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BEVEZETES

A diacil-glicerol (DAG) és a C1 domén

A DAG, masodlagos hirvisként, kdzponti szerepet jatszik szamos
extracellularis mediator (hormon, neurotranszmitterdvekedési faktor)
aktivaciés szignaljanak kozvetitésében. Ezen medita sejtmembran G-
protein-kapcsolt receptoraihoz és tirozin-kinazepgoraihoz kapcsolodva
kulonbd®d foszfolipaz C izoenzimeket aktivalnak, amelyek @nmbranban
talalhato PIR lipidmolekulabdl IR-at és DAG-ot hasitanak ki. AzJBtvonal a
sejten belili C& megemelésén keresztill egy sor*’@azékeny jelatviteli
folyamatot indithat el, a DAG molekula pedig olyaszignal-proteinek
aktivadlasdban vesz részt, amelyek rendelkeznek &koa felismerésére
szolgalo intramolekularis receptor C1 doménnel. éndhagyé szerke#et
domeén jelenlétét edként protein kindz C (PKC) izoenzimek esetéberk ilta
Bebizonyosodott, hogy a DAG ligand C1 domén altakgkdtése kdzponti
szerepet jatszik a kinaz-aktivacio és a transziokamchanizmusa soran. Ezen
feltl arra is fény derllt, hogy a C1 domén szanewmészetes ndvényi anyag
(forbol-észterek, bryostatinok, indolaktamok) metgis@re képes, amelyek
ezaltal permanens enzimaktivaciét okozhatnak. A PKGzimeken Kivdl
azonban szamos egyéb proteincsalad rendelkezik {oAfBI-észter
megkotésére alkalmas an. "tipusos” Cl1 doménnal. thdeozik a kinaz
aktivitassal bird protein kinaz D, DAG kinaz és MR€nzimcsalad; a kis GTP-
azok aktivacios/deaktivacios mechanizmusaban seergisz6 RasGRP és
chimaerin molekulacsalad; valamint a "scaffold" Koot ellatd Munc-13
proteinek. Ezen DAG effektor molekuldk Cl-doménemekztili aktivacidja
meghatarozé szerepet jatszik olyan alapwseijtfolyamatok jelatvitelében, mint

példaul a sejtproliferacio, a differencialodas appptozis, az angiogenezis és a



gyoégyszer-rezisztencia; ezért az utdbbi évekbemnfid figyelem harult ezen

jelatviteli rendszerek kutatasara.

A PKC izoenzimek felépitése és aktivaciés mechangam

A PKC csaladba tartoz6 izoenzimek szerkezeti fedgfiket és funkcionalis
sajatsagaikat tekintve haroih dsoportba sorolhatéak. A ,klasszikus” csoportba
(cPKC) tartozdao, B ésy izoformak aktivaciojukhoz kalciumot és DAG-ot
egyarant igényelnek. A ,novel” csoport (NPKC) tagfa, &, n és0) teljes
aktivadlasukhoz csupan DAG-t igényelnek, kalciumamn Az ,atipusos”
csoportba (aPKC) tartoZbés/i izoformak aktivacidja pedig fuggetlen mind a
kalciumtél, mind pedig a DAG-t0l. Az dsszes izofarrezerkezetére jellerbz
hogy két & egység épiti fel a molekulakat: a kinaz aktivithdsird katalitikus
egyseg es az enzimaktivacio szabalyozasaervselelgulatérikus egység. Az
enzimaktivaci6 mechanizmusa sordn a PLC utvonakiethke? masodlagos
hirvivék a regulatorikus egység C1 és C2 jeldldsmenjaihoz kapcsolddnak,
amelynek hataséarat) az adott PKC molekula a megfdelintracellularis
membranstruktarahoz transzlokalédik; é¥konformaciovaltozas kovetkezik
be. Ennek hatasara a regulatérikus egység pszeumkmriat doménje
eltdvolodik a katalitikus alegység szubsztratkotrégiojatol, ezaltal,
felszabadulva az autoinhibicié alél, képessé valikmegfeled szubsztratok
foszforildlasara. A PKC alcsaladok kozotti funkadia kulonbségek a
regulatorikus egység C1 és C2 doménjeinek strulidieliéréseibl adodnak. A
klasszikus izoformak C2 doménje képes kalciumkété§€l domeénje pedig
DAG kotésre. Az aktivaciohoz és a stabil membrar@saciohoz mindkét
ligand megkdtése szilkséges. A novel izoformak Gaahgenek szerkezete nem
alkalmas kalciumkotésre, de C1 domeénjuk nagyoblmit$sal kot DAG-ot,
mint a klasszikus izoformak C1 doménja; ezért ekapcsolat elegeridaz
enzimaktivaciohoz és membranokhoz téétékhorgonyzashoz. Az atipusos

