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1.Bevezetés 

1.1. A melanoma malignum 
A gyakorta csak melanomaként emlegetett melanoma malignum egy olyan 

rosszindulatú daganat, ami az esetek többségében a bırben található melanociták malignus 

elfajulásának következtében alakul ki. Bár elıfordulnak nem-bıreredető melanomák is (pl. 

colorectalis, ocularis, conjunctivalis vagy vaginalis lokalizációban), ezek gyakorisága eltörpül 

a bırbıl kiinduló melanoma malignum elıfordulási aránya mellett: a bırbıl kiinduló 

melanoma malignum incidenciája 40–50/100 000, a nem-bır eredető melanomák pedig az 

összes melanoma malignum esetnek csupán a 4–5%-át képezik [Hussein 2008]. 

Tekintettel a leggyakoribb megjelenési helyére, a melanomát a statisztikák általában a 

többi bıreredető daganattípussal vetik össze. Ezek az elemzések rávilágítanak a betegség 

súlyos következményeire: bár a melanomás esetek az összes bıreredető daganat miatt kezelt 

betegek mindössze 4%-át teszik ki [Porter 2011], a melanoma malignum az összes bıreredető 

daganattal kapcsolatos halálesetek mintegy 65%-áért felelıs [Alonso és mtsai. 2004; 

Cummins és mtsai. 2006]. Ezek az adatok világosan jelzik, hogy a melanoma egy különösen 

rossz prognózissal és súlyos gazdasági/egészségügyi következményekkel jellemezhetı 

betegség. Mindezekbıl következıen a melanoma malignummal és annak lehetséges 

terápiájával foglalkozó kutatómunka nagy gyakorlati jelentıséggel bír. 

A bıreredető melanoma a bır stratum basalejában található, melanint termelı 

melanocitákból alakul ki [Wainstein és Belfort 2004]. Bár a kutatások a melanoma 

keletkezésének több rizikófaktorát azonosították (pl. nagy számú naevus jelenléte), egyetértés 

van abban, hogy a legfontosabb kiváltó ok a napfény-expozíció során a bırt ért ultraibolya 

sugárzás [Gordon 2013]. Azon megfigyelések ugyanakkor, miszerint a melanoma malignum 

kialakulásának valószínősége megnı, ha közeli hozzátartozók esetén már diagnosztizálták a 

betegséget, arra hívják fel a figyelmet, hogy a betegség pathogenesisében öröklött 

tényezıknek is szerepe van [Thompson és mtsai. 2005]. Az öröklött tényezık jelentıségét 

hangsúlyozza az a megállapítás is, miszerint egy már kialakult melanoma esetén a másodlagos 

melanoma kialakulásának esélye egy egész nagyságrenddel magasabb [Goggins és Tsao 

2003]. 

A melanoma sejtek proliferációs készsége igen nagy, ezért a terápia meghatározó 

eleme a tumor sebészi úton történı, minél gyorsabb eltávolítása [Harris és mtsai. 1995]. A 

primer tumor eltávolítása azonban sajnos nem feltétlenül jelent gyógyulást, mivel a melanoma 

malignitásának fontos eleme a korai áttétképzés. A metasztázisok megjelenése a túlélés 
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esélyét jelentısen csökkenti [Greenlee és mtsai. 2000]. Mindezekbıl fakadóan – hasonlóan 

más rosszindulatú daganatokhoz – a melanoma malignum eredményes terápiájának kulcsa 

annak korai diagnózisában rejlik. A korai diagnózis egyik eleme a tumor pontos klinikai 

osztályozása, valamint az általa expresszált diagnosztikai és prognosztikai markerek 

azonosítása [Breslow 1970; Clark és mtsai. 1969]. Az egyik közismert melanomaspecifikus 

marker az S-100 fehérjecsoport [Gaynor és mtsai. 1980]. Az S-100 fehérje jelenlétét a mai 

napig vizsgálják a melanoma diagnosztikája során [Gajjar és mtsai. 2004], jóllehet 

specificitását újabb vizsgálatok megkérdıjelezték [Ordonez 1998; Nelson és Ordonez 2014]. 

További, említést érdemlı és a diagnosztikai procedúra során alkalmazott 

melanomaspecifikus marker a HMB-45 (human melanoma black 45 [Gown és mtsai 1986]) és 

a Melan-A/MART-1 (melanocyte antigen/melanoma antigen recognized by T-cells 

[Kawakami és mtsai. 1994; Chen és mtsai. 1996]). A melanoma malignum szövettani 

diagnosztikája során jelenleg a Melan-A/MART-1- és az S-100-specifikus jelölés együttes 

alkalmazása a leggyakoribb eljárás [pl. Nelson és Ordonez 2014]. 

A melanoma malignum nagy terhet ró az egyes országok gazdaságára és egészségügyi 

ellátórendszerére, ennélfogva nem meglepı, hogy világszerte intenzív kutatómunka folyik a 

betegség kialakulási mechanizmusának megismerése és lehetséges terápiás eljárások 

kidolgozása érdekében. A vizsgálatok kiemelten fontos célja a melanoma sejtek magas 

proliferációs képességének és áttétképzı hajlamának hatékony befolyásolása. 

1.2. A sejthalál jelentősége 
Fiziológiás körülmények között a sejtosztódás és a sejthalál együttesen biztosítják egy 

adott sejtpopuláció folyamatos megújulását és a sejtek számának viszonylagos állandóságát. 

A sejthalál egyik fiziológiás megjelenési formája az apoptózis, ami a mitózis legfontosabb 

ellenpárja a sejtpopuláció mennyiségi szabályozásában [Edinger és Thompson 2004]. A 

szabályozás szemléletes példája az a központi idegrendszerben megfigyelt jelenség, ami 

szerint azok a neuronok, amik nem alakítanak ki szinaptikus kapcsolatokat, apoptotikus 

sejthalált szenvednek [Opferman és Korsmeyer 2003]. Daganatképzıdés során a sejtosztódás 

és a sejtek pusztulása közötti kényes egyensúly felborul, amiért a sejtosztódás fokozódása és a 

sejthalál mértékének csökkenése általában együttesen felelıs [pl. Kerr és mtsai. 1994]. 

Mivel a sejthalálnak számos formáját azonosították, az ezzel foglalkozó 

szakirodalomban bevezették a „programozott sejthalál” fogalmát. Az elnevezés olyan 

intracelluláris folyamatokra utal, melyek során a sejt elıre meghatározott program szerint 

beszünteti tevékenységét és elpusztul. 
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1.3. Az apoptózis 
A programozott sejthalál egyik behatóan tanulmányozott altípusa az apoptózis. Az 

apoptózis egy olyan ATP-igényes, pontosan szabályozott folyamat, amiben a sejt pusztulását 

nem kíséri gyulladásos reakció [Fink és Cookson 2005]. Az apoptózis a sejtméret 

csökkenésével, a sejtmag kondenzációjával és fragmentációjával, majd a citoplazma 

hólyagosodásával, és a szomszédos sejtekkel fennálló adhéziós kapcsolatok elvesztésével jár 

[Nishida és mtsai. 2008]. Az apoptózis folyamatát elindíthatja egy specifikus külsı hatás, ami 

az ún. extrinzik útvonal aktiválódása révén okoz sejthalált. Az apoptózist ugyanakkor 

létrehozhatja az intrinzik útvonal aktiválódása is, ami lehet kaszpázfüggı és -független 

folyamat [Ouyang és mtsai. 2012; Galluzzi és mtsai. 2012]. 

 
1. ábra: Az apoptotikus útvonalak. A belsı, vagy mitokondriális útvonal egyik fı lépése a 

citokróm c transzlokációja a mitokondriumból a citoszolba, ahol az APAF-1-gyel és a pro-

kaszpáz-9-cel kialakítja az apoptoszómát. Ez utóbbi aktiválja a kaszpáz-3-at. A külsı, extrinzik 

útvonal a halálreceptorok aktivációjával indul, ami a DISC komplexen keresztül aktiválja a 

kaszpáz-8-at. A kaszpáz-8 képes a kaszpáz-3 aktivációjára, de a Bid módosításán (tBid) keresztül a 

mitokondriális útvonalat is beindíthatja. Az aktivizált kaszpáz-3 felelıs több, az apoptózissal 

kapcsolatban leírt sejtmorfológiai változásért (pl. hólyagosodás, zsugorodás) [Calvino-Fernández 

és Parra-Cid 2010]. 

1.3.1. Az extrinzik apoptotikus kaszkád 
Az extrinzik apoptotikus kaszkádot egyes, az ún. halálreceptor-családba tartozó 

receptorok aktivációja indíthatja el. A folyamatot iniciáló receptorok közül említést érdemel 
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egyebek között a TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor type I), CD95, DR2 (death receptor 

2), DR3, DR5, DR6, TRAIL-R1 és –R2 (TNF‐related apoptosis‐inducing ligand) [lásd Sayers 

2011]. A kaszkád aktiválódásának elsı lépése, hogy a felsorolt receptorok stimulálása után 

kialakul egy a receptort, FADD-ot (Fas-associated protein with death domain) és pro-kaszpáz-

8-at és/vagy pro-kaszpáz-10-et tartalmazó komplex (az ún. death-inducing signaling complex 

[DISC]) [Mannick és mtsai. 1999]. A DISC kialakulását követıen aktiválódnak a komplexbe 

beépült pro-kaszpázok [Sun 2011], majd az aktivált kaszpáz-8 vagy kaszpáz-10 aktiválja az 

effektor kaszpázokat (kaszpáz-3, -6 és -7). A kaszpáz-8 alkalmas az ún. Bid (BH3-interacting 

domain death agonist) molekula hasítására, aminek csonkított („trunkált”) formája (a t-Bid) 

megnöveli a mitokondriumok külsı membránjának permeabilitását, elindítva ezzel az 

intrinzik apoptotikus kaszkádot [Fink és Cookson 2005]. A folyamat sematikus bemutatása az 

1. ábrán látható.  

1.3.2. Az intrinzik apoptotikus kaszkád 
Az intrinzik (vagy mitokondriális) apoptotikus kaszkád aktiválásának indító faktora a 

DNS károsodása [Ouyang és mtsai. 2012]. A folyamat során bizonyos pro-apototikus fehérjék 

[pl. BAX (Bcl-2-associated X protein), BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer) vagy az 

elızıekben már említett Bid poszttranszlációs módosulásokon mennek keresztül, majd a 

mitokondriumba transzlokálódnak [Shamas-Din és mtsai. 2011]. A mitokondrium külsı 

membránjában végbemegy a BAX/BAK oligomerizáció, aminek következtében a külsı 

membrán átjárhatóvá válik az apoptotikus folyamatok hírvivı molekulái számára [pl. a 

citokróm c vagy az AIF (apoptosis-inducing factor)] [Li és mtsai.1997; Zou és mtsai. 1997]. 

A BAX/BAK oligomerizáció akár közvetlenül is elindíthatja az MPTP (mitochondrial 

permeability transition pore) összeszerelıdését és nyitását [Cory és Adams 2002]. A 

vezetıképes MPTP megjelenése permeabilizálja a mitokondrium belsı membránját, így 

mitokondriális duzzadást okoz, ami végsı soron a sejtek pusztulásához vezet [Vianello és 

mtsai. 2012]. 

A mitokondriumokból történı kilépést követıen a citokróm c az APAF-1 (apoptotic 

protease-activating factor 1) és a pro-kaszpáz-9 molekulákkal lép kölcsönhatásba. A 

kölcsönhatás eredményeként megkezdıdik annak az apoptózisra specifikus molekuláris 

komplexnek az oligomerizációja, amely citokróm c-t, APAF-1-et és pro-kaszpáz-9-et 

tartalmaz [Scaffidi és mtsai.1998]. A folyamat végsı eredménye az apoptoszóma kialakulása. 

A komplex kialakulása során egyúttal bekövetkezik a kaszpáz-9 dimerizációja [Kurokawa és 

Kornbluth 2009] és aktiválódása is [Wen és mtsai. 2012]. A kaszpáz-9 aktivációja után az 
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APAF-1 kölcsönhatásba lép az effektor kaszpázok közé tartozó pro-kaszpáz-3-mal és pro-

kaszpáz-7-tel [Giansanti és mtsai.2011]; a kaszpáz-9 pedig egy specifikus hasítás által 

aktiválja a két említett pro-kaszpázt. Mindezen folyamatok eredıjeként megjelenik az aktív 

kaszpáz-3 és kaszpáz-7 [Ouyang és mtsai. 2012]. Az intrinzik útvonalat kisérı változások 

lényegesebb lépéseit az 1. ábra mutatja be. 

1.3.3. Az effektor kaszpázok és a nem-kaszpázfüggő apoptózis 
Az apoptózist kísérı sejtmagzsugorodás és sejtméretcsökkenés az effektor kaszpázok 

aktivitásának eredménye. Az effektor kaszpázok 3-as és 7-es altípusának aktív formái a 

szerkezeti fehérjék nem-specifikus bontásával indítják el a sejt pusztulását [Allan és Clarke 

2009]. A sejtmag méretének csökkenését a laminok proteolitikus bontása [Buendia és mtsai. 

1999], a sejt zsugorodását pedig a citoszkeletális fehérjék degradációja okozza [Kothakota és 

mtsai. 1997]. A folyamat során a kaszpáz-3 és -7 gátolja a DNS-hibák javításáért felelıs 

PARP nevő enzimet (poly ADP ribose polymerase), a kaszpáz-6 pedig a sejtmag 

dezintegrációján keresztül hozzájárul a sejtmag zsugorodásához [Ouyang és mtsai. 2012]. 

Az intrinzik apoptózis során a kaszpázfüggı folyamatok mellett kaszpáztól független 

események is hozzájárulnak a sejt pusztulásához. A folyamat egyik kulcsmolekulája az AIF 

[Wissing és mtsai. 2004]. A külsı mitokondriális membránban lezajló BAX/BAK 

oligomerizáció következtében nemcsak a citokróm c lép ki a citoplazmába [Li és mtsai. 

1997], hanem az AIF és több más, sejthalált elıidézı molekula is felszabadul a 

mitokondriumból [Zamzami és Kroemer 2001; Letai és mtsai. 2002]. A folyamat során a 

mitokondriumban található AIF elıször proteolízisen esik át, majd a keletkezett csonkolt – és 

ezáltal vízoldékonyabbá tett – AIF (az ún. tAIF) kijut a mitokondriumból és a sejtmagba 

transzlokálódik [Polster és mtsai.2005]. Az AIF végsısoron a DNS degradálásán keresztül 

járul hozzá a sejthalál folyamatához [Susin és mtsai. 1999]. 

Az apoptotikus folyamatok szabályozása bonyolult folyamat, amiben számos 

molekula vesz részt [pl. Ouyang és mtsai. 2012]. A Bcl (B cell lymphoma) molekulacsalád 

tagjai között egyaránt vannak pro-apoptotikus és anti-apoptotikus fehérjék. A Bcl-2 molekula 

például a mitokondriumba transzlokálódott BAX megkötésén keresztül akadályozza a 

BAX/BAK oligomerizációt. Mivel a BAX/BAK oligomerizáció az apoptotikus kaszkád egyik 

meghatározó lépése, a Bcl-2 jelenléte anti-apoptotikus hatású [Cory és Adams 2002]. A Bcl-2 

antiapoptotikus hatásának tükrében figyelmet érdemel, hogy a fehérje overexpresszióját írták 

le melanoma sejtekben [Eberle és Hossinini 2008]. A fentiek értelmében a Bcl-2 fokozott 

jelenléte magyarázhatja az apoptózis melanoma malignum sejtekben tapasztalt igen alacsony 
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mértékét, és egyik oka lehet a melanoma sejtek apoptózisindukcióval szembeni 

ellenállásának. 

Tekintettel az apoptózis jelentıségére, a daganatos sejteket célzó kutatásokban nagy 

jelentıségő az apoptózis aktiválódásának hathatós detektálása. Az apoptózis aktivációjának 

egyik lehetséges kimutatása a foszfaditil-szerin sejtfelszíni membrán külsı oldalán történı 

megjelenésének detektálása [Fadok és mtsai. 1992]. A foszfaditil-szerin élı sejtekben a 

sejtfelszíni membrán belsı (citoplazmatikus) oldalán található, mivel a flippáz nevő enzim 

megakadályozza, hogy a molekula poláris része a külsı kompartmentben is elıbukkanjon. Az 

apoptózissal összefüggı folyamatok eredményeként azonban a flippáz többé nem képes a 

foszfatidil-szerint a citoplazmatikus oldalon rögzíteni, így az a külsı oldalról is 

hozzáférhetıvé válik. Az annexin V nevő molekula hatékonyan kötıdik a sejtfelszíni 

membrán külsı oldaláról hozzáférhetı foszfatidil-szerinhez, így az annexin V sejtfelszíni 

membránban történı bedúsulása megbízhatóan jelzi az apoptotikus kaszkád aktiválódását 

[Walisser és Thies 1999]. Az apoptózis detektálásának egy másik lehetséges módja a folyamat 

gyümölcseként kialakuló DNS fragmentáció láthatóvá tétele, aminek legelterjedtebb módja az 

ún. TUNEL esszé alkalmazása [Fink és Cookson 2005]. Az apoptózist kísérı mitokondriális 

diszfunkció ugyanakkor a mitokondriális membránpotenciál mérésével követhetı nyomon, 

arra alkalmas fluoreszcens festékek használatával (pl. DiIC, Rhod-123, Jc-1 vagy DioC6 

festékek). Az elızıekben említett eljárások mellett egyes kaszpázok aktivitásának mérésén 

alapuló kolorimetriás vagy flourimetriás esszék is alkalmazhatók az apoptózis detektálására 

[Otsuki és mtsai. 2003]. 

1.4. A nekrózis (onkózis) 
Bár a sejthalál többi típusának tárgyalása nem tartozik a disszertáció témájához, 

említés szintjén foglalkoznunk kell a nekrózissal is. Ennek oka, hogy a bemutatandó kísérletes 

program egyik részében vizsgáltuk, hogy változik-e az általunk tanulmányozott melanoma 

malignum tenyészetekben a nekrózis következtében elpusztult sejtek száma. 

A ma elfogadott nézet értelmében a nekrózis ugyancsak a programozott sejthalál egyik 

altípusa, annak ellenére, hogy azt sokáig spontán, azaz nem programozott sejthalálnak 

tartották [Ouyang és mtsai. 2012]. A nekrózis végsı következménye a sejtfelszíni membrán 

irreverzibilis károsodása [Schwartz és Bennet 1995], ezért a nekrotikus típusú programozott 

sejthalál szabatosabb megnevezése onkózis vagy onkózis-nekrózis lenne [Fink és Cookson 

2005]. A folyamatnak az a kiinduló lépése, hogy a sejtbe került toxikus anyagok az ATP-

termelést gátolják [Majno és Joris 1995]. Ha a folyamatot DNS-károsodás is kíséri, akkor az 
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DNS javítását végzı, és ennek érdekében aktiválódó PARP nikotinsav-amid- (NAD) 

depléciót okozhat. Az elhasználódott NAD pótlásához ugyanakkor ATP-re lenne szükség 

[Walisser és Thies 1999]. Mivel a kiindulási folyamat következményeként az ATP-termelés 

eleve gátolt, a kialakuló ATP-depléció végül onkózishoz vezet [Walisser és Thies 1999]. 

Azok a vizsgálatok, amikben a PARP és a RIP (receptor-interacting protein) családba tartozó 

kinázok kölcsönhatását tanulmányozták, bizonyították az elızıekben vázolt folyamat 

programozott jellegét [Golstein és Kroemer 2007]. Mivel a nekrózist a sejtfelszíni membrán 

károsodása kíséri, a folyamat aktiválódása legegyszerőbben valamilyen membrán-

impermeábilis festék alkalmazásával (pl. propídium-jodid) mutatható ki [McCarthy és Evan 

1998]. Propídium-jodiddal történı inkubációt követıen a festék csak azon sejtek belsejében 

lesz kimutatható, amik nekrotizálnak. Ezzel szemben a nem nekrotizáló – ennélfogva ép 

sejtfelszíni membránnal rendelkezı – sejtekbe a propídium-jodid nem képes belépni. 

1.5. Daganatsejt-migráció és metasztázisképződés 
A rosszindulatú daganatok megkülönböztetı ismérve, hogy a sejtburjánzás mellett 

bekövetkezik a környezı szövetek infiltrációja és metasztázisok képzése. A sejtvándorlás 

indító lépése a fokális adhézió. Ez egy összetett folyamat, aminek során a sejt citoszkeletális 

elemei és az extracelluláris mátrix között, különbözı jelátviteli folyamatok bevonásával, 

kapcsolat jön létre [Hanein és Horwitz 2012]. A folyamathoz elengedhetetlen egy 

intracelluláris „erıgeneráló” rendszer, amit az aktinfilamentumok és a miozin által alkotott 

aktomiozin-komplex biztosít. Ez a komplex felelıs a sejtek hátsó (azaz mozgásiránnyal 

ellentétes) pólusán tapasztalható összehúzódásért, valamint a haladás irányába esı sejtvégen 

megjelenı kitüremkedésért [Small és Resch 2005]. A két folyamat együttes hatásaként a sejt 

elmozdul. Mivel a sejtmotilitás itt vázolt formája az aktomiozin-komplex mőködésétıl függ, 

nem meglepı, hogy a folyamat elıfeltétele az intracelluláris kalciumkoncentráció térben és 

idıben megfelelıen koordinált változása [Ridley és mtsai. 2003]. 

Az áttétek kialakulása többlépéses folyamat eredménye [Valastyan és Weinberg 

2011]. A primer tumor kialakulását követıen a daganat a lokális környezet infiltrálásával 

növekszik, majd a daganatsejtek betörnek az erekbe. A vérkeringésbe jutott sejtek 

elsodródnak, és egy távolabbi helyen az érbıl kilépve mikrometasztázisokat formálnak. Az új 

környezetben a sejtproliferáció átmenetileg felfüggesztıdik, majd az alkalmazkodást követıen 

a tumorsejtek növekedési programja ismét aktiválódik, és klinikailag is kimutatható 

makrometasztázisok fejlıdnek ki [Valastyan és Weinberg 2011]. A vázolt folyamatot 

metasztatikus kolonizációnak nevezik [Fidler 2003]. 
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Paradox módon, bár a rosszindulatú daganatok kezelésésnek egyik legfontosabb – ha 

nem a legfontosabb – nehézségét a metasztázisok jelenléte jelenti, maga a 

metasztázisképzıdés nem egy hatékony folyamat: mind a mikrometasztázisok kialakulásának, 

mind a metasztatikus kolonizáció létrejöttének meglepıen kicsi az esélye (< 3% és < 0,02%) 

[Luzzi és mtsai. 1998].  

1.6. A sejtműködés egyes élettani szabályozó mechanizmusainak szerepe 

a tumorgenezisben 
Az elızı alfejezetekben láttuk, hogy a tumorgenezisben központi szerepet kapnak 

azok a részben újabban leírt sejten belüli szignalizációs kaszkádok, amelyek speciális fehérje-

fehérje kölcsönhatások sorozatán alapulnak. Ezen rendszerek fontos szerepet játszanak az 

egészséges sejtek életfolyamatainak szabályozásában is, ám ma még nem teljesen 

feltérképezett körülmények között egyes élettani folyamatok kóros irányba történı 

torzulásában – és ezáltal a tumorgenezisben – is jelentıséget kapnak. Joggal merül fel a 

kérdés, hogy az újabban felismert szabályozási láncokhoz hasonlóan, régen ismert, 

„klasszikus” regulációs mechanizmusok is játszanak-e szerepet a tumorgenezis folyamatában. 

Az alábbiakban három terület vázlatos áttekintésére teszünk kísérletet. 

1.6.1. A káliumcsatornák 
A különféle ionok sejtmőködést befolyásoló szerepe lehet közvetlen, ám az egyik 

legáltalánosabb lehetıség a membránpotenciál befolyásolásán keresztül érvényesülı, 

közvetett hatás. A sejtmembránok elektromos sajátságait az expresszált ioncsatornák 

heterogenitása szabja meg, melyek közül a legnagyobb változékonyságot a káliumcsatornák 

mutatják. 

A káliumcsatornák osztályozása kezdetben az általuk létrehozott ionáramok 

sajátságain alapult. Késıbb a Drosophila génállományára épülı nevezéktan vált elfogadottá, 

újabban pedig a humán kromoszómákban kódolt csatornafehérjék elhelyezkedése lett a 

nomenklatúra alapja. Az elnevezések módosulását annak fokozatos felismerése generálta, 

hogy a káliumcsatornák lényegesen átfogóbb szerepet játszanak a sejtmőködés 

szabályozásában, mint azt a korai elektrofiziológiai vizsgálatok alapján gondolták. A ma 

elfogadott kategorizálás a káliumcsatornák négy családját különbözteti meg; ezek (i) a 

kalciumaktivált káliumcsatornák (BK és SK altípusok), (ii) a befelé egyenirányító 

káliumcsatornák (Kir altípusok), (iii) a feszültségvezérelt káliumcsatornák (Kv altípusok) és 

(iv) a két pórusformáló domént tartalmazó káliumcsatornák [Hille, 2001]. 
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2. ábra: Káliumcsatornák szerkezete. A feszültségfüggı káliumcsatorna alegységek 6 

transzemebrán domént tartalmaznak, a pórusformáló hurok az ötös és hatos alegység között 

található. Ennek mentén tetramerizálódik a funkcióképes csatorna. A kalciumaktivált csatornák 

szerkezete hasonló, csak alegységenként még egy S0 domént is tartalmaznak. Funkcionális 

csatornát szintén a pórusformáló hurok mentén történı tetramer képzıdése jelent. Az ikerpórusú, 

vagy gyakran csak háttér káliumcsatornaként említett molekulák két alegységbıl épülnek fel. Az 

alegységek két pórusformáló hurkot és négy transzmembrán domént tartalmaznak. A befelé 

egyenirányító (Kir) csatornákat felépítı alegység csak két transzmembrán domént és egy 

pórusformáló hurkot tartalmaznak. A funkcióképes csatorna itt is tetramerizációval jön létre 

[Benarroch 2009]. 

Mind a kalciumaktivált, mind a feszültségvezérelt káliumcsatornák négy alegységbıl 

épülnek fel. Az elıbbiek alegységei hét transzmemrán domént tartalmaznak (S0–S6), míg a 

Kv csatornaalegységek hat transzmembrán doménnal jellemezhetık (S1–S6). A két 

káliumcsatorna-család közös vonása, hogy a pórusformáló régió az alegységek S5 és S6 

doménje között található, és ezek körül szerelıdik össze a mőködıképes csatorna. A 

funkcionális Kv csatornák lehetnek homotetramerek vagy heterotetramerek. A heterotetramer 

összeszerelıdés rendezıelve, hogy az alegységeknek ugyanazon fıcsoportba kell tartozniuk. 

