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1. BEVEZETES

1.1. A K*-csatornak szerkezete és csoportositasa

A sejtfelszini membrdn K'-csatorndinak aktivitdsa jelentés modon képes
befolyasolni az Oket expresszdlé sejtek elektromos sajitossdgait, igy a nyugalmi
membranpotencidl értékét, az excitdbilis struktirdk ingerlékenységét, a szinapszisokban
torténd neurotranszmitter-felszabaduldst és a szinaptikus transzmisszié hatékonysagit.
Az Udjabb vizsgdlati eredmények szerint a K'-csatorndk a klasszikus elektrogén
funkcidkon tdl képesek az dltaldnos sejtmiikddést, igy a differencidlodast, proliferaciot
és apoptosist is befolydsolni; tovdbba egyes K'-csatorndk aktivitdsa eldsegitheti az 6ket
expresszald sejtek hypoxids koriilmények kozotti tdlélését is. A K'-csatorndk
aktivitisdnak komoly szerepe lehet egyes patologids folyamatokban is, amit jol
demonstrél, hogy bizonyos K'-csatorndk overexpresszi6jdt prostata-, vastagbél-, tiid-,
emld- és bérdaganatokban is leirtdk. Meggy6z6 adatok szélnak amellett, hogy a K*-
csatorndk nem pusztin jelen vannak az emlitett koérfolyamatokban, de komoly
jelentoségliek lehetnek azok pathogenesisében is.

A K'-csatorndk molekuldris szerkezetiik szerint nem egységesek; az Oket
felépité alegységek szdma és struktirdja alapjan hiarom fécsoportba oszthatok. A
legnagyobb szdmi tagot szdmldl6 csoportot a fesziiltségfiiggd (depolarizicié hatdsira
aktivdl6d6) K'-csatornak (Kv-csatorndk) alkotjdk. A Kv-csatornak négy alegységbdl
allnak, melyek mindegyikében hat transzmembrin domén taldlhatd. Ezen csatorndknak
kiemelkedd jelent6ségiik van az elsé az akciés potencidlokat (AP) kovetd repolarizacié
és utdhiperpolarizicié kialakitdsdban, az AP-k késleltetésében, vagy akdr azok
kialakuldsdnak megakaddlyozdsdban, azaz igen jelentdsek a kialakulé AP-k alakjanak,
id6tartamdnak és frekvencidjanak meghatdrozdsiban.

A K'-csatornak tovabbi fébb csoportjait a befelé egyeniranyité K -csatorndk és a
két pérusformalé domént tartalmazé K*-csatorndk képezik. Az utébbi osztilyba tartozo
ioncsatorndk molekuléris szerkezetiikben, viselkedésiikben és funkcidikban jelentdsen
kiilonboznek az addig ismert K'-csatorndktSl. Altalanossagban elmondhat6, hogy a
funkcionalis molekulat felépité alegységek négy transzmembran domént és két
porusformalé hurkot tartalmaznak, ahol a pérus kialakitasdban szerepet jatsz6 hurkok az
alegységen beliil egymds utdn helyezkednek el; a miikodoképes struktira kialakuldsa

pedig az alegységek dimerizacidjaval valosul meg.



A két porusformdlé hurkot tartalmazé K'-csatornak csaladjdnak egyik
alcsoportjat a TASK-csatorndk képezik (TWIK- [twin-pore domain in weak inward
rectifier K* channels] related, acid-sensitive K" channels). Ezek a molekuldk igen
érzékenyen reagdlnak az extracellularis pH vdltozdsaira: az extracelluldris pH savas
irdnyba valo eltol6ddsa a zarodasukat okozza. A molekuldris bioldgiai és a funkciondlis
vizsgdlatok rédmutattak, hogy a pH irdnti érzékenységért (legaldbbis részben) a
csatornafehérje 98-as pozicijdban, a permedbilis porus kiilsé szdjadékaban
elhelyezkedo hisztidin felel6s.

A TASK-csatornak farmakolégidja jelentSsen eltér a tobbi K-csatorna esetében
megszokottol, és megkiilonboztetett figyelmet érdemel hogy bizonyos giaznemi
altatoszerek (pl. halotdn) aktivdljdk a TASK-csaldd egyes tagjait, ami az Oket
expresszald neuronok hiperpolarizacidjat, igy azok ingerlékenységének csokkenését
okozza. Ez a megfigyelés kivdldan magyardzza a halotdn jdl ismert altatd, kdzponti
idegrendszert gétlé hatasat.

A TASK-csatorndk élettani szerepe igen sokrétl; egyebek kozott jelentdségiik
lehet a periférids kemoreceptorok hypoxia irdnti érzékenységének biztositdsdban, a
patkany mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtjeinek szekretoros funkcidjaban, és
fontos szerepet toltenek be a kozponti idegrendszerben zajlé neurotranszmisszid
reguldcidjaban is. Egyes sejtekben a TASK-1- és a TASK-3-csatorndk az apoptosis
indukéldsaban is fontos szerepet jatszanak.

Egyre tobb adat sz6l amellett, hogy a kiilonb6zé K'-csatorndk a fiziologids
funkcidkon til bizonyos koros folyamatokban is szerepet jatszhatnak. Meggy6z6
adatok szolnak amellett, hogy a sejtfelszini membranban 1évé K-csatorndk aktivitdsa
elengedhetetlen a sejtproliferacidhoz, és az is egyre nyilvanvalébbnak tlinik, hogy ez
Iényeges lehet egyes human daganatok fejlédésében és novekedésében egyarant. A
tumorgenezisben betoltott funkcidé szempontjabdl kiillondsen fontosnak tliinnek a TASK-
3-csatorndk. A hatés annyira jelent6s, hogy a TASK-3-csatorndkat kodolé gént (Kenk9)
immadr hivatalosan is protoonkogénnek tartjak, &m tovabbra sem vildgos, hogy a TASK-
3-csatorndk milyen mechanizmus révén rendelkeznek tumorigén hatdssal. Az egyik
elképzelés szerint a sejtfelszini membranban elhelyezkedé K*-csatorndk aktivdlodasa
hiperpolarizdlja a membrint, melynek hatdsira megnd a Ca-ionok elektrokémiai
gradiense, igy a hattér Ca**-csatornakon keresztiil nagyobb mennyiségii Ca®* 4ramlik be
a sejtekbe, ami lényeges hatdst gyakorol proliferdcijukra és differencidlodasukra. Egy

madsik lehetséges magyarazat értelmében a sejtfelszini membranon keresztiil torténd K-



kilépés csokkentené az intracelluldris K*-koncentraciot, ami kozvetleniil befolyasolnd
egyes enzimek (pl. kaszpdzok) aktivitdsit. Az sem elképzelhetetlen azonban, hogy a
TASK-3-csatorndk fokozott jelenléte valamilyen médon noveli az dket overexpresszald
sejtek hypoxidval szembeni ellenélldsit. Sejttenyészeti koriilmények kozott fenntartott
neuroblastoma sejteken végzett kisérletek eredményei szerint a TASK-3-overexpresszid
hatdrozottan novelte a sejtek hypoxia- és serumdeprivicidval szembeni tolerancidjat,
ami nyilvanval6 szelekcids elonyt jelenthet a daganatsejtek szdmara a solid daganatok
kozponti, kevéssé vascularisalt régidjaban. Tovabbra sem vildgos azonban, hogy a
TASK-3-overexpresszié6 milyen mechanizmus révén biztositja a sejtek tulélését az

emlitett hypoxids kornyezetben.

