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1. BEVEZETES

1.1. K'-csatornak és jelentéségilkk a sejtek miikédésben — amirdl a

mikroelektrodak nem beszélnek...

1.1.1. A klasszikus” K*-csatornak molekularis szerkezete és csoportositasa

A K'-csatornak meghatirozé jelentdséggel birnak az ingerlékeny és nem-
ingerlékeny sejtek fiziologids folyamataiban, de jelentdségiiket kimutattdk egyes
patologias elvaltozasok genezisében is. A K'-csatornak igen heterogén funkcidinak
magyardzata az ehhez a csoporthoz tartozo csatornamolekulak rendkiviili diverzitasaban
rejlik.  Ismeretes, hogy a kiillonbozd - egymastol gyakran Iényegesen -eltérd
sajatsagokkal és funkciokkal jellemezheté - K'-csatornak az ket felépitd alegységek
szama ¢és struktaraja alapjan un. fécsoportokba (vagy szuperfamilidkba) oszthatok

A leghamarabb felismert, és jelen pillanatban is a legnagyobb szamu K -csatornat
magaba foglald focsoportot a fesziiltségvezérelt (Kv) K'-csatornak képezik. Bar az ide
tartozd6 molekuldk biofizikai jellegzetességei, elektromos sajatsagai és funkcioi igen
jelentds kiilonbséget mutatnak, molekularis szerkezetiikben megegyezd, altalaban
depolarizacié hatasara aktivalodd ioncsatorndkrél van sz6. A Kv-csatornakat négy
alegység épiti fel, melyek mindegyike hat transzmembran doménnal rendelkezik. Az
egyes doméneken beliil egy olyan hurok talalhato, ami a kész csatorna esetében a K'-
permeabilis porus kialakitasaért felelds. Az emlitett szerkezeti, strukturalis sajatossagok
miatt a Kv osztalyba sorolhatdo K'-csatornakat 6TM-P csatorndk néven is emliti az
irodalom.

1949-6ta ismert, hogy léteznek olyan membranok, amikben nem pusztin a
depolarizacié, hanem a hyperpolarizicio alkalmazisa is a membran K'-
permeabilitdsanak fokozodasaval jar. A késébbi célzott vizsgalatok ramutattak, hogy a
hyperpolarizacié hatasara aktivalodd csatorndk két nagy csoportba oszthatok,
amennyiben megkiilonboztethetdk a ,,klasszikus” befelé egyeniranyit6 (inward rectifier)
K'-csatornak és a hyperpolarizaci6 hatasara aktivalodé nem-specifikus kationcsatornak.

Hasonloéan a Kv-csalad tagjaihoz, a befelé egyeniranyito K'-csatornak (Kir) is
négy alegység 0Osszeszerelodése kovetkeztében jonnek létre.  Ezen alegységek

molekularis szerkezetére jellemzd, hogy két transzmembran szakaszt és a koztik



elhelyezkedd porusformald hurkot tartalmazzak; igy gyakorta 2TM-P csatorndkként
emlitik ezen struktarakat. A 2TM-P csatorndk szerepe igen sokrétli, aktivitasuk
hozzajarulhat a nyugalmi membranpotencial kialakuldasahoz (bar dnmagukban nem
elégségesek annak létrehozdsdhoz), tovabba biztosithatjdk a harantcsikolt izom
aktivitasanak kovetkezményeként a transversalis tubulusokban felhalmozodott K sejtbe

jutasat.

1.1.2. Az ikerpdrust K*-csatornak — eqy dogma halala

1995-ben tortént elsé izben beszamold egy minden addig ismert K -csatornatol
teljesen eltéré molekularis szerkezetéi K'-csatorna csaladrél. Ezen molekula nem
csupan a szerkezetében és szervezddésében, hanem viselkedésében és funkcidiban is
teljesen eltért attol, amit a K'-csatornak vontakozasiban mar-mar dogma szeriien
rogziilt a tudoményos gondolkodasban.

Az egyik leglényegesebb kiilonbség, hogy az egyes csatornaalegységek nem egy,
hanem két porusformaldé hurkot tartalmaznak, amik egymds utan (,tandem”
elrendezésben) helyezkednek el. Ezen tilmenden, szemben az addig ismert K'-
csatornakkal, a funkcioképes struktura kialakuldsa nem tetramerizaciot, hanem
dimerizaciot igényel. A tovabbi vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy ennek a
csatornacsaladnak SZamos alcsoportja van, amelyek tobb-kevesebb
szekvenciahomologiat mutatnak. A ,tandem-pérusu” vagy ,ikerporusu”® K'-
csatorndknak azdta szamos alcsoportjat irtak le (pl. TWIK, TREK, TRAAK, TRESK,
THIK, TALK), melyek koziil kiemelked6en 1ényeges csoportnak tlinnek az in. TASK-
csatornak.

Az elmult évek kutatdsai ravilagitottak, hogy az emlds sejtekben a TASK-
csatornak  jelenléte ¢és  aktivitisa meghatarozéd jelentfségli a  nyugalmi
membranpotencial, valamint a sejtek bemend ellendllasanak és ingerlékenységének
meghatarozasaban. Ezen tilmenden, a TASK-csatorndk igen érzékenyen reagalnak a
pH valtozésaira; amennyiben az extracelluldris pH savas irdnyu eltoloddsa ezen
csatornak zarodasat idézi el6. A TASK-csatornak farmakologidja is tartogatott néhany
ardekes meglepetést. Ezek a csatornak a kozonséges K'-csatornagatld szerekre (Cs',
Ba”, 4-aminopiridin, tetractil-ammonium) érzéketlenek; ugyanakkor néhany helyi
érzéstelenitésre hasznalt szer (pl. lidokain, bupivikain) géitolja miikddésiiket. Igen

lényegesnek tlinik az a felismerés, hogy egyes gaznemi altatdszerek (pl. halotan)



aktivaljdk a TASK csatornak egyes képviseloit (ezidaig a TASK-1 és a TASK-2
csatorndkrol bizonyosodott be halotdn 4ltali aktivalhatosaguk), igy logikusnak tiinik az a
feltételezés, hogy ez az ujonnan felfedezett csatornacsaldd jelentheti a gaznemi
altatoszerek hatasanak oly régdta keresett célpontjat.

vonatkozasaban jelentds eldrehaladas tortént a kozelmultban, a TASK-csatornak pontos
szOveti megoszlasat és az ott betoltott szerepét illetden sokkal hézagosabb
informdcioval rendelkeziink. A TASK-csatorndk egyik lehetséges €s igen lényeges
biologiai jelentdsége a periférids kemoreceptorok miikodéséhez kothetd, amennyiben
bebizonyosodott, hogy az 1. tipusu receptorsejtek a TASK-csatornakat expresszaljak, és
az oxigén jelenléte (eddig nem pontosan tisztdzott médon) képes a TASK-csatornak, igy
végsdsoron a receptorsejtek miikodésének befolyasolasara. A TASK-3 csatornak ezen
talmenden igen fontos szerepet tolthetnek be az aldoszteron szekrécidjanak
szabalyozasaban is.