A feszültségvezérelt káliumcsatornák feszültségérzékeléséért az alegységek S4 doménje 

felelıs. 
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A Kir csatornák négy alegységbıl épülnek fel, az alegységek azonban csak két 

transzmembrán domént (TM1 és TM2) tartalmaznak. A két domén között található a 

pórusformáló hurok (az ún. H5 régió), ami körül a funkcióképes csatorna tetramerizálódik. A 

csatornaalegységek nem rendelkeznek S4 doménnel, így azok nem depolarizáció hatására 

aktiválódnak, hanem kapuzásukat az alegységösszetételétıl függıen intracelluláris 

mediátorok biztosítják [Hibinio és mtsai. 2010]. Amint azt a csatornák elnevezése sugallja, a 

rajtuk átfolyó káliumáram befelé egyenirányító jelleget mutat. 

A káliumcsatornák legújabban azonosított családját a két pórusformáló domént 

tartalmazó (ún. K2P) csatornák alkotják. A K2P csatornák egy alegysége négy transzmembrán 

domént és két pórusformáló hurkot tartalmaz; a funkcionális csatorna pedig két alegység 

dimerizációjával alakul ki [Miller és Long 2012]. A K2P csatornák nevezéktana kissé 

bonyolult, mivel ezek a csatornák változatos ingerek hatására változtatják nyitvatartási 

valószínőségüket, az elnevezések pedig ezekre a kapuzási sajátságokra utalnak. A K2P 

csatornák fıbb változatai a TWIK-csatornák (tandem of P-domains in a weakly inward 

rectifying K+ channel), a pH-érzékeny TASK (TWIK-related acid-sensitive K+ channel), 

valamint a TREK (TWIK-related K+ channel), a TALK- (TWIK-related alkaline pH-activated 

K+ channel) és a TRESK-csatornák (TWIK-related spinal cord K+ channel). A K2P 

csatornákon keresztül folyó káliumáram enyhén befelé egyenirányító jelleget mutat. Ezek a 

csatornák egyebek között részt vesznek a sejtfelszíni membrán nyugalmi, feszültségtıl nem 

függı, azaz „háttér” káliumkonduktanciájának kialakításában, ezért a K2P csatornákat 

korábban „szivárgó” káliumcsatornaként is említették. 

A káliumcsatornák sokféle funkcióval rendelkeznek, amik részletes áttekintése 

meghaladja jelen értekezés kereteit. Tudománytörténeti jelentısége miatt azonban meg kell 

említeni azt a felismerést, hogy a Kv csatornáknak döntı szerepük van az akciós potenciál 

(AP) leszálló szárának kialakításában [Hodgkin és Huxley, 1952]. A folyamat során az AP 

felszálló szára alatt kialakuló depolarizáció inaktiválja a nátriumcsatornákat, és egyidejőleg 

megnöveli a Kv csatornák nyitási valószínőségét. A következményesen kialakuló, kifelé 

irányuló káliumáram repolarizációt idéz elı, létrehozva ezzel az AP leszálló szárát. A 

repolarizáció sebességét jórészt a jelenlevı káliumcsatornák mennyisége és kinetikai 

tulajdonságai határozzák meg, így a Kv csatornák meghatározó jelentıségőek az AP 

hosszának és a refrakter periódusok sajátságainak kialakításában is. 

A TASK-csatornák a K2P csatornák családjába tartoznak. A TASK-3 (KCNK9 vagy a 

legújabb nevezéktan szerint K2P9.1) csatorna az extracelluláris pH csökkenésére záródik 

(IC50 = pH 6,8) [Duprat és mtsai. 1997], nyitott állapotának valószínősége ugyanakkor 
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depolarizáció hatására kismértékben nı [Ashmole et. al. 2009]. A TASK-3 csatornának több 

funkciót tulajdonítanak, ilyen például az aldoszteronszekréció befolyásolása [Czirják és 

Enyedi 2002], továbbá egyes neuronok ingerlékenységének szabályozása [Meuth és mtsai. 

2003]. Mindkét funkció a TASK-3 nyugalmi membránpotenciált befolyásoló hatására 

vezethetı vissza. A TASK-3 emellett feltételezhetıen oxigén-szenzorként is funkcionál 

[O’Kelly és mtsai. 1999]. 

A jelen értekezésben vizsgált téma szempontjából fontos annak felismerése, hogy a 

káliumcsatornáknak szerepük lehet mind a sejtproliferáció, mind a sejthalál szabályozásában. 

Több megfigyelés támasztja alá azt a feltevést, hogy a sejtmembrán káliumcsatornáinak 

megnyílása a membrán hiperpolarizációján keresztül elısegíti a kalciumionok belépését a 

sejtbe, így végsı soron fokozza a proliferáció sebességét. Ezt az összefüggést tételezték fel 

például limfocitákon [DeCoursey és mtsai 1984] és melanoma sejteken [Nilius és mtsai 1993] 

(a téma áttekintése céljából lásd [Schönherr 2005]). 

A sejtmembránban elhelyezkedı káliumcsatornák aktivitása befolyással lehet az 

apoptotikus sejthalál folyamatára is. Leírták például, hogy a káliumcsatornák megnyílása 

okozta hiperpolarizáció kloridcsatornákat aktivál, és így következményes kloridkilépést okoz, 

amit aztán akvaporin csatornákon keresztül vízkilépés is követ [Remillard és Yuan 2004]. A 

vízkilépés miatti sejtzsugorodás ugyanakkor egy apoptózist elindító szignál [Gomez-Angelats 

és mtsai 2000]. A kálium-, klorid- és vízkilépést követı sejtzsugorodás meghatározó szerepét 

a kisagyi szemcsesejtek vándorlását követı apoptotikus sejtszámcsökkenés esetében is 

felvetették [Lauritzen és mtsai. 2003], amely folyamatban meghatározó szerepet 

tulajdonítanak a TASK-3 csatornáknak [Maeno és mtsai. 2000]. 

1.6.2.. Mitokondriális káliumcsatornák 
A káliumcsatornák sejtciklus szabályozásban betöltött szerepének megítélését 

bonyolítja, hogy a csatornák némelyike a mitokondriumokban is megtalálható. Kimutatták 

például az ATP-függı, a nagy- és közepes konduktanciájú kalciumfüggı, valamint a Kv1.3 

típusú feszültségvezérelt káliumcsatornák jelenlétét a mitokondriumok belsı membránjában 

[Szewczyk és mtsai 2009]; valamint feltételezték befelé egyenirányító káliumcsatornák 

expresszióját a külsı mitokondriális membránban [Fieni és mtsai 2010]. Jóllehet ezeknek a 

csatornáknak a pontos szerepe jórészt ismeretlen, léteznek teóriák, amik arra igyekeznek 

magyarázatot adni, hogy hogyan befolyásolhatják a mitokondriumok mőködését, és ezen 

keresztül a sejtek sorsát. Az említett teóriák közös eleme, hogy a káliumcsatornák a 

mitokondriális membránpotenciál (MMP) értékének meghatározása révén avatkozhatnak be a 
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mitokondriumok mőködésébe. A jelenleg elfogadott álláspont értelmében a csatornák 

megnyílása a MMP csökkenését idézi elı [Korper és mtsai 2003], amit a mitokondriumok 

duzzadása és az apoptotikus kaszkád aktiválódása követ [Remillard és Yuan 2004]. 

A mitokondriális káliumcsatornák ellentmondásos szerepét jelzi, hogy nemcsak 

aktiválódásuk, hanem gátlásuk is aktiválhatja az apoptotikus útvonalat. Limfocitákban írták le 

például, hogy a Kv1.3 csatornák kölcsönhatásba léphetnek a mitokondriumokba 

transzlokálódott BAX molekulákkal. Ennek eredményeként a Kv1.3 csatorna záródik, a MMP 

nı, ami fokozza a reaktív oxigén intermedierek [reactive oxygen species (ROS)] termelését. 

Az emelkedett ROS-produkció, vélhetıen az MPTP összeszerelıdése és aktiválódása által, 

citokróm c-felszabadulást eredményez, ami elindítja az intrinzik apoptózist [Szabó és mtsai. 

2008]. A nagykonduktanciájú kalciumfüggı káliumcsatornák esetében is felvetettek hasonló 

mechanizmust [Cheng és mtsai 2011]. A mitokondriális KCa3.1-nek szerepe lehet a sejten 

belüli kalciumszignalizáció és a MMP közötti kapcsolat megteremtésében [De Marchi és 

mtsai. 2009]; a KATP-csatornáknak pedig az ischémiás prekondicionálásban tulajdonítanak 

szerepet [Yongge és mtsai. 1999]. 

Az utóbbi években számos megfigyelés történt a TASK-3 csatornák tumorgenezisben 

betöltött szerepére vonatkozóan. A megfigyelések egy része a csatorna tumorképzıdést 

elısegítı szerepét valószínősíti, aminek hátterében az apoptózis gátlása állhat. Ezek a 

publikációk például a TASK-3-at kódoló gén (KCNK9) amplifikációját és a csatornafehérje 

overexpresszióját igazolták egyes malignus tumorokban és malignusan transzformált 

sejtvonalakban [Mu és mtsai 2003; Pei és mtsai 2003]. Figyelemre méltó megállapítás, hogy 

csak a funkcionális (azaz káliumra permeabilis) TASK-3 csatorna rendelkezik tumorigén 

hatással [Pei és mtsai 2003], ami azt a látszatot kelti, hogy a tumorképzıdést elısegítı szerep 

a csatornán keresztül történı tényleges káliummozgással kell legyen összefüggésben. 

A TASK-3 csatornák szerepére vonatkozó elképzeléseket bıvítik kutatócsoportunk 

korábbi adatai, melyek a TASK-3 csatorna intracelluláris elhelyezkedését és 

mitokondriumokkal való kolokalizációját igazolják [Pocsai és mtsai 2006, Rusznák és mtsai 

2008]. Ezen megfigyelések alapján felmerült annak lehetısége, hogy a TASK-3 csatornák 

hasonló módon befolyásolhatják a mitokondriális mőködést, mint a korábban leírt egyéb 

mitokondriális káliumcsatornák. Ezen feltételezést támogatja az az újkelető megfigyelés, ami 

keratinocitákban vetette fel a TASK-3 csatornák mitokondriális jelenlétét [Toczyłowska és 

mtsai. 2014]. 

Munkacsoportunk korábbi eredményei arra utalnak, hogy a melanoma sejtek TASK-3 

expressziójának gátlása a mitokondriumok mőködésének károsodását, és végsı soron a sejtek 
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pusztulását idézi elı [Kosztka és mtsai 2011]. Ezen megfigyelés tükrében indokoltnak láttuk 

azon lehetséges útvonalak felderítését, amelyek révén a mitokondriális TASK-3 csatornák 

elısegíthetik a melanoma sejtek túlélését. 

1.6.3. Az intracelluláris kalciumhomeosztázis 
A citoplazmatikus kalciumionok az egyik legáltalánosabb jelátviteli útvonal központi 

elemei. Az ion citoplazmatikus koncentrációja a sejt nyugalmi állapotában a 10−8 mol/l-es 

nagyságrendben van; szöges ellentétben az extracelluláris tér és a sejtben található 

kalciumraktárak nagyságrendekkel magasabb kalciumkoncentrációjával (10−3 mol/l). Ebben a 

helyzetben akár a sejtfelszíni, akár a raktárakat elhatároló membránok 

kalciumpermeabilitásának minimális növekedése is azt eredményezi, hogy kalciumionok 

kerülnek a citoplazmába, akár egy teljes nagyságrenddel megnövelve ott mérhetı 

koncentrációjukat. Ez a citoplazmatikus kalciumkoncentráció-emelkedés az a jel, ami 

megváltoztathatja számos intracelluláris folyamat aktivitását. 

A citoplazmában megjelenı kalciumionok forrása lehet az extracelluláris tér, ahonnan 

a belépés történhet feszültségvezérelt és mechanoszenzitív kalciumcsatornákon vagy 

kalciumpermeábilis ionotrop receptorokon keresztül A másik forrást az intracelluláris 

kalciumraktárak képezik, melyek közül a legnagyobb tároló kapacitással az endoplazmatikus 

(izomsejtekben: szarkoplazmatikus) retikulum rendelkezik. A raktárakból történı 

kalciumfelszabadulás rianodin és IP3-receptorokon (csatornákon) keresztül megy végbe; 

elıbbiek nyitvatartási valószínőségének legfontosabb szabályozója maga a kalcium, utóbbiaké 

pedig az inozitol-triszfoszfát (IP3) molekula. 

A citoplazmatikus kalciumszintnek akkor lehet hatékony szabályozó szerepe, ha a 

koncentráció emelkedését annak gyors normalizálódása követi. Ez átmenetileg bekövetkezhet 

a kalciumionok citoplazmatikus pufferfehérjék (pl. parvalbumin, calbindin, calretinin) általi 

megkötésével; hosszú távon azonban gondoskodni kell a citoplazmába került kalciumionok 

tényleges eltávolításáról. Ennek egyik lehetısége az extracelluláris térbe juttatás, aminek 

céljából minden eukarióta sejt rendelkezik ATP-függı kalciumpumpával. Azok a sejttípusok, 

amelyek mőködésében a kalciumszignalizáció különösen jelentıs (pl. szívizomsejtek, 

neuronok), felszínükön nátrium-kalcium kicserélıdési mechanizmussal is rendelkeznek. A 

citoplazmatikus kalcium eltávolításának másik lehetısége az endoplazmatikus retikulumba 

(ER) történı visszajuttatás; ezt a feladatot a raktárak membránjában található kalciumpumpa 

biztosítja [SERCA (sarco/endoplasmic reticulum calcium ATP-ase)]. 



17 
 

A külsı térbıl történı kalciumbelépés speciális esete az ún. store-operated calcium 

entry mechanizmus (SOCE), ami kapcsolatot teremt a két kalciumforrás között. A folyamat 

lényege, hogy az ER kalciumtartalmának csökkenése a STIM-1 (stromal interaction molecule 

1) – CRAC (calcium release-activated calcium channel protein) rendszeren keresztül 

kalciumbelépést hoz létre a felszíni membránon keresztül [Stathopulos és mtsai. 2013]. 

A sejtek intracelluláris kalciumhomeosztázisának tárgyalása során szükséges 

megemlékezni a mitokondriumok kettıs szerepérıl is. Úgy tőnik ugyanis, hogy ez a 

sejtorganellum a citoplazmatikus kalciumkoncentrációtól függıen kalciumionok 

felszabadítására és visszavételére egyaránt képes [Williams és mtsai. 2013]; azaz egyfajta 

puffer szerepet tölt be. A mitokondriális kalciumfelvételt a belsı membránban található nagy 

kapacitású–alacsony affinitású kalciumpumpa hozza létre. 

A kalciumionok központi jelentısége több sejtfunkció szabályozásában is ismert. Ezek 

közül a két legalaposabban vizsgált terület a Ca2+ jelentısége az izomkontrakció és a 

neuroneurotranszmitter-felszabadulás szabályozásában. Egyre több adat utal ugyanakkor a 

kalciumionok jelentıségére a sejtek anyagcseréjében, növekedésében és proliferációjában. 

Ezek a hatások természetesen egymással összefüggenek. A kalcium emeli például egyes 

metabolikus enzimek aktivitását [Gunter és Gunter 2001], fokozva ezáltal az ATP termelését, 

ami biztosítja az energiaszükségletet a sejtek mőködéséhez és proliferációjához. Ennek a 

szabályozási útvonalnak mindamellett veszélyei is vannak. A túlzott mértékő kalciumfelvétel 

ugyanis olyan mértékő ROS-képzıdést okozhat, ami a sejt pusztulását eredményezheti, mivel 

a termelıdött ROS és a mitokondriumok által felvett kalcium hatására fokozódik a 

mitokondriális membrán MPTP expressziója. A korábbiakban ismertetett okok miatt a 

fokozott MPTP expresszió a belsı mitokondriális membrán permeabilitásának fokozódását 

okozza, aminek következtében aktiválódik az apoptózis intrinzik útvonala [Szabó és mtsai. 

2008; Bernardi és Rasola 2007]. Ezen információk tükrében nem meglepı, hogy a 

mitokondriumok rendelkeznek olyan mechanizmusokkal, amik a túlzott kalciumfelvétellel 

szemben jelentenek védelmet [Giorgi és mtsai. 2009]. Irodalmi adatok alapján ezt a védelmet 

az ER és a mitokondriumok együttmőködése biztosítja, például a mitokondriális Bcl-2 és Bcl-

Xl molekulák, valamint az ER IP3-receptorainak kölcsönhatása révén [Chen és mtsai 2004]. 

A kalciumionok több támadásponton is képesek befolyásolni a sejtciklust. Kimutatták 

például, hogy a Ras molekulacsalád tagjainak aktivitása függ az intracelluláris 

kalciumkoncentrációtól. A Ras molekulacsalád tagjai képesek aktiválni a MAPK (mitogen-

activated protein kinases) és PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) 

kaszkádokat, ezáltal a sejtosztódás folyamatát [Vidwans és mtsai 2011]. A kalciumionok 
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ugyanakkor a sejtmagban is hathatnak, ahol változásokat indukálhatnak a génexpresszióban és 

fázisváltásokat hozhatnak létre a sejtciklusban [Resende és mtsai. 2013]. Felmerül 

ugyanakkor a kérdés, hogy ezeknek a hatásoknak lehet-e szerepük a daganatos sejtekre 

jellemzı megnövekedett proliferációs és migrációs képesség kialakításában. 

Az eddigi adatok alapján úgy tőnik, a daganatos sejtek kalciumhomeosztázisának 

nincs olyan eleme, amelyik specifikusan csak bennük jelenne meg. Más szavakkal, a 

tumorsejtek ugyanazon mechanizmusokkal szabályozzák kalciumháztartásukat, mint az 

egészségesek, jóllehet módosult biológiai jelentıséggel. Úgy gondolják például, hogy a 

tumorgenezis során a Warburg-effektus (ti. a glikolitikus ATP-termelésre való átállás) az 

oxidatív anyagcsere mérséklése és a mitokondriumoknak a ROS termékekkel és kalciummal 

való túlterhelésének megelızése érdekében történik [Roderick és Cook 2008]. A változás 

mindemellett a hipoxiás környezethez történı alkalmazkodás szempontjából is elınyös. 

A daganatsejtekben a kalciumhomeosztázis számos eleme járul hozzá a Ras és a hozzá 

kapcsolódó szignalizációs rendszerek aktivitásának fokozásához, segítve ezáltal a 

sejtproliferációt [Ebinu és mtsai. 1998; New és Wong 2007; Yang és mtsai. 2009]. Kimutatták 

például, hogy az ER megfelelı mértékő kalciumtartalma, és ezzel egyidejőleg a folyamat 

szempontjából optimális intracelluláris kalciumkoncentráció szükséges a G1/S és G2/M 

fázisátmenetekhez. Ezzel magyarázható, hogy a SERCA pumpa [Legrand és mtsai. 2001] 

vagy a kalciumbelépés gátlása [Panner és Würster 2006] megakasztja a sejtciklust, és ezáltal 

lassítja a tumorsejtek proliferációját. 

A fentiekben leírtak értelmében a Ras-aktivitás kalciumionok okozta fokozódása a 

MAPK kaszkád aktiválása mellett [Campbell és mtsai. 1998] serkenti a PI3K útvonal 

mőködését is [Engelmann és mtsai 2006], elısegítve ezzel mind a migrációt, mind az 

áttétképzıdést [Dhillion és mtsai 2007]. Ugyanerre a következtetésre jutottak Vidwans és 

munkatársai is, akik a PI3K kaszkádban is szerepet vállaló protein kináz B (PKB) és mTOR 

[mechanistic target of rapamycin (szerin/treonin-kináz)] molekulákat összefüggésbe hozták a 

melanoma sejtek metasztázisképzı képességével [Vidwans és mtsai. 2011]. Az adatok alapján 

feltételezhetı, hogy ezen útvonalak farmakológiai befolyásolása módosíthatná (optimális 

esetben csökkenthetné vagy megszüntethetné) a melanoma sejtek migrációját, invazivitását és 

áttétképzését. 

Jóllehet jelenlegi tudásunk nem teszi lehetıvé, hogy a releváns kísérleti eredményeket 

egységes elméletté alakítsuk, széleskörő egyetértés van abban, hogy a kalciumionok döntı 

mértékben szabályozzák a melanoma sejtek túlélését, proliferációját, migrációját és 

áttétképzését [Tsuruo és mtsai. 1985; Martinez-Zaquilan és mtsai. 1998]. Közvetlen 
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bizonyítékot találtak arra vonatkozóan például, hogy az intracelluláris kalciumkoncentráció 

határozza meg a melanoma sejtek motilitásának mértékét [Cox és mtsai. 2002; Chantome és 

mtsai. 2009]. Ezt az elképzelést látszik alátámasztani az a megfigyelés, hogy a muszkarinos 

kolinerg jelátvitel, és ezáltal az intracelluláris kalciumkoncentráció következményes 

változása, több tumorféleség esetében is jelentıs mértékben befolyásolja a malignitást [Batra 

és mtsai. 1993; Williams és mtsai. 1993; Oppitz és mtsai. 2002]. 

1.6.4. A kolinerg szignalizáció és a muszkarinos acetilkolin receptorok 
A kolinerg szignalizáció egy összetett rendszer, ami egyaránt tartalmaz ionotróp 

(nikotinos) és metabotróp (muszkarinos) receptorokat. A nikotinos receptorok más 

csoportosítás szerint ligand vezérelt ioncsatornák, amelyek a ligand (pl: acetil-kolin) 

kötıdésének hatására nyitott állapotba kerülnek. Ez a csatorna egy nem-szelektív 

kationcsatorna, mely kálium-, nátrium- és kalciumionokra nézve is permeabilis. A nikotinos 

receptoroknak fontos szerepük van az elektromechanikai kapcsolatban. 

A muszkarinos acetilkolin receptorok (MR) legismertebb szerepe egyes vegetatív 

idegrendszeri hatások megfelelı célsejtekre történı átvitele. A MR-oknak 5 altípusa ismert, 

ezek közül a páratlan számúak (MR1, MR3 és MR5) a célsejtek IP3 termelését fokozzák, ami 

végsı soron kalciumfelszabadulást hoz létre az ER-ból. A páratlan számú receptor altípusok 

jelátviteli folyamatai során a foszfo-lipáz-C (PLC) az IP3 mellett diacil-glicerint (DAG) is 

termel. A DAG a PKC aktivitás szabályozásán keresztül a sejtmőködést is befolyásolhatja 

(lásd 3. ábra). Ezen receptorokkal ellentétben az M2 és M4 receptorok aktiválódása az 

intracelluláris cAMP-koncentráció csökkentése által befolyásolja a célsejtek mőködését. Ezek 

a receptor altípusok más G-fehérjéket aktiválnak, mint a páratlan számúak: míg a 2-es és 4-es 

altípus jelátviteli útvonalait a Gi fehérje aktivációja índítja el, addig az M1, M3 és M5 

receptor aktivációt Gq fehérje aktivitás fokozódása követi. 
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3. ábra: Kolinerg szignalizáció szerepe a sejtproliferációban. A kolinerg szignalizáció 

metabotróp muszkarinos és ionotróp nikotinos receptorok összességét jelenti. A kolinerg agonisták 

(pl: acetil-kolin) által aktivált nikotinos receptor az aktivációt követıen ioncsatornaként mőködik 

és rajta kalciumionok is bejutnak a citoszolba. A muszkarinos receptorok altípustól függıen más 

és más G –fehérjéket aktiválnak. Az M1, M3 és M5 által aktivált IP3 útvonal a sejtek belsı 

raktárából kalciumot szabadít fel. Emellett ezek a receptorok a DAG keletkezésén keresztül a 

PKC-t aktiválva közvetlen módosítja a MAPK útvonal részét képezı Raf aktivitását. Az M2 és M4 

receptorok által aktivált útvonalak közvetlenül a RAS aktivitását változtatják meg. Az 

intracelluláris kalciumkoncentráció emelésen keresztül a kolinerg receptorok közvetve a RAS és 

PI3K útvonalak aktivitását fokozhatják. A MAPK és PI3K útvonalak a sejtproliferáció és 

sejtciklus szabályozásában játszanak fontos szerepet [Resende és Adhikari 2009]. 

A muszkarinos receptorok jelentıségét több tumorféleségben leírták. Megállapították 

például, hogy egyes tüdıtumor eredető sejtvonalakban az MR3 fokozza a MAPK kaszkád 

aktivitását és következményesen a sejtek proliferációját. Emellett a receptort összefüggésbe 

hozták olyan génexpresszió-változásokkal is, amik jelentıséggel bírnak a metasztázisok 

kialakításában. Figyelmet érdemel például, hogy M3 géncsendesítést követıen a foszfo-PKB 

szintjének csökkenését tapasztalták, miközben a teljes PKB fehérjemennyiség változatlan 

maradt [Lin és mtsai. 2014]. A feltételezett összefüggést valószínősíti, hogy az PKB – a PI3K 

kaszkád többi molekulájával együtt – melanoma sejtekben is szerepet játszik az áttétek 

kialakításában [Vidwans és mtsai 2011]. Egyes végbéltumorok esetében jelentıs MR3 
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overexpressziót figyeltek meg. Leírtak továbbá olyan esetet, amikor fokozott 

szérumacetilkolin-koncentráció volt detektálható, ami az MR3-on keresztül hatva fokozta a 

tumor növekedését [Rosevinge és mtsai 2013]. Emlıtumorok esetében a tumor 

vaszkularizációjának mértékével hozták összefüggésbe a MR-okat [Lombardi és mtsai. 2013]. 

A melanoma malignum nagymértékő invazivitásának megértése érdekében végzett 

kutatások felfedték, hogy a melanoma sejtek a muszkarinos kolinerg szabályozási útvonal 

számos elemét expresszálják [Lammerding-Köppel és mtsai. 1997; Sailer és mtsai. 2000]. 

Figyelembe véve azt a tényt, hogy az embriogenezis során a muszkarinos jelátvitelnek fontos 

szerepe van a melanocita prekurzor sejtek vándorlásában [Oettling és mtsai. 1988], indokolt 

feltételezni, hogy a MR-ok és a hozzájuk kapcsolódó szignalizációs útvonalak a melanoma 

sejtek viselkedésének meghatározásában is fontos szerepet játszhatnak. Ennek az 

elképzelésnek a megalapozottságát erısíti az a tény, hogy felnıtt melanocitákban mind az öt 

MR altípus expresszióját kimutatták [Buchli és mtsai. 2001]. E megfigyelések alapján 

elképzelhetı, hogy a melanociták rosszindulatú elfajulása során a sejtek proliferációs és 

migrációs hajlama azért fokozódik, mert a bennük megtalálható és aktív muszkarinos kolinerg 

szabályozási rendszer visszanyeri embrionális jellegét [Lammerding-Köppel és mtsai. 1997; 

Sailer és mtsai. 2000; Oppitz és mtsai. 2008]. 