1.2. A nucleus cochlearis jelentésége, szerkezete és fobb sejttipusai

A hangérzékelés sordn a primaer kisiilési mintdzat dekédoldsa torténik, aminek
fontos és korai 1épése a halldideg rostjain érkezd AP-sorozatok ,,szétosztdsa” olyan
neuronhdlézatok kozott, amelyeket felépitésiik alkalmassa tesz arra, hogy ugyanazon
jelmintdzatot az eredeti hanginger egyes paraméterei szerint (hangerdsség,
hangmagassdg, hangszin, hangforrds lokalizici6ja) dekddoljak. A rendelkezésre 4ll6
adatok szerint a nucleus cochlearist szerkezete alkalmassa teszi arra, hogy a benne
megtaldlhaté neuronok ilyen eltérd sajatsagu halézatokként mitkddjenek. Mint minden
komplex sejtosszetétellel rendelkezé kozponti idegrendszeri struktirdndl, ugy a
cochlearis mag esetében is szamos megvalaszolandé kérdés meriil fel a szerkezetre
vonatkozéan: Hanyféle neurontipus kiilonithetd el a magban? Milyen kapcsolatban
allnak egymadssal az egyes neurontipusok?  Milyen miikodési jellegzetességek
kapcsolhatok az egyes sejtféleségekhez? Bar az elmult évtizedekben folytatott
vizsgilatok még nem adtak vialaszt a fenti kérdések mindegyikére, a cochlearis mag
szerkezetérol kialakult egy olyan elképzelés, amelyik a legkiilonfélébb emlds fajok
esetében is helytallonak tiinik.

Altaldnosan elfogadott, hogy a nucleus cochlearisban taldlhaté sejtféleségek
kiilonb6z6 morfoldgidval, funkcidval, szinaptikus kapcsolatokkal és
membransajatsagokkal rendelkeznek. A mag eliilsé ventralis része elsdsorban a bushy-,
és a csillagsejteket tartalmazza; mig a posterior régidban javarészt az octopus-sejtek
helyezkednek el. A dorsalis magrészben négy koncentrikus, egymastdl viszonylag jol

elkiilonithetd réteg taldlhatd, melynek legfelszinesebb teriiletét a molekuldris réteg



képezi, melyben foként a szemcsesejtek axonjai, és szorvdnyosan a szemcsesejtek
sejttestjei is taldlhatok. Ezt koveti a fusiform- vagy piramis-sejtek rétege, amely
magaban foglalja a piramis-, a szemcse-, a cartwheel- és a csillagsejteket. A harmadik
rétegben a piramis-sejtek basalis dendritfdi és néhany tin. vertikdlis-neuron taldlhatd; itt
végzOédnek tovabbad a nervus acusticus leszdlld rostjai is, kapcsolatot teremtve
valamennyi itt taldlhaté sejtféleséggel. A cochlearis mag legmélyebb rétegében az

orias- és a multipoldris-sejtek sejttestjei figyelhetok meg.

1.3. A munka célkitiizései

A munka tervezése és kivitelezése soran tanulmanyozott legfontosabb kérdések és

problémék az alabbiak voltak:

1. Meghatédrozhat6-e egy adott neuronféleség viselkedése, és megjésolhaté-e az éltala
produkalt tiizelési mintdzat a sejtfelszini membranjaban expresszalt Kv-alegységek
mindsége és Osszetétele alapjan?

1.a. Milyen Kv-alegységek jelenléte igazolhaté a bushy-neuronokon?

1.b. Kidolgozhat6-e egy elfogadhaté sejtazonositasi algoritmus, ami megengedi az

enzimatikusan izoldlt bushy-neuronok felismerését?

2. Az uszészeletekben végzett, Kv-alegységek megoszlasat célzd vizsgalatok soran
meriilt fel annak az igénye, hogy keressiink egy olyan technikat, ami alkalmas az
agyszeletekben elhelyezked6 neuronok morfolégidjanak meghatirozasira. Ennek
kapcséan a kovetkezd kérdésekre kellett valaszolnunk:

2.a. Jelolhetok-e szelektiven a nucleus cochlearis projekcids neuronjai?

2.b. Valdban a cerebellumba projicidlnak-e a Purkinje-szerti sejtek?

2.c. Kidolgozhaté-e valamilyen altalanos érvényli szempontrendszer az egyes

nucleus cochlearis neurontipusok kénnyebb azonositasara?

2.d. El6fordulhat-e a neuronok téves azonositdsa ugy, hogy a vizsgélatot végzo

esetleg nincs is tudatdban a tévedésének?

3. A fenti kisérletek sordn meriilt fel egy ujonnan fejlesztett, TASK-3-ellenes
monoklondlis antitest tesztelésének (,,validdldsdnak™) az igénye, amit Osszekotottiink

szoveti preparatumokban €s sejttenyészetekben taldlhaté melanoma malignum sejtek



TASK-3-expresszidjanak vizsgilatdval. A munka kezdetén az aldbbi kérdésekre
kerestiik a valaszt:
3.a. Specifikus és haszndlhat6-e az Gjonnan kifejlesztett antitest, az dltala kapott
jelolédési mintdzat megfelel-e mds, ugyancsak TASK-3-ellenes antitestekkel
kapott eredményeknek?
3.b. Bedgyazott prepardtum esetében mik az optimélis reakcidkoriilmények,
milyen antigénfeltards sziikséges?
3.c. Megfelelnek-e egymdsnak az immuncitokémiai és az immunhisztokémiai
vizsgélatok sordn kapott eredmények?
3.d. Van-e kiilonbség a melanoma malignum sejtek és a melanocytdk TASK-3-

expresszidjaban?