izoformak ugyanakkkor nem tartalmaznak C2 doméakamint C1 doménjuk



sem kot DAG-ot; ezért aktivacidjukban sem a&'Caem pedig a DAG nem
jatszik szerepet. Esetikben az enzimaktivitds tegiabb szabalyozoi
valészinileg a PDK-1 Aaltali foszforilaci6 és a kulonkioz fehérje-

fehérjekapcsolatok lehetnek.

A PKC rendszer biolégiai szerepe

Bar a PKC enzimrendszer csaknem az 0sszes huméglesggben
megtalalhatd, az egyes sejttipusok jellegzetesggmastdl eltés izoenzim-
mintazattal rendelkeznek. Az enzimcsalad olyan \a#ép sejtfolyamatok
szabalyozasaban vesz részt, mint a sejtproliferacdifferencialodas, valamint
az apoptdzis és a sejtmigracio; ezért a PKC funkeniellenességei fontos
patogenetikai faktorként szerepelhetnek a tumommenszamos pontjan. A
tumor-promoter forbol-észterek jelatviteli Utvorizdd vald részvételik
kimutatdsa utdn szamos egyéb bizonyiték latott it a PKC rendszer
karcinogenezisben betdltdtt szerepére vonatkozokagPKC enzimeknek
kezdetben egyértelien proliferacidt serkettfunkciot tulajdonitottak; kébb
azonban kidertlt, hogy novekedést gatld, pro-apiqi® szignalokat is
kozvetithetnek. Az egyes izoformak tehat egymasdlntétes modon is
befolyasolhatjdk a sejtsorsokat alapest meghatarozé jelatviteli atvonalakat,
akar ugyanazon sejttipus esetében is. A legmarkbrsada erre az nPkGs
az nPK® antagonisztikus szerepe. Mig az nRKOegtdbb sejtféleség esetében
proliferacios szignalokat kozvetit, addig az nRK®ro-apoptotikus és
antiproliferativ aktivitassal bir ugyanezen sejekbEzzel 6sszhangban szamos
human tumor esetében talaltak emelkedett nPK&E csokkent nPKE
expressziot, amelyek gyakran korreléltak a tumadgsaval is. A PKC rendszer
melyek szerint egy adott izoforma etté&ejttipusokban akar ellentétes funkciot
is ellathat. igy példaul & izoforma egyes sejttipusokban (pl. étamor)

elésegitheti a sejtproliferaciot is. A PKC funkcidkriplexitdsanak ténye tehat



felhivja a figyelmet az izoforma-specifikus funkkipontos feltérképezésének

szikségessegere kulonBéejttipusokban.

A PKC rendszer és adb

Az epidermis folyamatos megujulasat biztosito fpeodicio és astratum
corneum létrehozasaért felgd termindlis differencidlédas finom egyensuilya
alapvet fontossagu a dv élettani funkciojanak ellatdsahoz. Nagyszamu
kisérletes adat tAmasztja ala a PKC enzimrendsaokti jeleniségét a ér
biolégiai folyamatainak szabdlyozasdban. Bebizoogod#, hogy az
enzimcsalad részt vesz az epidermalis keratinocyddsi folyamatait és
sejtosztodasat iranyitd jelatviteli mechanizmusokb&z egyes izoformak
specifikus funkcidjara iranyuld kutatasok raviléagiak, hogy a cPK& és az
NPKG izoformak kulcsszerepet jatszanak a differenciédbdserkerdt anti-
proliferativ szignalok jelatvitelében; az nPK&oforma ugyanakkor éseqiti a
sejtosztodast. igy az ésé izoformak csokkent aktivitasa, illetve azzoforma
aktivitasdnak fokozodasa (a proliferacio/differéh@das egyensulyanak
felborulasan keresztil) egyarant 6ssgitheti  kilonb&k  boértumorok
kialakulasat, ahogy azt szamtalan kisérletes mggjig alatamasztja.