Az elézdekben felsorolt feladatok mellett a TASK-csatorndk olyan sejtfolyamatok
szabalyozasaban és/vagy lebonyolitasaban is részt vallalnak, amiket ezidaig nem volt
szokas ioncsatorndkkal és azok funkcioival Osszefiiggésbe hozni. Kideriilt, hogy a
TASK-1 ¢és a TASK-3 csatorndk expresszidja és funkcidja fontos szerepet jatszik az
apoptozis indukcidjaban, ugyanakkor (némileg ellentmondésosan) a TASK-3 csatornak
colorectalis régio és emld) kiindulé daganatban.

Tovabbi, kulcsfontossagu felismerésnek tlinik, hogy egérbdl szarmazo
fibroblasttenyészetben  sikeriilt igazolni a funkcioképes TASK-3  csatorna
sejtproliferaciot fokozo hatasat. A csatorna mesterséges overexpresszioja kifejezetten
tumorigén hatasnak bizonyult, amit (Iegalabbis részben) a kérdéses sejtek apoptozisanak
csokkentése okozott. Egyes szerzok azt is felvetették, hogy a TASK-3 csatornak
expresszidja valamilyen (eddig nem tisztdzott) mddon javitand a sejtek hipoxidt tiird
képességét, igy javitand a tumoros sejtek ¢életfeltételeit, eldsegitve ezaltal a daganatok
novekedését. Fontos megjegyezni, hogy a fenti hatasok kizardlag a funkcioképes
TASK-3 csatornak megjelenéséhez kothetok. A TASK-3 csatorna egy mutdns
véltozatat juttatva a sejtbe, ahol egy pontmutacié révén megsziint a molekula K iranti
ateresztOképessége, a fenti tumorindukcidos hatdsok nem alakultak ki. A
funkcioképesség jelentdségét huzza ald az a felismerés is, hogy a TASK-3 csatornakat

gatlo anyag (pl. ruténiumvoros) jelenlétében az onkogén hatds megsziinik.



A fenti igen izgalmas (és rendkiviil fontosnak tiind) kisérleti adatok ellenére
sajnalatosan kevés adat 4ll azonban rendelkezésre a TASK-csatorndk pontos
lokalizacigjanak és szoveti megoszlasanak vonatkozasdban. Még az allati szovetek
tekintetében is csak hézagos informacidkkal rendelkeziink a TASK-3 csatornak szdveti
hianyosnak mondhatok. A TASK-3 ellenes antitestek kereskedelmi forgalomban valo
megjelenésével ugyan remény van arra, hogy nagyobb mennyiségli kisérleti adat
gylljon Ossze, azonban tovabbra is hijan vagyunk azon tanulmanyoknak, amik
megkisérelnék a TASK-3 megoszlast feltérképezni egészséges €s tumorosan elfajult
szovetekben, megkisérelnének funkcionalis jelentdséget tarsitani a TASK-3
csatorndkhoz az egyes szovetekben, kapcsolatot probdlnanak meg leirni a kiilonbdzd
daganatok szdvettani és klinikai jellegzetességei ¢s a TASK-3 mintazatuk kozott, és
(végiil, de nem utolsé sorban) felvallalndk az antitestek tesztelésének és az optimalis
reakciokoriilmények kidolgozasanak faradsdgos, am nem kiilondsebben izgalmas

feladatat.

1.1.3. Egyes K*-csatorndk jelentésége a rosszindulati daganatok

keletkezésében

A TASK-3 csatorndk eldbbiekben mar ismertetett, tumorgenezisben betoltott
szerepe igen jelentds, am nem teljesen egyediilallo. Szadmos olyan adat 1étezik, ami
szerint a kiilonbozé (adott esetben fesziiltségvezérelt) K -csatornak kitiintetett szereppel
birnak a sejtproliferacid és apoptozis szabalyozasaban és egyes rosszindulati daganatok
genezisében. Ismeretes, hogy bizonyos K'-csatornakat gatlo szerek alkalmazasaval
gatolhaté a human lymphocytak proliferacidja; sét egyes esetekben a K'-csatornak
gatlasaval sikeriilt lassitani a malignus daganatok novekedését (a rendelkezésre allo
adatok melanoma malignumra, kissejtes tiidérakra, egyes emld- és prostatarakokra
vonatkoznak).

Tovabbra sem vilagos azonban a K'-csatorndk jelenlétének és aktivitisanak
pontos Osszefiiggése a sejtapoptozis szabalyozasaval és a rosszindulati daganatok
indukcidjaval. Léteztek olyan elképzelések, amik szerint a K'-csatorndk csupan
kozvetve, részben az aktivitisuk nyoméan bekdvetkezd intracellularis Ca®'-
koncentraciovaltozasokon keresztiil, részben a csatornaaktivacidé miatt kialakuld

térfogatvaltozasok kovetkeztében befolyasolndk a sejtosztodast. Ezen vélemények ellen



sz6l viszont, hogy bizonyos K'-csatornak nyitdsa apoptozist indukal neocorticalis
neuronokban, ami egyes K'-csatornakat gatlo szerek jelenlétében kivédhetd volt; a
Ca’"- ¢és a Cl-csatorndk miikodését befolyasold hatéanyagok —alkalmazasaval

ugyanakkor a sejtapoptozis nem volt befolyasolhato.

1.2. A protein kinaz C enizmek és funkcioik

1.2.1. A protein kinaz C izoenzimek altalanos jellemzése

Mig a TASK-3 csatornak esetében a tumorigén, sejtapoptozist és differenciaciot
szabalyoz6, befolydsold hatas egy viszonylag jkeletii felismerés, addig a protein kinaz
C (PKC) izoenzimcsalad esetében ezek a funkciok mar régdta ismertek. A PKC csalad
a szerin/treonin kindzok egyik jelentds képviseldje. A jelenleg ismert, legkevesebb 11
kiilonb6z6 PKC izoenzim négy nagyobb csoportba sorolhatd. A “klasszikus” csoport
tagjainak (cPKCa., By, Bu és v) aktivalasasahoz Ca®" és diacil-glicerol (DAG), esetleg az
utdbbi exogén megfeleldjeként mitkddd forbol-észter jelenléte szitkséges. A nem Ca®'-
dependens, Un. “novel” PKC izoenzimek (nPKC9, €, n és 0) forbol-észterek vagy DAG
hatdsara, kalcium hidnyaban is maximalisan aktivalhatok. A harmadik csoportba
tartozé “atipusos” izoenzimek (aPKC; ¢ és A/t) aktivalodasahoz sem a Ca®’, sem a
forbol-észterek jelenléte nem sziikséges; a PKCp pedig mind aktivaciojat, mind
struktaralis jegyeit tekintve rendhagyd izoformdnak tekinthetd, igy kiilon csoportba
sorolando.

