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1. BEVEZETES

1.1. K'-csatornak és jelentéségiik a sejtek miikédésben -

amirol a mikroelektrodak nem beszélnek...

11.1. A ,klasszikus” K'-csatornak molekularis szerkezete és

csoportositasa

A K'-csatorndk meghatarozé jelentdséggel birnak az ingerlékeny és nem-
ingerlékeny sejtek fiziologias folyamataiban, de jelentdségiiket kimutattdk egyes
patologias elvaltozasok genezisében is. A K'-csatornak igen heterogén funkcidinak
magyarazata az ehhez a csoporthoz tartozé molekuldk rendkiviili diverzitasaban rejlik.
Ismeretes, hogy a kiilonboz6 - egymastol gyakran Iényegesen eltérd sajatsagokkal és
funkciokkal jellemezhetd - K'-csatornak az o&ket felépité alegységek szama és
struktardja alapjan un. fécsoportokba (vagy szuperfamilidkba) oszthatok (Rudy, 1988;
Coetzee és munkatdrsai, 1999).

A leghamarabb felismert, és jelen pillanatban is a legnagyobb szamu K -csatornat
magaba foglalo focsoportot a fesziiltségvezérelt (Kv) K -csatornak képezik. Bar az ide
tartozd6 molekuldk biofizikai jellegzetességei, elektromos sajatsagai és funkcidi igen
jelentds kiilonbséget mutatnak, molekularis szerkezetiikben megegyez6, 4altalaban
depolarizacié hatdsara aktivalédd ioncsatorndkrdl van szd. A Kv-csatorndkat négy
alegység ¢épiti fel, melyek mindegyike hat transzmembran doménnal rendelkezik

(Catterall és munkatdrsai, 1993; 1. abra).
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1. abra

A fesziiltségvezérelt K'-csatornik egy alegységének molekularis szerkezete
Az abra részleteivel kapcsolatosan lasd a szoveget.



A 4. pozicidban taldlhatdo domén (S4) jelentdségét az adja, hogy itt szamos pozitiv
toltéssel rendelkezd aminosav taldlhatd, igy ez a szakasz képezi a csatorna
fesziiltségszenzorat. Emlitést érdemel még, hogy az S5 és az S6 transzmembran régiok
kozotti hurok (Hs- vagy P-régio) mélyen benyulik a sejtfelszini membranba. A
funkcioképes K'-csatornakat felépité négy alegység ezen hurkot formalé régiéi egymas
felé tekintenek, igy hozva létre a K'-permeabilis porust. A jellegzetes molekularis
strukturabol fakadéan a Kv osztalyba sorolhaté K'-csatornakat 6TM-P csatornak néven
is emliti az irodalom, utalva az egyes alegységek hat transzmembran szakaszara és a
porusformald hurokra.

A fesziiltségvezérelt K'-csatornak igen sokrétdi funkcioval rendelkeznek, de
altaldnossagban elmondhat6, hogy tobbnyire az akcids potencidlokat kovetd
repolarizacid és utdhiperpolarizacid kialakitasaért, valamint egyes tipusaik az akcios
potencidlok késleltetéséért, esetleg azok kialakulasanak megakadalyozasaért felelosek.
A Kv-csatornak heterogenitasanak hatterében az 4ll, hogy az egyes csatornaalegységek
tobb alcsoportba oszthatok, és az alcsoportokon beliil szdmos véltozat taldlhato,
amelyek kombinacidjaval egészen eltéré funkcionalis sajatsagokkal felruhazott K'-
csatorndk johetnek 1étre.

1949-6ta ismert (Katz, 1949), hogy léteznek olyan membranok, amikben nem
pusztan a depolarizacio, hanem a hyperpolarizicié alkalmazasa is a membran K'-
permedbilitdsdnak fokozodasaval jar. A kés6bbi célzott vizsgalatok ramutattak, hogy a
Katz altal elsdként megfigyelt, hyperpolarizacié hatasara aktivalodé csatornak két nagy
csoportba oszthatok, amennyiben megkiilonboztethetok a ,klasszikus” befelé
egyeniranyitd (inward rectifier) K -csatornak (ezek aktivitasara figyelt fel elséként
Katz) és a hyperpolarizacid hatasara aktivaloédd nem-specifikus kationcsatornak. Utdbbi
csatornaféleség targyaldsa nem célja a jelen disszertacionak, am mindenképpen
emlitésre érdemes, hogy ezek az ioncsatorndk feleldsek a sziv ingerképzéséért (Brown
és munkatdrsai, 1979; Brown és DiFrancesco, 1980), de jelenlétiik és aktivitasuk
kiilonb6z6é neuronok esetében is bizonyitott, igen szertedgazd funkciokkal (Banks és
munkatdrsai, 1993; Cuttle és munkatdrsai, 2001).

Hasonléan a Kv-csalad tagjaihoz, a befelé¢ egyeniranyitdo K'-csatornak (Kir) is
négy alegység Osszeszerelddése kovetkeztében jonnek 1étre (Doupnik és munkatdrsai,
1995). Az alegységek tulajdonképpen egy ,lecsupaszitott” Kv-alegységnek felelnek
meg, ugyanis a Kv-alegységek karboxi-terminalisan talalhato két utols6 (azaz az 5. és

6.) transzmembran szakaszat ¢és a koztik elhelyezkedd porusformalé hurkot



tartalmazzdk (Kubo és munkatdrsai, 1993; 2. ébra). Az alegységek ezen
jellegzetességei miatt az ilyen csatorndkat gyakran 2TM-P csatorndkként emliti az
irodalom. Mivel a befelé egyeniranyit6 K'-csatornak kifelé irdnyulé K'-aram
vezetésére is képesek, aktivitdsuk hozzajarulhat a nyugalmi membranpotencial
kialakulasdhoz (bar onmagukban nem elégségesek annak létrehozasahoz; Stanfield,
1988); ugyanakkor (mivel erésebb depolarizacid hatdsira zarodnak) nem szegiilnek
szembe a depolarizald hatisokkal, energetikailag kedvezObb helyzetet teremtve az
akcios potencidlok kialakuldsdhoz. Az is felmeriilt, hogy a befelé egyeniranyité K'-
csatornak biztosithatjdk a hardntcsikolt izom aktivitasanak kovetkezményeként a
transversalis tubulusokban felhalmozodott K sejtbe jutasat (1asd Adrian, 1969; Hille és
Schwarz, 1978; Hagiwara és Jaffe, 1979).

2. abra

A befelé egyeniranyito K'-csatornak egy alegységének molekuliris szerkezete
Az abra részleteivel kapcsolatosan lasd a szoveget.

1.1.2. Az ikerpérusu K*-csatornak — egy dogma halala

Régota ismeretes, hogy az ¢élo sejtek intra- és extracellularis tere kozott
potencialkiilonbség mérhetd, aminek értéke a vizsgalt sejt tipusatol fiiggden viszonylag
tag hatarok kozott valtozik (am az intracellularis tér mindig negativabb a
kornyezeténél). A membranpotencial aktudlis értékének szamitdsara a Goldman-

Hodgkin-Katz (GHK) egyenlet alkalmazhato:

ot nl e n ke, or]
= n _ >
F PK*[K+J1+pNa+lNa+J1+pcrlCl JE

(1

ahol E a szamitott membranpotencial, R az univerzalis gazallando, T a hémérséklet
Kelvinben kifejezett értéke, F a Faraday-allando, p az egyes ionok permeabilitasa, [X]g
¢és [X]r az adott ion extra- és az intracellularis koncentracidja. Az egyenlet egyik igen
Iényeges ilizenete, hogy a sejtek nyugalmi membranpotencialja azért alakul ki, mert a

sejtfelszini membran K'-ra vonatkozo permedbilitasa igen jelentds. Annak ellenére,



hogy mar az 1940-es éve 6ta ismert volt mind a GHK-egyenlet, mind a nagy K'-
permeabilitas jelentdsége a nyugalmi membranpotencial kialakulasaban, az azért felelds
ioncsatorndk azonositasara csaknem az ezredforduldig kellett varni. Ketchum és
munkatdrsai 1995-ben szamoltak be arrdl, hogy egy, az addig ismert K -csatornéktol
teljesen kiilonbozé K -permeabilis molekulat talaltak, ami molekularis szerkezetében,
viselkedésében és funkcioiban is teljesen eltért attol, amit a K -csatornak strukturaja
vontakozdsdban mar-mar dogma szerlien rogziilt a tudomanyos gondolkodasban

(3. abra).
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3. abra

Az ikerporusu K'-csatornak egy alegységének molekularis szerkezete
Az abra részleteivel kapcsolatosan lasd a szoveget.

Ezen uj tipusi K'-csatorndk esetében a funkcioképes molekulat felépitd
alegységek négy transzmembrdn szakaszt tartalmaznak, ¢és az alegységek
mindegyikében két olyan hurok azonosithaté, ami szerepet jatszik a porus
kialakitasaban. Ezek a porusformalé hurkok az alegységen beliill egymds utan
(,tandem” elrendezésben) helyezkednek el. Szemben az eddig ismertetett K'-
csatorndkkal, ahol a miikodoképes struktira kialakuldsa négy egyedi alegység
Osszeszerel6dését kovetelte meg, ezen 0j tipusi csatorndk esetében az alegységek
dimerizécioja kovetkezik be, amihez az 1. és a 2. transzmembran szegmens kozott
talalhato, 44 aminosavat tartalmazo, o-helikalis struktirat mutatd szakasz, az un. ,,self-
interacting domain” (SID) épsége sziikséges (Lesage és munkatdrsai, 1996). A SID-en
beliil kiemelked?d jelentdségiinek tiinik a 69-es pozicidban taldlhaté cisztein, mivel a két
szembenalld cisztein kozott kialakuld diszulfid-kotés stabilizalja a kész csatornat.
Tekintve, hogy a dimerizdcioban részt vallalo két alegység mindegyike két
porusformalé hurkot tartalmaz, a csatornafehérje 6sszeszerel6dése utan a kész porusban
ugyanugy négy hurok taladlhato, mint a Kv- és a Kir-strukturak esetében.

A jellegzetes molekuléris szerkezet alapjan az itt véazolt fOcsoportba tartozo

csatornakat 4TM-PP csatornakként jeldli az irodalom, bar az ,,ikerporusa K'-csatorna”



elnevezés is 1étjogosultsagot nyert. (Meg kell azonban jegyezni, hogy a funkcidképes

csatorna valdsziniileg nem rendelkezik két fiiggetlen K'-permeabilis porussal, pusztan a

pérust formdld aminosavszekvenciabol rendelkezik kettdvel, amik azonban egyetlen

porus kialakitasaban vesznek részt.)

A tovabbi vizsgélatok ramutattak, hogy ennek a csatornacsaladnak szédmos

reprezentansa van, melyek tobb-kevesebb szekvenciahomologiat mutatnak. Az elsdként

leirt osztadly a TWIK-csatornak (Lesage és munkatdrsai, 1996; Chavez és munkatdrsai,

1999) csoportja volt (Tandem of pore domains in weak inward rectifier K channels), és

valamennyi késobb felfedezett csatorna ezen csaladrol kapta a nevét. A jelenleg ismert

tovabbi ikerporust K -csatornaosztalyok az alabbiak:

TREK:

TRAAK:

TASK:

TALK:

THIK:

TRESK:

TWIK-related K" channel (Fink és munkatdrsai, 1996;
Patel és munkatdrsai, 1998; Patel és munkatdrsai, 2000,
Bang és munkatdrsai, 2000; Lesage és munkatdrsai, 2000)
TWIK-related arachidonic acid-stimulated K’ channel
(Fink és munkatdrsai, 1998)

TWIK-related acid-sensitive K channel (Duprat és
munkatdrsai, 1997; Leonoudakis és munkatdrsai, 1998;
Reyes és munkatdrsai, 1998; Kim és munkatdrsai, 1999;
Kim és munkatdrsai, 2000; Rajan és munkatdrsai, 2000
Kim és Gnatenco, 2001; Ashmole és munkatdrsai, 2001)
TWIK-related alkaline pH activated K™ channel (Girard és
munkatdrsai, 2001; Decher és munkatdrsai, 2001)
TWIK-related halothane-inactivated K™ channel (Rajan és
munkatdrsai, 2001)

TWIK-related spinal cord K channel (Sano és

munkatdrsai, 2003)

Az egyes osztalyokon beliil a csatorndkat a felfedezésiik sorrendjében latjak el
sorszdmokkal, igy létezik pl. TREK-1 és TREK-2 vagy TASK-1, TASK-2, TASK-3,
TASK-4 és TASK-5 csatorna, stb.



1.1.3. A TASK-csalad jellemzéi

A jelenleg altalanosan elfogadott allaspont szerint emlds sejtekben a TASK-1
csatorna jelenléte és aktivitasa felelés a GHK-egyeneletben részletezett nagy nyugalmi
K'-konduktancia kialakitasaért (Duprat és munkatdrsai, 1997), igy a TASK-1 csatornak
kiilonosen jelentdsek a nyugalmi membranpotencidl, valamint a sejtek bemend
ellenallasanak ¢és ingerlékenységének meghatidrozdsaban. Bar a terminologia szerint a
TASK-csalad jelenleg 6t tagot szamlal (TASK-1-5), a TASK-1, TASK-3 és TASK-5
csatorndk lényegesen nagyobb szekvenciahomologiat (igy rokonsdgot) mutatnak
egymassal, mint a TASK-2 és a TASK-4 csatornakkal (Kim és munkatdrsai, 1999,
Rajan és munkatdrsai, 2000; Czirjdk és Enyedi, 2002; Talley és munkatdrsai, 2002). Az
Ujabban elfogadott allaspont szerint a TASK-2 és a TASK-4 csatornak inkabb a TALK-
familiahoz tartoznak (Girard és munkatdrsai, 2001; Decher és munkatdrsai, 2001).

A TASK-csatornak biofizikai jellegzetességeivel kapcsolatosan kiemelhetd, hogy
érzékenyen reagalnak a pH valtozasaira; az extracellularis pH savas irdnyu eltolodasa
ezen csatornak zarodasat idézi eld (Duprat és munkatdrsai, 1997; Leonoudakis és
munkatdrsai, 1998; Kim és munkatdrsai, 2000; Reyes és munkatdrsai, 1998). A pH-
a K" permeabilis porus kiilsé szajadékahoz kozel elhelyezkedd hisztidinnek (Kim és
munkatdrsai, 2000; Rajan és munkatdrsai, 2000). Mig a TASK-1 csatorndk mintegy
90%-a talalhatd nyitott allapotban 7,7-es extracellularis pH mellett, addig pH = 6,7
esetén ez az arany mindossze 10%. A TASK-2 és a TASK-3 csatornak pH
érzékenysége némileg alacsonyabb, a TASK-3 csatorndk kb. 1 pH egységgel durvabb
valtozasokat igényelnek az ugyanilyen mértékii gatlas kifejlddéséhez, mig a TASK-2
csatorndk 90%-anak nyitott allapotban tartdsdhoz 8,8-es pH sziikséges, és azt pH = 6,5-
re kell csokkenteni ahhoz, hogy csupan a csatornak 10%-a legyen aktivalt allapotban.

A TASK-csatornak a kozonséges K'-csatornagatlo-szerekre (Cs”, Ba®", 4-
aminopiridin, tetraetil-ammonium)  érzéketlenek; ugyanakkor néhany  helyi
érzéstelenitésre hasznalatos szer (pl. lidokain, bupivikain) gatolja miikodésiiket
(Leonoudakis és munkatdrsai, 1998, Reyes és munkatdrsai, 1998; Kindler és
munkatdrsai, 1999). Ezen tulmenden a TASK-1 csatorna az anandamid, a TASK-3
csatorna pedig a ruténiumvords alkalmazasaval specifikusan gatolhatd (Czirjdk és

Enyedi, 2003a). Az is bebizonyosodott, hogy az anandamid TASK-1 csatornat gatld
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effektusa nem a kannabinoidreceptorokra kifejtett hatas, hanem kozvetleniil a
csatornafehérjével torténd interakcid kovetkezménye.