A PKC enzimcsaladrdl az is bebizonyosodott, hogyaia az epidermalis
keratinocytak sejtfunkcioi mellett, a @ris®t alkotd kilonboé sejtcsoportok
(belgs és kul$ gyokérhlvely, dermalis papilla stb.) funkciéjat k€pesek
szabalyozni. Kimutattak példaul, hogy a cRK@s az nPKE aktivitasa
koézponti jeleniséggel bir a seszalnbvekedés és adstiis® életciklusanak (az
un. hajciklusnak) szabalyozasaban.c®es a izoformakon kivil még jonéhany
egyéb PKC izoforma (nPK{; nPKGC:;, aPKG, cPKCy) expresszidjat irtak le a
szortisz  kulonbod sejtrétegeiben, amelyek szintén fontos regulairik

funkcidkat tolthetnek be.



A faggyumirigy és sejtjei, a sebocytak

Bar a PKC rendszer kozponti szerépémagyszamu kisérletes adat all
rendelkezésre az epidermist alkoté kertinocytakaéssrtiszk esetében, a
pilosebaceous egységet alkotdé masik szervecskaggydmirigy esetében az
enzimcsalad lehetséges funkciondlis szerepét migznem vizsgaltak. A
faggyamirigy a Br irha rétegében talalhatd, holokrin szekréciérgeke
alveolaris mirigy, amely legtbbbszordsiistkhoz kapcsoltan helyezkedik el,
(pilosebaceus egyséq)o6 Heladata a valtozatos dsszetételoként neutrdlis
lipideket tartalmazo6 faggyu (sebum) termelése. dofal a felszinen szétterilve
vizhatlan védréteget képez adbbn, hozzajarulva ezaltal abviztartalmanak
konzervalasahoz. A sebocytdk szerepe ugyanakkor kmmatozodik a br
passziv barrier funkciéjanakéskegitésére, hiszen szamos endokrin és parakrin
mechanizmuson keresztll hozzajarulnak d bzioldgids homeosztazisanak
fenntartasahoz. Immunolégiai funkciojuk altal segék tovabba a korokozok
bérben valé elszaporodasat megfékezni. A holokrirkig@d soran a bazalis
sejtsor proliferalé sebocytainak egy része a taethsmifferencialédas iranyaban
valik elkotelezetté; citoplazmajaban egyre nagyolrennnyiséd lipidet
felhalmozva vegul elpusztulnak, igy a széteejtek lipidtartama az acinus
kivezeticsovébe kerll. A sebocytak proliferaciojat és tedths
differencialodaséat iranyitd komplex jelatviteli d=zerek szabalyozasaban
szamos (neuro)endokrin és parakrin mediator vesz (gl. androgének, PPAR
ligandok, novekedési hormon, inzulin, IGF-1, CRIHMSH, cannabinoidok,
arachidonsav). Ezen mediatorok receptorait szinkettdd nélkil sikerdlt
kimutatni sebocytdkban; kiemelahdchogy kozilik szamos receptor jelatviteli
utvonalaban felmerilhet a PKC rendszer potencsaksepe.

A faggyumirigy sebocytainak megvaltozott prolifdd@aés differenciacios

képessége toblbtbetegség (pl. seborrhoea, acne vulgaris, rosdteaphyma,
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komplex patogenezis kozéppontjdban a koéros faggygyriunkcio all. A
terminalis differencidlédast @&egity tényesk tulsulya a sebocytak fokozott
zsirtermeléséhez vezet, amely létrehozza a betegpélg alappillérének tartott
(hyper)seborrhoeés allapotot. A faggyumirigy sejiggyanakkor részt vesznek a
lok&lis gyulladast kivaltd koéros immunvalaszok éftozasaban is, amely a
betegség masik alappillérét adja. Kilénboégyulladasinduktor szignalok
hatdsara a sebocytak szamos proinflammatorikus ateetlitermelnek (pl.
leukotriének, prosztaglandinok, citokinek). Ilyeryutfadasos agens pl. az
arachidonsav, amely parakrin faktorként fokozzalzosytak lipidszintézisét is,
ezaltal fontos O0sszekdtkapcsot hoz létre a patogenezis két kulcstéhgean
(hyper)seborrhoea és a lokdlis gyulladas kozaott.

A faggyumirigy-funkciot vizsgalé kutatasokat naggbabsegitette a
human faggydamirigyl szarmazo immortalizalt sejtvonalak létrehozasszdn
a sebocytdk primer tenyészetei korlatozott ideightadak csak fenn. Ezzel
szemben a sejtvonalak (mint pl. a SEB-1, a Seb-B&i§y az altalunk hasznalt
SZ95) gyakorlatilag korlatlan ideig fenntarthatokigyanakkor kivaléan
alkalmasak a normal human sebocytak bioldgiai folginak modellezésére és

a jelatviteli rendszereik molekularis s#irfelterképezeésére.