A PKC izoforméak aktivalodasanak molekularis torténései soran az aktivator
molekulak a reguldtor doménhez kotddnek, majd az aktivalt enzim valamilyen
intracelluldris struktirahoz (sejtmembran, Golgi-komplex, maghartya, citoszkeletalis
komponensek) transzlokalodik. A folyamat végén a katalitikus domén foszforildlja az
enzimre specifikus szubsztratot (pl. citoszkeletalis fehérjék, ioncsatornak, receptorok,
transzkripcids faktorok, kindzok, foszfatazok). Jelen tudasunk szerint a PKC aktivalasat
kovetden azért nem alakul ki tartés PKC aktivitds, mert az intracelluldris proteolitikus
enzimek az aktivalt PKC enzimet lebontjak, ennélfogva inaktivaljak azt.

Bar nincs olyan sejttipus a szervezeteben, amely ne rendelkezne legaldbb egy

PKC izoformaval, altalanossagban elmondhato, hogy nem mindegyik izoenzim talalhato



meg minden sejttipusban. A PKC izoenzimek a szervezetben az adott fajra, szévetre,
valamint sejtre jellemzd megoszlast és mintazatot hoznak létre. A PKCa, 0, € és C
el6fordulasa ubiquiternek tekinthetd, ugyanakkor a PKCy szinte kizardlag az agyban
talalhato meg. A PKCn leginkébb keratinocytdkban és T-sejtekben fordul eld, mig a
PKCB a harantcsikolt izom legjellemzdbb izoenzimének tlinik.

A PKC enzimek az ¢élettani folyamatok igen széles skalajat képesek
befolyésolni. Ezek kozott (a teljesség igénye nélkiil) kiemelhetd a sejtek
proliferacidjdnak ¢és differencialédasanak szabdlyozésaban, az apoptdzisban, a
medidtortermelésben, ingerlékeny szovetek elektrofiziologiai jellegzetességeinek
kialakitasaban, a kdzponti idegrendszer integritdsanak és mitkodésének fenntartasaban
¢s a szervezet védekez0 mechanizmusaiban betoltott funkcio.

Hosszt 1d6 6ta ismert, hogy a PKC izoenzimek nemcsak szerkezeti, aktivacios €s
megoszlasi heterogenitast mutatnak, hanem regulacidjuk és biologiai szerepik is
jelentésen kiilonbozik egymastdl. Ezen tilmenden, a kiillonbozo izoenzimek egy adott
sejtvalasz kialakitdsdban nemcsak eltérd aktivitassal vehetnek részt, de hatasuk gyakran
ellentétes. Mindezek alapjan egyaltalan nem meglepd, hogy a kiilonb6zé PKC
izoformdk expresszids mintazatanak valtozasait Osszefiiggésbe hoztak a bdrsejtek, az
emld, az uterus és a prostata rosszindulati daganatainak kialakuldsdval. A PKC
izoenzimek lehetséges tumorigén szerepének igen értékes bizonyitéka, hogy egér és
human keratinocytakban a tumor-prométer forbol-észtereket borbe adagolva - eldzetes
iniciacid utdn - tumor hozhato 1étre. A szerep komplexitasat azonban mi sem tiikrozi
jobban, mint az a megfigyelés, miszerint a PMA el6zetes iniciacid nélkiil, in vitro a
sejtproliferaciot gatolja, csokkenti a korai, ugyanakkor noveli a késdi differencialodasi
markerek expressziojat, azaz a terminalis differencialodas felé irdnyitja a sejteket.

Amint az lathatd, a PKC izoenzimmintdzat megvaltozdsa komoly jelentdségii
lehet az egyes rosszindulatd daganatok genezisében, &m a PKC izoenzimmintazat
valtozasanak természete €s a tumoros elvatozas gradusaval vald kapcsolata tovabbra

sem tisztazott.



1.1.2. A PKC izoenzimek sokrétli szerepe proliferacio és differencialddas

szabalyozasaban

Az utobbi évek vizsgalatai fényt deritettek arra, hogy a kiilonbdzd
sejtfolyamatokban tobb PKC izoenzimnek van/lehet szerepe; nem kivétel ez aldl a
sejtek proliferacidos ¢és differencidlodasi programjanak szabalyozasara kifejtett hatas
sem. Bebizonyosodott, hogy az extracellularis Ca®"-koncentraci6 ([Ca*']e) ndvelésével
az egyes sejtek differencidlodéasra kényszerithetdk, és a folyamathoz elengedhetetlen
volt a PKC aktivalodasa. Jelen tuddsunk szerint a folyamat szabalyozasaban a PKCa
jatszik meghataroz6 szerepet. A specifikus kisérletek arra is rdmutattak, hogy a PKCH
¢s mn izoformdk overexpresszidja a sejtek proliferdciojat gatolja, ugyanakkor
differencidlodasukat indukélja; és ezzel Osszefliggésben (szemben példaul a PKCe
izoformaval) egyes kisérletesen eldidézett rosszindulatt daganatok novekedését
csokkenteni képesek.

A cPKCa kozponti jelentéségilinek latszik a kalcium- és a konfluencia-indukalta
termindlis differencialodéasi folyamatokban, ugyanis mind in vitro, mind in vivo
stimulalja az apoptdzist és a differencialodast, ugyanakkor gatolja a sejtproliferaciot. A
cPKCPB szerepe ellentétesnek tiinik (legalabbis keratinocytdkban), mivel az ezen
izoenzimtipust overexpresszald sejtek proliferacidja fokozoddott, ekdzben gatolta az
apoptotikus folyamatokat, azaz kifejezetten tumorigén hatasunak bizonyult.

A nPKCeg szamos sejttipus estében bizonyult a sejtproliferacié kulcsfontossagu
pozitiv regulatoranak, és bebizonyosodott, hogy a nPKCe overexpresszidja patologias
proliferacidhoz (hyperproliferativ transzforméciohoz) vezet, mig az enzim down-
regulacidja, illetve domindns negativ mutansanak overexpresszidja a proliferacio
gatlodasat, valamint a differencidlodas indukcidjat eredményezi. A nPKCo a
differencidlodés és az apoptdzis pozitiv regulatoraként miikodik, és ezzel parhuzamosan
gatlo hatast fejt ki a sejtproliferaciora és a tumorndvekedésre. Igen érdekes az a
megfigyelés, miszerint a Ha-ras overexpresszié okozta malignus transzformacié soran
(azaz megnovekedett proliferacios kapacitas és lecsokkent differencidlodasi tendencia

érvényesiilése esetén) a nPKCd izoenzim eltlinik a sejtekbdl.