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

A nucleus cochlearis bushy-neuronjainak vizsgilatira részben enzimatikusan
izolalt, részben agyszeletekben elhelyezkedd neuronok vizsgdlatdval keriilt sor. A
Kvl.1-, 1.2-, 1.3, 1.6-, 3.1b-, 3.2-, 3.4-, 4.2- és 4.3-alegységek expresszidjanak
vizsgdlata céljabol részben immunfestést, részben tdléld agyszeletekben kivitelezett
funkciondlis méréseket alkalmaztunk, a patch-clamp technika teljes-sejtes valtozatdnak
hasznélatdval. Az izolalt agyszeleteken végzett elektrofiziologiai mérések sordn két,
alegységspecifikusnak ismert gatloszert, a Kv4.2- és/vagy a Kv4.3-alegységeket is
tartalmazé csatorndkra specifikus phrixotoxin-2-t (PaTx2) valamint a Kv3.4-
alegységeken at foly6 dramot hatdsosan gatl6 BDS-I-et alkalmaztunk.

A nucleus cochlearis projekciés neuronjainak morfolégiai vizsgélatat célzo
kisérletekben azok sejttestjeit a projekcidjuknak megfeleld helyen alkalmazott laesiokba
juttatott, dextrannal konjugdlt tetrametilrodaminnal toltottiik fel, kihasznalva, hogy a
jeloléanyagot a neuronok axondlis transzport révén mind antero-, mind retrograd
irdnyba szallitjdk. A rodaminnal feltoltott neuronokat tartalmazé agytoérzsbdl 50-60 pm
vastag metszeteket készitettiink, amiket konfokalis analizisnek vetettiink ala.

A TASK-3-csatorndk jelenlétét és egy uj fejlesztésti hTASK-3-specifikus
antitest validdldsat célzd kisérleteinkben részben bedgyazott, melanoma malignumot
tartalmazé szovetmintdkat; részben sejttenyészeti koriilmények kozott fenntartott
melanoma malignum sejteket alkalmaztunk. Az ellenanyag specificitisdnak és

alkalmazhatdsdganak bizonyitasira Western blot technikat, valamint a TASK-3-



csatornat kodold vektorral tranziensen transzfektalt C2C12- és stabilan transzfektalt

HEK?293-sejteket alkalmaztuk.

3. EREDMENYEK

3.1. A nucleus cochlearis bushy-neuronjai altal expresszalt K+-csatorna-
alegységek

A bushy-neuronok kizardlag az aVCN teriiletén el6forduld, komplex
dendrithdl6zattal rendelkezd neuronok. A bushy-neuronokra jellegzetes, hogy tartds
depolarizacid jelenlétében gyorsan adaptilédé (II. tipusd) valaszt produkélnak, ami
alkalmassa teszi Oket arra, hogy a nervus acusticuson érkezd aktivitisi mintdzatot
rendkiviili id6beli hiiséggel legyenek képesek reprodukélni (,,primary-like” tiizelés). A
bushy-sejtek ezen sajatossdga a hangforras térbeli lokalizaciéjanak meghatdrozdsdban
jelentés. A bushy-neuronok jellegzetes tiizelési mintdzatdnak hatterében részben
membranjuk id6konstansanak kicsiny volta 4ll, aminek kovetkeztében a beérkezd
serkentd stimulusokat kdvetden igen gyors vélaszok kialakitdsira képesek. A jelen
vizsgédlatsorozatban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a jellegzetes elektromos
sajatossagok hdtterében kimutathaté-e a sejtfelszini K'-csatornak valamilyen specidlis
megoszldsa és Osszetétele.

A kisérletek egy részét enzimatikusan izolalt bushy-neuronokon végeztiik.
Mivel a patkdny nucleus cochlearis szdmos kiillonboz6 sejttipust tartalmaz,
megprdobaltuk egy olyan sejtazonositasi algoritmus kidolgozasat, aminek révén nagy
biztonsdggal kivalaszthatok voltak a bushy-neuronok. A sejtazonositdsi protokollnak
megfeleléen az izolalt sejteket csak abban az esetben azonositottuk bushy-neuronként,
amennyiben azok kerek vagy kissé hosszikds, kb. 20 pm atmérdjii sejttesttel
rendelkeztek, és legalabb egy, de legfeljebb két nyidlvanyuk volt. Amennyiben a
sejttestbdl csak egy processzus indult ki, akkor annak disan eldgazonak kellett lennie,
mert ilyen dendritfdval csak a bushy-sejtek rendelkeznek. A pozitiv azonositds tovabbi
feltétele volt, hogy amennyiben a sejttestbdl két nydlvany eredt, akkor az egyiknek
eldgazd, a masiknak pedig nem eldgazé morfoldgidt kellett mutatnia.

A kisérletek sordn rendszeresen végeztiink preadszorpcids  kontroll

vizsgdlatokat, amiket mindig a nekik megfeleld ,,valédi” immunreakcidval egyiitt



végeztik. A kontroll és a valédi immunreakcié eredményeként azonositott bushy-
sejtekrdl ugy készitettiink digitélis felvételeket, hogy mind a kamera expozicids ideje,
mind erdsitése ugyanakkora volt, mint a tényleges immunjelolés végeztével késziilt
képeken. Ezt a technikét alkalmazva a preadszorpcids kontroll vizsgélatok nem csupdn
az immunjel6lédés eredményeinek megerdsitésére szolgéltak, hanem lehetévé tették az
immunreakcié intenzitdsdnak szemikvantitativ értékelését is. Az immunjel6lédés
erosségének megitélése sordn a preadszorpcids kontroll esetében tapasztalt intenzitast
tekintettiik alapnak, és ehhez viszonyitottuk a val6di reakci6 intenzitdsat.

Az enzimatikusan izolalt bushy-neuronokon végzett immuncitokémiai kisérletek
sordn azt tapasztaltuk, hogy azok tobb, tranziens K'-dram kialakuldsaért felelds
alegységet is expresszdlnak. A Kv3.4-alegység jelen volt mind a sejttesten, mind a
nyulvanyokon, és a festodés jellegzetes foltos megjelenésiinek bizonyult. Kv4.3-
alegység ellenes antitest alkalmazdsakor hasonlé eredményeket kaptunk, de a jelolodés
dontden a sejtmagra és annak kornyékére lokalizdlodott. Kv4.2-alegység jelenlétét is
bizonyitottuk a sejttesten és a nyulvdnyokon egyardnt; ugyanakkor megéllapitottuk,
hogy a bushy-sejtek a Kv1.4-alegységet nem expresszaljdk.

