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1.Bevezetés

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

rosszindulatii daganat, ami az esetek tobbségében a boérben taldlhaté melanocitdk malignus
elfajulasanak kovetkeztében alakul ki. Bar eléfordulnak nem-béreredetli melanomak is (pl.
colorectalis, ocularis, conjunctivalis vagy vaginalis lokalizdcioban), ezek gyakorisaga eltorpiil
a borbol kiindulé melanoma malignum el6fordulasi aranya mellett: a borbdl kiindulo
melanoma malignum incidenciaja 40-50/100 000, a nem-bor eredetii melanomak pedig az
Osszes melanoma malignum esetnek csupan a 4—5%-at képezik [Hussein 2008].

Tekintettel a leggyakoribb megjelenési helyére, a melanomat a statisztikék altalaban a
tobbi boreredetli daganattipussal vetik Ossze. Ezek az elemzések ravilagitanak a betegség
sulyos kovetkezményeire: bar a melanomas esetek az 0sszes boreredeti daganat miatt kezelt
betegek minddssze 4%-at teszik ki [Porter 2011], a melanoma malignum az 6sszes bdreredetii
daganattal kapcsolatos halalesetek mintegy 65%-aért felelés [Alonso és mtsai. 2004;
Cummins ¢és mtsai. 2006]. Ezek az adatok vilagosan jelzik, hogy a melanoma egy kiilondsen
rossz prognodzissal ¢és sulyos gazdasagi/egészségligyi kovetkezményekkel jellemezhetd
betegség. Mindezekbdl kovetkezOen a melanoma malignummal ¢és annak lehetséges
terapidjaval foglalkozé kutatomunka nagy gyakorlati jelentdséggel bir.

A Dboéreredeti melanoma a bor stratum basalejaban talalhat6, melanint termeld
melanocitakbol alakul ki [Wainstein és Belfort 2004]. Bar a kutatdsok a melanoma
keletkezésének tobb rizikofaktorat azonositottak (pl. nagy szamu naevus jelenléte), egyetértés
van abban, hogy a legfontosabb kivaltd ok a napfény-expozicié soran a bort ért ultraibolya
sugarzas [Gordon 2013]. Azon megfigyelések ugyanakkor, miszerint a melanoma malignum
kialakulasanak valosziniisége megnd, ha kozeli hozzatartozok esetén mar diagnosztizaltdk a
betegséget, arra hivjak fel a figyelmet, hogy a betegség pathogenesisében Oroklott
tényezOknek is szerepe van [Thompson és mtsai. 2005]. Az 6roklott tényezdk jelentdségét
hangsulyozza az a megallapités is, miszerint egy mar kialakult melanoma esetén a masodlagos
melanoma kialakulasdnak esélye egy egész nagysagrenddel magasabb [Goggins ¢és Tsao
2003].

A melanoma sejtek proliferacios készsége igen nagy, ezért a terdpia meghatarozo
eleme a tumor sebészi Uton torténd, minél gyorsabb eltavolitasa [Harris €s mtsai. 1995]. A
primer tumor eltavolitasa azonban sajnos nem feltétleniil jelent gyogyulast, mivel a melanoma

malignitdsdnak fontos eleme a korai attétképzés. A metasztazisok megjelenése a talélés



esélyét jelentdsen csokkenti [Greenlee és mtsai. 2000]. Mindezekbdl fakaddéan — hasonldan
annak korai diagndzisdban rejlik. A korai diagnozis egyik eleme a tumor pontos klinikai
osztalyozasa, valamint az altala expresszalt diagnosztikai ¢és prognosztikai markerek
azonositasa [Breslow 1970; Clark ¢s mtsai. 1969]. Az egyik kozismert melanomaspecifikus
marker az S-100 fehérjecsoport [Gaynor és mtsai. 1980]. Az S-100 fehérje jelenlétét a mai
napig vizsgaljadk a melanoma diagnosztikdja soran [Gajjar és mtsai. 2004], jollehet
specificitasat ujabb vizsgalatok megkérddjelezték [Ordonez 1998; Nelson és Ordonez 2014].
Tovéabbi, emlitést érdemld és a diagnosztikai procedira soran alkalmazott
melanomaspecifikus marker a HMB-45 (human melanoma black 45 [Gown és mtsai 1986]) €s
a Melan-A/MART-1 (melanocyte antigen/melanoma antigen recognized by T-cells
[Kawakami és mtsai. 1994; Chen ¢és mtsai. 1996]). A melanoma malignum szovettani
diagnosztikdja soran jelenleg a Melan-A/MART-1- és az S-100-specifikus jelolés egyiittes
alkalmazésa a leggyakoribb eljaras [pl. Nelson és Ordonez 2014].

A melanoma malignum nagy terhet 16 az egyes orszagok gazdasagara ¢és egészségligyi
ellatorendszerére, ennélfogva nem meglepd, hogy vilagszerte intenziv kutatomunka folyik a
betegség kialakulasi mechanizmusanak megismerése ¢és lehetséges terapias eljarasok
kidolgozasa érdekében. A vizsgalatok kiemelten fontos célja a melanoma sejtek magas

proliferacids képességének és attétképzo hajlamanak hatékony befolyasolasa.

1.2. A sejthalal jelentosége
Fiziologias koriilmények kozott a sejtosztodas és a sejthalal egyiittesen biztositjak egy

adott sejtpopulacio folyamatos megujulésat €s a sejtek szdmanak viszonylagos allandosagat.
A sejthaldl egyik fizioldgids megjelenési formaja az apoptozis, ami a mitozis legfontosabb
ellenparja a sejtpopulacié mennyiségi szabalyozasaban [Edinger és Thompson 2004]. A
szabalyozas szemléletes példdja az a kdzponti idegrendszerben megfigyelt jelenség, ami
szerint azok a neuronok, amik nem alakitanak ki szinaptikus kapcsolatokat, apoptotikus
sejthalélt szenvednek [Opferman ¢és Korsmeyer 2003]. Daganatképzddés soran a sejtosztodas
¢s a sejtek pusztulasa kozotti kényes egyensuly felborul, amiért a sejtosztddas fokozodasa és a
sejthalal mértékének csokkenése altalaban egyiittesen felelds [pl. Kerr és mtsai. 1994].

Mivel a sejthalalnak szdmos formajat azonositottdk, az ezzel foglalkozo
szakirodalomban bevezették a ,,programozott sejthalal” fogalmat. Az elnevezés olyan
intracellularis folyamatokra utal, melyek sordan a sejt elére meghatarozott program szerint

besziinteti tevékenységét és elpusztul.



1.3. Az apoptozis
A programozott sejthaldl egyik behatéan tanulmanyozott altipusa az apoptozis. Az

apoptdzis egy olyan ATP-igényes, pontosan szabalyozott folyamat, amiben a sejt pusztulasat
nem kiséri gyulladédsos reakcié [Fink és Cookson 2005]. Az apoptdzis a sejtméret
holyagosodasaval, és a szomszédos sejtekkel fennallo adhézios kapcsolatok elvesztésével jar
[Nishida és mtsai. 2008]. Az apoptozis folyamatat elindithatja egy specifikus kiilsé hatas, ami
az un. extrinzik utvonal aktivdléddsa révén okoz sejthalalt. Az apoptézist ugyanakkor
létrehozhatja az intrinzik utvonal aktivalodéasa is, ami lehet kaszpazfiiggd ¢és -fliggetlen

folyamat [Ouyang és mtsai. 2012; Galluzzi és mtsai. 2012].
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1. abra: Az apoptotikus ttvonalak. A belsd, vagy mitokondridlis utvonal egyik {6 lépése a
citokrom c transzlokacidja a mitokondriumbdl a citoszolba, ahol az APAF-1-gyel és a pro-
kaszpaz-9-cel kialakitja az apoptoszomat. Ez utobbi aktivalja a kaszpaz-3-at. A kiilso, extrinzik
utvonal a halalreceptorok aktivaciojaval indul, ami a DISC komplexen keresztiil aktivalja a
kaszpaz-8-at. A kaszpaz-8 képes a kaszpaz-3 aktivaciojara, de a Bid modositasan (tBid) keresztiil a
mitokondrialis utvonalat is beindithatja. Az aktivizalt kaszpaz-3 felel6s tobb, az apoptozissal
kapcsolatban leirt sejtmorfoldgiai valtozasért (pl. holyagosodas, zsugorodas) [Calvino-Fernandez

¢és Parra-Cid 2010].

1.3.1. Az extrinzik apoptotikus kaszkad
Az extrinzik apoptotikus kaszkddot egyes, az Un. halalreceptor-csaladba tartozo

receptorok aktivacidja indithatja el. A folyamatot inicidlo receptorok koziil emlitést érdemel



egyebek kozott 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) [lasd Sayers
2011]. A kaszkad aktivalédasanak elsé 1épése, hogy a felsorolt receptorok stimulalasa utan
kialakul egy a receptort, FADD-ot (Fas-associated protein with death domain) és pro-kaszpaz-
8-at és/vagy pro-kaszpaz-10-et tartalmazé komplex (az un. death-inducing signaling complex
[DISC]) [Mannick és mtsai. 1999]. A DISC kialakulasat kdvetden aktivalédnak a komplexbe
beépiilt pro-kaszpazok [Sun 2011], majd az aktivalt kaszpaz-8 vagy kaszpaz-10 aktivélja az
effektor kaszpazokat (kaszpaz-3, -6 és -7). A kaszpaz-8 alkalmas az un. Bid (BH3-interacting
domain death agonist) molekula hasitdsara, aminek csonkitott (,,trunkalt”) forméja (a t-Bid)
megnoveli a mitokondriumok kiils6 membranjanak permeabilitasat, elinditva ezzel az
intrinzik apoptotikus kaszkadot [Fink és Cookson 2005]. A folyamat sematikus bemutatasa az

1. 4bran lathatd.

1.3.2. Az intrinzik apoptotikus kaszkad
Az intrinzik (vagy mitokondrialis) apoptotikus kaszkad aktivalasanak indit6 faktora a

DNS kérosodésa [Ouyang ¢és mtsai. 2012]. A folyamat soran bizonyos pro-apototikus fehérjék
[pl. BAX (Bcl-2-associated X protein), BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer) vagy az
elézoekben mar emlitett Bid poszttranszlaciés modosulasokon mennek keresztiil, majd a
mitokondriumba transzlokéloédnak [Shamas-Din ¢és mtsai. 2011]. A mitokondrium kiilsé
membranjaban végbemegy a BAX/BAK oligomerizacid, aminek kovetkeztében a kiilsd
membran atjarhatova valik az apoptotikus folyamatok hirvivé molekulai szamara [pl. a
citokrom ¢ vagy az AIF (apoptosis-inducing factor)] [Li és mtsai.1997; Zou és mtsai. 1997].
A BAX/BAK oligomerizacié akar kozvetleniil is elindithatja az MPTP (mitochondrial
permeability transition pore) Osszeszerelddését és nyitasat [Cory és Adams 2002]. A
vezetOképes MPTP megjelenése permeabilizdlja a mitokondrium bels6 membranjat, igy
mitokondrialis duzzadést okoz, ami végsé soron a sejtek pusztulasdhoz vezet [Vianello és
mtsai. 2012].

A mitokondriumokbdl torténd kilépést kdvetden a citokrom ¢ az APAF-1 (apoptotic
protease-activating factor 1) és a pro-kaszpaz-9 molekuldkkal 1ép kolcsonhatasba. A
kolcsonhatds eredményeként megkezdddik annak az apoptozisra specifikus molekularis
komplexnek az oligomerizacidja, amely citokrom c-t, APAF-1-et és pro-kaszpaz-9-et
tartalmaz [Scaffidi és mtsai.1998]. A folyamat végs6 eredménye az apoptoszoma kialakulésa.
A komplex kialakulasa soran egytttal bekovetkezik a kaszpaz-9 dimerizacidja [Kurokawa és

Kornbluth 2009] ¢és aktivalédasa is [Wen és mtsai. 2012]. A kaszpdz-9 aktivacidja utan az



APAF-1 kolcsonhatasba 1ép az effektor kaszpazok kozé tartozo pro-kaszpaz-3-mal €s pro-
kaszpaz-7-tel [Giansanti és mtsai.2011]; a kaszpaz-9 pedig egy specifikus hasitds altal
aktivalja a két emlitett pro-kaszpazt. Mindezen folyamatok ereddjeként megjelenik az aktiv
kaszpaz-3 és kaszpaz-7 [Ouyang és mtsai. 2012]. Az intrinzik tvonalat kisérd valtozasok

Iényegesebb 1épéseit az 1. dbra mutatja be.

1.3.3. Az effektor kaszpazok és a nem-kaszpazfiiggé apoptozis
Az apoptodzist kisérd sejtmagzsugorodas €s sejtméretcsokkenés az effektor kaszpazok

aktivitasanak eredménye. Az effektor kaszpazok 3-as és 7-es altipusanak aktiv formai a
szerkezeti fehérjék nem-specifikus bontasaval inditjak el a sejt pusztulasat [Allan és Clarke
2009]. A sejtmag méretének csokkenését a laminok proteolitikus bontdsa [Buendia és mtsai.
1999], a sejt zsugorodasat pedig a citoszkeletalis fehérjék degradacidja okozza [Kothakota és
mtsai. 1997]. A folyamat sordn a kaszpaz-3 és -7 gatolja a DNS-hibdk javitasaért felelds
PARP nevii enzimet (poly ADP ribose polymerase), a kaszpaz-6 pedig a sejtmag

Az intrinzik apopt6ézis soran a kaszpazfiiggd folyamatok mellett kaszpaztol fiiggetlen
események is hozzajarulnak a sejt pusztuldsdhoz. A folyamat egyik kulcsmolekulaja az AIF
[Wissing ¢és mtsai. 2004]. A kiils6 mitokondridlis membranban lezajl6 BAX/BAK
oligomerizacio kovetkeztében nemcsak a citokrom ¢ 1ép ki a citoplazméaba [Li és mtsai.
1997], hanem az AIF ¢és tobb mas, sejthalalt el6idézé molekula is felszabadul a
mitokondriumbdl [Zamzami és Kroemer 2001; Letai és mtsai. 2002]. A folyamat sordn a
mitokondriumban talalhaté AIF elészor proteolizisen esik at, majd a keletkezett csonkolt — és
ezaltal vizoldékonyabba tett — AIF (az un. tAIF) kijut a mitokondriumbol és a sejtmagba
transzlokalodik [Polster és mtsai.2005]. Az AIF végsOsoron a DNS degradéalasan keresztiil
jarul hozza a sejthalal folyamatahoz [Susin €s mtsai. 1999].

Az apoptotikus folyamatok szabalyozdsa bonyolult folyamat, amiben szédmos
molekula vesz részt [pl. Ouyang és mtsai. 2012]. A Bcel (B cell lymphoma) molekulacsalad
tagjai kozott egyarant vannak pro-apoptotikus és anti-apoptotikus fehérjék. A Bcl-2 molekula
példaul a mitokondriumba transzlokalodott BAX megkdtésén keresztiil akadalyozza a
BAX/BAK oligomerizaciot. Mivel a BAX/BAK oligomerizacio az apoptotikus kaszkad egyik
meghatarozo 1épése, a Bel-2 jelenléte anti-apoptotikus hatasu [Cory €s Adams 2002]. A Bcl-2
antiapoptotikus hatdsanak tiikrében figyelmet érdemel, hogy a fehérje overexpresszidjat irtak
le melanoma sejtekben [Eberle és Hossinini 2008]. A fentiek értelmében a Bcl-2 fokozott

jelenléte magyardzhatja az apoptozis melanoma malignum sejtekben tapasztalt igen alacsony



mértékét, ¢és egyik oka lehet a melanoma sejtek apoptdzisindukcidoval szembeni
ellenallasanak.

Tekintettel az apoptozis jelentéségére, a daganatos sejteket célzo kutatdsokban nagy
jelentéségli az apoptozis aktivalodasanak hathatos detektalasa. Az apoptozis aktivaciojanak
egyik lehetséges kimutatdsa a foszfaditil-szerin sejtfelszini membran kiilsé oldalédn torténd
megjelenésének detektalasa [Fadok és mtsai. 1992]. A foszfaditil-szerin €16 sejtekben a
sejtfelszini membran belsé (citoplazmatikus) oldalan taldlhat6, mivel a flippadz nevii enzim
megakadalyozza, hogy a molekula poléris része a kiils6 kompartmentben is elébukkanjon. Az
apoptozissal Osszefiiggd folyamatok eredményeként azonban a flippadz tobbé nem képes a
foszfatidil-szerint a citoplazmatikus oldalon rogziteni, igy az a kiilsd oldalrol is
hozzaférhetévé valik. Az annexin V nevii molekula hatékonyan kotddik a sejtfelszini
membran kiilsé oldalar6l hozzaférhetd foszfatidil-szerinhez, igy az annexin V sejtfelszini
membranban torténd bedlisuldsa megbizhatéan jelzi az apoptotikus kaszkad aktivalodasat
[Walisser ¢€s Thies 1999]. Az apoptozis detektaldsdnak egy masik lehetséges modja a folyamat
gyliimdlcseként kialakuldo DNS fragmentécio lathatova tétele, aminek legelterjedtebb modja az
un. TUNEL essz¢ alkalmazasa [Fink és Cookson 2005]. Az apoptozist kiséré mitokondrialis
diszfunkcio ugyanakkor a mitokondrialis membranpotencial mérésével kovethetd nyomon,
arra alkalmas fluoreszcens festékek hasznalatdval (pl. DilC, Rhod-123, Jc-1 vagy DioC6
festékek). Az eldzéekben emlitett eljarasok mellett egyes kaszpdzok aktivitdsanak mérésén
alapuld kolorimetrids vagy flourimetrias essz€ék is alkalmazhatok az apoptdzis detektalasara

[Otsuki és mtsai. 2003].

1.4. A nekrozis (onkozis)
Bar a sejthaldl tobbi tipusanak targyaldsa nem tartozik a disszertacié témajahoz,

emlités szintjén foglalkoznunk kell a nekrdzissal is. Ennek oka, hogy a bemutatando6 kisérletes
program egyik részében vizsgaltuk, hogy valtozik-e az altalunk tanulmanyozott melanoma
malignum tenyészetekben a nekrozis kovetkeztében elpusztult sejtek szama.

A ma elfogadott nézet értelmében a nekrdzis ugyancsak a programozott sejthalal egyik
altipusa, annak ellenére, hogy azt sokdig spontdn, azaz nem programozott sejthaldlnak
tartottdk [Ouyang és mtsai. 2012]. A nekrozis végsd kdvetkezménye a sejtfelszini membran
irreverzibilis kdrosodasa [Schwartz és Bennet 1995], ezért a nekrotikus tipusu programozott
sejthalal szabatosabb megnevezése onkozis vagy onkozis-nekrozis lenne [Fink és Cookson
2005]. A folyamatnak az a kiindul6 1épése, hogy a sejtbe kertilt toxikus anyagok az ATP-
termelést gatoljak [Majno és Joris 1995]. Ha a folyamatot DNS-kérosodas is kiséri, akkor az



DNS javitasat végzd, és ennek érdekében aktivalodd PARP nikotinsav-amid- (NAD)
depléciot okozhat. Az elhasznalédott NAD poétlasahoz ugyanakkor ATP-re lenne sziikség
[Walisser €s Thies 1999]. Mivel a kiindulasi folyamat kovetkezményeként az ATP-termelés
eleve gatolt, a kialakuld6 ATP-deplécio végiil onkdzishoz vezet [Walisser és Thies 1999].
Azok a vizsgalatok, amikben a PARP és a RIP (receptor-interacting protein) csaladba tartozo
kindzok kolcsonhatdsat tanulmanyoztdk, bizonyitottdk az elézdekben vazolt folyamat
programozott jellegét [Golstein és Kroemer 2007]. Mivel a nekrozist a sejtfelszini membran
karosodasa kiséri, a folyamat aktivalodasa legegyszeriibben valamilyen membran-
impermeabilis festék alkalmazaséaval (pl. propidium-jodid) mutathaté ki [McCarthy és Evan
1998]. Propidium-jodiddal torténd inkubaciot kdvetden a festék csak azon sejtek belsejében
lesz kimutathatd, amik nekrotizalnak. Ezzel szemben a nem nekrotizdlo — ennélfogva ép

sejtfelszini membrannal rendelkezd — sejtekbe a propidium-jodid nem képes belépni.

1.5. Daganatsejt-migracio és metasztazisképzodés
A rosszindulati daganatok megkiilonboztetd ismérve, hogy a sejtburjanzas mellett

bekovetkezik a kornyezd szovetek infiltracioja és metasztazisok képzése. A sejtvandorlas
indit6 1épése a fokalis adhézid. Ez egy Osszetett folyamat, aminek soran a sejt citoszkeletalis
elemei és az extracellularis matrix kozott, kiilonbozo jelatviteli folyamatok bevonasaval,
kapcsolat jon létre [Hanein és Horwitz 2012]. A folyamathoz elengedhetetlen egy
intracellularis ,,er6generald” rendszer, amit az aktinfilamentumok és a miozin 4ltal alkotott
aktomiozin-komplex biztosit. Ez a komplex felelés a sejtek hatsé (azaz mozgésirannyal
ellentétes) polusan tapasztalhatd 6sszehuzodasért, valamint a haladas irdnyaba esd sejtvégen
megjelend kitliremkedésért [Small és Resch 2005]. A két folyamat egyiittes hatasaként a sejt
elmozdul. Mivel a sejtmotilitds itt vazolt formaja az aktomiozin-komplex miikkodésétdl fligg,
nem meglepd, hogy a folyamat eldfeltétele az intracellularis kalciumkoncentracio térben és
idében megfeleléen koordinalt valtozésa [Ridley és mtsai. 2003].

Az attétek kialakuldsa tobblépéses folyamat eredménye [Valastyan ¢és Weinberg
2011]. A primer tumor kialakulasat kovetden a daganat a lokalis kornyezet infiltralasaval
novekszik, majd a daganatsejtek betornek az erekbe. A vérkeringésbe jutott sejtek
elsodrodnak, €és egy tavolabbi helyen az érbdl kilépve mikrometasztazisokat formalnak. Az 0j
kdrnyezetben a sejtproliferacié atmenetileg felfiiggesztddik, majd az alkalmazkodast kovetden
a tumorsejtek novekedési programja ismét aktivalodik, ¢és klinikailag is kimutathato
makrometasztazisok fejlddnek ki [Valastyan és Weinberg 2011]. A vazolt folyamatot

metasztatikus kolonizacionak nevezik [Fidler 2003].
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Paradox moédon, bar a rosszindulati daganatok kezelésésnek egyik legfontosabb — ha
nem a legfontosabb — nehézségét a metasztazisok jelenléte jelenti, maga a
metasztazisképzddés nem egy hatékony folyamat: mind a mikrometasztazisok kialakuldsanak,
mind a metasztatikus kolonizécio 1étrejottének meglepden kicsi az esélye (< 3% és < 0,02%)

[Luzzi és mtsai. 1998].

1.6. A sejtmiikodés egyes élettani szabalyoz6 mechanizmusainak szerepe
a tumorgenezisben
Az el6z6 alfejezetekben lattuk, hogy a tumorgenezisben kdzponti szerepet kapnak

azok a részben Ujabban leirt sejten beliili szignalizacids kaszkadok, amelyek specialis fehérje-
fehérje kolcsonhatdsok sorozatan alapulnak. Ezen rendszerek fontos szerepet jatszanak az
egészséges sejtek ¢letfolyamatainak szabalyozasdban is, am ma még nem teljesen
feltérképezett koriilmények kozott egyes ¢lettani folyamatok koros irdnyba torténd
torzulasaban — és ezaltal a tumorgenezisben — is jelentdséget kapnak. Joggal meriil fel a
kérdés, hogy az ujabban felismert szabalyozadsi lancokhoz hasonléan, régen ismert,
»klasszikus” regulacios mechanizmusok is jatszanak-e szerepet a tumorgenezis folyamataban.

Az alabbiakban harom teriilet vazlatos attekintésére teszunk kisérletet.

1.6.1. A kaliumcsatornak
A kiilonféle ionok sejtmiikodést befolyasold szerepe lehet kozvetlen, &m az egyik

legéltalanosabb lehetdség a membranpotencidl befolydsolasdn keresztiil érvényesiild,
kozvetett hatds. A sejtmembranok elektromos sajatsdgait az expresszalt ioncsatornak
heterogenitdsa szabja meg, melyek koziil a legnagyobb valtozékonysagot a kaliumcsatornak
mutatjak.

A kéliumcsatornak osztalyozdsa kezdetben az altaluk Iétrehozott ionaramok
sajatsagain alapult. Késobb a Drosophila génallomanyara épiilé nevezéktan valt elfogadotta,
ujabban pedig a human kromoszomakban kodolt csatornafehérjék elhelyezkedése lett a
nomenklatira alapja. Az elnevezések modosuldsat annak fokozatos felismerése generalta,
hogy a kaliumcsatorndk Iényegesen atfogobb szerepet jatszanak a sejtmikodés
szabalyozasaban, mint azt a korai elektrofiziologiai vizsgalatok alapjan gondoltdk. A ma
elfogadott kategorizalas a kaliumcsatorndk négy csaladjat kiilonbozteti meg; ezek (i) a
kalciumaktivalt kaliumcsatornak (BK ¢és SK altipusok), (ii) a befel¢ egyeniranyitod
kaliumcsatornak (K altipusok), (iii) a fesziiltségvezérelt kaliumcsatornak (Kv altipusok) és

(iv) a két porusformald domént tartalmaz6 kaliumcsatornak [Hille, 2001].
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Voltage-gated K channels (K. )

Calcium-activated K* channels (Ke.)

Hyperpolarization
decrease cell excitability

Inward rectifier K+ channels {K'ir} “Leak” or baCHgmur‘Id K+ channels

2. abra: Kaliumcsatornak szerkezete. A fesziiltségfliiggd kaliumcsatorna alegységek 6
transzemebran domént tartalmaznak, a porusformalé hurok az 6tds és hatos alegység kozott
talalhat6. Ennek mentén tetramerizalodik a funkcioképes csatorna. A kalciumaktivalt csatornak
szerkezete hasonld, csak alegységenként még egy SO domént is tartalmaznak. Funkcionalis
csatornat szintén a porusformaldé hurok mentén torténd tetramer képzddése jelent. Az ikerporust,
vagy gyakran csak hattér kaliumcsatornaként emlitett molekulak két alegységbdl épiilnek fel. Az
alegységek két porusformald hurkot és négy transzmembran domént tartalmaznak. A befelé
egyeniranyitd (Kir) csatornakat felépitd alegység csak két transzmembran domént és egy
pérusformald hurkot tartalmaznak. A funkcioképes csatorna itt is tetramerizacioval jon létre

[Benarroch 2009].