Igen lényegesnek tiinik az a felismerés, hogy egyes gaznemil altatoszerek (pl.
halotan) aktivaljak a TASK-1 és TASK-2 (tovabba a TREK-1 és TREK-2) csatornakat
(Patel és munkatdrsai, 1999; Lesage és munkatdrsai, 2000). Ennek nyoman ugy tiinik,
hogy a 4TM-PP csatornak jelenléte nem pusztdn a nyugalmi membranpotencial
kialakuldséaval kapcsolatos kérdésekre ad valaszt, hanem ezen csatorndk képében
megjelent a gaznemi altatdszerek hatdsanak oly régota keresett célpontja. Konnyl
belatni ugyanis, hogy az itt targyalt K'-csatorndk halotdn jelenlétében bekdvetkezd
aktivaciéja a neuronok hiperpolarizaciojat, igy azok ingerlékenységének jelentds
csokkenését okozza, ami megmagyardzhatja az inhaldcios anesztetikumok jol ismert
altatd, kozponti idegrendszert gatld hatasat.
vonatkozasaban jelentOs eldrehaladas tortént a kozelmultban, a TASK-csatornak pontos
szoveti megoszlasanak és az ott betdltott szerepének vonatkozasaban sokkal hézagosabb
informacioval rendelkeziink. A TASK-csatorndk egyik lehetséges konkrét bioldgiai
jelentdsége a periférids kemoreceptorok mitkodéséhez kothetd (Buckler és munkatdrsai,
2000). Bebizonyosodott, hogy az I. tipusu receptorsejtek a TASK-csatornakat
expresszaljak, és az oxigén jelenléte (eddig nem pontosan tisztdzott médon) képes ezen
TASK-csatornak, igy végso soron a receptorsejtek mikddésének befolyasolasara. Ezen
tulmenden a TASK- (és ezen beliil a TASK-3) csatornak fontos szerepet tolthetnek be
Czirjdk és Enyedi, 2003D).

Ugyancsak lényeges megallapitasnak tiinik, hogy a patkdny cerebellum
szemcsesejtjeinek permanens K -aramat (Ikso, standing outward K" current; Watkins és
Mathie, 1996) ugyancsak a TASK-1 csatorndk jelenléte és aktivitasa okozza (Millar és
munkatdrsai, 2000). Az is bebizonyosodott, hogy a kisagyi szemcsesejtek permanens
K'-arama a tenyészetben fenntartott neuronok esetében is megfigyelhetd. A szerzék
nem tapasztaltak ugyan érdemleges TASK-1 immunreaktivitdst az egy napos
szovettenyészetben elhelyezkedd szemcsesejteken, a 7 napos tenyészeteken azonban
intenziv TASK-festddés volt demonstralhatd. A munka egyik mellékleleteként az
irodalomban elséként szamoltak be arrol, hogy az astrocytakra specifikus GFAP-t (glial
fibrillary acidic protein) expresszald sejtek a TASK-1-specifikus immunreakciora is

pozitivitast mutattak. A késObbiek sordn mas szerzok is igazoltak az astrocytak TASK-
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1-specifikus festddését (Kindler és munkatdrsai, 2000; Ruszndk és munkatdrsai, 2004).
Az astrocytdk TASK-2 pozitivitdsara vonatkozé adatok némileg ellentmondoéak, de az
mindenképpen bizonyosnak latszik, hogy az ezen sejtek altal mutatott TASK-2
expresszid lényegesen kisebb jelentdségili, mint a TASK-1-csatorndk esetében
tapasztalhat6 helyzet (Gabriel és munkatdrsai, 2002; Ruszndk és munkatdrsai, 2004).

A TASK-csatorndk miikddésének leirasat célzd legfrissebb adatok egészen
meghokkentd eredményeket szolgaltattak ezen csatorndk lehetséges bioldgiai
funkcidinak vonatkozasaban. Az egyik tanulmény azt bizonyitotta, hogy a TASK-1 és a
TASK-3 csatorndk expresszidja és funkcidja fontos szerepet jatszik az apoptozis
indukciojaban (Lauritzen és munkatdrsai, 2003). A szerzoék megéllapitottak, hogy a
cerebellaris szemcsesejtek perzisztens K '-dramait gatolva (akar genetikailag
megakadalyozva ezen csatorndk expresszidjat, akdr a mar megjelent csatornak
mikodésének gatlasa altal) a sejtek pusztuldsa jelentdsen csokkenthetd volt. A TASK-
csatornak apoptdzis indukcidjaban betdltott fontos szerepét tdmasztja az is ald, hogy a
TASK-1 és TASK-3 csatornakat hippocampalis neuronokban expresszalva (ahol
fiziologidsan nincsenek jelen) azokban sejtapoptdzist indukalnak.

Pei és munkatdrsai (2003) még ennél is figyelemre méltobb (ugyanakkor a
fentieknek némileg ellentmond6) eredményekrdl szamoltak be. Ismeretes volt, hogy a
TASK-3 csatornak génszintli amplifikdcidja mutathatd ki egyes tumorféleségekben,
els@sorban emlétumorok esetén (Mu és munkatdrsai, 2003). A szerz6k megallapitottak,
hogy a TASK-3 csatorndk overexpresszidja egér fibroblasttenyészetben jelentdsen
novelte a sejtproliferacié mértékét; a funkcioképtelen (egy pontmutacié révén K'-ra
impermedbilis) csatornavaltozat ugyanakkor ilyen hatdst nem mutatott.  Ezen
tulmenden, a vadtipusi TASK-3 overexpresszioja a fibroblastok TNF altal kivaltott
apoptézisat felére csokkentette, ugyanakkor a mutans (funkcioképtelen) valtozatnak
ilyen hatasa nem volt. Ezek a kisérletek arra utaltak, hogy a funkcionalis TASK-3
csatorndk overexpresszidja valdban fokozott sejtproliferaciot okoz, mindamellett
csokkenti az apoptozis valdszinliségét, ami nyilvanvaléan tumorigén hatast jelent. A
szerzOk azt is megmutattak, hogy TASK-3 overexpressziot mutaté C8 sejteket egerekbe
injektalva két héten beliil olyan tumorok alakultak ki, melyek mérete lényegesen
meghaladta azoknak a daganatoknak a méretét, amiket a kontroll kisérletekben
(overexpresszid nélkiili C8 sejtek) lattak, vagy a funkcidképtelen TASK-3 csatornakkal

overexpresszalt C8 sejtek alkalmazasaval tapasztaltak.
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A fenti kisérleti adatokon végigtekintve, trivialisnak tlinik az a megallapitas, hogy
a TASK-csatorndk alapvetd szerepet jatszanak mind a fizioldgias, mind a patologias
sejtmiikodésben. Sajnalatosan kevés adat all azonban rendelkezésre a TASK-csatornak
pontos lokalizacidjanak és szoveti megoszlasanak vonatkozasdban. Mig a TASK-1 és a
TASK-2 csatorndk esetében torténtek erdfeszitések a  patkany kozponti
idegrendszerében fellelhetd megoszlasuk feltérképezésére, joval kevesebb eredmény
szilletett a TASK-3 csatornak lokalizaciojara vonatkozélag. FErdemes ugyanakkor
megjegyezni, hogy Karschin és munkatdrsai (2001) erételjes TASK-1-, TASK-3- és
TASK-5-specifikus  mRNS  expressziordol — szamoltak be patkdny kozponti
hallorendszerében.

Még ennél is kevesebb adattal rendelkeziink a TASK-specifikus fehérjék emberi
szovetekben tapasztalhatd lokalizacidjara vonatkozdlag. Az igen csekély szamu
dolgozat koziil kiemelheté a Medhurst és munkatdrsai (2001) altal k6zolt munka,
amiben emberi szovetekbdl késziilt homogenizatumokban vizsgaltak a TASK-1-,
TASK-2- és TASK-3-specifikus mRNS expresszigjanak mértékét. A jelentdsebb
megallapitasok koziil kiemelhetd, hogy a TASK-2-specifikus mRNS igen kicsiny, mig a
TASK-3-specifikus mRNS jelentds mennyiségben volt kimutathatdé az emberi
cerebellumban - a TASK-1-specifikus mRNS mennyisége a kettd kozott volt. Bar ezen,
az mRNS jelenlétére vonatkoz6 adatok igen érdekesek, onmagukban semmiképpen sem
elegendék a TASK-csatorndk human szdvetekben torténd megoszlasdnak behato
analizisére, hiszen nem adnak tdjékoztatast a szdveten beliili, egyes sejtek szintjén
megjelend mintazatrol. Ezen tOlmenden az mRNS jelenléte (vagy hianya)
semmiképpen sem igazolja a kész fehérjetermék jelenlétét vagy hidnyat, igy a
specifikus, fehérje szintli (és lehetdség szerint funkcionalis) vizsgalatok elvégzése
elkeriilhetetlen. Részben ezen megfontolasok altal vezetve tettlink mar korabban is
erofeszitéseket arra, hogy a TASK-csatornak egyes tagjainak (TASK-1, TASK-2 ¢és
TASK-3) szoveti megoszlasat az eddigieknél is pontosabban feltérképezziik (Ruszndk és
munkatdrsai, 2004). Ezen munka keretében szamoltunk be a TASK-3 csatornak
patkany  cerebellumban  megfigyelhetd  megoszlasi  mintazatarol, tovabba
megallapitottuk, hogy a TASK-csatornak mindegyike expresszalodik a patkédny agyabol
izolalhato astrocytdk sejtfelszini membranjaban. Az eredmények azt is megmutattak,
hogy jelentds TASK-expresszido lehet az astrocytdk endoplasmaticus reticulumanak
membranjaban is. A vizsgalatok eredményeként adatokat kozoltiink a TASK-csatornak

emberi szovetekben torténd megoszlasardl is. Ezen kisérletek keretében
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megallapitottuk, hogy a kisagyi Purkinje- és szemcsesejtek igen erdteljes TASK-3,
ugyanakkor valamelyest gyengébb TASK-1 expressziot mutatnak, de pozitivnak
mutatkozott a molekularis réteg is. Osszhangban a korabbi, mRNS-szintii adatokkal
(Medhurst és munkatdrsai, 2001), csupan igen gyenge TASK-2 expressziot

tapasztaltunk a human cerebellumban.

1.1.4. Egyes K'-csatornak jelentésége a rosszindulatu daganatok

keletkezésében

A TASK-3 csatorndk el6bbiekben mar ismertetett, tumorgenezisben betdltott
szerepe igen jelentds, am korantsem egyediilallo. Szadmos olyan adat 1étezik, ami
szerint a kiilonbozé K'-csatornak kitiintetett szereppel birnak a sejtproliferacio és
apoptdzis szabalyozasaban és egyes rosszindulati daganatok genezisében. Ismeretes,
hogy bizonyos K'-csatornakat gatlo szerek alkalmazasaval gatolhatd a humén
lymphocytak proliferacidja (Amigorena és munkatdrsai, 1990; Lin és munkatdrsai,
1993; Rader és munkatdrsai, 1996, Jensen és munkatdrsai, 1999); sot egyes esetekben a
K -csatornék gatlasaval sikeriilt a malignus daganatok ndvekedését lassitani (melanoma
malignum [Nilius és Wohlrab, 1992; Lepple-Wienhaues és munkatdrsai, 1996],
kissejtes tiidérak [Pancrazio és munkatdrsai, 1993], egyes emld- [Woodfork és
munkatdrsai, 1995] és prostatarakok [Skryma és munkatdrsai, 1997)).

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 (Santella, 1998), részben a csatornaaktivacidé miatt
kialakulo térfogatvaltozasok kovetkeztében (Rouzaire-Dubois és Dubois, 1998)
befolyasolnak a sejtosztodast. Ezen vélemények ellen sz6l viszont, hogy bizonyos K-
csatornak nyitasa apoptdzist indukal neocorticalis neuronokban (Yu és munkatdrsai,
1997), ami egyes K'-csatornakat gatlo szerek jelenlétében kivédhetd volt; a Ca*'- és a
Cl'-csatorndk miikodését befolyasold hatdanyagok alkalmazasaval ugyanakkor a
sejtapoptozis nem volt befolyasolhatd (Yu és munkatdrsai, 1999). A jelenleg elfogadott
allaspont szerint a K'-csatornak és a rajtuk folyd aram kozvetlen onkogén hatast jelent,
ami kiilonosen erdteljesnek bizonyult a TASK-3 csatornak esetében (Pei ésmunkatdrsai,

2003).
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1.2. A protein kinaz C izoenzimek

1.2.1. A protein kinaz C izoenzimek altalanos jellemzése

A protein kindz C (PKC) izoenzimcsaladba tartozé molekuldk a szerin/treonin
kinazok jelentés képviseldi. Ezidaig 11 kiilonb6zé PKC izoenzimet azonositottak
(Nishizuka, 1988, 1992; Jaken, 1996), melyek molekularis szerkezetiik (4. dbra) és
aktivalhatosaguk alapjan 4 nagyobb csoportba sorolhatok. A ,klasszikus” csoportba
(cPKC) tartozé izoenzimek (PKCa, B, Pu és y) kozds jellemzdje, hogy aktivitdsukhoz
Ca”"-ot és diacil-glicerolt (DAG), esetleg az utdbbi exogén megfeleldjeként mikodd
forbol-észtert igényelnek. A klasszikus PKC izonezimekkel szemben a nem Ca®'-
dependens, un. ,,novel” PKC izoenzimek (nPKC9, €, n és 0) aktivitasahoz Ca’" nem
sziikséges, azok forbol-észterek vagy DAG alkalmazasédval is maximalisan aktivalhatok.
A harmadik csoportba tartoz6 ,,atipusos” izoenzimek (aPKC;  és A/1) aktivalddasa sem
Ca®, sem a forbol-észterek jelenlétét nem feltételezi. Végezetil a PKCu mind
aktivaciojat, mind strukturalis jegyeit tekintve rendhagyo izoformanak tekinthetd, igy az

a fent emlitett csoportok egyikébe sem illeszkedik.
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A PKC izoformadk aktivalodasdnak 4ltalanos sémaja egy tobblépcsds
eseménysorral jellemezhetd (Nishizuka, 1988, 1992; Jaken, 1996), aminek kezdetén az
aktivator molekulak a reguldtor doménhez kotédve olyan konformaciovaltozast hoznak
l1étre, amelynek hatasara a citoszolikus enzim pszeudoszubsztrat régidja levalik a
katalitikus domén szubsztratkotd régiojarol, szabadda téve azt a foszforildlando
molekula szdmara. Ezt kovetéen az enzim a Cl doménen keresztiil valamilyen
intracelluléris struktirahoz (sejtmembran, Golgi-komplex, maghartya, citoszkeletalis
komponensek) transzlokalddik, majd a katalitikus C3 domén foszforildlja az enzimre
specifikus szubsztratot (pl. citoszkeletalis fehérjék, ioncsatornak, receptorok,
transzkripcids faktorok, kinazok, foszfatdzok). Jelen tudasunk szerint a PKC aktivalasat
kovetden azért nem alakul ki tartés PKC aktivitas, mert az intracelluldris proteolitikus
enzimek az aktivalt PKC enzimet lebontjak, ennélfogva inaktivaljak azt.

Bar nincs olyan sejttipus a szervezetben, amely ne rendelkezne legalabb egy
PKC izoformaval, altalanossagban elmondhatd, hogy nem mindegyik izoenzim talalhaté
meg minden sejttipusban. A PKC izoenzimek a szervezetben az adott fajra, szovetre,
valamint sejtre jellemzé megoszlast és mintdzatot hoznak létre (Nishizuka, 1988 és
1992; Ohno és munkatdrsai, 1991; Baier és munkatdrsai, 1993; Goodnight és
munkatdrsai, 1994). Mig a PKCa, 0, € és { el6fordulasa ubiquiternek tekinthetd, a
PKCy, n és 6 expresszidja tilnyomodrészt csak bizonyos szovetekre korlatozodik; igy a
PKCy szinte kizardlag az agyban talalhatdo meg, a PKCn leginkabb keratinocytdkban és
T-sejtekben fordul eld, mig a PKCO — habar megtalalhaté a testisben és egyes
daganatokban is — a harantcsikolt izom legjellemzObb izoenzime (Boczdn és
munkatdrsai, 2000, 2001).