A muszkarinos kolinerg szignalizációs útvonal jellemzıinek és szerepének 

meghatározására tett erıfeszítések eredményei azt sejtetik, hogy a folyamatban különös 

jelentısége lehet a citoplazmatikus kalciumkoncentráció emelkedésének. Ez az elképzelés 

olyan kísérleti megközelítéseken alapul, amelyekben kolinerg agonistákat alkalmaztak, és a 

citoplazmatikus kalciumkoncentráció következményes változásait mérték [Sailer és mtsai 

2000; Buchli és mtsai. 2001; Noda és mtsai. 1998; Kohn és mtsai. 1996]. Ezek az eredmények 

összhangban vannak azzal a ténnyel, hogy egyes MR-ok a 

foszfolipáz C − IP3 − kalciumfelszabadulás útvonalra hatnak, ezáltal különféle kalciumfüggı 

mechanizmusokat aktiválhatnak. Kimutatták azt is, hogy az extracelluláris térbıl történı 

kalciumbelépés hozzájárul más kolinerg válaszokhoz, beleértve az arachidonsav-

felszabadulást és a cAMP citoplazmatikus akkumulációját [Kohn és mtsai 1996]. 

Annak ellenére azonban, hogy a muszkarinos receptor−kalcium homeosztázis 

szabályozási útvonalaknak láthatóan fontos szerepük van a tumorsejtek, ezen belül a 

melanoma sejtek biológia folyamatainak meghatározásában (lásd pl. [New és Wong 2007]), 

továbbra sincs egyetértés a kolinerg hatások melanoma malignumra gyakorolt pontos hatásait 

illetıen. 
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2.Célkitűzések 
 

TASK-3-mal kapcsolatos célkitőzéseink 

Stabilan transzfektált TASK-3 géncsendesített WM35 sejtvonal kialakítása. 

Tranziens TASK-3 géncsendesítés invazívabb A2058 melanoma sejtvonalon. 

A géncsendesítés ellenırzése a TASK-3 specifikus RNS és a csatornafehérje 

kimutatásával (PCR, western-blot). 

A TASK-3 géncsendesítés mitokondriális membránpotenciálra gyakorolt hatásának 
vizsgálata. 

A sejtek számát, életképességét és morfológiáját jellemzı paraméterek meghatározása. 

Az apoptózis mértékében bekövetkezı változások regisztrálása. 

Muszkarinos kolinerg szignalizációval kapcsolatos célkitőzéseink 

Muszkarinos receptorok expressziójának vizsgálata primer és metasztatikus eredető 
sejtvonalakon. 

A sejtvonalak karbamil-kolinnal szembeni érzékenységének vizsgálata. 

A karbamil-kolin alkalmazás hatására kialakuló kalcium tranziensek idıbeli 

lezajlásának tanulmányozása. 

A kalcium tranziensek kialakulásához szükséges kalciumforrás meghatározása. 
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3. Metodika 

3.1. Sejttenyésztés 
A jelen disszertációban bemutatott kísérletekben négy humán melanoma sejtvonalat 

használtunk. Egy sejtvonal primer tumorból származott [WM35, Fabricant és mtsai. 1977], 

három pedig metasztatikus eredető volt [HT168-M1, HT199 és A2058; Ladányi és mtsai, 

1995; Lu és mtsai, 1993; Tímár és mtsai, 1999]. A sejteket RPMI-1640 tápoldatban (PAA 

Laboratories GmbH, Pasching, Ausztria), 37°C-on, 5% CO2 és 100% relatív páratartalom 

mellett tenyésztettük. A tápoldatot 10% foetalis borjúszérummal, 2 mmol/l L-glutaminnal, 

50 U/ml penicilinnel, 50 µg/ml sztreptomicinnel és 1,25 µg/ml fungizonnal (TEVA, 

Debrecen, Magyarország) egészítettük ki. A vegyszereket, ha az nincs másként említve, a 

Sigma-Aldrich cégtıl vásároltuk (St. Louis, MO, USA). 

3.2. TASK-3 géncsendesített melanoma sejtvonalak előállítása 
Egyik korábbi munkánk keretében már készítettünk és teszteltünk egy TASK-3-

specifikus shRNS plazmidot, melynek specificitását és alkalmazhatóságát részletesen 

dokumentáltuk [Kosztka és mtsai, 2011]. Jelen kísérleteinkhez ugyanezt a plazmidot 

használtuk. 

A felhasználni kívánt dupla szálú DNS inzerteket és azok komplementer szekvenciáit 

(sense: 5’ GCTCC TTCTACTTTGCGATCA, antisense: 5’ TGATC GCAAA GTAGA 

AGGAGC) a TASK-3-specifikus shRNS kazettából állítottuk elı. Kontrollként egy olyan 

inzertet készítettünk, ami egyetlen humán expressziós kaszkáddal sem interferáló, kevert 

(scrambled) szekvenciát tartalmazott (sense: 5’ TCTCC GGTAC ACTTC TTGATC, 

antisense: 5’ GATCA AGAAG TGTAC CGGAGA). A fenti inzerteket pRNAT-H1.1/Neo 

expressziós vektor BamH I és Hind III pontjai közé ligáltuk, majd a plazmidokat E. coli 

sejtekbe jutattuk. Az alkalmazott plazmid az ampicillin elleni rezisztencia génjét is 

tartalmazta, ami lehetıvé tette a sikeresen transzformált baktériumtörzsek szelekcióját. 

A sikeresen transzformált, azaz ampicillinrezisztenciát mutató baktériumtörzseket 

kiválogattuk, és az egyedi kolóniákból plazmid DNS-t preparáltunk. Az inzertek jelenlétét 

BamH I és Hind III emésztést követıen agaróz gélelektroforézissel ellenıriztük. Amennyiben 

az inzertnek megfelelı sáv jelen volt a gélképen, az inzert jelenlétének egyértelmő bizonyítása 

végett az adott kolóniából származó mintákon szekvenálási reakciót is végeztünk. 

A TASK-3-specifikus és a scrambled shRNS-t tartalmazó vektorkonstruktokkal 

WM35 és A2058 melanoma sejteket transzfektáltunk, amihez Lipofectamine 2000 
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transzfekciós reagenst használtunk (Invitrogen, Life Technologies, New York, NY, USA). A 

transzfekció után az A2058-as sejteket 4 napig RPMI tápoldatban tenyésztettük. A WM35 

tenyészetek esetében klónszelekciót végeztünk, aminek céljából a transzfekció után két nappal 

1 g/l geneticin-szulfátot (Roche, Mannheim, Németország) adtunk az RPMI oldathoz. Ebben 

a közegben csupán a transzfektált sejtek éltek túl. A szelekciót követıen az egyedi klónok 

közül RT-PCR és Western-blot technika alkalmazásával választottuk ki azokat, amikben a 

TASK-3 expressziója a legerıteljesebben csökkent. A sikeresen transzfektált WM35 

tenyészeteket a továbbiakban geneticin-tartalmú tápoldatban tenyésztettük. 

3.3. RT-PCR 
A transzfektált és nem-transzfektált sejtkultúrákból teljes RNS-frakciót izoláltunk, 

amihez Trizol reagenst (Ambion, Life Technologies) és Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitet 

(Qiagen, Hilden, Németország) alkalmaztunk. Az Omniscript RT Kit (Qiagen) 

felhasználásával mintánként 1 µg izolált RNS-bıl reverz transzkripciót végeztünk. A TASK-

3-specifikus cDNS szekvenciákat 5´GGGAAGTACAACATCAGCAGC (sense) és 

5´CCGAACCCAATGGTAGTCAA (antisense) primerek felhasználásával erısítettük fel. A 

PCR reakcióelegy 50 µl mennyisége a reakciópuffer mellett 2 µl sense és 2 µl antisense 

primert, 1 µl 200 µmol/l koncentrációjú dNTP-t, valamint 2,5 U GoTaq® DNA-polimerázt 

(Promega, Madison, WI, USA) tartalmazott. A mintákban jelenlévı TASK-3-specifikus 

szekvenciák sokszorozása céljából a reakcióelegyet denaturáltuk, majd 35 PCR ciklusnak 

vetettük alá. A ciklus minden eleme három fázist tartalmazott: denaturálás (94°C, 60 s), 

primerkötıdés (62°C, 60 s) és lánchosszabbítás (72°C, 90 s). Az utolsó ciklust követıen a 

mintát még 10 percen át 72°C-on tartottuk, ami további lánchosszabbításra adott lehetıséget. 

A PCR reakciót egy Bio-Rad C-1000 típusú készülékben hajtottuk végre (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA). 

Minden minta esetében sor került a β-aktin-expresszió meghatározására is, amihez β-

aktin-specifikus primereket használtunk (sense: 5´CCAACCGCGAGAAGATGA, antisense: 

5´CGTGGATGCCACAGGACT). A primereket a Primer Premier szoftverrel terveztük 

(Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA). A β-aktin-specifikus primert tartalmazó 

elegyet a következı PCR programnak vetettük alá: denaturálás (95°C, 2 perc), 35 PCR ciklus 

[denaturálás (94°C, 30 s); primerkötıdés (54°C, 30 s) és lánchosszabítás (72°C; 60 s)], végül 

egy újabb lánchosszabítási fázis (72°C, 6 perc). A negatív kontroll kísérletekben a cDNS-t 

nukleázmentes vízre cseréltük. A PCR termékeket EZVision DNS-jelölı festékkel 

elegyítettük (Amresco, Solon, OH, USA), majd 1,5%-os agaróz gélben futtattuk. A gélképet 
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Fujifilm Labs-3000 dark box alkalmazásával digitalizáltuk (Fujifilm, Tokyo, Japan), majd 

azon denzitometriás analízist végeztünk (ImageJ; NIH, Bethesda, MD, USA). A TASK-3-

specifikus sávokhoz tartozó intenzitásértékeket mindenkor a nekik megfelelı β-aktin-

specifikus sávokra normalizáltuk. 

3.4. Western-blot 
A transzfektált és nem-transzfektált melanoma sejtkultúrákból teljes sejtes lizátumot 

készítettünk, majd a mintákon Western-blot analízist végeztünk. A sejtlizátum készítéséhez 

lízispuffert használtunk, aminek összetétele a következı volt: 20 mmol/l TRIS-HCl, 5 mmol/l 

etilénglikol-tetraecetsav (EGTA), 1 mmol/l 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid és 

20 µmol/l leupeptin (pH = 7,5). Elsıként meghatároztuk a minták fehérjetartalmát (BCA 

protein assay kit, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA), majd a lizátumhoz 1/5 

térfogatú, 5×-ös töménységő elektroforézis mintapuffert adtunk. A mintapuffer 310 mmol/l 

Tris-HCl-t, 10% SDS-t, 50% glicerint, 100 mmol/l 1,4-ditiotreitolt és 0,01% brómfenolkéket 

tartalmazott (pH = 6,8). A mintát 5 percen át 80°C-on tartottuk, majd mintánként 20–50 µg 

fehérjét vittünk fel az egyes oszlopokra. A mintákat 7,5%–15%-os akrilamid-gélen futtattuk. 

Az elválasztás után a mintákat nitrocellulóz membránra vittük át (Bio-Rad). A membránhoz 

kötıdött fehérjéket 5% tejport tartalmazó foszfát-pufferelt fiziológiás sóoldattal (PBS, 

pH = 7,4) blokkoltuk 30 percig. A primer antitestet (1. táblázat) egy éjszakán át hagytuk a 

membránon (4°C). Mosás után (3 × 10 perc) tormaperoxidázzal konjugált másodlagos 

antitesttel történı inkubáció következett (1 h, szobahı). 

Az immunreaktív sávokat Pico vagy Femto detektáló kit alkalmazásával (Thermo 

Scientific), kemilumineszcens módon tettük láthatóvá, majd a specifikus csíkokat Fujifilm 

Labs-3000 dark box segítségével digitalizáltuk. A fehérjeexpresszió kvantifikálásához 

háttérkorrigált denzitometriát végeztünk (ImageJ). A TASK-3-specifikus sávok optikai 

denzitását mindig ugyanazon minták β-aktin-specifikus sávjaira normalizáltuk. 
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1. táblázat: Az alkalmazott antitestek tulajdonságai 

Elsıdleges antitestek 

Az antitest specificitása Az alkalmazott hígítás 
A faj, amiben 
termeltetve lett 

Gyártó 

S100 fehérje 1:100 egér Sigmaa 

AIF 1:200 nyúl Santa Cruzb 

β-aktin 1:200 nyúl Santa Cruz 

MR1 1:200 nyúl Sigma 

MR3 1:200 nyúl Sigma 

TASK-3 1:200 nyúl Alomonec 

SDHA 1:200 nyúl Abcamd 

GAPDH 1:200 nyúl Novuse 

Citokróm c 1:200 egér Santa Cruz 

Másodlagos antitestek 

Az antitest specificitása és a 
konjugált fluorofór típusa 

Az alkalmazott hígítás 
A faj, amiben 
termeltetve lett 

Gyártó 

Nyúl IgG–FITC 1:500 kecske Vectorf 

Egér IgG–FITC 1:500 kecske Sigma 

Nyúl IgG–HRP 1:500–1:1000 kecske Bio-Rad 

Egér IgG–HRP 1:500–1:1000 kecske Bio-Rad 

Egér IgG–Texas Red 1:500 ló Vector 

Nyúl IgG–Cy5 1:500 kecske Life Technologiesh 

aSigma, Saint Louis, MO, USA 
bSanta Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA 
cAlomone Labs, Jerusalem, Israel 
dNovus Biologicals, Cambridge, UK 
eAbcam, Cambridge, UK 
fVector, Burlingame, CA, USA 
gBio-Rad, Philadelphia, PA, USA 
hLife Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Rövidítések: AIF: apoptózist indukáló faktor; MR1: muszkarinos receptor, 1. altípus; MR3: muszkarinos 
receptor, 3. altípus; TASK-3: TWIK-related acid-sensitive K+ channel; SDHA: szukcinát-dehidrogenáz, A 
alegység; GAPDH: glicerinaldehid-foszfát dehidrogenáz; FITC: fluoreszcein-izotiocianát; HRP: torma-
peroxidáz; Cy5: cianin5. 

3.5. A mitokondriális membránpotenciál vizsgálata 
A mitokondriális membránpotenciál (MMP) tanulmányozásához a kísérletek egy 

részében JC-1 fluoreszcens festéket használtunk (1-[(1,3-dietil)-(5,6-diklór)-

benzoimidazólium]-3-[(1,3-dietil)-(5,6-diklór)-benzoimidazol]-prop-1-én-jodid, Invitrogen). 

A JC-1 a nem funkcióképes vagy nem aktív (azaz depolarizált) mitokondriumokban monomer 

állapotban van jelen; erısen polarizált, azaz funkcióképes és aktív mitokondriumok 

belsejében pedig ún. J-aggregátumot képez. 485–515 nm hullámhosszúságú fénnyel 

gerjesztve a monomer forma emissziós maximuma 530 nm-en, míg a J-aggregátumé 595 nm-
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en regisztrálható [Perelman és mtsai, 2012]. Elıbbi zöld, utóbbi narancssárga-piros színnek 

felel meg. 

A JC-1 alkalmazásával végzett kísérletek elvégzését megelızıen a festéket dimetil-

szulfoxidban (DMSO) oldva 2,5 mg/ml koncentrációjú törzsoldatot készítettünk. A kísérletek 

során a törzsoldatot RPMI-1640 tápoldattal 5 µg/ml végkoncentrációra hígítottuk. A 

festékoldat 2,5 mmol/l probenecidet és 10% marhaszérumból izolált albumint (BSA) is 

tartalmazott. 

A melanoma sejteket 12 mm vagy 30 mm átmérıjő fedılemezeken, 60–90%-os 

konfluenciáig tenyésztettük. A lemezeket 30 percig JC-1-tartalmú, majd újabb 30 percig 

festékmentes, de probenecidet tartalmazó RPMI-oldatban 37°C-on inkubáltuk. A töltés 

végeztével a fedılemezeket festékmentes inkubáló oldatban a mérıkamrába helyeztük. A 

fluoreszcens felvételeket Zeiss LSM 510 Meta konfokális mikroszkóppal készítettük (Zeiss, 

Oberkochen, Németország). 

 
4. ábra: A JC-1- és GFP-specifikus, zöld színnek megfelelı fluoreszcenciaemisszió 

elkülönítése. [A1–A3] GFP-t expresszáló sejteket tartalmazó, JC-1-mentes sejtkultúra. [A1] A 

GFP-specifikus beállítás mellett kapott kép (gerjesztés: 488 nm; emisszió: 500–515 nm). [A2] A 

JC-1 monomerre specifikus beállítás alkalmazásával készült felvétel (gerjesztés: 514 nm; 

emisszió: 530–545 nm). [A3] A J-aggregátumra specifikus beállítással kapott kép (gerjesztés: 

514 nm; emisszió: 580–620 nm). [B1–B3] Rendre ugyanazon beállítások, mint az [A1–A3] képek 

esetén, azzal a különbséggel, hogy az itt látható sejteket elızıleg JC-1-gyel töltöttük fel. A 

csillagok két GFP-specifikus emissziót is mutató sejtet jelölnek. Megállapítható, hogy a GFP-
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specifikus emisszió nem látható sem a JC-1 monomerre, sem a J-aggregátumra specifikus mérési 

körülmények között. 

A JC-1 alkalmazásával végzett kísérletek során egy olyan problémával kerültünk 

szembe, amire a konfokális mérések paramétereinek körültekintı megválasztása volt a 

megoldás. A probléma lényege, hogy a TASK-3 fehérje szintézisének gátlása céljából a 

sejtekbe juttatott nukleotidszekvencia tartalmazott egy olyan részt, amelyik a zöld-

fluoreszcens fehérjét (GFP) kódolta. Ezen elrendezés elınye kézenfekvı: a sikeresen 

transzfektált sejtekben szintetizálódó GFP jelenléte magától értetıdıvé teszi a transzfektált 

(azaz TASK-3 géncsendesített) klónok azonosítását. A nehézséget az okozta, hogy a GFP és a 

JC-1 spektrális tulajdonságai hasonlóak, így a GFP jelenléte befolyásolhatta volna a JC-1 

mérések kivitelezhetıségét. A gondok áthidalása érdekében szükségessé vált a gerjesztési és 

emissziós hullámhosszak optimális megválasztása. Az általunk használt elrendezés 

paramétereit és azok alkalmazhatóságát a 4. ábra demonstrálja. A bemutatott felvételek 

alapján nyilvánvaló, hogy az általunk megválasztott hullámhosszak alkalmazásával 

elkerülhetı volt a GFP- és JC-1-eredető fluoreszcenciák interferenciája. 

A konfokális felvételek elkészítéséhez 40×-es nagyítású és 1,3-as numerikus 

apertúrájú C-Plan Neofluar olajimmerziós objektívet használtunk. Az egyedi képek optikai 

szeletvastagsága 2,5 µm, nagysága pedig 512 pixel × 512 pixel volt. Bizonyos esetekben 

nagyobb nagyítású, 1 µm-es optikai vastagságú képek is készültek, amit 3×-os szoftveres 

nagyítással állítottunk elı. A fluoreszcenciaintenzitások számszerősítését az ImageJ 

programmal végeztük. A MMP jellemzése érdekében az egyedi melanoma sejteket különálló 

területekként („region of interest”, ROI) jelöltük ki. Egy ROI teljes területén meghatároztuk a 

háttérkorrigált zöld és piros fluoreszcenciaintenzitásokat, majd a MMP értékét a 

háttérkorrigált piros/zöld fluoreszcenciaintenzitás arányával jellemeztük. Jóllehet munkánk 

során nem tettünk kísérletet arra, hogy a fluoreszcenciaintenzitások arányát tényleges 

feszültségértékre kalibráljuk, a kapott értékek bemutatása és értelmezése során a MMP 

kifejezést fogjuk alkalmazni. 

Mivel a mért fluoreszcenciaintenzitás-értékek függnek a sejtek által felvett festék 

mennyiségétıl, lehetıség nyílt a festékfelvétel (FF) mértékének becslésére, amit az alábbi 

összefüggés alkalmazásával végeztünk: 

piros piros zöld zöld

piros zöld

Sejt Háttér Sejt Háttér
FF

Háttér Háttér

− −
= +  (1) 
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Míg a JC-1 festék bemutatott alkalmazása egyes sejtek esetében tette lehetıvé a MMP 

vizsgálatát, a 1-[(3-hexil)-benzooxazólium]-3-[(3-hexil)-benzooxazol]-prop-1-én-jodid 

[DiOC6(3), a késıbbiekben csak DiOC6] nevő festék használata ugyanezt sejtpopulációkon is 

megengedte. A DiOC6 egy olyan fluoreszcens festék, aminek mitokondriális mátrixban 

történı akkumulációja a mitokondriális membránpotenciáltól függ. A kísérletek során a 

sejteket 40 nmol/l DiOC6-t tartalmazó oldattal inkubáltuk (30 perc, 37°C), amit PBS-sel 

történı mosás követett. A sejteket tripszinnel felszedtük, majd az így elıállított 

sejtszuszpenziót BD FACS Calibur flow-citométerrel vizsgáltuk (BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA). Az élı sejteket fényszórási paramétereik alapján válogattuk ki. A MMP 

nagyságának jellemzésére 10 000 sejt átlagos DiOC6 fluoreszcenciáját használtuk (FL1-H; 

[Perry és mtsai 2011]). 

3.6. A mitokondriális membránpotenciál változásainak nyomon követése 
A MMP idıbeli változásait JC-1 festékkel töltött sejteken, Zeiss Axioskop 

mikroszkópra épített fluoreszcens képalkotó rendszerrel vizsgáltuk (Till Photonics GmbH, 

Gräfeling, Németország). A rendszer egy xenon-lámpát tartalmazó Polychrome V 

fényforrásból, egy 1,4 megapixel felbontású kamerából (SensiCam, PCO AG, Kelheim, 

Németország) és egy vezérlıegységbıl állt, amit a Till Vision szoftver vezérelt (verziószám: 

4.0.1.3). A MMP változását a J-aggregátum emissziójának idıbeli módosulása jelezte. A J-

aggregátumra jellemzı fluoreszcenciaintenzitás változásait 590 nm-en detektáltuk, egy erre 

alkalmas emissziós szőrı (Omega 590 LP; Drive Brattleboro, VT, USA) és dikroikus tükör 

(590 DRLP; XF2019, Omega Drive) alkalmazásával. A gerjesztési hullámhosszat 561 nm-re 

állítottuk. A videók készítése során 4 × 4-es binninget használtunk, a képkockák 

260 pixel × 340 pixel felbontásúak voltak. A mintavételezés 2 Hz frekvenciával történt, a 

képenkénti expozíciós idı 50 ms volt. A fluoreszcens fakulás mértékének csökkentése 

érdekében a lehetı legalacsonyabb gerjesztı fényintenzitást alkalmaztunk, ami általában a 

fényforrás maximális intenzitásának 10%-a volt. 

A mérıkamra őrtartalma 3 ml volt. A kontroll Hanks-oldat folyamatos áramlását egy 

többcsatornás perfúziós rendszer biztosította, amivel 3 ml/perc áramlási erısséget állítottunk 

be. A fluoreszcenciaintenzitás változásait szobahımérsékleten, 40×-es nagyítású Plan 

Apochromat vízimmerziós objektívvel követtük nyomon (Zeiss). A mérés kezdete elıtt a 

kamera látóterében több, egyedi sejtet tartalmazó területet jelöltünk ki (ROI). Ugyancsak 

definiáltunk egy sejtmentes területet, amire a háttérintenzitásra történı korrekció végett volt 

szükség. A mérés során a mérıprogram ún. „kinetic view” módját alkalmaztuk, ami lehetıvé 
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tette, hogy a kijelölt ROI-k átlagos fényintenzitás-változásait az idı függvényében kövessük 

nyomon. A mért fényintenzitást a rendszer önkényes egységekben adta meg (AU). 

Mitokondriális depolarizációt karbonil-ciano-3-klór-fenilhidrazon (CCCP) felhasználásával 

váltottunk ki. A CCCP a terminális oxidáció és az ATP-szintézis szétkapcsolásával váltja ki a 

MMP csökkenését [Ganote és Armstrong, 2003]. A CCCP alkalmazásakor manuálisan 

váltottuk a perfúziós rendszer kontroll oldatot (Hanks-oldat) és Hanks-oldatban oldott CCCP-t 

áramoltató csatornái között. A mitokondriális depolarizációt a J-aggregátumra specifikus 

fluoreszcenciaintenzitás csökkenése jelezte. 

A kísérletek során azt tapasztaltuk, hogy a gerjesztési fényintenzitás alacsony volta 

ellenére az emisszió intenzitása folyamatosan csökkent. A fakulással kapcsolatos folyamatok 

esetén feltételeztük az elsırendő kinetikát, ezért a fluoreszcenciaintenzitás-csökkenést 

exponenciális függvénnyel (2. egyenlet) illesztettük. Az exponenciális tagok számát (3 db) a 

kiértékelés optimalizálása során határoztuk meg. 

 

         (2) 

Az ezen fakulásra történı korrekció érdekében a regisztrált fluoreszcenciagörbék elsı 

200 s-os szakaszát egy három exponenciális tagot tartalmazó egyenlettel illesztettük. A 

fakulásra kompenzált görbéket a nyers mérési adatok és az illesztési paraméterek alapján 

rekonstruált csökkenés segítségével állítottuk elı. A CCCP hatás nagyságának 

meghatározásakor a CCCP-indukált fluoreszcenciaváltozást az alábbi egyenlet segítségével 

számoltuk: 

rest minF F F∆ = −   (3), 

ahol Frest a CCCP adása elıtti, Fmin pedig a CCCP adása utáni érték; mindkét esetben a 

fakulásra kompenzált görbét vettük figyelembe. A jelölt fényintenzitási értékeket közvetlenül 

a CCCP adása elıtt és után, egy-egy 50 s hosszú szakasz figyelembe vételével határoztuk 

meg. 

3.7. MTT életképességi és proliferációs esszé 
Az MTT-esszéhez 96-lyukú tenyésztı edényekbe lyukanként 5 000 sejtet 

szélesztettünk. A szélesztést követı elsı és harmadik napon kétszer mostuk a sejteket 

kalcium- és magnéziummentes PBS-sel (CMF-PBS). Ezt követıen a sejteket MTT-reagenst 

tartalmazó PBS oldatban inkubáltuk [0,5 mg/ml 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-

tetrazólium bromid; Alfa Aesar GmbH, Karlsruhe, Németország; 37°C, 2–4 óra]. Az 

inkubációt követıen a felülúszót eltávolítottuk, és a keletkezett formazán kristályokat a 
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lyukakba töltött MTT szolubilizáló oldattal feloldottuk (30 perc). A formazánkoncentrációt 

fotometriás úton határoztuk meg (550 nm; Microplate Reader Model 550, Bio-Rad). 

