢€letképessége kozotti Osszefliggés valamilyen

modon kiaknazhatd-e a daganatellenes terapiaban.
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SUMMARY

TASK-3 channels are expressed in several cell types including both healthy and
malignantly transformed cells. The role of channel function in tumourigenesis has been
proposed in different human cancers. In this work the distribution pattern of TASK-3 channel
protein was investigated in cultured melanoma malignum cells and in non-malignant HaCaT
keratinocytes using immunochemical methods. Before these experiments, the TASK-3
expression of melanoma cells was confirmed on mRNA level as well. The subcellular
localization of the channel protein was found to be mainly intracellular, while the labelling of
cell surface membrane was not significant. Double-labelling experiments revealed that the
distribution of TASK-3 channels shows strong co-localisation with mitochondria in both
investigated cell types. These results were confirmed by immunohistochemical staining of
wax-embedded human skin tissue sections, where the same labelling pattern could be
observed in melanocytes and keratinocytes as well.

Our findings suggested that TASK-3 channels are present in the mitochondrial
membrane of melanoma cells, where they might contribute to mitochondrial function. It has
been proposed earlier that they might provide greater hypoxia tolerance for tumour cells,
which might contribute to cell survival and tumour growth, but the exact mechanism by which
these effects are exerted is still unknown.

We investigated the significance of mitochondrial TASK-3 channels in cell viability
by interfering with the function of the channel protein. Melanoma cells were transiently
transfected with shRNA cassettes, and TASK-3 knockdown cell cultures were generated. The
reduced expression of TASK-3 resulted in characteristic changes of the cell morphology,
reduction of DNA content, decreased metabolic activity and impaired mitochondrial function.
These changes indicate that TASK-3 channels expressed in the mitochondrial membrane may
have crucial roles in maintaining the viability of melanoma cells. However, further
experiments are needed to clarify whether the inhibition of TASK-3 channel function could be

exploited in anti-cancer therapy.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2P/4TM K '-csatorna: alegységenként két porusformalé régiot és négy transzmembran
szakaszt tartalmazo K -csatorna

4-AP: 4-aminopiridin

AVD: apoptotikus térfogatcsokkenés (apoptotic volume decrease)
BSA: borju szérum albumin (bovine serum albumin)

CMV: cytomegalovirus

DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenilindol

DIC: differencial-interferencia kontraszt

DMEM: Dulbecco's modified eagle medium

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA: etilén-glikol-tetraecetsav

EPSP: excitatorikus posztszinaptikus potencial

FBS: foetalis borjuszérum (fetal bovine serum)

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GFP: zold fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

GIRK: G protein altal regulalt, befelé egyeniranyité K -csatorna
HEK: human embrionalis vese (human embryonal kidney) sejtvonal
HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

IgG: immunglobulin G

Ix(so); hattér (standing outward) K'-aram

IPSP: inhibitorikus posztszinaptikus potencial

Kir: befelé egyenirdnyit6 (invard rectifier) kaliumcsatorna

Kv: fesziiltségvezérelt (voltage-gated) kaliumcsatorna

MLV: murine leukemia virus

mtKATP: mitokondridlis ATP-szenzitiv kaliumcsatorna

MTT: 3-(4,5-dimetil-tiazol)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid

PBS: foszfat-pufferelt sooldat (phosphate buffered saline)

PBST: 0,05% Tween-20-at tartalmazd PBS

ROI: region of interest

ROS: reaktiv oxigéngyok (reactive oxigen species)
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RT-PCR: reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio (reverse transcription polimerase chain
reaction

SDHA: szukcinat-dehidrogendz, A alegység

SDS-PAGE: Na'-dodecilszulfat-poliakrilamid-gélelektroforézis (sodium dodecyl sulphate
polyacrilamide gel electrophoresis)

SEM: standard hiba (standard error of the mean)

SERCA: szarko-endoplazmatikus retikulum Ca*"-ATPaz

SID: self interacting domain

TALK: TWIK-related, alkaline pH activated K'-channel

TASK: TWIK-related acid sensitive K'-channel

TEA: tetraetil-ammonium

THIK: TWIK-related halothane-inhibited K'-channel

TMS: transzmembran szegmens

TNF: tumor nekroézis faktor

TRAAK: TWIK-related arachidonic acid-stimulated K'-channel

TRESK: TWIK-related spinal chord K'-channel

TREK: TWIK-related K" -channel

TWIK: tandem of pore domain in weak inward rectifier K'-channel
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