Az atipusos C1 doménnel rendelégelatviteli fehérjéek

A DAG/forbol-észter-érzékeny, tipusos C1 doménnaindelkes
molekulacsaladok (lasd fenn) mellett jefenszamban irtak le olyan jelatviteli
fehérjéket is, amelyek atipusos (azaz ligandkotateamatlan) C1 doménnel
rendelkeznek. Ezek egy részénél (c-Raf, KSR) antlgatés hianyat a kéeseb
geometriai felépitésének nagyfokd torzulasa magyard Masik résziknél
azonban, a szerkezeti vizsgalatok alapjan, a Cleddaitzsebének struktaraja
alkalmasnakiinik a ligandkotésre. Laboratériumunk jelenleg hggen fehérje
ligandaffinitasanak jellegzetességeit vizsgaljak@P esi/i, RasGRP2, Vavl, 2

és 3). Az aPKC izoformék esetében korabban maridikezonositanunk azokat



a molekularis determindnsokat, amelyek a hianyiedvé jelentsen csokkent
ligandaffinitasért feléisek. Jelen munkankban a Vavl C1 doménjének
affinitasat meghatarozd szerkezeti faktorokat efiile A receptorstruktira
ligandaffinitasat meghatarozé téngkz pontos feltérképezése nagyban
elésegitheti a DAG effektor molekuldk enzimaktivitta@nC1 doménen
keresztlli, szelektiv modulédlasara iranyuld toraléket. Emellett olyan U
molekularis célpontok azonositasara nyilik 1éeéy, amelyek C1 domeénjét
moédositott DAG analégokkal célozhatjuk meg. Végézemunkank altal
mélyebb betekintést nyerhetiink a DAG komplex jéléivendszerébe is.

A Vav1l molekula bioldgiaja

A Vavl protein egy guanin nukleotid kicsér§lGNE) aktivitassal biro
jelatviteli fehérje, amely dként a Rho/Rac csaladba tartoz6 kis GTPazok
funkcidjat szabalyozza. Ezaltal részt vesz tobbdélkzokt a citoszkeleton
atrende#désének, a sejtciklus progresszigjanak, a génexpéemk, az
adhéziénak, a migracionak, valamint a sejtoszt@tasejthalal folyamatainak
szabalyozasaban. A sokoldali molekula, GNE akgaiatul, szamos jelatviteli
utvonalban szerepelhet adapter modulként, kuléhboeherje-fehérje
kapcsolatok élsegitése révén. A Vav csalad masik két tagjatovvés 3)
eltében, a Vavl fizioloégias korilmények kozott kizarolegontvebi eredet:
sejtekben expresszalodik. Enzimaktivitasa és adfypécioja révén részt vesz
tobbek kozott a T-limfocitdk érési folyamataibamjamint az antigének altali
aktivalasuk jelatviteli utvonalaban. Ezenfelll atdtasok az immunrendszer
szamos egyéb sejttipusanak (B-limfocitak, makrofaddK sejtek) esetében is
ramutattak a Vavl kozponti jeléisegére. Mindezeken tul, jonéhany nem-
hemopoetikus eredesolid tumornal is felmertlt a Vavl patogenetikaerepe.
Bar mutans Vavl proteint ezidaig egyetlen tumod®h azonositottak, a vad

tipusi Vavl aberrans expresszidja feltélegt szerepet jatszik olyan



malignomak kialakuldsaban és progresszigjdban, mainbheuroblastoma, a

pancreas ductalis adenocarcinomaja €s a melanotigmuoma.

A Vavl molekula szerkezete és az enzimaktivitab&yazasa

A Vavl molekula jelatviteli rendszerekben betdltstkoldali szabalyozo
szerepét szerkezeti doménjeinek valtozatossagaardapa. A GNE aktivitdsért
a DH domén feléls, mig a DH domént korulvévelemek (CH domén, PH
domén, Ac régié, C1 domén) az enzimaktivitast sazaak. A Vav enzimek
ugyanakkor egyedulalléak a GNE aktivitassal rengl@lkjelatviteli fehérjék
kozott, mivel kozuluk csakk rendelkeznek SH2 és SH3 doménekkel. Ezen, a
tirozin foszforilacios Utvonalak jelatviteli moleldira jellems domének
segitségével a Vav enzimek szamos fehérje-fehatgrakciot serkenthetnek,
igy fontos molekularis adapter funkciokat latnak el

