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Bevezetés
A melanoma

A gyakorta csak melanomaként emlegetett melanoma malignum egy
olyan rosszindulati daganat, ami az esetek tobbségében a bdrben talalhatd
melanocitdk malignus elfajulasanak kovetkeztében alakul ki. Bar eléfordulnak
nem-bdreredetii melanomak is (pl. colorectalis, ocularis, conjunctivalis vagy
vaginalis lokalizacidoban), ezek gyakorisaga eltorpiil a borbél kiinduld
melanoma malignum el6fordulasi gyakorisaga mellett: a borbdl kiinduld
melanoma malignum incidencidgja 40-50/100#00, a nem-bér eredetl
melanomak pedig az 6sszes melanoma malignum esetnek a 4—5%-at képezik.

Tekintettel a leggyakoribb megjelenési helyére, a melanomat a
statisztikdk altalaban a tobbi béreredetli daganattipussal vetik Ossze. Ezek az
elemzések ravilagitanak a betegség sulyos kovetkezményeire: bar a
melanomas esetek az Osszes boreredeti daganat miatt kezelt betegek
minddssze 4%-at teszik ki, a melanoma malignum az Osszes bdreredetl
daganattal kapcsolatos halaleset mintegy 65%-aért felelds. Bar a kutatasok a
melanoma keletkezésének tobb rizikofaktorat azonositottak (pl. nagy szamu
naevus jelenléte), egyetértés van abban, hogy a legfontosabb kivalto ok a
napfény-expozicio soran a bort ért ultraibolya sugarzas.

A melanoma sejtek proliferacios készsége igen nagy, ezért a terapia
meghatarozo eleme a tumor sebészi Uton torténd, minél gyorsabb eltavolitasa.
A primer tumor eltavolitasa azonban nem feltétleniil jelent gyogyulast, mivel a
melanoma malignitasanak fontos eleme a korai attétképzés.

A melanoma malignum nagy terhet r6 az egyes orszagok gazdasagara
¢és egészségiigyi ellatorendszerére, ennélfogva nem meglepd, hogy vilagszerte
intenziv kutatdbmunka folyik a betegség kialakuldsi mechanizmusanak
megismerése ¢€s lehetséges terapids eljarasok kidolgozasa érdekében. A
vizsgalatok kiemelten fontos célja a melanoma sejtek magas proliferacios
képességének és attétképzo hajlamanak hatékony befolyasolasa.

A sejthalal

Fiziologias koriilmények kozott a sejtosztodds és a  sejthalal
egyiittesen biztositjak egy adott sejtpopulacié folyamatos megujulasat és a
sejtek szamanak viszonylagos allandosagat. A sejthalal egyik fiziologias
megjelenési formaja az apoptozis, ami a mitdzis legfontosabb ellenparja a
sejtpopulacidé mennyiségi szabalyozasaban. Daganatképzddés soran a
sejtosztodas és a sejtek pusztulasa kozotti kényes egyensuly felborul, amiért a
sejtosztodas fokozddasa és a sejthalal mértékének csokkenése altalaban
egyiittesen felelGs.

Mivel a sejthalalnak szamos formajat azonositottak, az ezzel
foglalkozo szakirodalomban bevezették a ,,programozott sejthalal” fogalmat.
Az elnevezés olyan intracellularis folyamatokra utal, melyek soran a sejt elore
meghatarozott program szerint besziinteti tevékenységét és elpusztul.



A programozott sejthalal egyik behatéan tanulmanyozott altipusa az
apoptozis. Az apoptozis egy olyan ATP-igényes, pontosan szabalyozott
folyamat, amiben a sejt pusztulasat nem kiséri gyulladasos reakcid. Az
apoptozis a sejtméret csokkenésével, a sejtmag kondenzacidjaval és
sejtekkel fennalld adhézids kapcsolatok elvesztésével jar. Az apoptozis
folyamatat elindithatja egy specifikus kiilsé hatas, ami az Gn. extrinzik utvonal
aktivalodasa révén okoz sejthalalt. Az apoptozist ugyanakkor létrehozhatja az
intrinzik Utvonal aktivalodasa is, ami lehet kaszpazfiiggd és -fliggetlen
folyamat.

Az extrinzik apoptotikus kaszkadot egyes, az Un. halalreceptor-
csaladba tartozd receptorok aktivacioja indithatja el. Az intrinzik (vagy
mitokondrialis) apoptotikus kaszkad aktivalasanak inditd6 faktora a DNS
karosodasa. Az intrinzik utvonal a kaszpaz-9, mig az extrinzik jelatvitel a
kaszpaz-8-as altipuson keresztiil aktivalja az effektor kaszpazokat (3, 6, 7). Az
apoptozist kisérdé sejtmagzsugorodas ¢és sejtméretcsokkenés az effektor
kaszpazok aktivitasanak eredménye. Az intrinzik apoptozis soran a
kaszpazfiiggd folyamatok mellett kaszpaztol fiiggetlen események is
hozzéjarulnak a sejt pusztulasdhoz. A folyamat egyik kulcsmolekuldja az AIF
(apoptosis inducing factor), amelyik végsdsoron a DNS degradalasan keresztiil
jarul hozz4 a sejthalal folyamatahoz.

Az apoptotikus folyamatok szabalyozasa bonyolult folyamat, amiben
szamos molekula vesz részt. A Bcel (B cell lymphoma) molekulacsalad tagjai
kozott egyarant vannak pro-apoptotikus és anti-apoptotikus fehérjék.

Tekintettel az apoptdzis jelentdségére, a daganatos sejteket célzo
kutatdsokban nagy jelentGségli az apoptozis aktivalodasanak hathatds
detektalasa. Az annexin V nevii molekula hatékonyan kotédik a sejtfelszini
membran kiilsé oldalarol hozzaférhetd foszfatidil-szerinhez, igy az annexin V
sejtfelszini membranban torténd bedusulasa megbizhatdan jelzi az apoptotikus
kaszkad aktivalodasat . Az apoptozis detektalasanak egy masik lehetséges
modja a folyamat gyiimolcseként kialakulo DNS fragmentacio lathatova tétele,
aminek legelterjedtebb modja az in. TUNEL esszé alkalmazasa. Az apoptdzist
kisér6  mitokondridlis  diszfunkcié6  ugyanakkor a  mitokondridlis
membranpotencial mérésével kovethetd nyomon, arra alkalmas fluoreszcens
festékek hasznalataval (pl. DILC, Rhod-123, Jc-1 vagy DioC6 festékek).

A ma elfogadott nézet értelmében a nekrozis ugyancsak a
programozott sejthalal egyik altipusa, annak ellenére, hogy azt sokaig spontan,
azaz nem programozott sejthaldlnak tartottdk. A  nekrozis végso
kovetkezménye a sejtfelszini membran irreverzibilis karosodasa, ezért a
nekrotikus tipusti programozott sejthalal szabatosabb megnevezése onkoézis
vagy onkozis-nekrozis lenne. A folyamatnak az a kiinduld 1épése, hogy a
sejtbe keriilt toxikus anyagok az ATP-termelést gatoljak.



Attétképzodés

A rosszindulati daganatok megkiilonboztetd ismérve, hogy a
sejtburjanzas mellett bekovetkezik a kornyezé szovetek infiltracidja és
metasztazisok képzése. A sejtvandorlas indit6 1épése a fokalis adhézié. Ez egy
Osszetett folyamat, aminek soran a sejt citoszkeletalis elemei és az
extracellularis matrix kozott, kiilonbozo jelatviteli folyamatok bevonasaval,
kapcsolat jon létre. A kdrnyezet infiltralasaval a daganat novekszik, majd a
daganatsejtek betornek az erekbe. A vérkeringésbe jutott sejtek elsodrodnak, és
egy tavolabbi helyen az érbdl kilépve mikrometasztizisokat formalnak. Az 1j
kornyezetben a sejtproliferacié atmenetileg felfiiggesztodik, majd az
alkalmazkodast kovetden a tumorsejtek ndvekedési programja ismét
aktivalodik, és klinikailag is kimutathatd makrometasztazisok fejlédnek ki.

A tumorgenezisben kozponti szerepet kapnak azok a részben ujabban
leirt sejten beliili szignalizacids kaszkadok, amelyek specialis fehérje-fehérje
kdlesonhatasok sorozatan alapulnak. Ezen rendszerek fontos szerepet jatszanak
az egészséges sejtek életfolyamatainak szabalyozasaban is, am ma még nem
teljesen feltérképezett koriilmények kozott egyes élettani folyamatok koros
iranyba torténd torzulasaban — és ezaltal a tumorgenezisben — is jelentdséget
kapnak. Joggal meriil fel a kérdés, hogy az ujabban felismert szabalyozasi
lancokhoz hasonldan régen ismert, ,.klasszikus” regulaciéos mechanizmusok is
jatszanak-e szerepet a tumorgenezis folyamataban.

A kaliumcsatornak

A kiilonféle ionok sejtmikodést befolyasold szerepe lehet kozvetlen,
am az egyik legaltalanosabb lehet6ség a membranpotencial befolyasolasan
keresztiil érvényesiild, kozvetett hatds. A sejtmembran elektromos sajatsagait
az expresszalt ioncsatornak heterogenitasa szabja meg, melyek koziil a
legnagyobb valtozékonysagot a kaliumcsatornak mutatjak.