Mind a kalciumaktivalt, mind a fesziiltségvezérelt kaliumcsatornak négy alegységbdl
épiilnek fel. Az elobbiek alegységei hét transzmemran domént tartalmaznak (S0-S6), mig a
Kv csatornaalegységek hat transzmembran doménnal jellemezheték (S1-S6). A két
kaliumcsatorna-csaldd k6zos vondsa, hogy a pérusformald régid az alegységek S5 és S6
doménje kozott talalhatd, és ezek koriil szerelodik Ossze a miikodoképes csatorna. A
funkciondlis Kv csatorndk lehetnek homotetramerek vagy heterotetramerek. A heterotetramer
Osszeszerelddés rendezdelve, hogy az alegységeknek ugyanazon focsoportba kell tartozniuk.
A fesziiltségvezérelt kaliumcsatorndk fesziiltségérzékeléséért az alegységek S4 doménje

felelOs.
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A K csatorndk négy alegységbdl épiilnek fel, az alegységek azonban csak két
transzmembran domént (TM1 és TM2) tartalmaznak. A két domén kozott taldlhatdé a
poérusformald hurok (az un. H5 régid), ami koriil a funkcidképes csatorna tetramerizalodik. A
csatornaalegységek nem rendelkeznek S4 doménnel, igy azok nem depolarizacié hatdséara
aktivalédnak, hanem kapuzasukat az alegységosszetételétdl fiiggden intracelluléris
mediatorok biztositjak [Hibinio és mtsai. 2010]. Amint azt a csatorndk elnevezése sugallja, a
rajtuk atfoly6 kaliumaram befelé egyeniranyito jelleget mutat.

A kaliumcsatorndk legtjabban azonositott csaladjat a két porusformaldé domént
tartalmazo (un. K,p) csatorndk alkotjak. A Kjp csatorndk egy alegysége négy transzmembran
domént és két porusformald hurkot tartalmaz; a funkciondlis csatorna pedig két alegység
dimerizacidjaval alakul ki [Miller és Long 2012]. A Kjp csatorndk nevezéktana kissé
bonyolult, mivel ezek a csatorndk valtozatos ingerek hatasara valtoztatjdk nyitvatartasi
valoszinliségiiket, az elnevezések pedig ezekre a kapuzasi sajatsdgokra utalnak. A Kjp
csatorndk fobb valtozatai a TWIK-csatorndk (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-csatorndk (TWIK-related spinal cord K" channel). A Kyp
csatorndkon keresztiil folyé kaliumaram enyhén befelé egyeniranyito jelleget mutat. Ezek a
csatorndk egyebek kozott részt vesznek a sejtfelszini membran nyugalmi, fesziiltségtél nem
fliggd, azaz ,hattér” kaliumkonduktancidjanak kialakitasdban, ezért a Kyp csatorndkat
korabban ,,szivargd” kaliumcsatornaként is emlitették.

A Kkaliumcsatornak sokféle funkcioval rendelkeznek, amik részletes attekintése
meghaladja jelen értekezés kereteit. Tudomanytorténeti jelentésége miatt azonban meg kell
emliteni azt a felismerést, hogy a Kv csatorndknak dontdé szerepiik van az akcids potencial
(AP) leszallo szaranak kialakitasdban [Hodgkin és Huxley, 1952]. A folyamat soran az AP
felszallo szara alatt kialakuld depolarizaci6 inaktivalja a natriumcsatornakat, és egyidejiileg
megnoveli a Kv csatorndk nyitasi valoszinliségét. A kovetkezményesen kialakulo, kifelé
iranyul6é kaliumaram repolarizaciot idéz eld, 1étrehozva ezzel az AP leszallo szarat. A
repolarizacid sebességét jorészt a jelenlevd kaliumcsatorndk mennyisége ¢€s kinetikai
tulajdonsagai hatarozzdk meg, igy a Kv csatorndk meghatarozo jelentéséglick az AP
hosszéanak és a refrakter periodusok sajatsagainak kialakitdsaban is.

A TASK-csatornak a Kyp csatornak csaladjaba tartoznak. A TASK-3 (KCNK9 vagy a
legijabb nevezéktan szerint K;p9.1) csatorna az extracellularis pH csokkenésére zarddik

(ICso =pH 6,8) [Duprat és mtsai. 1997], nyitott allapotanak valdsziniisége ugyanakkor
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depolarizacio hatasara kismértékben né [Ashmole et. al. 2009]. A TASK-3 csatornanak tobb
funkciot tulajdonitanak, ilyen példdul az aldoszteronszekrécid befolydsolasa [Czirjak és
Enyedi 2002], tovabba egyes neuronok ingerlékenységének szabalyozdsa [Meuth és mtsai.
2003]. Mindkét funkci6 a TASK-3 nyugalmi membranpotencialt befolyasold hatésara
vezethetd vissza. A TASK-3 emellett feltételezhetden oxigén-szenzorként is funkcional
[O’Kelly és mtsai. 1999].

A jelen értekezésben vizsgalt téma szempontjabol fontos annak felismerése, hogy a
kaliumcsatornaknak szerepiik lehet mind a sejtproliferacid, mind a sejthalél szabalyozasaban.
Tobb megfigyelés tdmasztja ala azt a feltevést, hogy a sejtmembran kaliumcsatornainak
megnyilasa a membran hiperpolarizacidjan keresztiil eldsegiti a kalciumionok belépését a
sejtbe, igy végsO soron fokozza a proliferacio sebességét. Ezt az dsszefliggést tételezték fel
példaul limfocitakon [DeCoursey és mtsai 1984] és melanoma sejteken [Nilius €s mtsai 1993]
(a téma attekintése céljabol lasd [Schonherr 2005]).

A sejtmembranban elhelyezkedd kaliumcsatorndk aktivitasa befolyéassal lehet az
apoptotikus sejthalal folyamatara is. Leirtdk példaul, hogy a kaliumcsatorndk megnyilasa
okozta hiperpolarizacio kloridcsatornakat aktival, és igy kdvetkezményes kloridkilépést okoz,
amit aztan akvaporin csatorndkon keresztiil vizkilépés is kovet [Remillard és Yuan 2004]. A
vizkilépés miatti sejtzsugorodas ugyanakkor egy apoptézist elinditd szignal [Gomez-Angelats
¢és mtsai 2000]. A kalium-, klorid- és vizkilépést kovetd sejtzsugorodas meghatarozé szerepét
a kisagyi szemcsesejtek vandorlasat kovetd apoptotikus sejtszamcsokkenés esetében is
felvetették [Lauritzen ¢és mtsai. 2003], amely folyamatban meghatarozd szerepet

tulajdonitanak a TASK-3 csatorndknak [Maeno és mtsai. 2000].

1.6.2..Mitokondrialis kaliumcsatornak
A kaliumcsatorndk sejtciklus szabalyozasban betoltott szerepének megitélését

bonyolitja, hogy a csatorndk némelyike a mitokondriumokban is megtalalhato. Kimutattak
példaul az ATP-fiiggd, a nagy- és kozepes konduktanciaju kalciumfiliggd, valamint a Kv1.3
tipusu fesziiltségvezérelt kaliumcsatornak jelenlétét a mitokondriumok bels6 membranjaban
[Szewczyk ¢és mtsai 2009]; valamint feltételezték befelé egyeniranyitd kaliumcsatornak
expresszidjat a kiilsé mitokondridlis membranban [Fieni és mtsai 2010]. Jollehet ezeknek a
csatorndknak a pontos szerepe jorészt ismeretlen, léteznek tedridk, amik arra igyekeznek
magyardzatot adni, hogy hogyan befolyasolhatjdk a mitokondriumok miikddését, és ezen
keresztiil a sejtek sorsat. Az emlitett tedridk kozos eleme, hogy a kaliumcsatorndk a

mitokondrialis membranpotencidl (MMP) értékének meghatarozasa révén avatkozhatnak be a
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mitokondriumok mitkddésébe. A jelenleg elfogadott alldspont értelmében a csatornak
megnyilasa a MMP csokkenését idézi eld [Korper és mtsai 2003], amit a mitokondriumok
duzzadasa és az apoptotikus kaszkad aktivalodasa kovet [Remillard €s Yuan 2004].

A mitokondridlis kaliumcsatornak ellentmondédsos szerepét jelzi, hogy nemcsak
aktivalédasuk, hanem gatlasuk is aktivalhatja az apoptotikus utvonalat. Limfocitakban irtak le
példaul, hogy a Kvl.3 csatorndk kolcsonhatasba Iéphetnek a mitokondriumokba
transzlokalodott BAX molekuldkkal. Ennek eredményeként a Kv1.3 csatorna zarodik, a MMP
nd, ami fokozza a reaktiv oxigén intermedierek [reactive oxygen species (ROS)] termelését.
Az emelkedett ROS-produkcio, vélhetéen az MPTP 0Osszeszerelodése és aktivalodasa altal,
citokréom c-felszabadulast eredményez, ami elinditja az intrinzik apoptozist [Szabd €s mtsai.
2008]. A nagykonduktanciaju kalciumfiiggd kaliumcsatornak esetében is felvetettek hasonld
mechanizmust [Cheng ¢és mtsai 2011]. A mitokondrialis K¢,3.1-nek szerepe lehet a sejten
beliili kalciumszignalizacid és a MMP kozotti kapesolat megteremtésében [De Marchi és
mtsai. 2009]; a Karp-csatorndknak pedig az ischémids prekondiciondldsban tulajdonitanak
szerepet [ Yongge ¢és mtsai. 1999].

Az utobbi években szdmos megfigyelés tortént a TASK-3 csatorndk tumorgenezisben
betoltott szerepére vonatkozoan. A megfigyelések egy része a csatorna tumorképzodést

elésegitdé szerepét valdszinlsiti, aminek hatterében az apoptozis gatlasa éallhat. Ezek a

overexpressziojat igazoltdk egyes malignus tumorokban ¢és malignusan transzformalt
sejtvonalakban [Mu és mtsai 2003; Pei és mtsai 2003]. Figyelemre méltdo megallapitas, hogy
csak a funkciondlis (azaz kéliumra permeabilis) TASK-3 csatorna rendelkezik tumorigén
hatéassal [Pei és mtsai 2003], ami azt a latszatot kelti, hogy a tumorképzddést eldsegitd szerep
a csatornan keresztiil torténd tényleges kaliummozgassal kell legyen 0sszefiiggésben.

A TASK-3 csatornak szerepére vonatkozo elképzeléseket bovitik kutatdcsoportunk
korabbi adatai, melyek a TASK-3 csatorna intracellularis elhelyezkedését ¢és
mitokondriumokkal valé kolokalizacidjat igazoljdk [Pocsai és mtsai 2006, Rusznak ¢és mtsai
2008]. Ezen megfigyelések alapjan felmeriilt annak lehetdsége, hogy a TASK-3 csatornak
hasonlé médon befolyasolhatjdk a mitokondridlis mitkkédést, mint a korabban leirt egyéb
mitokondrialis kaliumcsatornak. Ezen feltételezést tamogatja az az Gjkeletli megfigyelés, ami
keratinocitadkban vetette fel a TASK-3 csatorndk mitokondridlis jelenlétét [Toczylowska és
mtsai. 2014].

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

expressziojanak gatlasa a mitokondriumok mitkodésének karosodasat, és végsod soron a sejtek
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pusztulasat idézi eld [Kosztka és mtsai 2011]. Ezen megfigyelés tiikrében indokoltnak lattuk
azon lehetséges utvonalak felderitését, amelyek révén a mitokondrialis TASK-3 csatornak

elésegithetik a melanoma sejtek tulélését.

1.6.3. Az intracellularis kalciumhomeosztazis
A citoplazmatikus kalciumionok az egyik legaltalanosabb jelatviteli utvonal koézponti

elemei. Az ion citoplazmatikus koncentracidja a sejt nyugalmi allapotdban a 10~° mol/l-es
nagysagrendben van; szoges ellentétben az extracellularis tér és a sejtben talalhato
helyzetben akar a  sejtfelszini, akar a  raktarakat elhatarol6 ~membranok
kalciumpermeabilitdsanak minimalis ndvekedése is azt eredményezi, hogy kalciumionok
keriilnek a citoplazméaba, akar egy teljes nagysagrenddel megnovelve ott mérhetd
koncentraciojukat. Ez a citoplazmatikus kalciumkoncentracié-emelkedés az a jel, ami
megvaltoztathatja szamos intracelluléris folyamat aktivitasat.

A citoplazmaban megjelend kalciumionok forrasa lehet az extracellularis tér, ahonnan
a belépés torténhet fesziiltségvezérelt és mechanoszenzitiv kalciumcsatornakon vagy
kalciumpermeabilis ionotrop receptorokon keresztiil A maésik forrast az intracellularis
kalciumraktarak képezik, melyek koziil a legnagyobb tarolo kapacitassal az endoplazmatikus
(izomsejtekben: szarkoplazmatikus) retikulum rendelkezik. A  raktdrakbol torténd
kalciumfelszabadulds rianodin ¢€s IP;-receptorokon (csatornakon) keresztiill megy végbe;
elébbiek nyitvatartasi valoszinliségének legfontosabb szabalyozdja maga a kalcium, utébbiaké
pedig az inozitol-triszfoszfat (IP3) molekula.

A citoplazmatikus kalciumszintnek akkor lehet hatékony szabalyozd szerepe, ha a
koncentracié emelkedését annak gyors normalizalodéasa koveti. Ez atmenetileg bekdvetkezhet
a kalciumionok citoplazmatikus pufferfehérjék (pl. parvalbumin, calbindin, calretinin) altali
megkdtésével; hosszu tdvon azonban gondoskodni kell a citoplazméba keriilt kalciumionok
tényleges eltavolitasarol. Ennek egyik lehetdsége az extracelluldris térbe juttatds, aminek
c€ljabol minden eukariota sejt rendelkezik ATP-fiiggd kalciumpumpaval. Azok a sejttipusok,
amelyek miikodésében a kalciumszignalizacié kiilonosen jelentds (pl. szivizomsejtek,
neuronok), felsziniikon natrium-kalcium kicserélddési mechanizmussal is rendelkeznek. A
citoplazmatikus kalcium eltavolitasanak masik lehetdsége az endoplazmatikus retikulumba
(ER) torténd visszajuttatas; ezt a feladatot a raktarak membranjaban taldlhaté kalciumpumpa

biztositja [SERCA (sarco/endoplasmic reticulum calcium ATP-ase)].
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A kiilsé térbol torténd kalciumbelépés specidlis esete az Un. store-operated calcium
entry mechanizmus (SOCE), ami kapcsolatot teremt a két kalciumforras kozott. A folyamat
lényege, hogy az ER kalciumtartalméanak csokkenése a STIM-1 (stromal interaction molecule
1) — CRAC (calcium release-activated calcium channel protein) rendszeren keresztiil
kalciumbelépést hoz 1étre a felszini membranon keresztiil [ Stathopulos és mtsai. 2013].

A sejtek intracellularis kalciumhomeosztazisanak targyaldsa sordn sziikséges
megemlékezni a mitokondriumok kettés szerepérél is. Ugy tiinik ugyanis, hogy ez a
sejtorganellum a  citoplazmatikus  kalciumkoncentraciotol — fiiggéen  kalciumionok
felszabaditasara és visszavételére egyarant képes [Williams és mtsai. 2013]; azaz egyfajta
puffer szerepet tolt be. A mitokondridlis kalciumfelvételt a belsé membranban taldlhaté nagy
kapacitasu—alacsony affinitdsu kalciumpumpa hozza létre.

A kalciumionok kozponti jelentdsége tobb sejtfunkcid szabalyozasaban is ismert. Ezek
koziil a két legalaposabban vizsgalt teriilet a Ca’" jelentsége az izomkontrakcio és a
neuroneurotranszmitter-felszabadulds szabalyozasaban. Egyre tobb adat utal ugyanakkor a
Ezek a hatasok természetesen egymassal Osszefiiggenek. A kalcium emeli példaul egyes
metabolikus enzimek aktivitasat [Gunter és Gunter 2001], fokozva ezaltal az ATP termelését,
szabalyozasi utvonalnak mindamellett veszélyei is vannak. A tilzott mértéki kalciumfelvétel
ugyanis olyan mértékii ROS-képzddést okozhat, ami a sejt pusztulasat eredményezheti, mivel
a termelddott ROS és a mitokondriumok 4altal felvett kalcium hatasdra fokozdodik a
mitokondrialis membran MPTP expresszidja. A korabbiakban ismertetett okok miatt a
fokozott MPTP expresszid a belsé mitokondridlis membran permeabilitdsdnak fokozodasat
okozza, aminek kovetkeztében aktivalédik az apoptozis intrinzik utvonala [Szabd és mtsai.
2008; Bernardi ¢és Rasola 2007]. Ezen informaciok tiikrében nem meglepd, hogy a
mitokondriumok rendelkeznek olyan mechanizmusokkal, amik a talzott kalciumfelvétellel
szemben jelentenek védelmet [Giorgi és mtsai. 2009]. Irodalmi adatok alapjan ezt a védelmet
az ER ¢és a mitokondriumok egyiittmiikodése biztositja, példaul a mitokondrialis Bcl-2 és Bcl-
X1 molekuldk, valamint az ER IPs-receptorainak kdlcsonhatasa révén [Chen és mtsai 2004].

A kalciumionok tobb tdmadasponton is képesek befolyasolni a sejtciklust. Kimutattak
példaul, hogy a Ras molekulacsalad tagjainak aktivitdsa fiigg az intracellularis
kalciumkoncentraciotol. A Ras molekulacsalad tagjai képesek aktivalni a MAPK (mitogen-
activated protein kinases) ¢és PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase)

kaszkadokat, ezaltal a sejtosztédas folyamatat [Vidwans €s mtsai 2011]. A kalciumionok
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ugyanakkor a sejtmagban is hathatnak, ahol valtozasokat indukalhatnak a génexpresszidban és
fazisvaltasokat hozhatnak Iétre a sejtciklusban [Resende és mtsai. 2013]. Felmertil
ugyanakkor a kérdés, hogy ezeknek a hatdsoknak lehet-e szereplik a daganatos sejtekre
jellemz6 megnovekedett proliferacios és migracios képesség kialakitasaban.

Az eddigi adatok alapjan ugy tlinik, a daganatos sejtek kalciumhomeosztazisanak
nincs olyan eleme, amelyik specifikusan csak benniik jelenne meg. Mas szavakkal, a
tumorsejtek ugyanazon mechanizmusokkal szabalyozzak kalciumhéztartasukat, mint az
egészségesek, jollehet modosult bioldgiai jelentdséggel. Ugy gondoljak példaul, hogy a
tumorgenezis soran a Warburg-effektus (ti. a glikolitikus ATP-termelésre valo atallas) az
oxidativ anyagcsere mérséklése €s a mitokondriumoknak a ROS termékekkel és kalciummal
vald tulterhelésének megeldzése érdekében torténik [Roderick és Cook 2008]. A valtozas
mindemellett a hipoxias kdrnyezethez térténd alkalmazkodas szempontjabol is elonyds.

A daganatsejtekben a kalciumhomeosztazis szamos eleme jarul hozza a Ras €s a hozza
kapcsolodd szignalizacios rendszerek aktivitdsanak fokozasdhoz, segitve ezaltal a
sejtproliferaciot [Ebinu €s mtsai. 1998; New és Wong 2007; Yang és mtsai. 2009]. Kimutattak
példaul, hogy az ER megfeleld mértékii kalciumtartalma, és ezzel egyidejiileg a folyamat
szempontjabol optimalis intracellularis kalciumkoncentracié sziikséges a G1/S és G2/M
fazisatmenetekhez. Ezzel magyarazhat6, hogy a SERCA pumpa [Legrand és mtsai. 2001]
vagy a kalciumbelépés gatlasa [Panner és Wiirster 2006] megakasztja a sejtciklust, és ezaltal

A fentiekben leirtak értelmében a Ras-aktivitas kalciumionok okozta fokozodésa a
MAPK kaszkad aktivalasa mellett [Campbell és mtsai. 1998] serkenti a PI3K utvonal
miikddését is [Engelmann és mtsai 2006], eldsegitve ezzel mind a migracioét, mind az
attétképzodést [Dhillion és mtsai 2007]. Ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak Vidwans és
munkatarsai is, akik a PI3K kaszkadban is szerepet vallalo protein kinaz B (PKB) és mTOR
[mechanistic target of rapamycin (szerin/treonin-kindz)] molekuldkat osszefiiggésbe hoztdk a
melanoma sejtek metasztazisképzo képességével [Vidwans és mtsai. 2011]. Az adatok alapjan
feltételezhetd, hogy ezen utvonalak farmakoldgiai befolyasoldasa modosithatna (optimalis
attétképzését.

Jollehet jelenlegi tudasunk nem teszi lehetévé, hogy a relevans kisérleti eredményeket
egységes elméletté alakitsuk, széleskorli egyetértés van abban, hogy a kalciumionok dontd

attétképzését [Tsuruo ¢€s mtsai. 1985; Martinez-Zaquilan ¢és mtsai. 1998]. Kozvetlen
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bizonyitékot talaltak arra vonatkozodan példaul, hogy az intracellularis kalciumkoncentracié
hatdrozza meg a melanoma sejtek motilitdsanak mértékét [Cox és mtsai. 2002; Chantome és
mtsai. 2009]. Ezt az elképzelést latszik aldtdmasztani az a megfigyelés, hogy a muszkarinos
kolinerg jelatvitel, és ezaltal az intracelluldris kalciumkoncentracid kovetkezményes
valtozasa, tobb tumorféleség esetében is jelentés mértékben befolyasolja a malignitast [Batra

¢s mtsai. 1993; Williams és mtsai. 1993; Oppitz €s mtsai. 2002].

1.6.4. A kolinerg szignalizacio és a muszkarinos acetilkolin receptorok
A kolinerg szignalizacid egy Osszetett rendszer, ami egyarant tartalmaz ionotrop

(nikotinos) ¢és metabotrop (muszkarinos) receptorokat. A nikotinos receptorok mas
csoportositas szerint ligand vezérelt ioncsatornak, amelyek a ligand (pl: acetil-kolin)
kotédésének hatdsara nyitott allapotba keriilnek. Ez a csatorna egy nem-szelektiv
kationcsatorna, mely kalium-, natrium- és kalciumionokra nézve is permeabilis. A nikotinos
receptoroknak fontos szerepiik van az elektromechanikai kapcsolatban.

A muszkarinos acetilkolin receptorok (MR) legismertebb szerepe egyes vegetativ
idegrendszeri hatasok megfeleld célsejtekre torténd atvitele. A MR-oknak 5 altipusa ismert,
ezek koziil a paratlan szamuak (MR1, MR3 és MRS5) a célsejtek IP; termelését fokozzak, ami
végsd soron kalciumfelszabadulast hoz létre az ER-bol. A paratlan szamu receptor altipusok
jelatviteli folyamatai soran a foszfo-lipaz-C (PLC) az IP; mellett diacil-glicerint (DAG) is
termel. A DAG a PKC aktivitds szabalyozasan keresztiil a sejtmiikodést is befolyasolhatja
(lasd 3. abra). Ezen receptorokkal ellentétben az M2 és M4 receptorok aktivalédasa az
intracellularis cAMP-koncentracié csokkentése altal befolyasolja a célsejtek mitkddését. Ezek
a receptor altipusok mas G-fehérjéket aktivalnak, mint a paratlan szamuak: mig a 2-es és 4-es
altipus jelatviteli utvonalait a G; fehérje aktivacidja inditja el, addig az M1, M3 és M5

receptor aktivaciot G4 fehérje aktivitas fokozodasa koveti.
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Extraccllular

3. abra: Kolinerg szignalizacié szerepe a sejtproliferacioban. A kolinerg szignalizacio
metabotrop muszkarinos €s ionotrop nikotinos receptorok dsszességét jelenti. A kolinerg agonistak
(pl: acetil-kolin) altal aktivalt nikotinos receptor az aktivacidt kovetden ioncsatornaként miitkodik
¢s rajta kalciumionok is bejutnak a citoszolba. A muszkarinos receptorok altipustol fiiggden mas
¢s mas G —fehérjéket aktivalnak. Az M1, M3 és M5 altal aktivalt IP; utvonal a sejtek belsd
raktarabol kalciumot szabadit fel. Emellett ezek a receptorok a DAG keletkezésén keresztiil a
PKC-t aktivalva kozvetlen modositja a MAPK utvonal részét képezd Raf aktivitasat. Az M2 és M4
receptorok altal aktivalt utvonalak kozvetleniil a RAS aktivitasat valtoztatjdk meg. Az
intracellularis kalciumkoncentracié emelésen keresztiil a kolinerg receptorok kdzvetve a RAS és
PI3K ttvonalak aktivitasat fokozhatjak. A MAPK és PI3K utvonalak a sejtproliferacio és

sejtciklus szabalyozasaban jatszanak fontos szerepet [Resende és Adhikari 2009].

A muszkarinos receptorok jelentdségét tobb tumorféleségben leirtak. Megallapitottak
példaul, hogy egyes tiidétumor eredetii sejtvonalakban az MR3 fokozza a MAPK kaszkad
aktivitasat és kovetkezményesen a sejtek proliferacigjat. Emellett a receptort dsszefiiggésbe
hoztak olyan génexpresszid-valtozdsokkal is, amik jelentdséggel birnak a metasztazisok
kialakitdsaban. Figyelmet érdemel példaul, hogy M3 géncsendesitést kovetden a foszfo-PKB
szintjének csOkkenését tapasztaltak, mikézben a teljes PKB fehérjemennyiség valtozatlan
maradt [Lin és mtsai. 2014]. A feltételezett Osszefiiggést valosziniisiti, hogy az PKB — a PI3K
kaszkad tobbi molekuldjaval egyiitt — melanoma sejtekben is szerepet jatszik az attétek

kialakitdsaban [Vidwans ¢és mtsai 2011]. Egyes végbéltumorok esetében jelentés MR3
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overexpressziot figyeltek meg. Leirtak tovabba olyan esetet, amikor fokozott
szérumacetilkolin-koncentracié volt detektalhatd, ami az MR3-on keresztiil hatva fokozta a
tumor novekedését [Rosevinge ¢és mtsai 2013]. Emlétumorok esetében a tumor
vaszkularizaciojanak mértékével hoztak osszefiiggésbe a MR-okat [Lombardi €s mtsai. 2013].

A melanoma malignum nagymértékii invazivitasanak megértése érdekében végzett
kutatasok felfedték, hogy a melanoma sejtek a muszkarinos kolinerg szabalyozasi tvonal
szamos elemét expresszaljak [Lammerding-Koppel és mtsai. 1997; Sailer és mtsai. 2000].
Figyelembe véve azt a tényt, hogy az embriogenezis soran a muszkarinos jelatvitelnek fontos
szerepe van a melanocita prekurzor sejtek vandorlasdban [Oettling és mtsai. 1988], indokolt
feltételezni, hogy a MR-ok és a hozzajuk kapcsolédd szignalizacids utvonalak a melanoma
sejtek viselkedésének meghatdrozdsdban is fontos szerepet jatszhatnak. Ennek az
elképzelésnek a megalapozottsagat erdsiti az a tény, hogy felndétt melanocitadkban mind az 6t
MR altipus expresszidjat kimutattdk [Buchli és mtsai. 2001]. E megfigyelések alapjan
elképzelhetd, hogy a melanocitdk rosszindulati elfajuldsa soran a sejtek proliferacios és
migracios hajlama azért fokozodik, mert a benniik megtaldlhaté és aktiv muszkarinos kolinerg
szabalyozasi rendszer visszanyeri embriondlis jellegét [Lammerding-K&ppel és mtsai. 1997,
Sailer és mtsai. 2000; Oppitz és mtsai. 2008].