A bushy-sejtekr6l ismert, hogy depolarizicié hatdsira egy dendrotoxinra
érzékeny dramkomponenst is produkdlnak. Mivel a DTX-re érzékeny dram
megjelenése hatterében olyan K'-csatorndk dllnak, amik Kvl.1-, 1.2- és/vagy 1.6-
alegységeket tartalmazzdk, ezen alegységekre specifikus antitestek alkalmazdsara is sor
keriilt. Mindharom alegység jelenlétét kimutattuk: a Kvl.1- és Kvl.6-alegységeket
elsésorban a sejttesten figyeltilkk meg, mig a Kvl.2-alegység expresszidja a sejttesten €s
a nyulvanyokon is jelent0s volt. Megéllapithattuk tovabbd, hogy a hirom vizsgalt
alegység koziil a Kv1.6-expresszi6 volt a legkevésbé erételjes.

Korabbi elektrofizioldgiai vizsgalatok ramutattak, hogy a bushy-neuronok igen
eroteljes repolarizacios képességgel rendelkeznek, ami arra utalt, hogy a késoi tipusu
K'-dramok kialakitdsaért felelés Kv-alegységek jelentds szerepet toltenek be
membransajatsdgaik kialakitdsdban. A jelen vizsgélatsorozat keretében az izolalt
bushy-neuronokon harom olyan alegység expressziéjat ellendriztiik, melyek ilyen késoi
tipusi K'-dram kialakitdsaért feleldsek. Eredményeink szerint a bushy-neuronok
esetében a Kv3.l-alegységek a leglényegesebbek a kés6i tipusi K'-csatornak
kialakitdsaban és Osszeszerelédésében.  Ertékelhetd, dm az elébbinél gyengébb
immunreakciét tapasztaltunk a Kvl.3-alegységekre specifikus antitestek alkalmazdsa

utdn. A harmadik, szintén késéi tipusu dram kialakitasaért felelés Kv3.2-alegységekre



specifikus immunreakcié jelen volt ugyan, de a hidrom vizsgélt alegység koziil ennek
intenzitdsa tlint a legjelentéktelenebbnek. A fenti kisérleteket kiegészitettitk a TASK-1-
csatorndk expresszidjat vizsgdlé immunreakciokkal is. A bushy-sejtek valamennyi
vizsgélt életkorban egyértelmii TASK-1-pozitivitdst mutattak, aminek intenzitdsa az
életkor elérehaladtaval folyamatosan novekedett.

Az eredmények megbizhatdsdganak tesztelése végett a fenti, izolalt neuronok
felhaszndlasaval végzett kisérletek egy részét nucleus cochlearisbol készitett
uszoszeletek alkalmazasaval is megismételtiik. Mivel az enzimatikusan izolalt bushy-
neuronokon kapott eredmények az uszdszelet alkalmazdsdval nyert adatoknak
mindenben megfeleltek, megéllapithattuk, hogy a sejtazonositdsi protokoll és az
immunreakciok eredményeinek interpretdldsa egyarant megfeleld volt.

A fenti, morfologiai jellegli vizsgalatokat funkciondlis kisérletekkel is
kiegészitettiik, aminek sordn izoldlt agyszeletben elhelyezked6 bushy-neuronok
vizsgédlatara keriilt sor. Ezen elektrofiziol6giai vizsgdlatok sordn -80 mV-os
tartopotencidlt és 100 ms hosszi depolarizicids 1épcsdket alkalmaztunk -10, +10 és
+30 mV-os értékekig. Megillapitottuk hogy a Kv4.2- és/vagy Kv4.3-alegységeket
tartalmazé K'-csatorndk specifikus gétlészerének tartott PaTx2 egyértelmilen
csokkentette bushy-sejtekrdl elvezethetd tranziens K*-dram egy részét. Az inaktivdl6do
aramkomponens egy részének szelektiv gatlasa kiilonosen a kisebb, -10 és +10 mV-os
depolarizacids 1épcsok alkalmazdsa sordn volt nyilvanval6. Amennyiben ennél
erteljesebb depolarizacids 1épcsot alkalmaztunk (+30 mV), a maradd (steady-state)
aramkomponens részleges gatlasa is kialakult. A kisérletek egy masik részében a BDS-
I nevii alegység-specifikus gatloszer alkalmazdsara keriilt sor, ami az olyan K'-
csatorndkon folyé dramok gatlasara képes, amik Osszeszerel6désében Kv3.4-alegységek
vesznek részt. Megéllapitottuk, hogy a BDS-I ugyancsak hatékonyan csokkentette a
tranziens dram csdicsdnak nagysdgat. Vizsgiltuk még a PaTX2 és BDS-I egyiittes
alkalmazasanak kovetkezményét is: amikor a két gatloszer egyidejilileg volt jelen az
extracelluldris oldatban, a tranziens dram jelentésen csokkent, de nem tiint el teljesen.
Ebbol a megfigyelésbol arra kovetkeztettiink, hogy a Kv4.2/Kv4.3- és a Kv3.4-
alegységek mellett még mds K-csatornaalegségek is részt vehetnek a bushy-sejtek
tranziens dramainak kialakitasdban.

Eredményeink alapjdn elmondhatd, hogy a bushy-neuronok miikddésében és a
rdjuk jellegzetes tiizelési mintdzat kialakitdsiaban igen jelentdés a Kv3.1-alegységek

jelenléte és hozzdjarulasa az altalinos membransajatsagokhoz. Ez a kés6i tipust dramot
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kialakité csatornaalegység kiilondsen jelentds az akcids potencidlokat kdvetd gyors
repolarizicié biztositdsdban, ezdltal felruhdzza a sejtet a nagy frekvencidji akcids
potencidlok tiizelésének képességével. Bar kétségkiviil a Kv3.1-alegységek tlinnek a
legjelentdsebbek a bushy-neuronok késdi tipusi dramanak kialakitdsdban, ezt a funkcidt
nem egyediil végzik. A bushy-sejtek altal mutatott, a Kv3.1-alegységeknél gyengébb,
de egyértelmiien megfigyelhet6 Kv1.3- és Kv3.2-pozitivitds arra enged kovetkeztetni,
hogy ezen alegységek is hozzdjarulhatnak a késéi tipusi K*-dramok kialakitdsdhoz, igy
a megfelelden gyors repolarizacié biztositasahoz is.

Eredményeink szerint a bushy neuronok szdmos olyan Kv-alegységet is
expresszdlnak, amik tranziens, gyorsan inaktivdlddé (a kordbbi terminoldgia szerint
»A”-tipusi) dram  kialakitdsat  végzik. Részben az immuncitokémiali,
immunhisztokémiai adatok, részben a Kv3.4- és Kv4.2/4.3-alegységekre specifikus
gatloszerekkel végzett funkciondlis kisérletek vilagitottak ré arra, hogy a bushy-sejteken
kialakul6 tranziens K'-dram kialakuldséhoz mind Kv3.4-, mind Kv4.2/4.3-alegységeket
tartalmazé K'-csatornak aktivitdsa hozzdjdrul; ugyanakkor a Kv1.4-alegység jelenléte
és jelentdsége elhanyagolhato.