A ma elfogadott kategorizalas a kaliumcsatornak négy csaladjat
kiilonbozteti meg; ezek (i) a kalciumaktivalt kaliumcsatorndk (BK [Big
conductance K channel] és SK [Small conductance K channel] altipusok), (ii)
a Dbefelé egyeniranyitdé kaliumcsatornak (K; altipusok), (iii)) a
fesziiltségvezérelt kaliumcsatornak (Kv altipusok) és (iv) a két porusformalo
domént tartalmaz6 kaliumcsatornak.

A kaliumcsatornak sokféle funkcioval rendelkeznek.
Tudomanytorténeti jelentdsége miatt meg kell emliteni azt a felismerést, hogy
a Kv csatorndknak dontd szerepiik van az akcids potencial (AP) leszallo
szaranak kialakitasaban. A vizsgalt téma szempontjabol fontos annak
felismerése, hogy a kaliumcsatornaknak szerepiik lehet mind a sejtproliferacio,
mind a sejthaldl szabalyozasaban. Tobb megfigyelés tamasztja ala azt a
feltevést, hogy a sejtmembran kaliumcsatorndinak megnyildsa a membran
hiperpolarizacidjan keresztiil elésegiti a kalciumionok belépését a sejtbe, igy



végso soron fokozza a proliferacid sebességét. Ezt az Osszefiiggést tételezték
fel példaul limfocitadkon és melanoma sejteken is.

A kaliumcsatornak sejtciklus szabalyozasban betoltott szerepének
megitélését bonyolitja, hogy a csatornak némelyike a mitokondriumokban is
megtalalhatd. Az irodalmi adatok kozos eleme, hogy a kaliumcsatornak a
mitokondrialis membranpotencial (MMP) értékének meghatarozasa révén
avatkozhatnak be a mitokondriumok mikddésébe. A mitokondrialis
kaliumcsatornak ellentmondéasos szerepét jelzi ugyanakkor, hogy nemcsak
aktivalodasuk, hanem gatlasuk is aktivalhatja az apoptotikus titvonalat.

Az utdbbi években szamos megfigyelés tortént a két porusformald
domént tartalmazé TASK-3 csatorndk tumorgenezisben betoltott szerepével
kapcsolatban. A megfigyelések egy része a csatorna tumorképzddést eldsegitd
szerepét valosziniisiti, aminek hatterében az apoptozis gatlasa allhat.
Figyelemre méltd megallapitas, hogy csak a funkcionalis (azaz kaliumra
permeabilis) TASK-3 csatorna rendelkezik tumorigén hatassal, ami azt a
latszatot kelti, hogy a tumorképzddést eldsegitd szerep a csatornan keresztiil
torténd tényleges kaliummozgassal all Osszefliggésben. Munkacsoportunk
korabbi eredményei arra utalnak, hogy a melanoma sejtek TASK-3
expresszidjanak gatlasa a mitokondriumok miikddésének karosodasat, és végso
soron a sejtek pusztulasat idézi elo.

Muszkarinos receptorok és a kalciumhomeosztazis

A citoplazmatikus kalciumionok az egyik legaltalanosabb jelatviteli
utvonal kozponti elemei. A citoplazmatikus kalciumkoncentracio-emelkedés
az a jel, ami megvaltoztathatja szamos intracellularis folyamat aktivitasat.

A citoplazmatikus kalciumszintnek akkor lehet hatékony szabalyozo
szerepe, ha a koncentracié emelkedését annak gyors normalizalodasa koveti.
Ez atmenetileg bekovetkezhet a kalciumionok citoplazmatikus pufferfehérjék
(pl. parvalbumin, calbindin, calretinin) altali megkdtésével; hossza tavon
azonban gondoskodni kell a citoplazméaba keriilt kalciumionok tényleges
eltavolitasarol. Ennek egyik lehetdsége az extracellularis térbe juttatas, a masik
pedig a kalciumionok visszavétele a sejten beliili raktarakba. A kalciumionok
kozponti jelentdsége tobb sejtfunkcid befolydsolasaban is ismert. Ezek koziil a
két legalaposabban vizsgalt teriilet az izomkontrakcio és a neurotranszmitter-
felszabadulas szabalyozasa. A kalciumionok ugyanakkor a sejtmagban is
hathatnak, ahol valtozasokat indukalhatnak a génexpresszioban ¢és
fazisvaltasokat hozhatnak 1étre a sejtciklusban.

Az eddigi adatok alapjan ugy tlinik, a daganatos sejtek
kalciumhomeosztazisainak nincs olyan eleme, amelyik specifikusan csak
benniik jelenne meg. Mas szavakkal, a tumorsejtek ugyanazon
mechanizmusokkal szabalyozzak kalciumhaztartasukat, mint az egészségesek,
jollehet modosult Dbiologiai jelentdséggel. A  daganatsejtekben a
kalciumhomeosztazis szamos eleme jarul hozza a Ras és a hozza kapcsolodo



szignalizacids rendszerek aktivitdsanak fokozasdhoz, segitve ezaltal a
sejtproliferaciot.

Jollehet jelenlegi tudasunk nem teszi lehetévé, hogy a relevans
kisérleti eredményeket egységes elméletté alakitsuk, széleskor(i egyetértés van
abban, hogy a kalciumionok donté mértékben szabalyozzak a melanoma sejtek

A muszkarinos receptorok jelentdségét tobb tumorféleségben leirtak.
Megallapitottak példaul, hogy egyes tiidétumor eredetli sejtvonalakban az
MR3 fokozza a MAPK (mitogén aktivalt protein kinaz) kaszkad aktivitasat és

A melanoma malignum nagymértékii invazivitdsinak megértése
érdekében végzett kutatasok felfedték, hogy a melanoma sejtek a muszkarinos
kolinerg szabalyozasi utvonal szamos elemét expresszaljak. Figyelembe véve
azt a tényt, hogy az embriogenezis soran a muszkarinos jelatvitelnek fontos
szerepe van a melanocita prekurzor sejtek vandorlasaban, indokolt feltételezni,
hogy a MR-ok és a hozzajuk kapcsolodo szignalizacids utvonalak a melanoma
sejtek viselkedésének meghatarozasaban is fontos szerepet jatszhatnak.

Annak ellenére azonban, hogy a muszkarinos receptor—kalcium
homeosztazis szabalyozasi utvonalaknak lathatéan fontos szerepiik van a
tumorsejtek, ezen belil a melanoma sejtek biologia folyamatainak
meghatarozasaban, tovabbra sincs egyetértés a kolinerg hatasok melanoma
malignumra gyakorolt pontos hatasait illetden.



Célkitiizések

Korabbi kisérleti adataink értelmében a TASK-3 csatornanak szerepe
van a melanoma malignum sejtek mitokondrialis funkciojanak biztositasaban.
A problémakor tovabbi, és az eddigieknél behatobb vizsgalata érdekében a
primer-tumor eredeti WM35 melanoma sejteken stabil TASK-3
géncsendesitést végeztiink. Mivel a WM35 sejtek terapids beavatkozasokkal
szembeni érzékenysége nagyobb, mint a melanoma-specifikus kisérletekben
leggyakrabban alkalmazott mas melanoma sejtvonalaké, egy invazivabb
karakter(i, nyirokcsomo attétbdl szarmazo sejtvonalat is felhasznaltunk (A2058
sejtek). Az A2058 sejtekben tranziens géncsendesitést végeztiink. Korabbi
eredményeinkbdl kiindulva a jelen munka egyik alapvetd célja az volt, hogy a
géncsendesitett  sejtekben vizsgaljuk a mitokondrialis membranpotencial
jellemzé paraméter meghatarozasa mellett célunk volt az apoptozis
mértékében bekdvetkezd valtozasok regisztralasa is.

Munkank masik részében annak a muszkarinos kolinerg hatasnak a
tanulmanyozasat tlztik ki célul, aminek bioldgiai jelent6ségét mar tobb
daganatos sejttipus esetében is igazoltak. Mivel eldkisérleteink megmutattak,
hogy a karbamil-kolin nevli kolinerg agonista alkalmazasaval intracellularis
Ca’'-tranziensek valthatok ki sejttenyészetben fenntartott melanoma sejteken,
a tovabbi specifikus kisérleteket ezen agonista alkalmazasaval végeztik. A
munka sordn célunk volt melanoma sejtek karbamil-kolinnal szembeni
érzékenységének  jellemzése, a kialakulé Ca®'-tranziensek alakjanak
tanulmanyozasa, és a tranziensek kialakulasahoz sziikséges kalcium forrasanak
meghatarozasa. A kisérletes munka egyik kozponti eleme az volt, hogy
Osszehasonlitsuk a primer tumor eredetli WM35, valamint metasztazisbol
szarmazo HT168-M1 és HT199 sejtvonalak altal generalt valaszokat.