A muszkarinos kolinerg szignalizacidos utvonal jellemzdéinek ¢és szerepének
meghatarozasara tett eréfeszitések eredményei azt sejtetik, hogy a folyamatban kiilonds
jelentésége lehet a citoplazmatikus kalciumkoncentracio emelkedésének. Ez az elképzelés
olyan kisérleti megkozelitéseken alapul, amelyekben kolinerg agonistakat alkalmaztak, és a
citoplazmatikus kalciumkoncentracié kovetkezményes valtozasait mérték [Sailer és mtsai
2000; Buchli és mtsai. 2001; Noda és mtsai. 1998; Kohn és mtsai. 1996]. Ezek az eredmények
0sszhangban vannak azzal a ténnyel, hogy egyes MR-ok a
foszfolipaz C — IP; — kalciumfelszabadulas Gtvonalra hatnak, ezaltal kiilonféle kalciumfiiggd
mechanizmusokat aktivalhatnak. Kimutattdk azt is, hogy az extracellularis térbdl torténd
kalciumbelépés hozzajarul mas kolinerg valaszokhoz, beleértve az arachidonsav-

Annak ellenére azonban, hogy a muszkarinos receptor—kalcium homeosztazis
szabalyozasi utvonalaknak lathatéan fontos szereplik van a tumorsejtek, ezen beliill a
melanoma sejtek bioldgia folyamatainak meghatarozasaban (lasd pl. [New és Wong 2007]),
tovabbra sincs egyetértés a kolinerg hatdsok melanoma malignumra gyakorolt pontos hatasait

lleten.
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2.Célkitizések

TASK-3-mal kapcsolatos célkitlizéseink

Stabilan transzfektalt TASK-3 géncsendesitett WM35 sejtvonal kialakitasa.
Tranziens TASK-3 géncsendesités invazivabb A2058 melanoma sejtvonalon.

A géncsendesités ellendrzése a TASK-3 specifikus RNS és a csatornafehérje

kimutatasaval (PCR, western-blot).

A TASK-3 géncsendesités mitokondridlis membranpotencialra gyakorolt hatdsanak
vizsgalata.

A sejtek szamat, életképességét €s morfologidjat jellemzo paraméterek meghatarozasa.
Az apoptozis mértékében bekdvetkezd valtozasok regisztralasa.
Muszkarinos kolinerg szignalizacioval kapcsolatos célkitiizéseink

Muszkarinos receptorok expresszidjanak vizsgalata primer és metasztatikus eredeti
sejtvonalakon.

A sejtvonalak karbamil-kolinnal szembeni érzékenységének vizsgalata.

A karbamil-kolin alkalmazas hatasara kialakuldé kalcium tranziensek idobeli

lezajlasanak tanulmanyozasa.

A kalcium tranziensek kialakulasahoz sziikséges kalciumforras meghatarozasa.
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3. Metodika

3.1. Sejttenyésztés
A jelen disszertacidban bemutatott kisérletekben négy huméan melanoma sejtvonalat

hasznaltunk. Egy sejtvonal primer tumorbdl szarmazott [WM35, Fabricant és mtsai. 1977],
harom pedig metasztatikus eredeti volt [HT168-M1, HT199 és A2058; Ladanyi és mtsai,
1995; Lu és mtsai, 1993; Timar és mtsai, 1999]. A sejteket RPMI-1640 tapoldatban (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Ausztria), 37°C-on, 5% CO, és 100% relativ paratartalom
mellett tenyésztettiik. A tapoldatot 10% foetalis borjuszérummal, 2 mmol/l L-glutaminnal,
50 U/ml penicilinnel, 50 pg/ml sztreptomicinnel ¢és 1,25 ug/ml fungizonnal (TEVA,
Debrecen, Magyarorszag) egészitettiik ki. A vegyszereket, ha az nincs masként emlitve, a

Sigma-Aldrich cégtdl vasaroltuk (St. Louis, MO, USA).

3.2. TASK-3 géncsendesitett melanoma sejtvonalak eléallitasa
Egyik korabbi munkank keretében mar készitettiink és teszteltiink egy TASK-3-

specifikus shRNS plazmidot, melynek specificitdsat ¢és alkalmazhatosagat részletesen
dokumentéltuk [Kosztka és mtsai, 2011]. Jelen kisérleteinkhez ugyanezt a plazmidot
hasznaltuk.

A felhasznalni kivant dupla szalit DNS inzerteket és azok komplementer szekvencidit
(sense: 5 GCTCC TTCTACTTTGCGATCA, antisense: 5° TGATC GCAAA GTAGA
AGGAGC) a TASK-3-specifikus shRNS kazettabol allitottuk eld. Kontrollként egy olyan
inzertet készitettiink, ami egyetlen huméan expresszios kaszkaddal sem interferalo, kevert
(scrambled) szekvenciat tartalmazott (sense: 5° TCTCC GGTAC ACTTC TTGATC,
antisense: 5° GATCA AGAAG TGTAC CGGAGA). A fenti inzerteket pRNAT-H1.1/Neo
expresszios vektor BamH I és Hind III pontjai k6z¢ ligaltuk, majd a plazmidokat E. coli
sejtekbe jutattuk. Az alkalmazott plazmid az ampicillin elleni rezisztencia génjét is
tartalmazta, ami lehetové tette a sikeresen transzformalt baktériumtorzsek szelekciojat.

A sikeresen transzformalt, azaz ampicillinrezisztencidt mutatdé baktériumtorzseket
kivalogattuk, és az egyedi kolonidkbdl plazmid DNS-t preparaltunk. Az inzertek jelenlétét
BamH I és Hind III emésztést kovetden agaroz gélelektroforézissel ellendriztilk. Amennyiben
az inzertnek megfeleld sav jelen volt a gélképen, az inzert jelenlétének egyértelmii bizonyitasa
végett az adott koloniabdl szarmazd mintakon szekvenalasi reakciot is végeztiink.

A TASK-3-specifikus és a scrambled shRNS-t tartalmazé vektorkonstruktokkal
WM35 ¢és A2058 melanoma sejteket transzfektaltunk, amihez Lipofectamine 2000
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transzfekcids reagenst hasznaltunk (Invitrogen, Life Technologies, New York, NY, USA). A
transzfekcid utan az A2058-as sejteket 4 napig RPMI tapoldatban tenyésztettiik. A WM35
tenyészetek esetében klonszelekciot végeztiink, aminek céljabol a transzfekcid utan két nappal
1 g/l geneticin-szulfatot (Roche, Mannheim, Németorszag) adtunk az RPMI oldathoz. Ebben
a kozegben csupan a transzfektalt sejtek éltek tul. A szelekciot kovetden az egyedi klonok
koziil RT-PCR és Western-blot technika alkalmazasaval valasztottuk ki azokat, amikben a
TASK-3 expresszidja a legerdteljesebben csokkent. A sikeresen transzfektadlt WM35

tenyészeteket a tovabbiakban geneticin-tartalmu tapoldatban tenyésztettiik.

3.3. RT-PCR
A transzfektalt és nem-transzfektalt sejtkultirakbdl teljes RNS-frakciot izolaltunk,

amihez Trizol reagenst (Ambion, Life Technologies) és Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitet
(Qiagen, Hilden, Németorszag) alkalmaztunk. Az Omniscript RT Kit (Qiagen)
felhaszndlasaval mintanként 1 pg izolalt RNS-bdl reverz transzkripcidt végeztiink. A TASK-
3-specifikus c¢DNS szekvencidkat 5'GGGAAGTACAACATCAGCAGC (sense) ¢s
5S'"CCGAACCCAATGGTAGTCAA (antisense) primerek felhasznalasaval erdsitettiik fel. A
PCR reakcidelegy 50 ul mennyisége a reakciopuffer mellett 2 ul sense és 2 pl antisense
(Promega, Madison, WI, USA) tartalmazott. A mintakban jelenlévé TASK-3-specifikus
szekvencidk sokszorozasa céljabol a reakcidelegyet denaturaltuk, majd 35 PCR ciklusnak
vetettilk ala. A ciklus minden eleme harom fazist tartalmazott: denaturalas (94°C, 60 s),
primerk6tédés (62°C, 60 s) és lanchosszabbitas (72°C, 90 s). Az utolséd ciklust kdvetden a
mintat még 10 percen at 72°C-on tartottuk, ami tovabbi lanchosszabbitasra adott lehetdséget.
A PCR reakciét egy Bio-Rad C-1000 tipusu késziilékben hajtottuk végre (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

Minden minta esetében sor keriilt a B-aktin-expresszié meghatarozasara is, amihez [-
aktin-specifikus primereket hasznaltunk (sense: 5’"CCAACCGCGAGAAGATGA, antisense:
5S'"CGTGGATGCCACAGGACT). A primereket a Primer Premier szoftverrel terveztiik
(Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA). A B-aktin-specifikus primert tartalmazo
elegyet a kovetkezd PCR programnak vetettiik ald: denaturalas (95°C, 2 perc), 35 PCR ciklus
[denaturalas (94°C, 30 s); primerkdtddés (54°C, 30 s) és lanchosszabitas (72°C; 60 s)], végiil
egy ujabb lanchosszabitasi fazis (72°C, 6 perc). A negativ kontroll kisérletekben a ¢cDNS-t
nukledzmentes vizre cseréltik. A PCR termékeket EZVision DNS-jelolo festékkel
elegyitettilk (Amresco, Solon, OH, USA), majd 1,5%-o0s agardz gélben futtattuk. A gélképet
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Fujifilm Labs-3000 dark box alkalmazésaval digitalizaltuk (Fujifilm, Tokyo, Japan), majd
azon denzitometrias analizist végeztiink (ImageJ; NIH, Bethesda, MD, USA). A TASK-3-
specifikus savokhoz tartoz6 intenzitasértékeket mindenkor a nekik megfeleld [-aktin-

specifikus savokra normalizaltuk.

3.4. Western-blot
A transzfektalt és nem-transzfektalt melanoma sejtkultarakbol teljes sejtes lizatumot

készitettiink, majd a mintdkon Western-blot analizist végeztiink. A sejtlizatum készitéséhez
lizispuffert hasznaltunk, aminek osszetétele a kovetkezd volt: 20 mmol/l TRIS-HCI, 5 mmol/l
etilénglikol-tetraecetsav  (EGTA), 1 mmol/l 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid és
20 umol/l leupeptin (pH =7,5). Els6ként meghataroztuk a mintak fehérjetartalmat (BCA
protein assay kit, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA), majd a lizdtumhoz 1/5
térfogatu, 5x-0s toménységl elektroforézis mintapuffert adtunk. A mintapuffer 310 mmol/l
Tris-HCI-t, 10% SDS-t, 50% glicerint, 100 mmol/l 1,4-ditiotreitolt és 0,01% bromfenolkéket
tartalmazott (pH = 6,8). A mintat 5 percen at 80°C-on tartottuk, majd mintanként 20-50 pg
fehérjét vittiink fel az egyes oszlopokra. A mintékat 7,5%—15%-os akrilamid-gélen futtattuk.
Az elvalasztas utan a mintakat nitrocellul6z membranra vittiikk 4t (Bio-Rad). A membrénhoz
kotddott fehérjeket 5% tejport tartalmazd foszfat-pufferelt fiziologids sooldattal (PBS,
pH =7,4) blokkoltuk 30 percig. A primer antitestet (1. tablazat) egy éjszakan at hagytuk a
membranon (4°C). Mosas utan (3 x 10 perc) tormaperoxiddzzal konjugalt masodlagos
antitesttel torténo inkubacid kovetkezett (1 h, szobahog).

Az immunreaktiv savokat Pico vagy Femto detektald kit alkalmazéasaval (Thermo
Scientific), kemilumineszcens modon tettiik lathatova, majd a specifikus csikokat Fujifilm
Labs-3000 dark box segitségével digitalizaltuk. A fehérjeexpresszio kvantifikalasdhoz
hattérkorrigalt denzitometriat végeztiink (ImageJ). A TASK-3-specifikus savok optikai

denzitasat mindig ugyanazon mintak p-aktin-specifikus sévjaira normalizaltuk.
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1. tablazat: Az alkalmazott antitestek tulajdonsagai

Elsédleges antitestek

Az antitest specificitasa Az alkalmazott higitas :trf:li;l?:tl‘izell; it Gyarto
S100 fehérje 1:100 egér Sigma®
AIF 1:200 nyul Santa Cruz®
B-aktin 1:200 nyul Santa Cruz
MRI1 1:200 nyul Sigma
MR3 1:200 nyul Sigma
TASK-3 1:200 nyul Alomone®
SDHA 1:200 nyul Abcam*
GAPDH 1:200 nyul Novus®
Citokrom ¢ 1:200 egér Santa Cruz

Masodlagos antitestek

et pedtidtionts s | aaatamuonigiis | A et | Gy
Nyul IgG-FITC 1:500 kecske Vector’
Egér IgG-FITC 1:500 kecske Sigma
Nyul IgG-HRP 1:500-1:1000 kecske Bio-Rad
Egér I[gG-HRP 1:500-1:1000 kecske Bio-Rad
Egér IgG-Texas Red 1:500 16 Vector
Nyul IgG-Cy5 1:500 kecske Life Technologies"

Sigma, Saint Louis, MO, USA

®Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA
“Alomone Labs, Jerusalem, Israel

‘Novus Biologicals, Cambridge, UK

“Abcam, Cambridge, UK

Vector, Burlingame, CA, USA

¥Bio-Rad, Philadelphia, PA, USA

hLife Technologies, Carlsbad, CA, USA

Roviditések: AIF: apoptdzist indukald faktor; MR1: muszkarinos receptor, 1. altipus; MR3: muszkarinos
receptor, 3. altipus; TASK-3: TWIK-related acid-sensitive K" channel; SDHA: szukcinat-dehidrogenaz, A
alegység; GAPDH: glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz; FITC: fluoreszcein-izotiocianat; HRP: torma-
peroxidaz; Cy5: cianin5.

3.5. A mitokondrialis membranpotencial vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencidl (MMP) tanulmanyozaséhoz a kisérletek egy
részében  JC-1  fluoreszcens  festéket  haszndltunk  (1-[(1,3-dietil)-(5,6-diklor)-
benzoimidazolium]-3-[(1,3-dietil)-(5,6-diklor)-benzoimidazol]-prop-1-én-jodid, Invitrogen).
A JC-1 a nem funkcidoképes vagy nem aktiv (azaz depolarizalt) mitokondriumokban monomer
allapotban van jelen; erdsen polarizalt, azaz funkcidképes ¢és aktiv mitokondriumok
belsejében pedig un. J-aggregitumot képez. 485-515 nm hullamhosszisagh fénnyel

gerjesztve a monomer forma emisszidos maximuma 530 nm-en, mig a J-aggregatumé 595 nm-
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en regisztralhatd [Perelman és mtsai, 2012]. El6bbi z6ld, utdbbi narancssarga-piros szinnek
felel meg.

A JC-1 alkalmazésaval végzett kisérletek elvégzését megeldzden a festéket dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldva 2,5 mg/ml koncentracidju torzsoldatot készitettiink. A kisérletek
soran a torzsoldatot RPMI-1640 tapoldattal 5 pg/ml végkoncentracidra higitottuk. A
festékoldat 2,5 mmol/l probenecidet €s 10% marhaszérumbdl izolalt albumint (BSA) is
tartalmazott.

A melanoma sejteket 12 mm vagy 30 mm atmérdjii fedélemezeken, 60-90%-o0s
konfluenciaig tenyésztettilk. A lemezeket 30 percig JC-1-tartalmu, majd ujabb 30 percig
fest¢kmentes, de probenecidet tartalmaz6 RPMI-oldatban 37°C-on inkubaltuk. A toltés
végeztével a fed6lemezeket festékmentes inkubald oldatban a mér6kamraba helyeztiik. A
fluoreszcens felvételeket Zeiss LSM 510 Meta konfokalis mikroszkoppal készitettiik (Zeiss,

Oberkochen, Németorszag).

GFP JC-1 monomer JC-1 J-forma

A2

GFP+/JC-1-

GFP+{JC-1+ "

4.4abra: A JC-1- és GFP-specifikus, zold szinnek megfelel6 fluoreszcenciaemisszio
elkiilonitése. [A1-A3] GFP-t expresszalo sejteket tartalmazo, JC-1-mentes sejtkultura. [A1] A
GFP-specifikus beallitas mellett kapott kép (gerjesztés: 488 nm; emisszio: 500-515 nm). [A2] A
JC-1 monomerre specifikus bedllitds alkalmazasaval késziilt felvétel (gerjesztés: 514 nm;
emisszio: 530-545 nm). [A3] A J-aggregatumra specifikus beallitdssal kapott kép (gerjesztés:
514 nm; emisszio: 580—-620 nm). [B1-B3] Rendre ugyanazon beallitasok, mint az [A1-A3] képek
esetén, azzal a kiilonbséggel, hogy az itt lathato sejteket eldzdleg JC-1-gyel toltottik fel. A
csillagok két GFP-specifikus emissziot is mutatd sejtet jelolnek. Megallapithato, hogy a GFP-
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specifikus emisszi6 nem lathatdé sem a JC-1 monomerre, sem a J-aggregatumra specifikus mérési

koriilmények kozott.

A JC-1 alkalmazasaval végzett kisérletek soran egy olyan problémaval keriiltiink
szembe, amire a konfokalis mérések paramétereinek koriiltekinté megvélasztadsa volt a
megoldas. A probléma lényege, hogy a TASK-3 fehérje szintézisének gatlasa céljabol a
sejtekbe juttatott nukleotidszekvencia tartalmazott egy olyan részt, amelyik a zold-
fluoreszcens fehérjét (GFP) kodolta. Ezen elrendezés eldnye kézenfekvd: a sikeresen
transzfektalt sejtekben szintetizalodd GFP jelenléte magatol értetddové teszi a transzfektalt
(azaz TASK-3 géncsendesitett) klonok azonositasat. A nehézséget az okozta, hogy a GFP és a
JC-1 spektralis tulajdonsagai hasonldak, igy a GFP jelenléte befolyasolhatta volna a JC-1
mérések kivitelezhetdségét. A gondok athidalasa érdekében sziikségessé valt a gerjesztési és
emisszios hullamhosszak optimalis megvalasztdsa. Az altalunk hasznalt elrendezés
paramétereit és azok alkalmazhatosagat a 4. dbra demonstrdlja. A bemutatott felvételek
alapjan nyilvanvald, hogy az A4ltalunk megvalasztott hulldmhosszak alkalmazasaval
elkeriilhetd volt a GFP- és JC-1-eredetii fluoreszcencidk interferenciaja.

A konfokalis felvételek elkészitéséhez 40x-es nagyitasi ¢€s 1,3-as numerikus
aperturaju C-Plan Neofluar olajimmerzios objektivet hasznaltunk. Az egyedi képek optikai
szeletvastagsaga 2,5 um, nagysdga pedig 512 pixel x 512 pixel volt. Bizonyos esetekben
nagyobb nagyitast, 1 um-es optikai vastagsdgu képek is késziiltek, amit 3x-os szoftveres
nagyitassal allitottunk elé. A fluoreszcenciaintenzitdsok szamszerlsitését az Imagel
programmal végeztiik. A MMP jellemzése érdekében az egyedi melanoma sejteket kiilonalld
tertiletekként (,,region of interest”, ROI) jeloltiik ki. Egy ROI teljes teriiletén meghataroztuk a
hattérkorrigalt z6ld ¢és piros fluoreszcenciaintenzitasokat, majd a MMP értékét a
hattérkorrigalt piros/z6ld fluoreszcenciaintenzitds aranyaval jellemeztiik. Jollehet munkank
soran nem tettlink kisérletet arra, hogy a fluoreszcenciaintenzitdsok aranyat tényleges
fesziiltségértékre kalibraljuk, a kapott értékek bemutatdsa és értelmezése sordn a MMP
kifejezést fogjuk alkalmazni.

Mivel a mért fluoreszcenciaintenzitas-értékek fiiggnek a sejtek altal felvett festék
mennyiségétol, lehetdség nyilt a festékfelvétel (FF) mértékének becslésére, amit az alabbi

Osszefiiggés alkalmazasaval végeztiink:

FF= Sejtpiros _Héttérpiros + Sejt o —Hatter
Héttér Hattér, , D

piros
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Mig a JC-1 festék bemutatott alkalmazésa egyes sejtek esetében tette lehetdvé a MMP
vizsgalatat, a 1-[(3-hexil)-benzooxazolium]-3-[(3-hexil)-benzooxazol]-prop-1-én-jodid
[DiOC6(3), a késdbbiekben csak DiOC6] nevii festék hasznalata ugyanezt sejtpopulacidkon is
megengedte. A DiIOC6 egy olyan fluoreszcens festék, aminek mitokondridlis matrixban
torténd akkumulédcidja a mitokondridlis membranpotenciadltol fiigg. A kisérletek soran a
sejteket 40 nmol/l DiOC6-t tartalmazo oldattal inkubaltuk (30 perc, 37°C), amit PBS-sel
torténd mosas kovetett. A sejteket tripszinnel felszedtik, majd az igy -eldallitott
sejtszuszpenzidt BD FACS Calibur flow-citométerrel vizsgaltuk (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). Az ¢l sejteket fényszoérasi paramétereik alapjan valogattuk ki. A MMP
nagysaganak jellemzésére 10 000 sejt atlagos DiOC6 fluoreszcencidjat hasznaltuk (FL1-H;
[Perry €s mtsai 2011]).

3.6. A mitokondrialis membranpotencial valtozasainak nyomon kévetése
A MMP idébeli valtozasait JC-1 festékkel toltott sejteken, Zeiss Axioskop

mikroszkopra épitett fluoreszcens képalkotd rendszerrel vizsgaltuk (Till Photonics GmbH,
Grifeling, Németorszag). A rendszer egy xenon-lampat tartalmazé Polychrome V
fényforrasbol, egy 1,4 megapixel felbontasti kamerabol (SensiCam, PCO AG, Kelheim,
Németorszag) és egy vezérloegységbdl allt, amit a Till Vision szoftver vezérelt (verzidszam:
4.0.1.3). A MMP valtozasat a J-aggregatum emisszidjanak idébeli modosulasa jelezte. A J-
aggregatumra jellemz6 fluoreszcenciaintenzitds valtozasait 590 nm-en detektaltuk, egy erre
alkalmas emisszi6s szlird (Omega 590 LP; Drive Brattleboro, VT, USA) és dikroikus tiikor
(590 DRLP; XF2019, Omega Drive) alkalmazasaval. A gerjesztési hulliamhosszat 561 nm-re
allitottuk. A videdk készitése soran 4 x 4-es binninget hasznaltunk, a képkockak
260 pixel x 340 pixel felbontasuak voltak. A mintavételezés 2 Hz frekvenciaval tortént, a
képenkénti expoziciés idé 50 ms volt. A fluoreszcens fakulds mértékének csokkentése
érdekében a lehetd legalacsonyabb gerjesztd fényintenzitast alkalmaztunk, ami altalaban a
fényforras maximalis intenzitasdnak 10%-a volt.

A mérdkamra tlrtartalma 3 ml volt. A kontroll Hanks-oldat folyamatos dramlasat egy
tobbcsatornas perfuzids rendszer biztositotta, amivel 3 ml/perc dramlési erdsséget allitottunk
be. A fluoreszcenciaintenzitas valtozasait szobahOmérsékleten, 40x-es nagyitasi Plan
Apochromat vizimmerzids objektivvel kdvettik nyomon (Zeiss). A mérés kezdete eldtt a
kamera latoterében tobb, egyedi sejtet tartalmazd teriiletet jeloltiink ki (ROI). Ugyancsak
definidltunk egy sejtmentes teriiletet, amire a hattérintenzitasra torténd korrekcid végett volt

sziikség. A mérés soran a méréprogram un. ,kinetic view” modjat alkalmaztuk, ami lehetdvé

29



tette, hogy a kijelolt ROI-k atlagos fényintenzitds-valtozésait az id6 fliggvényében kovessiik
nyomon. A mért fényintenzitdst a rendszer Onkényes egységekben adta meg (AU).
Mitokondrialis depolarizaciot karbonil-ciano-3-klor-fenilhidrazon (CCCP) felhasznalésaval
valtottunk ki. A CCCP a terminalis oxidacid és az ATP-szintézis szétkapcsolasaval valtja ki a
MMP csokkenését [Ganote és Armstrong, 2003]. A CCCP alkalmazasakor manualisan
valtottuk a perfizids rendszer kontroll oldatot (Hanks-oldat) és Hanks-oldatban oldott CCCP-t
aramoltatd csatornai kozott. A mitokondridlis depolarizacidt a J-aggregatumra specifikus
fluoreszcenciaintenzitas csokkenése jelezte.

A kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a gerjesztési fényintenzitas alacsony volta
ellenére az emisszid intenzitasa folyamatosan csokkent. A fakulassal kapcsolatos folyamatok
esetén feltételeztiik az elsérendt kinetikat, ezért a fluoreszcenciaintenzitas-csokkenést
exponencialis fiiggvénnyel (2. egyenlet) illesztettiik. Az exponencialis tagok szamat (3 db) a
kiértékelés optimalizalasa soran hataroztuk meg.

-t -t -t
Y:Al*etl -I-A2*€t2 -I-A3*et3 +Y6 (2)

Az ezen fakulésra torténd korrekcid érdekében a regisztrélt fluoreszcenciagdrbék elso
200 s-os szakaszat egy harom exponencidlis tagot tartalmazd egyenlettel illesztettiik. A
fakulasra kompenzalt gorbéket a nyers mérési adatok és az illesztési paraméterek alapjan
rekonstrudlt csokkenés segitségével dallitottuk eld. A CCCP hatds nagysaganak
meghatarozasakor a CCCP-indukalt fluoreszcenciavaltozast az alabbi egyenlet segitségével

szamoltuk:

AF = F o Fmin (3)5

rest
ahol F.. a CCCP adasa eldtti, Fpi, pedig a CCCP adasa utani érték; mindkét esetben a
fakulasra kompenzalt gérbét vettiik figyelembe. A jelolt fényintenzitasi értékeket kozvetlentil
a CCCP adéasa el6tt és utan, egy-egy 50 s hosszl szakasz figyelembe vételével hataroztuk

meg.

3.7. MTT életképességi és proliferacios esszé
Az MTT-esszéhez 96-lyukt tenyészté edényekbe Ilyukanként 5000 sejtet

szélesztettiink. A szélesztést kovetd elsé €s harmadik napon kétszer mostuk a sejteket
kalcium- és magnéziummentes PBS-sel (CMF-PBS). Ezt kovetden a sejteket MTT-reagenst
tartalmaz6 PBS oldatban inkubdltuk [0,5 mg/ml 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetraz6lium bromid; Alfa Aesar GmbH, Karlsruhe, Németorszag; 37°C, 2-4 6ra]. Az

inkubaciot kovetéen a feliiluszot eltavolitottuk, és a keletkezett formazan kristalyokat a
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lyukakba toltott MTT szolubilizald oldattal feloldottuk (30 perc). A formazankoncentraciot
fotometrids uton hataroztuk meg (550 nm; Microplate Reader Model 550, Bio-Rad).