Részben ezen megoszlas gazdagsagabol fakad, hogy a PKC enzimek az ¢€lettani
szabalyoz6 folyamatok igen széles skaldjat képesek befolyasolni. Alapvetd és kozponti
szabalyozasaban, a programozott sejthalal (apoptodzis) folyamatsordban, meghatarozott
sejttipusok altal termelt medidtorok (vazoaktiv anyagok, novekedési faktorok,
citokinek) szintézisében, az ingerlékeny szdvetek elektrofiziologiai jellegzetességeinek
kialakitasaban (csatornaaktivitds, akcids potencidlok kodolasa, izomkontrakcid), a
kozponti idegrendszer integritdsdnak ¢és mukddésének fenntartdsdban, a szervezet
védekezd mechanizmusaiban (fagocitozis, immunglobulin-termelés), és a sor hosszan

folytathat6 (1asd Decker, 2003).
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Egyre tobb bizonyiték szol amellett, hogy a PKC izoenzimek nemcsak szerkezeti,
aktivacios és megoszlasi heterogenitist mutatnak, hanem regulaciojuk és bioldgiai
szerepiik is jelentdsen kiilonbozhet egymastol (Nishizuka, 1992; Decker, 2003). Az is
bebizonyosodott, hogy a kiilonbdz06 izoenzimek egy adott sejtvalasz (kiillonds tekintettel
a proliferaciéra ¢és differencidlodasra) kialakitdsaban nemcsak eltéré aktivitassal
vehetnek részt, de hatasuk gyakran ellentétes. Ezen megallapitas egyik kivalo példéja,
hogy a K-562 erythroleukaemia sejtvonalban a PKCao a forbol-észter altal indukalt
jatszik szerepet (Murray és munkatdrsai, 1993). Ezen tilmenden, az RBL-2H3 bazofil
leukémia sejtekben a PKCa és ¢ izoenzimek legkifejezettebben a foszfolipaz-C
aktivitasat gatoltak (Ozawa és munkatdrsai, 1993), ugyanakkor a PKCf ¢€s € izoenzimek
a hizosejtek nagy affinitasti IgE receptora altal medialt c-fos és c-jun expresszidja

kialakitasaban vettek részt (Razin és munkatdrsai, 1994). Tovabbi érdekes megfigyelés,

crer

crer

az egyes PKC izoenzimek expresszidos szintje feltlinden megvaltozik a sejtek
differencidlodasa soran (Brodie és munkatdrsai, 1998).

A fentiek ismeretében nem meglepd, hogy a kiilonb6z6 PKC izoformak
expressziés mintdzatanak valtozasarél szamoltak be keratinocytdk (Neill és
munkatdrsai, 2003; Selzer és munkatdrsai, 2002), az emld (Franz és munkatdrsai,
1996), az uterus (Bamberger és munkatdrsai, 1996) ¢és a prostata (Koren és
munkatdrsai, 2004) rosszindulata elfajulasa kapcsan. A PKC izoenzimmintdzat
megvaltozasanak eshetdségét ugyan felvetette néhany szerzd (Langzam és munkatdrsai,
2001; Koren és munkatdrsai, 2000), &m annak pontos leirdsa és a tumoros elvatozas

gradusaval valo kapcsolata tovabbra sem tisztazott.

1.2.2. A PKC és a keratinocytak — az izoenzimek sokrétii biolégiai szerepe

a proliferacio és differencialédas szabalyozasaban

Viszonylag népszeriinek bizonyult a PKC izoenzimek kutatdsdval foglalkozé
munkacsoportok korében a keratinocyta sejtvonalak alkalmazasa, igy meglehetdsen
nagy mennyiségii ismeret halmozddott fel az utobbi idodben ezen molekuldk szerepének

¢s a keratinocytak sejtfolyamatainak kapcsolatara vonatkozolag (lasd Mitev és Miteva,
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1999). A vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy a kiilonb6z6 sejtfolyamatokban tobb
izoenzimnek van/lehet szerepe (PKCa, 9, €, 1, §; Dlugosz és Yuspa, 1993, 1994). Igen
elegans kisérletek révén az is bebizonyosodott, hogy a PKC rendszer fontos szerepet
jatszik a sejtek proliferacios ¢és differencidlodési programjanak szabalyozasaban
(Dlugosz és Yuspa, 1993, 1994; Denning és munkatdrsai, 1995). Megallapitottak, hogy
az extracellularis Ca®"-koncentracid ([Ca*'].) novelésével a sejtek differencialodasra
voltak kényszerithetok, am a folyamathoz elengedhetetlen volt a PKC aktivalodasa. Az
1s kidertilt, hogy az itt vazolt folyamat szabalyozdsaban a PKCa izoenzim meghatarozé
jelentdségli (Denning és munkatdrsai, 1995, Lee és munkatdrsai, 1997).

A normal human epithelialis keratinocytdkban (NHEK) ugyancsak kimutattdk az
elézéekben emlitett izoenzimeket (PKCa, 0, €, n, C; (Lee és munkatdrsai, 1998), de mas
izoenzimek jelenléte sem zéarhatdo ki (PKCP és p; Fisher és munkatdrsai, 1993,
Rennecke és munkatdrsai, 1996). A Kkisérletek arra is ramutattak, hogy a PKC
izoformdk kifejezoddése és szubcellularis lokalizacidja jelentdsen megvaltozott az
[Ca®]. megemelése, valamint a megnovekedett sejtdenzitas (konfluencia) altal indukalt
differencialodasi program beindulasaval parhuzamosan (Denning és munkatdrsai, 1995;
Lee és munkatdrsai, 1998).

Ugyancsak a PKC izoenzimek komplex szerepére, ¢és a tumorok keletkezésével
kapcsolatos hatdsukra utalnak azon kisérletek, aminek soran elézetes iniciacié utan
forbol-észtereket a borbe adagolva tumort lehetett 1étrehozni (Paramio és Jorcano,
1997, Karen és munkatdrsai, 1999). Elozetes iniciacid nélkiil, in vitro viszont a fenti
novelték a késoi differencialddasi markerek expresszidjat; azaz végsdsoron a terminalis
differencialodas felé iranyitottak a sejteket (Dlugosz és Yuspa, 1993, 1994; Denning és
munkatdrsai, 1995; Lee és munkatdrsai, 1998). Kimutattdk tovabba, hogy a szelektiv
PKC gatlo GF109203X és Ro-31-7549 — a proliferacio serkentése mellett (Bollag és
munkatdrsai, 1993; Le Panse és munkatdrsai, 1994) — megvaltoztatta a differencialodasi
markerek megjelenését (Lee és munkatdrsai, 1998) mind egér keratinocytakon, mind
NHEK-ban, ramutatva a PKC rendszer kdzponti, endogén szerepére a keratinocytak

fenti folyamatainak szabélyozasaban.
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1.23. Az egyes PKC izoenzimek aktivitdsanak hatasa a sejtek

proliferacidjara, differencialédasara és a tumorgenezisre

A specifikus kisérletek megmutattdk, hogy a cPKCa kdzponti szereppel birhat a
termindlis differencidlodasi program beinditdsdban és végrehajtdsdban (Murakami és
munkatdrsai, 1996; Lee és munkatdrsai, 1998; Neill és munkatdrsai, 2003). Adenovirus
vektorok alkalmazésa soran az is bebizonyosodott, hogy a PKCS és n izoformak
és munkatdrsai, 1998; Li és munkatdrsai, 1999). Igen jelentosnek tiinik az a felismerés,
hogy a fenti izoformak transzgenikus jelenléte (ellentétben a tumorgenezist fokozd
PKCe szerepével) jelentdsen csOkkentette egyes bdrdaganatok novekedési iitemét
(Jansen és munkatdrsai, 2001).

A cPKCa kozponti jelentdségiinek latszik a kalcium- és a konfluencia-indukalta
termindlis differencialodasi folyamatokban egér és human keratinocytdkban (Lee és
munkatdrsai, 1997; Lee és munkatdrsai, 1998; Bikle és munkatdrsai, 2001; Jansen és
munkatdrsai, 2001; Neill és munkatdrsai, 2003; Zang és munkatdrsai, 2003).
Megallapitottak, hogy a cPKCa mind in vitro, mind in vivo stimulalja az apoptdzist és a
differencidlodast, ugyanakkor gatolja a sejtproliferaciot. Ezzel szemben a cPKCp-t
overexpresszalo sejtek proliferacidja fokozodott, ez az izoenzim kifejezetten tumorigén
hatastnak bizonyult, mikézben az apoptdtikus folyamatok gatlasat okozta.

A nPKCeg szamos sejttipus estében bizonyult a sejtproliferacié kulcsfontossagu
pozitiv regulatoranak (Mischak és munkatdrsai, 1993; Goodnight és munkatdrsai, 1994;
Brodie és munkatdrsai, 1998; Gutcher és munkatdrsai, 2003). Bebizonyosodott, hogy a
nPKCe overexpresszioja patologias proliferacidhoz (hyperproliferativ
transzformacidohoz) vezet, mig az enzim down-regulacidja (tovabba dominans negativ
mutansanak overexpresszidja) a proliferacié gatlasat, valamint a differencialoédas
indukcidjat eredményezte (Mischak és munkatdrsai, 1993; Goodnight és munkatdrsai,
1994; Brodie és munkatdrsai, 1998). Ezen tilmenden, a nPKCe szerepet jatszik
transzgenikus egerek bortumorainak kialakulasaban is (Jansen és munkatdrsai, 2001).

A nPKC59 a differencialodas és az apoptozis pozitiv reguldtoraként miikddik, és
ezzel parhuzamosan gatlé hatast fejt ki a sejtproliferaciora és a tumorndvekedésre (Li és
munkatdrsai, 1999; Denning és munkatdrsai, 1998; 2002; Fukunaga és munkatdrsai,

2001). Erdekes megfigyelés, miszerint a Ha-ras overexpresszid okozta malignus
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transzforméacid (azaz megnovekedett proliferacios kapacitas ¢és  lecsokkent

differencialodasi tendencia) esetében a nPKCd izoenzim eltlinik a sejtekbdl (Geiges és

munkatdrsai, 1995).

1.3 A munka célkitlizései

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

potencidlisan tumorigén fehérjemolekula jelenlétét, megoszlasat és jelentdségét

tanulmanyozzuk egészséges ¢s tumorosan malformalt human szovetekben. A konkrét

célkitizések az alabbiakban foglalhatok 6ssze:

l.

A kisérletek elsd 1épésében egy jonnan kifejlesztett poliklonalis anti-TASK-3
ellenanyag tesztelését kivantuk elvégezni. Kiilonésen nagy figyelmet
forditottunk az antitest specificitdsanak ellendrzésére, valamint formalinban
fixalt, beagyazott metszetek estében az optimalis antigénfeltarasi technika
megtalalasara.

Az antitest optimalis reakciokoriilményeinek kidolgozasa utan a humén
gastrointestinalis rendszerben kivantuk elvégezni a TASK-3 csatornak
megoszlasanak vizsgdlatdt. A gastrointestinalis rendszer azért szerepelt
vizsgélataink elsd targyaként, mert a késdbbiekben elemezni kivanjuk az itt
(sajnalatosan nagy szamban €s gyakorisaggal) el6forduld malignus daganatok
TASK-3 expressziojat.

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

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

Meg szerettiikk volna nézni, hogy a malignus daganatok mutatnak-e barmilyen
emlitést érdemld kiilonbséget a TASK-3 immunjelol6dési mintazatukat tekintve

az ép szovetekhez képest. 42 emlétumor feldolgozasa utan korrelaciot szerettiink
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volna talalni a daganatok TASK-3 expresszidja, valamint azok szdvettani tipusa,
gradusa, valamint prognosztikai markerei kozott.

Meg kivantuk vizsgélni, hogy van-e kiilonbség a kiilonb6z6 modon eltavolitott
(core-biopszia, mitéti beavatkozas) szovetmintdk TASK-3 expresszidjaban
(annak intenzitasaban és/vagy megoszlasaban).

Meg szerettiik volna vizsgdlni transitionalis sejtes hugyholyagtumorokban 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

prognosztikai markerként valé alkalmazasa.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A szovetmintak és feldolgozasuk

A TASK-3 expresszi6 vizsgalatira hasznalt szovetmintdkat (a cerebellum
kivételével) a Kenézy Gyula Korhdaz Pathologiai Osztalyanak szovettani
preparatumaibo6l valasztottuk ki. A kimetszés a mitébol érkezd nativ mintabol tértént,
mind a tumoros, mind a kéros elvaltozast nem mutatd gyomor €s vastagbél részletekbdl.
A nativ mintakbol részben fagyasztott preparatum késziilt (aminek egy részét a
Western-blot vizsgalatok céljaira metszettik ki). Az esetek egy részében a
nyalkahartyat elvalasztottuk az alatta taldlhato izomrétegrél. A kimetszéssel
szomszédos teriiletbdl szovetblokk késziilt, melyet 4 %-os, pufferelt formalinban
fixaltunk (18-24 h), majd szokvanyos modon parafinba dgyaztunk

A pancreasbol szarmazd szovetmintdk vagy trauma soran bekovetkezo
pancreassériilés miatti hasnyalmirigy-eltavolitas mint4jabol vagy pancreastumort 6vezo
ép kornyezetbdl szarmazott. Egyik beteg anamnesisében sem szerepeltek diabetes
mellitusra utal6 tiinetek. A nyalmirigybdl szdrmazo szdvetmintdk joindulatii tumor
kornyezetébdl szarmaztak.  Utdbbi két szovetféleség esetében kizardlag fixalt
preparatumok alltak a rendelkezésiinkre.

Az emldmintdkndl (42 eset) preoperativ core-biopszia €s ugyanazon beteg
sebészeti beavatkozas soran eltdvolitott szovetmintdja is rendelkezésre alt.

A cerebellum sectios anyagbol szarmazott.

A hugyholyag transitiocellularis carcinomainak PKC izoenzimmintazatat célzo
vizsgalatainkhoz mindosszesen 23 betegbdl (17 férfi és 6 nd) szarmazo,
holyagcarcinomat tartalmazo daganatszovetet alkalmaztunk, melyek a DE OEC
Pathologiai intézetének vizsgalati anyagabdl szarmaztak. A szdvetdarabokat
transurethralis resectio (17 beteg), részleges holyagresectio (4 beteg) vagy cystectomia
(2 beteg) alkalmazasaval tavolitottdk el. A kontrollként alkalmazott szovetmintak
prostatectomia céljabol végzett sebészi beavatkozasbol szarmaztak. Minden eltavolitott
szovetmintat két részre osztottunk. A mintdk egyik felét rutin hisztopatologiai
feldolgozds wutdn hematoxilin-eozinnal festettiik a tumorok klasszifikacioja, ¢és
gradusanak (Mostofi és munkatdrsai, 1973), valamint a TNM-rendszer szerinti

stddiumbeosztasanak (Silverberg és munkatdrsai, 1997) meghatarozasa céljabol. A
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hisztopatologiai diagnodzis alapjan 9 eset G1 gradusu volt (melybdl 1 pTa, 8 pedig pT1
stadiumunak volt mindsithetd). A fennmarado esetekbdl 8 volt G2 (4 pT1, 3pT2 és 1
pT3b) és 6 G3 gradusu (2 pT2 és 4 pT3b).

Az eltavolitott szovetmintak masi felét folyékony nitrogénben lefagyasztottuk,
majd kriomikrotom segitségével a tumoros régiot a lamina propridig lemetszettiik. Ezen
1épés jelentdségét az adta, hogy ilyen modon sikeriilt olyan szdvetmintékat késziteni,
amelyek kizarolag epithelialis eredetli szovetet tartalmaztak, igy a feltehetden teljesen
eltér6 PKC izoenzimmintdzattal rendelkezd nem epithelidlis elemek (Nishizuka, 1998,
Ohno és munkatdrsai, 1991) jelenléte a vizsgalatokat nem befolyasolta. A megfeleld

metszési sik elérését az egyes mintak hematoxilin-eozinos festésével ellendriztiik.

2.2. Immunhisztokémia

A parafinos blokkokbol késziilt 4 um-es metszeteken a deparafinalast kovetd
rehidralas utan, kiilonb6zd antigénfeltardsi (AF) modokat probaltunk ki, melyeket az 1.

tablazatban foglalunk 6ssze.

Az antigénfeltaras tipusa Protokoll Idotartam
Proteolizis Pronaz (0.1 %) 37-C 3 perc
Mikrohulldmt besugarzas | 8 mM Tris-puffer (pH = 8,4) 15 perc
(750 W) 1 mM EDTA-puffer (pH = 8,0) 15 perc

Magas nyomdasu hdkezelés | 0,1 M Citrat-puffer (pH = 6,0) 2 perc
(kuktaban)

1. tablazat
Az antigénfeltaras céljara alkalmazott technikak 6sszefoglaldsa

Az AF utdn az endogén peroxidaz aktivitds blokkoldsa tortént 3 %-os H,O;-
oldat alkalmazasaval (10 perc, szobahd), majd a nem-specifikus fehérjekdtddés
megakadalyozasa végett a metszeteket Protein Block Serum Free Reagenssel (DAKO,
Glostrup, Dania) inkubaltuk (5 perc, szobahd). Ezen 1épés befejeztével a 2. tablazatban
bemutatott elsddleges antitestek alkalmazdsidra keriilt sor (egy ¢jszakdn 4at,
nedveskamraban, 4 -C-on). Az inkubdacid végeztével (tovabba minden tovabbi 1épés

kozott) a metszeteket PBS-ben mostuk (3x5 perc), majd a masodlagos antitestek
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alkalmazasa tortént. =~ Amennyiben kecskében termeltetett elsOdleges antitestet
hasznaltunk, akkor a metszeteket nyulban termeltetett, biotinilalt anti-kecske
masodlagos antitestekkel inkubaltuk (30 perc, 1:100 [DAKO]). Az inkubacio
végeztével a metszeteket mostuk (PBS), majd torma-peroxidazzal konjugalt
Streptavidint alkalmaztunk (30 perc, 1:500, szobahd). A 1étrejott immunreakciot Liquid
DAB + Substrate Chromogen System segitségével tettiik lathatova (DAKO). A nyulban
termeltetett elsddleges antitestek hasznélata soran az EnVision+ System-HRP (DAB)
(DAKO) detekcids rendszert alkalmaztuk. Az esetek tobbségében hematoxilines
hattérfestést is végeztiink.