1.3. A munka célkitlizései

A jelen munka alapvetd célkitlizése az volt, hogy az eddig targyalt két,

potencialisan tumorigén fehérjemolekula jelenlétét, megoszlasat ¢és jelentOségét

tanulmanyozzuk egészséges €s tumorosan malformalt human szovetekben. A konkrét

célkitlizések az alabbiakban foglalhatok Gssze:

1.

A kisérletek elsdé 1épésében egy Gjonnan kifejlesztett poliklonalis anti-TASK-3
ellenanyag tesztelését kivantuk elvégezni. Kiilonoésen nagy figyelmet
forditottunk az antitest specificitasanak ellendrzésére, valamint formalinban
fixalt, beagyazott metszetek estében az optimalis antigénfeltarasi technika
megtalaldsara és finomitasara.

Az antitest optimalis reakcidokoriilményeinek kidolgozasa utan a human
gastrointestinalis rendszerben kivantuk elvégezni a TASK-3 csatornak
megoszlasanak vizsgdlatdit. A gastrointestinalis rendszer azért szerepelt
vizsgalataink elsd targyaként, mert a késdbbiekben ellendrizni kivanjuk az itt
(sajnalatosan nagy szamban és gyakorisdggal) eldforduld malignus daganatok
TASK-3 expressziojat.

Meg kivantuk vizsgéalni a pancreas TASK-3 expressziojat, ami kiilondsen annak
tikkrében igérkezett izgalmas kérdésnek, hogy a TASK-3 csatornaval viszonylag
szoros rokonsdgban 4ll6 TASK-5 csatorndkat kodol6 mRNS-t nagy
mennyiségben mutattdk ki ezen struktirabol. Mivel a TASK-3 csatorndk az
extracellulris acidozis hatasara zarddnak, jelenlétiik esetleg arra utalhatott, hogy
szereppel birnak a pancreas hormontermel6 sejtjeinek szabalyozasaban.

Pozitiv kisérleti adatok birtokdban el kivantuk végezni a Langerhans-szigetek
hormontermeld sejtjeinek TASK-3 expressziojat A- és B-sejtekre specifikus
markerekkel torténd kettds immunjeldlés utan is.

Meg kivantuk vizsgalni, hogy a malignus daganatok mutatnak-e barmilyen
emlitést érdemld kiilonbséget a TASK-3 immunjel6lddési mintazatukat tekintve
az ép szovetekhez képest. Nagy szdmu emlétumor feldolgozasa utan korrelaciot
szerettlink volna taldlni a TASK-3 expresszidja, valamint azok klinikai és
szovettani viselkedése kozott.

Meg kivantuk vizsgélni, hogy van-e kiilonbség a kiilonb6z6 modon eltavolitott
(core-biopszia, miitéti beavatkozas) szovetmintdk TASK-3 expresszidjaban

(annak intenzitdsaban és/vagy megoszlasaban).
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Transitionalis sejtes hugyholyagtumorok vizsgalatdval meg szerettiik volna
vizsgalni a tumoros epithelium PKC izoenzimmintazatat, annak valtozasait és az
izoenzimmintazat médosulasat a tumor gradusanak elérehaladasaval.

Fel szerettiik volna térképezni, hogy a PKC izoenzimek megoszlasa jellemzi-e
barmilyen mdédon a tumor gradusat, azaz széba johet-e a PKC izoenzimek

tumormarkerként valo alkalmazasa.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletek soran felhasznalt szovetmintak (a cerebellum kivételével) miitéti
preparatumbdl szarmaztak, és intra- vagy posztoperativ diagnézis céljabol keriiltek
kimetszésre. Az eltavolitast kovetden a szOvetdarabokat fagyasztottuk vagy 4 %-os,
pufferelt formalin alkalmazédsaval fixaltuk (24 h), majd parafinba 4gyaztuk. Az
emldszovet egy részét core-biopszids beavatkozassal tavolitottdk el. A core-biopszia
formdjaban nyert szovetminta a mintavételt kdvetden azonnal fixalé oldatba (4 %-os
formaldehid) keriilt, szemben a miitéti anyagokkal, amik a fixalast megel6zden mintegy
20-30 percig fizioldgias sooldatban alltak.

Az immunhisztokémiai vizsgdlatok 4 um vastag szdvettani metszeteken
torténtek, mind a fagyasztott, mind a bedgyazott szovetblokkok alkalmazasa esetén. A
pozitiv kontrollként alkalmazott kisagyi metszetek alkalmazasaval hataroztuk meg az
optimalis antigénfeltards (AF) technikdjat, és a tobbi szdvet vizsgalata esetén ezt a
technikat alkalmaztuk (amennyiben fagyasztott minta nem allt rendelkezésre). Ha
fagyasztott mintan is volt lehetéség az immunreakcio kivitelezésére, akkor annak
eredményét mindig Osszehasonlitottuk az ugyanazon szdvetblokkbol készitett, rutin
szovettani feldolgozason atesett (formalinos fixalds, bedgyazas) szOveteken kapott
eredményekkel, az AF adekvat voltanak ellendrzése végett.

Az ellenanyagok specificitasanak ellendrzésének céljabol az immunreakcidkat
mindig két, a TASK-3 csatorna egymastdl tdvol esd epitdpja ellen iranyulo elsédleges
antitest alkalmazéasaval vizsgaltuk, és a kapott rakcidkat Osszehasonlitottuk. Az
antitestek specificitdsanak tovabbi ellendrzését jelentette a rendszeresen kivitelezett
preadszorpciés  kontroll  vizsgdlatok alkalmazasa, amik végén értékelhetd
immunjelolédést sohasem tapasztaltunk. Az immunhisztokémiai vizsgalatokat
Western-blot kisérletekkel is kiegészitettiik.

Az immunreakciokat DAB segitségével vizualizalt egyszeres, vagy New
Fuchsin és DAB kombindlt alkalmazéisaval lathatova tett kettds immunjelléssel
végeztiik. A vizsgalatokba a gastrointestinalis traktus kiilonb6z6 teriileteirdl (glandula
submandibularis, gyomor, colon, colon kornyéki nyirokcsomok, pancreas) eltavolitott
szovetmintakat, valamint olyan emlétumorokat vontunk be, ahol mind a core-biopszias
anyag, mind a miitét sordn eltavolitott szovetminta rendelkezésre allt.