3.8. A mitokondrialis DNS mennyiségének meghatarozasa
A transzfektalt és nem-transzfektalt sejtkultirakbol teljes RNS-frakciot izolaltunk,

amihez Trizol reagenst (Ambion, Life Technologies) és Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitet
(Qiagen, Hilden, Németorszag) alkalmaztunk. Mintanként az Omniscript RT Kit (Qiagen)
felhasznalasaval 1 pg izolalt RNS-bdl reverz transzkripciot végeztiink. A reakcidt egy
programozhatd6 PCR gépben (Bio-Rad) a kit gyartdjanak (Qiagen) utmutatdsai szerint
hajtottuk végre. A mitokondridlis és a sejtmag DNS-t qPCR reakcio segitségével
sokszoroztuk fel a cDNS-bdl a Light-Cycler 480 System (Roche, Mannheim, Németorszag)
késziilékben Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas, Glen Burnie, MD,
USA) felhasznalasaval. A qPCR reakci6 elegy 5 pul Master Mixet, 1 pl primer elegyet, 2 ul
cDNS-t és 2 pl nukleazmentes vizet tartalmazott. A miivelet soran Bai és munkatarsai [2011]
altal dokumentalt specifikus primereket alkalmaztuk. Ezek a primerek a nuklearis genomban
1évo SIRT-1 és a mitokondrialis DNS-ben taldlhato 16S szakaszon 1évo géneket ismerték fel.
Ezek a primerek a nukledris genomban 1évé SIRT-1 és a mitokondridlis DNS-ben talalhat6
16S  szakaszon 1évé géneket ismert¢k fel. A  mitokondridlis DNS-t 5°-
CTATGTCGCAGTATCTGTCTTTG-3’ (forward) és 5’-
GTTATGATGTCTGTGTGGAAAG-3’ (reverz) primerek felhasznéalasaval erdsitettiik fel, a
nukledris DNS-t pedig a 5’-GTTTGTGTGCTATAGATGATATTTTAAATTG-3’ (forward),
5’-CATTAAACAGTCTACAAAACATAT-3’(reverz) primerek alkalmazéséaval
amplifikaltuk. Egy adott minta genomi €s mitokondrialis DNS-tartalmanak meghatarozasa
parhuzamosan tortént, amihez a Lagouge ¢és mtsai [2006] altal ismertetett eljarast
alkalmaztuk. A mitokondrialis és genomi DNS aranya feltételezhetéen a sejtenkénti atlagos
mitokondrium szam mértékétdl fligg. A mitokondriumok szamdnak jellemzésére —ebbdl
kovetkezden- a mitokondrialis- és genomi DNS mennyiségének hanyadosat alkalmaztuk. Ezt

az abran az un. H2/H1 hanyadosként tiintettiik fel.

= /w7

crcr

fluoreszcens indikator acetoximetilészter (AM) formgjat alkalmaztuk (Invitrogen). A festék
optimalis gerjesztési hullamhossza 494 nm, emissziés maximuma 515 nm. A festéket

torzsoldatabol (2 mmol/l; DMSO-ban oldva) 2,5 mmol/l probenecid és 1% BSA tartalmt
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Hanks-oldatban higitottuk ki. A festék végkoncentracidja 2 pmol/l volt. A 12 mm-es
fedélemezre szélesztett melanoma sejteket 30 percig festéktartalmu, majd wjabb 30 percig
festékmentes Hanks-oldatban inkubaltuk (37°C). Az eljaras elegend6 idot biztositott a festék
¢észter csoportjainak hidroliziséhez.

A kalciumkoncentracido méréséhez hasznalt képalkoto rendszer (Zeiss, Till Photonics)
megegyezett a 3.6 fejezetben leirtakkal; ugyanakkor néhany komponenst a Fluo-4 festék
optikai sajatsagaihoz kellett igazitanunk. Ennek megfeleléen LP515 emisszios szlird (Omega
Drive) ¢és QS505DRLP XR dikroikus tikor (XF2010, Omega Drive) kombinacidjat
alkalmaztuk, a festék gerjesztésére pedig 494 nm-en keriilt sor. A kalciumtranzienseket a

kolinerg agonista karbamil-kolin (karbakol, CCh) alkalmazasaval valtottuk ki.

3.10. A CCh dézis-hatas gorbe meghatarozasa
A méréseket konfluens melanoma sejtkultarakon végeztiik, Flex Station II 384 High

Troughput Screening System késziiléket alkalmazva (Molecular Devices, San Francisco, CA,
USA). Egy nappal a kisérlet elétt 96-Iyuku, fekete oldalt, Greiner-lemezekbe lyukanként kb.
20 000 sejtet szélesztettiink (,,teszt lemez”; Greiner Bio-One North America Inc., Monroe,

NC, USA). Egy masik 96-lyuku lemezbe (,,vegyszeres lemez”; Sarsted AG and Con,

crer

crer

a ,.teszt lemezen” alkalmazni kivant CCh-koncentracio-sémanak. A mérés elott a tenyésztett
sejteket Fluo-4 AM festékkel toltottiik, lyukanként 100 pl festékoldatot hasznalva. A Fluo-4
fluoreszcenciaértékeit egy sorban (8 lyuk) egyidejiileg mértiikk. A kapott fényintenzitas-
értékeket a miiszer relativ fluoreszcenciaintenzitdsként rogzitette (RFU). A dozis-hatés
Osszefiiggés tanulmanyozasa érdekében 7 kiilonbozé CCh-koncentraciot alkalmaztunk.
Minden koncentraciét kiilon oszlopban vizsgaltunk oly modon, hogy minden oszlop 7 lyukat
tartalmazott. A lemezek minden oszlopanak 8. lyukdba kontroll, azaz CCh-mentes Hanks-
oldatot pipettdztunk, és segitségével az oldatcsere altal okozott floureszcenciaintenzitas-
valtozast hatdroztuk meg (adagolési kontroll).

A mérések soran a gerjesztd hullamhosszat 495 nm-re, az emisszios hullamhosszat
pedig 520 nm-re allitottuk. A kisérlet tartama 5 perc volt, melybdl az els6 30 s az alapvonal
meghatdrozasara szolgalt. Az adott CCh-koncentraciohoz tartoz6 egyedi mérési pontokat a
250 s hosszan tart6 CCh-adagolashoz tartoz6 maximalis fluoreszcenciaintenzitasként kaptuk.

A mért fényintenzitas-értékeket eldszor az alapvonalra, majd az adagolasi kontroll értékeire
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korrigdltuk. Ezt kovetden egy adott lemezen beliil az azonos CCh-koncentracioval kezelt

lyukak értékeit atlagoltuk, majd ezeket az atlagokat a 4. egyenlettel illesztettiik.
1

p
CCch (4)
EC,,

RFU =RFU__ —(RFU,__—RFU_.)

1+

A 4. egyenletben az RFU az egyes CCh-koncentraciokhoz tartozo fluoreszcenciaintenzitas-
érték onkényes egységekben; RFU . az adott ,,teszt lemezen” mért intenzitasértékek kozil a
legnagyobb; RFU,,;, az adott ,.teszt lemezen” mért intenzitasértékek kozil a legkisebb; Cecn a
CCh koncentracioja mol/l-ben; ECsy a félhatasos koncentracid; p pedig a receptor
aktivalasdhoz sziikséges atlagos ligandumszam. Az igy meghatarozott RFU értékekbdl egy

receptortelitettséget jellemzo valtozot (Y) generdltunk az alabbi mdodon:

y_ RFU-RFU,,
B _ 4,
RF Umax RF Umin
majd az Y felhasznalasaval elvégeztiik a Hill-féle illesztést:

Y
lg Ty = plg(Cee, ) - pIE(ECs,) ©)

Az egyenleteket két allapot kozotti megoszlast leird modell alapjan dolgoztuk ki. A ligand és
a receptor kozott dinamikus egyensuly all fent. A ligandot egyaltaldan nem kotd receptornal a
receptor telitettséget Y = 0-nak tekintettiik. Ebbol kdvetkezOen az adott ,,teszt lemezen” mért
intenzitasértékek koziil a legkisebbnél (RFUpi,) Y ezt az értéket veszi fel. Kis mennyiségli
ligand kotddése esetén a receptor jelatviteli ttvonalai még nem aktivalodnak, de facilitalodik
tovabbi ligandok kotddése a receptorhoz. Megfeleld szdmu ligand kotédése mar aktivalja a
fluoreszcensen is detektalhato jelatviteli utvonalakat és az adott ,teszt lemezen” mért
legnagyobb fluoreszcencia intenzitds (RFU ) esetén az Y értéke 1-et vesz fel. A maximalis
ligandkotddés €s a ligandmentes receptorok kozotti koztes ligandszamu allapotok életidejét

elhanyagolhatonak tekintettiik.

3.11. Az apoptozis és nekrozis iranyaba elkotelezett sejtek aranyanak
meghatarozasa
A melanoma sejteket 12 mm atmérdjii fed6lemezekre szélesztettiik és 50-70%-0s

konfluenciaig tenyésztettiik. Az apoptozis és nekrozis mértékének megallapitasa érdekében a

sejteket PBS-sel mostuk (3 x 3 perc), majd 2 pg/ml fluoreszcein izotiocianattal (FITC)
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konjugalt annexin V-tel valamint 3 pg/ml propidium-jodiddal inkubéltuk azokat (10 perc,
szobahd). Az inkubélés utan a sejteket PBS-sel mostuk, majd fixalas nélkiil polivinil-alkohol-
polimerbe (Mowiol) agyaztuk. Az annexin V- és propidium-jodid-specifikus fluoreszcenciat
konfokalis mikroszkdppal detektaltuk. A gerjesztési és emisszios hulldmhosszak 488 nm ¢és
505-550 nm (annexin V), valamint 543 nm ¢és 560-590 nm (propidium-jodid) voltak. A
FITC-konjugalt annexin V alkalmazasa soran csak a sejtfelszini jelolodést tekintettiik

apoptotikus jelnek.

3.12. Mitokondriumban gazdag, valamint citoszdl frakciok izolalasa és
vizsgalata
A mitokondriumban gazdag és citoszol frakciokat egy korabban kidolgozott protokoll

alapjan izolaltuk [Frezza ¢és mtsai, 2007]. A mivelet soran a T150 tenyésztdedényekben
tenyésztett melanoma sejteket (cca 5 x 107) 0,08 m/V% tripszint és 0,15 m/V% etiléndiamin-
tetraacetatot (EDTA) tartalmaz6é CMF-PBS oldattal emésztettilk, majd a tripszin hatasat
OtszOroés mennyiségli tapoldattal (RPMI-1640) leallitottuk. A sejtszuszpenziot 50 ml-es
centrifugacsovekben gylijtottiik Ossze és 600g-n centrifugaltuk (10 perc; Heraus Biofuge
Stratos Centrifuge, Thermo Scientific). A feliilisz6t eltavolitottuk és az iiledéket 1 ml
izolacios pufferben (IBC) szuszpendaltuk (10 mmol/l Tris-MOPS buffer, 200 mmol/l
szahar6z, 1 mol/l EGTA; pH=17,4). A szuszpenzidt teflon homogenizaloba pipettaztuk
(VWR, Radnor, PA, USA) ¢és 40 fel-le mozdulattal homogenizaltuk. A homogenizalt oldatot
1,5 ml-es Eppendorf csdébe vittiik at (Eppendorf, Hamburg Németorszag), majd centrifugaltuk
(600g, 10 perc). A feliiluszot egy 4j Eppendorf csébe pipettaztuk, mig a sejtmagokban gazdag
iiledéket protedz inhibitort tartalmazod lizispufferbe vittiik at (20 mmol/l Tris-HCI, 5 mmol/l
EGTA; pH=1,5). Ezen sejtmagokban dus frakciot Western-blot kisérletekhez hasznaltuk.

A feliilaszot ultracentrifugaltuk (10 000g, 10 perc), majd az igy kapott — citoszolban
dus frakcionak megfeleld — feliiluszot athelyeztiik egy uj Eppendorf csObe. Az iiledéket, azaz
a mitokondriumban gazdag frakciot, 0,2 ml IBC oldattal mostuk és 0,5 ml IBC-ben ujra
szuszpendaltuk. Mind a citoszolban, mind a mitokondriumban gazdag frakciot tjra
centrifugaltuk (10 000g, 10 perc). A mitokondriumfrakcié {iledékét protedz-inhibitort
tartalmazo lizispufferbe helyeztiik, és Western-blot kisérletekhez készitettiik eld. A citoszol
frakciohoz csak protedz-inhibitort adtunk, mivel ez a szuszpenzid6 mar 6nmagéaban is egy
Western-blot mérés el0készitésére alkalmas mintat eredményezett. A mitokondrium ¢és a
citoszol frakcidkban a citokrom c detektalasat Western-blot kisérletekkel végeztik (15%-o0s

akrilamid gél, oszloponként 20—40 pg fehérje). Az elektroforézis utdn a mintédkat 0,45 um
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porusméretli nitrocelluloz membranra transzferaltuk, 5% tejpor-tartalmi PBS-sel blokkoltuk,
¢s citokrom c-specifikus antitesttel jeloltiik (1.tablazat) egy ¢&jszakan at, 4°C-on. Az
immunreakcidt tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos antitest alkalmazasaval tettiik lathatéva
(1 6ra, szobahd). Az izolalt frakciok tisztasagat glicerinaldehid-foszfat dehidrogenédzra
(GAPDH) ¢és szukcinat-dehidrogenaz A alegységére (SDHA) specifikus antitestekkel
ellendriztiik (1. tdblazat). A specifikus sdvokat ebben az esetben is tormaperoxidaz-konjugalt

masodlagos antitesttel tettiik 1athatova.

3.13. Kaszpaz-3 esszé
A kaszpaz-3 aktivitasat Caspase 3/CPP32 kolorimetrids protein esszével mértiik, a

gyartd (Invitrogen) instrukcidinak megfelelden. Az egyes mintdk kaszpdz-3 aktivitasat az
abszorbancia 370 nm-en torténd detektalasaval hatdroztuk meg (FlexStation3®,
MolecularDevices, Sunnyvale, CA, USA). A mintdkban mért értékeket mindig korrigaltuk
negativ kontrollra, ahol a citosz6l lizatumot desztillalt vizzel helyettesitettiik. Pozitiv
kontrollként olyan tenyészeteket alkalmaztunk, amikben a sejteket 2 6ran at 6 mmol/l H,O,-

oldatban inkubaltuk.

3.14. CyQuanteGR sejtproliferacios esszé
A  CyQuanteGR esszéhez fekete falu, 96 lyuka Greiner-tenyésztéedényekbe

lyukanként 5 000 sejtet szélesztettiink, majd azokat 3 napig tenyésztettiik. A harmadik napon
a sejteket kétszer mostuk (CMF-PBS), majd 30 percen at —70°C-on tartottuk Oket. A
fagyasztas utan a mintdkat 5 percen keresztiil DNS-festd oldattal inkubaltuk [lizis pufferben
feloldott CyQuant GR térzsoldat (Invitrogen); lyukanként 100 pl]. Az emittalt fluoreszcens jel
intenzitasat 485 nm-es gerjesztés mellett 530 nm-en detektaltuk (FlexStation3®, Molecular

Devices).

3.15. Fluoreszcens immuncitokémia
Az immuncitokémiai jeloléseket egy korabban részletesen leirt protokoll alapjan

végeztiik [Kosztka és mtsai., 2011]. A sejteket 4%-os paraformaldehidben fixaltuk (10 perc,
szobahd), majd 100 mmol/I glicint tartalmazé PBS-sel mostuk ¢ket. A permeabilizalast Triton
X-100 tartalmu (0,1%) PBS 10 perces alkalmazaséaval végeztiik, majd ismét mostuk a sejteket.
Az ezt kovetd 30 perces blokkolast 1% BSA tartalma PBS-sel végeztik. A kovetkezd
1épésben a melanoma sejteket a primer antitestekkel (1. tdblazat) egy éjszakéan keresztiil, 4°C-
on inkubdltuk, majd 3 x 5 perces mosas kovetkezett. A masodlagos antitestekkel torténd
inkubécio szobahdmérsékleten tortént, 60 percen at. Az utolsod l1épésben a sejtmagokat 4',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI)-tartalma Vectashield médium alkalmazaséaval tettiik lathatéva
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(Vector, Burlingame, CA, USA). A fluoreszcens felvételeket konfokalis mikroszkoppal
készitettilk (LSM 510 Meta, Zeiss). Az elkésziilt képek esetleges utdlagos korrekcidja csak
azok fényerdsségének és kontrasztjanak modositasara terjedt ki. Az édbrakat a Photoshop 7.0

program segitségével készitettiik (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA).

3.16. Mitokondriumok jeldlése
A mitokondriumok jelolését MitoTracker Red festékkel végeztiik (CMXRos probe;

Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). A Mitotracker Red a mitokondrialis
membranpotencial mértékétdl fliggden akkumulalodik a mitokondrialis matrixban. A dusulést
kovetden a festék a mitokondriumban 1évé fehérjék tiol csoportjaival kapcsolodik, emiatt a
fixalas (paraformaldehid) utan is megoOrzi mitokondridlis lokalizacigjat. A festék
szubmikromolos koncentracioban kizardlag a mitokondriumban akkumulalédik. Az eljarés
soran a melanoma sejteket 30 percig 200 nmol/l MitoTracker Redet tartalmazo6 tapoldatban
(RPMI-1640) inkubaltuk, CMF-PBS-ben mostuk, végiil 4%-os paraformaldehidben fixaltuk
(10 perc, szobahd). A jelolt sejteket konfokalis mikroszkdppal vizsgéltuk (LSM 510 Meta,

Zeiss). A gerjesztési hullamhossz 543 nm volt.

3.17. A sejtmorfoldgia vizsgalata és a sejtméret meghatarozasa
A sejtek morfolodgiai csoportositisa a sejtek alakjanak €és nyulvanyaik szamanak

meghatarozasan alapult. A poligonalis sejtek tobb csucsu sejttesttel és harom vagy tobb
nyulvannyal rendelkeztek. Az orsé alaku (fuziform) sejtek 2 nyalvannyal birtak, mig a kerek
sejteknek értelemszeriien egyetlen nylilvanya sem volt. A WM35 melanoma sejteket a
sejtméret meghatarozashoz 12 mme-es feddlemezekre szélesztettiik, 40-70%-o0s konfluencidig
tenyésztettiik, majd 4%-os paraformaldehidben fixaltuk (10 perc, szobahd). A sejtekrdl atesd
fényben, 10x-es €s 20x-0s nagyitdsu vizimmerzids objektivekkel készitettiik felvételeket, a
3.6-0s fejezetben részletesen ismertetett Till Photonics rendszer alkalmazéasaval. A kalibracio
Biirker-kamra segitségével tortént. Az egyes melanoma sejteket tartalmazo ROI-k vetiiletét az

Imagel programmal hataroztuk meg.

3.18. Statisztikai analizis
Az értekezésben szerepld adatok rendre atlag + standard hiba (SE) forméaban keriilnek

bemutatasra. A statisztikai kiilonbségek kiértékeléséhez Student-féle ¢-tesztet (két statisztikai
sokasag 0sszehasonlitdsa) vagy tobbszords dsszehasonlitdsok esetén ANOVA-t alkalmaztunk.
ANOVA esetén az egyes csoportok kozotti szignifikancia meghatarozasat Tukey-Kramer-féle
post hoc teszt segitségével végeztik. Egy kiilonbséget akkor tekintettiink statisztikailag
szignifikdnsnak, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05. A statisztikai analizis az IBM SPSS
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Statistics programmal késziilt (v22; IBM Corporation, Armonk, NY, USA). A szamitdsokhoz
¢s az abrak készitéséhez az Origin v8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) és a
Microsoft Excel programokat (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) hasznaltuk.
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4. Eredmények

4.1. TASK-3 knockdown sejtvonalak eldallitasa
A TASK-3 csatornafehérje melanoma sejtekben jatszott szerepének megismeréséhez a

csatorna gatlasa lenne a legkézenfekvobb metodikai megkozelités. Mivel azonban a
melanoma sejteken torténd vizsgalatok kezdetekor nem allt rendelkezésre TASK-3-specifikus
gatloszer, WM35 melanoma sejteket tranzisensen transzfektaltuk egy specifikus shRNS-
szekvenciaval, aminek kovetkeztében a sikeresen transzfektalt sejtekben a TASK-3 fehérje
expresszioja markansan csokkent [Kosztka és mtsai, 2011]. A géncsendesitett sejtek
azonositasa az egyidejlileg bejuttatott GFP-szekvencia altal kodolt GFP megjelenése alapjan
tortént. A tranziens transzfekcionak komoly hatranya volt viszont, hogy a transzfektalt
sejttenyészetek a plazmid bejuttatdsat kovetd 6tddik naptél mar nem voltak alkalmasak az
elvégezni kivant vizsgalatokra, mivel a nem-transzfektalt melanoma sejtek talnétték a
géncsendesitett tarsaikat [Kosztka és mtsai, 2011]. A vazolt kisérleti paradigma tehat csak
olyan kisérletek végrehajtdsat engedte meg, amikben a transzfekciot kovetd maximum
5 napon beliil, ardnylag kevés sejt vizsgalatara keriilhetett sor.

A jelen disszertacioban részletezett munka kezdetén tehat az volt az elsé feladat, hogy
nagyobb transzfekcios arannyal jellemezhetd és hosszabb idon at felhasznalhato TASK-3
géncsendesitett sejtkultarakat készitsiink. Ezen cél elérése érdekében stabil transzfekciot
alkalmaztunk. A stabilan transzfektalt WM35 tenyészetek létrehozasanak kulcsfontossagu
eleme volt a nem-transzfektalt sejtek geneticinnel torténd elimindldsa, és a geneticinre
rezisztens sejtek felszaporitasa. A munkafolyamat részleteit a ,,Metodika” fejezet 3.2.
alfejezetében irtuk le.

A stabilan TASK-3 géncsendesitett sejtpopulaciok eldallitasa utan az elsé feladat az
expressziocsOkkenés tényének igazoldsa és mértékének ellendrzése volt. Ezt a tenyészetek
TASK-3-specifikus mRNS- és fehérjetartalmanak RT-PCR és Western-blot méddszerekkel
torténd vizsgalataval végeztiik (5. dbra). Az eldallitott sejtkolonidk kozil kettdben figyeltiink
meg kiilondsen markéns expresszidocsokkenést, ami mind a TASK-3-specifikus mRNS-t, mind
a specifikus fehérjét érintette. Ezen két sejtkoloniat KD1 és KD2 névvel jeloltik. A TASK-3
expressziogatlas kovetkezményeinek bemutatasara valamennyi tovabbi kisérletiinkben a KD1
sejtvonalat alkalmaztuk. A 5. abran az is lathatd, hogy a scrambled shRNS-sel transzfektalt
sejteken (S) nem valtozott a TASK-3-expresszidé mértéke.

A WM35 sejtvonal egy olyan bdreredetii, felszini melanoma malignumbdl késziilt,

ami a radialis vagy korai vertikalis novekedés fazisaban volt. Idékozben megallapitast nyert,
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hogy a WM35 sejtek jobban reagalnak a szokdsos melanoma-specifikus terapids eljarasokra,
mint a tobbi, klinikailag relevansabbnak tartott melanoma sejtvonal [pl. Haas és mtsai, 2008;
Smalley és mtsai, 2006]. Ebbdl kovetkezéen a WM35 sejtek hasznéalata nem optimalis olyan

vizsgalatokban, amik célja jovObeni lehetséges terapidk kidolgozasa.
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5. abra: A TASK-3-specifikus shRNS szekvencia TASK-3-expressziot csokkenté hatasanak
vizsgalata. [A] TASK-3-specifikus mRNS (461 bp) meghatarozasa reprezentativ mintakbol
kontroll (nem transzfektalt, K), scrambled shRNS-sel transzfektalt (S) és specifikus shRNS-sel
transzfektalt (knockdown, KD1) WM35 tenyészetek esetében. A ,,Neg” névvel jelolt sav a negativ
kontroll. A B-aktin-specifikus mRNS (489 bp) sokszorozésa és meghatarozasa a TASK-3 mRNS
meghatarozasaval parhuzamosan tortént. [B] A TASK-3 fehérje (4045 kDa) expresszidjat
bemutaté reprezentativ mintdk, WM35 sejtkultarakbol. A B-aktin (42 kDa) kimutatdsa belsd
kontrollként szolgalt. [C-D] TASK-3-specifikus mRNS [C] és fehérje [D] mennyiségi
meghatarozasa A2058 sejtekben. A panelek szerkezete és a jelolések megegyeznek az [A] és [B]
abrarészek kapcsan leirtakkal. [E] A TASK-3 mRNS meghatarozasa soran kapott relativ optikai
denzitas értékei kontroll és transzfektalt melanoma sejtek esetében. Els6 1épésben kiszamitottuk a
TASK-3/B-aktin aranyokat, majd az ugyanazon kisérletben kapott scrambled és knockdown
mintak TASK-3/B-aktin értékeit a kontrollra normalizaltuk. Az egyes oszlopok a jelolt
sejtvonalakon elvégzett 3—4 fiiggetlen mérés atlagat mutatjak. [F] A TASK-3 fehérje Western-blot
kisérletekben meghatarozott relativ optikai denzitasa. A kiértékelés modja megegyezik az [E]

panelnél ismertetett eljarassal. Valamennyi oszlop 3—4 fiiggetlen mérés atlagat mutatja.
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Ezen megfontolds alapjan a klinikailag agresszivabb viselkedésii A2058
sejtvonalon is elvégeztiik a kisérletek egy részét. Az A2058 sejteken végzett munka
elso 1épéseként természetesen igazolni kellett, hogy — a WM35 sejtekhez hasonléan —
ezek a sejtek is expresszaljak a TASK-3 csatornat. A TASK-3 fehérje jelenlétének

bizonyitasa immuncitokémiaval tortént.

AZ058 - TASK-3 MitaTracker

6. abra: A2058 sejtek TASK-3-specifikus immunjeldlése. [A] TASK-3-specifikus jelolddés. [B]

Az [A] panelen bemutatott sejtekben taldlhatdé mitokondriumok jelolése MitoTracker Red

alkalmazasaval. [C] Az el6z6 két abrarésszel azonos teriileten 1athaté DAPI-specifikus jelol6dés,

ami a sejtmagok méretét, alakjat és eloszlasat mutatja. [D] Az el6z6 harom felvétel Gsszegzett

képe.