A fagyasztott metszetek esetén az antigénfeltaras kivételével a 1épések azonosak
voltak a bedgyazott mintak esetében részletezettekkel.

Rendszeresen sor keriilt kontroll kisérletek végzésére is, melynek sordan az
elsddleges antitesteket a rajuk specifikus blokkold peptiddel eldinkubaltuk (a blokkold
peptideket az antitestek gyartdja biztositotta, azok felhasznalasa a gyartd altal javasolt
protokoll alkalmazaséaval tortént). A fentieken tal elvégeztikk a reakcidkat primer
antitest nélkiil, tovabba a primer antitest allatfajabol szarmazé nem immunizalt savoval.

A kettés immunhisztokémiai jelolést a pancreas szigetsejtjeinek elkiilonitésére,
¢s a Langerhans-szigetek A- ¢és B-sejtjei TASK-3 expresszidjanak igazoldsara
alkalmaztuk. Az immunreakciokat egymas utan végeztiik, minden esetben a TASK-3-
specifikus reakcidval kezdve a procedurat, az EnVision+ System-HRP (DAB; DAKO)
detekcids rendszer alkalmazasaval. A DAB-os eldhivast kovetden ismételt blokkolas
tortént Block Serum Free Reagenssel (5 perc, szobahd). A blokkoloszérum lefGjasa
utan poliklondlis, tengerimalacban termeltetett anti-inzulin (,,ready-to-use”, 10 perc,
szobahd) vagy ugyancsak poliklonalis, nyulban termeltetett anti-glukagon (,,ready-to-
use”, 10 perc, szobahd) antitestek alkalmazasa (DAKO) tortént. A Dbiotinilalt
masodlagos antitesttel végzett inkubdciot kovetden alkalikus foszfatdzzal konjugalt
streptavidint (DAKO) alkalmaztunk (1:100, 30 perc, szobahd), majd a reakcidokat AP-
KIT (Vector Laboratories, CA, USA) segitségével vizualizaltuk. A kettés immunjelzés
esetén hattérfestést nem végeztiink, a fedés vizes alapu fedéanyaggal tortént. A kettos
festés eldtt megeldzd vizsgalatok torténtek arra vonatkozolag, hogy a TASK-3 altal
igényelt antigénfeltaras mellett is megfeleléen miikodik-e az inzulin és a glukagon ellen

termeltetett antitest. Ezen vizsgalat soran kielégité eredményt tapasztaltunk.
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Gyarto cég Santa Cruz Biotechnology Inc.’ Alomone Labs Ltd.’

Katalogus kod Sc-11320 APC-044

Specificitas Anti-TASK-3, human specifikus | Anti-TASK-3,  human  és
patkany specifikus

A faj amiben | Kecske Nyul

termeltették

Az antitest tipusa | Poliklonalis Poliklonalis

Epitop A csatornafehérje C- | Extracellularis, a csatorna-

termindlisanak kozlében fehérje P1-hurkénak kozelében

(az 57-73 aminosavak kozotti
szekvencia)

Inkubacios Egész ¢jen at Egész éjen at

id6tartam

Higitas 1:100 1:800

Az antitest végsd | 2 pg/ml 1 ng/ml

fehérje

koncentracioja

'Santa Cruz, CA, USA
?Jerusalem, Israel

2. tablazat
A TASK-3 immunhisztokémiai vizsgalatoknal alkalmazott els6dleges antitestek

Az immunreakciok végeredményét Nikon Eclipse 600W mikroszkop (Nikon,
Tokyo, Japan) és az ahhoz csatolt CCD kamera alkalmazasaval vizsgéltuk. A
mikrofotokat a Spot RT v3.5 program segitségével készitettiik, a disszertacioban

bemutatott képeket az Adobe Photoshop segitségével allitottuk Gssze.

2.3. Western-blot technika — TASK-csatornak

A szovetmintakat folyékony nitrogén alkalmazasaval mélyfagyasztottuk, majd
porcelan dorzsmozsarban aprora Oroltiik. A szovetdarabokat lizispufferbe helyeztiik,
(20 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)benzéneszulfonil-fluorid, 20 uM

leupeptin, pH 7,4; valamennyi 6sszetevo a Sigmatol keriilt beszerzésre), majd ultrahang
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alkalmazasaval homogenizaltuk. A mintak fehérjetartalmat modositott BCA protein-
assay (Pierce, Rockford, IL, USA) segitségével hatdroztuk meg. A sejtlizatumokat
SDS-PAGE sample pufferben oldottuk, majd 10 percen at forraltuk. Az igy nyert
mintdkat SDS-PAGE-nek (poliakrilamid-gélektroforézis) vetettiik ala. Az altalunk
hasznalt gél 7,5 %-os volt, mintanként 80-160 png proteint alkalmaztunk. Az
elektroforézis végeztével a mintdkat nitrocelluldz membranra vittiik at (BioRad
Laboratories, CA, USA). A membranokat 5% os, PBS-ben oldott tejporral blokkoltuk,
majd a TASK-3-specifikus elsddleges antitestetek alkalmazésara keriilt sor (Santa Cruz
- 1:50; Alomone - 1:800). A masodlagos antitest vagy biotin-konjugalt kecske anti-nyul
IgG (BioRad — 1:1000) vagy ugyancsak biotin-konjugalt, nyul anti-kecske IgG volt
(Vector Laboratories, CA, USA — 1:1000), fiiggden az elsddleges antitest tipusatol. A
kotédés specificitasat az elsddleges antitesteknek a nekik megfeleld blokkold peptiddel
immunjelolédést nem tapasztaltunk. Az immunreaktiv sdvokat kemilumineszcens ECL
Western blotting detection kit (Amersham, Little Chalfont, Anglia) segitségével,
fényérzékeny filmen (AGFA, Briisszel, Belgium) vagy Fujifilm Labs 3000

sotétkamraban (Tokio, Japan) tettiik lathatova.

2.4. Western-blot technika — hugyhoélyagtumorok

A 2.1. pontban mar részletezett feldolgozas utdn a hugyholyag-nyélkahértyabol
preparalt mintdkat protedz-inhibitorokat tartalmazé lizispufferben homogenizaltuk,
majd szigoruan azonos mennyiségli fehérjét tartalmazé (20-30 pg) mintakat
alkalmaztunk a Western-blot kisérletekhez, melyek fobb 1épései megegyeztek az
elézdekben leirtakkal.

A vizsgalatokhoz hasznalt elsddleges antitesteket részben a SIGMA (nyulban
termelt, poliklonalis anti-PKCa., B, v, 8, € 1 és ), részben a Santa Cruz (anti-PKCA/1 és
n) altal fejlesztett és forgalmazott antitestek voltak. Az alkalmazott higitas 1:500 —
1:1000 volt. Az immunreakcié vizualizildsa peroxidaz-konjugalt, kecskében
termeltetett (1:1000; BioRad) mdasodlagos antitest alkalmazésaval, és egy ,,enhanced
chemiluminescence detection kit” (ECL) alkalmazasaval tortént. A kvantitativ

denzitometriat GelDoc rendszer (BioRad) alkalmazasaval végeztik (Papp és
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munkatdrsai, 2003). A statisztikai vizsgalatok céljara Student t-tesztet hasznaltunk, a

kiilonbségeket a p < 0,05 feltétel teljesiilése esetén tekintettiik statisztikailag igazoltnak.
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3. EREDMENYEK

3.1. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai

vizsgalata — az optimalis reakciokoriilmények kidolgozasa

A TASK-3 csatorndkat célzo kisérletek kezdetén az Alamone Labs Ltd. altal
gyartott ¢és forgalmazott antitest ,,bevizsgaldsa” tortént, aminek sordn az optimalis
higitads ¢és a legmegfelelobb AF technika meghatarozasara keriilt sor. A vizsgalatok
ezen fazisaban human cerebellaris szovetblokkokat alkalmaztunk pozitiv kontrollként,
mivel ebben a szovetféleségben a TASK-3 specifikus mRNS-t kiemelkedéen nagy
mennyiségben detektaltdk (Medhurst és munkatdrsai, 2001), és korabbi vizsgalataink
megmutattak, hogy a Purkinje-sejtek igen erds; a molekularis és a szemcsesejtes rétegek
pedig kifejezett TASK-3 specifikus festédést mutatnak (Ruszndk és munkatdrsai, 2004).
Az 5. dbra demonstralja az Alamone altal forgalmazott antitesttel tortént immunfestés
eredményét antigénfeltards nélkiil (5A 4bra), valamint kiilonb6z6é antigénfeltarasi
modszerek alkalmazasaval (5B-E abrak). Fontos megjegyezni, hogy az AF alkalmazasa
utan valamennyi, az 5. dbran bemutatott immunreakcid egyidejlileg késziilt. Amint az
jol megitélhetd, az AF nélkiil kivitelezett reakci6 igen gyengének bizonyult (SA 4bra),
de hasonléan gyenge eredményt hozott a prondzzal végzett proteolizis is (5B abra).
Citrat- (5C abra), Tris- (5D abra) vagy EDTA-pufferes (S5E abra) el6kezelést kdvetden
azonban erds, a vart cerebellaris struktirakra lokalizalodé immunreakciot
tapasztalhattunk.

Bar mindharom utobbi technika értékelhetd eredményt hozott, azok jol
azonosithatd ¢és erds immunreakcidkat eredményeztek, a legerdteljesebb festddést a
Tris-pufferben tortént AF utdn tapasztalhattuk (ami kiillondsen nyilvanvaldé volt a
Purkinje-sejtek [lasd a nagy nagyitasu felvételek], a molekularis és a szemcsesejtes
rétegek esetében). A disszertacid anyagat képez6 kisérletekben a formalinban fixalt és
beagyazott szovettani mintak vizsgdlatdhoz minden esetben Tris-, citrat- és EDTA-
pufferes AF-t alkalmaztunk. Az emlitett antigénfeltarasi technikédk alkalmazasa nem
okozott érdemi kiilonbséget a festddési mintdzat vonatkozasaban, am a legintenzivebb
¢s legkontrasztosabb (azaz a leglatvanyosabb) reakcidkat mindig a Tris-inkubécio
alkalmazésa utan figyelhettiik meg. Mindezek alapjan a disszertacid tovabbi részében

mindig a Tris-feltdrds utdn kapott reakcidkat demonstraljuk, amennyiben az
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immunhisztokémiai vizsgalatok formalinnal fixalt, bedgyazott szOvettani metszeteken
torténtek. Igen fontos kisérlet volt a preadszorpcios kontroll (5F ébra), aminek végén
értékelhetd immunreakciot nem tapasztaltunk. Tekintettel arra, hogy az itt bemutatott
reakcio elézetes Tris-inkubacid utdn tortént, az immunfestddés hianyat a reakcid

specificitasanak igen jelentds bizonyitékaként értékeltiik.

A B

Proteaz

o

EDTA el WA Kontroll

S. abra
Kiilonbo6zo antigénfeltarasi modszerek alkalmazasanak hatasa a TASK-3-
specifikus immunjelolésre formalinban fixalt, parafinba agyazott, human

cerebellum metszetek esetében
Az A kép az antigénfeltaras nélkiil elvégzett immunreakci6é eredményét mutatja. A B, C, D és E fotok a
kiilonboz6 antigénfeltaro modszerek alkalmazasa nyoman tapasztalt immunreakciokat dokumentaljak. A
C, D és E abrarészeken bemutatott kisebb képek a Purkinje-sejtek jelolodését mutatjdk. Az F kép az
elsddleges antitest blokkold peptiddel tortént eldinkubacidja utan tapasztalt immunfestédést demonstralja.
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Ezen preadszorpcios kontroll eldzetes Tris-inkubacié utan (azaz a leghatasosabb antigénfeltarast
kovetden) tortént. Az elsédleges antitest (Alomone Labs. Ltd.) higitasa valamennyi esetben 1:800 volt.
Az A abran lathaté kalibracid (100 um) valamennyi képre alkalmazhat6. Minden esetben DAB
kromogén alkalmazasa tortént.

A bevezetd kisérletek sordn az elsddleges antitest kiilonbozd higitasait
hasznaltuk (1:200 ¢és 1:4000 kozott) ¢és az 1:800-as titer bizonyult a

legcélravezetdbbnek.

3.2. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai

vizsgalata a gastrointestinalis rendszerben

A kisérletsorozat kovetkezd 1€épésében a human gastrointestinalis rendszerbdl
szarmaz6 szovetmintdkban (nyalmirigy, gyomor, vékonybél, pancreas €s vastagbél)
vizsgaltuk meg a TASK-3 expresszidjanak megoszlasat két, eltérd epitopok ellen
iranyul6 elsédleges antitest alkalmazasaval. A 6. dbra a colon esetében tapasztalhato
eredmények Osszefoglalasat adja. A felsd sor (6A1-6A3 abrak) a Santa Cruz altal
gyartott és forgalmazott antitest alkalmazasaval kapott immunreakciot mutatja. A 6Al
abra fagyasztott metszet alkalmazasdval demonstralja a TASK-3 immunpozitivitas
megoszlasat, ahol a vastagbél nyalkahartydjanak intenziv jelolédése és ezen beliil is a
felszini epithelium és a mirigyek hambélésének igen erdteljes reakcidja emelhetd ki. A
6A2 é4bran demonstralt reakcidt ugyanazon szovetblokkon végeztilk, aminek
eredményét a 6A1 abra mutatja, de ezuttal formalinnal torténd fixalas, bedgyazas (azaz
rutin szovettani feldolgozas) és Tris-inkubacioval torténd AF utan. Megallapithattuk,
hogy a fagyasztott metszetben tapasztalhatd megoszlasi mintazat (nevesen a vastagbél
nyalkahartyajanak festédése) reprodukalhatdé volt, bar annak intenzitdsa némileg
gyengébbnek bizonyult. Ugyanezen reakciot AF nélkil elvégezve érdemi
immunjel6lddést nem tapasztaltunk. Fontos megjegyezni, hogy amennyiben az
elsddleges antitesteket a specifikus blokkold peptiddel eldinkubaltuk, ugy értékelhetd
immunreakcié nem alakult ki még az AF alkalmazasa utan sem (6A3 abra).

A 6A abran demonstralt eredmények arra utaltak, hogy a human vastagbél
epithelialis sejtjei erdteljes TASK-3-expresszidt mutatnak. Ezt a feltevést
megerdsitették azon vizsgalatok is, amikor a masik tipust elsddleges antitesttel
(Alomone Labs Ltd.) végeztiik az immunreakciokat. Valamennyi, a 6B és a 6C abran

bemutatott kép ugyanazon beteg vizsgalati anyagabol szarmazik; elobbi esetben
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fagyasztott, utébbi esetben pedig formalinban fixalt, bedgyazott mintdk alkalmazasara
keriilt sor. A fagyasztott mintdk esetében természetesen nem volt sziikség
antigénfeltarasra, a bemutatott eredmények a preparatum ilyenfajta el6kezelése nélkiil
szilettek. Amint az jol lathato, a fagyasztott metszetekben az intestinalis epithelium
erdteljes TASK-3-specifikus jelolédést mutatott (6B1 és 6B2 4dbra). A 6B3 dbra egy a
plexus myentericus Auerbachihoz tartozo, intenziv TASK-3 festddést mutaté neuronalis
struktira immerzids objektivvel készitett képét demonstralja. A 6B3 dbran lathato
kisebb fénykép a plexus kornyezetének attekintd képét mutatja, amin a neuronalis

struktirat ovezo simaizomréteg 1ényegesen gyengébb festddése demonstralhato.

B - ¥ (A3

6. abra

TASK-3 expresszié vastagbélben

Az A1-A3 éabrak a Santa Cruz Biotechnology, Inc-tdl vaséarolt elsddleges antitesttel kapott reakciod
eredményét abrazoljak, az abra tovabbi részében az Alomone Labs Ltd. altal kifejlesztett és forgalmazott
antitestet alkalmaztuk. Az Al kép a fagyasztott, az A2 pedig az ugyanazon szovetblokkon végzett, de
formalinos fixalast, bedgyazast és Tris-inkubacidt kovetden kivitelezett reakcido eredményét mutatja. A
preadszorpcids kontroll eredménye az A3 abran lathato (fixalt, Tris-inkubacioval végzett antigénfeltarast
kovetden kivitelezett reakcio). Hattérfestés nem tortént.