Anyagok modszerek

Sejttenyésztés

A jelen disszertacioban bemutatott kisérletekben négy human
melanoma sejtvonalat hasznaltunk. Egy sejtvonal primer tumorbdl szarmazott
(WM35), harom pedig metasztatikus (A2058, HT168-M1, HT199) eredeti
volt. A sejteket RPMI-1640 tapoldatban, 37°C-on, 5% CO, mellett
tenyésztettiik. A tapoldatot a tenyésztéshez sziikséges adalékokkal egészitettiik
ki.
TASK-3 géncsendesitett melanoma sejtvonalak eldallitasa

Egyik korabbi munkank keretében mar készitettiink és teszteltiink egy
TASK-3-specifikus shRNS plazmidot. Kontrollként egy egyetlen human
expresszios kaszkaddal sem interferald, kevert (scrambled) szekvenciat
alkalmaztunk. A fenti inzerteket pRNAT-H1.1/Neo expresszidos vektorba
ligaltuk. A TASK-3-specifikus ¢és a scrambled shRNS-t tartalmazé
vektorkonstruktokkal WM35 és A2058 melanoma sejteket transzfektaltunk,
amihez Lipofectamine 2000 transzfekcids reagenst hasznaltunk.

RT-PCR

A transzfektalt és nem-transzfektalt sejtkultirakbol teljes RNS-
frakcidt izolaltunk. Az Omniscript RT Kit felhasznalasaval az izolalt RNS-bél
reverz transzkripciot végeztiink. A TASK-3-specifikus és p-aktin (belsd
kontroll) specifikus szekvencidkat arra tervezett primerek felhasznalasaval
erbsitettiik fel. A PCR reakciokat egy Bio-Rad C-1000 tipust késziilékben
hajtottuk  végre. A PCR termékeket EZVision DNS-jel6lo festékkel
elegyitettiik, majd agar6z gélben futtattuk. A gélképet Fujifilm Labs-3000 dark
box alkalmazasaval digitalizaltuk, majd denzitometrias analizist végeztiink.
Western-blot

A transzfektalt és nem-transzfektalt melanoma sejtkultirakbol teljes
sejtes lizatumot készitettiink, amihez lizispuffert hasznaltunk. A mintak
fehérjetartalmanak meghatarozasa utan (BCA protein assay Kit) az
elektroforézishez elkészitett mintaclegyet akrilamid-gélen futtattuk, majd az
elvalasztas utan azokat nitrocellul6z membranra vittiik at. Blokkolast kovetden
a primer antitestet egy éjszakan at a membranon hagytuk, majd a mosast
masodlagos antitesttel torténd inkubacidé kovette. Az immunreaktiv savokat
Pico vagy Femto detektalo Kit alkalmazasaval tettiik lathatova, majd a
specifikus csikokat Fujifilm Labs-3000 dark box segitségével digitalizaltuk.
A mitokondrialis membranpotencial vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencial (MMP) tanulmanyozasdhoz a
kisérletek egy részében JC-1 fluoreszcens festéket hasznaltunk. A JC-1
depolarizalt mitokondriumokban monomer allapotban van jelen; erdsen
polarizalt mitokondriumok belsejében pedig Un. J-aggregatumot képez.



514 nm hullamhosszisagt fénnyel gerjesztve a monomer forma emisszids
maximuma 530 nm-en, mig a J-aggregaitumé 595 nm-en regisztralhato. A
sejteket tartalmazd lemezeket JC-1-tartalmu, majd festékmentes RPMI-1640
oldatban inkubaltuk. A fluoreszcens felvételeket Zeiss LSM 510 Meta
konfokalis mikroszkoppal készitettik. A MMP értékét a hattérkorrigalt
piros/z6ld fluoreszcenciaintenzitas-értékek aranyaval jellemeztiik.

A kisérletek egy része soran a sejteket MMP érzékeny DiOC6-t
tartalmaz6 oldattal inkubaltuk, amit PBS-sel torténd mosas kovetett. A sejteket
tripszinnel felszedtilk, majd az igy eldallitott sejtszuszpenziot BD FACS
Calibur flow-citométerrel vizsgaltuk.

A MMP iddbeli valtozasait JC-1 festékkel toltott sejteken, Zeiss
Axioskop mikroszkopra épitett fluoreszcens képalkotd rendszerrel vizsgaltuk.
A J-aggregatumra jellemzd fluoreszcenciaintenzitas valtozasait 590 nm-en
detektaltuk, egy erre alkalmas emisszios sziird6  és dikroikus tiikor
alkalmazasaval, a gerjesztési hullamhosszat 561 nm-re  allitottuk.
Mitokondrialis depolarizaciét karbonil-ciano-3-klér-fenilhidrazon (CCCP)
felhasznalasaval valtottunk ki.

MTT életképességi és proliferacios esszé

96-lyukt tenyésztd edényekbe szélesztést kovetd elsd és harmadik
napon a sejteket mostuk kalcium- és magnéziummentes PBS-sel (CMF-PBS),
ezt kovetden azokat MTT-reagenst tartalmazo PBS oldatban inkubaltuk. A
keletkezett formazan kristalyokat MTT szolubilizald oldatban oldottuk fel. A
formazan koncentraciot fotometrias aton hataroztuk meg.

A mitokondrialis DNS mennyiségének meghatarozasa

A transzfektalt és nem-transzfektalt sejtkultirakbol teljes RNS-
frakciot izolaltunk. Az Omniscript RT Kit felhasznalasaval az izolalt RNS-bdl
reverz transzkripciot végeztiink. A mitokondrialis és a sejtmag DNS-t qPCR
reakci6 segitségével sokszoroztuk fel a cDNS-bol a Light-Cycler 480 System
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix felhasznalasaval. A
mitokondriumok szdménak jellemzésére a mitokondridlis- és genomi DNS
mennyiségének hanyadosat alkalmaztuk (az in. H2/H1 hanyados).

A melanoma sejtek intracellularis kalciumkoncentraciojanak
vizsgalata

A melanoma sejtek intracellularis kalciumkoncentraciojanak
méréséhez a Fluo-4 fluoreszcens indikator acetoximetilészter (AM) formajat
alkalmaztuk. A fed6lemezre szélesztett melanoma sejteket festéktartalmu,
majd festékmentes Hanks-oldatban inkubaltuk. A kalciumkoncentracio
méréséhez hasznalt képalkotd rendszer megegyezett az elozéekben leirtakkal;
ugyanakkor néhany komponenst a Fluo-4 festék optikai sajatsagaihoz
igazitottuk. A festék  gerjesztésére 494 nm-en  kerillt sor, a
kalciumtranzienseket a kolinerg agonista karbamil-kolin (karbakol, CCh)
alkalmazasaval valtottuk ki.



Mas kisérleti elrendezésben 96-lyuku, fekete oldalu, Greiner-
lemezekbe sejteket szélesztettiink, a tenyésztett sejteket Fluo-4 AM festékkel
toltottik fel. A mérések soran a gerjesztd hulliamhosszat 495 nm-re, az
emissziés hullimhosszat pedig 520 nm-re allitottuk. Az adott CCh-
koncentraciohoz tartoz6 egyedi mérési pontokat a CCh-adagolashoz tartozo
maximalis fluoreszcenciaintenzitasként kaptuk. Egy adott lemezen beliil az
azonos CCh-koncentracioval kezelt lyukak értékeit atlagoltuk, és az altalunk
Osszeallitott egyenletekkel illesztettiik, majd a kiértékelés végeén elvégeztiik a
Hill-féle illesztést.

Az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyanak meghatarozasa

A  melanoma sejteket fedGlemezekre szélesztettik és azon
tenyésztettiik. Az apoptozis és nekrozis mértékének megallapitasa érdekében a
sejteket PBS-sel mostuk, majd fluoreszcein izotiocianattal (FITC) konjugalt
annexin V-tel valamint propidium-jodiddal inkubaltuk. Ezt kveté mosas utan
a sejteket fixalas nélkiil polivinil-alkohol-polimerbe (Mowiol) agyaztuk. Az
annexin V- ¢és propidium-jodid-specifikus fluoreszcenciat konfokalis
mikroszkoppal detektaltuk. A gerjesztési és emisszios hullamhosszak 488 nm
és 505-550 nm (annexin V), valamint 543 nm és 560-590 nm (propidium-
jodid) voltak.

Mitokondriumban gazdag, valamint citoszol frakciok izolalasa és
vizsgalata

A tenyésztéedényekben tenyésztett melanoma sejteket tripszinnel
emésztettik. A kapott sejtszuszpenziot Osszegyujtottik és  600g-n
centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk és az iiledéket izolacios pufferben
(IBC) szuszpendaltuk. A szuszpenziét teflon potterben homogenizaltuk, majd
a kapott oldatot centrifugaltuk (600g). A sejtmagokban gazdag iiledéket
proteaz inhibitort tartalmaz6 lizispufferbe vittik at, a feliilaszot ujra
ultracentrifugaltuk (10#00g). A feliilluszot — citoszoélban dus frakciot —, és az
tiledéket, a mitokondrium frakciét Western-blot kisérletekhez készitettiik el6.
A mitokondrium és a citoszol frakcidkban a citokrom ¢ detektalasat Western-
blot kisérletekkel végeztiik.