Amint az a 6. abran lathat6, az immuncitokémiai kisérletek azt mutattak, hogy az A2058
melanoma sejtvonal is expresszalja a TASK-3 fehérjét. A 6A abra TASK-3-pozitivitast jelez,
a 6B kép a mitokondriumok elhelyezkedését szemlélteti, mig a 6C felvétel a sejtmagokat
mutatja. A harom felvétel 6sszegzése a 6D részen lathatd, ami demonstralja, hogy a TASK-3-
specifikus festédés kiilondsen a sejtmagok koriil volt erds, ahol a mitokondriumok is nagyobb
stiriségben fordulnak eld. Az abran az is megfigyelhetd, hogy a TASK-3-pozitivitds a
sejtmagokban nem volt jelen.

A WM35 sejtvonallal ellentétben, az A2058 sejtek esetében a TASK-3 géncsendesités
tranziens transzfekcioval tortént. A valasztast az indokolja, hogy az elvégzendd kisérletekhez
igy is kaptunk elegendd szamu transzfektalt sejtet; ugyanakkor a tranziens transzfekcid
alkalmazaséaval el tudtuk keriilni azokat az esetleges komplikaciokat, amik a hosszabb
tenyésztési idejli, klonszelektalt, stabilan transzfektalt sejtek esetében esetleg felléphetnek (pl.
a genetikai allomany nem kivant moédosuldsa). A kisérleti elrendezésbdl kovetkezden a
tranziensen transzfektalt A2058 sejtek és a stabilan transzfektalt WM35 sejtek egymas
kontrolljaként is szolgaltak.

A tranziensen transzfektalt A2058 sejttenyészeteken végzett RT-PCR és Western-blot
kisérletek igazoltak, hogy a specifikus shRNS bejuttatdsa utan 4 nappal jelentésen csokkent
mind a TASK-3-specifikus mRNS (5C ¢és S5E abrak), mind a TASK-3 fehérje expresszidja (5D
¢és S5F panelek).
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4.2. A mitokondrialis membranpotencial vizsgalata
Az értekezésben bemutatott munka egyik f6 célja azon kordbbi megfigyelések

megerdsitése volt, amik a tranziensen transzfektalt WM35 sejtek mitokondriumjainak
karosodasara utaltak. A jelen kisérletek soran tehat kiemelt figyelmet szenteltiink a MMP
jellemzésére. A MMP tanulmanyozasat fluoreszcens festékek alkalmazasaval, optikai uton
végeztiik.

Az egyik ebbdl a célbdl alkalmazott festék a JC-1 volt. A JC-1 monomér forméja zold,
aggregatum formdja pedig piros hullamhossznak megfeleld fluoreszcencias jelet bocsajt ki.
Sejtek jelolésekor a festék monomér alakja elészOr a citoplazmaba keriil, majd belép a
mitokondriumokba. A mitokondriumokba torténd belépés mértéke fiigg a mitokondriumok
polarizaltsagatol: a nagyobb polarizaltsag (azaz a nagyobb MMP) fokozza a festék bejutasat.
Erdsen polarizalt mitokondriumok olyan nagy mennyiségben akkumuléljdk a festéket, hogy a
JC-1 molekulak aggregatumokat képeznek, amik piros fényt emittalnak [Perelman és mitsai,
2012]. Ebbdl kovetkezden az erdsen polarizalt, azaz aktiv mitokondriumokkal rendelkezd
sejtek  esetében magas piros/zold JC-1-specifikus  fluoreszcenciaintenzitds-aranyt
rogzithetiink; a mitokondriumok depolarizacdjat ugyanakkor csokkent piros/zold
fluoreszcenciaintenzitas-arany jellemzi.

Az 7. abra A1-C3 paneljei azt mutatjak, hogy JC-1 festékkel tortént toltést kovetden a
TASK-3 géncsendesitett WM35 sejtek fluoreszcenciaemisszidja jelentdsen kiilonbdzik mind a
a KD sejtek (7C1-C3) észrevehetéen kisebb intenzitdsu piros fényt, és valamivel nagyobb
intenzitasu zold fényt emittalnak, mint akar a kontroll (7A1-A3), akar a scrambled shRNS-sel
transzfektalt sejtek (7B1-B3). A piros/zold intenzitdsardnyokat szamszerisitettik ¢&s
Osszegeztiik; ennek eredményét a 7D abra mutatja be. A kontroll sejtek (2,31 £0,10; n = 32)
¢s a scrambled-transzfektalt sejtek (1,75 £0,11; n = 37) altal produkalt értékekkel dsszevetve
a KD sejtek szignifikdnsan alacsonyabb piros/zold fluoreszcenciaemisszios aranyt mutattak
(0,77 £0,03; n=49; p< 10_4). Hasonléan a WM35 sejtekhez, a JC-1-gyel toltott A2058
knockdown sejtek is szignifikansan alacsonyabb piros/z0ld emisszidintenzitas-aranyt
produkaltak, mint a nem-transzfektat kontrollok (0,93 £0,07, n=25 vs. 2,1 £0,2, n=25;
p<107). Ezek a megfigyelések alatamasztjak azt a feltevést, miszerint a melanoma sejtek
TASK-3 expresszidjat csokkentve a mitokondriumok mitkddészavara, igy végsd soron

mitokondrialis depolarizacié alakul ki.
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7. abra: A mitokondridlis membranpotencial vizsgalata WM35 sejteken. [A1] Kontroll sejtek
mitokondriumaiban akkumulalodott J-aggregatum (piros emisszid). [A2] A JC-1 monomer
formajanak kimutatasara hasznalt konfokalis beallitasokkal készitett kép az [A1] panelével azonos
latotérrdl. [A3] Az [A1] és [A2] panelek Osszegzett képe. [B1-B3] Az elrendezés ugyanaz, mint az
[A1-A3] panelek esetében, csak ezen felvételek scrambled shRNS-sel transzfektalt WM35
sejtekrol késziiltek. [C1-C3] Az [A] és [B] részeken latott moédon késziilt felvételek TASK-3
knockdown sejtekrél. A harom sejtvonalrol készitett felvételek egymasnak megfeleld tagjai azonos
konfokalis mikroszképos és kamerabedllitaisokkal késziiltek. [D] A  mitokondrialis
membranpotencial becslése a JC-1 piros/zold emisszios fényintenzitasi aranyok alapjan. [E] Az
egyes sejtvonalak JC-1-felvételének becslése a hattérkorrigalt fluoreszcenciaintenzitasok alapjan.
Mindkét esetben (D, E) az érték csokkenése mitokondridlis depolarizaciora utal. Az
oszlopdiagramok esetében az egyes oszlopokban taldlhatdé szamok a tanulmanyozott sejtek
mennyiségét mutatjak. [F] Mas kisérletekben DIOC6 inkubaciét kovetden kontroll, scrambled
RNS-sel transzfektalt és TASK-3 knockdown sejteken mért DiOC6 fluoreszcenciaintenzitasok. A
fluoreszcencia intenzitasat alkalmanként 10 000 sejten, sejt-szorterrel mértiik, az érték csokkenése
mitokondrialis depolarizaciora utal. Az oszlopdiagramok esetében az egyes oszlopokban talalhato

szamok a fliggetlen kisérletek szamat jelzik,
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A piros/zold fluoreszcenciaarany meghatarozasan tul becsiiltik a WM35 sejtek altal
felvett JC-1 festék mennyiségét is. Ezzel az volt a célunk, hogy ravilagitsunk a
festékfelvételért és/vagy -eltavolitasért felelds mechanizmusok esetleges modosulasaira.
Ahogy azt a 7.4bra E panelje is dokumentalja, a kontroll és a scrambled shRNS-sel
transzfektalt sejtek festéktartalma kozott nem volt szignifikans eltérés. Ezzel szemben a
knockdown sejtek festéktartalma csak mintegy fele volt a masik két sejtvonal
festéktartalmanak (p < 107°). Joggal tételezhetjiik fel tehat, hogy a TASK-3 knockdown
melanoma sejtekben vagy a JC-1 felvétele karosodott, vagy a festék eltavolitasa valt
hatékonyabba. Bar ez a megfigyelés tovabbi kisérletek kiinduldopontja lehet, az értekezésben
bemutatott munka keretében nem volt célunk, hogy kiilonbséget tegyiink ezen lehetdségek
kozott, vagy alternativ magyardzatokat keressiink.

A piros/zold JC-1 fluoreszcenciaarany csOkkenése egyértelmiien arra utalt, hogy a
knockdown WM35 sejtek mitokondriumjainak membranpotencialja kisebb, mint a kontroll és
a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejteké. Ennek a megallapitdsnak tovabbi
alatdmasztasara egy masik festéket is alkalmaztunk, amelynek fluoreszcenciasajatsagai
ugyancsak fliggenek a MMP-t6l. A kérdéses festék a DiOC6 volt, amelynek emisszids
intenzitdsa a knockdown sejtekben mintegy fele volt annak, amit a kontroll vagy a scrambled
shRNS-sel transzfektalt sejtek mutattak (7F dbra).

A MitoTracker ugyancsak egy olyan festék, aminek mitokondridlis akkumulécidja és
fluoreszcencigja fiigg a MMP-t6l. Amennyiben a harom sejtvonal tenyészeteit MitoTracker
Reddel jeloltiik, a knockdown sejtek festddésének erdssége 1ényegesen kisebb volt, mint a
kontroll vagy a scrambled shRNS-sel transzfektalt WM35 sejteké (8. dbra, A1-C2). A
kiilonbség jellemzése céljabol kiszamitottuk a hattérkorrigalt fényintenzitas atlagértékeit
(8D abra). A nyert adatok megerdsitették, hogy a jelolodés mértéke valdban a knockdown
sejtekben volt a legkisebb, és az szignifikansan kiilonbozott mindkét maésik sejtvonal
festédésének erésségétdl (p < 107°).

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a fluoreszcens festékek alkalmazasaval kapott
eredmények Osszhangban voltak egymassal, és abba az iranyba mutattak, hogy a TASK-3
fehérje expresszidjanak csokkentése a melanoma sejtekben csokkenti a mitokondriumok

membranpotencialjat és karositja a mitokondriumok mitkodését.
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8. abra: MitoTracker jelolédés stabilan TASK-3 géncsendesitett WM35 sejteken. [A1-C2] A
melanoma sejteket 200 nmol/l MitoTracker Red festékkel inkubaltuk, majd konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk. Kontroll [Al, A2], scrambled shRNS-sel transzfektalt [B1, B2] és
TASK-3 knockdown [C1, C2] sejtekr6l késziilt reprezentativ felvételek. A 3-3 kis [A1-C1] és
nagy nagyitasi [A2—C2] felvételt mindharom sejtvonal esetében azonos konfokalis beallitasokkal
készitettiikk. [D] Nem-transzfektalt kontroll, scrambled shRNS-sel transzfektalt és TASK-3
knockdown  sejtek  hattérkorrigalt, =~ MitoTracker-specifikus  fluoreszcenciaintenzitdsanak

atlagértékei. Az oszlopokban feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelolik.

4.3. A mitokondrialis szétkapcsolas hatasa kontroll, scrambled shRNS-sel
transzfektalt és TASK-3 knockdown WM35 sejtekre
A mitokondridlis mikodészavar tovabbi jellemzésére olyan méréseket végeztiink,

amelyben egy mitokondrialis szétkapcsold szer MMP-ra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A
kisérletek soran 50 umol/l CCCP-t alkalmaztunk a tenyésztdoldatban, és mértiik a vords JC-1-
fluoreszcencia intenzitdsanak kovetkezményes csokkenését. Ahogy azt a 9. dbra A—C részein
bemutatott regisztratumok igazoljdk, a CCCP adasat kovetden mindhdrom sejtvonalban
megfigyelhetd volt a vOords emisszio csokkenése. Ez az eredmény azt jelezte, hogy (i) a
mitokondrialis szétkapcsolas hatdsara a mitokondriumok membranpotencialja csokkent; (i) a
mitokondriumok matrixabdl festékmolekuldk léptek vissza a citoplazmaba, és emiatt (iii) a
mitokondriumok matrixdban csokkent a festékkoncentracio; (iv) a korabban képzodott JC-1
aggregatumok szétestek, aminek kovetkeztében (v) az altaluk emittalt vords fény intenzitasa
csOkkent. A kontroll (9A panel) és a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtek CCCP-re adott
valaszait (9B panel) 6sszehasonlitva azok nagysdga k6zott nem volt érdemi kiilonbség lathato.
Ezt a megallapitast alatdmasztjak a kisérletek kiértékelése soran nyert Gsszesitett adatok is (a

9D 4brarész bal oldali oszlopai). Megfigyelhetd ugyanakkor az is, hogy a knockdown sejtek
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CCCP-okozta fluoreszcenciaintenzitas-csokkenése (C panel) csak mintegy negyede annak,
amit a masik két sejtvonal esetében lattunk (D panel). A tapasztalt kiilonbség alapjan
kijelenthetd, hogy a TASK-3 knockdown WM35 melanoma sejtekben a CCCP lényegesen
kisebb MMP csokkenést okozott, mint a kontroll sejtvonalakban.
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9. abra: CCCP hatasara kialakulé fluoreszcenciaintenzitas-valtozasok a JC-1 festék J-
aggregatumanak emisszigjaban. [A] Kontroll, [B] scrambled shRNS-sel transzfektalt és [C]
knockdown sejtek mérési eredményei. Sziirke hattér jeloli azt az id6tartamot, amikor a CCCP
alkalmazasa tortént. A ,,Sejt” felirattal jelolt szamozott gorbék egyedi sejtek valaszait tikrozik,
mig a ,,Hattér” nevii gérbék sejtmentes teriileteken regisztralt fluoreszcenciaértékeket mutatnak. A
[C] panelen lathato ,,NR” jelzésti gorbe egy nem-reagald sejtrol rogzitett fényintenzitast mutat. [D]
A CCCP hatasara kialakulo fluoreszcens fényintenzitas-csdkkenés atlagértékei. Az abrarész az
abszolut (bal oldal) és az alapvonalra normalizalt (jobb oldal) atlagos fluoreszcenciavaltozasokat
tiinteti fel. Az oszlopokban talalhaté szamok a tanulmanyozott sejtek szamat jelolik. Az atlagos

intenzitascsdokkenés szamitasa soran csak a valaszold sejteket vettiik figyelembe.

A vézolt gondolatmenetnek volt azonban egy tdmadhatd pontja. Mint azt korabban
lattuk, a TASK-3 knockdown sejtek JC-1 akkumulacidja csokkent mértékii volt (7E abra). Ezt
a megallapitast tiikkr6zi az a kiilonbség, ami a harom sejtvonal CCCP alkalmazas el6tti
(nyugalmi) fluoreszcenciaintenzitdsdban is megfigyelhetd (ldsd a 9A-9C 4brarészek
fliggbleges tengelyeinek beosztasat). Ezt az eltérést figyelembe véve helytallonak tlinik az az

érv, hogy a knockdown sejteken CCCP jelenlétében kapott kisebb fluoreszcenciacsdkkenés
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mindossze annak a kovetkezménye, hogy a kiindulasi fluoreszcenciaintenzitds eleve
alacsonyabb.

A CCCP hatas értelmezését ugy kivantuk egyértelmiivé tenni, hogy a szétkapcsolo szer
jelenlétében mért fluoreszcenciaintenzitds-csokkenés nagysadgat az alkalmazéasa eldtti
nyugalmi értékre normalizaltuk. Az igy meghatarozott relativ fluoreszcenciavaltozas-értékek
Osszesitése lathato a 9. abra D részének jobb oldali oszlopain. Megéllapithato, hogy a kontroll
¢s a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtek CCCP alkalmazéasra adott valaszai nagyon
hasonléak voltak (9,0 £ 0,5%, n=76 ¢s 9,2 £ 0,4%, n = 77), ugyanakkor a knockdown sejtek
mintegy 30%-kal kisebb amplituddji vélaszt adtak (6,12 +0,02%, n=67). A kiilonbség
mindkét masik sejtvonalhoz hasonlitva statisztikailag szignifikans (p < 107°). Biztonsaggal
megallapithatd tehat, hogy a TASK-3 expresszid gatlasa onmagaban is mitokondrialis
depolarizaciot okoz, ezért a CCCP, aminek mitokondrialis szétkapcsold és depolarizalo
tulajdonsaga kozismert, csak kisebb mértékii tovabbi depolarizacio kivaltasara képes. Ezt a
megallapitast a CCCP-re reagal6 sejtek szazalékos aranya is megerdsitette, ugyanis a vizsgalt
knockdown sejteknek csak 26%-a reagalt a szétkapcsold addsara, szemben a kontroll és

scrambled shRNS-sel transzfektalt WM35 sejtek 69%-os €és 67%-o0s valaszkészségével.

4.4. Metabolikus, proliferacios és morfoldgiai valtozasok a TASK-3
knockdown melanoma sejtekben
Mivel a mitokondriumok megfeleld mikodése elengedhetetlen a sejtek tuléléséhez és

proliferacidjahoz, feltételeztik, hogy a knockdown sejtekben bizonyitott kérosodott
mitokondrialis funkcio csokkenti a sejtek metabolikus aktivitasat és proliferacios képességét
is. A feltevés bizonyitasa céljabol elészor a metabolikus aktivitast vizsgaltuk, amihez MTT
esszét alkalmaztunk. Amint azt a 10. abra A1-A3 paneljei igazoljak, a TASK-3 knockdown
sejtek metabolikus aktivitasa szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll és scrambled shRNS-
sel transzfektalt sejteké; mind WM35 tenyészetben (Al és A2 panel), mind az A2058
sejtvonalban (A3 panel).

Héarom napos WM35 tenyészeteket felhasznalva igazoltuk a knockdown sejtek csokkent
DNS-tartalmat is (CyQUANT esszé; 10. abra Bl panelje). A csokkent DNS-tartalom ugy

értelmezhetd, hogy a géncsendesitett tenyészetekben nemcsak a metabolikus aktivitas, hanem

a sejtszam is csokkent.
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10. Abra: A TASK-3 expresszio giatlisanak hatisa a melanoma sejtek életképességére,
proliferaci6jara és mitokondrialis DNS-tartalmara. [A1-A3] Az MTT-esszé eredménye
kontroll, scrambled shRNS-sel transzfektalt és knockdown melanoma malignum sejtkultiirakon
egy [A1], harom [A2] és négy [A3] nappal a sejtek szélesztése utan. Az oszlopok az 550 nm-en
mért, hattérkorrigalt abszorbancia értékeit adjak meg. Valamennyi oszlop 4 fiiggetlen mérés
eredménye. [B1] A sejtek teljes DNS-tartalmanak meghatarozasa CyQUANT esszével, WM35
sejteken, 3 nappal a passzalast kovetéen. A feltlintetett értékek korrigdlt relativ
fluoreszcenciaintenzitdsok. [B2] A mitokondridlis DNS-mennyiség meghatdrozasa WM35 (bal
oldal) és A2058 sejteken (jobb oldal). A magasabb H2/H1 arany nagyobb mennyiségli
mitokondrialis DNS-t jelez. A WM35 eredményeket bemutatdé abrarészen az Y-értékek
logaritmikus skalan vannak bemutatva. Az egyes oszlopok 4-5 fiiggetlen mérés eredményének
atlagat tiikrozik.
Mind a TASK-3 knockdown sejtek csokkent MitoTracker Red jel6lddési intenzitasa
(8. abra), mind alacsonyabb metabolikus aktivitdsa (10. abra A1-A3 paneljei) utalhat arra,
hogy ezek a sejtek kevesebb mitokondriummal rendelkeznek. Ezen feltevésnek a

megerdsitése céljabol meghataroztuk a melanoma sejtek mitokondrialis DNS-tartalmat

(10. abra B2 panel). Az ezekben a mérésekben a szamitott H2/H1 ardny a sejtenkénti atlagos
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mitokondriumszamot jol jellemzd paraméter [Bai és mtsai, 2011]). Mint lathato, a knockdown
sejtekben a H2/H1 arany szignifikdnsan alacsonyabb, mint akér a kontroll, akér a scrambled
shRNS-sel transzfektalt sejtekben. Megalapozott tehat a kovetkeztetés, hogy a TASK-3
expresszid csokkentése nemcsak depolarizalja a mitokondriumokat, hanem a szdmukat is
csokkenti.

Feltiind valtozasok voltak megfigyelhetdk a WM35 TASK-3 knockdown sejtek
morfoldgiai megjelenésében is (11.abra). A TASK-3 knockdown tenyészet alacsonyabb
sejtdenzitast mutatott a kontroll és scrambled shRNS-sel transzfektalt tenyészetekhez képest
(lasd az A1-C2 paneleket), tovabba megvaltozott a sejtek alakja is. Amint azt a ,,Metodika”
rész 3.17 alfejezetében részleteztilk, az 0Osszehasonlitas megkonnyitése végett harom
sejtalakot kiilonboztettiink meg. A vizsgalatok sordn azt taldltuk, hogy a knockdown
kultirdkban a sejtek 58%-a orsoszerii volt. Ezzel szemben a kontroll és scrambled shRNS-sel
transzfektalt tenyészetekben az ors6 alak fordult eld legritkdbban: a sejtek minddssze 12—

13%-a mutatta ezt a megjelenési format.
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11. abra: Stabil TASK-3 géncsendesités okozta morfolégiai valtozasok WM35 melanoma
sejteken. [A1-C2] Reprezentativ felvételek kontroll [A1, A2], scrambled shRNS-sel transzfektalt
[B1, B2] és knockdown [C1, C2] sejtekrdl kis [A1, B1, C1] és nagy nagyitassal [A2, B2, C2]. [D]
A harom, morfologiailag eltérd sejtcsoport tenyészetenkénti aranyat bemutaté kordiagramok. A
harom csoport mindegyikére mutatunk be példat az [A1], [A2], [B1] és [C2] paneleken. [E] A
sejtek atlagos wvetiilete kontroll, scrambled shRNS-sel transzfektalt és TASK-3 knockdown
tenyészetekben. Mindegyik oszlop 50 sejt atlagértékét reprezentalja.
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. Utobbi két sejtvonal esetében a sejtek tilnyomorészt poligondlisak voltak; ennek a
formanak az eléfordulési gyakorisaga mindkét kulturaban meghaladta a 70%-ot (11. abra D
panel).

A sejtalak vizsgdlata mellett meghatdroztuk a sejtek vetiiletének nagysagat is. Mint a
11. abra E panelje mutatja, TASK-3 géncsendesitést kovetden a WM35 sejtek atlagos vetiilete
(612 + 39 pm?) szignifikansan kisebb volt, mint a mésik két tenyészetben mért érték
(736 + 23 és 762 + 33 um?, p < 0,05, valamennyi esetben n = 50).

4.5. A TASK-3 knockdown tenyészet fokozott mértékii apoptozist, de
valtozatlan mértékii nekrodzist mutat
Az eddig bemutatott adatok igazoltak, hogy a TASK-3 knockdown tenyészetekben a

sejtek szdma alacsonyabb volt, mint a kontroll és scrambled shRNS-sel transzfektalt
tenyészetekben. Tovabbi kisérleteinkben ennek a sejtszamcsokkenésnek az okat vizsgaltuk.
Az apoptozis és a TASK-3 csatorna ismert kapcsolatabdl kiindulva [Lauritzen és mtsai, 2003]
els6ként azt vizsgaltuk, hogy a TASK-3 bioszintézis gatldsa hatassal van-e a melanoma sejtek
apoptotikus aktivitdsara. Miutan az is nyilvanvalo, hogy a sejtszamot a nekrotikus folyamatok
miatt elpusztuld sejtek mennyisége is befolyasolhatja, az apoptozis mellett a nekrozis
intenzitasat is tanulmanyoztuk. Az eredményeket a 12. abra foglalja 6ssze.

Az irodalomban talalhato adatokkal Osszhangban [Kerr és mtsai, 1994], a kontroll
WM35 tenyészetben az apoptozis iranyaban elkotelezett sejtek ardnya jelentéktelen volt
(<5%, 12.4bra El panel). Ezt az aranyt a scrambled shRNS szekvenciaval tortént
transzfekcid6 nem valtoztatta meg. Ettdl eltéréen a TASK-3 knockdown sejtvonalakban
jelentésen megndtt az apoptozisra utalé annexin V pozitivast mutatd sejtek aranya; az
mintegy 50%-ra emelkedett. Megallapithatd ugyanakkor az is, hogy a WM35 sejtek esetében
a TASK-3-expresszi6 moddositasa nem valtoztatott a nekrdzis mértékén, ugyanis a pozitiv
kontrollon kivill egyik vizsgalt sejtvonalban sem talaltunk érdemleges propidium-jodid-

jelolodést (12. abra A3, B3, C3 és D3 panel).
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12. dbra: Csokkent TASK-3 expresszio hatisa az apoptézis és nekrozis mértékére. [A1-A3]
Kontroll melanoma sejteket 5 percen at 3 mmol/l H,O,-dal és 0,1% Triton X-100-zal kezeltiink,
majd FITC-konjugalt annexin V-specifikus antitesttel és propidium-jodiddal jeldltiik oket. Az igy
kezelt sejtek pozitiv kontrollként szolgaltak. [B1-D3] Kontroll [B1-B3], scrambled shRNS-sel
transzfektalt [C1-C3] és TASK-3 knockdown [D1-D3] sejtekrdl késziilt reprezentativ felvételek.
[E1] Az annexin-V-specifikus (apoptdzisra utald) jelolédést mutatd sejtek aranya. A zarojelben
1év6 szamok a kiértékelés soran figyelembe vett sejtek szamat jelzik. [E2] Egy intenziv sejtfelszini
annexin-V-specifikus jel616dést mutatd, azaz apoptozis irdnyaba elkdtelezett melanoma sejt.

Az apoptoétikus utvonalak aktivalddasa és a TASK-3 géncsendesités kozotti ok-okozati
kapcsolatra tovabbi bizonyitékokat szolgaltattak azok a kisérletek, amikben az egyes
sejtvonalak citoszolikus és mitokondriumban gazdag frakcidiban hasonlitottuk Ossze a
citokdm ¢ mennyiségét. Amint azt a 13. dbra demonstralja, a knockdown sejtek citoszoljaban
magas volt a relativ citokrém c-tartalom, mig a kontroll és a scrambled shRNS-transzfektalt
sejtek esetében, ugyanebben a frakcioban, alig volt kimutathat6 a citokrom ¢ fehérje. Ezzel
ellentétes helyzetet figyeltiink meg a mitokondriumban gazdag sejtfrakciok vizsgélata soran:
itt a knockdown sejtekbdl szarmazé mintdkban alacsony volt a citokrom ¢ mennyisége,
szemben a TASK-3 fehérjét expresszald két sejtvonallal, amelyek mitokondridlis frakcioi

magas citokrom c tartalommal rendelkeztek.
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13. dbra: A citokrom c transzlokaciéja TASK-3 knockdown sejtekben. [A1] Reprezentativ
Western-blot felvételek, melyek a citokrom ¢ fehérje (12 kDa) mennyiségét mutatjak kontroll (K1
¢s K2), scrambled shRNS-sel transzfektalt (S) és TASK-3 knockdown (KD) WM35 sejtek
citoszdljdban. A vazizombdl szdrmazd teljes sejtes lizatum pozitiv kontrollként szolgalt (PK).
Minden egyes sav intenzitdsat az ugyanazon mintabdl nyert B-aktin denzitasara normalizaltuk.
[A2] Reprezentativ Western-blot felvételek, amelyek a citokrom ¢ fehérje mennyiségét jelzik
WM35 sejtekbdl készitett, mitokondriumban gazdag frakciokban. A betlik jelentése ugyanaz, mint
az [Al] abrarész esetében. [B1, B2] WM35 és A2058 sejteken kapott citokrom c-specifikus savok
relativ optikai denzitasa. Az oszlopok a citokrom c/B-aktin denzitdsaranyok atlagértékeit mutatjak
a sejtek citoszolikus [B1] és mitokondriumban gazdag frakcigjaban [B2]. Az oszlopokban a
fliggetlen kisérletek szamat tiintettiik fel. Hangstlyozni kell, hogy az A2058 sejtek mitokondrialis
frakcigja esetében az ANOVA teszt sem a kontroll és knockdown, sem a scrambled és knockdown
mintdk kozotti kiilonbséget nem jeldlte szignifikansnak [B2], de a scrambled és knockdown

értékek kozotti differenciat ¢-teszttel vizsgalva szignifikans kiillonbséget kaptunk.