A B1-B3 felvételek egy masik betegbdl kimetszett, fagyasztott szovetminta vizsgalata soran kapott
eredményt tiikrozik. A Bl éabra egy kis nagyitasu felvételen, a B2 fotd pedig nagyobb nagyitassal
demonstralja a vastagbél epithelialis rétegének TASK-3 specifikus immunreakcigjat. A B1 abran lathato
kisebb képen olyan Western-blot kisérlet eredménye lathato, amikor a vastagbél nyalkahartyajabol (CM)
¢és simaizomrétegébdl (CSM) készitett szovethomogenizatumok vizsgalatat végeztik. Mindkét sav
esetében azonos mennyiségii proteint vittiink fel. Az immunopozitiv csikok kb. 84 kDal magassagban
jelentkeztek. A B3 4abran egy olyan immerzids objektivvel készitett fotd lathatd, ahol a plexus
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myentericushoz tartoz6 neurondlis struktirdk azonosithatéak. Az ugyanazon teriiletr6l készitett kisebb
nagyitasi felvételt ugyancsak bemutatjuk, amin jol megfigyelhetd a plexust Ovezd kornyezd
simaizomszovet meglehetésen gyenge TASK-3 pozitivitasa.

A C1-C3 4brak a B sorozaton mar bemutatott szovetmintdbodl késziiltek, am ezuttal a rutin szovettani
feldolgozas (formalinos fixalas és beagyazas), valamint az optimalisnak itélt antigénfeltaras (Tris-
inkubacid) utan. Az egyes képek elrendezése és az altaluk demonstralt képletek teljes 6sszhangban allnak
a B1-B3 abrasor esetében mar bemutatottal. A C2 abran demonstralt kisebb fotd az intestinalis
epithelium TASK-3 festddési mintazatat demonstralja immerzios objektiv alkalmazasaval. Az A2 abran
lathat6 kalibracio alkalmazhaté az Al, A3, Bl és Cl képekre is. A B2 és a C2 abrak kalibracidja
ugyancsak megegyezik. A C3 kép kalibracioja alkalmazhat6 a B3 abrara is.

Mindkét elsodleges antitest felhasznalasaval torténtek Western-blot kisérleteket
is; a 6B1 &bran a colon mucosajabol (CM) és simaizomrétegébdl (CSM) készitett
homogenizatum felhasznaldsaval nyert eredményeket abrazoltuk. A Western-blot
kisérletek egyik lényeges eredménye, hogy aspecifikus kotdédésre utaldé savokat nem
talaltunk. Ezen tulmenden, igen Iényegesnek itéljiik azt a megfigyelésiinket, miszerint a
vastagbél nydlkahdrty4djabol készitett szovetminta alkalmazasakor 1ényegesen
erbteljesebb és vastagabb csikot észleltiink, mint az izomfalat tartalmazo
homogenizatum alkalmazasa sordn. Ez a megfigyelés (tokéletes Osszhangban az
immunhisztokémiai vizsgalatok altal nyujtott eredményekkel) arra utalt, hogy a mucosa
TASK-3 expresszidja szamottevéen intenzivebb, mint az izomfalban tapasztalhato
helyzet (az 6sszehasonlitas céljabol 1asd a 6B1 abrat és a 6B3 kép kis nagyitast részét).

A 6C1-6C3 abrak a 6B részen mar bemutatott szovetblokk TASK-3-specifikus
festddését mutatjak, a rutin szovettani feldolgozas (formalinos fixalas, majd beagyazas)
utan, Tris-inkubécioval kivitelezett AF-t kovetéen. Amint az a 6C1 abran jol lathato, a
szovetminta megtartotta TASK-3-specifikus jelolodését. Lényeges megjegyezni, hogy
bar az AF utan tapasztalt reakcid némileg gyengébb volt (lasd a 6C2 abrat), mint a
fagyasztott preparatumon kivitelezett festés eredményeként megfigyelhetd jelolddés,
alpozitiv reakcié nem alakult ki. Immerzids objektiv alkalmazdsival egyébként még
ezen gyengébb immunjelolddés is konnyedén megitélhetévé valt (lasd a 6C2 abran
bemutatott kisebb fényképet). A plexus myentericushoz tartozo idegi struktardk a
formalinos fixalast kovetden is erds és hatarozottan elkiiloniild jelolodést mutattak,
amennyiben Tris-inkubéciot alkalmaztunk az AF céljara (6C3 abra, a kisebb kép a
bemutatott teriilet kis nagyitasu felvételét demonstralja). Preadszorpcios kontroll
vizsgélatok kivitelezésére is sor keriilt (mind a fagyasztott, mind a beagyazott és
antigénfeltarason atesett szovetmintak esetében); értékelheté immunpozitivitast azonban

egyik esetben sem kaptunk.  Minddsszesen 6 kiilonb6z6 betegbdl szarmazéd
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vastagbélmintat vizsgaltunk, ¢és minden esetben az itt bemutatottal megegyezo
eredményre jutottunk.

A 7. abra néhany tovabbi, a gastrointestinalis rendszer részét képezd szerv
TASK-3-specifikus jelolodését mutatja.  Valamennyi itt demonstralt eredményt
formalinban fixalt és Tris-inkubacidval tortént AF-on atesett metszetrdl nyertiik. A 7A
¢s 7B abrak a gyomor corpus (A) és antrum (B) mucosa rétegének TASK-3-specifikus
jelolodését mutatjdk. Amint az tisztan megitélhetd, a gyomor epithelialis sejtjei is
erdteljes TASK-3-specifikus reakciot mutattak. Az expresszio erdteljesnek bizonyult a
cytoplasmaban, valamint a magban vagy annak kornyékén egyarant. Szdges ellentétben
a gyomor nyalkahartyajaban tapasztalt helyzettel, a simaizomréteg nem mutatott
emlitésre mélto TASK-3 festddést, csupan az izomsejtek nuclearis-perinuclearis
teriiletén tapasztaltunk némi pozitivitast (7C abra). A specifikus blokkol6 (immunizald)
peptid jelenlétében immunreakciot megfigyelni nem tudtunk (7E 4&bra), ami az
immunreakci6 specificitasanak egyik lényeges bizonyitéka.

Igen fontosnak tlinik az a megfigyelésiink, ami szerint a rosszindulatian elfajult
sejtek is mutatnak TASK-3-pozitivitast. A 7D éabra egy kozepesen differencialt gyomor
adenocarcinoma TASK-3 expresszidjat mutatja, ahol erdteljes TASK-3-specifikus
jelolodeés figyelhetd meg a tumorsejtek felszinén €s cytoplasmajaban. Ezen tilmenden
foltétleniil emlitésre érdemes még a daganatsejtek intenziv nuclearis-perinuclearis
immunjeldlédése is.

Western-blot kisérletek is torténtek a gyomor kiilonbozo teriileteirdl izolalt
szovetmintak felhasznalasaval (7F és 7G abrak). A 7F abran lathat6 esetben a gyomor
corpusabol és cardidjabol kimetszett, a gyomorfal valamennyi rétegét tartalmazo
szovetminta vizsgélata tortént. Amint azt az egyes sdvok optikai denzitas értékei
mutatjdk, nem tapasztalhattunk érdemi kiilonbséget ezen régiok TASK-3
expressziojanak nagysagaban.

A 7G abran demonstralt eredmények egy masik betegbdl szdrmazd szoveti
preparatum felhaszndldsa nyoman sziilettek. A bemutatott esetben hidrom minta
vizsgalatara keriilt sor, amiket rendre az ép teriilet simaizomrétegébdl, az ép teriilet
nyalkahartyajabol és a daganatszovetbdl metszettiink ki. A homogenizaldsra szant
vizsgalati anyagokat abbol a szovetblokkbdl készitettiikk, amelyikkel szomszédos
teriiletr6l a 7A-7E &brdkon bemutatott immunhisztokémiai vizsgalat tortént. A
Western-blot kisérletek megerdsitették azt a korabbi megfigyelésiinket, miszerint a

rakosan elfajult szovetmintak TASK-3 expressziot mutatnak (lasd 7D abra).
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7. abra
TASK-3 specifikus jel6lodés a gyomorban, glandula submandibularisban és egy

nyalkahartyaban taldlhaté nyiroktiiszoben.
Valamennyi itt bemutatott immunreakcié formalinban fixalt, beagyazott szovetblokkokbol készitett
metszeten lett kivitelezve, a Tris-inkubacios antigénfeltarast kovetden. A H abran dokumentalt esetben az
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elsddleges antitest a Santa Cruz Biotechnology, Inc.-t6l szarmazott, valamennyi tobbi esetben az
Alomone Labs. Ltd. volt az ellenanyag forrasa. Az A-E ébrasoron bemutatott metszetek ugyanazon
gyomorbol szarmaznak (A: corpus nyalkahartya, B: antrum nyalkahartya, C: simaizomréteg, D:
kozepesen differencialt gyomorrak, E: preadszorpcios kontroll). Az F abrarészen demonstralt Western-
blot kisérlet egy mas betegbdl eltavolitott, fagyasztott, homogenizalt gyomorszdvet felhasznalasaval
tortént; a felhasznalt szovetdarabokat az alkalmazott preparatum két kiilonb6zo régiojabol metszettiik ki.
A G kép egy masik Western-blot kisérlet eredményét foglalja dssze (a vizsgalat alapjaul az a szovetblokk
szolgalt, aminek immunhisztokémiai vizsgalatat az A-E adbrakon mutattuk be), kiilon homogenizatumot
készitettiink a simaizomrétegbdl, a nyalkahartyanytizatbdl és a daganatszovetb6l. Minden szimultan
elvégzett Western-blot kisérlet soran azonos mennyiségii protein felvitele tortént; az egyes immunreaktiv
csikok optikai denzitasanak értékeit ugyancsak feltiintettiik a maximalis intenzitasu csikra vonatkoztatva.
A H ébra a glandula submandibularis TASK-3 immunjel6l6dését mutatja, mig az I képen egy
vastagbélben taladlhatd lymphoid tiisz6 vizsgalatanak eredménye figyelhetd meg. A kisebb képen egy
olajimmerzids felvétel lathatd. A H részen lathato kalibracio valamennyi képre érvényes.

Mindosszesen 6 kiilonbozo személybdl szarmazd gyomorszovet vizsgalatara
keriilt sor, és minden esetben az itt bemutatottal megegyez6 eredményre jutottunk.

A 7H és a 7I abrdk néhany mas szerv TASK-3 expresszigjat mutatjak. A 7H
abran a glandula submandibularis TASK-3 expresszidos mintdzata lathatd, amibdl
kitlinik, hogy a ductalis epithelium mutatta a legintenzivebb jelolédést. A 71 abra egy
lymphoid tlisz6t demonstral, azon altaldnos megfigyelésiinket illusztralva, miszerint a
lymphocytédkban egyértelmli TASK-3 pozitivitas volt demonstralhato.

A 8. 4bra a pancreas teriiletén tapasztalhato TASK-3 jelolodést mutatja. Az A
¢s B, valamint a C és D részeken demonstralt képek alapjaul szolgalod szovetmintakat
két kiilonb6z6é személybdl eltavolitott szovetblokkok felhasznalasaval nyertiik. A felso
sorban bemutatott reakcidt a Santa Cruz, az alsé sorban elhelyezkeddket az Alomone
altal kifejlesztett anti-TASK-3 ellenanyagok alkalmazasaval kaptuk. Mindkét esetben
sor kerlilt a preadszorpcios kontroll kisérletek kivitelezésére is, amik eredményét a
kisebb képeken mutatjuk be. A kontroll kisérletek a tényleges kisérletekkel egyidejlileg
torténtek, ¢és a fényképezés sordn az expozicid paraméterei teljes mértékben
megegyeztek a kontroll és a tényleges prepardtum dokumentéalasa sordn.

Az pancreas esetében tapasztalhaté immunjel6ldédés eredményét dsszefoglalva
elmondhat6, hogy bar mind az exocrin, mind az endocrin allomany egyértelmit TASK-
3-pozitivitdst mutatott, a Langerhans-szigetek festddése jelentdsen intenzivebbnek
bizonyult, mint az exocrin alloméany jelolédése. Igen lényegesnek itéljiikk azt a
megfigyelést, miszerint a kotdszoveti allomany TASK-3-specifikus jel6lddést nem
mutatott, még akkor sem, ha a kozvetlen kdrnyezetében elhelyezkedd mirigyallomany a

ra jellegzetes, kifejezetten erdteljes reakciot mutatta.

35



E.' i !
ah i ; o
‘."?_- : - ]
25 um
%
: . 3
@ -‘1—« q
. N d

® I bl LB

_I?a s ‘e :

L] ':l - ’

8. abra

TASK-3 expresszié a pancreasban

Az A ¢és B abrak a Santa Cruz Biotechnology, Inc.; a C és D képek pedig az Alomone Labs. Ltd.
fejlesztésével készitett elsddleges ellenanyagok alkalmazasaval késziiltek.  Valamennyi esetben
formalinban fixalt, beagyazott szovetmintdk vizsgalata tortént, a Tris-inkubacioval végzett
antigénfeltarast kovetéen. A fels6 és az alsd sorban lathatd szovetmintdk két kiilonbozé betegbol
szarmaztak. Az A és C abrak a pancreas TASK-3 jelolodésének kis nagyitast képét: a B és D abrak
pedig a Langerhans-szigetek nagy nagyitassal késziilt felvételét mutatjak. Figyelmet érdemel az
immunjelolédés teljes hidnya a kotdszoveti régioban, mikdzben a szomszédos exocrin és endocrin
struktardk igen intenziv jel6lédést mutattak. A kisebb képek a preadszorpcids kontroll vizsgalatok
eredményeit tikkrozik. Az A és B képeken lathato kalibraci6 az dbra C és D felvételeire is alkalmazhato.

Bar az elézéekben demonstralt immunhisztokémiai vizsgalatok egyértelmiien
jelezték, hogy a pancreas hormontermeld sejtjei erételjes TASK-3 expressziot mutatnak,
kettds immunjelolést is végeztiink annak bizonyitasara, hogy a TASK-3-specifikus
reakcid megfigyelhetd az A- és a B-sejteken egyarant. A 9. abran olyan kettds
immunjeldlés eredményét demonstraljuk, ahol az A-sejteket glukagon- (9A abra), mig a
B sejteket inzulin-ellenes (9B abra) ellenanyaggal jeloltik (mélyvords immunreakcid); a
TASK-3-specifikus jelolést mindkét esetben DAB segitségével hivtuk eld, azaz barna
szinnel rajzolddik ki. A vordssel festddott (tehat egyértelmlien A- vagy B-sejtként
azonosithatd sejtek) hatarozottan immunopozitivnak bizonyultak a TASK-3-specifikus
jelolés elvégzése utan. Figyelmet érdemel még, hogy - teljes dsszhangban a klasszikus

szOvettani tankOnyvek tanitasaival - az A-sejtek szama lényegesen kevesebb volt az
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egyes Langerhans-szigetekben, mint a B-sejteké; tovabba eldbbiek elsdsorban a
szigetszovet periférids részén, utobbiak pedig dontden a centrlis régioban voltak

megfigyelhetdk.

9. abra

A Langerhans-szigetek A- és B-sejtjeinek TASK-3 expresszidja
A kisérletek soran az A-sejteket glukagon- (A), a B-sejteket inzulin-specifikus (B) els6dleges antitestek
alkalmazasaval jeloltik (mélyvords szin); a TASK-3 specifikus immunreakcié barna szinti. Kalibracio
25 pm.
Mindosszesen 5 kiillonbozé betegbdl szarmazd szovetminta vizsgalatara keriilt
sor a jelen munka keretein beliil, és valamennyi az itt bemutatottakhoz nagyban hasonlo

eredményt hozott (megjegyzésre érdemes, hogy egyik szdvetminta sem szarmazott

olyan betegbdl, aki diabetes mellitusra utal6 tiineteket mutatott volna).

3.3. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai

vizsgalata emlédaganatokban

Amint azt a 7. abran bemutattuk, egyes gastrointestinalis tumorokban igen
hatarozott TASK-3 jelolodést sikeriilt demonstralni. A jelen tézisekben bemutatott
eseten kiviil egyértelmli TASK-3-specifikus reakciot tapasztaltunk még a vastagbél
rosszindulat daganataiban is. Mivel egyes emlétumorokban a TASK-3 csatornak
kodolasaért felelés gén overexpresszidjat irtdk le (Mu és munkatdrsai, 2003),
logikusnak tlint annak vizsgalata, hogy megfigyelhetd-e valamilyen Osszefliggés az
egyes emlddaganatok szdvettani tipusa, graddusa, stddiuma, receptormintdzata,
prognosztikai faktorai és azok TASK-3 jelolodése kozott — feltéve, hogy a TASK-3

expressziot neklink is sikeriill demonstralni ezen koéros szovetmintakon. A

37



vizsgalatokhoz olyan szdvettani anyagokat hasznaltunk, ahol mind a core-biopszia,

mind az annak eltavolitasat kdvetd miitéti anyag rendelkezésre 4llt.