A Vavl GEN aktivitasdanak egyik legjobban jellemzétt legfontosabb
szabalyozéja az Ac régioban talalhatd f{mminosav tirozin kindzok altali
foszforilacioja, amely olyan intramolekularis konftaciés valtozasokat indit
be, amelynek hatasara a molekula DH doménja fedskdlaz autoinhibicio aldl.
Emellett szdmos egyéb faktor is képes a Vavl erktimiz@sat befolyasolni. A
kisérletek tanisaga szerint a C1 domén is elentgtémdil fontos a megfel@l
enzimaktivitas fenntartasaban. Korabbi (direkt Gimdn és Vavl szubsztrat
interakciot feltétele®) modellekkel ellentétben, a legujabb vizsgalamkisaga
szerint a C1 domén és a DH domén kozotti szorasnmdlekularis kotések
stabilizaljak az enzimaktiviths szempontjab6l ojbtismn DH domén
konformaciot, ezaltal ékegitvén a hatékony GDP/GTP cserét a szubsztrat
molekulan. A ligandkétés hidnya miatt a Vavl C1 éapt az atipusos C1
domének kozé soroltak. A legujabb krisztallograéamzeések tanlisaga szerint
ugyanakkor a Vavl C1 (feltételezett) &kielyének térszerkezete gyakorlatilag
teljesen analdg a nagy ligandaffinitassal rendélkeRKG Clb domeénjének
kotohelyével. Rdadasul arra is fény dertlt, hogy a @héh kdthelye a DH és



Cl domének kozotti szoros intramolekularis kotésglzvetlen kodzelében
helyezkedik el. Ezek alapjan feldeik, hogy a megfelél szerkezdt ligandok
(pl. modositott DAG- vagy forbol-észter-analégoldilleszkedése a kéhelyre
potencialisan befolyasolhatja az enzimaktivitastaekulan bellli struktaralis
kapcsolatok megvaltoztatasa révén. Munkank sorarad C1 domeénjének

ligandaffinitasat meghatarozé szerkezeti deternsokat vizsgaltuk.

CELKIT UZESEK

Kisérleteink el§ felében a PKC rendszer szerepét kivantuk feltékdp a
faggyumirigyek funkciojat meghatarozo jelatvitadiyfamatok szabalyozasaban.
A normal human sebocytahk vitro modelljeként immortalizalt SZ95 sejtvonalat
hasznaltunk, és az alabbi kérdésekre kerestilkagatal

1. Milyen PKC izoenzimeket expresszalnak a human S£hmcytak?

2. Farmakolégiai modszerekkel kimutathat6-e a PKC sead funkcionalis
szerepe az SZ95 sebocytak alafiveejtfolyamatainak (proliferacio,
differencialddas, apoptdzis) szabalyozasaban?

3. Molekuléaris biolégiai modszerekkel (géncsendesi@®)nosithatok-e a
PKC rendszer izoforma-specifikus szabalyozo funkciod

4. A gyulladdsos prekurzor molekula arachidonsav a&jgainak
jelatvitelében kimutathat6-e a PKC izoenzimek gze?e

Kisérleteink masodik felében az atipusos C1 domérmamelelked, GEF
molekula, a Vavl DAG/forbol-észterek iranti affésanak molekuléaris
determindsait  vizsgaltuk. Radioaktiv ligandidis, rekombinans
géntechnolégia és molekulamodellezés felhasznaassw alabbi kérdésekre
kerestlink magyarazatot:

1. Az izolalt Vavl C1 képes lehet-e DAG/forbol-esatgandok kotésére?
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2. Molekulamodellek alapjan milyen szerkezeti deted@nsok allhatnak a
Vavl C1 csOkkent/hianyzo ligandérzékenyseégéneletédien?

3. Iranyitott mutagenezis felhasznalasaval beazoraidéklke a Vav C1
csokkent/hianyzo ligandaffinitasaért félelaminosavak?

4. Ezen ismeretek alapjan lehetséges-e Vavl C1-sielskintetikus DAG-

analdgok kifejlesztése?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A human faggyumirigybl szarmaz6 SZ95 sebocytdkat Sebomed Basal
Medium-ban tenyésztettiik, amelyet embrionalis beg@érummal (FBS), 1 mM
CaCb-dal, human rekombinans epidermalis nodvekedési ofedt és
antibiotikumokkal egészitettiink ki. A transzlok&ci&isérletekhez hasznalt,
human prosztata adenocarcinomabdl szarmazé LNQbrsdat FBS-sel és 2
mM L-glutaminnal kiegészitett RPMI-1640 médiumbanyésztettik.