A bushy-sejtek TASK-1 immunpozitivitisanak bizonyitdsiat ugyancsak a
disszertacioban vazolt kisérletsorozat fontos eredményének tartjuk, ugyanis bar mRNS
szintjén mar igazoltdk ezen csatorndk jelenlétét a halldrendszerben, mi mutattuk meg
els6 izben, hogy a TASK-1-csatorndkat valoban expresszalja a nucleus cochlearis egyik
jellegzetes sejttipusa. A héttér K'-csatorndk (igy a TASK-1-csatorndk) neurondlis
funkcidjarél ismert, hogy alapvetd fontossdgiak a nyugalmi K'-permedbilitds
szabdlyozasaban, igy dontéen befolydsoljak a sejtek bemend ellendlldsat, igy azok
ingerlékenységét is. Mindezekbdl kiindulva feltételezhetd, hogy a TASK-1-csatorndk
komoly szerepet tolthetnek be a bushy-sejtek alacsony bemend ellendllasanak, ezaltal a
gyors valaszkészségiik fenntartasaban.

A bushy-sejtek vizsgalatahoz enzimatikusan izolalt neuronokat alkalmaztunk, és
bar a technika szdmos eldnnyel jart, komoly fogyatékossédgai is voltak. A tovdbblépés
lehetoségét az uszdszelet technika rendszeres alkalmazasdban lattuk, hiszen itt mind a
pontosan megdrzott morfoldgiai jegyek, mind a neuronok lokalizdcidja komoly
segitséget nyujthatott a pontos és egyértelmil sejtazonositdshoz. A lehetséges
megolddsok kozott meriilt fel egy fluoreszcens jeldléanyag, a rodamin alkalmazdsdnak
lehet6sége, ami azért tiint kiilonosen kecsegtetonek, mert a festéket az agytorzs

megfeleld pontjan végzett laesioba juttatva az axon mentén mind antero-, mind
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retrogrdd irdnyba szallitddott, ezdltal feltoltotte a sériilt axonokhoz tartozé neuronok

sejttestét is; modot adva az egyes nucleus cochlearis sejttipusok szelektiv jelolésére.

3.2 A nucleus cochlearis fobb projekciés neuronjainak morfoldgiai

jellemzése rodaminnal tortént retrograd jel6lés alkalmazasa utan

A nucleus cochlearis projekciés neuronjainak morfoldgidjara és funkcidira
vonatkozé kérdések vizsgdlata régéta képezi tirgydt a hallds kozponti idegrendszeri
folyamatait targyalé értekezéseknek és tanulminyoknak. A projekcidés neuronok
egyike, az Un. octopus-neuron a pVCN-ben taldlhat6, nevét onnan kapta, hogy
nyulvanyai a polip megszokott dbrdzoldsahoz hasonldéan egy irdnyba rendezédnek. A
processzusok ezen elrendezddésének jelentOsége akkor vélik igazan vildgossd, ha
figyelembe vessziik, hogy a pVCN-en 4thaladd nervus acusticus rostkdteg igen kis
atmérdjlre sziikiil, igy az octopus-sejtek cochlearis rostok kozé benyuld, azokra
merdleges dendritjei szdmos axonnal egyidejlileg tudnak kapcsolatot 1étesiteni. Ismert,
hogy az octopus-sejtek bemend ellendlldsa igen alacsony, ezért rajtuk igen gyorsan
kialakul6 és rovid ideig tarté postsynapticus potencidlok alakulnak ki, igy egy octopus-
neuron akkor és csak akkor tiizel AP-t, ha a hozzd érkezd axonokon az ingeriileti
folyamat igen szlik idGtartamon beliil, szinkron zajlik le. Ezen megfontolds alapjan az
octopus-sejteket ,,koincidencia-detektoroknak” tekintik.

A masodik sejtréteg legjellegzetesebb neuronjai a piramis-sejtek, melyek
haromszogletli sejttestjének két polusardl egy-egy dendritfa ered, a harmadik szoglet
pedig az axon kiindul6pontjanak felel meg. A distalis dendritfa a mag felszine felé, a
kiilsé szemcsesejtes rétegbe nyulik, ahol az ezen sejtek parallel-rostjai éltal alkotott
halézattal szinaptizdl. A DCN harmadik rétegébe nyulé proximalis dendritfa és a
sejttest az ezen magrészbe leszallé acusticus rostoktol kap bemenetet. Ha tekintetbe
vesszilkk, hogy a szemcsesejtekhez cochlearis, somatosensoros ¢és magasabb
kozpontokbdl leszalld informdciok egyarant eljutnak, a piramis-sejtek kettds
afferentdcidja egy jelentds integracid lehet6ségét sugallja. Ugyanerre a kovetkeztetésre
jutunk, ha megfontoljuk, hogy ezen neuronok tobbféle aktivitismintizat generdldsdra
képesek; sot, az afferens ingerlés intenzitdsatdl és jellegétol, valamint a nyugalmi
membranpotencidl aktudlis értékétdl fiiggben ugyanaz a neuron is megvaltoztathatja

aktivitasi mintazatat.
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A nucleus cochlearis sejtjei koziil a legnagyobb sejttesttel (akdr 50-60 pm
atmérdju) az oridssejtek rendelkeznek. Ezek a neuronok mind a VCN, mind a DCN
teriiletén megtaldlhatok. Egy-egy Oridssejt dendritjeit igen nagy tdvolsagra (500-
600 um) lehet kovetni, és azok szinte az egész nucleus cochlearist behdl6zzdk. Ez az
anatémiai elrendezés arra utal, hogy az dridssejtek mind kozvetleniil az acusticus rostok
jelentds hanyadétdl, mind szdmos interneurontdl kapnak és integrdlnak bemeneteket.
Az ridssejtek az ket ért megfeleld intenzitdsi stimuldcié hatasara két
utéhiperpolarizaciés hullam altal kisért AP-t tiizelnek.