Kaszpaz-3 esszé

A kaszpaz-3 aktivitasat Caspase 3/CPP32 kolorimetrias proteaz
esszével mértik, a gyartd instrukcidinak megfeleléen. Az egyes mintak
kaszpdz-3 aktivitdsdt az abszorbancia 370 nm-en torténd detektalasaval
hataroztuk meg. Pozitiv kontrollként olyan tenyészeteket alkalmaztunk,
amikben a sejteket H,O,-oldatban inkubaltuk.

CyQuant®GR sejtproliferacios esszé

A CyQuant®GR esszéhez fekete falu, 96 lyuka fekete oldaly,
Greiner-lemezekbe sejteket szélesztettiink. A harmadik napon a sejteket
kétszer mostuk (CMF-PBS), majd —70°C-on tartottuk azokat. A fagyasztas



utan a mintakat DNS-festd lizis pufferrel inkubaltuk. Az emittalt fluoreszcens
jel intenzitasat 485 nm-es gerjesztés mellett 530 nm-en detektaltuk.
Fluoreszcens immuncitokémia

A sejteket paraformaldehidben fixaltuk, majd glicint tartalmazé PBS-
sel mostuk. A permeabilizalast Triton X-100 tartalmu PBS-sel végeztiik, majd
mosas kovetkezett. A blokkolashoz BSA tartalmii PBS-t alkalmaztunk, majd a
sejteket a primer antitestekkel inkubaltuk, amit mosas kovetett. Ezutan a
mintdkat masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Az utols6 1épésben a
sejtmagokat 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)-tartalmti Vectashield médium
alkalmazésaval tettiik 1athatova.

A mitokondriumok jeldlését MitoTracker Red festékkel végeztiik.
Ennek soran a melanoma sejteket MitoTracker Redet tartalmazo tapoldatban
(RPMI-1640) inkubaltuk, CMF-PBS-ben mostuk, végiil paraformaldehidben
fixaltuk. A jeldlt sejteket minden esetben konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk.
A sejtmorfolégia vizsgalata és a sejtméret meghatirozasa

A sejtek morfologiai csoportositasa a sejtek alakjanak és nyulvanyaik
szamanak meghatarozdsdn alapult. A WM35 melanoma sejteket
fed6lemezekre szélesztettik és tenyésztettik, majd paraformaldehidben
fixaltuk. A sejtekrdl ates6 fényben készitettiik felvételeket az eldzdekben
ismertetett rendszer alkalmazasaval. Az egyes melanoma sejtek vetiiletét az
ImageJ programmal hataroztuk meg.
Statisztikai analizis

Az értekezésben szerepld adatok rendre atlag + standard hiba (SE)
formaban keriilnek bemutatasra. A statisztikai kiilonbségek kiértékeléséhez
Student-féle t-tesztet é&s ANOVA-t alkalmaztunk. A szamitasokhoz és az abrak
készitéséhez Origin v8 és Microsoft Excel programokat hasznaltuk.



Eredmények

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 expresszidja markansan csokkent. Az elsé feladat az volt,
hogy nagyobb transzfekcidos arannyal jellemezhetd és hosszabb idon at
felhasznalhato TASK-3 géncsendesitett sejtkultirakat készitsiink. Ezen cél
elérése érdekében stabil transzfekciot alkalmaztunk. A stabilan transzfektalt
WM35 tenyészetek létrehozasanak kulcsfontossagii eleme volt a nem-
transzfektalt sejtek geneticinnel torténd eliminalasa, és a geneticinre rezisztens
sejtek felszaporitasa.

A WM35 sejtvonal egy olyan boreredetli, felszini melanoma
malignumbol késziilt, ami a radialis vagy korai vertikalis novekedés fazisaban
volt. Id6kdzben megallapitast nyert, hogy a WM35 sejtek jobban reagalnak a
szokasos melanoma-specifikus terapias eljarasokra, mint a tobbi, klinikailag
relevansabbnak tartott melanoma sejtvonal. Ebbol kdvetkezden a WM35 sejtek
hasznalata nem optimalis olyan vizsgalatokban, amik célja jovGbeni lehetséges
terapiak kidolgozasa. Ezen megfontolas alapjan a klinikailag agresszivabb
viselkedésti A2058 sejtvonalon is elvégeztiik a kisérletek egy részét.

Az A2058 sejteken végzett munka elsé 1épéseként természetesen
igazolni kellett, hogy — a WM35 sejtekhez hasonléoan — ezek a sejtek is
expresszaljak a TASK-3 csatornat. A TASK-3 fehérje jelenlétének bizonyitasa
immuncitokémiaval tortént. 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
alkalmazasaval elkeriiltik azokat az esetleges komplikaciokat, amik a
hosszabb tenyésztési ideji, klonszelektalt, stabilan transzfektalt sejtek esetében
esetleg felléphetnek (pl. a genetikai allomany nem kivant moédosulasa).

A tranziensen transzfektalt A2058 sejttenyészeteken végzett RT-PCR és
Western-blot kisérletek igazoltak, hogy a specifikus shRNS bejuttatasa utan
4 nappal jelentdsen csokkent mind a TASK-3-specifikus mRNS, mind a
TASK-3 fehérje expresszidja.

Az értekezésben bemutatott munka egyik f6 célja azon korabbi
megfigyelések megerdsitése és bovitése volt, amik a tranziensen transzfektalt
WM35 sejtek mitokondriumjainak karosodasara utaltak. A jelen kisérletek
soran tehat kiemelt figyelmet szenteltink a MMP jellemzésére. A MMP
tanulmanyozasat fluoreszcens festékek alkalmazasaval, optikai Gton végeztiik.
Az egyik ebbdl a célbol alkalmazott festék a JC-1 volt. A JC-1 monomér



formaja zold, J aggregdtuma pedig piros hulldimhossznak megfeleld
fluoreszcencias jelet bocsat ki. A sejtek jelolésekor a festék monomér alakja
elészor a citoplazmaba keriil, majd belép a mitokondriumokba. A
mitokondriumokba torténé belépés mértéke fiigg a mitokondriumok
polarizaltsagatol: a nagyobb polarizaltsag (azaz a nagyobb MMP) fokozza a
festék bejutasat. Erésen polarizalt mitokondriumok olyan nagy mennyiségben
akkumulaljak a festéket, hogy a JC-1 molekulak aggregatumokat képeznek,
amik piros fényt emittalnak. Ebbol kovetkezden az erésen polarizalt, azaz
aktiv mitokondriumokkal rendelkezd sejtek esetében magas piros/zold JC-1-
specifikus fluoreszcenciaintenzitas-aranyt rogzithetiink; a mitokondriumok
depolarizacojat ugyanakkor csokkent piros/zold fluoreszcenciaintenzitas-arany
jellemzi.

A JC-1 festékkel tortént toltést kovetden a TASK-3 géncsendesitett WM35
sejtek fluoreszcenciaemisszidja jelentdsen kiillonbozott mind a kontroll, mind a
KD sejtek észrevehetden kisebb intenzitasu piros fényt, és valamivel nagyobb
intenzitasti zold fényt emittalnak, mint akar a kontroll, akar a scrambled
shRNS-sel  transzfektalt sejtek. A piros/zold intenzitasaranyokat
szamszerusitettiik és dsszegeztiik. A kontroll sejtek (2,31 £0,10; n=32) és a
scrambled-transzfektalt sejtek (1,75 +0,11; n=37) altal produkalt értékekkel
Osszevetve a KD  sejtek  szignifikdnsan alacsonyabb  piros/zold
fluoreszcenciaemisszids aranyt mutattak (0,77 £0,03; n=49; p<107%.
Hasonloan a WM35 sejtekhez, a JC-1-gyel toltott A2058 knockdown sejtek is
szignifikansan alacsonyabb piros/zold emisszidintenzitds-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 alatimasztjak azt a feltevést, miszerint a
melanoma sejtek TASK-3 expresszidjat csokkentve a mitokondriumok
miitkdészavara, igy végsé soron mitokondrialis depolarizacié alakul ki. A
piros/zo6ld fluoreszcenciaarany meghatarozasan til becsiiltik a WM35 sejtek
altal felvett JC-1 festék mennyiségét is. Ezzel az volt a célunk, hogy
ravilagitsunk a festékfelvételért és/vagy -eltavolitasért felelés mechanizmusok
esetleges modosulasaira. A knockdown sejtek festéktartalma csak mintegy fele
volt a masik két sejtvonal festéktartalmanak (p < 107).

A piros/zdld 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 megallapitasnak tovabbi alatamasztasara egy
masik festéket is alkalmaztunk, amelynek fluoreszcenciasajatsagai ugyancsak
figgenek a MMP-t6l. A kérdéses festék a DiOC6 volt, amelynek emisszios
intenzitasa a knockdown sejtekben mintegy fele volt annak, amit a kontroll
vagy a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtek mutattak. A MitoTracker
ugyancsak egy olyan festék, aminek mitokondrialis akkumulacidja és



fluoreszcencidja fligg a MMP-t6l. Amennyiben a harom sejtvonal tenyészeteit
MitoTracker Reddel jeldltik, a knockdown sejtek fest6désének erdssége
lényegesen kisebb volt, mint a kontroll vagy a scrambled shRNS-sel
transzfektalt WM35 sejteké, és az szignifikansan kiillonb6zott mindkét masik
sejtvonal festédésének er6sségétdl (p < 10°).Osszességében elmondhaté, hogy
a fluoreszcens festékek alkalmazasaval kapott eredmények 6sszhangban 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.