A citokrém c egyike a pro-apoptotikus molekuldaknak. A fehérje nyugalmi allapotban a
mitokondriumok kiilsd és belsé membranja kozotti térben helyezkedik el, azonban apoptozis
indukalasa esetén athelyez6dik a sejt citoplazmdjaba, és eldidézi a kaszpaz-3 enzim
aktivalédasat. Annak igazolasara, hogy esetiinkben a citokrom c athelyezddés valoban része a

kaszpaz-3-fliggd apoptotikus utvonal aktivalodasdnak, maganak a kaszpaz-3-nak is vizsgaltuk

crer
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eredmények azt mutattdk, hogy a knockdown sejtek mind nyugalmi helyzetben (A1l panel),
mind apoptoézisindukciot kovetéen (A2 panel) magasabb kaszpaz-3-aktivitassal voltak
jellemezhetdk. Ez a megfigyelés O0sszhangban van azzal az elképzeléssel, hogy a TASK-3
expresszio csokkentése karositja a mitokondriumok miikodését, és igy aktivalja az intrinzik

citokrom ¢ — kaszpaz-9 — kaszpaz-3 utvonalat [Elmore, 2007].
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14. dbra: A kaszpaz-3-aktivaciéja TASK-3 knockdown melanoma sejtekben. A WM35 és az
A2058 sejtek relativ kaszpaz-3 aktivitdsa nyugalomban [A1] és apoptdzisindukciot kovetden.
[A2]. A mérések sordn minden adatot a nem-indukalt kontroll WM35 és A2058 sejtek kaszpaz
aktivitasara normalizaltunk. Valamennyi oszlop 3 fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat mutatja.
Hangstlyozni kell, hogy bar az ANOVA teszt alapjan az A2058 sejtek nyugalmi kaszpaz-3
aktivitdsa nem kiilonbozott szignifikdnsan sem a kontroll és knockdown, sem a scrambled és
knockdown mintak kozott [Al], a t-teszt szignifikans differenciat igazolt a scrambled és
knockdown értékek kozott.

A kérosodott mitokondriumok kaszpaztol fiiggetlen modon is aktivalhatjak az
apoptoétikus folyamatokat. Ebben az esetben a sériilt mitokondriumokbdl egyebek kozott AIF
szabadulhat fel [Hong és mtsai, 2004]. Annak vizsgalatdra, hogy a TASK-3 knockdown
melanoma sejtekben az AIF utvonal hozzajarul-e az apoptotikus folyamat aktivalodasahoz,
AlF-specifikus immuncitokémiai jeloléseket végeztiink WM35 (15. dbra) és A2058 sejteken
egyarant (16. abra). Az eredmények a két sejtvonal esetében teljes egyezést mutattak. A
kontroll és a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtekben diffuz, a teljes citoplazmara
kiterjedd, de a sejtmagban nem megfigyelheté AIF jelolodést lattunk. Ez az AIF megoszlasi
mintazat egyezést mutat az irodalomban leirt megfigyelésekkel, amelyek egészséges

sejtekben a fehérje mitokondrialis lokalizaciojat irtak le [Lorenzo és Susin, 2007].

52



Kontroll - AlIF Szummalt

Scrambled - AlF Szummalt

KD - AIF Szummalt

15. 4bra: A TASK-3-expresszié csokkentése WM3S sejtekben az AIF sejtmagba torténd

transzlokaciéjat okozza. [Al] Az AlF-specifikus immunjel6lddés eloszlasa kontroll (nem
transzfektalt) sejtekben. [A2] A propidium-jodid (PI) sejtmagon beliili jelenlétének vizsgalata az
[Al]-gyel megegyezd latotérben. [A3] Az [Al]-es és [A2]-es felvételek Osszegzése. A csillag a
képen lathato egyik sejtmagot jeldli, amelyikben AIF jelolédés nem figyelheté meg. [B1-B3] AIF-
sepcifikus immunjel6lédés megoszlasa scrambled shRNS-sel transzfektalt WM35 sejteken. A
panelek elrendezése és a csillag jelentése ugyanaz, mint az [A1-A3] képek esetében. [C1-C3]
AlF-specifikus immunjelolédés TASK-3 knockdown WM35 sejtekben. A csillag egy sejtmagot
jelol. Megfigyelhetd a sejtmagok AIF jelolodése.
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16. Abra: A TASK-3-expresszié csokkentése tranziensen transzfektalt A2058 sejtekben az
AIF sejtmagba torténé transzlokaciojat okozza. [A] Az AlF-specifikus immunjelolédés
eloszlasa kontroll (nem transzfektalt) sejtekben. [B] Az [A]-val azonos 1atotér DAPI jeldldése.
[C] Az [A] és[B] felvételek Osszegzett képe. A sejtmagokban nem figyelheté meg AIF jeldlodés.
[D-G] A képek elrendezése megegyezik az [A-C] felvételekével, de ezuttal tranziensen
transzfektalt A2058 sejteket vizsgaltunk. A par nélkiili, [F] panel a GFP-expresszié eloszlasat
mutatja a latotérben; az erds GFP-pozitivitas a transzfektalt sejtek azonositasara szolgalt. Egyik
ilyen példa az iires nyillal megjeldlt sejt, amelyik sejtmagjaban AIF-jelolodés figyelheté meg, ami
apoptozisra utal. A telt nyil egy AIF-mentes sejtmaggal rendelkez6 sejtet mutat. Mivel ez a sejt
nem mutat GFP-expressziot, arra kovetkeztethetiink, hogy ez egy nem-transzfektalt sejt.

A TASK-3 fehérjét expresszalo sejtekkel ellentétben a knockdown tenyészetekben az
AlIF-immunjel616dés a sejtmagban is jelen volt. Tekintettel arra, hogy az AIF athelyezddése a
mitokondriumbol a sejtmagba a kaszpaztol fliggetlen apoptozis fontos 1épése [Hong és mtsai,
2004], a bemutatott eredmények Osszhangban vannak a TASK-3 knockdown sejtekben
tapasztalt megnovekedett apoptotikus aktivitdssal. Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a TASK-3 knockdown melanoma sejtekben megfigyelt sejtszamcsokkenés oka az
apoptotikus sejtpusztulds, aminek eléidézésében kaszpazfliggd és -fliggetlen Utvonalak

egyarant részt vesznek.

4.6. Muszkarinos acetilkolin receptorok (MR) kimutatasa melanoma
sejtekben
A TASK-3 csatornafehérje melanoma sejtekben jatszott szerepének vizsgélata soran

megallapitottuk, hogy szamos intracellularis szabalyozoé utvonal befolyasolhatja a sejtek

¢letképességét és élettartamat. A jelen értekezésben bemutatott munka egy korabbi fazisaban
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olyan szabdlyozasi lehetdségeket is tanulményoztunk, amelyek jelentdsége a géncsendesitéses
kisérletekben nem lett vizsgalva. Ezen szabéalyozasi utvonalak egyike a citoplazmatikus Ca®",
a masik pedig a sejtek mikddésének kiils idegi/humoralis befolyasoldsa. Ezen lehetdségek
elemzése indokolt, hiszen az intracellularis kalciumhomeosztazis [Roderick és Cook, 2008] és
a muszkarinos kolinerg receptorok jelentdségét tobb tumorféleség esetén is felvetették
[Spindel, 2012]. Kisérleteink sordn a két kérdés tanulmanyozasat oOsszevontuk, és a
muszkarinos ACh-receptorok citoplazmatikus Ca”'-tranzienseket kivalto szerepét vizsgaltuk
harom melanoma sejtvonalban.

Kisérleteink elsé 1épésében az MR1 és MR3 fehérjék expresszidjat mutattuk ki
WM35, HT168-M1 és HT199 sejtvonalakon, amihez immuncitokémiai jeldlést alkalmaztunk.
Amint azt a 17. dbra A1-C2 panelje demonstralja, mindharom sejtvonal expresszalta mindkét
muszkarinos receptort. Az adbrarész jobb oldaldn lathato képek (A3, B3, C3) S-100-specifikus
immunjelolodést abrazolnak, igazolva a vizsgalt sejtvonalak melanoma karakterét. A
receptorfehérjék expresszidjanak kvantitativ jellemzését Western-blot technikaval végeztiik.
A 17.abra El, E2 paneljei néhany reprezentativ mintat mutatnak be. A Western-blot
kisérletek eredményei megerdsitették az immuncitokémiai adatokat; nevesen, hogy mindkét
receptor jelen van mindhdrom melanoma sejtvonalban. A Western-blot futtatasok
denzitometrids kiértékelése is megtortént, aminek soran a receptorspecifikus denzitometriai
értékeket az azonos futtatasban kapott B-aktin értékekre normalizéltuk. Az egyes sejtvonalak
esetében kapott atlagos relativ denzitasértékeket a 17. abra F része mutatja be. Az eredmények
szerint (1) az MR1 protein mennyisége a harom sejtvonalban nagyjabol azonos mértéki volt;
(i) a tenyészetekben az MR1 fehérje mennyisége nagyobb volt, mint az MR3 fehérje
mennyisége; tovabba (iii)) az M3 protein mennyisége eltéré volt az egyes sejtvonalak
esetében: a HT199 sejtek nagyobb mennyiségben tartalmaztak ezt a receptorfehérjét, mint a
WM35 vagy a HT168-M1 sejtek. Ez a variabilitas még akkor is figyelmet érdemel, ha a

kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak.
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17. dbra: Muszkarinos acetilkolin receptorok jelenléte a vizsgalt melanoma sejtvonalakon. A
sejtek MR 1- [A1, B1, C1] és MR3-specifikus immunjeldlédése [A2, B2, C2]. A két oszlop legalso
felvétele [D1, D2] negativ kontroll, amit ugy készitettiink, hogy az els6dleges antitestet kihagytuk
a reakcidelegybdl. A kalibracié valamennyi dbrarészen 20 um. A jobb oldali oszlop [A3, B3, C3]
az S-100 melanoma markerre specifikus jelolédést mutatja. [E1] A panel az MRI1-specifikus
Western-blot eredményeket mutatja. [E2] A panel az E1 panelhez hasonl6 elrendezésben mutatja a
MR3-specifikus eredményeket. [F] A Western-blot mérések kiértékelése soran gyiijtott
denzitometrias adatok. Az oszlopokon a megfeleld B-aktin értékekre normalizalt MR-receptor
értékeket abrazoltuk. Az egyes oszlopok 3 fiiggetlen kisérletben végzett 3—3 futtatas atlagértékeit
adjak meg. A sejtvonalak kozott lathato kiilonbségek egyik esetben sem bizonyultak statisztikailag

szignifikansnak. PK: pozitiv kontroll

4.7. A karbamilkolinnal (CCh) kivaltott kalciumkoncentracid-valtozasok
sajatossagai
A muszkarinos acetilkolin receptorok jelentdéségének tanulméanyozésa érdekében a

kolinerg agonista hatdsu CCh-t alkalmaztuk, €és elemeztiik az adagolas hatasara kialakulo
citoplazmatikus kalciumkoncentracio-valtozasokat. Ezen kisérletek megkezdése elott
mindharom sejtvonal esetében sziikségesnek lattuk a CCh-alkalmazas doézis-hatés
Osszefliggésének meghatarozasat. Ezen mérések célja az volt, hogy a késébbi kisérletekben
olyan CCh-koncentraciot alkalmazzunk, ami biztosan maximalis valaszt valt ki. A méréseket

a 18. abra szemlélteti, a kapott eredményeket pedig a 2. tdblazat foglalja 6ssze.
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18. abra: CCh alkalmazasaval Kkivaltott intracellularis kalciumkoncentracio-novekedés
dozis-hatas osszefiiggése. [A1-A3] Kiilonboz6 CCh-koncentraciok hatdsara kialakulo
kalciumkoncentracio-valtozasok egy-egy reprezentativ kisérletben. [B1-B3] A megfeleld A
abrarészen lathatdo meghatarozasok Hill-féle illesztései. A mérések High Troughput Screening
System késziilék segitségével torténtek, az eljaras és a szamitas részleteit a ,,Metodika” 3.10

alfejezetében ismertettiik. Az abran pirossal szerepeltetjiik az illesztés soran kapott gorbéket.
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2. tablazat: A CCh dézis-hatas gorbék kvantitativ jellemzése

Sejtvonal ECsy (mol/1) p n
WM35 8,72x10°°+ 1,17x10°° 1,06 £ 0,12 8
HT199 1,70x107* + 1,20x107* 0,74+ 0,19 8
HT168-M1 3,00x107° £ 6,00x10°° 0,92 + 0,10 8

A tablazatban a félhatdsos dozist (ECsy), a receptor aktivacidjahoz sziikséges atlagos

ligandumszamot (p) €s a mérések szamat (n) tiintettiik fel.

A félhatasos dozisok (ECsg) alapjan megallapitottuk, hogy a WM35 sejtek mutattak a
legnagyobb, mig a HT199 sejtek a legkisebb CCh-érzékenységet. A p paraméter értéke 0,7 és
1,1 kozott valtozott, ami arra utal, hogy fliggetleniil a sejtvonal és a muszkarinos receptor
tipusatol, egyetlen CCh molekula kotodése elegendd a receptoraktivaciohoz.

A dozis-hatas Osszefiiggések alapjan 1 mmol/l CCh-t, azaz egy biztosan telité dozist
valasztottuk a Ca®’-tranziensek kivaltasara. Az elvégzett kisérletek egy jellemz6 példajat
mutatja be a 19. abra. Az dbra A paneljén egyazon latotérben elhelyezkeddé HT199 sejteken
kivaltott  intracellularis  kalciumkoncentracid-valtozasok  lathatok. A kialakulo
koncentraciovaltozasok iddbeli lezajlasa jelentds sejtek kozotti valtozékonysagot mutatott. A
CCh alkalmazésat kovetden egyes sejteken meglehetdsen komplex jelalak volt megfigyelhetd,
ami egy korai tranzienst, ¢és egy, a CCh alkalmazésa alatt végig fennmaradd platd fazist
tartalmazott (lasd a 19. abra A paneljén a-val jeldlt tranzienst). Az agonista kimosasat
kévetden a Ca’’-koncentracio visszaallt a nyugalmi szintre. Ezt a jeltipust az értekezés
tovabbi részében ,,platd” vagy ,,platd-tipus” néven emlitjiik.

Mas sejtekben a korai tranzienst nem kdvette platd fazis (pl. a b-vel jelolt tranziens a
19. abra A paneljén). Ezeket a valaszokat a tovabbiakban ,tranziens” vagy ,,gyors” néven
fogjuk emliteni. Ezeken a kdnnyen azonosithato jeltipusokon tilmenden olykor egyedi idébeli
lezajlast kalciumkoncentracid-valtozasokat is megfigyeltiink. Eldéfordult példaul hosszan
fenntartott kalciumkoncentracio-emelkedés korai tranziens komponens nélkiil, vagy
oszcillatoérikus jellegli valasz (utobbira példa a c-vel jeldlt tranziens a 19. dbra A paneljén).
Ezeket a jelalakokat ,,atipusos” név alatt foglaltuk Ossze. Tekintettel az atipusos jelek
viszonylag alacsony el6forduldsi gyakorisdgdra ¢és nagy variabilitdsdra, tovabbi
csoportositasukkal nem foglalkoztunk, és az ilyen vélaszokat 1étrehozé sejteket nem vettiik
figyelembe a kisérletek kiértékelése soran.

Az 1mmol/l CCh-nal kivaltott kalciumkoncentracid-valtozadsok —statisztikai

kiértékelése a 19. abra B-D paneljein lathatd. Az adatok elemzése megmutatta, hogy a CCh-
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érzékeny sejtek eléfordulasi gyakorisdga a WM35 tenyészetben alacsonyabb volt (25%), mint
a HT199 (42%) és a HT168-M1 (40%) sejtekben. A 19. abra B-D paneljeinek negyedik oszlopa
megadja a CCh-ra reagald sejtek aranyat az adott sejtvonalak esetében. Azt is dokumentaltuk, hogy
a jelalaktipusok mindegyike jelen volt mindhdrom vizsgalt sejtvonalban; ugyanakkor az egyes
jelalakok eléfordulasi gyakorisaga jelentds eltéréseket mutatott. A legjellemzobb eltérésnek
az tekinthetd, hogy a WM35 és a HT168-M1 sejtekben a plato-tipusu jelalak eléfordulési
gyakorisdga meghaladta a gyors, tranziens jelalakét, mig a HT199 sejtekben a tranziens

jelalak volt a leggyakoribb.
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19. abra: A CCh altal Kivaltott, eltéré jellegii citoplazmatikus Ca*'-tranziensek megoszlasa
az egyes melanoma sejtvonalakban. [A] Egyedi sejteken mért fluoreszcenciaintenzitas-
valtozasok egy HT-199 sejteket tartalmazo latotérbol. A CCh-alkalmazas id6zitését és tartamat az
X-tengely alatt lathatd vizszintes vonal jeloli. A kiilonféle lefutasu jelalakokat kisbetiikkel jeloltiik
(a: platoval rendelkezd, b: gyors, tranziens, c: atipusos, oszcillatorikus jeltipus). A legalso
regisztratum (d) egy sejtmentes teriileten mért fluoreszcenciaintenzitast mutat be, amit
hattérkorrekcid céljabol rogzitettiink. [B-D] Az egyes jelalakok el6fordulasi gyakorisaga WM35
[B], HT199 [C] és HT186-M1 [D] sejtekben. A negyedik oszlop megadja a CCh-ra reagal6 sejtek

aranyat.
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Az is lathato, hogy az atipusos jelalak a legnagyobb valoszinliséggel a HT 199 sejteken
fordult el6 (9%), mig a WM35 és a HT168-M1 sejtekben ez a jelalak csak a valaszok 2%-
aban volt jelen. Megallapitottuk tovabba, hogy az atipusos valaszok kozott az oszcillatorikus
megjelenésli volt a leggyakoribb.

A funkcionalis és farmakologiai vizsgalatok altaldban megkivanjak az agonista
ismételt adagolasat. Az eredmények helyes értelmezéséhez ugyanakkor feltétleniil sziikséges
ellendrizni, hogy mennyire egyformdk az egymdast koveté CCh-alkalmazasokra adott

valaszok. Az ezen célbol végzett kisérletek eredményeit a 20. dbra foglalja 6ssze.
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20. abra: CCh ismételt alkalmazasaval Kivaltott Ca**-tranziensek. [A] WM35 sejten CCh
harom egymast kovetd adasaval létrehozott fluoreszcenciaintenzitas-valtozasok (a CCh
alkalmazasanak iddzitését és tartamat az X-tengely alatti vizszintes vonalak jelolik). Az also
regisztratum a hattér fényintenzitas allandosagat demonstralja. [B-D] Az azonos mddon elvégzett
kisérletek 0Osszesitett eredménye WM35 [B], HT199 [C] és HT168-M1 [D] sejtek esetében.
Mindharom &abrarészen az oszlopok az elsd (CChl), a masodik (CCh2) és a harmadik (CCh3)
CCh-alkalmazis atlageredményeit mutatjAk. A CCh adasa kovetkeztében kialakulo Ca®'-
tranziensek amplitudojat a nyugalmi kalciumkoncentracio értékére normalizaltuk. Az oszlopokban

feltiintettiik az adott atlag szamitasakor figyelembe vett sejtek szamat. ns: nem szignifikans.
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A 20. abra A panelje egy WM35 sejten végzett kisérlet eredményét mutatja. Jol lathato,
hogy a CCh-nal kivaltott els6 és masodik Ca*"-tranziens nagysaga gyakorlatilag azonos, mig a
harmadik CCh-adagolds mar lényegesen kisebb kalciumkoncentraci6-ndvekedést valtott ki.
Az azonos modon elvégzett kisérletek eredményeinek 6sszefoglaldsat mutatjdk be a 20. dbra
B-D paneljei. Az adatokbol latszik, hogy az elsé kalciumtranziensek amplitidoi a vizsgalt
sejtvonaltol fiiggetleniil megkozelitdleg azonosak voltak (AF/F = 0,95-1,42). A WM35 sejtek
esetében (20. abra B panel) a mdsodik kalciumtranziens amplitiddja az elsd tranziens
nagysaganak 93%-a volt, azaz a csokkenés minimalis. Ezzel szemben a harmadik tranziens
mar csak az elsd csucsértékének 49%-at érte el. A HT199 (20. abra C panel) és a HT168-M1
sejtvonalak esetében (20. abra D panel) mar a masodik kalciumtranziensek amplitidoja is
jelentds csokkenést mutatott az elsé tranziensekhez képest (56% ¢és 37%), a harmadik CCh-
alkalmazast kovetden pedig még ennél is kisebb jelet figyeltiink meg (az elsé nagysaganak
27% ¢és 19%-a). Az ismételt CCh-alkalmazds esetén megfigyelhetd kalciumtranziens-
csokkenést az értekezés tovabbi részében tachyphylaxis néven emlitjiik. A jelenség hatterében

allo lehetséges mechanizmusok azonositasat nem kiséreltiik meg.

4.8. A CCh-hatas farmakoldgiai jellemzése
Annak érdekében, hogy igazoljuk a muszkarinos ACh-receptorok résztvételét a CCh-

nal kivaltott citoplazmatikus kalciumkoncentracio-novekedés létrehozasdban, atropint — a
muszkarinos receptorok jol ismert gatloszerét — alkalmaztunk. A 21. dbra A—C paneljei jelzik,
hogy 0,1 mmol/l atropinnal torténd eldkezelés mindharom sejttipusban megsziintette, vagy
legalabbis igen jelentdsen csokkentette, a CCh-nal kivaltott kalciumtranzienseket. Az atropin
hatasa reverzibilis volt, kiilondsen ha azt is figyelembe vessziik, hogy az atropin kimosasat
kovetd CCh-alkalmazas mar a harmadik tranzienst valtotta ki — lattuk ugyanis korabban, hogy
a harmadik CCh-adagolas kovetkeztében kialakulo Ca*'-tranziensek kontroll kériilmények
kozott is jelentdsen csokkent nagysaguak voltak.

Az atropinnal végzett kisérletek statisztikai kiértékelését a 21.4bra D panelje
szemlélteti. Az adatok feldolgozéasa soran kiszamitottuk, hogy az atropin jelenlétében kapott
kalciumtranziensek amplitidoéja hany %-a az elsé CCh-adds sordn kapott kalciumtranziens
nagysaganak, és az igy kapott értékeket atlagoltuk. A 21D ébra sziirke oszlopai jelzik, hogy
atropin jelenlétében a kalciumtranziensek nagysaga az eredeti érték 9%-ara (WM35), 3%-ara
(HT199) és 12%-ara csokkent (HT168-M1). A 21.4abra D paneljének ires oszlopai a

tachyphylaxist célzd kisérletek soran kivaltott masodik tranziensek nagysagat jelzik (azaz

61



azonosak a 20.abra B-D paneljein taldlhat6 CCh2 jelzésii oszlopokkal). Az azonos
sejtvonalakon nyert atlagértékek Osszehasonlitdsa nyilvanvaléva teszi, hogy atropin
jelenlétében a kalciumkoncentracio-valtozasok amplitiddja szignifikdnsan nagyobb

mértékben csokkent, mint ami a tachyphylaxis alapjan varhato lett volna.
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21. ibra: Atropin hatisa a CCh-nal kivaltott Ca**-tranziensekre. [A—C] A kisérletek soran
elészor kalciumkoncentracio-novekedést valtottunk ki (kontroll Hanks-oldatban alkalmazott
1 mmol/l CCh segitségével) WM35 [A], HT199 [B] és HT168-M1 [C] sejteken (a CCh jelenlétét
az iddtengely alatti vonalak koziil a fels6k jelolik). Ezt kovetden atropint adagoltunk (0,1 mmol/l,
150 s tartamon at; ezt az iddtengely alatti vonalak koziil az alsok jeldlik), majd a blokkoldszer
jelenlétében megismételtiik a CCh alkalmazasat. A kisérlet végén az atropin kimosasat kdvetéen
ujra CCh-t alkalmaztunk. [D] A leirt modon elvégzett kisérletek dsszesitett eredményei. A panelen
az ires oszlopok a 20.abran bemutatott CCh2 adatokkal azonosak (azaz a tranziensek
tachyphylaxis miatti csdkkenését jelzik); ezekhez hasonlitottuk az atropin jelenlétében kapott
tranziensek nagysagat (sziirke oszlopok). Az oszlopok alatt feltiintettiik az adott atlag szamitasakor

figyelembe vett sejtek szamat.

A CCh-okozta kalciumkoncentracio-valtozdsok egymastol jelentdsen kiilonb6zo
idobeli lezajlasa arra utalt, hogy a kalciumtranziensek kialakitdsdban részt vevo kalciumionok

tobb forrasbol szarmazhattak. Az MR1 és MR3 szignalizacids utvonalrdl rendelkezésre allo

62



adatok alapjan a tranziensek korai, gyors komponense nagy valosziniiséggel a kalciumionok

intracellularis raktarakbol torténd felszabaduldsat tiikrozi. Indokoltnak latszott ugyanakkor

megvizsgalni, hogy az extracellularis térbol torténd kalciumbelépés hozzédjarul-e a CCh-

kivaltotta kalciumkoncentracio-valtozasok kialakulasahoz.
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22. abra: Az extracellularis kalciumkoncentraci6é csokkentésének hatisa a CCh-nal kivaltott
Ca**-tranziensekre. [A1-A3] A kisérletek soran elészor kontroll Hanks-oldatban alkalmaztunk
1 mmol/l CCh-t WM35 [A1], HT199 [A2] és HT168-M1 [A3] sejteken (a CCh jelenlétét az
idotengely alatti vonalak koziil a felsdk jeldlik). A kdvetkezd lépésben az inkubalod oldatot
vonalak koziil az alsok jelolik), majd megismételtiik a CCh adagolasat. Az Al, A2 és A3 panelek
ugyanazon latotérben talalhatd tobb sejt viselkedését mutatjak be. [B1-C3] A leirt modon
elvégzett kisérletek Osszesitett eredményei. [B1-B3] A bal oldali oszlopok a 17. dbran bemutatott
CCh2 adatokkal azonosak (azaz a tranziensek tachyphylaxis miatti csokkenését jelzik), és ezekhez
hasonlitottuk az alacsony extracelluldris Ca®’-koncentracié jelenlétében kapott tranziensek

nagysagat (jobb oldali oszlopok). [C1-C3] A kalciumtranziensek id6tartama a maximalis

s
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csokkentett Ca”’-koncentracidji Hanks-oldatban (,alacsony [Ca’'Jgc”). Az adott 4tlag

szamitasakor figyelembe vett sejtek szamat az oszlopokban tiintettiik fel. ns: nem szignifikéns.

