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Bevezetés

A TASK-3-csatorndk a K'-csatornak leglijabban felfedezett csaladjaba tartoznak,
amelynek tagjai alegységenként két porusformald hurkot tartalmaznak, és dimereket alkotva
hozzék 1étre a funkciondlis K'-atereszté porust. A TASK-3-csatorndk emlds sejtekben
szamos fiziologias funkcioval rendelkeznek; egyebek kozott szerepet jatszanak az
aldoszteronszekrécié szabalyozasaban, részt vesznek a neuronok ingerlékenységének
beallitasaban, valamint a periféridas kemoreceptorok hypoxia iranti érzékenységének
biztositasaban. A kozponti idegrendszerben zajlé neurotranszmisszoban szintén fontos
szerepet toltenek be, mivel pH-érzékenységiik révén modosithatjadk a neurotranszmitterek

posztszinaptikus hatésait.

Mig a fent emlitett folyamatokban a TASK-3-csatorndk szerepe a nyugalmi
membranpotencialra gyakorolt hatdsukon keresztiil valosul meg, szamos egyéb
sejtmiikodésben is szerepet jatszanak, amikor kevésbé vilagos, hogy hatasukat milyen médon
fejtik ki. Emlitést érdemel, hogy a TASK-3-csatornak bizonyos sejttipusokban apoptdzist
kivaltd hatassal rendelkeznek, ugyanakkor mas koriilmények kozott tumorképzédést
serkentd funkcio is tulajdonithatd nekik. Szamos kiilonb6zé daganattipusban is leirtak a
TASK-3-fehérjét kodold kenk9 gén amplifikaciojat, valamint a csatornafehérje
tumorképzodést serkentd funkcidjat megerdsitd kisérletes adatok is rendelkezésre allnak.
Ezen eredmények ramutattak, hogy a hatas kifejlédéséhez nem csupéan a fehérje jelenlétére,
hanem a miikodSképes, K'-permedbilis TASK-3-csatornak kialakuldsara is sziikség van.
Habar nem ismert, hogy a TASK-3-csatorndk pontosan mily moédon jarulnak hozzd a
daganatos sejtproliferaciohoz, bizonyos felvetések szerint novelik a daganatos sejtek
hypoxiaval és szérumdeprivacioval szembeni ellenallasat, ami kiilondsen jelentds lehet a
solid tumorok kozponti, gyengén vascularizalt régidjaban. Ez a felvetés arra enged

kovetkeztetni, hogy a TASK-3-csatorndk miikddése €és a mitokondrialis oxidacios



folyamatok kozott valamilyen Osszefiiggés allhat fenn,, azonban a kapcsolat pontos

megeértéséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A jelen disszertdcidban bemutatott eredményeink igazoljdk, hogy a tenyészetben
fenntartott melanoma malignum sejtekben a TASK-3-csatornak mitokondrialis
elhelyezkedést mutatnak, valamint azt is alatamasztjak, hogy in vitro koriillmények kozott a
TASK-3-csatornak jelenléte €s miikodése kulcsfontossagli a mitokondrialis funkcio, és ennél
fogva a sejtek ¢Eletképességének fenntartasa szempontjabol.  Ezen megfigyeléseink
hozzéajarulnak ahhoz, hogy megértsik a TASK-3-csatornak potencialis tumorképzédést

serkentO hatasanak hatterében allé6 mechanizmust, aminek akar terapias jelentosége is lehet.

Irodalmi attekintés
A TASK-3-csatorna

A TASK-3-csatornak az alegységenként két porusformald régiot tartalmazo (2P)
K'-csatornék fdcsaladjaba tartoznak, amelynek tagjai alegységszerkezetiiket, miikddésiiket,
és farmakologiai jellemzéiket tekintve jelentdsen eltérnek a tobbi K'-csatornatél. A 2P K'-
csatornak neuronokban a nyugalmi membranpotencial szabalyozdsdban, a membran
bemeneti ellenallasanak és ingerlékenységének beallitasaban, valamint az akcids potencial
id6tartamanak meghatarozasaban jatszanak fontos szerepet. A fécsoporton beliil a TASK-
(TWIK-related acid-sensitive K'-channels) alcsoportba tartozé csatornikra jellemzo, hogy
érzékenyen reagalnak az extracellularis pH valtozasaira; az extracellularis pH savas iranyba

vald eltolodasa a csatornak zarodasat okozza.

A human TASK-3-csatorndk legjellemzébb eléfordulasi helye a kdzponti
idegrenszer, azon beliil a kisagy, amelynek Purkinje- és szemcsesejtjei, valamint astrocytai

egyarant expresszaljak a csatornat. A csatorndk ezen kiviil azonban szamos mas szvetben is



eléfordulnak, mint példaul a gastrointestinalis tractus tobb szakaszaban, a hasnyalmirigyben

¢és a nyalmirigyek kivezetd csdvében.
A TASK-3-csatornak szerepe az apoptozisban

A K'-csatorndkra altaldnossagban nem jellemzd modon a TASK-3-csatorndk a
sejtek életképességét alapvetden befolyasold folyamatokban, példaul az apoptotikus sejthalal
befolyasolasaban is szerepet jatszanak; ugyanakkor az erre vonatkozo irodalmi adatok
rendkiviil ellentmondasosak. Egyes tanulmanyokban a TASK-3-csatorndk apoptozist kivaltd

sy

anti-apoptiticus hatasat demonstraltak.