A mitokondridlis miikddészavar tovabbi jellemzésére olyan méréseket
végeztiink, amelyben egy mitokondrialis szétkapcsolod szer MMP-ra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A kisérletek soran 50 pmol/l CCCP-t alkalmaztunk a
tenyésztfoldatban, és mértiik a vords JC-1-fluoreszcencia intenzitdsanak
kovetkezményes csokkenését. A csokkenés azt jelezte, hogy (i) a
mitokondrialis szétkapcsolas hatasara a mitokondriumok membranpotencialja
csokkent; (i) a mitokondriumok matrixabol festékmolekulak 1éptek vissza a
citoplazmaba, €s emiatt (iii) a mitokondriumok matrixdban csdkkent a
festékkoncentracio; (iv) a korabban képzdédott JC-1 aggregatumok szétestek,
aminek kovetkeztében (v) az altaluk emittalt vords fény intenzitasa csokkent.
A kontroll és a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtek CCCP-re adott
valaszait Osszehasonlitva azok nagysdga kozott nem volt érdemi kiilonbség.
Megfigyelhetd ugyanakkor az is, hogy a knockdown sejtek CCCP-okozta
fluoreszcenciaintenzitas-csokkenése csak mintegy negyede annak, amit a
masik két sejtvonal esetében lattunk. A vazolt gondolatmenetnek volt azonban
egy tamadhatd pontja. Mint azt korabban lattuk, a TASK-3 knockdown sejtek
JC-1 akkumulacidja csokkent mértékii volt. Ezt a megallapitast tiikrozi az a
kiilonbség, ami a harom sejtvonal CCCP alkalmazas el6tti, nyugalmi
fluoreszcenciaintenzitasaban is megfigyelhetd. Ezt az eltérést figyelembe véve
helytallonak tinik az az érv, hogy a knockdown sejteken CCCP jelenlétében
kapott kisebb fluoreszcenciacsokkenés minddssze annak a kovetkezménye,
hogy a kiindulasi fluoreszcenciaintenzitas eleve alacsonyabb.

A CCCP hatas mennyiségi jellemzését ugy kivantuk egyértelmiivé
tenni, hogy a szétkapcsold szer jelenlétében mért fluoreszcenciaintenzitas-
csokkenés nagysagat az alkalmazésa eldtti nyugalmi értékre normalizaltuk.
Megallapithatd, hogy a kontroll és a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtek
CCCP alkalmazasra adott valaszai nagyon hasonloak voltak (9,0 + 0,5%,
n=76 ¢és 9,2 +0,4%, n="77), ugyanakkor a knockdown sejtek mintegy 30%-
kal kisebb amplitudoja valaszt adtak (6,12 + 0,02%, n = 67).

Mivel a mitokondriumok megfeleld miikodése elengedhetetlen a
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sejtekben bizonyitottan karosodott mitokondridlis funkcié csokkenti a sejtek



metabolikus aktivitasat és proliferacios képességét. A feltevés bizonyitasa
céljabol el6szor a metabolikus aktivitast vizsgaltuk, amihez MTT esszét
alkalmaztunk. A TASK-3 knockdown sejtek metabolikus aktivitasa
szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll és scrambled shRNS-sel
transzfektalt sejteké; mind WM35 tenyészetben, mind az A2058 sejtvonalban.
Mind a TASK-3 knockdown sejtek csokkent MitoTracker Red jel6lodési
intenzitasa, mind alacsonyabb metabolikus aktivitasa utalhat arra, hogy ezek a
sejtek kevesebb mitokondriummal rendelkeznek. Ezen feltevésnek a
megerdsitése céljabol meghataroztuk a melanoma sejtek mitokondrialis DNS-
tartalmat. A knockdown sejtekben a H2/H1 arany szignifikansan alacsonyabb,
mint akar a kontroll, akdr a scrambled shRNS-sel transzfektalt sejtekben.
Megalapozott tehat a kdvetkeztetés, hogy a TASK-3 expresszio csokkentése
nemcsak depolarizalja a mitokondriumokat, hanem a szamukat is csokkenti.

Felting valtozasok voltak megfigyelhetok a TASK-3 knockdown
WM3S5 sejtek morfologiai megjelenésében is. A TASK-3 knockdown tenyészet
alacsonyabb sejtdenzitast mutatott a kontroll és scrambled shRNS-sel
transzfektalt tenyészetekhez képest, tovabba megvaltozott a sejtek alakja is. A
vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a knockdown kultirakban a sejtek 58%-a
orsoszeri (2 nyulvannyal rendelkezd) volt. Ezzel szemben a kontroll és
scrambled shRNS-sel transzfektalt tenyészetekben az ors6 alak fordult eld
legritkabban: a sejtek minddssze 12—13%-a mutatta ezt a megjelenési format.
A sejtalak vizsgalata mellett meghataroztuk a sejtek vetiiletének nagysagat is.
A TASK-3 géncsendesitést kovetden a WM35 sejtek atlagos vetiilete
(612 + 39 pm?) szignifikéansan kisebb volt, mint a masik két tenyészetben mért
érték (736 + 23 és 762 + 33 pmz, p < 0,05, valamennyi esetben n = 50).

Az eddigi adatok igazoltak, hogy a TASK-3 knockdown tenyészetekben
a sejtek szama 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 kapcsolatabol kiindulva
elséként azt vizsgaltuk, hogy a TASK-3 bioszintézis gatlasa hatassal van-e a
melanoma sejtek apoptotikus aktivitdsara. Miutan az is nyilvanvalo, hogy a
sejtszdmot a nekrotikus folyamatok miatt elpusztuld sejtek mennyisége is
befolyasolhatja, az apoptozis mellett a nekrézis intenzitasat is tanulmanyoztuk.
A kontroll WM35 tenyészetben az apoptdzis iranyaban elkdtelezett sejtek
aranya jelentéktelen volt (<5%). Ezt az aranyt a scrambled shRNS
szekvenciaval tortént transzfekcid nem valtoztatta meg. Ettdl eltéréen a
TASK-3 knockdown sejtvonalakban jelentdsen megnétt az apoptdzisra utald
annexin V pozitivast mutatd sejtek aranya; az mintegy 50%-ra emelkedett.
Megallapithatd ugyanakkor az is, hogy a WM35 sejtek esetében a TASK-3-
expresszio modositasa nem valtoztatott a nekrozis mértékén, ugyanis a pozitiv



kontrollon kivill egyik vizsgalt sejtvonalban sem taldltunk érdemleges
propidium-jodid-jel616dést.

A TASK-3 géncsendesités és az apoptotikus utvonalak aktivalodasa
kozotti ok-okozati kapcsolatra tovabbi bizonyitékokat szolgaltattak azok a
kisérletek, amikben az egyes sejtvonalak citoszolikus és mitokondriumban
gazdag frakcidiban hasonlitottuk Ossze a citokdmC mennyiségét. A
knockdown sejtek citoszoljaban magas volt a citokrém c-tartalom, mig a
kontroll és a scrambled shRNS-transzfektalt sejtek esetében, ugyanebben a
frakcioban, alig volt kimutathaté a citokromc fehérje. Ezzel -ellentétes
helyzetet figyeltiink meg a mitokondriumban gazdag sejtfrakcidk vizsgalata
sordn: itt a knockdown sejtekb6l szarmazé mintdkban alacsony volt a
citokrom ¢ mennyisége, szemben a TASK-3 fehérjét expresszaldo két
sejtvonallal, amelyek mitokondrialis frakcidoi magas citokrom C tartalommal
rendelkeztek. A karosodott mitokondriumok kaszpaztol fliggetlen modon is
aktivalhatjadk az apoptotikus folyamatokat. Ebben az esetben a sériilt
mitokondriumokbol egyebek kozott AIF szabadulhat fel. Annak vizsgalatara,
hogy a TASK-3 knockdown melanoma sejtekben az AIF utvonal hozzajarul-e
az apoptotikus folyamat aktivalédasahoz, AIF-specifikus immuncitokémiai
jeloléseket végeztiink WM35 és A2058 sejteken egyarant. 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 megfigyelhetd AIF jelolodést lattunk, mig a knockdown
tenyészetekben az AIF-immunjel6lédés a sejtmagban is jelen volt. Tekintettel
arra, hogy az AIF athelyezddése a mitokondriumbol a sejtmagba a kaszpaztol
fiiggetlen apoptozis fontos 1épése, a bemutatott eredmények Osszhangban
vannak a TASK-3 knockdown sejtekben tapasztalt megnovekedett apoptotikus
aktivitassal. Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a TASK-3
knockdown melanoma sejtekben megfigyelt sejtszamcsokkenés oka az
apoptotikus sejtpusztulas, aminek eldidézésében kaszpazfiiggd és -fliggetlen
utvonalak egyarant részt vesznek.