10. abra

Ductalis emlécarcinoma TASK-3 immunjelolodése

A fels6 abrasor (A-C) a core-biopszia soran eltavolitott szovetmintat mutatja, az alsé képeken (D-F)
ugyanazon beteg ugyanazon tumorszdvet muitéti preparatumabol szarmazo metszetek lathatok. A D abra
részekén bemutatott bekeretezett kép a preadszorpcids kontroll vizsgalat eredményét demonstralja.
Kalibracié: 100 um és 25 pm.

A 10. abran bemutatott szovettani anyagok egy 75 éves nObetegbdl szarmaznak.
Az 10A-C képek a core-biopszids anyagot, a 10D-F felvételek pedig a miitéti
beavatkozas sordn nyert mintdkat mutatjadk. Mivel mindkét esetben formalinos fixalas
tortént, a TASK-specifikus immunfestés kivitelezése eldtt antigénfeltarast végeztiink. A
kis nagyitasu felvételek mindkét szovetmintaban a daganatos szdvet egyértelmiit TASK-
3 pozitivitdsat mutattak, értékelheté immunreakcio a kotészovetes teriileteken nem volt
megfigyelhetd. A nagyobb nagyitasu felvételeket Osszehasonlitva megallapithattuk,
hogy mig a core-biopszids anyagban a TASK-3-jelolddés a tumorsejtek
cytoplasmajaban volt a legkifejezettebb, ugyanakkor a magok tilnyomd tobbsége
egyértelmiien negativnak mutatkozott (10B és 10C); az ugyanazon betegbdl, ugyanazon
régiobol, de immar mitéti koriilmények kozott eltavolitott szovetmintan elvégezve az
immunreakcidt a cytoplasmaticus reakcio tovabbra is jol megfigyelhetd volt ugyan, &m

a sejtmagok is hatarozott immunjel6l6dést mutattak.
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11. abra
TASK-3 specifikus immunreakcié megoszlasanak vizsgalata

emldészovetben.

Az A, B és C képek a core-biopszids anyagon kivitelezett immunreakcié eredményét mutatjak, a D és E
felvételeken ugyanazon beteg ugyanazon régidjabol szdrmazd prepardtum lathatd, amit mitéti
koriilmények kozott metszettek ki. A core-biopszias felvételen jol megfigyelhetd a mirigyallomany
intenziv TASK-3 jelolodése. A B abran a nyilhegyek néhany olyan szekrécios holyagra mutatnak,
amikben tisztan kiveheté a TASK-3 immunjel5lédés. A C abran az iires nyilak TASK-3 negativ; a fekete
nyilak TASK-3 pozitiv sejtmagokat jeldlnek. Az E foton a nyilhegy jelentése megegyezik a B panel
esetében demonstralttal. Kalibracié: 100 um és 25 pm.

A core-biopszia soran ¢és a miitétileg eltavolitott szovetminta TASK-3
immunjeldlodésében tapasztalt eltérést benignus elvaltozasok esetében is megfigyeltiik.
A 11. édbran bemutatott emldszdvet egy 46 éves betegbdl szarmazik; az dbra A és D
része a core-biopszia ¢és a mitéti preparatum TASK-3-specifikus immunjelolését
mutatja kis nagyitassal. Jol megfigyelhetd, hogy a mirigyalloméany egyértelmii és erds
pozitivitast mutat mindkét esetben, €s (hasonloan az el6zé dbran demonstralthoz) a D
abrarészen lathato in sifu carcinoma (*) is hatarozott TASK-3 pozitivitdst mutat. A
nagyobb nagyitasu felvételek alapjan megallapithatd, hogy bar mind a core-biopszia (B
¢s C), mind a mitéti preparatum (E) esetében megfigyelheték pozitivan €s negativan
jelolodott sejtmagok egyarant (a 11. dbra C részén vildgos nyilak jeldlnek néhany

egyértelmiien negativ, sotét nyilak pedig két erdsen pozitiv jelolddést mutaté magot), a
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TASK-3 jelolddéssel biré magvak ardnya a miitéti anyagban lényegesen nagyobb volt.
Fliggetleniil a mag altal mutatott TASK-3-reakci6 intenzitasatol, konnyen azonosithato
¢s erbteljes TASK-3 jelolodést tapasztaltunk a cytoplasmaban, ami a secretios
tevékenységet mutatd epithelium esetében az éppen lefliz6d6 secretoros granulumokban
is megfigyelhetd volt (néhanyat ezek koziil nyilhegyekkel jeloltiink a 11. dbra B és E

részén).

12. abra

Ductalis invaziv emlécarcinoma TASK-3 expresszioja

Az A és B képek core-biopszids anyagon kivitelezett immunreakciéo eredményét mutatjak, a C és D
felvételeken ugyanazon beteg ugyanazon régidjabol szarmazéd preparatum lathatd, amit miitéti
koriilmények kozott metszettek ki. A kis nagyitast felvételen jol megfigyelhetd a mirigyallomany
TASK-3 jelolédése, ami némileg kisebb intenzitas, mint a 10. és a 11. dbran demonstralt. A B abran a
nyilak olyan sejtekre mutatnak, ahol szembetiind a TASK-3 pozitivitas kifejezetten perinuclearis jellege.
A D abran két olyan sejtmagot jeldltiink, ahol nem lathaté TASK-3 expresszio; ugyanakkor
kornyezetiikben szamos, egyértelmiien pozitivan jelol6dott mag figyelhetd meg. Kalibracio: 100 pm és
25 pum.

A jelen tanulmanyban minddsszesen 42 szdvettani mintat vizsgaltunk meg, €és a
core-biopszids anyag és a miitéti szovetminta kozott fennallo, eldzéekben részletezett
kiilonbség minden esetben megfigyelhetd volt. Ugyancsak altalanosnak bizonyult a

daganatsejtek TASK-3-jelolodése (lokalizacidjat tekintve a cytoplasma, a sejtmag, a

perinuclearis régid és a sejtfelszini membran emlitheté meg), bar a jelolodés
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intenzitdsaban tapasztaltunk némi valtozatossagot. Ezt szemlélteti a 12. abra, ahol a
TASK-3 specifikus reakcio egyértelmil, &m annak intenzitasa némileg gyengébb, mint a
10. és a 11. abran bemutatott esetekben. A nagyobb nagyitasu felvételeken jol
megfigyelhetd, hogy a sejtmagok kisebb szazalékban expresszaljak a TASK-3 fehérjét a
core-biopszids anyagban (12B 4bra; a nyilak néhany olyan teriiletre hivjak fel a
figyelmet, ahol a TASK-3-festddés markansan perinuclearis lokalizaci6ju, ugyanakkor a
mag egyértelmiien negativ). A miitéti preparatumbdl szarmazo szévet vizsgalata soran
lattunk ugyan TASK-3-jel6lddést nem mutatd sejtmagokat (12D 4abra, nyilak), am a

nucleusok tulnyomo tobbségében pozitiv festddés volt megfigyelhetd.

3.4. A PKC-izoenzimmintazat valtozasa rosszindulatu

huagyhélyagtumorokban

A hugyholyagtumorokbdl izolalt szovetmintdk Western-blot vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a hugyholyagepithelium 6t PKC izoformat (cPKC a és 3, nPKCo
és g, tovabba az aPKC() tartalmaz. A PKC enzimcsalad tobbi tagjat (cPKCy, nPKCn és
0, aPKCAv és PKCp) a szoveti homogenizdtumban nem detektaltuk. Bar nem
tapasztaltunk kiilonbséget a PKC izoenzimek megoszlasaban a tumoros és az
egészséges mintdk kozott, azok mennyisége jelentds és statisztikailag is igazolhato
differenciat mutatott (13. abra).

Az immunreaktiv csikok denzitometrids vizsgalata megmutatta, hogy a Gl
gradust daganatokban csupan a PKC( izoforma mennyisége novekedett szignifikdns
mértékben, és a tobbi izoenzim mennyisége valtozatlan maradt az egészséges
szovetmintaban tapasztalhatd mennyiséghez képest. Ezzel szemben a G2 és a G3
gradusti tumorokban mar valamennyi jelenlévd izoforma esetében tapasztalhatd volt
valamilyen statisztikailag is igazolhatd6 mértéki valtozas az ép szovethez képest. A G2
¢s a G3 gradusti mintdkban cPKCp és a nPKCS izoformdk mennyisége jelentékeny
csokkenést mutatott mind a kontroll, mind a G1 stadiumt daganatokhoz viszonyitva
(p<0,05). A G2 ¢és a G3 stadium Osszehasonlitdsakor ugyanakkor nem mutatkozott

szignifikans kiilonbség a fenti PKC izoenzimek esetében.
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13. abra

A PKC izoenzimmintazat valtozasai kiilonb6zo gradusi hugyhélyagtumorokban
Ep (C) és tumorosan elfajult (G1, G2 vagy G3 gradusu) hugyhélyag epithelialis rétegébdl készitett
szovethomogenizatumok felhasznalasaval végzett Western-blot vizsgalat (egy reprezentativ vizsgalat
eredményét demonstralja az dbra A része) és annak kvantitativ analizise (B). Az egyes PKC izoformak
mennyiségének szamszeriisitése céljabol meghataroztuk az immunpozitiv csikok optikai denzitasanak
(OD) értékeit, majd azokat a kontroll szdvetminta esetében tapasztalhatora normalizaltuk (az ép
szovetben kapott mennyiséget 100 %-nak tekintettiik). Az oszlopok az atlag és a S.E.M értékeit tiikrozik,
amiket tobb, egymastol fiiggetlen vizsgalat eredményeként kaptunk. Egy csillag jeloli a kontrolltol
statisztikailag szignifikdnsan kiilonbozo eseteket (p <0,05). Két csillaggal jeloltik a G1 és a G2/G3
stadiumu daganatok kozotti szignifikans kiilonbséget. Harom csillag a G2 és a G3 gradusu daganatok
kozott tapasztalhato, statisztikailag szignifikansnak bizonyult differenciat jeldli.

Ett6] gyoOkeresen eltéré eredményt hozott a masik harom PKC izoforma
vizsgalata, ugyanis valamennyi fennmaradd valtozat hatarozott és statisztikailag is
igazolhat6 novekedést mutatott a carcinoma elSrehaladottsdgaval. Erdekes moédon,
szemben a cPKCoa ¢és az aPKC({ izoformakkal, amelyek mennyisége fokozatosan
novekedett a tumor gradusidnak -eldrehaladasaval, a nPKCe mennyisége ugyan
szignifikansan nagyobb volt a G2 és a G3 gradusu tumorok esetében, mint a kontroll és

a G1 stadiumban 1évé daganatokban, &m mennyisége a G2 ¢és a G3 stadium kozott mar

nem valtozott.
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4. MEGBESZELES

4.1. A TASK-3 csatornak megoszlasanak immunhisztokémiai
vizsgalata — reakcidokorilmények és specificitas

A jelen disszertacid egyik igen lényeges megallapitdsa, hogy a rendelkezésre
allo antitestekkel lehetséges a TASK-3 expresszid kimutatdsa formalinban fixalt és
beagyazott metszeteken is, am a valdsagot hiien tiikrozd jelolédés csak akkor varhato,
ha az immunhisztokémiai metodus alkalmazasat megfeleld antigénfeltaras el6zi meg.
Az antigénfeltaras nélkiil vagy a nem megfeleld technika alkalmazasaval kivitelezett
reakcid csupdn igen gyenge festddést (esetleg alnegativ jelolodést) eredményezhet.
Ezen megfigyelésiink igen jo Osszhangban 4ll azzal az 4ltalanosan elfogadott
megallapitassal, miszerint az immunhisztokémiai vizsgalatok reakciokoriillményeinek
kidolgozasa soran a formalinban fixalt preparatumok esetében kiilonds figyelmet kell
szentelni az optimalis antigénfeltarasi technika megtalalasanak (Montero, 2003).

A technikai részleteken tilmenden, a jelen munka keretében azt is sikeresen
demonstraltuk, hogy a TASK-3 csatorndk olyan szdvetekben is nagy jelentdséggel
birhatnak, ahol csak viszonylag kis koncentracidban detektaltdk a TASK-3-specifikus
mRNS-t (Medhurst és munkatdrsai, 2001). Vizsgalataink egyértelmiien ramutattak,
hogy a TASK-3-csatornak jelen vannak a human gastrointestinalis rendszerben, ahol
elsésorban az epithelialis sejtek €s a neuronalis elemek TASK-3 expresszidja
szamottevd, bar mas strukturakban is megtalalhatok. Nem utolsé sorban arrodl is
beszamolhattunk, hogy a TASK-3 specifikus immunjel6lédés az emldszdvetben is
megfigyelhetd, és annak megoszlasa nagy mértékben fligg attol, hogy a preparatumot
core-biopszia vagy miitéti beavatkozas keretében tavolitottak el.

A TASK-csalad kiilonb6z0 tagjainak szoveti megoszlasara és lehetséges
funkcidira vonatkoz6 vizsgalatok kezdenek a tudomanyos laboratoriumok
érdeklddésének homlokterébe keriilni. A csatornak elsd leirdsa utan a kutatok hajlottak
arra, hogy ezen proteinmolekuldkat ubiquiter megjelenésticknek tartsak, hozzajuk a
membran nyugalmi K'-permeébilitdsanak fenntartisan tilmenden mas funkciokat nem
kotottek, igy a nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felelés ,,sziirke
eminenciasokként” kezdték Oket emlegetni. A specifikus és egyre kiterjedtebb

vizsgalatok azonban felhivtak arra a figyelmet, hogy ezt a szemléletmodot minden
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bizonnyal médositani kell. Fény dertilt arra, hogy a TASK-csalad egyes képviseldi igen
lényeges ¢€s specifikus élettani regulatorikus funkcidval rendelkeznek (példaként
emlithetd az apoptdzis-, a 1égzés- és az aldoszteronszekrécid szabalyozasa).

A TASK-csatorndk mellett a klinikumban dolgozok sem mehetnek el
kozombosen, hiszen a legujabb adatok szerint ezen molekulék jelentené¢k az inhalécids
anesztetikumok oly régen (mindeddig sikerteleniil) keresett célpontjait. A TASK-
csatorndk ,unalmas” mindsitésére mért leghjabb, ¢és kétségteleniill az egyik
legjelentésebb csapas a TASK-3 csatorndk onkogén potencialjanak felismerése volt. A
legujabb vizsgalatok alapjan bizonyitast nyert, hogy egyes rosszindulatii daganatokban a
TASK-3 kodolasaért felelds génszakasz overexpresszidja figyelhetd meg; sot, egy
modellrendszerben azt is igazolni lehetett, hogy a miikodoképes (azaz K'-ra
permeabilis) TASK-3 csatornanak onkogén potencidlja van.

Ezen felismerések utdn nyilvanvaléva valt, hogy a TASK-csatorndk (és
kiilonosen a TASK-3 csatorndk) igen komoly jelentdséggel birhatnak a patolégusok
szdmara is, ¢és a vilag tobb laboratoriumaban szinte egyidejiileg kezdddtek el azok a
kisérletek, amelyek a TASK-3 csatorndk jelenlétének, expresszids mintdzatanak és ezek
valtozasainak vizsgalatat tiizték ki célul kiilonboz6 rosszindulata daganatokban.

Mivel a TASK-3-specifikus ellenanyagok immar hozzaférhetéek a kereskedelmi
forgalomban, az ilyen és ehhez hasonlé vizsgalatok elkezdése viszonylag egyszert.
Nyilvanval6 tény, hogy az immunhisztokémiai vizsgalatok kivitelezése a fagyasztott
preparatumokon kecsegtet a legjobb eredménnyel, am ilyen metszetekre szert tenni és
azokat vizsgalni a patoldgiai rutinfeladatok mellett gyakorlatilag lehetetlen. Ebben a
helyzetben az egyetlen miikodd alternativat a formalinnal fixalt és bedgyazott szovettani
preparatumok alkalmazasa jelentheti. A formalinos fixalasnak azonban (legyen az
barmennyire elterjedt és népszeri) van egy igen komoly hatranya, amit nem szabad
szem eldl téveszteni az imunhisztologiai vizsgalatok kivitelezése soran. Ismeretes, hogy
a fixalo hatdéanyaga a formaldehid a szokésosan alkalmazott foszfatpufferben feloldva
metilén-glikolld alakul, ami a fehérjelancok kiilonbozé oldalldncai  kozott
metilénhidakat alakit ki (ez a reakcio felelds a tulajdonképpeni fixalasért). Szamos
oldallanc vehet részt ezen keresztkotések kialakitasaban; egyebek kozott az amino-,
imino-, amido-, peptid-, guanidil-, karboxil- és SH-csoportok, tovabba az aromas
gylriik (Nitschmann és Hadorn, 1944; Fraenkel-Conrat és munkatdrsai, 1947,
Fraenkel-Conrat és Olcott, 1948a, 1948b; Fraenkel-Conrat és Mecham, 1949).