Western blot

A sejttenyészetet lizis pufferben homogenizaltug, j&gen ultrahangos
feltarast végeztink. A lizatumok proteintartalmamagéghatarozasa utan SDS-t
ésp-merkaptoetanolt tartalmazé mintapufferben dssitetdilk mintainkat, majd
fozéssel denaturdltuk a fehérjéket. Az igy elkégzitaintakbol azonos
mennyiségeket felhasznalva SDS poliakrilamid gk&teddorézist végeztink.
Ezutdn a gélben lév proteineket nitrocelluldz membranra transzfergltak
membran szabad kitelyeit blokkoltuk és a megfetelPKC izoforma ellen
termeltetett elddleges antitestekkel, illetve citokrom-C ellenestitasttel

inkubaltuk 6ket. Mosast kovéen torma-peroxidazzal konjugalt masodlagos
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antitesttel jeloltik a membranokat, majd ismétadsasok utan az immunjeleket
kemilumineszcens maodszer segitségével tettik tathatintelligent Dark Box
készulék felhasznalasaval. A kapott immunjelek denmetrids analizisét Image

Pro Plus szoftverrel végeztik el.

PKC rendszer vizsgalata immuncitokémia és konfokalmikroszkdpia

segitségével

A PKC izoformék expresszids mintazatat immuncitoleéra szubcellularis
lokalizaciojukban bekovetkéz valtozasokat pedig konfokdlis mikroszkopia
segitségeével vizsgaltuk SZ95 sebocytdkban. A jtéR-70%-0s konfluencia
eléréséig tenyésztettik, majd a szubcellularis likeiora iranyulo
vizsgalatokban elvégeztik a megfélelfarmakoldgiai kezeléseket (az
expresszios vizsgalatok ol farmakoldgiai kezelés nem tértént). Ezutan a
sejteket fixaltuk, majd permeabilizalast és bloldsblkoveben a megfelél PKC
izoforma-ellenes etglleges antitesttel inkubaltukket, végil a metszeteket
FITC-konjugalt masodlagos antitesttel jeloltik. Asxpresszidos mintazatra
irAnyulé vizsgalatokban fluoreszcens mikroszkopszabcellularis lokalizacio
detektalasara iranyuld kisérletekben pedig konfekdikroszkop segitségeével

készitettink felvételeket.

Kvantitativ ,real-time” PCR (Q-PCR)

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol felhasznalasdxzolaltuk. A teljes
RNS 3 pg-jabdl kiindulva AMV reverz transzkriptazs éligodT primer
segitségével Allitottunk &lcDNS-t. A cDNS-BI kvantitativ "real-time" PCR
(Q-PCR) segitségével mutattuk ki az egyes PKC w@owk specifikus
transzkriptjeit TagMan primerek és probak alkalnsaxé@l, a TagMan Universal

PCR Master Mix Protocol-t kovetve. Az egyes PKC emnmek relativ
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génexpresszidjat a human glicerinaldehid-3-fosdétidrogenaz (GAPDH)

transzkriptjenek mennyiségére vonatkoztatva adtegy.m

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozasa

A sebocytak lipidtartalmanak szemikvantitativ vidlsgahoz a sejteket
uveg fedlemezen tenyésztettik. A  megfélel kezelések utan
paraformaldehiddel fixaltulkbket, majd vakuolumaik lipidtartalmat Oil-Red O
festékkel tettik lathatovd; a sejtmagokat pedig &dgle hematoxilinnal
festettik meg. Az igy megfestett sejteket beagyagdiummal fedtik, majd
fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A lipidtartalom kvéativ vizsgalatdhoz a
sejteket specialis fluorimetrias lemezeken (,blaekl/cear bottom”),
tenyésztettik, majd a megfdlekezeléseket kovéen fluoreszcens Nile Red
festéket tartalmazo6 oldatban inkubaltiket. A sejtek lipidmolekulaihoz kétlé
Nile Red fluoreszcencia intenzitaséat fluoreszcengaplate reader-rel (FLIPR)
detektaltuk. A neutralis lipideket 485 nm-es exdii& és 565 nm-es emisszios
hullamhossz mellett detektaltuk, a polaros lipiegsktében 540 nm-es excitaciés

€és 620 nm-es emisszios hullamhosszat alkalmaztunk.