A TASK-3 csatornafehérje melanoma sejtekben jatszott szerepének
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy szamos intracellularis szabalyozo
utvonal befolyasolhatja a sejtek életképességét és élettartamat. A jelen
értekezésben bemutatott munka egy korabbi fazisdban olyan szabalyozasi
lehetdségeket is tanulmanyoztunk, amelyek vizsgalatira a géncsendesitéses
kisérletekben nem keriilt sor. Ezen szabalyozasi tutvonalak egyike a
citoplazmatikus Ca?’, a masik pedig a sejtek miikodésének kiilsé
idegi/humoralis befolyasolasa. Ezen lehet6ségek elemzése indokolt, hiszen az
intracellularis kalciumhomeosztazis és a muszkarinos kolinerg receptorok
jelentéségét tobb tumorféleség esetén is felvetették. Kisérleteink soran a két
kérdés tanulmanyozasat Osszevontuk, és a muszkarinos ACh-receptorok



citoplazmatikus ~ Ca*'-tranzienseket kivaltd szerepét vizsgaltuk harom
melanoma sejtvonalban.

A receptorfehérjék expresszidjanak kvantitativ jellemzését Western-blot
technikaval végeztiik. A Western-blot kisérletek eredményei megerdsitették az
immuncitokémiai adatokat; nevesen, hogy mind a 1-es és mind a 3-as receptor
tipus jelen van mindharom melanoma sejtvonalban (WM35, HT199, HT168-
M1). Az eredmények szerint (i) az MRI protein mennyisége a harom
sejtvonalban nagyjabol azonos mértékii volt; (ii) 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 variabilitdis még akkor is figyelmet
érdemel, ha a kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikansnak.

A muszkarinos acetilkolin receptorok jelentéségének tanulmanyozasa
érdekében a kolinerg agonista hatasi karbamil-kolint (CCh) alkalmaztuk, €s
elemeztiik az adagolas hatasara kialakulo citoplazmatikus
kalciumkoncentracio-valtozasokat. Ezen kisérletek megkezdése elott
mindharom sejtvonal esetében sziikségesnek lattuk a CCh-alkalmazas dozis-
hatas Osszefliggésének meghatarozasat. Ezen mérések célja az volt, hogy a
késobbi kisérletekben olyan CCh-koncentraciot alkalmazzunk, ami biztosan
maximalis valaszt valt ki.

A dozis-hatas Osszefiiggések alapjan 1 mmol/l CCh-t, azaz egy
biztosan telité dozist valasztottuk a Ca*'-tranziensek kivaltasara. A kialakuld
koncentraciovaltozasok ~ idébeli  lezajlasa  jelentdés  sejtek  kozotti
valtozékonysagot mutatott. A CCh alkalmazéasat koveten egyes sejteken
meglehetdsen komplex jelalak volt megfigyelhetd, ami egy korai tranzienst, és
egy, a CCh alkalmazasa alatt végig fennmarad6 plato fazist tartalmazott. Mas
sejtekben a korai tranzienst nem kovette platdo fazis. Eléfordult tovabba
hosszan  fenntartott  kalciumkoncentracio-emelkedés  korai  tranziens
komponens nélkiil, vagy oszcillatorikus jellegli valasz, ezeket a jelalakokat
»atipusos” név alatt foglaltuk 6ssze.

A funkcionalis és farmakologiai vizsgalatok altalaban megkivanjak az
agonista ismételt adagolasit. A WM35 sejtek esetében a masodik
kalciumtranziens amplitidodja az els6 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 és a HT168-M1 sejtvonalak esetében
mar a masodik kalciumtranziensek amplitidodja is jelentds csokkenést mutatott
az els6 tranziensekhez képest (56% és 37%), a harmadik CCh-alkalmazast
kdvetden pedig még ennél is kisebb jelet figyeltiink meg (az elsé nagysaganak
27%-a és 19%-a). Az ismételt CCh alkalmazas kapcsan megfigyelhetd
kalciumtranziens csokkenést tachyphylaxis néven emlitjiik a tovabbiakban.



Annak érdekében, hogy igazoljuk a muszkarinos ACh-receptorok
résztvételét a CCh-nal kivaltott citoplazmatikus kalciumkoncentracio-
novekedés létrehozasaban, atropint — a muszkarinos receptorok jol ismert
gatloszerét — alkalmaztunk. Atropin jelenlétében a kalciumtranziensek
nagysaga az eredeti érték 9%-ara (WM35), 3%-ara (HT199) és 12%-ara
csokkent (HT168-M1). Az egyes sejtvonalakon nyert atlagértékek elemzése
nyilvanvalova teszi, hogy atropin jelenlétében a kalciumkoncentracio-
valtozasok amplituddja szignifikansan nagyobb mértékben csokkent, mint ami
a tachyphylaxis alapjan varhato lett volna.

A CCh-okozta kalciumkoncentracio-valtozasok erdsen varidbilis
id6beli lezajlasa arra utalt, hogy a kalciumtranziensek kialakitasaban részt
vevO kalciumionok tobb forrasbol szarmazhattak. Az MR1-hez és MR3-hoz
csatlakozd szignalizacids utvonalrdl rendelkezésre allo adatok alapjan a
tranziensek korai, gyors komponense nagy valdsziniiséggel a kalciumionok
intracellularis raktarakbol torténd felszabadulasat tiikrzi. Erre utal az a
gyors komponens megjelenését nem befolyasolta. Ett6l eltéréen a platd
komponens kialakitasaban a kiviilrél belépé kalciumionok lehetnek
fontosabbak, mivel az extracellularis kalciumkoncentracid mérséklése
jelentésen  csokkentette a  CCh-kivaltott  kalciumtranziensek  ezen
komponensének idotartamat.



Diszkusszio

Az értekezésben bemutatott munka keretében sikeriilt stabilan TASK-
3 géncsendesitett WM35 és tranziensen TASK-3 géncsendesitett A2085
sejtvonalakat eldallitanunk. A géncsendesités hatasos 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 mitokondrialis funkcio.
Megitélésiink szerint a TASK-3 géncsendesitett sejtek mitokondridlis
diszfunkcidjaval all osszefiiggésben azok csékkent MMP-ja, a mitokondrialis
szétkapcsolas hatasara 1étrejové depolarizacid mértékének csokkenése,
valamint a mitokondrialis DNS mennyiségének csokkenése. A géncsendesitett
sejtek morfologiai sajatsagai is karakterisztikus valtozasokat mutattak.
Csokkent tovabba a sejtek ¢letképessége és a sejtproliferacio mértéke,
valamint fokozddott az apoptozis irdanyaba elkotelezett sejtek szama; mikdzben
a nekrotikus aktivitdis nem valtozott. A bemutatott munka eredményei
bizonyitottak, hogy a géncsendesitett sejtek fokozott apoptodzisanak hatterében
kaszpazfiiggd és kaszpaztol fliggetlen mechanizmusok egyarant megtalalhatok.

Atropinnal torténd eldkezelés megakadalyozta a muszkarinos
acetilkolin agonista CCh altal kivaltott intracelluldris kalciumkoncentracio-
valtozasok  kialakulasat.  Megallapitottuk, hogy a  CCh-okozta
kalciumkoncentracio-valtozasok idobeli lezajlasa valtozo; ugyanakkor jobbara
elkiilonithetd volt egy viszonylag stabil korai és egy ettél valtozékonyabb
kés6éi komponens. Kimutattuk, hogy a kés6i komponens jellemzoi
nagymértékben  fiiggnek az  extracellularis  kalciumkoncentraciotol.
Eredményeink arra utalnak, hogy a primer tumorbol és attétekbdl szarmazo
melanoma sejtek kalciumhomeosztazisa csak kismértékben kiilonbozik, ez
azonban hozzajarulhat eltérd biologiai és klinikai sajatsagaik kialakitasahoz.

A TASK-3 csatorna rosszindulati tumorokban jatszott szerepe

Munkacsoportunk korabbi eredményei arra utaltak, hogy a TASK-3
csatorna megtalalhat6 a melanoma sejtek mitokondriumainak kiilsé vagy belsé
membranjaban.  Valodszinisitettik  tovabba, hogy a  mitokondridlis
lokalizacioban talalhatdé TASK-3-csatornak hozzajarulnak a mitokondrialis
funkcié fenntartasahoz. Jelen kisérletek megerGsitették azt a korabbi
megfigyelésiinket, hogy a TASK-3 géncsendesitése csokkenti a melanoma
indukal. Eredményeink arra utalnak, hogy a megfigyelt jelenségek hatterében
mitokondrialis depolarizacié és apoptdzisindukei6 all.

A TASK-3-csatorna jelenlétére és tumorsejtekben betoltott szerepére
vonatkoz6 irodalmi adatok ¢és elképzelések nem egységesek. Az elsd
problémat az jelenti, hogy a TASK-3-csatornak jelenléte az Gket expresszald
sejt tipusatol fiiggben indukalhat is apoptozist, meg védhet is ellene.