A DCN teriiletén taldlhatok az dn. Purkinje-szeri sejtek (PLC), amik nagy
valészinlis€ggel ugyancsak a projekcids neuronok kozé tartoznak. Mint arra neviik is
utal, ezek a neuronok ontogenetikai rokonsdgban vannak a kisagyi Purkinje-sejtekkel;
sOt, egyes szerzok az egyedfejlodés sordn ,.eltévedt’, azaz ectopids Purkinje-sejteknek
tekintik Oket. A PLC-k sejtteste a DCN felszine felé néz, mig az igen nagy és ddsan
eldgazé dendritfa a mag belseje felé nyulik. Rendkiviil kevés adat 4ll rendelkezésre a
PLC-k szinaptikus bemeneteire vonatkozdan, ugyanakkor 1éteznek olyan vélemények,
miszerint a PLC-k axonjai eljuthatnak a kisagyi magvakba.

Annak érdekében, hogy a nucleus cochlearis kiilonbozé neurontipusainak
egyértelmii azonositisdhoz kelld informéicidra tegyiink szert, rodamin segitségével
feltoltott nucleus cochlearis neuronok morfoldgiai analizisét végeztiikk el, dontéen
konfokalis mikroszkopia alkalmazdsaval. A sejtek rodaminos jelolése informaciét
nyujtott azok projekcids ttvonalardl €s lehetové tette azok izolalt feltoltését, aminek
révén megitélhetd volt a nucleus cochlearison beliil elfoglalt helyzetiik. A konfokalis
mikroszkdpia az egyedi sejtek vizualizdldsan tdl lehetOséget teremtett a sejtek térbeli
strukturdjanak rekonstrukcidjara, valamint azok tetszoleges irdnybdl torténd vizsgélatira
is. A vizsgélatsorozat egyik legfontosabb célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy az
egyes projekcios neuronokat nem ,,idealis” sikban vizsgilva vajon mekkora a tévesztés
lehet6sége a morfoldgiai hovatartozas meghatirozéasa soran.

Megéllapitottuk, hogy a PLC-k tobbé-kevésbé gdomb alakud sejttesttel (4tméro:
32+4um [n=28]) és rendkiviil gazdagon eldgazé dendritfaval rendelkeztek, és
igazoltuk, hogy ez a sejttipus valéban projicidl a cerebellumba.

A bushy-sejtek 4ltaldban konnyen azonosithatok voltak a nervus acusticus
nucleus cochlearison beliil futd, parhuzamosan rendezett kotegei kozott elhelyezkedod,
hosszi sorokat formélé képletekként. A nucleus cochlearisbol késziilt szeleteket

vizsgdlva rekonstrudlhatéva valtak az egyes sejtek, amik gomb vagy kissé elnyujtott
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sejttesttel rendelkeztek (4tmérd: 22 +3 um, az egyedi értékek 18 és 25 pm kozott
valtoztak; n = 22), amikbdl két nydlvany eredt, dltaldban a soma ellentétes polusair6l.

Az octopus-neuronokat meglehetdsen véltozatos morfoldgiai jegyeket mutato,
de 4ltaldban kissé elnyujtott sejttesttel rendelkezd sejtekként azonositottuk, a soma
atlagos atméréje 26 +4 um volt (az egyes sejtek esetében mért értékek 18 és 32 um
kozott valtoztak; n=20). A jelen tanulminy keretein belill vizsgalt octopus-sejtek
tobbsége harom nyidlvannyal rendelkezett, de voltak kozottiik olyanok is, amik 2, 4
vagy 5 processzussal birtak.

A nucleus cochlearis taldan legkonnyebben felismerhetd sejttipusa az oridssejt,
ami hatalmas sejttesttel, és legalabb hiarom nyudlvdnnyal rendelkezett. A jelen
munkdban vizsgélt oridssejtek legnagyobb dtmérdje 37 £ 9 um (n = 31) volt, az egyedi
értékek 27-64 um kozott valtoztak azaz a 60 um-nél nagyobb atmérdji dridssejtek sem
szokatlanok a nucleus cochlearisban. Az esetek egy részében somdjuk viszonylag
vékony, polygondlis volt. Bér az Odridssejtek konnyen felismerhetdnek tiinnek (és
altaldban valoban azok), a szeletben elfoglalt helyzetiik és orientaltsdguk alkalmanként
megtévesztd morfoldgidt eredményezett.

A nucleus cochlearis piramis-neuronjai tobb szempontbdl is hasonlatosak az
oridssejtekhez, és a két sejtféleség elkiilonitése gyakran okoz nehézséget. Tekintettel
arra, hogy a piramis-neuronok haromszogletii sejttesttel rendelkeznek, amibdl harom
processzus ered, a piramis-neuronok nagyon hasonlé megjelenést mutathatnak az
oriassejtekhez, kiilonosen, ha azok is harom nyidlvannyal birnak (mely feltétel a jelen
munka keretében tanulmdanyozott oéridssejtek 50%-ara igaznak bizonyult). Ebben az
esetben a két sejttipus csak a nucleus cochlearison beliil elfoglalt helyzete (a piramis-
sejtek a DCN masodik, a felszinnel parhuzamosan futé rétegében taldlhatdk; az
oriassejtek pedig elszortan, a nucleus cochlearis teljes teriiletén elofordulhatnak), és a
sejttest mérete (a piramis-neuronok kb. 20 um atmérdjliek, az oridssejtek ennél dltalaban
joval nagyobbak) alapjan kiilonithetd el. A sejttest atmér6je magatdl értetddod
azonositdsi lehetdségnek tiinik, ami alapjdn az Orids- és a piramis-neuronok
biztonsidggal differencidlhaték. A jelen tanulmdnyban a piramis-neuronok atmérdjét
23 + 3 um-nek taldltuk (n = 16), ugyanakkor a harom nyudlvannyal jellemezhetd (azaz a
piramis-sejtektdl legnehezebben elkiilonithet) oOridssejtek somédja ennél nagyobb,
34 +7 um (n = 15) volt. Ami még az étlagos értékeknél is fontosabb, a piramis- és a
harom nyudlvannyal rendelkez6 dridssejtek sejttestének atmérdje 18-27 um (piramis-sejt)

és 27-53 um (6ridssejt) kozott mozgott, aminek alapjan biztonsdggal kijelenthetének

14



tinik, hogy a 25 um-nél kisebb atmérdji haromszogletii sejt legnagyobb
valészinliséggel a piramis-sejtek kozé, mig az ennél nagyobb neuron az Oridssejtek
csoportjaba sorolando.