Az agy fejlodése soran a neuronok sejtmembranjanak ingerlékenysége meghatarozo
jelentéségii a sejtek életképessége szempontjabol. Mivel a hattér K'-csatornak a nyugalmi
membranpotencial beallitisaban és az akcids potencial iddtartamanak meghatarozasaban
egyarant kulcsszerepet toltenek be, a csatorndk aktivacidja kovetkeztében felléps K'-
kiaramlas dontd jelentdségli lehet a neuronok életben maradasa, illetve pusztuldsa
szempontjabol. Ismeretes, hogy a patkany kisagyi szemcsesejtjeiben a TASK-1- és a
TASK-3-alegységekbdl felépiild heterodimer csatorndk fontos szerepet jatszanak az
apoptozis indukalasaban. A patkéany cerebellum fejlddése soran a szemcsesejtek fokozatosan
vandorolnak a kiilsé szemcsesejtes rétegbdl végleges helyiikre, mikézben a szamuk (a
vandorlas soran bekdvetkezd apoptdzis miatt) jelentdsen csokken. A jelenségnek komoly
fiziologiai jelent6sége van, hiszen a kiils6 szemcsesejtes réteg teriiletén fejlédo
szemcsesejtek szdma sokszorosan meghaladja azt a kivant mennyiséget, amit a Purkinje-
sejtekkel vald szinaptikus kapcsolatok kialakitdsa indokol, igy a TASK-aram altal kivaltott
sejtpusztulas tevékenyen hozzajarul a két sejtféleség szamanak szinkronizalasahoz. A
TASK-csatornak pro-apoptotikus funkcidjanak hatterében feltehetéen az a mechanizmus all,

hogy a rajtuk keresztiil keresztiil kidramlo kaliumionok mozgasat viz koveti, ami apoptotikus



sejttérfogat-csdkkenéshez vezet. Emellett az intracellularis K'-koncentracié csékkenése
kozvetleniil is sejthalalhoz vezethet az apoptotikus folyamatokban részt vevd enzimek (pl.

kaszpazok) aktivalasa révén.

A fenti adatokkal ellentétben mas tanulmanyok azt a felvetést tamogatjak, hogy a
TASK-csatornak miikodése altal okozott hiperpolarizacid védelmet jelent a kiilonféle
cellularis stresszhatasok altal kivaltott sejthalallal szemben. Egy érdekes tanulmany
ramutatott, hogy hypoxia és szérumdeprivacié esetén a TASK-3-csatornak mind az egér
fibroblast eredetli C8 sejtvonalban, mind talélé hippocampalis agyszeletekben kifejezett

védelmet nyujtanak az apoptozis kialakulésa ellen.
A TASK-3-csatornak szerepe a tumorképzodésben

A TASK-3-csatorna potencialis onkogén szerepe akkor meriilt fel, amikor kideriilt,
hogy a kenk9 gén a rosszindulati emlddaganatok 10%-aban 3-10-szeres amplifikaciot mutat;
ugyanakkor a genomi amplifikacid mellett a géntermék 5-100 szoros overexpresszidja is
megfigyelhetd volt a vizsgalt tumormintdk 44%-dban, ami semmilyen korrelaciot nem
mutatott az ismert tumormarkerek (Osztrogénreceptor, HER-2 onkogén) fokozott
expresszidjaval. Az emlétumorok mellett malignus tiidédaganatokban is mutattak ki

TASK-3-overexpressziot.

A TASK-3-csatorna tumorképzdédést eldsegitdé mitkodését tobb tanulmanyban
kisérletesen is igazoltdk. A csatorna expresszidja az NMuMG, emlés hamszovet-eredetii
sejtvonalban az egérbe injektalt sejteknek tumorképzddést serkentd funkcidt biztositott,
tovabba fokozta a C8 embrionalis egér fibroblast sejtvonal tumorképzd képességét, valamint
a hypoxia és szérumdeprivacio elleni rezisztenciajat is. Egy érdekes megfigyelés szerint a
TASK-3-csatornak in vitro korilmények kozott kozvetleniil is képesek voltak hozzajarulni a

daganatos sejtek taléléséhez. Az in vitro kisérletek mellett glioblastoma tumormintakban is



sikeriilt igazolni a TASK-3-csatornak jelenlétét, és felmeriilt a a TASK-3-csatornakra hato

szerek esetleges terapias jelentdsége is.

A TASK-3-csatorna onkogén szerepének vonatkozasaban fontos hangstlyozni,
hogy kisérletes adatok szerint a tumorképzddést serkentd hatas 1étrejottéhez sziikséges, hogy
a csatornafehérje valoban K'-permeabilis pérusként funkciondljon. A TASK-3-csatorna
funkcioképes, vad tipusanak, valamint egy nem K'-permedbilis pontmutansanak
Osszehasonlitasat  célz6  vizsgalatok kimutattdk, hogy az onkogén szerep a
csatornafunkciohoz kotott. A kenk9 gént, valamint a funkcidképtelen csatornat kodolo,
G95E mutéaciot hordozd gént expresszald C8 sejteket immunszupresszalt egerekbe oltva
megallapitottak, hogy a vad tipusi TASK-3-csatornat expresszald sejtek kifejezettebb
tumorindukalé hatassal rendelkeznek, mint a pontmuntans valtozat. A tumorképzddést
serkentd hatds egyik lehetséges mechanizmusdnak vizsgdlata céljabol a vad tipusu és a
mutanst TASK-3-fehérjét embrionalis egér fibroblast sejtekben expresszaltattak, majd
kimutattak, hogy a miikdd6képes csatorna 50%-kal csokkentette a TNF altal indukalt
apoptozis mértékét a kontrollhoz képest, mig a mutans csatornafehérje ebben a kisérletben is
hatastalan volt. Ezen eredmények szerint a funkcionalis TASK-3-csatorna részleges

védelmet nyujt a TNF altal indukalt apoptozis ellen.

Amellett, hogy az apoptézis elleni védelem eldsegitheti a daganatos sejtnovekedést,
egyéb elképzelések is vannak a TASK-3-csatornak tumorképzddést serkentd hatasanak
mechanizmusara vonatkozoéan. A TASK-3-csatornak fokozott expresszidja a membran
hiperpolarizaciojat okozhatja, aminek hatasira megné a Ca®" elektrokémiai gradiense.
Ennek eredményeként a sejtekbe Ca®* aramlik, ami befolyasolhatja a sejtek proliferaciojat és
differencialodasat. Egy masik lehetséges magyarazat szerint a sejtfelszini membran

TASK-3-csatorndin keresztiil torténd K'-efflux kovetkeztében csokken az intracellularis

K'-koncentraci6, ami kozvetleniil befolyasolhatja egyes enzimek (pl. kaszpazok) aktivitasat.