A kérdés megvalaszolasa céljabol végzett kisérletekben a CCh-t eldszor a szokasos
kalciumtartalmu extracellularis oldatban alkalmaztuk (1,5 mmol/l). Ezt kdvetden az inkubalo
oldat CaCl,-tartalméat nagyrészt MgCly-ra cseréltik, ¢és az igy eldallitott, alacsony
kisérletek eredményeit a 22. dbra foglalja 0ssze. Az abra Al, A2 és A3 paneljei tipusos
regisztratumokat mutatnak be, amiket WM35 (A1), HT199 (A2) és HT168-M1 (A3) sejtekrol
rogzitettiink. Jol lathatod, hogy az extracellularis kalciumkoncentracié mérséklése jelentésen
csOkkentette a CCh-kivaltott kalciumtranziensek platé komponensét.

Az elézdekben leirt médon elvégzett kisérletek Osszesitett eredményeit a 22. abra B1—
C3 paneljei mutatjdk. Az adatok alapjan megallapithatd, hogy a kalciumtranziensek
amplituddja (azaz a korai komponens nagysiga) a WM35 sejtekben az extracellularis
kalciumkoncentracid mérséklése esetén kifejezettebben csokkent, mint ami a tachyphylaxis
alapjan varhato lett volna (22. dbra B1 panel). A masik két sejtvonal esetében ugyanakkor
nem volt szignifikédns kiilonbség az alacsony kiilsd kalciumkoncentracio esetén mért és a
tachyphylaxis alapjan varhaté amplitudok kozott (22. dbra B2 és B3 paneljei).

Szemben a korai komponens mérsékelt modosulasaval, a kiilsé kalciumkoncentraciot
lecsokkentve mindhdrom sejtvonalban jelentésen megvaltozott a platd fazis idétartama és
amplituddja. A valtozds mennyiségi jellemzése érdekében a maximalis amplitadd 10%-anal
meghataroztuk a kalciumtranziensek idOtartamat. A platdé komponens rovidiilésének mértéke
mindharom sejtvonal esetében statisztikailag szignifikansnak bizonyult (22. dbra C1, C2 és
C3 paneljei), de ezen beliill a valtozas joval kifejezettebb volt a metasztatikus eredetii
sejtvonalakban (50% a HT199 és 42% a HT168-M1 sejtekben), mint a primer tumorbol
szarmaz6 WM35 sejtekben (23%).
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5. Diszkusszio
Az értekezésben bemutatott munka Kkeretében sikerilt stabilan TASK-3

géncsendesitett WM35, ¢és tranziensen TASK-3 géncsendesitett A2085 sejtvonalakat
eldallitanunk. A géncsendesités hatdsos volt, mivel mind a TASK-3-specifikus mRNS, mind a
TASK-3 fehérje expresszidja csokkent az érintett tenyészetekben. Kisérleteink soran
ramutattunk, hogy a TASK-3 géncsendesitett melanoma sejtekben karosodik a mitokondriélis
funkci6. Megitélésiink szerint a TASK-3 géncsendesitett sejtek  mitokondrialis
diszfunkciojaval all 0sszefiiggésben azok csokkent MMP-ja, a mitokondridlis szétkapcsolds
hatasara 1étrejovoé depolarizacid nagysaganak mérséklédése, valamint a mitokondrialis DNS
mennyiségének csokkenése. A géncsendesitett sejtek morfoldgiai sajatsagai is karakterisztikus
valtozasokat mutattak. Csokkent tovabba a sejtek ¢letképessége és a sejtproliferacio mértéke,
valamint fokozodott az apoptozis irdnyaba elkotelezett sejtek szama; mikdzben a nekrotikus
aktivitdis nem valtozott. A bemutatott munka eredményei bizonyitottdk, hogy a
géncsendesitett sejtek fokozott apoptdzisanak hatterében kaszpazfliiggd és kaszpaztol
fliggetlen mechanizmusok egyarant megtalalhatok.

Munkénk maésodik részében immuncitokémiai modszerekkel és Western-blot
technikdval igazoltuk, hogy az MR1 és MR3 receptorok jelen vannak WM35, HT199 és
HT168-M1 melanoma sejteken. A muszkarinos acetilkolin agonista CCh telitd
koncentraciojanak alkalmazasaval mindhdrom sejtvonalon intracellularis
kalciumkoncentracido-emelkedést valtottunk ki. Atropinnal torténd elokezelés megakadalyozta
ezen intracellularis kalciumkoncentracio-valtozasok kialakuldsat. Megallapitottuk, hogy a
CCh-okozta kalciumkoncentracio-valtozasok iddbeli lezajlasa valtozo; ugyanakkor jobbara
elkiilonithetd volt egy viszonylag stabil korai €s egy ettdl valtozékonyabb késdi komponens.
Kimutattuk, hogy a kés6i komponens jellemz6éi nagymértékben fliggnek az extracellularis
kalciumkoncentraciotol. Eredményeink arra utalnak, hogy a primer tumorbol és attétekbdl
szarmazd melanoma sejtek kalciumhomeosztazisa némileg kiilonbozik, ami hozzajarulhat

eltérd biologiai €s klinikai sajatsagaik kialakitasahoz.

5.1. A TASK-3 csatorna rosszindulati tumorokban jatszott szerepére
vonatkozo6 adatok ellentmondasai
Munkacsoportunk kordbbi eredményei arra utaltak, hogy a TASK-3 csatorna

megtalalhatd a melanoma sejtek mitokondriumainak kiilsé vagy bels6 membranjaban.

Val6szintsitettiik tovabba, hogy a mitokondrialis lokalizacioban taldlhaté TASK-3-csatornadk
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hozzéjarulnak a mitokondridlis funkci6 fenntartdsdhoz [Kosztka és mtsai. 2011]. Jelen
kisérletek megerdsitették azt a korabbi megfigyelésiinket, hogy a TASK-3 géncsendesitése
valtozasokat indukal. Eredményeink arra utalnak, hogy a megfigyelt jelenségek hatterében
mitokondrialis depolarizacio és apoptozisindukeio all.

A TASK-3 csatorna jelenlétére €s tumorsejtekben betoltott szerepére vonatkozod
irodalmi adatok ¢s elképzelések nem egységesek. Az elsé problémat az jelenti, hogy a TASK-
3-csatorndk jelenléte az Oket expresszalo sejt tipusatdl fiiggden indukalhat is apoptdzist
[Lauritzen és mtsai. 2003, Meuth és mtsai. 2003], meg védhet is ellene [Liu és mtsai. 2005,
Taverna és mtsai. 2005]. Masodsorban, jollehet szdmos kozlemény szamolt be a TASK-3
Innamaa ¢és mtsai. 2013, Kim ¢és mtsai. 2004, Lee és mtsai. 2012], egy tjabb, 20 raktipus
vizsgalataval foglalkoz6 tanulmanyban nem talaltak érdemi valtozast a TASK-3-specifikus
mRNS kifejez6désében [Williams és mtsai. 2013]. Harmadszor, egyes megfigyelések szerint
a TASK-3 expresszidja eldsegiti a tumor ndvekedését, mig mas adatok szerint a fehérje
jelenléte a daganatos megbetegedés progndzisat javitja. Pei €és munkatarsai [2003] azt
mutattak ki példaul, hogy a funkcionalis (azaz K'-ra permeébilis) TASK-3 csatorna erételjes
onkogén hatdssal bir. Ezzel szdges ellentétben Innamaa és munkatarsai [2013] azt
tapasztaltdk, hogy az altaluk vizsgalt tumorok TASK-3-specifikus immunpozitivitasat
hatarozottan jobb prognozis kisérte; tovabba azok a betegek, akik tumora erés TASK-3
jelolodést mutatott, hosszabb tulélési idovel voltak jellemezhetdk. Arra is vannak adatok,
hogy egyes emlétumorsejtek fokozott TASK-3 expresszidja a tumorsejtek csokkent
TASK-3 fehérje tumorellenes szerepével, Meuth és mtsai [2008] LN319 és U373 glioma
sejtvonalakon egy TASK-3-fliggd sejthalal-titvonalat irtak le. Ellentmondva azonban a fenti,
tumorellenes aktivitasra utald adatoknak, Kim és mtsai [2004] nem taldltak Osszefliggést
colorectalis daganatok TASK-3 expresszidjanak mértéke, valamint a daganatok
tumorstadiuma €s a nyirokcsomd-metasztazisok eléfordulasa kozott.

Mindezek alapjan az a kdvetkeztetés vonhatd le, hogy sem a TASK-3 expresszid
jelenléte, sem annak fokozott mértéke nem egy 4altaldnos, minden rosszindulatian
transzformalodott sejtre jellemzd jelenség. Ebbdl kovetkezéen a TASK-3 expresszio
eléfordulasat és mértékét eseti alapon sziikséges vizsgalni. Jelen tudasunk szerint nincs olyan
szabaly, aminek alapjan meg lehetne josolni, hogy egy adott tumor expresszal-e TASK-3

fehérjét. Annak eldontésére sincs még maod, hogy egy tumor TASK-3 expresszidja kedvezd
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vagy kedvezdtlen prognosztikai jel-e; esetleg semmilyen jelentdség nem tulajdonithato neki a
rosszindulat burjanzas varhato viselkedése vonatkozasaban.

Az emlitett bizonytalansdgnak két fontos koOvetkezménye van. Egyrészt azt a
lehetdséget, hogy a TASK-3 expresszié mértékét prognosztikai faktorként hasznaljuk fel —
legalabbis ideiglenesen — el kell vetni. A masik kovetkezmény, hogy a TASK-3-csatornak
gatlasan alapulo terapia altalanos klinikai alkalmazhatésaga nem garantalt; még akkor sem, ha
idékozben sikeriilne kifejleszteni hatékony és szelektiv . TASK-3 gatldszereket. Tovabbi
erofeszitések sziikségesek tehat a TASK-3 expresszio ténye és annak mértéke, valamint a
malignusan transzformalodott sejtek viselkedése ¢és a daganatok progndzisa kozotti

Osszefiiggések tanulmanyozasara.

5.2. A TASK-3 expresszio csokkentésének kovetkezményei melanoma

sejteken
Jollehet a fentiek értelmében nem lehet egységes mddon értelmezni a tumorosan

elfajult sejtek TASK-3 expresszidjanak jelentdségét, sajat kisérleti adataink kovetkezetesek: a
WM35 ¢és az A2058 melanoma sejtek expresszaljak a TASK-3-csatornat, tovabba a TASK-3
expreszid gatlasat kovetéen mitokondridlis depolarizacié alakul ki, ami végeredményben a
sejtek haldlat okozza. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a TASK-3-csatornak jelenléte
nélkiilozhetetlen a melanoma sejtek tuléléséhez. Tovabbi vizsgalatokat igényel viszont annak
eldontése, hogy a TASK-3 expresszid6 vajon valamennyi melanoma tipus esetében
elengedhetetlen feltétele-e a talélésnek. Még ennek a bizonytalansagnak a tudatidban is
megalapozottnak tlinik azonban a feltételezés, hogy a TASK-3 csatorna megfeleld célpontja
lehet olyan jovébeni terapias eljarasoknak, amik a melanoma kezelését célozzak.
Hangstlyozni érdemes, hogy a TASK-3 fehérje terapias célpontként valo
felhasznalasat jelentésen megneheziti, hogy expresszidja nem korlatozodik kizardlag
malignusan transzformalddott sejtekre. Bebizonyosodott, hogy szamos sejttipus fizioldgias
koriilmények kozott is tartalmazza a TASK-3 fehérjét [Ruszndk és mtsai. 2004, Ruszndk és
mtsai. 2008]. Indokolt tehat az aggodalom, hogy a TASK-3 csatorna esetleges altalanos
gatlasa szamos fizioldgids folyamatot is befolydsolna. Meglepd modon — és némileg
ellentmondva a TASK-3 fehérje nyilvanvald biologiai jelentdségének — a TASK-3 génkilitott
(KO) egértorzs életképes, és csak igen csekély mértékli zavar figyelheté meg az érintett
egyedek biologiai funkcidiban. Linden és munkatarsai [2007] példdul arrdl szdmoltak be,
hogy a TASK-3 KO egerek jorészt fiziologids viselkedést mutattak. A szerzOk arra a

megallapitasra jutottak, hogy bar a TASK-3 csatorna hozzajarul a cirkadidn ritmus
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kialakitasahoz, és szerepe van a kognitiv funkcidkban is, a csatorna kilitésének az eredetileg
feltételezettnél joval enyhébb kovetkezményei vannak. Ezen varatlan megfigyelés egyik
lehetséges magyarazata, hogy TASK-1 homodimerek vagy mas Kjyp csatorndk
overexpresszioja funkcionalisan kompenzalhatja a TASK-3 kiesését [Linden és mtsai. 2007].
Erdekes modon azonban még a TASK-1/TASK-3 kétszeresen KO allat is talél, bar primer
hyperaldosteronaemia alakul ki benne [Davies ¢és mtsai. 2008]. Ennek alapjan az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy a TASK-3 alegységek TASK-1-gyel torténd helyettesitése
nem az egyetlen lehetdség arra, hogy a TASK-3 fehérje hianya kompenzalodjék, és mas Kyp
csatornaknak és/vagy alternativ mechanizmusoknak nagyobb szerepiik lehet a funkcio
helyettesitésében, mint ahogy azt korabban gondoltak. A megallapitasok egy fontos hozadéka,
hogy ha a melanoma sejtekben is 1éteznek ilyen kompenzalé mechanizmusok, akkor a TASK-
3-alapu terapidk a reméltnél kevésbé lesznek hatékonyak. Fontos azonban megjegyezni, hogy
az altalunk vizsgalt melanoma sejtekben nem tapasztaltuk jelét a fentiekben vazolt
kompenzald6 mechanizmusok aktivaciojanak; igy a TASK-3 KD sejtekben nem valtozott

példaul a TASK-1 expresszidjanak mértéke.

5.3. Muszkarinos kolinerg receptorok melanomasejtekben
A paratlan szdmokkal jelolt MR-ok jelenlétét és funkcionalis jelent6ségét mar tobb

melanoma sejtvonalon is kimutattdk. Sebészeti uton nyert, human tumormintak
immunpozitivitdsanak 6sszehasonlité vizsgalata is megtortént, amihez a tanulmany szerzoi
egy minden receptoraltipust felismeré monoklondlis ellenanyagot alkalmaztak [Lammerding-
Koppel és mtsai. 1997]. Ezen vizsgalatsorozat eredménye szerint a tumorok periférids
rész¢éboOl szarmazo sejtekben nagyobb a MR proteinek mennyisége, mint a centralisabban
elhelyezkedd sejtekben. Ez az adat arra utal, hogy korrelacié all fenn a MR-ok expresszios
szintje ¢és a daganatsejtek vandorlasi és metasztazisképzd hajlama kozott. A MR-oknak a
tumorosan transzformalt sejtek malignitdsanak meghatarozasaban jatszott szerepét
alatdmasztani latszott az a megallapitds is, ami szerint egészséges melanocitdkban nem volt
detektalhaté MR-specifikus immunpozitivitas [Lammerding-K&ppel és mtsai. 1997].

Az eldzonél célzottabb kimutatédsi eljardsokat alkalmazo kisérletekben ugyanakkor a
melanomasejtek MR expresszids mintdzata a fentinél komplexebb képet mutatott. A2058
sejtekben példaul csak az MRS altipus jelenlétét irtak le [Kohn és mtsai. 1996]; SK-MEL-28
sejtekben pedig els6sorban az MR3 expressziojat igazoltadk [Noda ¢és mtsai. 1998], tovabba
kisebb mennyiségli MRS jelenlétét is valoszintsitették [Boss és mtsai. 2005]. Mutéti Gton

eltavolitott mintakban taldlhat6, HMB-45-pozitiv melanoma sejteken pedig az MR3 jelenlétét
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azonositottak [Oppitz és mtsai. 2008]. A jelen értekezésben bemutatott kisérletekben az
altalunk vizsgalt sejteken részben megerositettiik az MR3 jelenlétét, részben pedig igazoltuk a
korabbi tanulmanyok altal jobbara figyelmen kiviil hagyott MR1 expresszidjat. Munkank
soran azt talaltuk, hogy mind az MR1, mind az MR3 jelen van mindharom vizsgalt malanoma
sejtvonalban; ugyanakkor nem taldltunk kiilonbséget a primer tumor eredetli (WM35) és a
metasztatikus eredetli (HT199, HT168-M1) sejtek receptorfehérje tartalma kozott.

Jollehet a MR-ok szerepét szamos tumor malignitasaval 0sszefiiggésbe hoztak [Batra
¢s mtsai. 1993, Williams és mtsai. 1993, Oppitz és mtsai. 2002, Bowers és mtsai. 2008], ez a
felvetés éppen a boreredetii daganatok esetében valt kétségessé, amikor a 2000-es évek elején
egészséges melanocitakon is sikeriilt kimutatni a MR-ok mind az 6t altipusat [Buchli és mtsai.
2001]. Raadésul az idézett munka az 6t MR tipus melanocitdkban betoltott funkcionalis
jelentéségét is igazolni tudta. Széles kdrben elfogadotta valt tovabba az a nézet, hogy a nem-
neuronalis kolinerg szignalizacié fontos szerepet jatszik a bor élettani és patoldgiai
folyamataiban [Oppitz és mtsai. 2008, Grando és mtsai. 2006, Kurzen és mtsai. 2007].
Tekintettel az Gjabb adatokra, a jelenleg legszélesebb korben elfogadott allaspont értelmében
a MR-ok jelenléte nem korlatozédik a malignus transzformacion atesett melanocitakra, €s igy
az nem lehet egyértelmii jele a rosszindulata elfajulasnak. Alternativ lehetdségként felmeriil,
hogy esetleg a receptorok jelatvitel utvonalaiban lehetnek kiilonbségek a MR-okat tartalmazo

tumoros ¢és egészséges sejtek kozott.

5.4. A CCh alkalmazasa
Léteznek olyan adatok, melyek szerint a MR3-ok gatlasa megakadalyozhatja egyes

tumorok novekedését és metasztazisok kialakulasat [Spindel 2012]. Tekintettel arra, hogy az
MR3 receptoraltipus részben a citoplazmatikus kalciumkoncentracid emelésén keresztiil fejti
ki hatdsat, indokoltnak lattuk olyan kisérletek elvégzését, amelyekben a MR-ok aktivalasaval
valtunk ki kalciumtranzienseket és tanulmanyozzuk azok jellemzdit. Erre a célra 1 mmol/l
CCh-t alkalmaztunk, ami mindhdrom sejtvonal esetében telitd dozist volt. Az altalunk
valasztott koncentracié ugyancsak telitd dodzisnak bizonyult egyéb, szintén CCh
alkalmazaséval indukalt, melanoma sejteken tapasztalt valaszok esetében [Kohn ¢és mitsai.
1996]. Az éaltalunk meghatarozott ECsy értékek is hasonloak voltak a korabban publikalt
adatokhoz [Noda ¢és mtsai. 1998]. Sziikséges azonban hangstlyozni, hogy az egyes
megfigyelések 0sszehasonlitasakor dvatosnak kell lenni; részben az eltérd sejttipusok miatt,
részben azért, mert munkankban nem tértiink ki az egyes szerzok altal ugyancsak megfigyelt

MRS jelenlétére.
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A fenti megfontoldsok mellett ki kell térni arra is, hogy taldltunk olyan irodalmi
adatot, ami szerint 1 mmol/l CCh esetleg mar a nikotinos acetilkolin receptorokat is
aktivalhatja [Militante és mtsai. 2008]. Ebbdl fakaddan a jelen disszertacidban bemutatott
kisérleti eredményeink elemzésekor az a kérdés is felmeriilt, hogy vajon a nikotinos
acetilkolin receptorok nem vehettek-e részt a tapasztalt valaszok létrehozasdban. A kérdés
mar csak azért is relevans, mert a bdrben taldlhaté bizonyos sejttipusokon nikotinos
receptorokat is kimutattak [Grando és mtsai. 2006, Kurzen és mtsai. 2007]. Tovabb bonyolitja
a helyzetet, hogy egyes adatok szerint az atropin a nikotinos receptorokat is gatolhatja [Zwart
¢s Vijverberg 1997]. Mivel azonban a CCh altal kivaltott kalciumtranzienseket atropin
alkalmazaséaval gyakorlatilag teljesen gatolni tudtuk, a fenti ellentmondésok és komplikaciok
ellenére ugy gondoljuk, hogy az altalunk részletezett hatdsok kialakitdsaban donté modon a
MR-ok vettek részt. Mindazonaltal a nikotinos receptorok szerepét csak akkor lehet majd

teljesen kizarni, ha expresszids mintdzatuk részletei ismertté valnak a melanoma sejtekben.

5.5. A citoplazmatikus Ca2+ szerepe melanomasejtekben
Bar a MR-ok tobb jelatviteli atvonalat is aktivalhatnak a melanoma sejtekben [Kohn

¢és mtsai. 1996], a kalciumionok részvétele ebben a komplex rendszerben egyértelmii. Szamos
korai tanulmany indult ki abbol a feltételezésbodl, hogy — hasonléan mas sejttipusokhoz — a
melanoma sejtek motilitdsa és proliferacidja az intracellularis Ca®'-koncentracion keresztiil
szabalyozodik. Az erre vonatkoz6 munkdk rendszerint az extracellularis térbol torténd
kalciumbelépést valtoztattdk meg a hajtéeré (ti. membranpotencidl) modositasaval
[Gavrilova-Ruch és mtsai. 2002, Chantome és mtsai. 2009, Nilius és Wohlrab 1992, Lepple-
Wienhues és mtsai. 1996], egyes kalciumcsatorna-tipusok gatlasaval (pl. verapamil [Tsuruo és
mtsai 1985, Yohem ¢és mtsai. 1991, Parker és Sherbet 1992], vagy lantanidak alkalmazaséaval
[Cox ¢és mtsai. 2002]). Késziilt olyan tanulmény is, amelyikben tapszigargin adasaval az ER-
ba torténd kalcium-visszavételért felelés SERCA-pumpat gatoltak [Parker és Sherbet 1992].
Ezek a beavatkozasok tobb melanoma sejtvonal esetében is igazoltdk, hogy a
kalctumhomeosztdzis befolyasolasa megvaltoztatja a tumorsejtek metasztazisképzd
tulajdonsagat. Ujabban az un. Wnt jelatviteli utvonal is az érdeklédés kozéppontjaba keriilt
mint a melanoma progresszidjat meghatarozé tényezd [Deli és mtsai. 2007, Weeraratna
2005]. Ez a fejlemény azért relevans az altalunk leirt adatok szemsz6gébdl nézve, mert ennek
a jelatviteli utvonalnak a Ca®" is részét képezi.

A  fentiek ismeretében némileg meglepd, hogy a melanoma sejtek

kalciumhomeosztazisanak részleteit ezidaig csak kevesen vizsgaltak. Azokban az esetekben
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rdadasul, amelyekben megkisérelték a citoplazmatikus kalciumkoncentracié kozvetlen
mérését, a meghatarozasok sejtszuszpenzidkon, kiivettdkban torténtek [Martinez-Zaguilan és
mtsai. 1998, Isoldi és mtsai. 2004]. Ennek a kisérleti elrendezésnek az eldnyei nyilvanvalodak,
ugyanakkor ez a megkdzelités nem engedi meg az egyedi sejtek vizsgalatat, igy elfedi a Ca®'-
homeosztazis szabalyozasanak sejtszintii variabilitasat. Ennek eredményeként azon
megallapitasunk, hogy a CCh-ra vélaszolo sejtek ardnya nem éri el az 50%-ot, nehezen
vethetd Ossze az irodalmi adatokkal. Ilyen koriilmények kozott kiillondsen figyelemre mélto az
a tény, hogy a CCh-ra reagdld és nem reagalo sejtek hasonld aranyat irtak le SK-MEL-28
tenyészetben, amikor a sejtek kontraktilis valaszat vizsgaltak [Sailer és mtsai 2000].

Az egyedi melanoma sejteken végzett kevés szami munka egyikében SKMEL188
sejteken, konfokalis rendszerben tanulmanyoztdk a citoplazmatikus kalciumkoncentracio
valtozasait [Wiesner és mtsai 2003]. Jollehet a mérések fesziiltségvezérelt kalciumcsatornak
jelenlétét ¢€s miikodését is igazoltdk a sejtfelszini membranban, nem tortént meg a
citoplatmatikus kalciumtranziensek részletes leirdsa. Egy masik tanulményban ATP-vel
kivaltott citoplazmatikus kalciumtranzienseket elemeztek azon harom melanoma sejtvonalon,
amiket mi is tanulmanyoztunk [Deli és mtsai 2007]. Ezek a mérések igazoltdk olyan P27
purinerg receptorok jelenlétét a sejtfelszini membranban, amik esetleg a kalciumbelépés egyik
lehetséges tutvonalaként szolgdlhatnak. Az idézett munka szerzéi emellett azt is
megallapitottak, hogy a sejtek nem-funkciondlis rianodin receptorokat, valamint toltott
intracellularis kalciumraktarakat tartalmaznak. Kohn ¢és mtsai [1996] A2058 sejteken
vizsgaltak CCh-nal kivaltott kalciumtranzienseket. Jollehet a szerzOk csak az MRS altipusok
jelenlétét tételezték fel, az daltaluk kozolt adatok teljes 0Osszahangban dallnak sajat
eredményeinkkel. Ez az egyezés arra utal, hogy a paratlan sorszamu MR-ok ugyanazon (vagy
nagyon hasonl6) funkciot lathatnak el a kiilonb6z6 melanoma sejttipusokon.

A melanoma sejtek kalciumhomeosztazisdval kapcsolatos informéciokat Osszegezve
megallapithatjuk, hogy a CCh 4ltal kivaltott Ca®'-tranziensek mindharom vizsgalt sejtvonal
esetében latott korai tranziens komponense az intracellularis raktarakbol torténd
kalciumfelszabaduléds eredménye lehet, €s ez a kalciumfelszabadulés feltehetéen nem rianodin
receptorokon keresztiil torténik [Deli és mtsai 2007]. Fel kell tételezniink, hogy a metabotrop
MR-ok vagy kozvetleniil nyitnak kalciumcsatornakat a sejtfelszini membranban, vagy az IPs-
utvonalon keresztiil idéznek eld kalciumfelszabadulast. Az eldbbi lehetéség ugyanakkor
kizérhatonak tlinik azon az alapon, hogy a kezdeti komponens sajatsagai nem fliggnek az
extracellularis kalciumkoncentraciotol (lasd sajat adatok, tovabba [Kohn és mtsai 1996]). igy

marad a masodik lehetdség, amely O0sszhangban all az MR1, MR3 és MRS szignalizacios
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kapcsolatair6l rendelkezésre allo ismeretekkel. Ami a CCh-nal kivaltott kalciumtranziensek
kés6i komponensét illeti, ennek extracelluldris kalciumionoktol valo fliggése nyilvanvald
mind az altalunk bemutatott kisérletekben (MR1 és MR3), mind a Kohn és mtsai [1996] altal
végzett vizsgalatokban (MRS5).