A konfokdlis mikroszkép haszndlata nem pusztdn arra adott médot, hogy az
egyes nucleus cochlearis neuronok térbeli megjelenését rekonstrudljuk, és ezaltal jobban
megérthessiik azok sejttestjeinek és nytlvdnyainak magon beliili elrendezddését és
egymashoz viszonyitott helyzetét; de arra is mddot adott, hogy az egyes neuronok
morfoldgiai sajatossdgait olyan sikban is megvizsgéalhassuk, ami a szokdsos morfologiai
tanulmanyok sordn nem vagy csak ritkdn keriil alkalmazidsra. A vizsgalatok soran
megallapitottuk, hogy a nucleus cochlearis szeletek metszése sordn megvalasztott sik
dontéen befolydsolja az egyes neurontipusok morfoldgiai azonosithatésagat, és a
sejteknek esetenként olyan mértékben ,,szokatlan™ vetiiletét hozhatja 1étre, hogy azok
téves azonositdsa szinte torvényszeriien bekovetkezik.

Tekintette] a jelen disszerticioban részletezett sejtazonositdsi problémakra,
nyilvanvalénak latszik, hogy a konfokdlis mikroszképia alkalmazdsa a nucleus
cochlearis kiilonbdzd sejttipusainak vizsgédlata sordn felbecsiilhetetlen segitséget
nyujthat a megbizhaté klasszifikdciohoz. A jelen eredmények nem csupan arra
mutatnak rd, hogy ez a megkozelités a nucleus cochlearis neuronjainak morfolégiai
azonositdsa céljara is alkalmas, hanem azt is felvetik, hogy néhany korabbi adat
atértelmezése is sziikségessé valhat az egyes sejtek valdszinlinek latszo téves

azonositasa miatt.

3.3 Melanoma malighum sejtek TASK-3-expresszidja

A humidn TASK-3-csatornidt kodolé gén a 8. kromoszéma hosszd karjan
kédolddik (8q24.3), a specifikus mRNS szintézise két exonrdl torténik. Bar a TASK-3-
csatorndkat kodold gén viszonylag kozel kodolddik a c-myc jeli, j6l ismert onkogénhez,
szamos tumorszovetbdl szarmazé mintaban megfigyelték a TASK-3-csatorndkat kédold
kenk9 gén o6ndlld amplifikicidjat, ami ramutat a csatorna jelentdségére egyes
rosszindulati daganatok keletkezésében. A TASK-3-csatorndk gyakorlatilag
érzéketlenek a szokasos K'-csatorna-gatlészerekre, mikdzben hatékonyan blokkolhatdk
ruténiumvords alkalmazdsaval, de egyes fémionok, igy a Zn** és aréz is képes a TASK-
csatorndk gatlasdra. Tekintettel arra, hogy egyes kdzponti idegrendszeri betegségekben,

a kozponti idegrendszert érd sériilések esetén, valamint egyes anyagcsere-betegégekben
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a cink- és a rézionok koncentriacidja megndvekedhet az extracelluléris térben, a TASK-
csatorndkra kifejtett hatdsuknak komoly klinikai jelentdségiik lehet.

A jelen disszertacid keretében olyan TASK-3-ellenes antitesteket (koztiik egy
Ujonnan fejlesztett monoklondlis antitestet) vizsgdltunk immunhisztokémiai és
immuncitokémiai koriilmények kozott, melyek alkalmasak lehetnek egy nagy
esetszamot feloleld retrospektiv vizsgélat lebonyolitdsdra annak kideritése végett, hogy
vajon van-e Osszefiiggés a rosszindulatd tumormintdk bioldgiai, hisztopatoldgiai és
klinikai viselkedése és tipusa, valamint a TASK-3-expresszié6 mintdzata és erdssége
kozott.

A kisérletek elso 1épésében az antitesteket formalinban fixalt, hisztopatoldgiailag
igazolt melanoma malignumot tartalmazé szovetmintdkon alkalmaztuk. A formalinos
fixdlas miatt nagy gondot forditottunk a megfeleld antigénfeltarasi technika
kivélasztasara, kiilonosen azon kordbbi megfigyelésiink tiikrében, hogy bedgyazott
metszeteken alkalmazva a TASK-3-specifikus ellenanyagokat kénnyen dlnegativ vagy
igen gyenge intenzitdsi jelolddést tapasztalhatunk. Megdllapitottuk, hogy a szoveti
prepardtumban elhelyezkedd melanoma malignum sejtek intenziv TASK-3-specifikus
reakciét adnak, mikdzben a kotészovetben értékelheté immunpozitivitds nem volt
megfigyelhetd. Ugyancsak TASK-3-pozitivnak bizonyultak a metastaticus
daganatokban taldlhaté6 melanoma malignum sejtek. Eredményeink szerint mindhdrom
alkalmazott TASK-3-specifikus antitest egyértelmii és hasonlé megoszlast mutatd
immunpozitivitast produkalt a szoveti preparatumokban. Fontos megjegyezni, hogy bar
az immunpozitivitds az esetek egy részében a sejtfelszini membrant is érintette, a
legerdteljesebb reakcidt legtobb esetben intracelluldrisan tapasztaltuk, ami gyakran
hatdrozottan szemcsés megjelenést mutatott. A jeloldodés gyakran mutatott hatirozott
perinuclearis lokalizaciot, és a tumoros oridssejtek vagy osztédé alakok esetében a
magok kozotti térben is erdteljes reakcidt tapasztaltunk. Szdmos esetben a sejtmag
egyik polusan tapasztalhattuk a legerdteljesebb immunreakciot.  Amennyiben a
melanoma sejtek nyudlvdnyai a metszési sikba keriiltek, tigy azokban is intenziv reakciot
figyelhettiink meg.

Mivel a TASK-3-csatorndk kiilondsen jelentdsek lehetnek egyes rosszindulati
daganatok kialakuldsdban, érdekesnek tlint annak vizsgdlata, hogy vajon a melanoma
malignum sejtek benignus ,,rokonai”, azaz a melanocytdk ugyancsak mutatnak-e TASK-
3-expresszidt, vagy ez a malignusan transzformadlt sejtféleségre jellegzetes, azt esetleg a

benignus valtozattdl megkiilonboztetd marker. A melanoma malignum sejtekhez
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hasonl6an legtobb melanocyta is erds TASK-3-pozitivitdst mutatott, és az gyakran
kifejezetten szemcsés megjelenésti volt. Az immunpozitivitds megoszldsa alapvetéen
ugyanaz volt, mint a melanoma malignumot tartalmazé mintdkban (intenziv
perinuclearis jelolddés), és a benignus naevusbodl készitett metszeteken is nyilvanval6
volt a nuclearis polymorphismus (azaz intenziven, gyengén vagy egydltalin nem
jelolddott sejtmagok egyidejii jelenléte).