Az éli sejtek szdmanak meghatarozasa

A sejtszam vizsgalatahoz kolorimetrias MTT assajkalmaztunk. A 96-
lyuku lemezeken tenyésztett sejteket a medfdtekelések utan MTT oldatban
inkubaltuk. A sejtekben keletkéZormazan kristalyokat izopropanolban oldott
s6sav segitségével feloldottuk, majd koncentrakaijukolorimetrias Gton

hataroztuk meg 550 nm-en. A mért abszorbanciatéezefiek szamaval korrelal.

Az apoptotikus folyamatok vizsgalata

Az apoptotikus folyamatok egyik korai, szenzitivankere a mitokondrialis

membranpotencial csokkenése, amelynek detektaladditoProbe™ DilG(5)
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Assay Kit-et hasznaltunk. Az SZ95 sejteket spexiiliorimetrids lemezeken
tenyésztettik, majd a megfeéiekezelések utan fluoreszcens Q&) anyagot
tartalmazo oldatban inkubaltuiket, amely a mitokondrialis membranpotencial
nagysaganak fuggvényében akkumulalédik a sejtelokanitdriumaiban. A
felhalmozott DilG(5) fluoreszcencia intenzitdsat 630 nm-es exciga@s 670
nm-es emisszios hullamhosszon mértik. Az apoptetikiolyamatok
indukalodasanak jeleként csokkent mitokondrialisnionpotencialt mértink.
A pozitiv kontrollként hasznalt sejtekben a mempdancial csokkenését
karbonilcianid-3-klorofenil-hidrazonnal (CCCP-vehltottuk Ki.

A citotoxicitas/sejtnekrézis vizsgalata

A citotoxicitas vizsgalatat fluoreszcens SYTOX Grdesték segitségével
hataroztuk meg, melynek nagymérenolekuldi az ép sejtmembranon nem
permedlnak. A a sejtnekrdzis kovetkeztében ruptim@mbranok poérusain
keresztil ugyanakkor képesek bejutni a sejtekbel ahduplaszalid DNS-hez
kotodnek; ezért a SYTOX Green jelintenzitas nodvekedésenekrotikus
folyamatok kivaldo markere. Az SZ95 sejteket spesifiliorimetrids lemezeken
tenyésztettik, majd a megfdlelkezelések utdn SYTOX Green reagenst
tartalmazo6 oldatban inkubaltuket. A sejtekben felhalmozott SYTOX Green
fluoreszcencia intenzitasat 490 nm-es gerjesztési5Z0 nm-es emisszios
hullAmhossz mellett detektaltuk. Pozitiv kontrolikdizis pufferben inkubalt

sejtpopulaciot hasznaltunk.

RNS interferencia (RNSi)

Az SZ95 sebocytakat 40-60%-0s konfluencia elérémgigéesztettik, majd
40 nM human cPK&-, nPKG- és aPKG-specifikus, duplaszalu kis interferald
RNS (siRNS) oligonukleotidokkal transzfektaltuk,pbfectamin RNAIMAX
transzfekcidos reagens felhasznalasaval. Negativolloént a sejteket Santa
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Cruz Control siRNA-A és siRNA-B duplaszali siRN$-smnszfektaltuk,
amelyek semmilyen ismert mRNS szekvenciaval nemamak homologiat
(scrambled siRNS). A szelektiv géncsendesités baydlagat Western blot
segitségével naponta elteiztik. A lipidszintézisére, a sejtnbvekedésre,
valamint az apoptotikus és citotoxikus folyamataksgalatara iranyulo tovabbi

kisérleteinket a legalacsonyabb expresszids szintdlett végeztik.