3.8. A mitokondriális DNS mennyiségének meghatározása 
A transzfektált és nem-transzfektált sejtkultúrákból teljes RNS-frakciót izoláltunk, 

amihez Trizol reagenst (Ambion, Life Technologies) és Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitet 

(Qiagen, Hilden, Németország) alkalmaztunk. Mintánként az Omniscript RT Kit (Qiagen) 

felhasználásával 1 µg izolált RNS-bıl reverz transzkripciót végeztünk. A reakciót egy 

programozható PCR gépben (Bio-Rad) a kit gyártójának (Qiagen) útmutatásai szerint 

hajtottuk végre. A mitokondriális és a sejtmag DNS-t qPCR reakció segítségével 

sokszoroztuk fel a cDNS-bıl a Light-Cycler 480 System (Roche, Mannheim, Németország) 

készülékben Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas, Glen Burnie, MD, 

USA) felhasználásával. A qPCR reakció elegy 5 µl Master Mixet, 1 µl primer elegyet, 2 µl 

cDNS-t és 2 µl nukleázmentes vizet tartalmazott. A mővelet során Bai és munkatársai [2011] 

által dokumentált specifikus primereket alkalmaztuk. Ezek a primerek a nukleáris genomban 

lévı SIRT-1 és a mitokondriális DNS-ben található 16S szakaszon lévı géneket ismerték fel. 

Ezek a primerek a nukleáris genomban lévı SIRT-1 és a mitokondriális DNS-ben található 

16S szakaszon lévı géneket ismerték fel. A mitokondriális DNS-t 5’-

CTATGTCGCAGTATCTGTCTTTG-3’ (forward) és 5’-

GTTATGATGTCTGTGTGGAAAG-3’ (reverz) primerek felhasználásával erısítettük fel, a 

nukleáris DNS-t pedig a 5’-GTTTGTGTGCTATAGATGATATTTTAAATTG-3’ (forward), 

5’-CATTAAACAGTCTACAAAACATAT-3’(reverz) primerek alkalmazásával 

amplifikáltuk. Egy adott minta genomi és mitokondriális DNS-tartalmának meghatározása 

párhuzamosan történt, amihez a Lagouge és mtsai [2006] által ismertetett eljárást 

alkalmaztuk. A mitokondriális és genomi DNS aránya feltételezhetıen a sejtenkénti átlagos 

mitokondrium szám mértékétıl függ. A mitokondriumok számának jellemzésére –ebbıl 

következıen- a mitokondriális- és genomi DNS mennyiségének hányadosát alkalmaztuk. Ezt 

az ábrán az ún. H2/H1 hányadosként tüntettük fel. 

3.9. A melanoma sejtek intracelluláris kalciumkoncentrációjának nyomon 

követése 
A melanoma sejtek intracelluláris kalciumkoncentrációjának méréséhez a Fluo-4 

fluoreszcens indikátor acetoximetilészter (AM) formáját alkalmaztuk (Invitrogen). A festék 

optimális gerjesztési hullámhossza 494 nm, emissziós maximuma 515 nm. A festéket 

törzsoldatából (2 mmol/l; DMSO-ban oldva) 2,5 mmol/l probenecid és 1% BSA tartalmú 
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Hanks-oldatban hígítottuk ki. A festék végkoncentrációja 2 µmol/l volt. A 12 mm-es 

fedılemezre szélesztett melanoma sejteket 30 percig festéktartalmú, majd újabb 30 percig 

festékmentes Hanks-oldatban inkubáltuk (37°C). Az eljárás elegendı idıt biztosított a festék 

észter csoportjainak hidrolíziséhez. 

A kalciumkoncentráció méréséhez használt képalkotó rendszer (Zeiss, Till Photonics) 

megegyezett a 3.6 fejezetben leírtakkal; ugyanakkor néhány komponenst a Fluo-4 festék 

optikai sajátságaihoz kellett igazítanunk. Ennek megfelelıen LP515 emissziós szőrı (Omega 

Drive) és Ω505DRLP_XR dikroikus tükör (XF2010, Omega Drive) kombinációját 

alkalmaztuk, a festék gerjesztésére pedig 494 nm-en került sor. A kalciumtranzienseket a 

kolinerg agonista karbamil-kolin (karbakol, CCh) alkalmazásával váltottuk ki. 

3.10. A CCh dózis-hatás görbe meghatározása 
A méréseket konfluens melanoma sejtkultúrákon végeztük, Flex Station II 384 High 

Troughput Screening System készüléket alkalmazva (Molecular Devices, San Francisco, CA, 

USA). Egy nappal a kísérlet elıtt 96-lyukú, fekete oldalú, Greiner-lemezekbe lyukanként kb. 

20 000 sejtet szélesztettünk („teszt lemez”; Greiner Bio-One North America Inc., Monroe, 

NC, USA). Egy másik 96-lyukú lemezbe („vegyszeres lemez”; Sarsted AG and Con, 

Nümbrecht, Németország) különbözı CCh-koncentrációjú Hanks-oldatot pipettáztunk. A 

„vegyszeres lemez” esetében a különbözı CCh-koncentrációjú oldatok elrendezése megfelelt 

a „teszt lemezen” alkalmazni kívánt CCh-koncentráció-sémának. A mérés elıtt a tenyésztett 

sejteket Fluo-4 AM festékkel töltöttük, lyukanként 100 µl festékoldatot használva. A Fluo-4 

fluoreszcenciaértékeit egy sorban (8 lyuk) egyidejőleg mértük. A kapott fényintenzitás-

értékeket a mőszer relatív fluoreszcenciaintenzitásként rögzítette (RFU). A dózis-hatás 

összefüggés tanulmányozása érdekében 7 különbözı CCh-koncentrációt alkalmaztunk. 

Minden koncentrációt külön oszlopban vizsgáltunk oly módon, hogy minden oszlop 7 lyukat 

tartalmazott. A lemezek minden oszlopának 8. lyukába kontroll, azaz CCh-mentes Hanks-

oldatot pipettáztunk, és segítségével az oldatcsere által okozott floureszcenciaintenzitás-

változást határoztuk meg (adagolási kontroll). 

A mérések során a gerjesztı hullámhosszat 495 nm-re, az emissziós hullámhosszat 

pedig 520 nm-re állítottuk. A kísérlet tartama 5 perc volt, melybıl az elsı 30 s az alapvonal 

meghatározására szolgált. Az adott CCh-koncentrációhoz tartozó egyedi mérési pontokat a 

250 s hosszan tartó CCh-adagoláshoz tartozó maximális fluoreszcenciaintenzitásként kaptuk. 

A mért fényintenzitás-értékeket elıször az alapvonalra, majd az adagolási kontroll értékeire 
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korrigáltuk. Ezt követıen egy adott lemezen belül az azonos CCh-koncentrációval kezelt 

lyukak értékeit átlagoltuk, majd ezeket az átlagokat a 4. egyenlettel illesztettük. 
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A 4. egyenletben az RFU az egyes CCh-koncentrációkhoz tartozó fluoreszcenciaintenzitás-

érték önkényes egységekben; RFUmax az adott „teszt lemezen” mért intenzitásértékek közül a 

legnagyobb; RFUmin az adott „teszt lemezen” mért intenzitásértékek közül a legkisebb; CCCh a 

CCh koncentrációja mol/l-ben; EC50 a félhatásos koncentráció; p pedig a receptor 

aktiválásához szükséges átlagos ligandumszám. Az így meghatározott RFU értékekbıl egy 

receptortelítettséget jellemzı változót (Y) generáltunk az alábbi módon: 
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majd az Y felhasználásával elvégeztük a Hill-féle illesztést: 
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Az egyenleteket két állapot közötti megoszlást leíró modell alapján dolgoztuk ki. A ligand és 

a receptor között dinamikus egyensúly áll fent. A ligandot egyáltalán nem kötı receptornál a 

receptor telítettséget Y = 0-nak tekintettük. Ebbıl következıen az adott „teszt lemezen” mért 

intenzitásértékek közül a legkisebbnél (RFUmin) Y ezt az értéket veszi fel. Kis mennyiségő 

ligand kötıdése esetén a receptor jelátviteli útvonalai még nem aktiválódnak, de facilitálódik 

további ligandok kötıdése a receptorhoz. Megfelelı számú ligand kötıdése már aktiválja a 

fluoreszcensen is detektálható jelátviteli útvonalakat és az adott „teszt lemezen” mért 

legnagyobb fluoreszcencia intenzitás (RFUmax) esetén az Y értéke 1-et vesz fel. A maximális 

ligandkötıdés és a ligandmentes receptorok közötti köztes ligandszámú állapotok életidejét 

elhanyagolhatónak tekintettük. 

3.11. Az apoptózis és nekrózis irányába elkötelezett sejtek arányának 

meghatározása 
A melanoma sejteket 12 mm átmérıjő fedılemezekre szélesztettük és 50–70%-os 

konfluenciáig tenyésztettük. Az apoptózis és nekrózis mértékének megállapítása érdekében a 

sejteket PBS-sel mostuk (3 × 3 perc), majd 2 µg/ml fluoreszcein izotiocianáttal (FITC) 
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konjugált annexin V-tel valamint 3 µg/ml propídium-jodiddal inkubáltuk azokat (10 perc, 

szobahı). Az inkubálás után a sejteket PBS-sel mostuk, majd fixálás nélkül polivinil-alkohol-

polimerbe (Mowiol) ágyaztuk. Az annexin V- és propídium-jodid-specifikus fluoreszcenciát 

konfokális mikroszkóppal detektáltuk. A gerjesztési és emissziós hullámhosszak 488 nm és 

505–550 nm (annexin V), valamint 543 nm és 560–590 nm (propídium-jodid) voltak. A 

FITC-konjugált annexin V alkalmazása során csak a sejtfelszíni jelölıdést tekintettük 

apoptotikus jelnek. 

3.12. Mitokondriumban gazdag, valamint citoszól frakciók izolálása és 

vizsgálata 
A mitokondriumban gazdag és citoszól frakciókat egy korábban kidolgozott protokoll 

alapján izoláltuk [Frezza és mtsai, 2007]. A mővelet során a T150 tenyésztıedényekben 

tenyésztett melanoma sejteket (cca 5 × 107) 0,08 m/V% tripszint és 0,15 m/V% etiléndiamin-

tetraacetátot (EDTA) tartalmazó CMF-PBS oldattal emésztettük, majd a tripszin hatását 

ötszörös mennyiségő tápoldattal (RPMI-1640) leállítottuk. A sejtszuszpenziót 50 ml-es 

centrifugacsövekben győjtöttük össze és 600g-n centrifugáltuk (10 perc; Heraus Biofuge 

Stratos Centrifuge, Thermo Scientific). A felülúszót eltávolítottuk és az üledéket 1 ml 

izolációs pufferben (IBC) szuszpendáltuk (10 mmol/l Tris-MOPS buffer, 200 mmol/l 

szaharóz, 1 mol/l EGTA; pH = 7,4). A szuszpenziót teflon homogenizálóba pipettáztuk 

(VWR, Radnor, PA, USA) és 40 fel-le mozdulattal homogenizáltuk. A homogenizált oldatot 

1,5 ml-es Eppendorf csıbe vittük át (Eppendorf, Hamburg Németország), majd centrifugáltuk 

(600g, 10 perc). A felülúszót egy új Eppendorf csıbe pipettáztuk, míg a sejtmagokban gazdag 

üledéket proteáz inhibitort tartalmazó lízispufferbe vittük át (20 mmol/l Tris-HCl, 5 mmol/l 

EGTA; pH=7,5). Ezen sejtmagokban dús frakciót Western-blot kísérletekhez használtuk. 

A felülúszót ultracentrifugáltuk (10 000g, 10 perc), majd az így kapott – citoszólban 

dús frakciónak megfelelı – felülúszót áthelyeztük egy új Eppendorf csıbe. Az üledéket, azaz 

a mitokondriumban gazdag frakciót, 0,2 ml IBC oldattal mostuk és 0,5 ml IBC-ben újra 

szuszpendáltuk. Mind a citoszólban, mind a mitokondriumban gazdag frakciót újra 

centrifugáltuk (10 000g, 10 perc). A mitokondriumfrakció üledékét proteáz-inhibitort 

tartalmazó lízispufferbe helyeztük, és Western-blot kísérletekhez készítettük elı. A citoszól 

frakcióhoz csak proteáz-inhibitort adtunk, mivel ez a szuszpenzió már önmagában is egy 

Western-blot mérés elıkészítésére alkalmas mintát eredményezett. A mitokondrium és a 

citoszól frakciókban a citokróm c detektálását Western-blot kísérletekkel végeztük (15%-os 

akrilamid gél, oszloponként 20–40 µg fehérje). Az elektroforézis után a mintákat 0,45 µm 
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pórusmérető nitrocellulóz membránra transzferáltuk, 5% tejpor-tartalmú PBS-sel blokkoltuk, 

és citokróm c-specifikus antitesttel jelöltük (1. táblázat) egy éjszakán át, 4°C-on. Az 

immunreakciót tormaperoxidáz-konjugált másodlagos antitest alkalmazásával tettük láthatóvá 

(1 óra, szobahı). Az izolált frakciók tisztaságát glicerinaldehid-foszfát dehidrogenázra 

(GAPDH) és szukcinát-dehidrogenáz A alegységére (SDHA) specifikus antitestekkel 

ellenıriztük (1. táblázat). A specifikus sávokat ebben az esetben is tormaperoxidáz-konjugált 

másodlagos antitesttel tettük láthatóvá. 

3.13. Kaszpáz-3 esszé 
A kaszpáz-3 aktivitását Caspase 3/CPP32 kolorimetriás protein esszével mértük, a 

gyártó (Invitrogen) instrukcióinak megfelelıen. Az egyes minták kaszpáz-3 aktivitását az 

abszorbancia 370 nm-en történı detektálásával határoztuk meg (FlexStation3®, 

MolecularDevices, Sunnyvale, CA, USA). A mintákban mért értékeket mindig korrigáltuk 

negatív kontrollra, ahol a citoszól lizátumot desztillált vízzel helyettesítettük. Pozitív 

kontrollként olyan tenyészeteket alkalmaztunk, amikben a sejteket 2 órán át 6 mmol/l H2O2-

oldatban inkubáltuk. 

3.14. CyQuant®GR sejtproliferációs esszé 
A CyQuant®GR esszéhez fekete falú, 96 lyukú Greiner-tenyésztıedényekbe 

lyukanként 5 000 sejtet szélesztettünk, majd azokat 3 napig tenyésztettük. A harmadik napon 

a sejteket kétszer mostuk (CMF-PBS), majd 30 percen át −70°C-on tartottuk ıket. A 

fagyasztás után a mintákat 5 percen keresztül DNS-festı oldattal inkubáltuk [lízis pufferben 

feloldott CyQuant GR törzsoldat (Invitrogen); lyukanként 100 µl]. Az emittált fluoreszcens jel 

intenzitását 485 nm-es gerjesztés mellett 530 nm-en detektáltuk (FlexStation3®, Molecular 

Devices). 

3.15. Fluoreszcens immuncitokémia 
Az immuncitokémiai jelöléseket egy korábban részletesen leírt protokoll alapján 

végeztük [Kosztka és mtsai., 2011]. A sejteket 4%-os paraformaldehidben fixáltuk (10 perc, 

szobahı), majd 100 mmol/l glicint tartalmazó PBS-sel mostuk ıket. A permeabilizálást Triton 

X-100 tartalmú (0,1%) PBS 10 perces alkalmazásával végeztük, majd ismét mostuk a sejteket. 

Az ezt követı 30 perces blokkolást 1% BSA tartalmú PBS-sel végeztük. A következı 

lépésben a melanoma sejteket a primer antitestekkel (1. táblázat) egy éjszakán keresztül, 4°C-

on inkubáltuk, majd 3 × 5 perces mosás következett. A másodlagos antitestekkel történı 

inkubáció szobahımérsékleten történt, 60 percen át. Az utolsó lépésben a sejtmagokat 4',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI)-tartalmú Vectashield médium alkalmazásával tettük láthatóvá 
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(Vector, Burlingame, CA, USA). A fluoreszcens felvételeket konfokális mikroszkóppal 

készítettük (LSM 510 Meta, Zeiss). Az elkészült képek esetleges utólagos korrekciója csak 

azok fényerısségének és kontrasztjának módosítására terjedt ki. Az ábrákat a Photoshop 7.0 

program segítségével készítettük (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA). 

3.16. Mitokondriumok jelölése 
A mitokondriumok jelölését MitoTracker Red festékkel végeztük (CMXRos probe; 

Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). A Mitotracker Red a mitokondriális 

membránpotenciál mértékétıl függıen akkumulálódik a mitokondriális mátrixban. A dúsulást 

követıen a festék a mitokondriumban lévı fehérjék tiol csoportjaival kapcsolódik, emiatt a 

fixálás (paraformaldehid) után is megırzi mitokondriális lokalizációját. A festék 

szubmikromólos koncentrációban kizárólag a mitokondriumban akkumulálódik. Az eljárás 

során a melanoma sejteket 30 percig 200 nmol/l MitoTracker Redet tartalmazó tápoldatban 

(RPMI-1640) inkubáltuk, CMF-PBS-ben mostuk, végül 4%-os paraformaldehidben fixáltuk 

(10 perc, szobahı). A jelölt sejteket konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk (LSM 510 Meta, 

Zeiss). A gerjesztési hullámhossz 543 nm volt. 

3.17. A sejtmorfológia vizsgálata és a sejtméret meghatározása 
A sejtek morfológiai csoportosítása a sejtek alakjának és nyúlványaik számának 

meghatározásán alapult. A poligonális sejtek több csúcsú sejttesttel és három vagy több 

nyúlvánnyal rendelkeztek. Az orsó alakú (fuziform) sejtek 2 nyúlvánnyal bírtak, míg a kerek 

sejteknek értelemszerően egyetlen nyúlványa sem volt. A WM35 melanoma sejteket a 

sejtméret meghatározáshoz 12 mm-es fedılemezekre szélesztettük, 40–70%-os konfluenciáig 

tenyésztettük, majd 4%-os paraformaldehidben fixáltuk (10 perc, szobahı). A sejtekrıl átesı 

fényben, 10×-es és 20×-os nagyítású vízimmerziós objektívekkel készítettük felvételeket, a 

3.6-os fejezetben részletesen ismertetett Till Photonics rendszer alkalmazásával. A kalibráció 

Bürker-kamra segítségével történt. Az egyes melanoma sejteket tartalmazó ROI-k vetületét az 

ImageJ programmal határoztuk meg. 

3.18. Statisztikai analízis 
Az értekezésben szereplı adatok rendre átlag ± standard hiba (SE) formában kerülnek 

bemutatásra. A statisztikai különbségek kiértékeléséhez Student-féle t-tesztet (két statisztikai 

sokaság összehasonlítása) vagy többszörös összehasonlítások esetén ANOVA-t alkalmaztunk. 

ANOVA esetén az egyes csoportok közötti szignifikancia meghatározását Tukey-Kramer-féle 

post hoc teszt segítségével végeztük. Egy különbséget akkor tekintettünk statisztikailag 

szignifikánsnak, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05. A statisztikai analízis az IBM SPSS 
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Statistics programmal készült (v22; IBM Corporation, Armonk, NY, USA). A számításokhoz 

és az ábrák készítéséhez az Origin v8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) és a 

Microsoft Excel programokat (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) használtuk. 
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4. Eredmények 

4.1. TASK-3 knockdown sejtvonalak előállítása 
A TASK-3 csatornafehérje melanoma sejtekben játszott szerepének megismeréséhez a 

csatorna gátlása lenne a legkézenfekvıbb metodikai megközelítés. Mivel azonban a 

melanoma sejteken történı vizsgálatok kezdetekor nem állt rendelkezésre TASK-3-specifikus 

gátlószer, WM35 melanoma sejteket tranzisensen transzfektáltuk egy specifikus shRNS-

szekvenciával, aminek következtében a sikeresen transzfektált sejtekben a TASK-3 fehérje 

expressziója markánsan csökkent [Kosztka és mtsai, 2011]. A géncsendesített sejtek 

azonosítása az egyidejőleg bejuttatott GFP-szekvencia által kódolt GFP megjelenése alapján 

történt. A tranziens transzfekciónak komoly hátránya volt viszont, hogy a transzfektált 

sejttenyészetek a plazmid bejuttatását követı ötödik naptól már nem voltak alkalmasak az 

elvégezni kívánt vizsgálatokra, mivel a nem-transzfektált melanoma sejtek túlnıtték a 

géncsendesített társaikat [Kosztka és mtsai, 2011]. A vázolt kísérleti paradigma tehát csak 

olyan kísérletek végrehajtását engedte meg, amikben a transzfekciót követı maximum 

5 napon belül, aránylag kevés sejt vizsgálatára kerülhetett sor. 

A jelen disszertációban részletezett munka kezdetén tehát az volt az elsı feladat, hogy 

nagyobb transzfekciós aránnyal jellemezhetı és hosszabb idın át felhasználható TASK-3 

géncsendesített sejtkultúrákat készítsünk. Ezen cél elérése érdekében stabil transzfekciót 

alkalmaztunk. A stabilan transzfektált WM35 tenyészetek létrehozásának kulcsfontosságú 

eleme volt a nem-transzfektált sejtek geneticinnel történı eliminálása, és a geneticinre 

rezisztens sejtek felszaporítása. A munkafolyamat részleteit a „Metodika” fejezet 3.2. 

alfejezetében írtuk le. 

A stabilan TASK-3 géncsendesített sejtpopulációk elıállítása után az elsı feladat az 

expressziócsökkenés tényének igazolása és mértékének ellenırzése volt. Ezt a tenyészetek 

TASK-3-specifikus mRNS- és fehérjetartalmának RT-PCR és Western-blot módszerekkel 

történı vizsgálatával végeztük (5. ábra). Az elıállított sejtkolóniák közül kettıben figyeltünk 

meg különösen markáns expressziócsökkenést, ami mind a TASK-3-specifikus mRNS-t, mind 

a specifikus fehérjét érintette. Ezen két sejtkolóniát KD1 és KD2 névvel jelöltük. A TASK-3 

expressziógátlás következményeinek bemutatására valamennyi további kísérletünkben a KD1 

sejtvonalat alkalmaztuk. A 5. ábrán az is látható, hogy a scrambled shRNS-sel transzfektált 

sejteken (S) nem változott a TASK-3-expresszió mértéke. 

A WM35 sejtvonal egy olyan bıreredető, felszíni melanoma malignumból készült, 

ami a radiális vagy korai vertikális növekedés fázisában volt. Idıközben megállapítást nyert, 
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hogy a WM35 sejtek jobban reagálnak a szokásos melanoma-specifikus terápiás eljárásokra, 

mint a többi, klinikailag relevánsabbnak tartott melanoma sejtvonal [pl. Haas és mtsai, 2008; 

Smalley és mtsai, 2006]. Ebbıl következıen a WM35 sejtek használata nem optimális olyan 

vizsgálatokban, amik célja jövıbeni lehetséges terápiák kidolgozása.  

 
5. ábra: A TASK-3-specifikus shRNS szekvencia TASK-3-expressziót csökkentı hatásának 

vizsgálata. [A] TASK-3-specifikus mRNS (461 bp) meghatározása reprezentatív mintákból 

kontroll (nem transzfektált, K), scrambled shRNS-sel transzfektált (S) és specifikus shRNS-sel 

transzfektált (knockdown, KD1) WM35 tenyészetek esetében. A „Neg” névvel jelölt sáv a negatív 

kontroll. A β-aktin-specifikus mRNS (489 bp) sokszorozása és meghatározása a TASK-3 mRNS 

meghatározásával párhuzamosan történt. [B] A TASK-3 fehérje (40–45 kDa) expresszióját 

bemutató reprezentatív minták, WM35 sejtkultúrákból. A β-aktin (42 kDa) kimutatása belsı 

kontrollként szolgált. [C–D] TASK-3-specifikus mRNS [C] és fehérje [D] mennyiségi 

meghatározása A2058 sejtekben. A panelek szerkezete és a jelölések megegyeznek az [A] és [B] 

ábrarészek kapcsán leírtakkal. [E] A TASK-3 mRNS meghatározása során kapott relatív optikai 

denzitás értékei kontroll és transzfektált melanoma sejtek esetében. Elsı lépésben kiszámítottuk a 

TASK-3/β-aktin arányokat, majd az ugyanazon kísérletben kapott scrambled és knockdown 

minták TASK-3/β-aktin értékeit a kontrollra normalizáltuk. Az egyes oszlopok a jelölt 

sejtvonalakon elvégzett 3–4 független mérés átlagát mutatják. [F] A TASK-3 fehérje Western-blot 

kísérletekben meghatározott relatív optikai denzitása. A kiértékelés módja megegyezik az [E] 

panelnél ismertetett eljárással. Valamennyi oszlop 3–4 független mérés átlagát mutatja. 
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Ezen megfontolás alapján a klinikailag agresszívabb viselkedéső A2058 

sejtvonalon is elvégeztük a kísérletek egy részét.  Az A2058 sejteken végzett munka 

elsı lépéseként természetesen igazolni kellett, hogy – a WM35 sejtekhez hasonlóan – 

ezek a sejtek is expresszálják a TASK-3 csatornát. A TASK-3 fehérje jelenlétének 

bizonyítása immuncitokémiával történt. 

 
6. ábra: A2058 sejtek TASK-3-specifikus immunjelölése. [A] TASK-3-specifikus jelölıdés. [B] 

Az [A] panelen bemutatott sejtekben található mitokondriumok jelölése MitoTracker Red 

alkalmazásával. [C] Az elızı két ábrarésszel azonos területen látható DAPI-specifikus jelölıdés, 

ami a sejtmagok méretét, alakját és eloszlását mutatja. [D] Az elızı három felvétel összegzett 

képe. 

Amint az a 6. ábrán látható, az immuncitokémiai kísérletek azt mutatták, hogy az A2058 

melanoma sejtvonal is expresszálja a TASK-3 fehérjét. A 6A ábra TASK-3-pozitivitást jelez, 

a 6B kép a mitokondriumok elhelyezkedését szemlélteti, míg a 6C felvétel a sejtmagokat 

mutatja. A három felvétel összegzése a 6D részen látható, ami demonstrálja, hogy a TASK-3-

specifikus festıdés különösen a sejtmagok körül volt erıs, ahol a mitokondriumok is nagyobb 

sőrőségben fordulnak elı. Az ábrán az is megfigyelhetı, hogy a TASK-3-pozitivitás a 

sejtmagokban nem volt jelen. 

A WM35 sejtvonallal ellentétben, az A2058 sejtek esetében a TASK-3 géncsendesítés 

tranziens transzfekcióval történt. A választást az indokolja, hogy az elvégzendı kísérletekhez 

így is kaptunk elegendı számú transzfektált sejtet; ugyanakkor a tranziens transzfekció 

alkalmazásával el tudtuk kerülni azokat az esetleges komplikációkat, amik a hosszabb 

tenyésztési idejő, klónszelektált, stabilan transzfektált sejtek esetében esetleg felléphetnek (pl. 

a genetikai állomány nem kívánt módosulása). A kísérleti elrendezésbıl következıen a 

tranziensen transzfektált A2058 sejtek és a stabilan transzfektált WM35 sejtek egymás 

kontrolljaként is szolgáltak. 