Az ¢l6z6 fejezetben mar emlitett hypoxia és szérumdeprivacid elleni tolerancia szintén
szerepet jatszhat a daganatos sejtproliferacio eldsegitésében, ami kiillondsen a solid tumorok
kdzponti, gyengén vascularisalt régidiban lehet jelentés. Bar nem vilagos, hogy a TASK-3-
csatornak milyen modon biztosithatnak védelmet a hypoxiaval szemben, a hatas feltehetéen
nem kozvetleniil a csatornafunkcid révén valdsul meg, ugyanis a hypoxia gatld hatast fejt ki
a TASK-3-csatorndkra. Jelen munkank szempontjabol érdekes megfigyelés, hogy a
mitokondrialis respiraci6 kiilonféle szerekkel torténd gatlasa a hypoxidhoz hasonlo hatast fejt
ki a patkany perifarids kemoreceptor sejtjeiben, gatolva azok sejtfelszini TASK-aramat.
Elképzelhetd tehat, hogy a hattér K'-csatornak aktivitdsa kapcsolatban 4ll a mitokondrialis

respiracios folyamatokkal.

Célkitizések

Korabbi eredményeink megmutattdk, hogy a tenyészeti koriilmények kozott
fenntartott melanoma malignum sejtekben intenziv, elsésorban intracellularis TASK-3
immunpozitivitas figyelheté meg. Ez a jelenség szamos kérdést vetett fel, amelyekre a jelen

értekezés keretében kerestiik a valaszt.

. A melanoma sejtekben megfigyelt intracellularis TASK-3-expresszid mely

sejtorganellumhoz kothet6?

. Megfigyelheté-¢ a melanoma sejtek esetén tapasztalt mintdzathoz hasonlo jel516dés
mas, nem tumorosan elfajult sejttipusban, azaz a szintén TASK-3 pozitiv HaCaT

keratinocytakban is?

. Hozzéjarul-e a TASK-3-csatorna a tenyésztett melanoma sejtek életképességének
fenntartasahoz, és milyen valtozasokat indukdl a csatornafehérje szintézisének

gatlasa a sejtek megjelenésében és viselkedésében?



Anyagok és modszerek
Sejttenyésztés, transzfekcio

Valamennyi alkalmazott sejtvonalat egyrétegii, letapadd tenyészet formajaban, 5%-
os CO, parcialis nyomas és 100% relativ paratartalom mellett, 37 °C-on tartottuk fenn. A
melanoma sejteket RPMI 1640 tapoldatban, a C2C12, HaCaT, és HEK293 sejtvonalakat
Dulbecco's Modified Eagle Medium tapoldatban tenyésztettiik. A tapoldatokat 10% foetalis

borjuszérummal és antibiotikumokkal egészitettiik ki.

A C2C12 sejteket tranziensen transzfektaltuk a human TASK-3-fehérjét expresszald
pcDNA3 hTASK3/7 plazmiddal.

RNS-interferencia

A TASK-3-specifikus shRNS-kazettdkat a GenScript szoftvere segitségével
terveztiik. Az 5’ végiikon Rodamin Red jeloléssel ellatott shRNS molekuldkat Lipofectamin
2000 transzfekcios reagens segitségével juttattuk a melanoma és HEK293 sejtekbe. Negativ
kontrollként a megfeleld kevert szekvenciat (scrambled RNS) alkalmaztuk. A transzfekciot
kovetden a sejteket tovabb tenyészettiik, majd 1, 2 vagy 3 nap elteltével immuncitokémiai
kisérleteket végeztiink rajtuk. A leghatékonyabbnak bizonyuldé shRNS-kazettat, valamint a
megfeleld scrambled RNS-t expresszios vektor eldallitasahoz is felhasznaltuk oly modon,
hogy az kazettakat kodolo dupla szali DNS-t a pPRNAT-U6.1/Neo plazmidba ligaltuk. A
ligaciot kovetden a plazmiddal kompetens E. coli baktériumokat transzformaltunk, majd
amplicillin-rezisztencian alapuld szelekcid utan a baktériumkolonidkbol Wizard Plus SV
Minipreps kit segitségével preparaltuk a plazmid DNS-t. Az inszert sikeres beépiilését
restrikcios emésztést kovetd gélelektorforézissel, valamint szekvenalasi reakcioval egyarant
ellendriztiik. A vektort szintén Lipofectamine 2000 transzfekcids reagens alkalmazasaval

juttattuk be a melanoma sejtekbe.



RT-PCR

A melanoma sejtekb6l az RNeasy Micro Kit (Qiagen) alkalmazasaval teljes RNS-
frakciot izolaltunk, és a teljes RNS-bdl reverz transzkripcié utjan cDNS-t llitottunk elé. Az
amplifikacidhoz alkalmazott specifikus primerpart a BC075080 kddszami Homo sapiens
KCNK9 K'-csatorna mRNS szekvencidja alapjan terveztik. Az RT-PCR eredmények
szemikvantitativ  értékelése céljabol a TASK-3 mellett glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz- (GAPDH) amplifikaciot is végeztink. A reakciotermékeket etidium-
bromiddal festett, 1,5%-0s agar6z gélben futtattuk, majd a gélképen denzitometrids analizist

végeztiink.

Immuncitokémia és immunhisztokémia

Az immuncitokémiai kisérleteket steril fed6lemezen tenyésztett sejteken végeztiik.
4%-os paraformaldehiddel végzett fixalas utdn a sejteket permeabilizaltuk, majd egy
¢jszakan at, 4°C-on inkubaltuk a TASK-3 specifikus monoklonalis primer antitesttel.
Masodlagos antitestként fluorescein isothiocyanate- (FITC-) konjugalt -ellenanyagot
hasznéltunk, majd a sejteket DAPI-t tartalmaz6 beagyazo6 oldattal fedtiik le. A melanoma

sejtekbdl izolalt mitokondriumokon a fentiekhez hasonloan végeztiink immunjelolést.