A kilonbozd  gédusu  hugyhodlyagtumorok — altal  expresszalt PKC

izoenzimmintdzat tanulmanyozasat a Western-blot technika segitségével végeztiik.
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Ezen vizsgalatok soran minddsszesen 23 betegbdl (17 férfi és 6 nd) szadrmazo,
transitionalis sejtes hugyholyagcarcinomat tartalmazo daganatszovetet alkalmaztunk.
(A szovetdarabokat transurethralis resectio, részleges holyagresectio vagy cystectomia
alkalmazasaval tavolitottak el; a kontrollként alkalmazott szovetmintak prostatectomia
céljabol végzett sebészi beavatkozasbol szarmaztak.) Az eltavolitott szovetminak felét
hisztopatologiai feldolgozasnak vetettiik ala, a tumorok gradusanak és a TNM-rendszer
szerinti stadiumbeosztasdnak meghatdrozasa céljabol. Az szovetmintak masik felét
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd kriomikrotom segitségével a tumoros
régidt a lamina propridig lemetszettiik, hogy a vizsgalatok soran kizardlag az epithelialis
struktarak tanulmanyozasara keriiljon sor. A Western-blot eredményeket denzitometria
alkalmazéasaval szamszer(isitettilk, ami lehetdvé tette az egyes mintdk PKC
izoenzimtartalmanak meghatarozasat és az egyes csoportokban kapott eredmények

O0sszehasonlitasat.
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3. EREDMENYEK

3.1 A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai vizsgalata —

az optimalis reakcidkoriilmények kidolgozasa

A TASK-3 csatornékat célzo kisérletek kezdetén els6ként a reakciokoriilmények
optimalizalasat végeztik el, human cerebellaris szovetmintdt haszndlva pozitiv
kontrollként. Az elsddleges antitest optimalis higitdsdinak meghatarozasan kiviil
megallapitottuk, hogy a formalinban fixalt, beagyazott metszeten végzett immunreakcid
kivitelezéséhez elengedhetetlentil sziikséges a megfeleld AF technika alkalmazasa.
Nem megfelelden megvalasztott antigénfeltarasi technika vagy annak elmaradésa esetén
alnegativ reakciot tapasztaltunk. Megallapitottuk, hogy a jelen disszertacid tovabbi
részében alkalmazott elsddleges antitestek akkor adjék a legintenzivebb immunjeldlést,
ha a szOvetmintdkat enyhén savas vagy enyhén bazikus koérnyezetben hé hatasanak

tettiik ki.

3.2. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai vizsgalata a

gastrointestinalis rendszerben

A human gastrointestinalis rendszerbdl izolalt szovetmintakban kivitelezett
immunjel6lédés vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk, hogy a vastagbél nyéalkahartyaja (és
ezen beliil az epithelialis sejtek) igen intenziv TASK-3 jelolédést mutattak. Ugyancsak
erételjes immunpozitivitast mutattak a vastagbél simaizomrétegében elhelyezkedd, a
plexus myentericus Auerbachihoz tartozd neurondlis elemek, mikozben az ezen
struktirdkat 6vezd simaizomsejtek teriiletén csak meglehetésen gyenge, dontden a
sejtmag kornyezetére lokalizalodo festddést tapasztalhattunk. Az immunhisztokémiai
vizsgalatokkal egyidejiileg kivitelezett Western-blot kisérletek eredményei a fenti
megfigyeléseket tokéletes 0sszhangban alltak — ezek eredményeként intenziven festddo,
vastag immunopozitiv csik megjelenését tapasztaltuk a vastagbél nyalkahartyajabol
nyert szoveti homogenizatum vizsgélatakor, ugyanakkor a simaizmot tartalmazo
szovetminta ennél Iényegesen gyengébb reakciot mutatott.

Ugyancsak intenziv jelolédést tapasztaltunk a gyomor nyalkahartyajanak
vizsgélata soran, az immunreakci6 megoszlasi mintdzata és erdssége nyilvanvalod

regionalis kiilonbségeket nem mutatott.  Hasonléan a vastagbélhez, a gyomor
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simaizomrétege is gyenge TASK-3-specifikus reakcidot mutatott, els6sorban a mag
kornyezetére lokalizdloddo immunjeldléssel. A gyomor és a vastagbél rosszindulata
daganataiban ugyancsak ki tudtuk mutatni a TASK-3 csatornafehérjék jelenlétét. Az
immunjel6lodés a daganatosan elfajult sejtek cytoplasmajaban és a magban vagy annak
kornyezetében volt a legintenzivebb. A fenti megallapitasokat Western-blot
kisérletekkel is megerdsitettiik.

Egyértelmiien pozitiv TASK-3 specifikus reakciot figyelhettiink még meg a
glandula submandibularisban (ahol a ductalis epithelium mutatta a legerdteljesebb
jelolodést), a gastorintestinalis traktus kornyezetében elhelyezkedd nyirokcsomokban,
valamint a pancreasban. Utobbi struktaraban igen érdekes, klinikai szempontbol
feltétleniil figyelmet érdemld megoszlasi mintdzatot tapasztaltunk. Bar a pancreas
exocrin alloméanya (beleértve a ductalis epitheliumot) egyértelmii TASK-3 pozitivitast
mutatott, a Langrehans-szigetekben elhelyezkedd endokrin sejtek immunreaktivitasa
messze foliilmulta azt. Kettds immunjeldlés alkalmazasaval azt is bebizonyitottuk,
hogy a TASK-3 csatorndk jelen vannak a Langerhans-szigetek A- és B-sejtjein

egyarant.

3.3. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai vizsgalata

emlédaganatokban

Az ¢ép szovetek vizsgalata mellett sor keriilt a TASK-3 csatorndk
expressziojanak vizsgalatara kiillonboz6 emldédaganatokban is. A vizsgalatsorozatot
olyan szovetmintakon végeztiik, ahol mind a core-biopszids, mind a miitéti beavatkozas
soran eltavolitott vizsgalati anyag rendelkezésiinkre allt. A vizsgélatsorozat ezen részét
abban a reményben végeztilk, hogy talan felfedhetiink valamilyen 4&ltalanos
Osszefliggést az egyes emlddaganatok szovettani ¢és klinikai  viselkedése,
receptormintazata, prognosztikai faktorai és TASK-3 jelolodése kozott.