A tranziensen transzfektált A2058 sejttenyészeteken végzett RT-PCR és Western-blot 

kísérletek igazolták, hogy a specifikus shRNS bejuttatása után 4 nappal jelentısen csökkent 

mind a TASK-3-specifikus mRNS (5C és 5E ábrák), mind a TASK-3 fehérje expressziója (5D 

és 5F panelek). 
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4.2. A mitokondriális membránpotenciál vizsgálata 
Az értekezésben bemutatott munka egyik fı célja azon korábbi megfigyelések 

megerısítése volt, amik a tranziensen transzfektált WM35 sejtek mitokondriumjainak 

károsodására utaltak. A jelen kísérletek során tehát kiemelt figyelmet szenteltünk a MMP 

jellemzésére. A MMP tanulmányozását fluoreszcens festékek alkalmazásával, optikai úton 

végeztük. 

Az egyik ebbıl a célból alkalmazott festék a JC-1 volt. A JC-1 monomér formája zöld, 

aggregátum formája pedig piros hullámhossznak megfelelı fluoreszcenciás jelet bocsájt ki. 

Sejtek jelölésekor a festék monomér alakja elıször a citoplazmába kerül, majd belép a 

mitokondriumokba. A mitokondriumokba történı belépés mértéke függ a mitokondriumok 

polarizáltságától: a nagyobb polarizáltság (azaz a nagyobb MMP) fokozza a festék bejutását. 

Erısen polarizált mitokondriumok olyan nagy mennyiségben akkumulálják a festéket, hogy a 

JC-1 molekulák aggregátumokat képeznek, amik piros fényt emittálnak [Perelman és mtsai, 

2012]. Ebbıl következıen az erısen polarizált, azaz aktív mitokondriumokkal rendelkezı 

sejtek esetében magas piros/zöld JC-1-specifikus fluoreszcenciaintenzitás-arányt 

rögzíthetünk; a mitokondriumok depolarizácóját ugyanakkor csökkent piros/zöld 

fluoreszcenciaintenzitás-arány jellemzi. 

Az 7. ábra A1–C3 paneljei azt mutatják, hogy JC-1 festékkel történt töltést követıen a 

TASK-3 géncsendesített WM35 sejtek fluoreszcenciaemissziója jelentısen különbözik mind a 

kontroll, mind a kevert shRNS-sel transzfektált sejtek emissziójától. Az eltérés lényege, hogy 

a KD sejtek (7C1–C3) észrevehetıen kisebb intenzitású piros fényt, és valamivel nagyobb 

intenzitású zöld fényt emittálnak, mint akár a kontroll (7A1–A3), akár a scrambled shRNS-sel 

transzfektált sejtek (7B1–B3). A piros/zöld intenzitásarányokat számszerősítettük és 

összegeztük; ennek eredményét a 7D ábra mutatja be. A kontroll sejtek (2,31 ± 0,10; n = 32) 

és a scrambled-transzfektált sejtek (1,75 ± 0,11; n = 37) által produkált értékekkel összevetve 

a KD sejtek szignifikánsan alacsonyabb piros/zöld fluoreszcenciaemissziós arányt mutattak 

(0,77 ± 0,03; n = 49; p < 10−4). Hasonlóan a WM35 sejtekhez, a JC-1-gyel töltött A2058 

knockdown sejtek is szignifikánsan alacsonyabb piros/zöld emisszióintenzitás-arányt 

produkáltak, mint a nem-transzfektát kontrollok (0,93 ± 0,07, n = 25 vs. 2,1 ± 0,2, n = 25; 

p < 10−7). Ezek a megfigyelések alátámasztják azt a feltevést, miszerint a melanoma sejtek 

TASK-3 expresszióját csökkentve a mitokondriumok mőködészavara, így végsı soron 

mitokondriális depolarizáció alakul ki. 
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7. ábra: A mitokondriális membránpotenciál vizsgálata WM35 sejteken. [A1] Kontroll sejtek 

mitokondriumaiban akkumulálódott J-aggregátum (piros emisszió). [A2] A JC-1 monomer 

formájának kimutatására használt konfokális beállításokkal készített kép az [A1] panelével azonos 

látótérrıl. [A3] Az [A1] és [A2] panelek összegzett képe. [B1–B3] Az elrendezés ugyanaz, mint az 

[A1–A3] panelek esetében, csak ezen felvételek scrambled shRNS-sel transzfektált WM35 

sejtekrıl készültek. [C1–C3] Az [A] és [B] részeken látott módon készült felvételek TASK-3 

knockdown sejtekrıl. A három sejtvonalról készített felvételek egymásnak megfelelı tagjai azonos 

konfokális mikroszkópos és kamerabeállításokkal készültek. [D] A mitokondriális 

membránpotenciál becslése a JC-1 piros/zöld emissziós fényintenzitási arányok alapján. [E] Az 

egyes sejtvonalak JC-1-felvételének becslése a háttérkorrigált fluoreszcenciaintenzitások alapján. 

Mindkét esetben (D, E) az érték csökkenése mitokondriális depolarizációra utal. Az 

oszlopdiagramok esetében az egyes oszlopokban található számok a tanulmányozott sejtek 

mennyiségét mutatják. [F] Más kísérletekben DIOC6 inkubációt követıen kontroll, scrambled 

RNS-sel transzfektált és TASK-3 knockdown sejteken mért DiOC6 fluoreszcenciaintenzitások. A 

fluoreszcencia intenzitását alkalmanként 10 000 sejten, sejt-szorterrel mértük, az érték csökkenése 

mitokondriális depolarizációra utal. Az oszlopdiagramok esetében az egyes oszlopokban található 

számok a független kísérletek számát jelzik, 
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A piros/zöld fluoreszcenciaarány meghatározásán túl becsültük a WM35 sejtek által 

felvett JC-1 festék mennyiségét is. Ezzel az volt a célunk, hogy rávilágítsunk a 

festékfelvételért és/vagy -eltávolításért felelıs mechanizmusok esetleges módosulásaira. 

Ahogy azt a 7. ábra E panelje is dokumentálja, a kontroll és a scrambled shRNS-sel 

transzfektált sejtek festéktartalma között nem volt szignifikáns eltérés. Ezzel szemben a 

knockdown sejtek festéktartalma csak mintegy fele volt a másik két sejtvonal 

festéktartalmának (p < 10−5). Joggal tételezhetjük fel tehát, hogy a TASK-3 knockdown 

melanoma sejtekben vagy a JC-1 felvétele károsodott, vagy a festék eltávolítása vált 

hatékonyabbá. Bár ez a megfigyelés további kísérletek kiindulópontja lehet, az értekezésben 

bemutatott munka keretében nem volt célunk, hogy különbséget tegyünk ezen lehetıségek 

között, vagy alternatív magyarázatokat keressünk. 

A piros/zöld JC-1 fluoreszcenciaarány csökkenése egyértelmően arra utalt, hogy a 

knockdown WM35 sejtek mitokondriumjainak membránpotenciálja kisebb, mint a kontroll és 

a scrambled shRNS-sel transzfektált sejteké. Ennek a megállapításnak további 

alátámasztására egy másik festéket is alkalmaztunk, amelynek fluoreszcenciasajátságai 

ugyancsak függenek a MMP-tól. A kérdéses festék a DiOC6 volt, amelynek emissziós 

intenzitása a knockdown sejtekben mintegy fele volt annak, amit a kontroll vagy a scrambled 

shRNS-sel transzfektált sejtek mutattak (7F ábra). 

A MitoTracker ugyancsak egy olyan festék, aminek mitokondriális akkumulációja és 

fluoreszcenciája függ a MMP-tól. Amennyiben a három sejtvonal tenyészeteit MitoTracker 

Reddel jelöltük, a knockdown sejtek festıdésének erıssége lényegesen kisebb volt, mint a 

kontroll vagy a scrambled shRNS-sel transzfektált WM35 sejteké (8. ábra, A1–C2). A 

különbség jellemzése céljából kiszámítottuk a háttérkorrigált fényintenzitás átlagértékeit 

(8D ábra). A nyert adatok megerısítették, hogy a jelölıdés mértéke valóban a knockdown 

sejtekben volt a legkisebb, és az szignifikánsan különbözött mindkét másik sejtvonal 

festıdésének erısségétıl (p < 10–6). 

Összefoglalásként elmondható, hogy a fluoreszcens festékek alkalmazásával kapott 

eredmények összhangban voltak egymással, és abba az irányba mutattak, hogy a TASK-3 

fehérje expressziójának csökkentése a melanoma sejtekben csökkenti a mitokondriumok 

membránpotenciálját és károsítja a mitokondriumok mőködését. 
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8. ábra: MitoTracker jelölıdés stabilan TASK-3 géncsendesített WM35 sejteken. [A1–C2] A 

melanoma sejteket 200 nmol/l MitoTracker Red festékkel inkubáltuk, majd konfokális 

mikroszkóppal vizsgáltuk. Kontroll [A1, A2], scrambled shRNS-sel transzfektált [B1, B2] és 

TASK-3 knockdown [C1, C2] sejtekrıl készült reprezentatív felvételek. A 3–3 kis [A1–C1] és 

nagy nagyítású [A2–C2] felvételt mindhárom sejtvonal esetében azonos konfokális beállításokkal 

készítettük. [D] Nem-transzfektált kontroll, scrambled shRNS-sel transzfektált és TASK-3 

knockdown sejtek háttérkorrigált, MitoTracker-specifikus fluoreszcenciaintenzitásának 

átlagértékei. Az oszlopokban feltüntetett számok a vizsgált sejtek számát jelölik. 

 

4.3. A mitokondriális szétkapcsolás hatása kontroll, scrambled shRNS-sel 

transzfektált és TASK-3 knockdown WM35 sejtekre 
A mitokondriális mőködészavar további jellemzésére olyan méréseket végeztünk, 

amelyben egy mitokondriális szétkapcsoló szer MMP-ra gyakorolt hatását vizsgáltuk. A 

kísérletek során 50 µmol/l CCCP-t alkalmaztunk a tenyésztıoldatban, és mértük a vörös JC-1-

fluoreszcencia intenzitásának következményes csökkenését. Ahogy azt a 9. ábra A–C részein 

bemutatott regisztrátumok igazolják, a CCCP adását követıen mindhárom sejtvonalban 

megfigyelhetı volt a vörös emisszió csökkenése. Ez az eredmény azt jelezte, hogy (i) a 

mitokondriális szétkapcsolás hatására a mitokondriumok membránpotenciálja csökkent; (ii) a 

mitokondriumok mátrixából festékmolekulák léptek vissza a citoplazmába, és emiatt (iii) a 

mitokondriumok mátrixában csökkent a festékkoncentráció; (iv) a korábban képzıdött JC-1 

aggregátumok szétestek, aminek következtében (v) az általuk emittált vörös fény intenzitása 

csökkent. A kontroll (9A panel) és a scrambled shRNS-sel transzfektált sejtek CCCP-re adott 

válaszait (9B panel) összehasonlítva azok nagysága között nem volt érdemi különbség látható. 

Ezt a megállapítást alátámasztják a kísérletek kiértékelése során nyert összesített adatok is (a 

9D ábrarész bal oldali oszlopai). Megfigyelhetı ugyanakkor az is, hogy a knockdown sejtek 
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CCCP-okozta fluoreszcenciaintenzitás-csökkenése (C panel) csak mintegy negyede annak, 

amit a másik két sejtvonal esetében láttunk (D panel). A tapasztalt különbség alapján 

kijelenthetı, hogy a TASK-3 knockdown WM35 melanoma sejtekben a CCCP lényegesen 

kisebb MMP csökkenést okozott, mint a kontroll sejtvonalakban. 

 
9. ábra: CCCP hatására kialakuló fluoreszcenciaintenzitás-változások a JC-1 festék J-

aggregátumának emissziójában. [A] Kontroll, [B] scrambled shRNS-sel transzfektált és [C] 

knockdown sejtek mérési eredményei. Szürke háttér jelöli azt az idıtartamot, amikor a CCCP 

alkalmazása történt. A „Sejt” felirattal jelölt számozott görbék egyedi sejtek válaszait tükrözik, 

míg a „Háttér” nevő görbék sejtmentes területeken regisztrált fluoreszcenciaértékeket mutatnak. A 

[C] panelen látható „NR” jelzéső görbe egy nem-reagáló sejtrıl rögzített fényintenzitást mutat. [D] 

A CCCP hatására kialakuló fluoreszcens fényintenzitás-csökkenés átlagértékei. Az ábrarész az 

abszolút (bal oldal) és az alapvonalra normalizált (jobb oldal) átlagos fluoreszcenciaváltozásokat 

tünteti fel. Az oszlopokban található számok a tanulmányozott sejtek számát jelölik. Az átlagos 

intenzitáscsökkenés számítása során csak a válaszoló sejteket vettük figyelembe. 

A vázolt gondolatmenetnek volt azonban egy támadható pontja. Mint azt korábban 

láttuk, a TASK-3 knockdown sejtek JC-1 akkumulációja csökkent mértékő volt (7E ábra). Ezt 

a megállapítást tükrözi az a különbség, ami a három sejtvonal CCCP alkalmazás elıtti 

(nyugalmi) fluoreszcenciaintenzitásában is megfigyelhetı (lásd a 9A–9C ábrarészek 

függıleges tengelyeinek beosztását). Ezt az eltérést figyelembe véve helytállónak tőnik az az 

érv, hogy a knockdown sejteken CCCP jelenlétében kapott kisebb fluoreszcenciacsökkenés 
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mindössze annak a következménye, hogy a kiindulási fluoreszcenciaintenzitás eleve 

alacsonyabb. 

A CCCP hatás értelmezését úgy kívántuk egyértelmővé tenni, hogy a szétkapcsoló szer 

jelenlétében mért fluoreszcenciaintenzitás-csökkenés nagyságát az alkalmazása elıtti 

nyugalmi értékre normalizáltuk. Az így meghatározott relatív fluoreszcenciaváltozás-értékek 

összesítése látható a 9. ábra D részének jobb oldali oszlopain. Megállapítható, hogy a kontroll 

és a scrambled shRNS-sel transzfektált sejtek CCCP alkalmazásra adott válaszai nagyon 

hasonlóak voltak (9,0 ± 0,5%, n = 76 és 9,2 ± 0,4%, n = 77), ugyanakkor a knockdown sejtek 

mintegy 30%-kal kisebb amplitúdójú választ adtak (6,12 ± 0,02%, n = 67). A különbség 

mindkét másik sejtvonalhoz hasonlítva statisztikailag szignifikáns (p < 10−5). Biztonsággal 

megállapítható tehát, hogy a TASK-3 expresszió gátlása önmagában is mitokondriális 

depolarizációt okoz, ezért a CCCP, aminek mitokondriális szétkapcsoló és depolarizáló 

tulajdonsága közismert, csak kisebb mértékő további depolarizáció kiváltására képes. Ezt a 

megállapítást a CCCP-re reagáló sejtek százalékos aránya is megerısítette, ugyanis a vizsgált 

knockdown sejteknek csak 26%-a reagált a szétkapcsoló adására, szemben a kontroll és 

scrambled shRNS-sel transzfektált WM35 sejtek 69%-os és 67%-os válaszkészségével. 

4.4. Metabolikus, proliferációs és morfológiai változások a TASK-3 

knockdown melanoma sejtekben 
Mivel a mitokondriumok megfelelı mőködése elengedhetetlen a sejtek túléléséhez és 

proliferációjához, feltételeztük, hogy a knockdown sejtekben bizonyított károsodott 

mitokondriális funkció csökkenti a sejtek metabolikus aktivitását és proliferációs képességét 

is. A feltevés bizonyítása céljából elıször a metabolikus aktivitást vizsgáltuk, amihez MTT 

esszét alkalmaztunk. Amint azt a 10. ábra A1–A3 paneljei igazolják, a TASK-3 knockdown 

sejtek metabolikus aktivitása szignifikánsan kisebb volt, mint a kontroll és scrambled shRNS-

sel transzfektált sejteké; mind WM35 tenyészetben (A1 és A2 panel), mind az A2058 

sejtvonalban (A3 panel). 

Három napos WM35 tenyészeteket felhasználva igazoltuk a knockdown sejtek csökkent 

DNS-tartalmát is (CyQUANT esszé; 10. ábra B1 panelje). A csökkent DNS-tartalom úgy 

értelmezhetı, hogy a géncsendesített tenyészetekben nemcsak a metabolikus aktivitás, hanem 

a sejtszám is csökkent. 
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10. ábra: A TASK-3 expresszió gátlásának hatása a melanoma sejtek életképességére, 

proliferációjára és mitokondriális DNS-tartalmára. [A1–A3] Az MTT-esszé eredménye 

kontroll, scrambled shRNS-sel transzfektált és knockdown melanoma malignum sejtkultúrákon 

egy [A1], három [A2] és négy [A3] nappal a sejtek szélesztése után. Az oszlopok az 550 nm-en 

mért, háttérkorrigált abszorbancia értékeit adják meg. Valamennyi oszlop 4 független mérés 

eredménye. [B1] A sejtek teljes DNS-tartalmának meghatározása CyQUANT esszével, WM35 

sejteken, 3 nappal a passzálást követıen. A feltüntetett értékek korrigált relatív 

fluoreszcenciaintenzitások. [B2] A mitokondriális DNS-mennyiség meghatározása WM35 (bal 

oldal) és A2058 sejteken (jobb oldal). A magasabb H2/H1 arány nagyobb mennyiségő 

mitokondriális DNS-t jelez. A WM35 eredményeket bemutató ábrarészen az Y-értékek 

logaritmikus skálán vannak bemutatva. Az egyes oszlopok 4–5 független mérés eredményének 

átlagát tükrözik. 

Mind a TASK-3 knockdown sejtek csökkent MitoTracker Red jelölıdési intenzitása 

(8. ábra), mind alacsonyabb metabolikus aktivitása (10. ábra A1–A3 paneljei) utalhat arra, 

hogy ezek a sejtek kevesebb mitokondriummal rendelkeznek. Ezen feltevésnek a 

megerısítése céljából meghatároztuk a melanoma sejtek mitokondriális DNS-tartalmát 

(10. ábra B2 panel). Az ezekben a mérésekben a számított H2/H1 arány a sejtenkénti átlagos 
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mitokondriumszámot jól jellemzı paraméter [Bai és mtsai, 2011]). Mint látható, a knockdown 

sejtekben a H2/H1 arány szignifikánsan alacsonyabb, mint akár a kontroll, akár a scrambled 

shRNS-sel transzfektált sejtekben. Megalapozott tehát a következtetés, hogy a TASK-3 

expresszió csökkentése nemcsak depolarizálja a mitokondriumokat, hanem a számukat is 

csökkenti. 

Feltőnı változások voltak megfigyelhetık a WM35 TASK-3 knockdown sejtek 

morfológiai megjelenésében is (11. ábra). A TASK-3 knockdown tenyészet alacsonyabb 

sejtdenzitást mutatott a kontroll és scrambled shRNS-sel transzfektált tenyészetekhez képest 

(lásd az A1–C2 paneleket), továbbá megváltozott a sejtek alakja is. Amint azt a „Metodika” 

rész 3.17 alfejezetében részleteztük, az összehasonlítás megkönnyítése végett három 

sejtalakot különböztettünk meg. A vizsgálatok során azt találtuk, hogy a knockdown 

kultúrákban a sejtek 58%-a orsószerő volt. Ezzel szemben a kontroll és scrambled shRNS-sel 

transzfektált tenyészetekben az orsó alak fordult elı legritkábban: a sejtek mindössze 12–

13%-a mutatta ezt a megjelenési formát.  

 
11. ábra: Stabil TASK-3 géncsendesítés okozta morfológiai változások WM35 melanoma 

sejteken. [A1–C2] Reprezentatív felvételek kontroll [A1, A2], scrambled shRNS-sel transzfektált 

[B1, B2] és knockdown [C1, C2] sejtekrıl kis [A1, B1, C1] és nagy nagyítással [A2, B2, C2]. [D] 

A három, morfológiailag eltérı sejtcsoport tenyészetenkénti arányát bemutató kördiagramok. A 

három csoport mindegyikére mutatunk be példát az [A1], [A2], [B1] és [C2] paneleken. [E] A 

sejtek átlagos vetülete kontroll, scrambled shRNS-sel transzfektált és TASK-3 knockdown 

tenyészetekben. Mindegyik oszlop 50 sejt átlagértékét reprezentálja. 
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. Utóbbi két sejtvonal esetében a sejtek túlnyomórészt poligonálisak voltak; ennek a 

formának az elıfordulási gyakorisága mindkét kultúrában meghaladta a 70%-ot (11. ábra D 

panel). 

A sejtalak vizsgálata mellett meghatároztuk a sejtek vetületének nagyságát is. Mint a 

11. ábra E panelje mutatja, TASK-3 géncsendesítést követıen a WM35 sejtek átlagos vetülete 

(612 ± 39 µm2) szignifikánsan kisebb volt, mint a másik két tenyészetben mért érték 

(736 ± 23 és 762 ± 33 µm2, p < 0,05, valamennyi esetben n = 50). 

4.5. A TASK-3 knockdown tenyészet fokozott mértékű apoptózist, de 

változatlan mértékű nekrózist mutat 
Az eddig bemutatott adatok igazolták, hogy a TASK-3 knockdown tenyészetekben a 

sejtek száma alacsonyabb volt, mint a kontroll és scrambled shRNS-sel transzfektált 

tenyészetekben. További kísérleteinkben ennek a sejtszámcsökkenésnek az okát vizsgáltuk. 

Az apoptózis és a TASK-3 csatorna ismert kapcsolatából kiindulva [Lauritzen és mtsai, 2003] 

elsıként azt vizsgáltuk, hogy a TASK-3 bioszintézis gátlása hatással van-e a melanoma sejtek 

apoptótikus aktivitására. Miután az is nyilvánvaló, hogy a sejtszámot a nekrotikus folyamatok 

miatt elpusztuló sejtek mennyisége is befolyásolhatja, az apoptózis mellett a nekrózis 

intenzitását is tanulmányoztuk. Az eredményeket a 12. ábra foglalja össze. 

Az irodalomban található adatokkal összhangban [Kerr és mtsai, 1994], a kontroll 

WM35 tenyészetben az apoptózis irányában elkötelezett sejtek aránya jelentéktelen volt 

(< 5%, 12. ábra E1 panel). Ezt az arányt a scrambled shRNS szekvenciával történt 

transzfekció nem változtatta meg. Ettıl eltérıen a TASK-3 knockdown sejtvonalakban 

jelentısen megnıtt az apoptózisra utaló annexin V pozitivást mutató sejtek aránya; az 

mintegy 50%-ra emelkedett. Megállapítható ugyanakkor az is, hogy a WM35 sejtek esetében 

a TASK-3-expresszió módosítása nem változtatott a nekrózis mértékén, ugyanis a pozitív 

kontrollon kívül egyik vizsgált sejtvonalban sem találtunk érdemleges propídium-jodid-

jelölıdést (12. ábra A3, B3, C3 és D3 panel). 
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12. ábra: Csökkent TASK-3 expresszió hatása az apoptózis és nekrózis mértékére. [A1–A3] 

Kontroll melanoma sejteket 5 percen át 3 mmol/l H2O2-dal és 0,1% Triton X-100-zal kezeltünk, 

majd FITC-konjugált annexin V-specifikus antitesttel és propidium-jodiddal jelöltük ıket. Az így 

kezelt sejtek pozitív kontrollként szolgáltak. [B1–D3] Kontroll [B1–B3], scrambled shRNS-sel 

transzfektált [C1–C3] és TASK-3 knockdown [D1–D3] sejtekrıl készült reprezentatív felvételek. 

[E1] Az annexin-V-specifikus (apoptózisra utaló) jelölıdést mutató sejtek aránya. A zárójelben 

lévı számok a kiértékelés során figyelembe vett sejtek számát jelzik. [E2] Egy intenzív sejtfelszíni 

annexin-V-specifikus jelölıdést mutató, azaz apoptózis irányába elkötelezett melanoma sejt. 

Az apoptótikus útvonalak aktiválódása és a TASK-3 géncsendesítés közötti ok-okozati 

kapcsolatra további bizonyítékokat szolgáltattak azok a kísérletek, amikben az egyes 

sejtvonalak citoszólikus és mitokondriumban gazdag frakcióiban hasonlítottuk össze a 

citokóm c mennyiségét. Amint azt a 13. ábra demonstrálja, a knockdown sejtek citoszóljában 

magas volt a relatív citokróm c-tartalom, míg a kontroll és a scrambled shRNS-transzfektált 

sejtek esetében, ugyanebben a frakcióban, alig volt kimutatható a citokróm c fehérje. Ezzel 

ellentétes helyzetet figyeltünk meg a mitokondriumban gazdag sejtfrakciók vizsgálata során: 

itt a knockdown sejtekbıl származó mintákban alacsony volt a citokróm c mennyisége, 

szemben a TASK-3 fehérjét expresszáló két sejtvonallal, amelyek mitokondriális frakciói 

magas citokróm c tartalommal rendelkeztek. 
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13. ábra: A citokróm c transzlokációja TASK-3 knockdown sejtekben. [A1] Reprezentatív 

Western-blot felvételek, melyek a citokróm c fehérje (12 kDa) mennyiségét mutatják kontroll (K1 

és K2), scrambled shRNS-sel transzfektált (S) és TASK-3 knockdown (KD) WM35 sejtek 

citoszóljában. A vázizomból származó teljes sejtes lizátum pozitív kontrollként szolgált (PK). 

Minden egyes sáv intenzitását az ugyanazon mintából nyert β-aktin denzitására normalizáltuk. 

[A2] Reprezentatív Western-blot felvételek, amelyek a citokróm c fehérje mennyiségét jelzik 

WM35 sejtekbıl készített, mitokondriumban gazdag frakciókban. A betők jelentése ugyanaz, mint 

az [A1] ábrarész esetében. [B1, B2] WM35 és A2058 sejteken kapott citokróm c-specifikus sávok 

relatív optikai denzitása. Az oszlopok a citokróm c/β-aktin denzitásarányok átlagértékeit mutatják 

a sejtek citoszólikus [B1] és mitokondriumban gazdag frakciójában [B2]. Az oszlopokban a 

független kísérletek számát tüntettük fel. Hangsúlyozni kell, hogy az A2058 sejtek mitokondriális 

frakciója esetében az ANOVA teszt sem a kontroll és knockdown, sem a scrambled és knockdown 

minták közötti különbséget nem jelölte szignifikánsnak [B2], de a scrambled és knockdown 

értékek közötti differenciát t-teszttel vizsgálva szignifikáns különbséget kaptunk. 