Az immunhisztokémiai kisérleteket 4 um vastag, formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szovetmintakon hajtottuk végre, amiket a betegekbdl posztoperativ hisztopatologiai
diagnoézis céljabdl tavolitottak el. Az esetek egy részében az immunhisztokémiai reakcio
el6tt antigénfeltarast is végeztiink. Az endogén peroxidaz aktivitasat hidrogén-peroxid 3%-
os vizes oldataval gatoltuk. Az elsédleges ellenanyag alkalmazasat kdvetden vagy EnVision
rendszert, vagy biotinnal konjugalt méasodlagos ellenanyagot, majd streptavidinnel konjugalt
tormaperoxidaz enzimet alkalmaztunk a reakcié megjelenitésére. A negativ kontroll
kisérleteket vagy az antitestre specifikus immunizald fehérjével torténd elGinkubacioval,

vagy az elsédleges antitest elhagyasaval végeztiik.

10



Western-blot

A teljes sejtlizatumbol készitett mintak proteintartalmanak meghatarozasa utan
SDS-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) végeztiink, majd a szétvalasztott
fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferdltuk. A membrant a szabad k&tohelyek
blokkolasat kovetden nyulban termeltetett, poliklonalis TASK-3-ellenes primer antitesttel,
majd nytl IgG-ellenes, tormaperoxidazzal kapcsolt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk.
Az eredmények lathatova tételéhez egy kemilumineszcencids Western-blot detektald
rendszert alkalmaztunk. A TASK-3-expresszid mennyiségi értékelése céljabol
denzitometrids mérést végeztiink, aminek soran a mért denzitast f-aktinra normaltuk. A
teljes sejtlizatumon kiviil mitokondrialis membranfrakcidbdl készitett mintan is végeztiink

Western-blot kisérleteket.

A sejtproliferacio és sejtméret vizsgalata

A sejtproliferacio vizsgalatara két kiilonb6z6 modszert alkalmaztunk: a DNS-
tartalom meghatarozasan alapuldé CyQUANT assay-t, valamint a mitokondridlis
enzimaktivitds mérésén alapuld, igy az €16 sejtszammal ardnyos jelet ado MTT-assayt . A
sejtméret vizsgalata soran a sejtfelszin mikroszkop alatt lathatd vetiiletének teriiletét

hataroztuk meg.

A mitokondrialis funkcié mérése

A mitokondridlis funkciét az extracellularis reaktiv oxigéngyokok (ROS)
koncentracidjanak meghatarozasaval mértiik, a munkacsoportunk altal kifejlesztett
permanganat-alapu  ROS-meghatarozasi modszer segitségével. A sejteket modositott,
kloridot és szerves anyagot nem tartalmazé HANK oldattal, valamint ezzel parhuzamosan
1,5 mmol/l H,O,-t tartalmazé modositott HANK oldattal inkubaltuk. A ROS koncentraciojat

a feliiliszoban, fotometrids modszer alkalmazasaval mértiik.
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Eredmények
A TASK-3-csatornak mitokondrialis expressziéja melanoma sejtekben
Korabbi munkdink egyik fontos megallapitasa volt, hogy a TASK-3-specifikus
immunpozitivitds a kiilonféle daganatos sejtekben elsdsorban intracellularis megjelenést
mutat. A jelen vizsgalatsorozatban arra kerestiikk a valaszt, hogy a melanoma sejtekre
jellemz6 intenziv TASK-3-expresszid mely intracellularis struktirdhoz kothets. A
tenyésztett WM35 melanoma sejteken végzett immuncitokémiai kisérleteinkben a
mitokondrialis jelolés megoszlasi mintazata nagymértékii hasonldosadgot mutatott a TASK-3-
specifikus immunreakcioval. Az immunreakcié a sejtmag koriil, tobbmagvi sejtek esetén a
sejtmagok kozott, tovabba a ndvekvo nyulvanyokban kiilondsen intenziv volt, hiszen ezeken
a teriileteken a mitokondriumok mindig is nagyobb szamban ¢€s stirliségben vannak jelen. A
sejtfelszini membran gyenge jel6lddése ugyanakkor a jelolodési mintazat tovabbi, igen
meglepd jellegzetessége volt. A mitokondridlis co-lokalizacid bemutatdsa céljabol a
TASK-3 és MitoTracker kettds jelolés utan konfokalis mikroszképpal 0,5 um vastag optikai
szeleteket készitettiink a sejtréteg teljes vastagsagaban. Az igy késziilt felvételek alapjan
megallapithatd volt, hogy a szoros co-lokalizacio nem a két jel6l6dési mintazat egymasra
vetiilésének kovetkezménye, hanem az valdoban a TASK-3-csatornak mitokondrialis

membranban valo elhelyezkedését tiikrozte.