A vizsgélatok kovetkezo fazisdban immuncitokémiai koriilmények kozott is meg
kivantunk gy6z6dni az antitestek alkalmazhat6sagardl, valamint a melanoma sejtek
TASK-3-expresszidjardl. A vizsgalatok ezen szakaszdban hirom kiilénb6zd tipusd,
sejttenyészeti  korilmények kozott fenntartott melanoma malignum sejtvonal
alkalmazdséra keriilt sor, melyek egyike primaer, bor eredetli melanomabdl szdrmazott,
a masik kettd pedig metastaticus melanomakbdl izoldlt sejteket tartalmazott.
Mindharom TASK-3-specifikus antitest erds és reprodukalhaté reakcidt adott a primaer
és a metastaticus sejtvonalakon egyardnt. Fiiggetleniil az alkalmazott antitest tipusatol,
a cytoplasmaticus immunpozitivitds 4ltaldban a sejtmag egyik pdlusa és (polynuclearis
sejtek esetében) a nucleusok kozott latszott koncentrdlddni, egyfajta szovetszerii
halézatot alkotva, ugyanakkor az immunpozitivitdis néhdny esetben a sejtfelszini
membrant is érintette.

Az immunreakciok  valodisagdnak egyértelmii  igazoldsa végett a
sejttenyészetben fenntartott sejtvonalakbdl izoldlt fehérjemintdk alkalmazédsaval
Western-blot vizsgdlatokat is végeztiink. Az immuncitokémiai és immunhisztokémiai
reakcidk eredményével teljes 6sszhangban a melanoma sejtek magfrakci6jabol készitett
mintdn végzett vizsgilat a teljes sejtlizitum esetében tapasztalthoz képest 1ényegesen
er6sebb, a vart molekulatdmegnek megfeleld reakcidt eredményezett. Ez a megfigyelés
azt bizonyitotta, hogy a melanoma malignum sejtek nuclearis TASK-3-pozitivitasa
valéban a fehérje szokatlan lokalizacidjanak volt az eredménye.

A kisérletek sordn tobbféle pozitiv kontrollt is alkalmaztunk. Ennek els6
1épéseként patkdny mellékvesén is végeztiink immunhisztokémiai vizsgalatokat, mivel
mar kordbban funkciondlis vizsgilatokkal igazoltdk a zona glomerulosa sejtek
sejtfelszini membranban elhelyezkedd TASK-3-csatorndk jelenlétét. A vizsgdlatok
eredményeként igen intenziv immunpozitivitast figyelhettiink meg a zona glomerulosa
rétegben, tovdbbd ugyancsak egyértelmiien pozitiv, de valamivel gyengébb intenzitasi
reakcidt tapasztalhattunk a mellékvese velédllomdnydban is. A mellékvesét dvezd

kotoszovet, tovabba a mellékvese-kéreg masik két sejtrétege nem mutatott érdemi
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TASK-3-pozitivitdst. Fontos megjegyezni, hogy az egyébként intenziven festdddé zona
glomerulosa sejtekben a sejtmagok egyéltalin nem voltak TASK-3-pozitivak,
ugyanakkor a sejtfelszini membrén erdteljes jelolddését tapasztalhattuk, ami arra utalt,
hogy a melanoma malignum sejtek esetében tapasztalt meglehetdsen gyenge sejtfelszini
jelolédés valdban azt jelezte, hogy a csatornafehérje valéban kicsiny mennyiségben volt
jelen a melanoma sejtek felszinén.

Kovetkezo 1épésben természetes koriilmények kozott TASK-3-csatorniat nem
expresszalo sejtvonalakat transzfektaltunk TASK-3-fehérjét kodol6 vektorokkal (mind
tranziens, mind stabil transzfekcids rendszer alkalmazasara sor keriilt), majd TASK-3-
specifikus immunfestést végeztink. Megéllapitottuk, hogy a sikeresen transzfektalt
sejtek mindkét transzfekcids rendszerben intenziv és specifikus TASK-3-reakciét
mutattak.

A porzitiv kontroll vizsgélatok utdin még egy moddszert alkalmaztunk annak
megerdsitésére, hogy a melanoma malignum nuclearis TASK-3-pozitivitdsa valédi
immunreakcié eredményét tiikrozi, és nem valamiféle mittermékrél van sz6. Ennek
érdekében egy olyan fizids fehérjét kodold vektort konstrudltunk, ami a TASK-3-
csatorndt, valamint az ahhoz a C-termindlis végén kovalensen kotott fluoreszcens
fehérjét (Green Fluorescent Protein, GFP) kddolt, majd ezzel a DNS-szekvencidval
transzfektaltuk a sejttenyészetben fenntartott melanoma malignum sejteket. A sikeresen
transzfektalt melanoma malignum sejtek intenziv fluoreszcens jelet produkaltak, igy
azok egyértelmiien elkiilonithetok voltak a kornyez6, nem transzfektalodott sejtektol.
Megéllapitottuk, hogy a zold fluoreszcencia megoszlasa megegyezett azzal, amit az
immuncitokémiai eredmények alapjan vartunk: a fzids protein egyértelmiien jelen volt
a cytoplasmaban, a melanoma sejtek nyidlvanydban, valamint a sejtmagjukban
(mikdzben a nucleolus teriiletét megkimélte). Ez a megfigyelés egyértelmiien jelzi,
hogy a TASK-3-fehérje valéban bekeriilhet a melanoma malignum sejtek nucleusaba.

A fenti kisérletsorozat végén megallapithattuk, hogy a vizsgalt antitestek
specifikusak és hasznilhatdk; tovdbbd hogy a melanoma malignum sejtek esetében
tapasztalt szokatlan immunjel6l6dési mintazat a TASK-3-csatorndk valédi megoszlasat
titkkrozi. Ennek tiikkrében érdekesnek tiinik a kérdés, hogy a TASK-3-fehérje vajon miért
nem jelenik meg a vart mennyiségben a sejtfelszini membranban. A jelenség lehetséges
magyardzata az lehet, hogy a TASK-3-fehérje intracelluldris szdllitisa megkdveteli a
csatornafehérje és egy 14-3-3 jeldi, un. adapter-fehérje kozotti szoros kdlesonhatdst. Bér

az még most sem teljesen vildgos, hogy az emlitett adapter fehérje hogyan képes a
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TASK-3-csatorna sejtfelszini membrinba torténd kihelyezddését biztositani, annyi
bizonyos, hogy a két fehérje kozotti megfeleld interakcié hidnya a TASK-3-csatorndk
membranba torténd kihelyez8dését jelentdsen csokkenti. Tovébbi kisérleteket igényel
viszont annak eldontése, hogy ez a kolcsonhatds a 14-3-3 fehérje melanoma sejtekbdl
val6 hidnya, a TASK-3-csatorna megfeleld poziciéjadban bekovetkez6 esetleges mutacié

vagy valamilyen eddig nem mérlegelt ok miatt szenved zavart.
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