Vizsgalatainkban megallapithattuk, hogy a TASK-3 expresszid jelen van és
kimutathatdé az emlétumorokbol nyert szoveti mintdkban. A metszetekben a
tumorsejtek, valamint az ép emldszdvet ductalis- és mirigyallomanya egyarant mutatott
TASK-3 expressziot. Bar nem sikeriilt a remélt 0sszefliggésre bukkanni a tumorgradus
¢s a TASK-3 expresszid kozott, igen érdekes kiilonbséget fedeztiink fel a core-biopszias
¢s a mitéti bevatkozds kozben eltavolitott szovetminta TASK-3 jelolddésének

megoszlasaban. A core-biopszids mintdkban a TASK-3-jel6lédés a tumorsejtek
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cytoplasmajaban volt a legkifejezettebb, ugyanakkor a magok tilnyomd tobbsége
egyértelmilen negativnak mutatkozott; az ugyanazon betegbdl, ugyanazon régiobol, de
immar mitéti koriilmények kozott eltavolitott szovetmintdn elvégezve az
immunreakcidt a cytoplasmaticus reakcio tovabbra is jol megfigyelhetd volt ugyan, &m
a sejtmagok is hatarozott és igen erds immunjeldlddést mutattak.

A core-biopszia soran ¢és a miitétileg eltavolitott szovetminta TASK-3
immunjel6lddésében tapasztalt eltérést beningnus elvaltozasok esetében s
megfigyeltik. Az emld ép mirigyallomanya (fliggetleniil a szovetminta eltavolitdsdnak
koriilményeitdl) erés TASK-3 pozitivitdst mutatott (a festddés a secretoros granulumok
belsejében is kimutathatd volt), am a magreakcid a mutéti prepardtumban mindig

lényegesen kifejezettebbnek mutatkozott.

3.4. A PKC-izoemzimmintazat valtozasa rosszindulatu

hugyhoélyagtumorokban

A hugyholyagtumorokbdl izolalt szovetmintdk Western-blot vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a hdlyagepithelium 6t PKC izoformat (¢cPKC a és 3, nPKC9 ¢és €,
tovabba az aPKCC) tartalmaz. A PKC enzimcsalad tobbi tagjat (cPKCy, nPKCn és 0,
aPKCM és ) a szdveti homogenizatumban nem detektaltuk. Bar nem tapasztaltunk
kiilonbséget a PKC izoenzimek megoszlasaban a tumoros €s az egészséges mintak
kozott, azok mennyisége jelentds €s statisztikailag is igazolhat6 differenciat mutatott. A
jelen munka kiilonosen figyelemre méltdé eredménye annak igazoldsa, hogy a humén
hugyholyag epithelialis rétegébdl kiinduld rosszindulati daganatok altal expresszalt
PKC izoenzimek jelentdés, a tumor gradusaval Osszefliggd, mennyiségi valtozast
mutatnak.

Megallapitottuk, hogy a G1 gradust daganatokban csak a PKCC izoforma
mennyisége novekedett szignifikdns mértékben, a tobbi izoenzim mennyisége
valtozatlan maradt az egészséges szovetmintdhoz képest. A G2 és a G3 gradusu
tumorokban mar valamennyi jelenlév izoforma esetében tapasztalhat6 volt valamilyen
statisztikailag is igazolhatd mértéki valtozas. A G2 és a G3 gradust mintdkban cPKCp
¢s a nPKCd izoformak mennyisége jelentékeny csokkenést mutatott mind a kontroll,

mind a Gl stddiumi daganatokhoz vizonyitva (p <0,05). A G2 és a G3 stadium
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Osszehasonlitasakor szignifikdns kiilonbség a fenti PKC izoenzimek esetében nem
mutatkozott.

A tovabbi harom PKC izoforma vizsgalata esetében valamennyi fennmaradd
valtozat hatarozott és statisztikailag is igazolhatdo novekedést mutatott a carcinoma
elorehaladottsagaval. Szemben a cPKCa ¢és az aPKC({ izoformékkal, amelyek
mennyisége fokozatosan novekedett a tumor gradusdnak eldrehaladasaval, a nPKCe
mennyisége ugyan szignifikansan nagyobb volt a G2 ¢s a G3 gradusu tumorok esetében,
mint a kontroll és a G1 stadiumban 1évé daganatokban, &m mennyiségiik a G2 és a G3
stddium kozott mar nem valtozott.

A fent részletezett kisérleti eredmények azt sugalljadk, hogy az egyes PKC
izoformak ellentétes szereppel birhatnak a tumorok kialakuldséban. Erdekesnek tiinik
az a megfigyelés, miszerint ez a fajta antagonizmus még az ugyanazon csoportba
tartozo formak kozott is megfigyelhetd; a ,konvencionalis” vagy Ca”'-fiigg$ csoportba
tartoz0 PKCa ¢és PKCP, valamint a ,novel” tipusi PKCS ¢és PKCe mennyisége
ellentétes irdnytl valtozdst mutatott a tumor graddusanak elérehaladdsdval. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a megfigyelt valtozadsok nem egyszerlien az egyes csoportok
aktivalodasi koriilményeinek valtozasaival hozhatok oOsszefliggésbe, hanem olyan
eltérésekkel, amelyek képesek az egyes izoformak megjelenését szelektiv mddon

befolyasolni.
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4. MEGBESZELES

4.1. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai vizsgalata —

reakcidokoriilmények és specificitas

A jelen munka keretében elvégeztiik a kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd
human TASK-3  specifikus ellenanyagok tesztelését, ¢és az  optimalis
reakciokoriilmények kidolgozasat. Részben fagyasztott, részben bedgyazott szoveti
preparatumok felhasznaldsaval azt is megmutattuk, hogy a TASK-3 csatorndk olyan
szovetekben is nagy jelentdséggel birhatnak, ahol ezidaig a TASK-3-specifikus mRNS-t
csak viszonylag kis koncentracioban detektaltdk.  Vizsgélataink egyértelmiien
ramutattak, hogy a TASK-3-csatorndk jelen vannak a humdén gastrointestinalis
rendszerben, ahol elsdsorban az epithelialis strukturak és a neuronalis elemek TASK-3
expresszioja szamottevd, bar mas strukturakban is megtalalhatok. Nem utolsé sorban
arro6l is beszamolhattunk, hogy a TASK-3 specifikus immunjel6lédés az emldszovetben
is megfigyelhetd, és annak megoszlasa nagy mértékben fligg attdl, hogy a preparatumot
core-biopszia vagy miitéti beavatkozas keretében tavolitottak el.