Ugyancsak vizsgaltuk a TASK-3-csatorndk jelenlétét a WM35 melanoma
sejtvonalbdl izolalt mitokondriumokon. A preparalasi eljaras végén kapott mitokondrialis
szuszpenzion MitoTracker festékkel és TASK-3-specifikus antitesttel végzett kettos jeldlés
utan szintén nagyfoku atfedést figyelhettiink meg a kétféle jelolodés mintazataban. Ez az
eredmény egy eltérd festési eljarassal is reprodukalhatdo volt, amelynek soran a
mitokondriumokat egy monoklonalis, citokrom-c-specifikus ellenanyaggal, a TASK-3-

csatornakat pedig egy poliklonalis TASK-3-cllenes antitesttel jeloltiik.
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A WM35 melanoma sejtvonalbdl preparalt mitokondrialis membranfrakcioban
Western-blot modszerrel is vizsgaltuk a TASK-3-fehérje jelenlétét. A Western-blot
kisérletek soran szukcinat-dehidrogenaz- (SDHA-), TASK-3- és a P,X;-tipusii purinerg
receptorokra specifikus primer antitesteket alkalmaztunk. A mitokondridlis membrant
tartalmazé mintdban megjelent a TASK-3-specifikus sav, ami igazolta, hogy a
csatornafehérje valoban expresszalodott valamelyik mitokondrialis membranban. Az SDHA
mitokondrialis enzimet jel6l6 antitest alkalmazasaval kapott immunpozitiv sav azt igazolta,
hogy a minta valoban mitokondridlis membranfrakciot tartalmazott, mig a P,X;-jelolédés
hianya azt jelezte, hogy a minta a sejtfelszini membranbol szarmazo6 szennyezddéstél mentes
volt. A TASK-3-specifikus primer antitest megfeleld miikodésének igazolasara pozitiv
kontrollként WM35 sejtvonalbol készitett, teljes sejtlizatumot tartalmazod mintat, negativ
kontrollként pedig naiv (azaz TASK-3-csatornat nem expresszald) HEK293 sejtekbol

készitett mintat hasznaltunk.

A melanoma sejtek TASK-3-expressziojanak kimutatdsit mRNS-szinten is
elvégeztilk. Ennek soran harom kiilonb6z6 melanoma sejtvonalbdl izolaltunk mRNS-t, és
megallapitottuk, hogy valamennyi mintabol szarmazé6 TASK-3-specifikus mRNS
szekvencidja teljes mértékben megegyezett a génbankban meghatarozott human TASK-3-
szekvenciaval. Ez a kisérletiink 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.

Tovabbi kontroll kisérleteket végeztiink annak bizonyitasara, hogy az
immuncitokémiai kisérleteinkben alkalmazott ellenanyag nem kotédott aspecifikus mdédon
valamely mitokondridlis proteinhez. Ennek érdekében a TASK-3-csatornat nem expresszald
C2C12 sejtvonalon tranziens transzfekciot végeztiink a human TASK-3-csatornat kodolo

pcDNA3 hTASK3/7 expresszios vektorral; majd a transzfektalt tenyészeten elvégeztiik a
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mitokondriumok és a TASK-3-csatorndk egyiittes jelolését.  Ezen kisérletekben a
transzfekcios hatasfoknak megfeleléen csak a sejtek egy (viszonylag kis) része mutatott
TASK-3 immunpozitivitast, mig a mitokondriumok jel6lddése valamennyi sejtben
egyértelmiien megfigyelhetd volt. A kisérlet eredménye alapjan megallapithattuk, hogy az

alkalmazott antitest nem okozta a mitokondriumok aspecifikus jelol6dését.

A humain keratinocytak TASK-3 immunpozitivitisa

Az eddig bemutatott eredményeink alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a
mitokondrialis TASK-3-expresszi6 vajon csak a tumorsejtek sajatja, vagy egyéb,
egészségesnek tekinthetd (nem malignusan transzformalt) sejttipusban is megfigyelheto ez a
jelenség. Mivel a szamos sejttipusra kiterjedd elokisérletes adataink szerint a HaCaT human
keratinocyta sejtvonal er6sen TASK-3 immunpozitiv, a malignus elvaltozast nem mutatd
sejtek modelljeként ezt a sejtvonalat hasznaltuk. A tenyészetben fenntartott HaCaT
keratinocytakra intenziv TASK-3 immunpozitivitdas volt jellemzd; ugyanakkor az
immunfestés és a mitokondridlis jelolddés mintazatanak Osszevetése arra engedett
kovetkeztetni, hogy (a melanoma sejtekhez hasonléan) a TASK-3-csatornak a HaCaT

sejtekben is expresszalddnak a mitokondriumokban.

A keratinocytak TASK-3-expresszidjanak megoszlasat in situ koriilmények kozott,
egészséges borbdl késziilt, beagyazott szovettani metszeteken is vizsgaltuk. Az egészséges
boér szamos sejttipusa egyértelmiien és intenziven TASK-3 pozitiv volt. A laphamsejtes
réteg keratinocytai mellett a szekretoros sejtek és a szOrtiiszOk keratinocytai is TASK-3
pozitivnak bizonyultak, mig a kdrnyez6 kotdszovetben nem jelent meg a TASK-3-specifikus
immunreakcio. A TASK-3 immunpozitivitdis megoszlasa a citoplazmaban gyakran
kimondottan szemcsés mintdzatot mutatott, ami a sejtmag koriil volt a legerésebb — a
jellegzetes jelolodési mintazat alapjan ezen sejttipus esetén is megalapozottnak tint a

csatornafehérje mitokondrialis expresszidjanak feltételezése.
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RNS-interferencia alkalmazasa

Bar az immuncitokémiai és Western-blot kisérleteink segitségével meggy6zden
demonstraltuk, hogy a TASK-3-csatorna jelen van a mitokondridlis membranban, ezen
kisérletek nem voltak alkalmasak annak igazolasara, hogy a csatornafehérje jelenléte
funkcionalisan is jelentés. Erre a célra RNS-interferenciat alkalmaztunk, és azt figyeltiik,
hogy a TASK-3 géncsendesités milyen valtozasokat idéz eld a tenyészetben fenntartott

melanoma sejtek megjelenésében és viselkedésében.

Mivel a kisérleti eredmények értékelése szempontjabol kulcsfontossagli volt annak
igazolasa, hogy az alkalmazott shRNS hatékony és specifikus volt, tobbféle mddszert is
alkalmaztunk a csokkent TASK-3-expresszié kimutatdsdra. Megallapitottuk, hogy az
shRNS-kazettaval végzett transzfekcio hatasara mind a TASK-3-specifikus mRNS, mind a
csatornafehérje expresszios szintje kimutathatoan csokkent. Az expresszios szint csokkenése
a transzfekci6 utani masodik napon mRNS- és fehérjeszinten egyarant szignifikans volt. A
negyedik napon a hatds még mindig lathato és szignifikans volt, azonban innentdl kezdve a
nem transzfektalodott sejtek rendszerint talnotték azokat, amelyekben a TASK-3-szintézis

gatolva volt, igy a negyedik nap utan tovabbi méréseket mar nem végeztiink.