A citokróm c egyike a pro-apoptotikus molekuláknak. A fehérje nyugalmi állapotban a 

mitokondriumok külsı és belsı membránja közötti térben helyezkedik el, azonban apoptózis 

indukálása esetén áthelyezıdik a sejt citoplazmájába, és elıidézi a kaszpáz-3 enzim 

aktiválódását. Annak igazolására, hogy esetünkben a citokróm c áthelyezıdés valóban része a 

kaszpáz-3-függı apoptótikus útvonal aktiválódásának, magának a kaszpáz-3-nak is vizsgáltuk 

az aktivációját, amihez egy kaszpáz-3-specifikus esszét hívtunk segítségül (14. ábra). Az 
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eredmények azt mutatták, hogy a knockdown sejtek mind nyugalmi helyzetben (A1 panel), 

mind apoptózisindukciót követıen (A2 panel) magasabb kaszpáz-3-aktivitással voltak 

jellemezhetık. Ez a megfigyelés összhangban van azzal az elképzeléssel, hogy a TASK-3 

expresszió csökkentése károsítja a mitokondriumok mőködését, és így aktiválja az intrinzik 

citokróm c − kaszpáz-9 − kaszpáz-3 útvonalat [Elmore, 2007]. 

 
14. ábra: A kaszpáz-3-aktivációja TASK-3 knockdown melanoma sejtekben. A WM35 és az 

A2058 sejtek relatív kaszpáz-3 aktivitása nyugalomban [A1] és apoptózisindukciót követıen. 

[A2]. A mérések során minden adatot a nem-indukált kontroll WM35 és A2058 sejtek kaszpáz 

aktivitására normalizáltunk. Valamennyi oszlop 3 független kísérlet eredményének átlagát mutatja. 

Hangsúlyozni kell, hogy bár az ANOVA teszt alapján az A2058 sejtek nyugalmi kaszpáz-3 

aktivitása nem különbözött szignifikánsan sem a kontroll és knockdown, sem a scrambled és 

knockdown minták között [A1], a t-teszt szignifikáns differenciát igazolt a scrambled és 

knockdown értékek között. 

A károsodott mitokondriumok kaszpáztól független módon is aktiválhatják az 

apoptótikus folyamatokat. Ebben az esetben a sérült mitokondriumokból egyebek között AIF 

szabadulhat fel [Hong és mtsai, 2004]. Annak vizsgálatára, hogy a TASK-3 knockdown 

melanoma sejtekben az AIF útvonal hozzájárul-e az apoptótikus folyamat aktiválódásához, 

AIF-specifikus immuncitokémiai jelöléseket végeztünk WM35 (15. ábra) és A2058 sejteken 

egyaránt (16. ábra). Az eredmények a két sejtvonal esetében teljes egyezést mutattak. A 

kontroll és a scrambled shRNS-sel transzfektált sejtekben diffúz, a teljes citoplazmára 

kiterjedı, de a sejtmagban nem megfigyelhetı AIF jelölıdést láttunk. Ez az AIF megoszlási 

mintázat egyezést mutat az irodalomban leírt megfigyelésekkel, amelyek egészséges 

sejtekben a fehérje mitokondriális lokalizációját írták le [Lorenzo és Susin, 2007]. 
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15. ábra: A TASK-3-expresszió csökkentése WM35 sejtekben az AIF sejtmagba történı 

transzlokációját okozza. [A1] Az AIF-specifikus immunjelölıdés eloszlása kontroll (nem 

transzfektált) sejtekben. [A2] A propídium-jodid (PI) sejtmagon belüli jelenlétének vizsgálata az 

[A1]-gyel megegyezı látótérben. [A3] Az [A1]-es és [A2]-es felvételek összegzése. A csillag a 

képen látható egyik sejtmagot jelöli, amelyikben AIF jelölıdés nem figyelhetı meg. [B1–B3] AIF-

sepcifikus immunjelölıdés megoszlása scrambled shRNS-sel transzfektált WM35 sejteken. A 

panelek elrendezése és a csillag jelentése ugyanaz, mint az [A1–A3] képek esetében. [C1–C3] 

AIF-specifikus immunjelölıdés TASK-3 knockdown WM35 sejtekben. A csillag egy sejtmagot 

jelöl. Megfigyelhetı a sejtmagok AIF jelölıdése. 
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16. ábra: A TASK-3-expresszió csökkentése tranziensen transzfektált A2058 sejtekben az 

AIF sejtmagba történı transzlokációját okozza. [A] Az AIF-specifikus immunjelölıdés 

eloszlása kontroll (nem transzfektált) sejtekben. [B] Az [A]-val azonos látótér DAPI jelölıdése. 

[C] Az [A] és[B] felvételek összegzett képe. A sejtmagokban nem figyelhetı meg AIF jelölıdés. 

[D–G] A képek elrendezése megegyezik az [A–C] felvételekével, de ezúttal tranziensen 

transzfektált A2058 sejteket vizsgáltunk. A pár nélküli, [F] panel a GFP-expresszió eloszlását 

mutatja a látótérben; az erıs GFP-pozitivitás a transzfektált sejtek azonosítására szolgált. Egyik 

ilyen példa az üres nyíllal megjelölt sejt, amelyik sejtmagjában AIF-jelölıdés figyelhetı meg, ami 

apoptózisra utal. A telt nyíl egy AIF-mentes sejtmaggal rendelkezı sejtet mutat. Mivel ez a sejt 

nem mutat GFP-expressziót, arra következtethetünk, hogy ez egy nem-transzfektált sejt. 

A TASK-3 fehérjét expresszáló sejtekkel ellentétben a knockdown tenyészetekben az 

AIF-immunjelölıdés a sejtmagban is jelen volt. Tekintettel arra, hogy az AIF áthelyezıdése a 

mitokondriumból a sejtmagba a kaszpáztól független apoptózis fontos lépése [Hong és mtsai, 

2004], a bemutatott eredmények összhangban vannak a TASK-3 knockdown sejtekben 

tapasztalt megnövekedett apoptótikus aktivitással. Eredményeinkbıl arra következtettünk, 

hogy a TASK-3 knockdown melanoma sejtekben megfigyelt sejtszámcsökkenés oka az 

apoptótikus sejtpusztulás, aminek elıidézésében kaszpázfüggı és -független útvonalak 

egyaránt részt vesznek. 

 

4.6. Muszkarinos acetilkolin receptorok (MR) kimutatása melanoma 

sejtekben 
A TASK-3 csatornafehérje melanoma sejtekben játszott szerepének vizsgálata során 

megállapítottuk, hogy számos intracelluláris szabályozó útvonal befolyásolhatja a sejtek 

életképességét és élettartamát. A jelen értekezésben bemutatott munka egy korábbi fázisában 
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olyan szabályozási lehetıségeket is tanulmányoztunk, amelyek jelentısége a géncsendesítéses 

kísérletekben nem lett vizsgálva. Ezen szabályozási útvonalak egyike a citoplazmatikus Ca2+, 

a másik pedig a sejtek mőködésének külsı idegi/humorális befolyásolása. Ezen lehetıségek 

elemzése indokolt, hiszen az intracelluláris kalciumhomeosztázis [Roderick és Cook, 2008] és 

a muszkarinos kolinerg receptorok jelentıségét több tumorféleség esetén is felvetették 

[Spindel, 2012]. Kísérleteink során a két kérdés tanulmányozását összevontuk, és a 

muszkarinos ACh-receptorok citoplazmatikus Ca2+-tranzienseket kiváltó szerepét vizsgáltuk 

három melanoma sejtvonalban. 

Kísérleteink elsı lépésében az MR1 és MR3 fehérjék expresszióját mutattuk ki 

WM35, HT168-M1 és HT199 sejtvonalakon, amihez immuncitokémiai jelölést alkalmaztunk. 

Amint azt a 17. ábra A1-C2 panelje demonstrálja, mindhárom sejtvonal expresszálta mindkét 

muszkarinos receptort. Az ábrarész jobb oldalán látható képek (A3, B3, C3) S-100-specifikus 

immunjelölıdést ábrázolnak, igazolva a vizsgált sejtvonalak melanoma karakterét. A 

receptorfehérjék expressziójának kvantitatív jellemzését Western-blot technikával végeztük. 

A 17. ábra E1, E2 paneljei néhány reprezentatív mintát mutatnak be. A Western-blot 

kísérletek eredményei megerısítették az immuncitokémiai adatokat; nevesen, hogy mindkét 

receptor jelen van mindhárom melanoma sejtvonalban. A Western-blot futtatások 

denzitometriás kiértékelése is megtörtént, aminek során a receptorspecifikus denzitometriai 

értékeket az azonos futtatásban kapott β-aktin értékekre normalizáltuk. Az egyes sejtvonalak 

esetében kapott átlagos relatív denzitásértékeket a 17. ábra F része mutatja be. Az eredmények 

szerint (i) az MR1 protein mennyisége a három sejtvonalban nagyjából azonos mértékő volt; 

(ii) a tenyészetekben az MR1 fehérje mennyisége nagyobb volt, mint az MR3 fehérje 

mennyisége; továbbá (iii) az M3 protein mennyisége eltérı volt az egyes sejtvonalak 

esetében: a HT199 sejtek nagyobb mennyiségben tartalmazták ezt a receptorfehérjét, mint a 

WM35 vagy a HT168-M1 sejtek. Ez a variabilitás még akkor is figyelmet érdemel, ha a 

különbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikánsnak. 



56 
 

 
17. ábra: Muszkarinos acetilkolin receptorok jelenléte a vizsgált melanoma sejtvonalakon. A 

sejtek MR1- [A1, B1, C1] és MR3-specifikus immunjelölıdése [A2, B2, C2]. A két oszlop legalsó 

felvétele [D1, D2] negatív kontroll, amit úgy készítettünk, hogy az elsıdleges antitestet kihagytuk 

a reakcióelegybıl. A kalibráció valamennyi ábrarészen 20 µm. A jobb oldali oszlop [A3, B3, C3] 

az S-100 melanoma markerre specifikus jelölıdést mutatja. [E1] A panel az MR1-specifikus 

Western-blot eredményeket mutatja. [E2] A panel az E1 panelhez hasonló elrendezésben mutatja a 

MR3-specifikus eredményeket. [F] A Western-blot mérések kiértékelése során győjtött 

denzitometriás adatok. Az oszlopokon a megfelelı β-aktin értékekre normalizált MR-receptor 

értékeket ábrázoltuk. Az egyes oszlopok 3 független kísérletben végzett 3–3 futtatás átlagértékeit 

adják meg. A sejtvonalak között látható különbségek egyik esetben sem bizonyultak statisztikailag 

szignifikánsnak. PK: pozitív kontroll 

 

4.7. A karbamilkolinnal (CCh) kiváltott kalciumkoncentráció-változások 

sajátosságai 
A muszkarinos acetilkolin receptorok jelentıségének tanulmányozása érdekében a 

kolinerg agonista hatású CCh-t alkalmaztuk, és elemeztük az adagolás hatására kialakuló 

citoplazmatikus kalciumkoncentráció-változásokat. Ezen kísérletek megkezdése elıtt 

mindhárom sejtvonal esetében szükségesnek láttuk a CCh-alkalmazás dózis-hatás 

összefüggésének meghatározását. Ezen mérések célja az volt, hogy a késıbbi kísérletekben 

olyan CCh-koncentrációt alkalmazzunk, ami biztosan maximális választ vált ki. A méréseket 

a 18. ábra szemlélteti, a kapott eredményeket pedig a 2. táblázat foglalja össze. 
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18. ábra: CCh alkalmazásával kiváltott intracelluláris kalciumkoncentráció-növekedés 

dózis-hatás összefüggése. [A1–A3] Különbözı CCh-koncentrációk hatására kialakuló 

kalciumkoncentráció-változások egy-egy reprezentatív kísérletben. [B1–B3] A megfelelı A 

ábrarészen látható meghatározások Hill-féle illesztései. A mérések High Troughput Screening 

System készülék segítségével történtek, az eljárás és a számítás részleteit a „Metodika” 3.10 

alfejezetében ismertettük. Az ábrán pirossal szerepeltetjük az illesztés során kapott görbéket. 
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2. táblázat: A CCh dózis-hatás görbék kvantitatív jellemzése 

Sejtvonal EC50 (mol/l) p n 

WM35 8,72×10−6 ± 1,17×10−6 1,06 ± 0,12 8 

HT199 1,70×10−4 ± 1,20×10−4 0,74 ± 0,19 8 

HT168-M1 3,00×10−5 ± 6,00×10−6 0,92 ± 0,10 8 

A táblázatban a félhatásos dózist (EC50), a receptor aktivációjához szükséges átlagos 

ligandumszámot (p) és a mérések számát (n) tüntettük fel. 

A félhatásos dózisok (EC50) alapján megállapítottuk, hogy a WM35 sejtek mutatták a 

legnagyobb, míg a HT199 sejtek a legkisebb CCh-érzékenységet. A p paraméter értéke 0,7 és 

1,1 között változott, ami arra utal, hogy függetlenül a sejtvonal és a muszkarinos receptor 

típusától, egyetlen CCh molekula kötıdése elegendı a receptoraktivációhoz. 

A dózis-hatás összefüggések alapján 1 mmol/l CCh-t, azaz egy biztosan telítı dózist 

választottuk a Ca2+-tranziensek kiváltására. Az elvégzett kísérletek egy jellemzı példáját 

mutatja be a 19. ábra. Az ábra A paneljén egyazon látótérben elhelyezkedı HT199 sejteken 

kiváltott intracelluláris kalciumkoncentráció-változások láthatók. A kialakuló 

koncentrációváltozások idıbeli lezajlása jelentıs sejtek közötti változékonyságot mutatott. A 

CCh alkalmazását követıen egyes sejteken meglehetısen komplex jelalak volt megfigyelhetı, 

ami egy korai tranzienst, és egy, a CCh alkalmazása alatt végig fennmaradó plató fázist 

tartalmazott (lásd a 19. ábra A paneljén a-val jelölt tranzienst). Az agonista kimosását 

követıen a Ca2+-koncentráció visszaállt a nyugalmi szintre. Ezt a jeltípust az értekezés 

további részében „plató” vagy „plató-típus” néven említjük. 

Más sejtekben a korai tranzienst nem követte plató fázis (pl. a b-vel jelölt tranziens a 

19. ábra A paneljén). Ezeket a válaszokat a továbbiakban „tranziens” vagy „gyors” néven 

fogjuk említeni. Ezeken a könnyen azonosítható jeltípusokon túlmenıen olykor egyedi idıbeli 

lezajlású kalciumkoncentráció-változásokat is megfigyeltünk. Elıfordult például hosszan 

fenntartott kalciumkoncentráció-emelkedés korai tranziens komponens nélkül, vagy 

oszcillatórikus jellegő válasz (utóbbira példa a c-vel jelölt tranziens a 19. ábra A paneljén). 

Ezeket a jelalakokat „atípusos” név alatt foglaltuk össze. Tekintettel az atípusos jelek 

viszonylag alacsony elıfordulási gyakoriságára és nagy variabilitására, további 

csoportosításukkal nem foglalkoztunk, és az ilyen válaszokat létrehozó sejteket nem vettük 

figyelembe a kísérletek kiértékelése során. 

Az 1 mmol/l CCh-nal kiváltott kalciumkoncentráció-változások statisztikai 

kiértékelése a 19. ábra B–D paneljein látható. Az adatok elemzése megmutatta, hogy a CCh-
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érzékeny sejtek elıfordulási gyakorisága a WM35 tenyészetben alacsonyabb volt (25%), mint 

a HT199 (42%) és a HT168-M1 (40%) sejtekben. A 19. ábra B-D paneljeinek negyedik oszlopa 

megadja a CCh-ra reagáló sejtek arányát az adott sejtvonalak esetében. Azt is dokumentáltuk, hogy 

a jelalaktípusok mindegyike jelen volt mindhárom vizsgált sejtvonalban; ugyanakkor az egyes 

jelalakok elıfordulási gyakorisága jelentıs eltéréseket mutatott. A legjellemzıbb eltérésnek 

az tekinthetı, hogy a WM35 és a HT168-M1 sejtekben a plató-típusú jelalak elıfordulási 

gyakorisága meghaladta a gyors, tranziens jelalakét, míg a HT199 sejtekben a tranziens 

jelalak volt a leggyakoribb.  

 
19. ábra: A CCh által kiváltott, eltérı jellegő citoplazmatikus Ca2+-tranziensek megoszlása 

az egyes melanoma sejtvonalakban. [A] Egyedi sejteken mért fluoreszcenciaintenzitás-

változások egy HT-199 sejteket tartalmazó látótérbıl. A CCh-alkalmazás idızítését és tartamát az 

X-tengely alatt látható vízszintes vonal jelöli. A különféle lefutású jelalakokat kisbetőkkel jelöltük 

(a: platóval rendelkezı, b: gyors, tranziens, c: atípusos, oszcillatórikus jeltípus). A legalsó 

regisztrátum (d) egy sejtmentes területen mért fluoreszcenciaintenzitást mutat be, amit 

háttérkorrekció céljából rögzítettünk. [B–D] Az egyes jelalakok elıfordulási gyakorisága WM35 

[B], HT199 [C] és HT186-M1 [D] sejtekben. A negyedik oszlop megadja a CCh-ra reagáló sejtek 

arányát. 
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Az is látható, hogy az atípusos jelalak a legnagyobb valószínőséggel a HT199 sejteken 

fordult elı (9%), míg a WM35 és a HT168-M1 sejtekben ez a jelalak csak a válaszok 2%-

ában volt jelen. Megállapítottuk továbbá, hogy az atípusos válaszok között az oszcillatórikus 

megjelenéső volt a leggyakoribb. 

A funkcionális és farmakológiai vizsgálatok általában megkívánják az agonista 

ismételt adagolását. Az eredmények helyes értelmezéséhez ugyanakkor feltétlenül szükséges 

ellenırizni, hogy mennyire egyformák az egymást követı CCh-alkalmazásokra adott 

válaszok. Az ezen célból végzett kísérletek eredményeit a 20. ábra foglalja össze. 

 
20. ábra: CCh ismételt alkalmazásával kiváltott Ca2+-tranziensek. [A] WM35 sejten CCh 

három egymást követı adásával létrehozott fluoreszcenciaintenzitás-változások (a CCh 

alkalmazásának idızítését és tartamát az X-tengely alatti vízszintes vonalak jelölik). Az alsó 

regisztrátum a háttér fényintenzitás állandóságát demonstrálja. [B–D] Az azonos módon elvégzett 

kísérletek összesített eredménye WM35 [B], HT199 [C] és HT168-M1 [D] sejtek esetében. 

Mindhárom ábrarészen az oszlopok az elsı (CCh1), a második (CCh2) és a harmadik (CCh3) 

CCh-alkalmazás átlageredményeit mutatják. A CCh adása következtében kialakuló Ca2+-

tranziensek amplitudóját a nyugalmi kalciumkoncentráció értékére normalizáltuk. Az oszlopokban 

feltüntettük az adott átlag számításakor figyelembe vett sejtek számát. ns: nem szignifikáns. 
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A 20. ábra A panelje egy WM35 sejten végzett kísérlet eredményét mutatja. Jól látható, 

hogy a CCh-nal kiváltott elsı és második Ca2+-tranziens nagysága gyakorlatilag azonos, míg a 

harmadik CCh-adagolás már lényegesen kisebb kalciumkoncentráció-növekedést váltott ki. 

Az azonos módon elvégzett kísérletek eredményeinek összefoglalását mutatják be a 20. ábra 

B–D paneljei. Az adatokból látszik, hogy az elsı kalciumtranziensek amplitúdói a vizsgált 

sejtvonaltól függetlenül megközelítıleg azonosak voltak (∆F/F = 0,95–1,42). A WM35 sejtek 

esetében (20. ábra B panel) a második kalciumtranziens amplitúdója az elsı tranziens 

nagyságának 93%-a volt, azaz a csökkenés minimális. Ezzel szemben a harmadik tranziens 

már csak az elsı csúcsértékének 49%-át érte el. A HT199 (20. ábra C panel) és a HT168-M1 

sejtvonalak esetében (20. ábra D panel) már a második kalciumtranziensek amplitúdója is 

jelentıs csökkenést mutatott az elsı tranziensekhez képest (56% és 37%), a harmadik CCh-

alkalmazást követıen pedig még ennél is kisebb jelet figyeltünk meg (az elsı nagyságának 

27% és 19%-a). Az ismételt CCh-alkalmazás esetén megfigyelhetı kalciumtranziens-

csökkenést az értekezés további részében tachyphylaxis néven említjük. A jelenség hátterében 

álló lehetséges mechanizmusok azonosítását nem kíséreltük meg. 

 

4.8. A CCh-hatás farmakológiai jellemzése 
Annak érdekében, hogy igazoljuk a muszkarinos ACh-receptorok résztvételét a CCh-

nal kiváltott citoplazmatikus kalciumkoncentráció-növekedés létrehozásában, atropint – a 

muszkarinos receptorok jól ismert gátlószerét – alkalmaztunk. A 21. ábra A–C paneljei jelzik, 

hogy 0,1 mmol/l atropinnal történı elıkezelés mindhárom sejttípusban megszüntette, vagy 

legalábbis igen jelentısen csökkentette, a CCh-nal kiváltott kalciumtranzienseket. Az atropin 

hatása reverzibilis volt, különösen ha azt is figyelembe vesszük, hogy az atropin kimosását 

követı CCh-alkalmazás már a harmadik tranzienst váltotta ki – láttuk ugyanis korábban, hogy 

a harmadik CCh-adagolás következtében kialakuló Ca2+-tranziensek kontroll körülmények 

között is jelentısen csökkent nagyságúak voltak. 

Az atropinnal végzett kísérletek statisztikai kiértékelését a 21. ábra D panelje 

szemlélteti. Az adatok feldolgozása során kiszámítottuk, hogy az atropin jelenlétében kapott 

kalciumtranziensek amplitúdója hány %-a az elsı CCh-adás során kapott kalciumtranziens 

nagyságának, és az így kapott értékeket átlagoltuk. A 21D ábra szürke oszlopai jelzik, hogy 

atropin jelenlétében a kalciumtranziensek nagysága az eredeti érték 9%-ára (WM35), 3%-ára 

(HT199) és 12%-ára csökkent (HT168-M1). A 21. ábra D paneljének üres oszlopai a 

tachyphylaxist célzó kísérletek során kiváltott második tranziensek nagyságát jelzik (azaz 
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azonosak a 20. ábra B–D paneljein található CCh2 jelzéső oszlopokkal). Az azonos 

sejtvonalakon nyert átlagértékek összehasonlítása nyilvánvalóvá teszi, hogy atropin 

jelenlétében a kalciumkoncentráció-változások amplitúdója szignifikánsan nagyobb 

mértékben csökkent, mint ami a tachyphylaxis alapján várható lett volna. 

 
21. ábra: Atropin hatása a CCh-nal kiváltott Ca2+-tranziensekre. [A–C] A kísérletek során 

elıször kalciumkoncentráció-növekedést váltottunk ki (kontroll Hanks-oldatban alkalmazott 

1 mmol/l CCh segítségével) WM35 [A], HT199 [B] és HT168-M1 [C] sejteken (a CCh jelenlétét 

az idıtengely alatti vonalak közül a felsık jelölik). Ezt követıen atropint adagoltunk (0,1 mmol/l, 

150 s tartamon át; ezt az idıtengely alatti vonalak közül az alsók jelölik), majd a blokkolószer 

jelenlétében megismételtük a CCh alkalmazását. A kísérlet végén az atropin kimosását követıen 

újra CCh-t alkalmaztunk. [D] A leírt módon elvégzett kísérletek összesített eredményei. A panelen 

az üres oszlopok a 20. ábrán bemutatott CCh2 adatokkal azonosak (azaz a tranziensek 

tachyphylaxis miatti csökkenését jelzik); ezekhez hasonlítottuk az atropin jelenlétében kapott 

tranziensek nagyságát (szürke oszlopok). Az oszlopok alatt feltüntettük az adott átlag számításakor 

figyelembe vett sejtek számát. 

A CCh-okozta kalciumkoncentráció-változások egymástól jelentısen különbözı 

idıbeli lezajlása arra utalt, hogy a kalciumtranziensek kialakításában részt vevı kalciumionok 

több forrásból származhattak. Az MR1 és MR3 szignalizációs útvonalról rendelkezésre álló 
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adatok alapján a tranziensek korai, gyors komponense nagy valószínőséggel a kalciumionok 

intracelluláris raktárakból történı felszabadulását tükrözi. Indokoltnak látszott ugyanakkor 

megvizsgálni, hogy az extracelluláris térbıl történı kalciumbelépés hozzájárul-e a CCh-

kiváltotta kalciumkoncentráció-változások kialakulásához. 

 

 
22. ábra: Az extracelluláris kalciumkoncentráció csökkentésének hatása a CCh-nal kiváltott 

Ca2+-tranziensekre. [A1–A3] A kísérletek során elıször kontroll Hanks-oldatban alkalmaztunk 

1 mmol/l CCh-t WM35 [A1], HT199 [A2] és HT168-M1 [A3] sejteken (a CCh jelenlétét az 

idıtengely alatti vonalak közül a felsık jelölik). A következı lépésben az inkubáló oldatot 

alacsony kalciumkoncentrációjú (0,15 mmol/l) Hanks-oldatra cseréltük (ezt az idıtengely alatti 

vonalak közül az alsók jelölik), majd megismételtük a CCh adagolását. Az A1, A2 és A3 panelek 

ugyanazon látótérben található több sejt viselkedését mutatják be. [B1–C3] A leírt módon 

elvégzett kísérletek összesített eredményei. [B1–B3] A bal oldali oszlopok a 17. ábrán bemutatott 

CCh2 adatokkal azonosak (azaz a tranziensek tachyphylaxis miatti csökkenését jelzik), és ezekhez 

hasonlítottuk az alacsony extracelluláris Ca2+-koncentráció jelenlétében kapott tranziensek 

nagyságát (jobb oldali oszlopok). [C1–C3] A kalciumtranziensek idıtartama a maximális 

amplitudó 10%-ánál mérve, 1,5 mmol/l Ca2+-koncentrációjú Hanks-oldatban (kontroll) és 
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csökkentett Ca2+-koncentrációjú Hanks-oldatban („alacsony [Ca2+]EC”). Az adott átlag 

számításakor figyelembe vett sejtek számát az oszlopokban tüntettük fel. ns: nem szignifikáns. 

A kérdés megválaszolása céljából végzett kísérletekben a CCh-t elıször a szokásos 

kalciumtartalmú extracelluláris oldatban alkalmaztuk (1,5 mmol/l). Ezt követıen az inkubáló 

oldat CaCl2-tartalmát nagyrészt MgCl2-ra cseréltük, és az így elıállított, alacsony 

kalciumkoncentrációjú (0,15 mmol/l) Hanks-oldatban ismételtük meg a CCh adását. A 

kísérletek eredményeit a 22. ábra foglalja össze. Az ábra A1, A2 és A3 paneljei típusos 

regisztrátumokat mutatnak be, amiket WM35 (A1), HT199 (A2) és HT168-M1 (A3) sejtekrıl 

rögzítettünk. Jól látható, hogy az extracelluláris kalciumkoncentráció mérséklése jelentısen 

csökkentette a CCh-kiváltott kalciumtranziensek plató komponensét. 