Mivel a TASK-3-specifikus ellenanyagok immar hozzaférhetéek a kereskedelmi
forgalomban, a jelen disszertdcibban bemutatott ¢és ehhez hasonlo, a
reakciokoriilmények optimalizalasat és az antitestek specificitasat célzd vizsgalatok
nagy gyakorlati jelentdségiick. A TASK-3 csatorndk humdn szovetekre kifejtett
onkogén hatasanak feltérképezéséhez nagy esetszdm vizsgalatdra van sziikség, aminek
elérése csak retrospektiv tanulmanyok végzésével, formalinnal fixalt és bedgyazott
szOvettani preparatumok alkalmazdsaval torténhet. A formalinos fixalasnak azonban
igen komoly hatranyat jelenti, hogy a fixaldé hatéanyaga a fehérjelancok kiilonbozo
oldallancai kozott metilénhidakat alakit ki. Ezen keresztkotések (amik a
tulajdonképpeni fixacioért felelések) azonban nem pusztan stabilizaljak és rogzitik a
fehérjemolekuldkat, hanem olyan jelentés mértékben megvaltoztathatjak struktarajukat,
hogy azok reakciokészsége a rajuk specifikus ellenanyagokkal szamottevé mértékben
csOkkenhet (akar meg is szlinhet); gyenge vagy alnegativ immunjeldlodést
eredményezve.  Ezen problémak orvoslasa végett a mindennapi korszovettani
gyakorlatban rutinszerlien végzik a kiilonb6zd antigénfeltardsi technikdkat, aminek

soran a pH jelentés megvaltoztatdsaval, a homérséklet emelésével, valamilyen
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proteolitikus enzim alkalmazéasaval, esetleg ezek kombinaciojaval torténik a fixalt
fehérjemolekuldk elfedett epitopjainak hozzaférhetové tétele.

Kiilondsen nagy figyelmet forditottunk az elvégzett reakcidok (azaz az
alkalmazott elsédleges ellenanyagok) specificitasinak megerdsitésére. Mivel ,knock-

2

out” allat nem 4all rendelkezésre a primer antitest minden kétséget kizard
specificitasanak bizonyitdsara, a munkaban két elsdédleges antitestet hasznaltunk, amik a
csatornafehérje két kiilonbozd, egymadastdl igen messze talalhatd epitopja ellen
iranyultak. Az a megfigyelésiink, miszerint a két antitest alkalmazéasaval kivitelezett
reakciok teljesen megegyezd festddési mintazatot adtak, azokban csak intenzitasbeli
kiilonbség volt tapasztalhato, arra utal, hogy ugyanazon fehérjemolekulak jelenlétét
detektaltdk, hiszen annak elhanyagolhatéan csekély a valdsziniisége, hogy a két
kiilonb6z6 ellenanyag non-specifikus modon teljesen azonos struktarakat ismerjen fel.

Tovabbi értékes bizonyitékot szolgaltatott az antitest specificitdsara a preadszorpcios

kontroll vizsgalatok negativitasa, €s a Western-blot kisérletek eredménye.

4.2. A TASK-3 csatornak lehetséges fiziolégiai szerepe a gastrointestinalis

rendszerben

A jelen vizsgalatsorozat eredményeinek értelmezése és diszkusszidja nem
nélkiilozheti az altalunk leirt TASK-3 megoszlasi mintazat esetleges funcionalis
relevancidjanak taglalasat. Vizsgélataink arra utalnak, hogy a wvastagbél
csatorndk. Hasonléan a vastagbélhez, a gyomorszekrécid €s a pancreas exocrin
miikddésének is alapveté eleme lehet a TASK-csatornakon keresztiil megvalosuld K*
mozgas. Kiilonosen kecsegtetdnek tiinik ez a feltételezés, annak tudataban, hogy az un.
Cl-ot szekretald epitheliumokban (amilyen a pancreas is) a K'-csatornak jelenléte és
aktivitasa elengedhetetlen a Cl transzportjahoz, ugyanis a K-ionok mozgasa biztositja
az anionok transzportjahoz sziikséges hajtoerét. A folyamatban egyes Ca® -aktivalt K'-
csatorndk jelentdségét mar kordbban leirtak, de a jelen disszerticidoban részletezett
megfigyelések arra utalnak, hogy a TASK-3 csatorndk is szereppel birhatnak a pancreas

Vizsgalataink egyik legérdekesebbnek tiind eredménye, hogy az inzularis sejtek
jelentékeny TASK-3 expressziot mutatnak, azaz komoly jelentéségiik lehet az iznulin-

¢és/vagy glukagonszekrécid szabalyozasdban. Ezen hipotézist kdzvetett bizonyitékként
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megemlithetd az a hosszl ideje ismert, &m mindmaig megmagyardzatlan megfigyelés,
miszerint az extracellularis pH valtozésai hatdst gyakorolnak a B-sejtek
inzuliszekrécidjara. Mivel a TASK-csatorndk az extracellularis pH savas irdnyba
torténd modosulasa kovetkezményeként zarddnak, hozzdjarulhatnak a B-sejtek
depolarizaciojadhoz, igy jelentdségilik lehet az acidosis kovetkezményeként jelentkezd
inzulinszekrécio-fokozodas kialakulasaban.

A fentiekben részletezett megfigyelések komoly klinikai jelentdséggel birhatnak,
ugyanis a TASK-3 csatornak onkogén potencialjabol kiindulva felmeriilt, hogy az ezen
csatornakat gatld anyagok — egyebek kozott a ruténium-vords — daganatellenes szerként
megjelenhetnek majd a rosszindulati tumorok terdpidjaban. A disszertacidoban
részletezett megfigyelések alapjan azonban tgy tlinik, hogy ezen szerek alkalmazasa
soran igen komoly, eziddig nem mérlegelt mellékhatdsok jentkezhetnek a TASK-3
csatornak miikodését és/vagy exresszigjat gatldé anyagok alkalmazasakor, amik

szamottevd mértékben befolyasolhatjdk a gastrointestinalis rendszer miikodését és a

pancreas hormontermelésének szabalyozasat.

4.3. A TASK-3 csatornak jelentésége rosszindulatu daganatokban — nem

mindegy hogy core-biopszia vagy mitéti anyag?

A jelen disszertacidoban részletezett kisérletekben - 6sszhangban més szerzok
adataival - azt tapasztaltuk, hogy a TASK-3 csatorndk jelen vannak tumoros
szovetekben is. Megallapitottuk, hogy a core-biopszidk formdjaban nyert
szovetmintdkban a TASK-3 jelolédés dontéen cytoplasmaticus, a magot
legnagyobbrészt megkiméli. Az intracellularis lokalizadciéo arra utal, hogy ezek a
csatorndk nagy mennyiségben vannak jelen az endoplasmaticus reticulum teriiletén. Ez
a jelenség igen hasonlo ahhoz, amit TASK-1 csatornakat overexpresszalo, transzfektalt
COS-sejtekben, valamint tenyésztett astrocytak esetében a TASK-1, TASK-2 és TASK-
3 csatornak kapcsan korabban leirtak. Igen figyelemre méltonak itéljiik, hogy a TASK-
3 jelolddés nagyon gyakran kifejezett perinuclearis rajzolatot mutatott, ami arra utalhat,
hogy a csatorndk megtalalhatok a perinuclearis cysterndkban, esetleg azok részét
képezhetik. Tovabbra sem vildgos azonban ezen csatornak funkcidja az intracellularis
membranokban. Felmeriil, hogy egy konnyen hozzaférhetd és gyorsan mobilizalhato
»tartalékot” jelentenek az itt elhelyezkedd6 TASK-3 csatorndk, amiket a sejt sziikség

esetén igen gyorsan tud rendeltetési helyiikre széllitani. Az sem kizarhatdé azonban,
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hogy mar kifejezett funkcidval birnak az endoplasmaticus reticulumban is, egyebek
kozott biztosithatjak a Ca*"-kidramlas kompenzalasat szolgalo K -diffuziot.