Az shRNS-kazettat expresszald vektorral végzett transzfekcio sikerességét és
hatékonysagat immuncitokémiai kisérletekkel is vizsgaltuk. A géncsendesitett melanoma
sejtekben a TASK-3-specifikus immunreakcié sokkal kevésbé volt intenziv, mint a
scrambled RNS-t expresszalo vektorral transzfektalt tenyészeteken. A TASK-3-specifikus
immunfestés mellett S100- (egy a melanoma sejtekben expresszalodo kalciumkotd fehérje)
specifikus immunreakciot is végeztiink, amelynek intenzitdsa és megoszlasa nem mutatott

jelentds eltérést a kétféle tenyészetben.
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Morfologiai valtozasok a TASK-3-expresszio gatlasanak hatasara

Az shRNS-kazetta alkalmazasanak hatasara jellegzetes morfologiai valtozasokat
figyelhettiink meg a melanoma sejteken; a jelenség vizsgalata céljabdl a transzfekciot kovetd
2. napon differencial-interferencia-kontraszt (DIC) felvételeket készitettiink a kontroll és a
bekdvetkezd legszembetlinébb valtozas a kezelt sejtek citoplazmajaban megjelend durva

granulécio volt.

Az shRNS-kazettaval transzfektalt melanoma sejttenyészeten végzett TASK-3-
specifikus immunfestésrol késziilt felvételek szintén érdekes informaciot szolgaltattak a
bekovetkezett morfologiai valtozasokrol. A sikeresen transzfektalt sejtek a kontrollhoz
képest kisebbek voltak, nyulvanyaikat elvesztették, és TASK-3 immunjel6lédésiik
lényegesen kevésbé volt intenziv, mint a szomszédos, ép sejteké. A sejtméretben
bekovetkezett  valtozas  kvantitativ  értékelése  céljabél  meghataroztuk, majd
Osszehasonlitottuk a transzfektalodott és a megkimélt sejtek felszinének méretét, és
megallapitottuk, hogy a transzfektalt sejtek mérete a kontrollhoz képest egyértelmiien
csokkent. A DIC felvételekhez hasonléan az immunreakciorol késziilt fluoreszcens képen is
lathato volt, hogy a citoplazmaban erds granulaci6 jelent meg. Ezek a granulumok az esetek
egy részében gyenge, de egyértelmlii TASK-3 jelolodést mutattak. FEzen ,,szemcsék”
megoszlasa, mérete és alakja alapjan valdszinlinek tartjuk, hogy azok duzzadt
mitokondriumoknak felelhettek meg. Az shRNS-sel transzfektalt sejtek magjanak TASK-3
immunpozitivitasa jelentds mértékben csokkent, vagy megsziint; tovabba az shRNS-sel
kezelt, majd DAPI-val festett sejtkultirakban a TASK-3 negativ sejtmagok a megkimélt
sejteknél joval kondenzaltabb megjelenést mutattak. A fenti morfologiai elvaltozast mutato
sejtek aranya a scrambled RNS-sel kezelt tenyészetben 5.6 +2.2%, mig a hatékony,
TASK-3-specfikus shRNS-sel kezelt kultaraban 64.3 + 21.6% volt.
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A DNS-tartalom és a mitokondrialis funkcio csokkenése

A TASK-3-csatorna bioszintézisének gatlasa nemcsak a sejtek méretére és alakjara
volt hatassal, hanem csokkentette a tenyészet DNS-tartalmat €s mitokondrialis aktivitasat is.
A DNS-tartalom csokkenése arra utalt, hogy a transzfektalt tenyészetekben a sejtosztodas
iiteme csokkent a kontroll tenyészetekhez képest; ugyanakkor az MTT-assay eredményének
hatterében a transzfektalt tenyészetekben bekovetkezd sejtszamcsokkenés mellett a sejtek
mitokondrialis aktivitasanak csokkenése is allhatott. A TASK-3-csatornak mitokondrialis
elhelyezkedése, valamint a transzfekcido hatasara bekdvetkezd morfologiai valtozasok
egyarant arra utaltak, hogy a TASK-3 géncsendesités a mitokondrialis funkci6 csokkenését
okozhatta, ezért a mitokondridlis funkci6é kvantitativ jellemzésének céljabol elvégeztiik a
nyugalmi és a ROS-indukalt ROS-produkcié meghatdrozasat is. Habar a nyugalmi ROS-
produkcio a kontroll és a transzfektalt tenyészetekben nem tért el szignifikans mértékben, az
extracellularis H,O, adagolasaval indukalt ROS-termelés a TASK-3 géncsendesitett
tenyészetekben jelentdsen csokkent a kontrollhoz képest. Ezen megfigyelések arra utalnak,
hogy a TASK-3-csatornak hianya gatolja a mitokondrialis funkciot, igy az érintett sejtek nem

képesek a metabolikus hatasokra megfelel6 modon reagélni.