Masodsorban, jollehet szdmos kozlemény szamolt be a TASK-3-csatorna
raktipus vizsgalataval foglalkoz6 tanulmanyban nem talaltak érdemi valtozast
a TASK-3-specifikus mRNS kifejez6désében. Harmadszor, egyes
megfigyelések szerint a TASK-3 expresszidja eldsegiti a tumor novekedését,
mig mas adatok szerint a fehérje jelenléte a daganatos megbetegedés
prognozisat javitja.

Mindezek alapjan az a kovetkeztetés vonhato le, hogy sem a TASK-3
expresszio jelenléte, sem annak fokozott mértéke nem egy altalanos, minden
rosszindulatiian transzformalddott sejtre jellemzd jelenség. Ebbol kovetkezden
a TASK-3 expresszi6 elofordulasat és mértékét eseti alapon sziikséges
vizsgélni. Jelen tuddsunk szerint nincs olyan szabaly, aminek alapjan meg
lehetne josolni, hogy egy adott tumor expresszal-e TASK-3 fehérjét. Annak
megitélésére sincs még mod, hogy egy tumor TASK-3 expresszidja kedvezd
vagy kedvezétlen prognosztikai jel-e; esetleg semmilyen jelentdség nem
tulajdonithatd neki a rosszindulati sejtburjanzas varhatdo viselkedése
vonatkozéaséaban.

Az emlitett bizonytalansagnak két fontos kovetkezménye 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-csatorndk gatlasan alapuld terapia altalanos
klinikai alkalmazhatésidga nem garantalt; még akkor sem, ha idékdzben
sikeriilne kifejleszteni hatékony és szelektiv TASK-3 gatloszereket. Tovabbi
erdfeszitések sziikségesek tehat a TASK-3 expresszid ténye és annak mértéke,
valamint a malignusan transzformalodott sejtek viselkedése és a daganatok
prognozisa kozotti dsszefiiggések tanulmanyozasara.

Jollehet a fentiek értelmében nem lehet egységes modon 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 expreszio gatlasat kovetden
mitokondrialis depolarizacié alakul ki, ami végeredményben a sejtek halalat
okozza. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a TASK-3-csatorndk jelenléte
nélkiilozhetetlen a melanoma sejtek taléléséhez. Tovabbi vizsgalatokat igényel
viszont annak eldontése, hogy a TASK-3 expresszid vajon valamennyi
melanoma tipus esetében elengedhetetlen feltétele-e a  talélésnek.
Mindazonaltal még ennek a bizonytalansagnak a tudataban is megalapozottnak
tlnik a feltételezés, hogy a TASK-3-csatorna megfeleld célpontja lehet olyan
jOvGbeni terapias eljarasoknak, amik a melanoma kezelését célozzak.

Hangsulyozni érdemes, hogy a TASK-3 fehérje terapias célpontként
valo felhasznalasat jelentdsen megneheziti, hogy expresszidja nem
korlatozodik kizarélag malignusan transzformalodott sejtekre. Gondot
jelenthet az is, ha a tumorsejtekben a gatolt TASK-3 alegységeket TASK-1



alegységek helyettesitik. A TASK-3 csatorna szerepére vonatkozd
ellentmondasos adatok arra is utalhatnak, hogy mas K,p 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 kompenzald
mechanizmusok, akkor a TASK-3-alapu terapiak a reméltnél kevésbé lesznek
hatékonyak. Fontos azonban megjegyezni, hogy az altalunk vizsgalt melanoma
sejtekben nem tapasztaltuk jelét a fentickben vazolt kompenzalo
mechanizmusok aktivacidjanak; igy a TASK-3 KD sejtekben nem valtozott
példaul a TASK-1 expresszidjanak mértéke.

Muszkarinos kolinerg receptorok melanoma sejtekben

A paratlan szamokkal jelolt MR-ok jelenlétét és funkcionalis
jelentéségét mar tobb melanoma sejtvonalon is kimutattak. Sebészeti uton
nyert, human tumormintdk immunpozitivitdsanak dsszehasonlitd vizsgalata is
megtortént, amihez a tanulmany szerz6i egy minden receptoraltipust felismerd
monoklonalis ellenanyagot alkalmaztak. Ezen vizsgalatsorozat eredménye
szerint a tumorok periférias részébdl szarmazd sejtekben nagyobb a MR
proteinek mennyisége, mint a centralisabban elhelyezkedd sejtekben. Ez az
adat arra utal, hogy korrelacié all fenn a MR-ok expresszids szintje és a
daganatsejtek vandorlasi és metasztazisképzd hajlama kozott.

Munkénk soran azt talaltuk, hogy mind az MR1, mind az MR3 jelen
van mindharom vizsgalt malanoma sejtvonalban; ugyanakkor nem talaltunk
kiilonbséget a primer tumor-eredetli (WM35) és a metasztatikus-eredetl
(HT199, HT168-M1) sejtek receptorfehérje tartalma kozott.

Léteznek olyan adatok, melyek szerint a MR3-ok gatlasa
megakadalyozhatja egyes tumorok novekedését és metasztazisok kialakulasat.
Tekintettel arra, hogy az MR3 receptoraltipus részben a citoplazmatikus
kalciumkoncentracio emelésén keresztiil fejti ki hatasat, indokoltnak lattuk
olyan kisérletek elvégzését, amelyekben a MR-ok aktivalasaval valtunk ki
kalciumtranzienseket €s tanulmanyozzuk azok jellemzéit. Bar a MR-ok tobb
jelatviteli utvonalat is aktivalhatnak a melanoma sejtekben, a kalciumionok
részvétele ebben a komplex rendszerben egyértelmii. Szamos korai tanulmany
indult ki abbol a feltételezésbdl, hogy — hasonléoan mas sejttipusokhoz — a
melanoma sejtek motilitasa és proliferdcidja az intracellularis Ca*'-
koncentracion keresztiil szabalyozodik. A melanoma sejtek
kalciumhomeosztazisaval kapcsolatos informaciokat Osszegezve
megallapithatjuk, hogy a CCh altal kivaltott Ca®'-tranziensek mindharom
vizsgalt sejtvonal esetében latott korai tranziens komponense az intracellularis
raktarakbol torténd kalciumfelszabadulds eredménye lehet, és ez a
kalciumfelszabadulas feltehetben nem rianodin receptorokon keresztiil
torténik. Fel kell tételezniink, hogy a metabotrop MR-ok vagy kozvetleniil
nyitnak kalciumcsatorndkat a sejtfelszini membranban, vagy az IP;-itvonalon



keresztiil idéznek el6 kalciumfelszabadulast. Az elébbi lehetdség kizarhatonak
tlinik azon az alapon, hogy a kezdeti komponens sajatsagai nem fiiggnek az
extracellularis kalciumkoncentraciotol. Igy marad a méasodik lehetéség, amely
Osszhangban all az MRI1, MR3 és MRS szignalizacios kapcsolatairol
rendelkezésre allo ismeretekkel. Ami a CCh-nal kivaltott kalciumtranziensek
kés6i komponensét illeti, ennek extracellularis kalciumionoktol vald fiiggése
nyilvanvald mind az altalunk bemutatott kisérletekben (MR1 és MR3), mind
az irodalomban leirt vizsgalatokban (MR5).

Az eredmények hasznositasanak lehetésége

Jollehet vannak olyan 1) és biztatd eredmények, amik azzal
kecsegtetnek, hogy esetleg javitjdk majd a melanoma talélési esélyeit, a
metasztatikus melanomak progndzisa még mindig nagyon rossz. A melanoma
gyogyitasaval kapcsolatos nehézségek részben abbdol adodnak, hogy a
melanoma sejtek apoptdzist el6idéz6 intracellularis itvonalai hibasak. Ennek
tikrében nem meglepd, hogy kiilondsen igéretes terapias megkdzelitésnek
tartjdk a melanoma sejtek csokkent apoptozis készségének visszaforditasat
célzo torekvéseket.

Kiilonosen fontos ¢és az értekezésben bemutatott kisérletek
szempontjabol is relevans az a megfigyelés, miszerint a mitokondrialis Kv1.3
kaliumcsatorndk gatlasa tumorsejtek (koztiik melanoma sejtek) intrinzik
apoptotikus utvonalanak aktivalodasat eredményezi, és végsOsoron a sejtek
pusztulasat okozza. A jelen disszertacidban bemutatott kisérletek soran az
apoptozis indukciojat és a kovetkezményes sejthalalt a TASK-3-csatorna
expresszidjanak csokkentésével értiik el. Fontos megjegyezni, hogy vannak
biztatd erdfeszitések szelektive TASK-3-gatloszerek eléallitasara is, amik
alkalmazasatol hasonld eredmény varhato. Ismert példaul, hogy a spermin
képes a TASK-3 csatornak gatlasara. Az irodalomban olyan 5,6,7,8-
tetrahidropirido-[4,3-D]-pirimidin szdrmazék fejlesztésérdl is beszamoltak,
ami hatékony és szelektiv TASK-3 gatloszernek tlinik. Az el6z6éekben emlitett,
vagy hasonlé TASK-3 gatloszerek alkalmazasa komolyan megfontolandonak
tinik 0j fejlesztésti, TASK-3-csatornakat célzo és igy apoptozist indukalod
terapids modszerek kifejlesztése soran.