Hatéarozott probléma viszont, hogy ezen keresztkotések nem pusztan stabilizaljak és
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rogzitik a fehérjemolekuldkat (azaz fixdlnak), hanem olyan jelentds mértékben
megvaltoztathatjadk az eredeti fehérjemolekula struktirdjat, hogy azok reakciokészsége a
rajuk specifikus ellenanyagokkal szdmottevd mértékben csokkenhet (akar meg is
szlinhet); gyenge vagy alnegativ immunjelolédést eredményezve. Ezen problémak
orvoslasara egy lehetdség nyilik: valamilyen antigénfeltarasi technikat kell alkalmazni.
Ezen metddusok altaldban a pH megvaltoztatasaval (akar csokkentve, akar ndvelve azt),
a hdmérséklet emelésével, valamilyen proteolitikus enzim alkalmazaséaval, esetleg ezek
kombinaciojaval probaljak meg a fixalt fehérjemolekuldk elfedett epitopjait Gjra
hozzaférhetové tenni a megfeleld ellenanyag szamara (Bell és munkatdrsai, 1987).

A jelen munkéban kiprobalt és alkalmazott antigénfeltarasi technikak bevalt és
gyakorta alkalmazott modszerek a mindennapos hisztopatologiai gyakorlatban (Shi és
munkatdrsai, 1991; Shi és munkatdrsai, 1996). Az eredmények egyértelmiien
ramutattak, hogy a TASK-3 csatorndk immunhisztokémiai detektdldsa céljara a Tris-
pufferben torténd inkubécid €s a hokezelés kombinalasa jelenti az optimalis technikat;
konzisztens, megbizhaté ¢és reprodukalhatd eredményt adva, ahol a megfigyelt
immunfestédés teljesen megfelelt a fagyasztott prepardtumban tapasztalhato
mintdzatnak.

A jelen tanulmanyban kiilon figyelmet forditottunk az antigénfeltaras
alkalmazhatdsaganak ellendrzésére, hiszen a technika nem megfeleld megvélasztasa és
alkalmazésa alpozitiv vagy dalnegativ reakciokat egyarant eredményezhet. Az AF
ellendrzése soran részben a jol ismert TASK-3 megoszlasi mintdzattal rendelkezd
human cerebelléris szdvetet alkalmaztuk pozitiv kontrollként, részben Osszevetettiik a
TASK-3 jelolédést a fagyasztott preparatumokbdl készitett (azaz megdrzott epitopokat
tartalmazd) metszeteken, valamint az ugyanazon blokkbol késziilt, de rutin
hisztopatologiai eljardson atesett mintakon, az AF elvégzése utan. EIObbi esetben a vart
jelolédési mintazatot tapasztaltuk, utdobbiban pedig mutatkozott ugyan némi kiilonbség
az immunreakcidk intenzitdsdban, &m azok megoszlasa teljes mértékben megegyezett.
Fontos megjegyezni, hogy bar a bedgyazott metszeteken Kkivitelezett reakcid
intenzitasanak csokkenése észrevehetd volt, az a vizsgalatok értékelését érdemben nem
zavarta. A megfeleld antigénfeltarasi technika alkalmazasa ¢és az igy kapott
immunreakcié megoszlasdnak teljes Osszhangja egyértelmilen arra utalt, hogy az a
megfigyelésiink, miszerint a TASK-3-specifikus immunreakcid6 egyes szoveti
strukturakbdl hianyzik (pl. simaizomsejtek), nem a detektalasi modszer hianyossagainak

vagy az epitopok modosulasanak kovetkezménye.
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Mindezek mellett meg kell azonban emlékezni egy masik igen lényeges (és
gyakorta eléforduld) hibaforrasrél: az alpozitiv reakcid kialakuldsarol. Az alpozitiv
reakcid hatterében egyértelmilien az alkalmazott antitestek nem megfeleld specificitasa
all. Sajnalatos modon, ez a probléma még manapsag is kisérti az immunhisztokémiaval
foglalkozokat, annak ellenére, hogy az alkalmazott ellenanyagok tilnyomo részét az
arra specializalodott cégek allitjak eld. A legjobb szandék és a leggondosabb
eldvizsgalatok ellenére eléfordulhat azonban egy addig fel nem ismert keresztreakcio,
amikor a primer antitest nem csupdn a célproteint ismeri fel, hanem valamilyen mas
molekuldhoz is kotodik. A fenti okbdl kifolyolag, és mivel ez az els6 olyan tanulmény,
ahol a TASK-3 csatornak megoszladsi mintazatanak vizsgélata tortént a human
gastrointestinalis rendszerben, kiilonésen nagy figyelmet kellett forditanunk az
immunjeldlédés specificitasanak ellendrzésére.

Allatkisérletek esetében a leghitelesebb technika az alkalmazott antitestek
specificitasanak vizsgalatara a ,knock-out” allatok Iétrehozasa, hiszen az ilyen
szoveteken kivitelezett immunjel6lés negativ eredménye egyértelmiisiti az ellenanyag
specificitasat. Emberi szovetek vizsgdlata soran (vagy ¢életfontos fehérje
tanulmanyozasa esetén, amikor a knock-out allat ¢életképtelen) ez a metodus
természetesen nem hasznalhatd, ezért megfeleld alternativakat kell alkalmazni. Mivel a
tovabbi, specificitast ellendrzé ¢és azt megerdsitd kisérletek nem olyan dontd
hatasfoktiak, mint a knock-out allatok alkalmazasa, a jelen munkdban tobb ilyen
technikat is alkalmaztunk, hogy azok egylittesen elegendden egyértelmiien jelezzék az
itt vizsgalt immunreakciok specifikussagat.

Igen komoly megerdsitését jelentette az eredményeinknek, hogy a
vizsgélatokhoz két elsddleges antitestet hasznaltunk, amik a csatornafehérje két
kiilonb6z6, egymastol igen messze talalhato epitopja ellen iranyultak (egyik kotdhely az
N-, a masik a C-terminalis teriiletén talalhato; egyikiik a csatorna extra- a masikuk pedig
annak intracelluldris részén). Az a megfigyelésiink, miszerint a két antitest
alkalmazésaval kivitelezett reakciok teljesen megegyezd festddési mintazatot adtak,
azokban csak intenzitasbeli kiilonbség volt tapasztalhato, feltétleniil arra utal, hogy
ugyanazon fehérjemolekuldk jelenlétét detektaltdk, hiszen annak elhanyagolhat6an
csekély a valosziniisége, hogy a két kiilonbozd ellenanyag aspecifikus modon teljesen
azonos struktirakat ismerjen fel.

Ugyancsak értékes, a primer antitestek specifikus kotédését megerdsito adatként

interpretalhatd azon megfigyelésiink, miszerint a primer antitesteket a nekik megfeleld
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immunizald peptiddel eldinkubélva értékelhetd immunjel6lddés nem jelentkezett. Ezen
preadszorpcios kontroll vizsgalatokat minden alkalmazott prepardtumon elvégeztiik; sot
amennyiben ez lehetséges volt, akkor fagyasztott metszeteken is. Ha a formalinnal
fixalt mintak vizsgalatara keriilt sor, akkor ezek a kontroll vizsgalatok minden esetben a
leghatékonyabbnak talalt antigénfeltarasi technika, azaz a Tris-pufferben torténd
inkubécio utan torténtek. Természetesen a preadszorpcids kontroll azt nem zarja ki,
hogy az elsédleges antitest valamilyen més proteinhez ne kétddne (aminek van egy
olyan epitdopja, ami nagyban hasonlit a vizsgalt fehérje célepitopjara), am azt
egyértelmilen jelzi, hogy az immunhisztokémiai jelolés sordn az ellenanyag a
specifikus, epitopfelismerd régiojaval kapcsolédik a célfehérjéhez. Az el6zo
bekezdésben részletezett kisérleti eredménnyel kombindlva azonban ez a vizsgalat is
igen meggy0zden igazolja az elvégzett reakcid specifikus voltat.

A fenti vizsgalatok mellett Western-blot kisérletekre is sor keriilt. A Western-
blot technika alkalmazasat részben az indokolta, hogy megvizsgaljuk, vajon a
felhasznalt antitestek alkalmasak-e ,linearis” epitopok detektilasara. A Western-blot
vizsgélatok szamos igen érdekes (és nagyban megnyugtatd) eredményt hoztak.
Kidertilt, hogy mindkét elsddleges antitest alkalmas ezen vizsgalatok kivitelezésére,
azaz nem pusztan ,.konformécids” epitopok ellen irdnyulnak. A masik Iényeges
megallapitas, hogy a Western-blot vizsgalatok utdn végzett denzitometria eredménye
teljes 0sszhangban allt az immunhisztokémiai adatokkal. Némileg meglepd modon, a
Western-blot vizsgalatok sordn a csatornafehérje dimer valtozatanak megfeleld
magassagaban (kb. 84 kDal) jelentkezett a legintenzivebb csik. A reakciokoriilmények
(és a fehérjepreparatum készitésének) modositdsaval sikeriilt ugyan a monomer
fehérjemolekulat detektalni, azonban a dimer valtozat még ebben az esetben is nagyobb
mennyiségben volt jelen. Fontos megjegyezni, hogy mind a monomerként, mind a
dimerként azonosithatd csik eltlint a primer antitestek blokkold peptiddel torténd

eldinkubdciodja utan.

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 funkcionalis

relevancidjanak taglaldsat. Ismeretes, hogy a vastagbél nydlkahartyaja altal termelt
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szekrétum K'-koncentracidja magas. A mai napig nem teljesen vilagos azonban, hogy
egészen pontosan milyen K'-csatorndk feleldsek az apicalis és a basolateralis
membranon torténd K'-forgalom biztositasaért (a témarol kivald Aattekintést ad
Kunzelmann és Mall, 2002). A jelenleg elfogadott nézet szerint a vastagbél K'-
részt, de a folyamatba bevont egyéb K'-csatornakra vonatkozo informaciok igen
hézagosnak mondhatok. Az intestinalis epithelium membranjaban bizonyos cAMP- és
Ca®"-aktivalt K'-csatornak funkciodja tiinik a leglényegesebbnek, am egyéb (igy pl. a
TASK-3) csatorndk szerepe sem zarhatd ki, kiillondsen a jelen disszertacioban
részletezett kisérleti adatok tiikrében.

A pancreasban szdmos érdekes funkcio tételezhetd fel a TASK-csatornak
vonatkozdsdban. Ismert, hogy az Un. Cl-ot szekretald epitheliumokban (amilyen a
pancreas is) a K'-csatornak jelenléte és aktivitasa elengedhetetlen a CI transzportjahoz,
ugyanis a K-ionok mozgasa biztositja az anionok szamara a sziikséges hajtdéerét. A
folyamatban egyes Ca®"-aktivalt K'-csatornak jelent6ségét mar leirtak (Kim és Greger,
1999; Kottgen és munkatdrsai, 1999), de a jelen disszertdcioban részletezett
megfigyelések arra utalnak, hogy a TASK-3 csatorndk is szereppel birhatnak a pancreas

A disszertacid egyik legérdekesebbnek tlind megallapitasa az a megfigyelés,
miszerint az inzuldris sejtek jelentékeny TASK-3 expressziét mutatnak, azaz komoly
jelentéségiik lehet az inzulin- és/vagy glukagonszekrécio szabalyozasaban. A jelenleg
altalanosan elfogadott elmélet szerint az inzulinszekrécidé szabalyozasdban az ATP-
szenzitiv K'-csatorndk jatszanak meghatirozé szerepet. A folyamat kulcsfontossagu
eleme, hogy az extracellularis gliikozkoncentacidé novekedését a B-sejtek ATP-
szintézisének fokozodasa koveti, aminek révén az intracellularis ATP-koncentracio
emelkedése kovetkezik be. Ezen folyamat eredményeként a sejtfelszini membran ATP-
szenzitiv K'-csatornai zarédnak, ami a sejtek depolarizacidjahoz vezet. A
membranpotencial csokkenése a fesziiltségvezérelt Ca®-csatornak megnyilasat okozza,
lehetévé téve a Ca®" cytoplasmaba torténd aramlésat, ami az inzulinszekrécid kozvetlen
induktora. Onként kinalkozik a feltételezés, hogy a B-sejtek membranjaban taldlhato
TASK-3 csatorndk egy jelentds repolarizaciés erét jelenthetnek, azaz az
inzulinszekrécio egyik ,,fékjeként” komoly jelentdséglick lehetnek a hormonszekréciot
szabalyozd mechanizmusok kozott. Bar az itt felvetett hipotézist kdzvetleniil tdAmogato

kisérletes eredményeknek még hijan vagyunk, kozvetett bizonyitékként megemlithetd

48



az a hosszu ideje ismert, am mindmaig megmagyarazatlan megfigyelés, miszerint az
és munkatdrsai, 1980). Mivel a TASK-csatorndk az extracellularis pH savas iranyba
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.
A TASK-3 csatorndk onkogén potencialjabol kiindulva (Mu és munkatdrsai, 2003; Pei
és munkatdrsai, 2003) felmeriilt ugyanis, hogy az ezen csatorndkat gatlo anyagok —
egyebek kozott a ruténium-vords (Czirjdak és Enyedi, 2003b) — daganatellenes szerként
megjelenhetnek majd a rosszindulatd tumorok terdpidjaban. A disszertacidoban
részletezett megfigyelések alapjdn azonban Ugy tlinik, hogy ezen szerek alkalmazasa
soran ezidaig nem feltételezett mellékhatasok jentkezhetnek a TASK-3 csatorndk
muikodését és/vagy exresszigjat gatlo anyagok alkalmazasakor, amik szamottevo

mértékben befolydsolhatjdk a gastrointestinalis rendszer miikodését és a pancreas

hormontermelésének szabalyozasat.

43. A TASK-3 csatornak jelentésége rosszindulatu
daganatokban — nem mindegy hogy core-biopszia vagy miuiitéti
anyag?

Osszhangban mas szerzOk adataival azt tapasztaltuk, a TASK-3 csatornak jelen
vannak tumoros szévetekben is. A vizsgalatok malignus daganatokra vonatkoz6 részét
abban a reményben végeztiik, hogy taldn sikeriil majd Osszefiiggést taldlni a tumorok
hisztologiai tipusa, prognosztikai faktorai és azok TASK-3 mintazata (vagy a jelolodés
erdssége) kozott. Nem kis csalodasunkra ilyen Osszefiiggést (eddig legalabbis) nem
talaltunk, am sikeriilt ravilagitani egy nagyon érdekes jelenségre, aminek pontos
tisztdzdsa még nyilvanvaléan sok munkat fog igényelni. Megallapitottuk, hogy a core-
biopszidk formdajaban nyert szovetmintdkban a TASK-3 jelolddés dontden
cytoplasmaticus, az a magot legnagyobbrészt megkiméli. Az intracellularis lokalizacio
arra utal, hogy ezek a csatorndk nagy mennyiségben vannak jelen az endoplasmaticus
reticulum teriiletén. Ez a jelenség igen hasonld ahhoz, amit TASK-1 csatornakat

overexpresszalo, transzfektalt COS-sejtekben, valamint tenyésztett astrocytak esetében
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a TASK-1, TASK-2 ¢és TASK-3 csatornak kapcsan korabban leirtak (Girard és
munkatdrsai, 2002; Ruszndk és munkatdrsai, 2004). Igen figyelemre méltonak itéljiik,
hogy a TASK-3 jelolédés nagyon gyakran kifejezett perinuclearis rajzolatot mutatott,
ami arra utalhat, hogy a csatorndk megtalalhatok a maghartya kozelében, esetleg annak
részét képezhetik. Tovabbra sem vildgos azonban ezen csatorndk funkcidja az
intracellularis membranokban. Felmeriil, hogy egy konnyen hozzaférhetd és gyorsan
mobilizalhat6 ,tartalékot” jelentenek az itt elhelyezked6 TASK-3 csatornak, amiket a
sejt szlikség eselén igen gyorsan tud rendeltetési helyiikre szallitani. Az sem kizarhato
azonban, hogy az endoplasmaticus reticulumban mar kifejezett funkcioval birnak.
Erdemes megjegyezni, hogy a témaval foglalkozod kutatok tovabbra is sikerteleniil
keresik azon ioncsatornakat, amelyek az endoplasmaticus reticulumbol torténé Ca®'-
felszabadulas soran a kifelé¢ elmozduld pozitiv toltések altal keltett toltésmegoszlas
kiegyenlitését hivatottak végezni. Az erre a kérdésre vonatkozd kisérleteknek igen
sulyos (jelenleg megoldhatatlan) metodikai nehézségét az jelenti, hogy az intracellularis
membranok nem vizsgdlhatok a klasszikus mikroelektroda-technikaval, ennélfogva
kizarolag hipotézisek léteznek az emlitett csatorndk mibenlétére vonatkozolag.
Mindezek alapjan nem kizarhatd, hogy a TASK-csatorndk jelentik az endoplasmaticus
reticulum ,,leak”-csatornait.