Megbeszélés

A TASK-3-csatorndk szamos fizioldgias funkciojuk mellett egyéb, nem fiziologias
folyamatokban is jelentdsek lehetnek. Miikodésiik egyik legellentmondasosabb pontja, hogy
mikdzben egyes koriilmények kozott kifejezetten serkentik az apoptozist, mas esetben
jelenlétiik és aktivitasuk anti-apoptotikus, és ezaltal tumorképzddést serkentd hatast biztosit.
A TASK-3-csatornak expresszidjat leirtak egyebek kozott emld-, colorectalis- és

V4

tiildécarcinomabol szarmazo sejtvonal (Ben-sejtvonal) esetében.
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Munkacsoportunk egy  kordbbi kdzleményében mar ismertettik azon
eredményeinket, amelyek igazoljak a tenyészetben fenntartott melanoma malignum sejtek
intenziv TASK-3-expresszidjat. Ezen munka keretében szembesiiltiink elsd izben a
sejttenyészetben fenntartott melanoma sejtek meglepd TASK-3-expresszids mintazataval: a
jelolédés kiilondsen intracellularisan volt erdteljes, jellegzetes, haldozatos mintazatot adott;
ugyanakkor a sejtfelszini membran jel6lddése nem volt szembet{ing. A jelen
vizsgalatsorozat eredményeként kapott kisérletes adatok (tobbek kozott) erre az érdekes
jelenségre is magyarazattal szolgalnak, amennyiben ramutatnak, hogy az intracellularis

TASK-3 jel616dés az ioncsatornak mitokondrialis elhelyezkedésével magyarazhato.

A TASK-3-csatornak intracellularis elhelyezkedését egyes munkacsoportok mar
korabban is jelezték, in vitro és in vivo koriilmények kozott egyarant. Ismeretes, hogy a
csatornafehérje sejtfelszini membranba torténd szallitdsaban a 14-3-3 adapter fehérje jatszik
szerepet. Ez az adapter protein a csatornafehérje C-termindlis régidjahoz kotddik, és
jelenléte elengedhetetlen a TASK-3-csatorna sejtfelszini megjelenéséhez; ugyanakkor a 14-
3-3 fehérje TASK-3-csatorna transzportjaban betdltott pontos szerepe tovabbra sem ismert.
Xenopus oocytakon végzett kisérletek alapjan a 14-3-3 protein fokozott expresszidja novelte
a sejtmembranon folyé TASK-3-dram amplitiddjat; a csatornafehérje C-terminalis
szemben szignifikans mértékben csokkentette a sejtfelszini TASK-3-4ramot. Kimutattak,
hogy elegendd egyetlen aminosav delécidja a C-terminalisrdl ahhoz, hogy a 14-3-3 protein
kotédése ne menjen végbe, és a csatornafehérje sejtmembranban vald megjelenése
akadalyozott legyen. A csatornafehérje mutacidjanak lehetdségét azonban a jelen
eredmények alapjan egyértelmiien kizarhattuk, mivel a melanoma sejtekb6l izolalt mRNS

szekvencidjaban mutacié nem volt megfigyelhetd. Alternativ magyarazat lehet ugyanakkor,

hogy a melanoma sejtekben maga az adapter protein hianyzik, vagy modosult.
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A TASK-3-csatorna intracellularis megjelenését a patkany kozponti
idegrendszerében is kimutattak, ahol a Golgi-apparatus, az endoplazmatikus retikulum és
egyes intracellularis vezikulumok TASK-3-expresszidja volt a legkifejezettebb, viszont a
mitokondriumok €s a sejtmag jeldl6dése nem volt jellemzd. A korabbi eredmények alapjan
feltételeztiik, hogy a TASK-3-csatorndk intracellularis jelenléte a melanoma sejtek esetében
is valamely sejtorganellumhoz kothetd. A jelen kisérletekben mitokondialis markerekkel
valo kettds jeloléssel egyértelmii, szoros co-lokalizaciot mutattunk ki, ami a TASK-3-
csatorna mitokondridlis jelenlétét jelezte. Felmeriilt viszont a kérdés, hogy vajon a
mitkondriumokban megjelend TASK-3-csatornaknak van-e funkcionalis jelentdsége; ha igen,
akkor vajon mi lehet az; tovabba, hogy pontosan hova is tehetd a TASK-3-csatornak

expresszidja a mitokondriumokon beliil.

A jelen munkaban bemutatott eredményeink alapjan megalapozottan kijelenthetjiik,
hogy a TASK-3-csatornék jelentds szereppel birnak a mitokondrialis funkci6 fenntartasaban.
A csatornafehérje szintézisének gatlasa a sejtkultirakban jellegzetes morfologiai
valtozasokat okozott, valamint hatidsara csokkent a sejtek mérete, DNS-tartalma és

metabolikus aktivitasa is — azaz a (mikodoképes) csatorna létfontossagu lehet az azt

Bar a jelen vizsgalatsorozat eredményei alapjan sem a TASK-3-csatornak
mitokondriumon beliili lokalizacidja, sem azok pontos funkcidja nem hatarozhatd meg,
néhany lehetéség megemlithetd. Ismeretes, hogy bizonyos K'-permeabilis csatornak
megtalalhatok a belsd mitokondridlis membranban: az ATP-szenzitiv K'-permeabilis
csatornak (mtKATP) példaul a mitokondriumok térfogatanak szabalyozasaban jatszanak
szerepet, de a mitokondriumok oxidativ funkcidjadhoz elengedhetetlen protongradiens és
transzmembran elektromos potencial fenntartasaban is jelentéségiik van. Elképzelhetd, hogy

hasonlé funkcidt toltenek be a TASK-3-csatorndk is. Nem kizarhatd azonban az sem, hogy a
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TASK-3-csatornak a mitokondriumok kiils6 membranjaban expresszalodnak; ebben az
esetben az Un. Bcl-csatornakkal analdg feladataik lehetenek. A funkcionalis Bcl-csatornak
kationpermeabilis  porusként mikodnek, aktivaciojuk a mitokondridlis membran
hiperpolarizacidjahoz vezet, ami csokkenti a citokrom-c felszabaditasat, és eldsegiti a

mitokondrialis ozmotikus homeosztazis fenntartasat.