Az elızıekben leírt módon elvégzett kísérletek összesített eredményeit a 22. ábra B1–

C3 paneljei mutatják. Az adatok alapján megállapítható, hogy a kalciumtranziensek 

amplitudója (azaz a korai komponens nagysága) a WM35 sejtekben az extracelluláris 

kalciumkoncentráció mérséklése esetén kifejezettebben csökkent, mint ami a tachyphylaxis 

alapján várható lett volna (22. ábra B1 panel). A másik két sejtvonal esetében ugyanakkor 

nem volt szignifikáns különbség az alacsony külsı kalciumkoncentráció esetén mért és a 

tachyphylaxis alapján várható amplitudók között (22. ábra B2 és B3 paneljei). 

Szemben a korai komponens mérsékelt módosulásával, a külsı kalciumkoncentrációt 

lecsökkentve mindhárom sejtvonalban jelentısen megváltozott a plató fázis idıtartama és 

amplitúdója. A változás mennyiségi jellemzése érdekében a maximális amplitúdó 10%-ánál 

meghatároztuk a kalciumtranziensek idıtartamát. A plató komponens rövidülésének mértéke 

mindhárom sejtvonal esetében statisztikailag szignifikánsnak bizonyult (22. ábra C1, C2 és 

C3 paneljei), de ezen belül a változás jóval kifejezettebb volt a metasztatikus eredető 

sejtvonalakban (50% a HT199 és 42% a HT168-M1 sejtekben), mint a primer tumorból 

származó WM35 sejtekben (23%). 
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5. Diszkusszió 
Az értekezésben bemutatott munka keretében sikerült stabilan TASK-3 

géncsendesített WM35, és tranziensen TASK-3 géncsendesített A2085 sejtvonalakat 

elıállítanunk. A géncsendesítés hatásos volt, mivel mind a TASK-3-specifikus mRNS, mind a 

TASK-3 fehérje expressziója csökkent az érintett tenyészetekben. Kísérleteink során 

rámutattunk, hogy a TASK-3 géncsendesített melanoma sejtekben károsodik a mitokondriális 

funkció. Megítélésünk szerint a TASK-3 géncsendesített sejtek mitokondriális 

diszfunkciójával áll összefüggésben azok csökkent MMP-ja, a mitokondriális szétkapcsolás 

hatására létrejövı depolarizáció nagyságának mérséklıdése, valamint a mitokondriális DNS 

mennyiségének csökkenése. A géncsendesített sejtek morfológiai sajátságai is karakterisztikus 

változásokat mutattak. Csökkent továbbá a sejtek életképessége és a sejtproliferáció mértéke, 

valamint fokozódott az apoptózis irányába elkötelezett sejtek száma; miközben a nekrotikus 

aktivitás nem változott. A bemutatott munka eredményei bizonyították, hogy a 

géncsendesített sejtek fokozott apoptózisának hátterében kaszpázfüggı és kaszpáztól 

független mechanizmusok egyaránt megtalálhatók. 

Munkánk második részében immuncitokémiai módszerekkel és Western-blot 

technikával igazoltuk, hogy az MR1 és MR3 receptorok jelen vannak WM35, HT199 és 

HT168-M1 melanoma sejteken. A muszkarinos acetilkolin agonista CCh telítı 

koncentrációjának alkalmazásával mindhárom sejtvonalon intracelluláris 

kalciumkoncentráció-emelkedést váltottunk ki. Atropinnal történı elıkezelés megakadályozta 

ezen intracelluláris kalciumkoncentráció-változások kialakulását. Megállapítottuk, hogy a 

CCh-okozta kalciumkoncentráció-változások idıbeli lezajlása változó; ugyanakkor jobbára 

elkülöníthetı volt egy viszonylag stabil korai és egy ettıl változékonyabb késıi komponens. 

Kimutattuk, hogy a késıi komponens jellemzıi nagymértékben függnek az extracelluláris 

kalciumkoncentrációtól. Eredményeink arra utalnak, hogy a primer tumorból és áttétekbıl 

származó melanoma sejtek kalciumhomeosztázisa némileg különbözik, ami hozzájárulhat 

eltérı biológiai és klinikai sajátságaik kialakításához. 

5.1. A TASK-3 csatorna rosszindulatú tumorokban játszott szerepére 

vonatkozó adatok ellentmondásai 
Munkacsoportunk korábbi eredményei arra utaltak, hogy a TASK-3 csatorna 

megtalálható a melanoma sejtek mitokondriumainak külsı vagy belsı membránjában. 

Valószínősítettük továbbá, hogy a mitokondriális lokalizációban található TASK-3-csatornák 
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hozzájárulnak a mitokondriális funkció fenntartásához [Kosztka és mtsai. 2011]. Jelen 

kísérletek megerısítették azt a korábbi megfigyelésünket, hogy a TASK-3 géncsendesítése 

csökkenti a melanoma sejtek számát és proliferációját; továbbá jelentıs morfológiai 

változásokat indukál. Eredményeink arra utalnak, hogy a megfigyelt jelenségek hátterében 

mitokondriális depolarizáció és apoptózisindukció áll. 

A TASK-3 csatorna jelenlétére és tumorsejtekben betöltött szerepére vonatkozó 

irodalmi adatok és elképzelések nem egységesek. Az elsı problémát az jelenti, hogy a TASK-

3-csatornák jelenléte az ıket expresszáló sejt típusától függıen indukálhat is apoptózist 

[Lauritzen és mtsai. 2003, Meuth és mtsai. 2003], meg védhet is ellene [Liu és mtsai. 2005, 

Taverna és mtsai. 2005]. Másodsorban, jóllehet számos közlemény számolt be a TASK-3 

csatorna erıteljes expressziójáról rosszindulatúan elfajult sejtekben [Ernest és mtsai. 2010, 

Innamaa és mtsai. 2013, Kim és mtsai. 2004, Lee és mtsai. 2012], egy újabb, 20 ráktípus 

vizsgálatával foglalkozó tanulmányban nem találtak érdemi változást a TASK-3-specifikus 

mRNS kifejezıdésében [Williams és mtsai. 2013]. Harmadszor, egyes megfigyelések szerint 

a TASK-3 expressziója elısegíti a tumor növekedését, míg más adatok szerint a fehérje 

jelenléte a daganatos megbetegedés prognózisát javítja. Pei és munkatársai [2003] azt 

mutatták ki például, hogy a funkcionális (azaz K+-ra permeábilis) TASK-3 csatorna erıteljes 

onkogén hatással bír. Ezzel szöges ellentétben Innamaa és munkatársai [2013] azt 

tapasztalták, hogy az általuk vizsgált tumorok TASK-3-specifikus immunpozitivitását 

határozottan jobb prognózis kísérte; továbbá azok a betegek, akik tumora erıs TASK-3 

jelölıdést mutatott, hosszabb túlélési idıvel voltak jellemezhetık. Arra is vannak adatok, 

hogy egyes emlıtumorsejtek fokozott TASK-3 expressziója a tumorsejtek csökkent 

migrációjával és alacsonyabb invazív hajlamával társul [Lee és mtsai. 2012]. Összhangban a 

TASK-3 fehérje tumorellenes szerepével, Meuth és mtsai [2008] LN319 és U373 glioma 

sejtvonalakon egy TASK-3-függı sejthalál-útvonalat írtak le. Ellentmondva azonban a fenti, 

tumorellenes aktivitásra utaló adatoknak, Kim és mtsai [2004] nem találtak összefüggést 

colorectalis daganatok TASK-3 expressziójának mértéke, valamint a daganatok 

tumorstádiuma és a nyirokcsomó-metasztázisok elıfordulása között. 

Mindezek alapján az a következtetés vonható le, hogy sem a TASK-3 expresszió 

jelenléte, sem annak fokozott mértéke nem egy általános, minden rosszindulatúan 

transzformálódott sejtre jellemzı jelenség. Ebbıl következıen a TASK-3 expresszió 

elıfordulását és mértékét eseti alapon szükséges vizsgálni. Jelen tudásunk szerint nincs olyan 

szabály, aminek alapján meg lehetne jósolni, hogy egy adott tumor expresszál-e TASK-3 

fehérjét. Annak eldöntésére sincs még mód, hogy egy tumor TASK-3 expressziója kedvezı 
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vagy kedvezıtlen prognosztikai jel-e; esetleg semmilyen jelentıség nem tulajdonítható neki a 

rosszindulatú burjánzás várható viselkedése vonatkozásában. 

Az említett bizonytalanságnak két fontos következménye van. Egyrészt azt a 

lehetıséget, hogy a TASK-3 expresszió mértékét prognosztikai faktorként használjuk fel – 

legalábbis ideiglenesen – el kell vetni. A másik következmény, hogy a TASK-3-csatornák 

gátlásán alapuló terápia általános klinikai alkalmazhatósága nem garantált; még akkor sem, ha 

idıközben sikerülne kifejleszteni hatékony és szelektív TASK-3 gátlószereket. További 

erıfeszítések szükségesek tehát a TASK-3 expresszió ténye és annak mértéke, valamint a 

malignusan transzformálódott sejtek viselkedése és a daganatok prognózisa közötti 

összefüggések tanulmányozására. 

5.2. A TASK-3 expresszió csökkentésének következményei melanoma 

sejteken 
Jóllehet a fentiek értelmében nem lehet egységes módon értelmezni a tumorosan 

elfajult sejtek TASK-3 expressziójának jelentıségét, saját kísérleti adataink következetesek: a 

WM35 és az A2058 melanoma sejtek expresszálják a TASK-3-csatornát, továbbá a TASK-3 

expreszió gátlását követıen mitokondriális depolarizáció alakul ki, ami végeredményben a 

sejtek halálát okozza. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a TASK-3-csatornák jelenléte 

nélkülözhetetlen a melanoma sejtek túléléséhez. További vizsgálatokat igényel viszont annak 

eldöntése, hogy a TASK-3 expresszió vajon valamennyi melanoma típus esetében 

elengedhetetlen feltétele-e a túlélésnek. Még ennek a bizonytalanságnak a tudatában is 

megalapozottnak tőnik azonban a feltételezés, hogy a TASK-3 csatorna megfelelı célpontja 

lehet olyan jövıbeni terápiás eljárásoknak, amik a melanoma kezelését célozzák. 

Hangsúlyozni érdemes, hogy a TASK-3 fehérje terápiás célpontként való 

felhasználását jelentısen megnehezíti, hogy expressziója nem korlátozódik kizárólag 

malignusan transzformálódott sejtekre. Bebizonyosodott, hogy számos sejttípus fiziológiás 

körülmények között is tartalmazza a TASK-3 fehérjét [Rusznák és mtsai. 2004, Rusznák és 

mtsai. 2008]. Indokolt tehát az aggodalom, hogy a TASK-3 csatorna esetleges általános 

gátlása számos fiziológiás folyamatot is befolyásolna. Meglepı módon – és némileg 

ellentmondva a TASK-3 fehérje nyilvánvaló biológiai jelentıségének – a TASK-3 génkiütött 

(KO) egértörzs életképes, és csak igen csekély mértékő zavar figyelhetı meg az érintett 

egyedek biológiai funkcióiban. Linden és munkatársai [2007] például arról számoltak be, 

hogy a TASK-3 KO egerek jórészt fiziológiás viselkedést mutattak. A szerzık arra a 

megállapításra jutottak, hogy bár a TASK-3 csatorna hozzájárul a cirkadián ritmus 
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kialakításához, és szerepe van a kognitív funkciókban is, a csatorna kiütésének az eredetileg 

feltételezettnél jóval enyhébb következményei vannak. Ezen váratlan megfigyelés egyik 

lehetséges magyarázata, hogy TASK-1 homodimerek vagy más K2P csatornák 

overexpressziója funkcionálisan kompenzálhatja a TASK-3 kiesését [Linden és mtsai. 2007]. 

Érdekes módon azonban még a TASK-1/TASK-3 kétszeresen KO állat is túlél, bár primer 

hyperaldosteronaemia alakul ki benne [Davies és mtsai. 2008]. Ennek alapján az a 

következtetés vonható le, hogy a TASK-3 alegységek TASK-1-gyel történı helyettesítése 

nem az egyetlen lehetıség arra, hogy a TASK-3 fehérje hiánya kompenzálódjék, és más K2P 

csatornáknak és/vagy alternatív mechanizmusoknak nagyobb szerepük lehet a funkció 

helyettesítésében, mint ahogy azt korábban gondolták. A megállapítások egy fontos hozadéka, 

hogy ha a melanoma sejtekben is léteznek ilyen kompenzáló mechanizmusok, akkor a TASK-

3-alapú terápiák a reméltnél kevésbé lesznek hatékonyak. Fontos azonban megjegyezni, hogy 

az általunk vizsgált melanoma sejtekben nem tapasztaltuk jelét a fentiekben vázolt 

kompenzáló mechanizmusok aktivációjának; így a TASK-3 KD sejtekben nem változott 

például a TASK-1 expressziójának mértéke. 

5.3. Muszkarinos kolinerg receptorok melanomasejtekben 
A páratlan számokkal jelölt MR-ok jelenlétét és funkcionális jelentıségét már több 

melanoma sejtvonalon is kimutatták. Sebészeti úton nyert, humán tumorminták 

immunpozitivitásának összehasonlító vizsgálata is megtörtént, amihez a tanulmány szerzıi 

egy minden receptoraltípust felismerı monoklonális ellenanyagot alkalmaztak [Lammerding-

Köppel és mtsai. 1997]. Ezen vizsgálatsorozat eredménye szerint a tumorok perifériás 

részébıl származó sejtekben nagyobb a MR proteinek mennyisége, mint a centralisabban 

elhelyezkedı sejtekben. Ez az adat arra utal, hogy korreláció áll fenn a MR-ok expressziós 

szintje és a daganatsejtek vándorlási és metasztázisképzı hajlama között. A MR-oknak a 

tumorosan transzformált sejtek malignitásának meghatározásában játszott szerepét 

alátámasztani látszott az a megállapítás is, ami szerint egészséges melanocitákban nem volt 

detektálható MR-specifikus immunpozitivitás [Lammerding-Köppel és mtsai. 1997]. 

Az elızınél célzottabb kimutatási eljárásokat alkalmazó kísérletekben ugyanakkor a 

melanomasejtek MR expressziós mintázata a fentinél komplexebb képet mutatott. A2058 

sejtekben például csak az MR5 altípus jelenlétét írták le [Kohn és mtsai. 1996]; SK-MEL-28 

sejtekben pedig elsısorban az MR3 expresszióját igazolták [Noda és mtsai. 1998], továbbá 

kisebb mennyiségő MR5 jelenlétét is valószínősítették [Boss és mtsai. 2005]. Mőtéti úton 

eltávolított mintákban található, HMB-45-pozitív melanoma sejteken pedig az MR3 jelenlétét 
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azonosították [Oppitz és mtsai. 2008]. A jelen értekezésben bemutatott kísérletekben az 

általunk vizsgált sejteken részben megerısítettük az MR3 jelenlétét, részben pedig igazoltuk a 

korábbi tanulmányok által jobbára figyelmen kívül hagyott MR1 expresszióját. Munkánk 

során azt találtuk, hogy mind az MR1, mind az MR3 jelen van mindhárom vizsgált malanoma 

sejtvonalban; ugyanakkor nem találtunk különbséget a primer tumor eredető (WM35) és a 

metasztatikus eredető (HT199, HT168-M1) sejtek receptorfehérje tartalma között. 

Jóllehet a MR-ok szerepét számos tumor malignitásával összefüggésbe hozták [Batra 

és mtsai. 1993, Williams és mtsai. 1993, Oppitz és mtsai. 2002, Bowers és mtsai. 2008], ez a 

felvetés éppen a bıreredető daganatok esetében vált kétségessé, amikor a 2000-es évek elején 

egészséges melanocitákon is sikerült kimutatni a MR-ok mind az öt altípusát [Buchli és mtsai. 

2001]. Ráadásul az idézett munka az öt MR típus melanocitákban betöltött funkcionális 

jelentıségét is igazolni tudta. Széles körben elfogadottá vált továbbá az a nézet, hogy a nem-

neuronális kolinerg szignalizáció fontos szerepet játszik a bır élettani és patológiai 

folyamataiban [Oppitz és mtsai. 2008, Grando és mtsai. 2006, Kurzen és mtsai. 2007]. 

Tekintettel az újabb adatokra, a jelenleg legszélesebb körben elfogadott álláspont értelmében 

a MR-ok jelenléte nem korlátozódik a malignus transzformáción átesett melanocitákra, és így 

az nem lehet egyértelmő jele a rosszindulatú elfajulásnak. Alternatív lehetıségként felmerül, 

hogy esetleg a receptorok jelátvitel útvonalaiban lehetnek különbségek a MR-okat tartalmazó 

tumoros és egészséges sejtek között. 

5.4. A CCh alkalmazása 
Léteznek olyan adatok, melyek szerint a MR3-ok gátlása megakadályozhatja egyes 

tumorok növekedését és metasztázisok kialakulását [Spindel 2012]. Tekintettel arra, hogy az 

MR3 receptoraltípus részben a citoplazmatikus kalciumkoncentráció emelésén keresztül fejti 

ki hatását, indokoltnak láttuk olyan kísérletek elvégzését, amelyekben a MR-ok aktiválásával 

váltunk ki kalciumtranzienseket és tanulmányozzuk azok jellemzıit. Erre a célra 1 mmol/l 

CCh-t alkalmaztunk, ami mindhárom sejtvonal esetében telítı dózisú volt. Az általunk 

választott koncentráció ugyancsak telítı dózisnak bizonyult egyéb, szintén CCh 

alkalmazásával indukált, melanoma sejteken tapasztalt válaszok esetében [Kohn és mtsai. 

1996]. Az általunk meghatározott EC50 értékek is hasonlóak voltak a korábban publikált 

adatokhoz [Noda és mtsai. 1998]. Szükséges azonban hangsúlyozni, hogy az egyes 

megfigyelések összehasonlításakor óvatosnak kell lenni; részben az eltérı sejttípusok miatt, 

részben azért, mert munkánkban nem tértünk ki az egyes szerzık által ugyancsak megfigyelt 

MR5 jelenlétére. 
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A fenti megfontolások mellett ki kell térni arra is, hogy találtunk olyan irodalmi 

adatot, ami szerint 1 mmol/l CCh esetleg már a nikotinos acetilkolin receptorokat is 

aktiválhatja [Militante és mtsai. 2008]. Ebbıl fakadóan a jelen disszertációban bemutatott 

kísérleti eredményeink elemzésekor az a kérdés is felmerült, hogy vajon a nikotinos 

acetilkolin receptorok nem vehettek-e részt a tapasztalt válaszok létrehozásában. A kérdés 

már csak azért is releváns, mert a bırben található bizonyos sejttípusokon nikotinos 

receptorokat is kimutattak [Grando és mtsai. 2006, Kurzen és mtsai. 2007]. Tovább bonyolítja 

a helyzetet, hogy egyes adatok szerint az atropin a nikotinos receptorokat is gátolhatja [Zwart 

és Vijverberg 1997]. Mivel azonban a CCh által kiváltott kalciumtranzienseket atropin 

alkalmazásával gyakorlatilag teljesen gátolni tudtuk, a fenti ellentmondások és komplikációk 

ellenére úgy gondoljuk, hogy az általunk részletezett hatások kialakításában döntı módon a 

MR-ok vettek részt. Mindazonáltal a nikotinos receptorok szerepét csak akkor lehet majd 

teljesen kizárni, ha expressziós mintázatuk részletei ismertté válnak a melanoma sejtekben. 

5.5. A citoplazmatikus Ca2+ szerepe melanomasejtekben 
Bár a MR-ok több jelátviteli útvonalat is aktiválhatnak a melanoma sejtekben [Kohn 

és mtsai. 1996], a kalciumionok részvétele ebben a komplex rendszerben egyértelmő. Számos 

korai tanulmány indult ki abból a feltételezésbıl, hogy – hasonlóan más sejttípusokhoz – a 

melanoma sejtek motilitása és proliferációja az intracelluláris Ca2+-koncentráción keresztül 

szabályozódik. Az erre vonatkozó munkák rendszerint az extracelluláris térbıl történı 

kalciumbelépést változtatták meg a hajtóerı (ti. membránpotenciál) módosításával 

[Gavrilova-Ruch és mtsai. 2002, Chantome és mtsai. 2009, Nilius és Wohlrab 1992, Lepple-

Wienhues és mtsai. 1996], egyes kalciumcsatorna-típusok gátlásával (pl. verapamil [Tsuruo és 

mtsai 1985, Yohem és mtsai. 1991, Parker és Sherbet 1992], vagy lantanidák alkalmazásával 

[Cox és mtsai. 2002]). Készült olyan tanulmány is, amelyikben tapszigargin adásával az ER-

ba történı kalcium-visszavételért felelıs SERCA-pumpát gátolták [Parker és Sherbet 1992]. 

Ezek a beavatkozások több melanoma sejtvonal esetében is igazolták, hogy a 

kalciumhomeosztázis befolyásolása megváltoztatja a tumorsejtek metasztázisképzı 

tulajdonságát. Újabban az ún. Wnt jelátviteli útvonal is az érdeklıdés középpontjába került 

mint a melanoma progresszióját meghatározó tényezı [Deli és mtsai. 2007, Weeraratna 

2005]. Ez a fejlemény azért releváns az általunk leírt adatok szemszögébıl nézve, mert ennek 

a jelátviteli útvonalnak a Ca2+ is részét képezi. 

A fentiek ismeretében némileg meglepı, hogy a melanoma sejtek 

kalciumhomeosztázisának részleteit ezidáig csak kevesen vizsgálták. Azokban az esetekben 
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ráadásul, amelyekben megkísérelték a citoplazmatikus kalciumkoncentráció közvetlen 

mérését, a meghatározások sejtszuszpenziókon, küvettákban történtek [Martinez-Zaguilán és 

mtsai. 1998, Isoldi és mtsai. 2004]. Ennek a kísérleti elrendezésnek az elınyei nyilvánvalóak, 

ugyanakkor ez a megközelítés nem engedi meg az egyedi sejtek vizsgálatát, így elfedi a Ca2+-

homeosztázis szabályozásának sejtszintő variabilitását. Ennek eredményeként azon 

megállapításunk, hogy a CCh-ra válaszoló sejtek aránya nem éri el az 50%-ot, nehezen 

vethetı össze az irodalmi adatokkal. Ilyen körülmények között különösen figyelemre méltó az 

a tény, hogy a CCh-ra reagáló és nem reagáló sejtek hasonló arányát írták le SK-MEL-28 

tenyészetben, amikor a sejtek kontraktilis válaszát vizsgálták [Sailer és mtsai 2000]. 

Az egyedi melanoma sejteken végzett kevés számú munka egyikében SKMEL188 

sejteken, konfokális rendszerben tanulmányozták a citoplazmatikus kalciumkoncentráció 

változásait [Wiesner és mtsai 2003]. Jóllehet a mérések feszültségvezérelt kalciumcsatornák 

jelenlétét és mőködését is igazolták a sejtfelszíni membránban, nem történt meg a 

citoplatmatikus kalciumtranziensek részletes leírása. Egy másik tanulmányban ATP-vel 

kiváltott citoplazmatikus kalciumtranzienseket elemeztek azon három melanoma sejtvonalon, 

amiket mi is tanulmányoztunk [Deli és mtsai 2007]. Ezek a mérések igazolták olyan P2x7 

purinerg receptorok jelenlétét a sejtfelszíni membránban, amik esetleg a kalciumbelépés egyik 

lehetséges útvonalaként szolgálhatnak. Az idézett munka szerzıi emellett azt is 

megállapították, hogy a sejtek nem-funkcionális rianodin receptorokat, valamint töltött 

intracelluláris kalciumraktárakat tartalmaznak. Kohn és mtsai [1996] A2058 sejteken 

vizsgáltak CCh-nal kiváltott kalciumtranzienseket. Jóllehet a szerzık csak az MR5 altípusok 

jelenlétét tételezték fel, az általuk közölt adatok teljes összahangban állnak saját 

eredményeinkkel. Ez az egyezés arra utal, hogy a páratlan sorszámú MR-ok ugyanazon (vagy 

nagyon hasonló) funkciót láthatnak el a különbözı melanoma sejttípusokon. 

A melanoma sejtek kalciumhomeosztázisával kapcsolatos információkat összegezve 

megállapíthatjuk, hogy a CCh által kiváltott Ca2+-tranziensek mindhárom vizsgált sejtvonal 

esetében látott korai tranziens komponense az intracelluláris raktárakból történı 

kalciumfelszabadulás eredménye lehet, és ez a kalciumfelszabadulás feltehetıen nem rianodin 

receptorokon keresztül történik [Deli és mtsai 2007]. Fel kell tételeznünk, hogy a metabotrop 

MR-ok vagy közvetlenül nyitnak kalciumcsatornákat a sejtfelszíni membránban, vagy az IP3-

útvonalon keresztül idéznek elı kalciumfelszabadulást. Az elıbbi lehetıség ugyanakkor 

kizárhatónak tőnik azon az alapon, hogy a kezdeti komponens sajátságai nem függnek az 

extracelluláris kalciumkoncentrációtól (lásd saját adatok, továbbá [Kohn és mtsai 1996]). Így 

marad a második lehetıség, amely összhangban áll az MR1, MR3 és MR5 szignalizációs 
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kapcsolatairól rendelkezésre álló ismeretekkel. Ami a CCh-nal kiváltott kalciumtranziensek 

késıi komponensét illeti, ennek extracelluláris kalciumionoktól való függése nyilvánvaló 

mind az általunk bemutatott kísérletekben (MR1 és MR3), mind a Kohn és mtsai [1996] által 

végzett vizsgálatokban (MR5). 

Ha figyelembe vesszük a MR-ok és a kalciumhomeosztázis többek által felvetett 

jelentıségét a melanomasejtek malignitásában, adataink bizonyos mértékig csalódást keltıek, 

mivel a primer és a két metasztikus tumorból származó sejtvonal sejtjeit összehasonlítva nem 

találtunk olyan eltérést, ami magyarázná a metasztatikus sejtek nagyobb malignitását. Ez a 

következtetés ellentmond azon közlésnek, amely szerint a kalcium- és a pH-szabályozás 

nagyobb mértékben különbözik a kifejezetten metasztatikus C8161 sejtek és a kevésbé 

metasztatikus jellegő A375P sejtek esetében [Martinez-Zaguilán és mtsai. 1998]. Érdekes 

módon azonban a purinerg szignalizáció tanulmányozása során sem lehetett igazolni primer és 

metasztatikus eredető melanoma sejtek között fennálló markáns különbséget. Deli és 

munkatársai pusztán egyetlen eltérést találtak az általunk is használt három sejtvonal 

vizsgálata során: a nem-specifikus rianodinreceptor-gátló ruténium-vörös csökkentette a 

metasztatikus eredető HT168-M1 és HT199 sejtek proliferációját, ugyanakkor növelte a 

primer tumor eredető WM35 sejtek osztódási sebességét [Deli és mtsai. 2007]. 