Szemben a core-biopszidkkal, a miitéti beavatkozas soran eltavolitott
szovetmintdkban a TASK-3 immunjel6lédés nem kizardlag a cytoplasmara és
intracellularis membranokra korldtozodott, hanem igen jelentékeny festédést
tapasztaltunk a sejtmagok teriiletén is. Nem vildgos azonban, hogy a megfigyelt
jelolédés valdoban a magban van, vagy csupan a magot 0vezd sejtmaghartya intenziv
jelolédésérdl van szd, esetleg az immunreakcid a perinuclearisan elhelyezkedd
endoplasmaticus reticulum cysternaira korlatozodik. Mivel mind a vizsgalt szovet
mindsége, mind az immunjelolés kivitelezése teljesen azonos a core-biopszia €és a miitéti
beavatkozds alatt eltdvolitott szOvetmintdkban, a jelenség magyarazatara
legkézenfekvObbnek tiind metodikai problémak/kiilonbségek/hibak kizarhatok. Fontos
azonban megjegyezni, hogy jelentds kiilonség van a szovetminta kezelésében a core-
biopszids és a miitéti anyag kozott; a core-biopszia soran a beteget nem altatjak, és az
eltdvolitott szOvetminta azonnal a fixalé oldatba keriil. Ezzel szemben a miitét
természetesen altalanos narkozisban torténik, és a kivett szovetminta csak némi ido
(esetenként 20-30 perc) elteltével keriil formalinba, addig fiziol6gids s6oldatban all. Ez
felveti annak lehetdségét, hogy a csatorndk esetleg a szdveti hipoxia vagy acidosis
(esetleg az ezen tényezOk kovetkezményeként felszabaduld szoveti faktorok)
kovetkezményeként keriilnek at a sejtmag kornyékére a hipoxidra adott sejtvalasz
részeként. Ez a megfigyelés azért kiilondsen érdekes, mert a TASK-3 csatornak egyik
lehetséges funkcidjaként felvetették, hogy jelenlétiik és aktivitasuk javitand a sejtek

hipoxiatlird képességét.

4.4. A PKC-izoenzimmintazat és a rosszindulatia hugyhélyagtumorok

kapcsolata

A jelen munka egyik kiemelkedden fontos eredménye, annak igazolasa volt,
hogy a humén higyholyag epithelialis rétegébdl kiinduld rosszindulatu daganatok altal
expresszalt PKC izoenzimek jelentds, a tumor gradusaval Osszefiiggd, mennyiségi
valtozast mutatnak. A megfigyelések arra utalnak, hogy (hasonléan mas szovetekhez) a
PKC izoenzimek kozponti szerepet jatszhatnak a huigyhdlyag epitheliuméanak daganatos
elvaltozésaiban is. A kisérleti eredmények azt is sugalljadk, hogy az egyes PKC

izoformak ellentétes szereppel birhatnak a tumorok kialakuldsdban. Erdekesnek tiinik
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az a megfigyelés, miszerint ez a fajta antagonizmus még az ugyanazon csoportba
tartozd formak kozott is megfigyelhetd, ami arra utal, hogy a jelen disszertidcioban leirt
valtozasok nem egyszeriien az egyes csoportok aktivalodasi koriilményeinek
modosulasaival hozhatok dsszefiiggésbe, hanem olyan eltérésekkel is, amelyek képesek
az egyes izoformak megjelenését szelektiv mdédon befolyasolni.

Kisérleteink nyoman nem elképzelhetetlen, hogy ha az itt bemutatott
tendencidkat sikeriill megerdsiteni, és még a jelenleginél is nagyobb esetszdm
felhasznaldsaval tovabb finomitani, akkor komoly esélye lehet annak, hogy a PKC
izoenzimmintdzat vizsgalataval tovabbi adatokat nyerhetiink a daganatok
progressziojara (esetlegesen prognozisukra) vonatkozolag. Ezen tilmenden igen
lényeges lesz annak tisztdzdsa, hogy ok avagy okozat-e a PKC izoenzimmintazat

modosulasa a rosszindulat( elvaltozasok kialakuldsa soran.

4.5. Befejezésiil...

A jelen tézisekben két olyan molekula megoszlasat, és lehetséges kapcsolatat
tanulmanyoztuk egyes humdan rosszindulati daganatok keletkezésében, amik
kifejezetten ubiquiternek tekinthetdk, szertedgazo fizioldgias és patologias funkciokkal
rendelkeznek. A vizsgalt molekulak egyértelmiien jelen vannak az ép szovetekben is,
igy onkogén potencialjuk nem pusztan jelenlétiikbdl, hanem megoszlasuk ¢és funkcioik
megvaltozasabol fakad(hat). A jelen disszertacid eredményei rdmutattak, hogy egyes
PKC izoenzimtipusok mennyisége nd, masoké csokken a rosszindulatian elfajult
sejtekben, ami reményt jelenthet arra, hogy egyes pontosan iranyitott és izoenzim-
specifikus PKC agonistak és/vagy antagonistak hatassal lehetnek a tumor névekedésére,
esetleg hozzasegithetnek azok regresszigjahoz. A TASK-csatornakkal kapcsolatos
vizsgélataink azonban azt is jelzik, hogy (bar a TASK-csatorndk onkogén potencialja
manapsag széles korben elfogadott) ez a molekula az ép szdvetekben is jelen van, és a
funkciojat gatlé anyagok (amiket sok szerzo tekint reménybeli daganatellenes szernek)
komoly zavarokat okozhatnak a szervezet fiziologids miikodésében. Mindezek alapjan
eredményeink azt a meglehetdsen pesszimistdnak tiind, am sajnos inkabb realista
megallapitast erdsitik meg, hogy igen szivos és kitartdé munkéra van ahhoz sziikség,
hogy akér egy paranyi 1épést is tehessiink a rosszindulati tumorok megeldzésében
hatasos, valamint a kifejlodott daganatokra hatd, ugyanakkor az ép szdvetek funkcioit

csak kevéssé befolyasolo szerek fejlesztése felé.
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