Igen érdekes jelenség a TASK-3-csatornak azon természete, hogy azok bizonyos
kiirdlmények kozott anti-apoptotikus, tumorképzddést serkenté funkciot mutatnak;
ugyanakkor mas esetekben (példaul a cerebellaris szemcsesejtekben), a jelenlétiik
kifejezetten pro-apoptotikus, ¢és elengedhetetlen a migralé szemcsesejtek, egyébként
fiziologiasan bekdvetkezd, apoptodzisahoz. A csatornak ezen ellentmondasos viselkedésének
pontos oka nem ismert, viszont szamos feltételezés létezik a jelenség magyardzatara;
egyebek kozott felmeriilt annak lehet6sége, hogy a daganatos sejtekbdl esetleg hianyoznak
az apoptotikus ttvonal bizonyos kulcselemei. A jelen vizsgalatokban alkalmazott melanoma
sejtvonalak esetében ez a lehet6ség azonban nem jon szoba, mivel bennilk 2-metoxi-

Osztradiol hatasara apoptozis valthato ki.

Az ellentmondasos viselkedés a sejtfelszini membranban mérheté TASK-3-aram
amplitadojaval is dsszefliggésbe hozhatd, ami a cerebellaris sejtekben 1-2 nA nagysagu, mig
a malignus Ben sejtvonalban minddssze kb. 100 pA, annak ellenére, hogy a Ben-sejtek
egyébként fokozott TASK-3-expressziot mutatnak. Mindezek alapjan elképzelhetd, hogy a
Ben-sejtekben a csatornafehérje intracellularisan van jelen, és esetleg éppen a mitokondrialis
funkcié tamogatasa révén jarul hozza a sejtek életben maradasdhoz. Ez a hipotézis
magyarazatul szolgalhat arra is, hogy a Ben-sejtekben a TASK-3-csatornak fokozott

expresszidja miért nem tiikrozddik a sejtfelszini TASK-3-aram amplitadojaban.

Ha a fent emlitett lehetOségek barmelyike igaz, akkor az azt jelzi, hogy végs6 soron

a TASK-3-csatornak lokalizacidja hatarozza meg, hogy azok aktivacidja sejthalalt, vagy
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pedig a hypoxidval és szérumdeprivacioval szembeni fokozott ellenallast kozvetit. A
sejtfelszini membranban elhelyezkedd TASK-3-csatornak aktivaciéja K'-kiaramléast okoz,
ami apoptotikus sejttérfogat-csokkenéshez, majd sejthalalhoz vezet. Amennyiben viszont a
TASK-3-csatornak a mitokondriumokban helyezkednek el — mint példaul a melanoma
sejtekben —, aktivitasuk fokozhatja a mitokondrialis funkciot, igy jo hatassal lehet az ATP-

termeld folyamatokra.

Tekintettel a TASK-3-csatorndk melanoma malignum sejtek  tulélésének
biztositasaban betdltott szerepére, felmeriil azok esetleges terapias célpontként valo
alkalmazasanak lehet6sége. 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 melanocytak és a keratinocytdk. A gastrointestinalis tractusban intenziv
intracellularis TASK-3-expresszié volt megfigyelheté az intestinalis epitheliumban és a
neuronalis elemekben, mig a kotdszoveti elemek és a simaizomsejtek TASK-3 negativnak
bizonyultak. Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy célsejt-specifikus alkalmazas nékiil nem
tlinik jarhatoé utnak a rosszindulatian elfajult sejtek TASK-3-csatornakon keresztiil torténd

pusztitasa.

Eredményeinket 0Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a melanoma sejtek
mitokondriumaiban funkcionalis TASK-3-csatornak vannak jelen. Ez a megfigyelés
nemcsak az intracellularis TASK-3-expresszio hatterét tarja fel, hanem a TASK-3-csatornak
aktivitasa és a daganatos sejtek életképessége kozotti Gsszefliggés megértésében is jelentds

lehet.
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Osszefoglalas

A TASK-3-csatornak szamos sejttipusban jelen vannak, egészséges és daganatos
elfajulast mutato sejtekben egyarant. A csatornafehérje tumorképzddést serkentd funkciojat
mar szamos daganattipusban felvetették. Jelen munkankban immunjellési modszerekkel
vizsgaltuk a TASK-3-csatornafehérje megoszlasi mintdzatat tenyészetben fenntartott
melanoma malignum sejtekben, valamint a daganatos elvaltozast nem mutaté6 HaCaT human
keratinocyta sejtvonalban. Az immuncitokémiai kisérletek elvégzése el6tt a melanoma
sejtek TASK-3-expresszidojadt mRNS-szinten is igazoltuk. A csatornafehérje sejten beliili
megoszlasa elsGsorban intracellularis mintdzatot mutatott, mig a sejtfelszini membran
jelolddése nem volt szembetiing. Kettds jelolés alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a
TASK-3-csatornak és a mitokondriumok jel616dési mintdzata mindkét vizsgalt sejttipusban
nagymértéki atfedést mutat. Ezen eredményt megerdsitették a human borbol készitett
szovettani metszeteken végzett immunhisztokémiai kisérleteink, ahol hasonlo festodési

mintazatot tapasztaltunk a melanocytakban és keratinocytakban egyarant.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a TASK-3-csatornak a melanoma sejtek
mitokondrialis membranjdban helyezkednek el, és szerepet jatszanak a mitokondrialis
funkcioban.  Egyes felvetések szerint a hypoxia iranti tolerancia fokozéasa révén
hozzajarulnak a sejtek életképességének fenntartasadhoz, tamogatva a daganatos sejtek

¢életképességét és 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 létre. A csdkkent TASK-3-
expresszido eredményeképpen a sejteken jellegzetes morfoldgiai valtozasokat figyelhettiink

meg, csokkent a sejtek DNS-tartalma és metabolikus aktivitdsa, valamint a mitokondrialis
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funkcié is karosodast szenvedett. Ezen valtozasok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a
mitokondriumokban expresszalt TASK-3-csatorndk kulcsfontossdgu szerepet jatszanak a
melanoma sejtek életképességének fenntartasaban. Tovabbi vizsgélatokat igényel annak
tisztazasa, hogy a csatornafunkcio és a sejtek életképessége kozotti dsszefiiggés valamilyen

mddon kiaknazhato-e a daganatellenes terapiaban.
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