Ha figyelembe vesszilk a MR-ok és a kalciumhomeosztazis tobbek altal felvetett
jelentdségét a melanomasejtek malignitasaban, adataink bizonyos mértékig csalodast keltoek,
mivel a primer és a két metasztikus tumorbol szarmazo sejtvonal sejtjeit Osszehasonlitva nem
talaltunk olyan eltérést, ami magyardzna a metasztatikus sejtek nagyobb malignitasat. Ez a
kovetkeztetés ellentmond azon kozlésnek, amely szerint a kalcium- és a pH-szabalyozas
nagyobb mértékben kiilonbozik a kifejezetten metasztatikus C8161 sejtek és a kevésbé
metasztatikus jellegli A375P sejtek esetében [Martinez-Zaguildn és mtsai. 1998]. Erdekes
modon azonban a purinerg szignalizacié tanulmanyozasa soran sem lehetett igazolni primer és
metasztatikus eredetli melanoma sejtek kozott fennalld6 markans kiilonbséget. Deli ¢és
munkatarsai pusztan egyetlen eltérést talaltak az altalunk is haszndlt harom sejtvonal
vizsgalata soran: a nem-specifikus rianodinreceptor-gatld ruténium-vords csokkentette a

crcr

primer tumor eredetli WM35 sejtek osztodasi sebességét [Deli és mtsai. 2007].

5.6. Az eredmények hasznositasanak lehetdosége
Néhany, a koézelmultban megjelent tanulmany ramutatott, hogy az utobbi idében

jjesztd mértékben emelkedett a melanomds esetek szama [Goldberg és mtsai. 2007,
Marugame ¢és Zhang 2010]. Az is megallapitast nyert, hogy a metasztatikus melanoménak
kiilonosen rossz a prognozisa, mivel ezek a sejtek rezisztensek a kemoterdpidra és a
tumorsejtek elleni immunvalaszra egyarant. Jollehet vannak olyan 0j €s biztatdé eredmények,
amik azzal kecsegtetnek, hogy esetleg javitjadk majd a melanoma talélési esélyeit (egy kivalo
attekintés végett 1lasd [Flaherty és mtsai. 2012]), a metasztatikus melanomak progndzisa még
mindig nagyon rossz. A melanoma gyogyitasaval kapcsolatos nehézségek részben abbol
adddnak, hogy a melanoma sejtek apoptozist el6idézd intracellularis utvonalai ,hibasak™
[Fischer és Schulze-Osthoff 2005, Sjostrom ¢és Bergh 2001]. Ennek tiikrében nem Ilehet
viszont meglepd, hogy kiilondsen igéretes terapias megkozelitésnek tartjak a melanoma sejtek
csokkent apoptdziskészségének visszaforditasat célzo torekvéseket [Eberle és mtsai. 2007].
Az ujabb adatok azt latszanak igazolni, hogy az apoptozisindukcidé valdban
eredményes eljaras lehet a melanoma gyogykezelésében [Berger és mtsai 2014; Zimmerman

¢s mtsai 2013]. Kiilondsen fontos és az értekezésben bemutatott kisérletek szempontjabdl is
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relevans az a megfigyelés, miszerint a mitokondridlis Kv1.3 kaliumcsatorndk gatlasa
tumorsejtek (koztik melanoma sejtek) intrinzik apoptotikus Utvonalanak aktivalddasat
eredményezi, és végsdsoron a sejtek pusztulasat okozza [Leanza és mtsai. 2012]. A jelen
disszertacidban bemutatott kisérletek soran az apoptoézis indukcidjat és a kovetkezményes
sejthalalt a TASK-3 csatorna expresszidjanak csokkentésével értiik el. Fontos ugyanakkor
megjegyzeni, hogy vannak biztatd eréfeszitések szelektiv TASK-3-gatloszerek eldallitasara
is, amik alkalmazasatol hasonlé eredmény varhat6. A sperminrdl példaul mar mintegy nyolc
éve ismert, hogy képes a TASK-3 csatorndk gatlasara [Musset €és mtsai. 2006]. Coburn ¢és
mtsai [2012] pedig olyan 5,6,7,8-tetrahidropirido-[4,3-D]-pirimidin szarmazék fejlesztésérdl
szamoltak be, ami hatékony és szelektiv TASK-3 gatloszernek tlinik. Az el6zdekben emlitett,
vagy hasonld, TASK-3 gatloszerek alkalmazasa komolyan megfontolandonak tlinik tehat az
uj fejlesztésii, TASK-3-csatornakat célzo €s igy apoptozist indukald terapias modszerek
kifejlesztése soran.

A sikeres melanomaterapia masik lehetdsége a sejtproliferacié csokkentése. Ennek
szabalyozasaban a foszfo-inozitol-3-kindz (PI3K) ¢és a mitogén-aktivalt protein-kindz
(MAPK) utvonal jelentdsége ismert [Vidwans ¢és mtsai. 2011]. Ezzel Osszefiiggésben
melanoma sejtekben leirtdk a MAPK-utvonal részét képz6 B-Raf fehérje (v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homologue B1) pontmutacidit [Flaherty és mtsai. 2010]. Azt is
felvetették, hogy a mutans B-Raf fehérjére specifikus, piridoimidazolon-alapu gatloszerek a
melanoma terapiajanak 1j, igéretes elemei lehetnek [Smalley és Flaherty 2009]. Mivel a fent
emlitett szignalizaciés utvonalat metabotrop receptorokhoz kapcsolodd G-fehérjék is
aktivalhatjdk, a MR-oknak a tumorproliferaciét serkentd szerepe nem valdsagtol
elrugaszkodott feltételezés. Ezzel a vélelmezett szereppel allhat 6sszhangban az a megfigyelés
is, miszerint melanoma sejtekben az MR3 gatlasa csokkentheti a tumor ndvekedését és
metasztazisok képzését [Spindel 2012]. Joggal allithato tehat, hogy azon terapids torekvések,
amik a melanomak fokozott proliferacios aktivitadsat és metasztatizald kapacitasat célozzak, a

MR-okat is szamitéasba kell vegyék.

5.7. Tovabbilehetséges vizsgalatok
Ahhoz, hogy az eddigi eredmények a gyakorlatban is hasznosithatéva valjanak,

sziikséges modellszintli értelmezésiik, valamint tovabbi kisérletek megtervezése, amik
eredményei lehetdséget adhatnak a modell allitdsainak ellendrzésére €s a benne foglalt
informaciok esetleges finomitdsara. A bemutatott eredmények alapjan bizonyitottnak

tekintjiik, hogy az altalunk vizsgalt melanoma malignum sejtekben a TASK-3 csatornafehérje

73



expresszioja fokozott, és a TASK-3 csatorndk dontden a mitokondriumokban helyezkednek
el. A géncsendesités utan megfigyelt valtozasok alapjan feltételezziik, hogy a mitokondrialis
TASK-3 csatorndk hozzajarulnak a daganatsejtek taléléséhez. Véleménylink szerint a
mitokondrialis TASK-3 csatorndk jelenléte az apoptozis elleni védelem fokozasa révén
¢s/vagy a sejtek hipoxia iranti tolerancidjanak megnovelése altal fejti ki hatasat.

A hipoxia elleni védelem értelmezésekor érdemes utalni azon megfigyelésekre,
amelyek szerint egyes mitokondridlis kaliumcsatorndk aktivalasa noveli a szivizomsejtek
hipoxiatiird képességét [Garlid és mtsai. 1996, Liu és mtsai. 1999]. Az altalunk javasolt
modell alapjan a TASK-3 csatorna végsO szerepét annak sejten beliili elhelyezkedése
hatarozza meg. Amennyiben a csatorna a sejtfelszini membranban talalhatd, megnyildsa
apoptdzist és sejtpusztulast eredményez, hasonléan ahhoz a helyzethez, amit neuronok
esetében Lauritzen és munkatarsai meggy0zden demonstraltak [Lauritzen és mtsai. 2003].
Ezzel szemben a TASK-3 csatorna mitokondridlis elhelyezkedése [Kosztka és mtsai. 2011]) a
hipoxids kornyezetben ndvekedd tumorsejtek tulélése szempontjabol lehet fontos tényezd. A
vazolt elképzelés helytallosaganak megitéléséhez fontos lenne annak részletes feltarasa, hogy
milyen mechanizmusok befolyasoljak a szintetizalt TASK-3 fehérje sejten beliili transzportjat.
Azt tudjuk, hogy a csatornat a 14-3-3 adapter fehérje horgonyozza ki a sejtmembranba
[Zuzarte és mtsai. 2009]. Ennek tudatdban az éaltalunk vézolt elképzeléssel nagyban
Osszecseng az a megfigyelés, hogy abban az esetben, amikor a melanomasejtekben
overexpresszaltak a 14-3-3 fehérjét, a sejtek pusztuldsa kovetkezett be [Schultz ¢és
mtsai.2009]. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek azonban arra vonatkozoan, hogy milyen
tényezOk hatdsara torténik meg a csatornafehérjék mitokondriumokhoz vandorlasa és a
mitokondrialis membranba torténd beépiilése.

Jollehet a TASK-3 csatorndk mitokondrialis jelenlétét keratinocitakban funkcionalis
vizsgalatok is megerdsitik [Toczylowska €s mtsai. 2014], nem ismerjiik a csatornak
modelljében feltételezziik, hogy a pro-apoptotikus BAX molekula a TASK-3 fehérje
kaliumpermeabilis porusaval is képes kapcsolatot 1étesiteni. Ennek jelentdsége abban allhat,
hogy a melanomasejtekben a Bcl-2 és TASK-3 molekuldk csak egyiittesen lehetnek képesek
megkotni az 6sszes BAX/BAK molekulat, igy akadalyozva meg az apoptozist. Ennek az
elképzelésnek a realitdsdt olyan kisérletek donthetik el, melyek az érintett molekuldk

jelenlétét és kolcsonhatasait tisztazzak.
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23.abra: A melanomasejtek apoptozis rezisztencidjanak hatterében allo lehetséges
molekularis kolcsonhatasok. A Kv1.3/BAX kolesonhatashoz hasonléan munkacsoportunk
feltételez egy TASK-3/BAX kolcsonhatast, ami a fesziiltségfiiggd csatorndhoz hasonldan
impermeabilissa teszi a TASK-3 csatornat, hiperpolarizdlva igy a mitokondriumokat. Az
upregulalodott BCL-2 mennyiség a TASK-3 csatornaval egyiitt koti meg az Osszes BAX
molekulat, igy akadalyozva meg az apoptozist. A mitokondrialis hiperpolarizacié a sejtalkoto
kalcium felvételének mértékét emelve, fokozhatja a citromsavciklus kalciumfiiggd enzimjeinek
aktivitasat. A melléktermékek (reaktiv oxigén specieszek) melanoma sejtek szdmara toleralhato
szinten tartasat a nagyobb antioxidans kapacités teszi lehetdvé. A glutaminoh’zis koztiterméke a
szerint ezen kolcsonhatdsok egyiitt jarulnak hozzd a melanoma sejtek apoptdzis elleni
rezisztenciajdhoz. PM: plazmamembran, KMM: kiils6 mitokondrialis membran, BMM: bels6

mitokondridlis membran.

crer

ismeretes a BAX molekuldval torténd kolcsonhatasa, ami az utobbi oligomerizacidjat
megakadalyozza. A BCL-2 igy fejti ki anti-apoptotikus hatdsat. Felmeriil az a lehetdség is,
hogy a mitokondridlis TASK-3 csatorna ¢s a BAX fehérje feltételezett kiilcsonhatasa a
TASK-3 csatornat impermedbilissa teheti, ami mitokondrialis hiperpolarizaciot okozhat. Ezt a

Kv1.3 esetében leirt kdlcsonhatds analogidjaként képzeljiik el [Szabo és mtsai. 2008]. A

75



TASK/3-BAX kdolcsonhatasrol viszont még nem rendelkezésiinkre sem irodalmi, sem kisérleti
adat. A mitokondridlis hiperpolarizdci6 mas molekuldk mellett a kalcium mitokondrialis
felvételének hajtoerejét is fokozza [Vinogradov ¢és Scarpa 1973], emelve ezzel a
citromsavciklus kalciumfiliggd enzimjeinek aktivitasat [Gunter és Gunter 2001], és fokozva az
ATP- és ROS-termelés intenzitasat. A reaktiv oxigén specieszek (ROS) toleralhatd szinten
tartdsdt a melanoma sejtek emelkedett antioxidans kapacitasa teszi lehetévé [Hanneke és
mtsai. 2007]. Ez a lehetOség felveti annak sziikségességét, hogy vizsgalatokat végezziink a
melanoma sejtek mitokondriadlis anyagcserefolyamatainak és a TASK-3 fehérje ezekben
jatszott szerepének megismerése érdekében.

A tumoros sejtek, igy a melanoma sejtek esetén is leirt glutaminolizis [Scott és mtsai.
2011] koztiterméke, a glutamat megakadalyozza a belsé mitokondridlis membran
kalcium ionok és a ROS hatéasaval) [Brenner és Moulin 2012]. Feltételezésiink szerint a 23.
abran bemutatott kolcsonhatasok egyiitt jarulnak hozza a melanoma sejtek apoptézis elleni
rezisztenciajahoz. A TASK-3 esetében azonban a pontos mitokondriumon beliili lokalizacio
¢s orientacidé megismerése érdekében tovabbi kisérletekre van sziikség.

A jelen disszertacioban bemutatott eredményeink felvetik tovabba, hogy a MR-ok a
kalciumhomeosztdzis moddositdsan és mas jelatviteli folyamatok befolyasolasan keresztiil
hatassal lehetnek a melanoma sejtek életképességére, a tumorprogresszidra és a malignus
transzformacio attétképzo hajlamara. Fontos hangsulyozni, hogy més tumorokban mar leirtk,
hogy a MR-ok megvaltoztatjdk a migracioért felelés Rho-kinaz aktivitasat [Shah és mitsai.
2009]. Vannak tovabba adatok a MR-ok tumorndvekedésben [Rosevinge és mtsai 2013],
metasztazisképzésben [Lin és mtsai. 2014] és tumorvaszkularizaciéban [Lombardi és mtsai.
2013] betoltott szerepére vonatkozodlag is. A jovOben indokolt ezen vagy hasonld hatasok
felderitése melanoma sejtek esetében is, mert joggal feltételezhetd, hogy a hatteriikben allo

molekularis mechanizmusok elemei ezekben a sejtekben is megtalalhatok és miikodoképesek.
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6. Osszefoglalas
A kozelmultban megjelent epidemiologiai tanulmanyok arra hivjak fel a figyelmet,

hogy a melanoma malignum incidenciaja riasztd mértékben emelkedik. Sajnéalatos mdédon az
attétet adé melanoma malignum kiilondsen rossz prognoézist, mivel a sejtek rezisztensek mind
kemoterapids szerekkel, mind a tumor-specifikus immunvélasszal szemben. A jelen
munkaban a TASK-3 tipust kaliumcsatorna és egyes muszkarinos kolinerg receptorok
jelentdségét vizsgaltuk sejttenyészetben fenntartott melanoma sejtek tulélésében, valamint
intracellularis Ca® -homeosztazisuk szabalyozasaban.

A jelenleg elfogadott nézet szerint a TASK-3 csatornak képesek a malignusan
csatornak altal kozvetitett fokozott hipoxiatolerancia allhat. A TASK-3 csatornak
mitokondrialis expresszidjat sugalld korabbi eredményeinkbdl kiindulva azt tételeztiik fel,
hogy a TASK-3 csatornaknak szerepe lehet a mitokondrialis aktivitds fenntartdsdban. A jelen
munkaban azt tanulmanyoztuk, hogy a TASK-3 expresszid csokkentésének milyen
kovetkezményei vannak a WM35 ¢és A2058 tipust melanona sejtek mitokondridlis
funkciojara és tulélésére. Megallapitottuk, hogy a TASK-3 géncsendesitett sejtek
mitokondrialis membranpotencialja depolarizaltabb, mint a kontroll sejteké. A géncsendesités
csokkentette a mitokondridlis DNS mennyiségét, ¢és redukdlta az ¢érintett sejtek
valaszkészségét egy szokasos mitokondridlis szétkapcsold agens alkalmazasédnak hatasara.
Mindezen megfigyelések a géncsendesitett sejtek karosodott mitokondrialis funkcidjat jelzik.
A TASK-3 expresszi6 csokkentése a fentiek mellett a sejtek csokkent életképességét, és a
sejtekbdl kivonhato DNS mennyiségének megkevesbedését is okozta. A géncsendesitett
sejtek morfologidja ugyancsak megvaltozott, és csokkent az érintett sejtek felszine is.
Ellentétben a kontroll melanoma sejttenyészetekkel, amikben nem volt érdemi apoptotikus
aktivitdas megfigyelhetd, a TASK-3 géncsendesitett tenyészetekben az apoptosis iranyaba
elkotelezett sejtek aranya kozel 50%-ra emelkedett. A géncsendesitett sejtekben megfigyeltiik
enzim aktivitasanak fokozddasat, €és az apoptosis-inducing factor mitokondriumokbol
sejtmagba torténd athelyezOdését is. Ezen kisérletes adatokbol arra kovetkeztetiink, hogy a
TASK-3 csatorna expresszidjanak gatldsa melanoma sejtekben kaszpazfiiggd és -fiiggetlen
apoptotikus folyamatokat aktival. A TASK-3 expresszid csokkenése ¢és az apoptotikus
aktivitds fokozodasa kozotti kapcsolatot valdsziniileg a TASK-3 csatorna mennyiségének

csokkenése miatti mitokondridlis depolarizacidé képezi. Eredményeink alapjan indokoltnak
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tartjuk azt a feltételezést, hogy a TASK-3 csatorndk sikerrel kecsegtetd célpontjai lehetnek a
jovoé melanoma-specifikus terapias modszereinek.

A munka masodik részében olyan kisérleteket végeztiink, amikben kiilonséget
kerestiink sejttenyészeti koriilmények kozott fenntartott primer €s metasztatikus melanoma
malignum sejtvonalak muszkarinos kolinerg receptorokhoz (MR) kapcsolodéd intracellularis
Ca’'-jelatvitelében. Elséként azt erSsitettik meg, hogy a vizsgalt melanoma sejtek mind az 1-
es (MR1), mind a 3-as (MR3) tipusi muszkarinos receptorokat expresszaljak. Az emlitett
MR-ok funkcioképesek voltak, amit az 1 mmol/l koncentracioban alkalmazott karbamil-kolin
(CCh) alkalmazasanak hatasara megjelend intracellularis Ca**-koncentracié emelkedés jelzett.
Megallapitottuk, hogy az MR1- és MR3-specifikus fehérje expresszigjanak mértéke nem
mutatott szignifikdns kiilonséget a metasztatikus (HT199, HT168-M1) és a primer tumor
eredeti (WM35) sejtvonalakban. Bar CCh alkalmazasaval mindharom sejtvonalban
lehetséges volt Ca*'-tranziens kivaltasa, a reagald sejtek aranya a WM35 tenyészet esetében
alacsonyabb volt, mint a masik két sejtvonalban. A CCh-altal indukalt Ca*'-tranziensek
kialakulasat 0,1 mmol/l atropin alkalmazédsa hatékonyan meggatolta. A CCh jelenlétében
megjelend Ca”'-tranziensek igen véltozatos idSbeli lefutast mutattak, és esetenként egy olyan
késdi (plato-szerli) komponenst is tartalmaztak, aminek kialakuldsa az extracellularis térbdl
beléps Ca’*-tol fiiggott. Az extracellularis Ca’*-koncentraciét csdkkentve a CCh-éltal
kivaltott Ca®’-tranziensek tartama jelentésen csokkent. Ez a jelenség kiilonosen a
metasztatikus eredetli melanoma sejtek esetében volt kifejezett. Eredményeinkbdl arra
kovetkeztetiink, hogy nincsenek alapvetd kiilonbségek a primer és metasztatikus eredeti
melanoma sejtek muszkarinos receptorokhoz kapcsolodé Ca®’-jelatvitelében. A jelen
munkaban feltart kvantitativ kiilonbségek ugyanakkor segithetnek annak megértésében, hogy
a metasztatikus melanoma sejtek miért rosszindulatibbak €és miért mutatnak nagyobb

migracios készséget, mint a primer tumorbo6l szarmaz¢ téarsaik.

Kulcsszavak:
apoptozis, 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 Ca*” 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 ¢ 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 Ca** 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
[Ca®"]. 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 Ca®" transients in all three investigated cell lines, the proportion of
responding cells was the smallest in the WM35 cell culture. The CCh-induced Ca®" transients
could be effectively blocked by atropine (0.1 mM). The time courses of the Ca*" transients
were highly variable, and in some instances they showed a late (plateau-like) component,
whose presence crucially depended on the influx of extracellular Ca’". When the extracellular
Ca”" 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 Ca”" 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. Roviditésjegyzék

AlF: apoptosis inducing factor

AM: acetoximetilészter

AP: akcios potencial

APAF-1: apoptotic protease-activating factor 1

AU: arbitrary unit

BAK: Bcl-2 homologous antagonist/killer

BAX: Bcl-2-associated X protein

Bel: 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-klér-fenilhidrazon

CMF-PBS: calcium-, magnesium free phosphate-buffered saline

CRAC: calcium release-activated calcium channel protein

Cys: cianin-5

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DiOCé: 1-[(3-hexil)-benzooxazolium]-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-tetraacetat

ER: endoplazmatikus retikulum

EGTA: etilénglikol-tetraacetat

FADD: Fas-associated protein with death domain

FF: festékfelvétel

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenéz

GFP: green fluorescent protein

HMB-45: human melanoma black 45
HRP: horseradish peroxidase
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IBC: isolation buffer for cells

IP5: inozitol-triszfoszfat

JC-1: J-aggregate-forming cationic dye-1

Kop: két porusformald domént tartalmazé kaliumcsatornak
Kca3.1: calcium-activated K" channel, subtype 3.1

KCNKO9: K" channel subfamily K member 9

KD: knockdown

Kir: inward rectifier K channles

KO: knockout

Kv: voltage-gated K channels

MAPK: mitogén aktivalt protein-kindz

MART-1: melanocyte antigen/melanoma antigen recognized by T-cells-1
MMP: mitokondrialis membranpotencial

MPTP: mitochondrial permability transition pore

MR: muszkarinos receptor

mTOR: mechanistic target of rapamycin (szerin/treonin-kindz)
MTT: 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid
PARP: poly ADP ribose polymerase

PBS: phosphate-buffered saline

PKB: protein kinaz B

PCD: programmed cell death

PI3K: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

RFU: relative fluorescence unit

Rhod-123: rhodamine-123

RIP: receptor-interacting protein

ROLI: region of interest

ROS: reactive oxygene species

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute-1640 tapoldat
SDHA: szukcinat-dehidrogenaz, A alegység

SDS: natrium-dodekaszulfat

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
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TRAIL: TNF- related apoptosis inducing ligand

TREK: TWIK-related K" channel

TRESK: TWIK-related spinal cord K™ channel
T™M: transzmembran domén

TNF-R1: tumor necrosis factor receptor 1

TRIS-HCI:  trihidroxi-aminometan-hidroklorid
TRIS-MOPS: trihidroxi-aminometan-3-(N-morfolino)-propan-szulfat

TWIK: tandem of P-domains in a weakly inward rectifying K" channel
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10. Koészonetnyilvanitas
Ko6sz6n6m témavezetdimnek, Rusznak Zoltannak és Sziics Gézanak a munkam soran

nyujtott segitséget, figyelmet, utmutatdst. Kdszonettel tartozom Csernoch Laszlo Professzor
Umak, a DE AOK Elettani Intézet igazgatojanak, amiért tamogatott, és lehetdvé tette az
intézetben a PhD munkam elvégzését.

Koszonet Gonczi Monikanak, aki segitségemre volt a munkdmban. Kd&szonettel
tartozom kozvetlen munkatdrsaimnak: Vargané Kiss Ibolyanak, Pal Baldzsnak, Sziics
Péternek, Pocsai Krisztindnak, Bakondi Géabornak, Kosztka Livianak, Pap Palnak, Kovacs
Adriennek, Nagy Zsuzsannanak, Fodor Janosnak, Téth Adriennek, Uzonyi Rendtanak.
Ko6szonom mind a Neurobiologia, mind a Kalcium homeosztazis munkacsoport kollégainak
tamogatasukat ¢€s tanacsaikat. Ezaton szeretném kifejezni halamat az Intézet Osszes
dolgozojanak, akik baratsagos és segitokész légkort teremtettek, ami megkonnyitette a
munkéamat.

Koszonetet szeretnék mondani kollaboraciés partnereinknek Szo6r Arpadnak, Bai
Péternek, Fodor Tamadasnak, hogy munkajukkal segitették a dolgozatban felhasznalt
publikaciok elkésziiltét.

Végiil, de nem utolsd sorban szeretném megkdszonni csalddomnak kiilon kiemelve
¢desanyamat, hogy stabil érzelmi hatteret biztositottak, és minden lehetséges moddon
tamogattak a PhD munkam elvégzése soran.

A doktori képzési programot a TAMOP-4.2.2./B-10/1-2010-0024 sz. és a TAMOP
4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 sz. palyazatok tamogattdk. A projekt az FEurdpai Unid
tdmogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsult meg a 4.2.4.A/2-11-1-
2012-0001 sz. palyazat *Nemzeti Kivalosag programjanak’ keretében. A kisérletes munka
kivitelezéséhez az OTKA NK-61412; OTKA K108308; ETT 186/2009 és a 4.2.2.A-
11/1/KONV-2012-0025 sz. palyazatok nyujtottak anyagi tamogatast.

(1) szECHENYI TERV Say fore
' : f.“:(,. Kivalésag

Program

TAMOP 4.2.4.A
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11. Nyilatkozat 6nallé munkavégzésrol.
* A bemutatott kisérletes munka 60-65%-t magam végeztem.

* Kollaboracids partner végezte
— Mitokondrialis DNS meghatarozas.
— DioC6 kapcsolatos kisérletek
* Részben vagy egészben magam vagy magam is végeztem
— Uj protokollok optimalizalasa (pl. sejtfrakcié szeparalas)
— Western blot, PCR
— Mitokondrialis membranpotencial mérések
— Apoptdzis meghatarozasok
— Immuncitokémia
— Intracellularis kalciumkoncentracié mérések

— 96 well plate esszék
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