A sikeres melanomaterapia masik lehetdsége a sejtproliferacio
csokkentése. Ennek szabalyozasaban a foszfo-inozitol-3-kindz (PI3K) és a
mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK) utvonal jelent6sége ismert. Azon
terapias torekvések, amik a melanomak fokozott proliferacios aktivitasat és
metasztatizalo kapacitasat célozzak, a MR-okat is szamitasba kell vegyék.
Tovabbi lehetséges vizsgalatok

Ahhoz, hogy az eddigi eredmények a gyakorlatban is hasznosithatova
valjanak, sziikséges modellszintli értelmezésiik, valamint tovabbi kisérletek
megtervezése, amik eredményei lehetOséget adhatnak a modell allitdsainak
ellenérzésére és a benne foglalt informaciok esetleges finomitasara. A



bemutatott eredmények alapjan bizonyitottnak tekintjiik, hogy az altalunk
vizsgalt melanoma malignum sejtekben a TASK-3 csatornafehérje
expresszidja fokozott, és a TASK-3 csatorndk dontden a mitokondriumokban
helyezkednek el. A megfigyelt valtozasok alapjan azt feltételezziik, hogy a
mitokondrialis TASK-3 csatornak hozzajarulnak a daganatsejtek tiléléséhez.

Felmertil az a lehetéség, hogy a mitokondrialis TASK-3 csatorna és a
BAX fehérje feltételezett kolcsonhatasa a TASK-3 csatornat impermeabilissa
teheti, ami mitokondrialis hiperpolarizaciot okozhat. Ennek az elképzelésnek a
realitasat olyan kisérletek donthetik el, melyek az érintett molekulak jelenlétét
és kolcsonhatasait tisztazzak.

A mitokondridlis hiperpolarizdcié mas molekuldk mellett a kalcium
mitokondrialis felvételének hajtoerejét is fokozza, emelve ezzel a
citromsavciklus kalciumfiiggd enzimjeinek aktivitasat, és fokozva az ATP- és
ROS-termelés intenzitasat. Ez a lehet6ség felveti annak sziikségességét, hogy
vizsgalatokat ~ végezziink a melanoma sejtek mitokondrialis
anyagcserefolyamatainak és a TASK-3 fehérje ezekben jatszott szerepének
megismerése érdekében.

A jelen disszertacioban bemutatott eredményeink felvetik azt is, hogy
a MR-ok a kalciumhomeosztazis mdodositasan és mas jelatviteli folyamatok
befolyasolasan keresztiil hatassal lehetnek a melanoma sejtek életképességére,
a tumorprogressziora €s a tumor attétképzo hajlamara. Vannak tovabba adatok
a MR-ok tumorndvekedésben, metasztazisképzésben és
tumorvaszkularizacioban betdltott szerepére vonatkozoélag is. A jovOoben
indokolt ezen vagy hasonld hatasok felderitése melanoma sejtek esetében, mert
joggal feltételezhetd, hogy a hatteriikben all6 molekularis mechanizmusok
elemei ezekben a sejtekben is megtalalhatok és mikodoképesek.



Osszefoglalas

A kozelmultban megjelent epidemiologiai tanulmanyok arra hivjak
fel a figyelmet, hogy a melanoma malignum incidencidja riasztd6 mértékben
emelkedik. Sajnalatos modon az attétet addo melanoma malignum kiiléndsen
rossz prognozisu, mivel a sejtek rezisztensek mind kemoterapias szerekkel,
mind a tumor-specifikus immunvalasszal szemben. A jelen munkdban a
TASK-3 tipust kaliumcsatorna és egyes muszkarinos kolinerg receptorok
jelentségét vizsgaltuk sejttenyészetben fenntartott melanoma sejtek
talélésében, valamint intracellularis Ca®*-homeosztazisuk szabalyozasaban.

A jelenleg elfogadott nézet szerint a TASK-3 csatornak képesek a
malignusan transzformalt sejtek proliferaciojanak és/vagy talélésének
fokozasara. A TASK-3 csatornak mitokondrialis expresszidjat sugalld korabbi
eredményeinkbdl kiindulva azt tételeztiik fel, hogy a TASK-3 csatorndknak
szerepe lehet a mitokondridlis aktivitas fenntartasaban. A jelen munkaban azt
tanulmanyoztuk, hogy a TASK-3 expresszio csokkentésének milyen
kovetkezményei vannak a WM35 és A2058 tipusi melanona sejtek
mitokondrialis funkcidjara és tulélésére. Megallapitottuk, hogy a TASK-3
géncsendesitett sejtek mitokondridlis membranpotencidlja depolarizaltabb,
mint a kontroll sejteké. A géncsendesités csokkentette a mitokondridlis DNS
mennyiségét, és redukalta az érintett sejtek valaszkészségét egy szokasos
mitokondrialis szétkapcsolo agens alkalmazasanak hatasara. Mindezen
megfigyelések a géncsendesitett sejtek karosodott mitokondrialis funkciojat
jelzik. A TASK-3 expresszio csokkentése a fentick mellett a sejtek csokkent
életképességét, és a  sejtekbél  kivonhat6 DNS  mennyiségének
megkevesbedését is okozta. A géncsendesitett sejtek morfologija ugyancsak
megvaltozott, és csokkent az érintett sejtek felszine is. Ellentétben a kontroll
melanoma sejttenyészetekkel, amikben nem volt érdemi apoptotikus aktivitas
megfigyelhetd, a TASK-3 géncsendesitett tenyészetekben az apoptosis
irdnyaba elkotelezett sejtek ardnya kozel 50%-ra emelkedett. A géncsendesitett
sejtekben megfigyeltik még a citokrom c-nek a mitkondriumokbol a
citoszolba torténd transzlokacidjat, a kaszpaz-3 enzim aktivitasanak
fokozodasat, és az apoptosis-inducing factor mitokondriumokbol sejtmagba
torténd athelyezodését is. Ezen kisérletes adatokbdl arra kovetkeztetiink, hogy
a TASK-3 csatorna expresszidjanak gatlasa melanoma sejtekben kaszpazfiiggd
és -fliggetlen apoptotikus folyamatokat aktival. A TASK-3 expresszid
csokkenése és az apoptotikus aktivitds fokozodasa kozotti kapcsolatot
valoszintleg a TASK-3 csatorna mennyiségének csokkenése miatti
mitokondriélis depolarizacio képezi. Eredményeink alapjan indokoltnak 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 és
metasztatikus melanoma malignum sejtvonalak muszkarinos kolinerg
receptorokhoz (MR) kapcsolédo intracellularis Ca*'-jelatvitelében. ElsSként
azt erGsitettik meg, hogy a vizsgalt melanoma sejtek mind az 1-es (MR1),
mind a 3-as (MR3) tipusu muszkarinos receptorokat expresszaljak. Az emlitett
MR-ok funkcioképesek voltak, amit az 1 mmol/l koncentracidban alkalmazott
karbamil-kolin (CCh) alkalmazasinak hatisara megjelené intracellularis Ca*'-
koncentracio emelkedés jelzett. Megallapitottuk, hogy az MR1- és MR3-
specifikus fehérje expresszidjanak mértéke nem mutatott szignifikans
kiilonséget a metasztatikus (HT199, HT168-M1) és a primer tumor eredetii
(WM35) sejtvonalakban. Bar CCh alkalmazéasaval mindharom sejtvonalban
lehetséges volt Ca®'-tranziens kivéltisa, a reagald sejtek aranya a WM35
tenyészet esetében alacsonyabb volt, mint a masik két sejtvonalban. A CCh-
altal indukalt Ca*'-tranziensek kialakuldsat 0,1 mmol/l atropin alkalmazésa
hatékonyan meggatolta. A CCh jelenlétében megjelené Ca*'-tranziensek igen
valtozatos iddbeli lefutast mutattak, és esetenként egy olyan késoi (plato-szerii)
komponenst is tartalmaztak, aminek kialakuldsa az extracellularis térb6l belépd
Ca®"-t6l fiiggdtt. Az extracellularis Ca**-koncentraciot csokkentve a CCh-altal
kivaltott Ca*'-tranziensek tartama jelentdsen csdkkent. Ez a jelenség
kiilondsen a metasztatikus eredetli melanoma sejtek esetében volt kifejezett.
Eredményeinkbdl arra kdvetkeztetiink, hogy nincsenek alapvetd kiilonbségek a
primer és metasztatikus eredetli melanoma sejtek muszkarinos receptorokhoz
kapcsolodd Ca'-jelatvitelében. A jelen munkéban feltart kvantitativ
kiilonbségek ugyanakkor segithetnek annak megértésében, hogy a
metasztatikus melanoma sejtek miért rosszindulatibbak és miért mutatnak
nagyobb migracios készséget, mint a primer tumorbdl szarmazo tarsaik.

Kulcsszavak:
apoptozis, melanoma, mitokondrium, muszkarinos receptorok, TASK-3,
tumorgenezis, citoplazmatikus kalcium
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