Szemben a core-biopszidkkal, a mitéti beavatkozas soran eltavolitott
szovetmintdkban a TASK-3 immunjel6lédés nem kizardlag a cytoplasmara és
intracellularis membranokra korlatozédott, hanem igen jelentékeny festodést
tapasztaltunk a sejtmagok teriiletén is. Nem vilagos azonban, hogy a megfigyelt
jelolédés valoban a magban van, vagy csupan a magot 0vezd sejtmaghartya intenziv
jelolédésérdl van sz - valasz a human szovetmintadkon végzett fluoreszcens
immunjeldlés és a konfokalis mikroszkopia alkalmazasatdl remélhetd.

Természetesen nem melldzhetdé a core-biopszidas anyagban ¢és a mutéti
preparatumban tapasztalt megoszlasbeli kiilonbség lehetséges okdnak diszkusszidja
sem. Mivel mind a vizsgalt szovet mindsége, mind az immunjeldlés kivitelezése
teljesen azonos a demonstralt két esetben, a legkézenfekvobbnek tiind metodikai
problémak/kiillonbségek/hibak kizarhatok. Fontos azonban megjegyezni, hogy jelentds
kiilonbség van a szovetminta kezelésében a core-biopszids és a miitéti anyag kozott. A
core-biopszia soran a beteget nem altatjak, és az eltavolitott szovetminta azonnal a
fixalo oldatba keriil, rdadasul az igy eltavolitott anyag mérete miatt a fixalo igen

gyorsan atjarja a szovetet. Ezzel szemben a miitét természetesen altalanos narkozisban
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torténik, és a kivett szOvetminta csak némi 1d6 (esetenként 20-30 perc) elteltével keriil
formalinba, addig fiziol6gids sooldatban all. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a
csatorndk esetleg a szoveti hipoxia vagy acidosis (esetleg az ezen tényezdk
kovetkezményeként felszabaduld szdveti faktorok) kovetkezményeként keriilnek at a
sejtmag kornyékére a hipoxiara adott sejtvalasz részeként. Ez a feltételezés azért tlinik
kecsegtetonek, mert az egyik szerzdcsoport vélekedése szerint a TASK-3-csatorndk
szerepet jatszanak a periférids kemoreceptorok hipoxidra adott valaszreakciojaban
(Buckler és munkatdrsai, 2000); masok pedig a TASK-3 csatornakat 0sszefiiggésbe
hoztdk a sejtek (eldsorban a tumorsejtek) fokozott hipoxiatiird képességével; a pH
valtozasainak TASK-csatornakra kifejtett hatdsa pedig mar hosszabb 1d6 ota ismert.

Egy tovabbi lehetdség, ami ugyancsak figyelmet érdemel a gaznemii
altatoszerek alkalmazéséaval kapcsolatos. Tobb szerzd beszamolt arrdl, hogy a halotan
€s mas gadznemi anesztetikumok a TASK-csatornakra kdzvetleniil hatnak; nevezetesen
aktivaljak azokat (Patel és munkatdrsai, 1999; Lesage és munkatdrsai, 2000), ily
modon hyperpolarizdlva a neuronokat, ami végiil a narkoézis kialakuldsdhoz vezet. A
jelen munkéban bemutatott eredmények alapjan az sem kizarhat6, hogy a gaznemi

crer

indukalhatjak.

4.4. A PKC-izoenzimmintazat és a rosszindulatu

hugyhdélyagtumorok kapcsolata

A jelen munka egyik kiemelked6éen fontos eredménye annak igazoldsa volt,
hogy a humén hugyhdlyag epithelialis rétegébdl kiinduld rosszindulati daganatok altal
expresszalt PKC izoenzimek jelentds, a tumor gradusaval Osszefliggd, mennyiségi
valtozast mutatnak. A vizsgalatok arra deritettek fényt, hogy a tumor elérehaladasaval a
PKCP és o izoenzimek mennyisége csokkent, mig a PKCa, ¢ és § ezzel ellentétes
iranyt valtozast mutatott. A megfigyelések arra utalnak, hogy (hasonléan mas
szovetekhez, Mischak és munkatdrsai, 1993; Goodnight és munkatdrsai, 1994,
Bamberger és munkatdrsai, 1996; Franz és munkatdrsai, 1996; Neill és munkatdrsai,
2003; Selzer és munkatdrsai, 2003; Koren és munkatdrsai, 2004) a PKC izoenzimek
kozponti szerepet jatszhatnak a hiigyholyag epitheliumanak daganatos elvaltozasaiban
is. A kisérleti eredmények azt is sugalljak, hogy az egyes PKC izoformak ellentétes

szereppel birhatnak a tumorok kialakulasaban. Erdekesnek tiinik az a megfigyelés,
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miszerint ez a fajta antagonizmus még az ugyanazon csoportba tartoz6 formak kozott is
megfigyelhetd; a ,.konvencionalis” vagy Ca’'-fliiggé csoportba tartozd PKCo. és PKCB,
valamint a ,novel” tipusi PKCS és PKCe mennyisége ellentétes iranya valtozast
mutatott a tumor gradusanak eldérehaladasaval. Ez a megtfigyelés arra utal, hogy a leirt
¢s itt tapasztalt moddosuldsok nem egyszerlien az egyes csoportok aktivalodasi
koriilményeinek valtoyasaival hozhatok Osszefiiggésbe, hanem olyan eltérésekkel is,
amelyek képesek az egyes izoformak megjelenését szelektiv modon befolyasolni.

Fontos megjegyezni, hogy ezidaig rajtunk kiviil csupan egyetlen munkacsoport
vizsgélta a PKC izoenzimmintazat véltozasait a holyag rosszindulati daganataiban
(Koren és munkatdrsai, 2000; Langzam és munkatdrsai, 2001). Bar megfigyeléseink
egy része teljes hasonlosagot mutat az idézett szerzcsoport eredményeivel (a cPKCp és
a nPKCd mennyiségének csokkenése, valamint az aPKCC mennyiségének fokozddasa a
tumor elorehaladasaval), néhdny adat mutat némi eltérést a két munkacsoport esetében.
Ezek sordban megemlitendd, hogy szemben a Koren ¢és munkatarsai (2000) és a
Langzam és munkatarsai (2001) altal leirtakkal, a jelen vizsgalatban jelentds valtozast
tapasztaltunk a cPKCa ¢s a nPKCe mennyiségében (foltétleniil megemlitendd
ugyanakkor, hogy a nPKCe vizsgalata nem képezte targyat az idézett tanulmanyoknak).
Ugyancsak 1ényegesnek tiind differenciat jelent a két tanulmany kozott, hogy (szemben
az idézett kozleményekkel) az altalunk vizsgalt szovetmintadkban a nPKCn jelenlétét
nem tudtuk igazolni.

Természetesen szamos lehetdség mérlegelendd ezen kiilonbségek értelmezése,
azok okainak keresése soran, és nem zarhatok ki az eltérd antitestek alkalmazasabol, a
technikai  kiillonbozdségekbél és az  esetleges  geografiai-populacidogenetikai
differencidkbdl szarmazo eltérések. Mérlegelést érdemel azonban két tovabbi tényezd,
ami ugyancsak magyardzhatja az emlitett kiilonbségeket.  Egyrészt az idézett
munkakban a G1 és G2 gradust mintdk pTa stadiumi, a mi vizsgalatainkban pedig pT1
és pT2 stadiumu daganatokbol lettek eltavolitva. Ezen tGilmenden, Langzam és
munkatérsai (2001) olyan mintakon végezték a Western-blot analizist, amihez a teljes
tumorszovet homogenizaldsa wutdn jutottak, igy eredményeik a tumorszovet
mesenchymalis eredetli részeinek viselkedését is tiikkrozik. Ettdl jelentdsen eltéréen, a
mi vizsgalatainkban a holyagfal epithelialis rétegét elvalasztottuk az alatta talalhato
szoveti régioktol, igy a disszertdcioban szerepld megallapitasok kizardlag az epithelialis

rétegre vonatkoznak.
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Mindent Osszevetve megallapithaté, hogy a PKC izoenzimmintazat jelentds
eltérést mutat a kiilonb6zé gradustt hodlyagtumorokban. Ha az itt bemutatott
tendencidkat sikeriil megerdsiteni, esetleg még a jelenleginél is nagyobb esetszam
felhasznalasaval tovabb finomitani azokat, akkor komoly esélye lehet annak, hogy a
PKC izoenzimmintazat vizsgalataval tovabbi adatokat nyerhetiink a daganatok
progresszidjara (esetlegesen progndzisukra) vonatkozolag. Ezen tulmenden igen
lényeges lesz annak tisztazdsa, 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 human rosszindulati daganatok keletkezésével, amik kifejezetten
ubiquiternek  tekinthetdk, szertedgaz6 fiziologias ¢€s patologias funkcidkkal
rendelkeznek. A kérdéses fehérjék (PKC és TASK) egyértelmiien jelen vannak az ép
szovetekben 1is, igy onkogén potencidljuk nem pusztin jelenlétiikkb6l, hanem
megoszlasuk és funkcioik megvaltozasabol fakad(hat). A jelen disszertaco eredményei
ramutattak, hogy egyes PKC izoenzimtipusok mennyisége nd, masoké csokken a
rosszindulatiian elfajult sejtekben, ami reményt jelenthet arra, hogy egyes pontosan
iranyitott és izoenzim-specifikus PKC agonistak és/vagy antagonistak hatassal lehetnek
a tumor nodvekedésére, esetleg hozzdsegithetnek azok regresszidjadhoz. A TASK-
csatornakkal kapcsolatos vizsgalataink azonban arra is ramutatnak, hogy (bar a TASK-3
csatorndk onkogén potencialja manapsag széles korben elfogadott) ez a molekula az ép
szovetekben is jelen van, és a funkcidjat gatlé anyagok (amiket sok szerzd tekint
reménybeli daganatellenes szernek) komoly zavarokat okozhatnak a szervezet
fiziologias miikddésében.  Mindezek alapjan eredményeink azt a meglehetdsen
pesszimistanak tind, am igencsak realista megallapitast erdsitik meg, hogy a
rendelkezésre allo és folyamatosan ndvekvd mennyiségli kisérletes adat ellenére
fajdalmasan keveset tudunk a daganatok keletkezésérdl, és igen szivos és kitartd
munkara van ahhoz sziikség, hogy akar egy paranyi 1épést is tehessiink a rosszindulata
tumorok megelézésében hatasos, valamint a kifejlodott daganatokra hato, ugyanakkor

az ép szovetek funkcioit csak kevéssé befolyasold szerek fejlesztése felé.
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OSSZEFOGLALAS

A jelen tanulméanyban két olyan protein (PKC ¢s TASK-3) vizsgalatat végeztiik,
folyamataira, ezaltal jelentdségiik lehet a egyes rosszindulati daganatok kialakuldsaban
¢és novekedésében.

A TASK-3 csatorndk vizsgdlata soran elvégeztiik két, a kereskedelmi
forgalomban hozzaférhetd ellenanyag vizsgalatat; igazoltuk specificitasukat, valamint
kidolgoztuk az immunreakci6 optimalis feltételeit, beleértve az idedlis antigénfeltarasi
technika megtalalasat. Az antigénfeltaras adekvat voltat fagyasztott preparatumokon
kivitelezett immunreakciok alkalmazaséaval erdsitettiik meg.

Megallapitottuk, hogy a human gastrointestinalis rendszer epithelialis sejtjei
intenziv TASK-3 expressziot mutatnak. Erdteljes reakciot tapasztaltunk a plexus
myentericus Auerbachi idegelemeiben, mikdzben az azokat 6vezd simaizomrétegben
lényegesen gyengébb reakciot figyeltink meg. Erételjes és jellegzetes TASK-3
specifikus reakciot lattunk a pancreas teriiletén, az endocrin €s az exocrin allomanyban
egyarant. Kettds immunjel6léssel a Langerhans-szigetek A- és B-sejtjeinek TASK-3
pozitivitasat is igazoltuk.  Erdteljes TASK-3 jelolédést figyelhettiink meg a
gastrointestinalis rendszert és az emldszovetet érintd malignus daganatokban is, de nem
talaltunk egyértelmii Osszefiiggést a TASK-3 expresszid erdssége vagy eloszlasa,
valamint a daganatok szoveti képe, stadiuma és prognosztikai markerei kozott.
Hatarozott kiilonbséget tapasztaltunk viszont a TASK-3 jelolddés megoszlasdban a
core-biopszia és a miitéti beavatkozas soran eltavolitott szovetmintdk esetén. El6bbi
esetben a jelolddés dontéen cytoplasmaticus volt €s a magok csupan csekély szazaléka
mutatott TASK-3 pozitivitast, utobbi esetben a sejtmagok jelentds része erdteljes
immunfestddést produkalt.

A PKC izoenzimmintdzat tumorprogressziéval 0Osszefiiggd valtozésait
hugyholyagbodl izolalt, transitionalis sejtes daganatok Western-blot vizsgalataval
végeztik. Megallapitottuk, hogy a human hugyhdlyag epithelialis sejtjei 6t PKC
izoformat (PKCa, PKCp, PKC8, PKCe ¢és PKCC) expresszalnak. A tumorosan elfajult
epitheliumbol készitett szoveti homogenizatumban ezen izoformdk mennyisége
jellegzetes, a tumor gradusdval Osszefliggd, statisztikailag is szignifikdns véaltozast
mutatott. Mig a PKCB és PKCSO mennyisége a tumor eldrehaladasaval fokozatosan

csokkent, addig a PKCa, PKCe és PKCE mennyisége fokozddott.

63



SUMMARY

The two proteins investigated in the present study (PKC and TASK-3) are known to
influence cell differentiation, proliferation and apoptotic processes, thus they may have roles in
the genesis and growth of certain malignant tumours.

In the frame of the work concerning the TASK-3 channels we evaluated two
commercially available antibodies targeting the TASK-3 channels, we confirmed their
specificity and we worked out the optimum conditions for the immunoreactions performed with
these antibodies. Specific emphasis was laid upon the finding of the ideal antigen retrieval
technique. The adequacy of the antigen retrieval was confirmed by performing TASK-3
specific labelling on frozen tissue samples.

We found that the epithelial cells of the human gastrointestinal tract showed intense
TASK-3 specific immunolabelling. Strong immunoreaction could be observed in the neural
elements of the myenteric plexus, whereas the surrounding smooth muscle layer exhibited
markedly weaker immunolabelling. The pancreas also showed strong and rather characteristic
TASK-3 immunopositivity pattern in both the endocrine and exocrine portions. Double
immunolabelling experiments revealed that both the A and B cells of the islets of Langerhans
expressed TASK-3 channels.

Strong TASK-3 labelling could also be observed in the malignant tumours of the
gastrointestinal tract and in breast cancers, but no correlation could be found between the
intensity/distribution pattern of the TASK-3 immunopositivity and the histological picture,
grade and prognostic markers of the tumours. Definite differences could be observed, however,
between the TASK-3 distribution of the tissue samples obtained during core-biopsy and surgical
intervention, respectively. We found that in the core-biopsies the TASK-3 specific
immunoreaction was predominantly cytoplasmic, most of the nuclei were spared after the
labelling. In the surgical specimens, however, a large proportion of the nuclei demonstrated
strong and distinct TASK-3 specific labelling.

The grade-dependent alterations of the PKC isoenzyme pattern of human bladder
carcinomas have been investigated by using Western-blotting. The epithelial cells of the human
bladder expressed five PKC isoenzymes (PKCa, PKCP, PKC3, PKCe ¢és PKCE). Moreover,
characteristic, grade-dependent, statistically significant changes were found in the amount of the
individual types of PKC isoenzymes in the homogenised tissue samples prepared from the
tumorous epithelial cells of the urinary bladder. The amounts of PKCP and PKCd reduced,

whereas the quantities of PKCa, PKCe and PKC( increased as the tumour progressed.
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