5.6. Az eredmények hasznosításának lehetősége 
Néhány, a közelmúltban megjelent tanulmány rámutatott, hogy az utóbbi idıben 

ijesztı mértékben emelkedett a melanomás esetek száma [Goldberg és mtsai. 2007, 

Marugame és Zhang 2010]. Az is megállapítást nyert, hogy a metasztatikus melanomának 

különösen rossz a prognózisa, mivel ezek a sejtek rezisztensek a kemoterápiára és a 

tumorsejtek elleni immunválaszra egyaránt. Jóllehet vannak olyan új és bíztató eredmények, 

amik azzal kecsegtetnek, hogy esetleg javítják majd a melanoma túlélési esélyeit (egy kiváló 

áttekintés végett lásd [Flaherty és mtsai. 2012]), a metasztatikus melanomák prognózisa még 

mindig nagyon rossz. A melanoma gyógyításával kapcsolatos nehézségek részben abból 

adódnak, hogy a melanoma sejtek apoptózist elıidézı intracelluláris útvonalai „hibásak” 

[Fischer és Schulze-Osthoff 2005, Sjostrom és Bergh 2001]. Ennek tükrében nem lehet 

viszont meglepı, hogy különösen ígéretes terápiás megközelítésnek tartják a melanoma sejtek 

csökkent apoptóziskészségének visszafordítását célzó törekvéseket [Eberle és mtsai. 2007]. 

Az újabb adatok azt látszanak igazolni, hogy az apoptózisindukció valóban 

eredményes eljárás lehet a melanoma gyógykezelésében [Berger és mtsai 2014; Zimmerman 

és mtsai 2013]. Különösen fontos és az értekezésben bemutatott kísérletek szempontjából is 
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releváns az a megfigyelés, miszerint a mitokondriális Kv1.3 káliumcsatornák gátlása 

tumorsejtek (köztük melanoma sejtek) intrinzik apoptotikus útvonalának aktiválódását 

eredményezi, és végsısoron a sejtek pusztulását okozza [Leanza és mtsai. 2012]. A jelen 

disszertációban bemutatott kísérletek során az apoptózis indukcióját és a következményes 

sejthalált a TASK-3 csatorna expressziójának csökkentésével értük el. Fontos ugyanakkor 

megjegyzeni, hogy vannak bíztató erıfeszítések szelektív TASK-3-gátlószerek elıállítására 

is, amik alkalmazásától hasonló eredmény várható. A sperminrıl például már mintegy nyolc 

éve ismert, hogy képes a TASK-3 csatornák gátlására [Musset és mtsai. 2006]. Coburn és 

mtsai [2012] pedig olyan 5,6,7,8-tetrahidropirido-[4,3-D]-pirimidin származék fejlesztésérıl 

számoltak be, ami hatékony és szelektív TASK-3 gátlószernek tőnik. Az elızıekben említett, 

vagy hasonló, TASK-3 gátlószerek alkalmazása komolyan megfontolandónak tőnik tehát az 

új fejlesztéső, TASK-3-csatornákat célzó és így apoptózist indukáló terápiás módszerek 

kifejlesztése során. 

A sikeres melanomaterápia másik lehetısége a sejtproliferáció csökkentése. Ennek 

szabályozásában a foszfo-inozitol-3-kináz (PI3K) és a mitogén-aktivált protein-kináz 

(MAPK) útvonal jelentısége ismert [Vidwans és mtsai. 2011]. Ezzel összefüggésben 

melanoma sejtekben leírták a MAPK-útvonal részét képzı B-Raf fehérje (v-Raf murine 

sarcoma viral oncogene homologue B1) pontmutációit [Flaherty és mtsai. 2010]. Azt is 

felvetették, hogy a mutáns B-Raf fehérjére specifikus, piridoimidazolon-alapú gátlószerek a 

melanoma terápiájának új, ígéretes elemei lehetnek [Smalley és Flaherty 2009]. Mivel a fent 

említett szignalizációs útvonalat metabotrop receptorokhoz kapcsolódó G-fehérjék is 

aktiválhatják, a MR-oknak a tumorproliferációt serkentı szerepe nem valóságtól 

elrugaszkodott feltételezés. Ezzel a vélelmezett szereppel állhat összhangban az a megfigyelés 

is, miszerint melanoma sejtekben az MR3 gátlása csökkentheti a tumor növekedését és 

metasztázisok képzését [Spindel 2012]. Joggal állítható tehát, hogy azon terápiás törekvések, 

amik a melanomák fokozott proliferációs aktivitását és metasztatizáló kapacitását célozzák, a 

MR-okat is számításba kell vegyék. 

 

5.7. További lehetséges vizsgálatok 
Ahhoz, hogy az eddigi eredmények a gyakorlatban is hasznosíthatóvá váljanak, 

szükséges modellszintő értelmezésük, valamint további kísérletek megtervezése, amik 

eredményei lehetıséget adhatnak a modell állításainak ellenırzésére és a benne foglalt 

információk esetleges finomítására. A bemutatott eredmények alapján bizonyítottnak 

tekintjük, hogy az általunk vizsgált melanoma malignum sejtekben a TASK-3 csatornafehérje 
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expressziója fokozott, és a TASK-3 csatornák döntıen a mitokondriumokban helyezkednek 

el. A géncsendesítés után megfigyelt változások alapján feltételezzük, hogy a mitokondriális 

TASK-3 csatornák hozzájárulnak a daganatsejtek túléléséhez. Véleményünk szerint a 

mitokondriális TASK-3 csatornák jelenléte az apoptózis elleni védelem fokozása révén 

és/vagy a sejtek hipoxia iránti toleranciájának megnövelése által fejti ki hatását. 

A hipoxia elleni védelem értelmezésekor érdemes utalni azon megfigyelésekre, 

amelyek szerint egyes mitokondriális káliumcsatornák aktiválása növeli a szívizomsejtek 

hipoxiatőrı képességét [Garlid és mtsai. 1996, Liu és mtsai. 1999]. Az általunk javasolt 

modell alapján a TASK-3 csatorna végsı szerepét annak sejten belüli elhelyezkedése 

határozza meg. Amennyiben a csatorna a sejtfelszíni membránban található, megnyílása 

apoptózist és sejtpusztulást eredményez, hasonlóan ahhoz a helyzethez, amit neuronok 

esetében Lauritzen és munkatársai meggyızıen demonstráltak [Lauritzen és mtsai. 2003]. 

Ezzel szemben a TASK-3 csatorna mitokondriális elhelyezkedése [Kosztka és mtsai. 2011]) a 

hipoxiás környezetben növekedı tumorsejtek túlélése szempontjából lehet fontos tényezı. A 

vázolt elképzelés helytállóságának megítéléséhez fontos lenne annak részletes feltárása, hogy 

milyen mechanizmusok befolyásolják a szintetizált TASK-3 fehérje sejten belüli transzportját. 

Azt tudjuk, hogy a csatornát a 14-3-3 adapter fehérje horgonyozza ki a sejtmembránba 

[Zuzarte és mtsai. 2009]. Ennek tudatában az általunk vázolt elképzeléssel nagyban 

összecseng az a megfigyelés, hogy abban az esetben, amikor a melanomasejtekben 

overexpresszálták a 14-3-3 fehérjét, a sejtek pusztulása következett be [Schultz és 

mtsai.2009]. További vizsgálatok szükségesek azonban arra vonatkozóan, hogy milyen 

tényezık hatására történik meg a csatornafehérjék mitokondriumokhoz vándorlása és a 

mitokondriális membránba történı beépülése. 

Jóllehet a TASK-3 csatornák mitokondriális jelenlétét keratinocitákban funkcionális 

vizsgálatok is megerısítik [Toczylowska és mtsai. 2014], nem ismerjük a csatornák 

orientációját és molekuláris külcsönhatásaikat. Az apoptózis elleni védelem lehetséges 

modelljében feltételezzük, hogy a pro-apoptotikus BAX molekula a TASK-3 fehérje 

káliumpermeábilis pórusával is képes kapcsolatot létesíteni. Ennek jelentısége abban állhat, 

hogy a melanomasejtekben a Bcl-2 és TASK-3 molekulák csak együttesen lehetnek képesek 

megkötni az összes BAX/BAK molekulát, így akadályozva meg az apoptózist. Ennek az 

elképzelésnek a realitását olyan kísérletek dönthetik el, melyek az érintett molekulák 

jelenlétét és kölcsönhatásait tisztázzák. 
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23. ábra: A melanomasejtek apoptózis rezisztenciájának hátterében álló lehetséges 

molekuláris kölcsönhatások. A Kv1.3/BAX kölcsönhatáshoz hasonlóan munkacsoportunk 

feltételez egy TASK-3/BAX kölcsönhatást, ami a feszültségfüggı csatornához hasonlóan 

impermeábilissá teszi a TASK-3 csatornát, hiperpolarizálva így a mitokondriumokat. Az 

upregulálódott BCL-2 mennyiség a TASK-3 csatornával együtt köti meg az összes BAX 

molekulát, így akadályozva meg az apoptózist. A mitokondriális hiperpolarizáció a sejtalkotó 

kalcium felvételének mértékét emelve, fokozhatja a citromsavciklus kalciumfüggı enzimjeinek 

aktivitását. A melléktermékek (reaktív oxigén specieszek) melanoma sejtek számára tolerálható 

szinten tartását a nagyobb antioxidáns kapacitás teszi lehetıvé. A glutaminolízis köztiterméke a 

glutamát pedig megakadályozza a mitokondriális PTP formációját és nyitását. Feltételezésünk 

szerint ezen kölcsönhatások együtt járulnak hozzá a melanoma sejtek apoptózis elleni 

rezisztenciájához. PM: plazmamembrán, KMM: külsı mitokondriális membrán, BMM: belsı 

mitokondriális membrán. 

A melanoma sejtek esetében már leírták a BCL-2 upregulációját, ennek a fehérjének 

ismeretes a BAX molekulával történı kölcsönhatása, ami az utóbbi oligomerizációját 

megakadályozza. A BCL-2 így fejti ki anti-apoptotikus hatását. Felmerül az a lehetıség is, 

hogy a mitokondriális TASK-3 csatorna és a BAX fehérje feltételezett külcsönhatása a 

TASK-3 csatornát impermeábilissá teheti, ami mitokondriális hiperpolarizációt okozhat. Ezt a 

Kv1.3 esetében leírt kölcsönhatás analógiájaként képzeljük el [Szabó és mtsai. 2008]. A 
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TASK/3-BAX kölcsönhatásról viszont még nem rendelkezésünkre sem irodalmi, sem kísérleti 

adat. A mitokondriális hiperpolarizáció más molekulák mellett a kalcium mitokondriális 

felvételének hajtóerejét is fokozza [Vinogradov és Scarpa 1973], emelve ezzel a 

citromsavciklus kalciumfüggı enzimjeinek aktivitását [Gunter és Gunter 2001], és fokozva az 

ATP- és ROS-termelés intenzitását. A reaktív oxigén specieszek (ROS) tolerálható szinten 

tartását a melanoma sejtek emelkedett antioxidáns kapacitása teszi lehetıvé [Hanneke és 

mtsai. 2007]. Ez a lehetıség felveti annak szükségességét, hogy vizsgálatokat végezzünk a 

melanoma sejtek mitokondriális anyagcserefolyamatainak és a TASK-3 fehérje ezekben 

játszott szerepének megismerése érdekében. 

A tumoros sejtek, így a melanoma sejtek esetén is leírt glutaminolízis [Scott és mtsai. 

2011] köztiterméke, a glutamát megakadályozza a belsı mitokondriális membrán 

permeabilizációját, mivel a glutamát a PTP formációját és nyitását gátolja (ellentétben a 

kalcium ionok és a ROS hatásával) [Brenner és Moulin 2012]. Feltételezésünk szerint a 23. 

ábrán bemutatott kölcsönhatások együtt járulnak hozzá a melanoma sejtek apoptózis elleni 

rezisztenciájához. A TASK-3 esetében azonban a pontos mitokondriumon belüli lokalizáció 

és orientáció megismerése érdekében további kísérletekre van szükség. 

A jelen disszertációban bemutatott eredményeink felvetik továbbá, hogy a MR-ok a 

kalciumhomeosztázis módosításán és más jelátviteli folyamatok befolyásolásán keresztül 

hatással lehetnek a melanoma sejtek életképességére, a tumorprogresszióra és a malignus 

transzformáció áttétképzı hajlamára. Fontos hangsúlyozni, hogy más tumorokban már leírták, 

hogy a MR-ok megváltoztatják a migrációért felelıs Rho-kináz aktivitását [Shah és mtsai. 

2009]. Vannak továbbá adatok a MR-ok tumornövekedésben [Rosevinge és mtsai 2013], 

metasztázisképzésben [Lin és mtsai. 2014] és tumorvaszkularizációban [Lombardi és mtsai. 

2013] betöltött szerepére vonatkozólag is. A jövıben indokolt ezen vagy hasonló hatások 

felderítése melanoma sejtek esetében is, mert joggal feltételezhetı, hogy a hátterükben álló 

molekuláris mechanizmusok elemei ezekben a sejtekben is megtalálhatók és mőködıképesek. 
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6. Összefoglalás 
A közelmúltban megjelent epidemiológiai tanulmányok arra hívják fel a figyelmet, 

hogy a melanoma malignum incidenciája riasztó mértékben emelkedik. Sajnálatos módon az 

áttétet adó melanoma malignum különösen rossz prognózisú, mivel a sejtek rezisztensek mind 

kemoterápiás szerekkel, mind a tumor-specifikus immunválasszal szemben. A jelen 

munkában a TASK-3 típusú káliumcsatorna és egyes muszkarinos kolinerg receptorok 

jelentıségét vizsgáltuk sejttenyészetben fenntartott melanoma sejtek túlélésében, valamint 

intracelluláris Ca2+-homeosztázisuk szabályozásában. 

A jelenleg elfogadott nézet szerint a TASK-3 csatornák képesek a malignusan 

transzformált sejtek proliferációjának és/vagy túlélésének fokozására. A hatás hátterében a 

csatornák által közvetített fokozott hipoxiatolerancia állhat. A TASK-3 csatornák 

mitokondriális expresszióját sugalló korábbi eredményeinkbıl kiindulva azt tételeztük fel, 

hogy a TASK-3 csatornáknak szerepe lehet a mitokondriális aktivitás fenntartásában. A jelen 

munkában azt tanulmányoztuk, hogy a TASK-3 expresszió csökkentésének milyen 

következményei vannak a WM35 és A2058 típusú melanona sejtek mitokondriális 

funkciójára és túlélésére. Megállapítottuk, hogy a TASK-3 géncsendesített sejtek 

mitokondriális membránpotenciálja depolarizáltabb, mint a kontroll sejteké. A géncsendesítés 

csökkentette a mitokondriális DNS mennyiségét, és redukálta az érintett sejtek 

válaszkészségét egy szokásos mitokondriális szétkapcsoló ágens alkalmazásának hatására. 

Mindezen megfigyelések a géncsendesített sejtek károsodott mitokondriális funkcióját jelzik. 

A TASK-3 expresszió csökkentése a fentiek mellett a sejtek csökkent életképességét, és a 

sejtekbıl kivonható DNS mennyiségének megkevesbedését is okozta. A géncsendesített 

sejtek morfológiája ugyancsak megváltozott, és csökkent az érintett sejtek felszíne is. 

Ellentétben a kontroll melanoma sejttenyészetekkel, amikben nem volt érdemi apoptotikus 

aktivitás megfigyelhetı, a TASK-3 géncsendesített tenyészetekben az apoptosis irányába 

elkötelezett sejtek aránya közel 50%-ra emelkedett. A géncsendesített sejtekben megfigyeltük 

még a citokróm c-nek a mitkondriumokból a citoszólba történı transzlokációját, a kaszpáz-3 

enzim aktivitásának fokozódását, és az apoptosis-inducing factor mitokondriumokból 

sejtmagba történı áthelyezıdését is. Ezen kísérletes adatokból arra következtetünk, hogy a 

TASK-3 csatorna expressziójának gátlása melanoma sejtekben kaszpázfüggı és -független 

apoptotikus folyamatokat aktivál. A TASK-3 expresszió csökkenése és az apoptotikus 

aktivitás fokozódása közötti kapcsolatot valószínőleg a TASK-3 csatorna mennyiségének 

csökkenése miatti mitokondriális depolarizáció képezi. Eredményeink alapján indokoltnak 
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tartjuk azt a feltételezést, hogy a TASK-3 csatornák sikerrel kecsegtetı célpontjai lehetnek a 

jövı melanoma-specifikus terápiás módszereinek. 

A munka második részében olyan kísérleteket végeztünk, amikben különséget 

kerestünk sejttenyészeti körülmények között fenntartott primer és metasztatikus melanoma 

malignum sejtvonalak muszkarinos kolinerg receptorokhoz (MR) kapcsolódó intracelluláris 

Ca2+-jelátvitelében. Elsıként azt erısítettük meg, hogy a vizsgált melanoma sejtek mind az 1-

es (MR1), mind a 3-as (MR3) típusú muszkarinos receptorokat expresszálják. Az említett 

MR-ok funkcióképesek voltak, amit az 1 mmol/l koncentrációban alkalmazott karbamil-kolin 

(CCh) alkalmazásának hatására megjelenı intracelluláris Ca2+-koncentráció emelkedés jelzett. 

Megállapítottuk, hogy az MR1- és MR3-specifikus fehérje expressziójának mértéke nem 

mutatott szignifikáns különséget a metasztatikus (HT199, HT168-M1) és a primer tumor 

eredető (WM35) sejtvonalakban. Bár CCh alkalmazásával mindhárom sejtvonalban 

lehetséges volt Ca2+-tranziens kiváltása, a reagáló sejtek aránya a WM35 tenyészet esetében 

alacsonyabb volt, mint a másik két sejtvonalban. A CCh-által indukált Ca2+-tranziensek 

kialakulását 0,1 mmol/l atropin alkalmazása hatékonyan meggátolta. A CCh jelenlétében 

megjelenı Ca2+-tranziensek igen változatos idıbeli lefutást mutattak, és esetenként egy olyan 

késıi (plató-szerő) komponenst is tartalmaztak, aminek kialakulása az extracellularis térbıl 

belépı Ca2+-tól függött. Az extracellularis Ca2+-koncentrációt csökkentve a CCh-által 

kiváltott Ca2+-tranziensek tartama jelentısen csökkent. Ez a jelenség különösen a 

metasztatikus eredető melanoma sejtek esetében volt kifejezett. Eredményeinkbıl arra 

következtetünk, hogy nincsenek alapvetı különbségek a primer és metasztatikus eredető 

melanoma sejtek muszkarinos receptorokhoz kapcsolódó Ca2+-jelátvitelében. A jelen 

munkában feltárt kvantitatív különbségek ugyanakkor segíthetnek annak megértésében, hogy 

a metasztatikus melanoma sejtek miért rosszindulatúbbak és miért mutatnak nagyobb 

migrációs készséget, mint a primer tumorból származó társaik. 

Kulcsszavak:  
apoptózis, melanoma, mitokondrium, muszkarinos receptorok, TASK-3, tumorgenezis, 

citoplazmatikus kalcium 
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7. Summary 

Recent epidemiology studies indicate that the incidence of melanoma increases at an 

alarmingly high rate. Unfortunately, metastatic melanoma has particularly poor prognosis 

because it is resistant to both chemotherapy and antitumour immune response. In the present 

work we have studied the significance of the TASK-3 potassium channels and muscarinic 

cholinergic receptors in the survival and intracellular Ca2+ homeostasis of cultured melanoma 

cells. 

TASK-3 channels are thought to promote proliferation and/or survival of malignantly 

transformed cells, most likely by increasing their hypoxia tolerance. Based on our previous 

results that suggested mitochondrial expression of TASK-3 channels, we hypothesized that 

TASK-3 channels have roles in maintaining mitochondrial activity. In the present work we 

have studied the effects of reduced TASK-3 expression on the mitochondrial function and 

survival of WM35 and A2058 melanoma cells. TASK-3 knockdown cells had depolarized 

mitochondrial membrane potential and contained a reduced amount of mitochondrial DNA. 

Compared to their scrambled shRNA-transfected counterparts, they demonstrated diminished 

responsiveness to the application of an established mitochondrial uncoupler. These 

observations indicate impaired mitochondrial function. Further, TASK-3 knockdown cells 

presented reduced viability, decreased total DNA content, altered cell morphology, and 

reduced surface area. As opposed to control melanoma cell lines, which did not present 

noteworthy apoptotic activity, the rate of apoptosis was about 50% in the TASK-3 

knockdown cultures. Sequestration of cytochrome c from the mitochondria to the cytosol, 

increased caspase 3 activity, and translocation of the apoptosis-inducing factor from 

mitochondria to cell nuclei were also demonstrated in TASK-3 knockdown cells. We 

conclude that interference with TASK-3 channel expression induces caspase-dependent and 

caspase-independent apoptosis of melanoma cells, most likely via causing mitochondrial 

depolarization. Based on our results we submit that TASK-3 channels may be legitimate 

targets of future melanoma therapies. 

In the second part of the work, experiments were carried out to describe differences between 

cultured primary and metastatic melanoma cell lines in their muscarinic acetylcholine 

receptor- (MR-) mediated intracellular Ca2+ signalization. We confirmed the expression of 

type 1 and type 3 MRs (MR1, MR3). The functionality of these MRs was tested by applying 
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1 mM carbamyl-choline (CCh) and recording the associated increases of the cytoplasmic 

[Ca2+]. We found that the expression levels of the receptor proteins were not significantly 

different in the metastatic (HT199, HT168-M1) and the primary (WM35) cell lines. Although 

CCh application induced Ca2+ transients in all three investigated cell lines, the proportion of 

responding cells was the smallest in the WM35 cell culture. The CCh-induced Ca2+ transients 

could be effectively blocked by atropine (0.1 mM). The time courses of the Ca2+ transients 

were highly variable, and in some instances they showed a late (plateau-like) component, 

whose presence crucially depended on the influx of extracellular Ca2+. When the extracellular 

Ca2+ concentration was reduced, the duration of the CCh-evoked transients was considerably 

decreased. This phenomenon was more pronounced in the metastatic cell lines. We conclude 

that although there are no fundamental differences in the MR-mediated Ca2+ signalization of 

the primary and metastatic cell lines, the quantitative differences revealed in the present work 

may help to understand why metastatic cells have increased malignancy and more pronounced 

migratory potential than those isolated from a primary tumour. 

Keywords: 
apoptosis, melanoma, mitochondria, muscarinic receptors, TASK-3, tumorgenesis, 

cytoplasmic calcium 
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9. Rövidítésjegyzék 
AIF:  apoptosis inducing factor 

AM:   acetoximetilészter 

AP:   akciós potenciál 

APAF-1:  apoptotic protease-activating factor 1 

AU:   arbitrary unit 

BAK:   Bcl-2 homologous antagonist/killer 

BAX:   Bcl-2-associated X protein 

Bcl:   B cell lymphoma 

Bid:   BH3-interacting domain death agonist 

BK, SK:  big and small conductance calcium aktivated K+ channels 

BSA:   bovine serum albumin 

CCh:   karbamilkolin 

CCCP:  karbonil-ciano-3-klór-fenilhidrazon 

CMF-PBS:  calcium-, magnesium free phosphate-buffered saline 

CRAC:  calcium release-activated calcium channel protein 

Cy5:   cianin-5 

DAPI:   4',6-diamidino-2-fenilindol 

DiOC6:  1-[(3-hexil)-benzooxazólium]-3-[(3-hexil)-benzooxazol]-prop-1-én-jodid 

DilC:  3H-indolium, 2-(5-(1,3-dihidro-1,3,3-trimetil-2H-indol-2-ilidene)-1,3-
pentadienil)-1,3,3-trimetil-jodid 

DISC:  death-inducing signaling complex 

DMSO:  dimetil-szulfoxid 

dNTP:  deoxinucleotid-triphosphate 

DR:   death receptor 

EDTA:  etiléndiamin-tetraacetát 

ER:   endoplazmatikus retikulum 

EGTA:  etilénglikol-tetraacetát 

FADD:  Fas-associated protein with death domain 

FF:   festékfelvétel 

FITC:   fluoreszcein-izotiocianát 

GAPDH:  gliceraldehid 3-foszfát dehidrogenáz 

GFP:   green fluorescent protein 

HMB-45:  human melanoma black 45 

HRP:   horseradish peroxidase 
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IBC:   isolation buffer for cells 

IP3:   inozitol-triszfoszfát 

JC-1:   J-aggregate-forming cationic dye-1 

K2P:   két pórusformáló domént tartalmazó káliumcsatornák 

KCa3.1:  calcium-activated K+ channel, subtype 3.1 

KCNK9: K+ channel subfamily K member 9 

KD:   knockdown 

Kir:   inward rectifier K+ channles 

KO:   knockout 

Kv:   voltage-gated K+ channels 

MAPK:  mitogén aktivált protein-kináz 

MART-1:  melanocyte antigen/melanoma antigen recognized by T-cells-1 

MMP:   mitokondriális membránpotenciál 

MPTP:  mitochondrial permability transition pore 

MR:   muszkarinos receptor 

mTOR:  mechanistic target of rapamycin (szerin/treonin-kináz) 

MTT:   3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólium bromid 

PARP:  poly ADP ribose polymerase 

PBS:   phosphate-buffered saline 

PKB:   protein kináz B 

PCD:   programmed cell death 

PI3K:   phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

RFU:   relative fluorescence unit 

Rhod-123:  rhodamine-123 

RIP:   receptor-interacting protein  

ROI:   region of interest 

ROS:   reactive oxygene species 

RPMI-1640:  Roswell Park Memorial Institute-1640 tápoldat 

SDHA:  szukcinát-dehidrogenáz, A alegység 

SDS:   nátrium-dodekaszulfát 

SERCA:  sarco/endoplazmatic reticulum calcium ATP-ase 

SOCE:  store-operated calcium entry 

STIM-1:  stromal interaction molecule 1 

TALK:  TWIK-related alkaline pH-activated K+ channel 

TASK:  TWIK-related acid-sensitive K+ channel 



95 
 

TRAIL:  TNF- related apoptosis inducing ligand 

TREK:  TWIK-related K+ channel 

TRESK:  TWIK-related spinal cord K+ channel 

TM:   transzmembrán domén 

TNF-R1:  tumor necrosis factor receptor 1 

TRIS-HCl:  trihidroxi-aminometán-hidroklorid 

TRIS-MOPS:  trihidroxi-aminometán-3-(N-morfolino)-propán-szulfát  

TWIK:  tandem of P-domains in a weakly inward rectifying K+ channel  
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11. Nyilatkozat önálló munkavégzésről. 
• A bemutatott kísérletes munka 60-65%-t magam végeztem. 

• Kollaborációs partner végezte 

– Mitokondriális DNS meghatározás. 

– DioC6 kapcsolatos kísérletek 

• Részben vagy egészben magam vagy magam is végeztem 

– Új protokollok optimalizálása (pl. sejtfrakció szeparálás) 

– Western blot, PCR 

– Mitokondriális membránpotenciál mérések 

– Apoptózis meghatározások 

– Immuncitokémia 

– Intracelluláris kalciumkoncentráció mérések 

– 96 well plate esszék 
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