GST- és GFP-fuziés C1 domének létrehozasa

A rekombinans PK& Clb domén glutation-S-transzferazzal (GST-vel)
jelolt valtozatat (PKG-C1lb-GST) kordbbi munkaink soran készitettiik el. A
Vavl izolalt C1 doménjének GST-fuzios konstruktjgfavl-C1-GST) a
kovetkedkeppen hoztuk létre. A teljes Vavl proteint kodolENS szekvenciat
templatként hasznalva elvégeztik a C1 domént kodstékasz PCR
amplifikaciojat, EcoRIl hasitasi szekvenciakat épita keletkezett cDNS
fragmentumok mindkét végére. Ezutan EcoRI restikciendonuklazzal
emeésztettlik a reakcidé soran keletkezett DNS szakagzezzel parhuzamosan
szintén EcoRI-gyel emésztettik a célvektorként ¢ioalé pGEX-5X-1
bakterialis expresszids plazmidot, amely tartalmazGST kddold szekvenciat.
Ezt koveben elvégeztik a két linearis DNS fragmentum kowalen
O0sszekapcsolasat (ligacio). A létrehozott rekomisneavl-C1-GST konstrukt
(és a korabban &llitott PKG-C1b-GST konstrukt) a GFP-fuziés C1 domének
klbnozasa soran templatként volt felhasznalhat6éoREc endonukleazzal
emesztve ezen PKAC1b és a Vavl C1 szekvenciakat tartalmazo pGEXE5X-
plazmidokat lehéiségink nyilt a megfel@lcDNS fragmentumok kivagasara. A
GFP-t kédolé pEGFP-C2 eukaridota expressziés veEooRI-gyel tortéed
emeésztését kovwetn, a kivagott cDNS szakaszokat a linearizalt d¢dbrboz
ligaltuk. A molekularis klonozéassal éélllitott GST és GFP fehérjékkel jelolt
PKCS Clb és Vavl C1 konstruktok szekvencidinak helygsséDNS

szekvenalas segitségével efientiik.
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Iranyitott mutagenezis (site-directed mutagenesis)

A PKCs Clb domént, illetve a Vavl C1 domeént kddolé DN&ksszokon
a megfele lokalizaciékban pontmutaciokat hoztunk létre a Skailor™ Site-
Directed Mutagenesis System segitségével. Az igghézott pontmutaciok
mindkét C1 domén esetében a 9-es, a 10-es, a HLAXesS, a 24-es €s 26-0S
aminosavakat érintették kulénkibkombinaciokban (egyszeres és tobbszoros
mutansok). A GST-fuziés C1 domén mutansok megadiéotdl templatként a
klbnozas segitségével kordbban létrehozott B#RCb-GST és Vavl-C1-GST
konstruktok szolgaltak. A GFP-fuziés C1 domén mstdat kdzvetlendl a
megfeleb GST-fuziés C1 domén mutansokbdl hoztuk létre akahogy a
mutalt cDNS szakaszt (PKCC1lb vagy Vavl C1) EcoRI-gyel kivagtuk a
PGEX-5X-1 plazmidbdl, majd ligacié segitségével BGHFP-C2 vektorba
illesztettik. A Iétrehozott C1 domén mutansok seelkidainak helyességét DNS

szekvenalas segitségével efientiik.

Vavl-GFP konstruktok Iétrehozasa (vad tipus, triptautans, 6tszorés mutans)

A teljes nagysagu Vavl protein GFP-vel jelolt rekamdns valtozatat
(Vavl-GFP) a pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kagstségéevel hoztuk
létre. A teljes Vavl-et kodold cDNS szekvenciat péatként hasznalva dlként
elvégeztik a proteint kodold szekvencia PCR ank@ldidjat. Az igy
"felamplifikalt" lineéris, tompa vég DNS szakaszt a modszer alapjaul szolgalé
TOPO reakcio felhasznaladsaval kozvetlenll (azazmumdazzal valdé hasitas
nélkdl) a pENTR/D-TOPO jelolésu koztes (Entry) \aekia juttattuk. Ezutan a
Gateway modszer LR rekombinacios reakcidjanak $elhaldsaval a Vavl-et
kodolo cDNS szakaszt a koztes vektorbol egy lépésheGFP-t kodolo
eukariota expresszids célvektorba (pcDNA-DESTS53ajtuk. A teljes Vavl
fehérje mutans valtozatai a C1 domén mutansok lesetdeirt iranyitott

mutagenezishez telijesen hasonlé moédon, a GenefThil@ite-Directed
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Mutagenesis System segitségével kerlltek megalieotds igy létrehozott
Vavl-GFP konstruktok (vad tipus és mutansok) szskiaeak helyessegét

szintén DNS szekvenalas segitségével éfietiik.

A GST-fazios fehérjék expresszidja E. coli-ban; tafetisztitas

A PKC3-C1b-GST és a Vavl-C1-GST konstruktokat BL21-Alz¢sh
kompeten<E. coli baktériumokba juttattuk transzformacié segitséfjévajd a
sejteket 37°C-on novesztettik addig, amig a baktérszuszpenzo6 optikai
denzitdsa elérte a 0,6-0,8-as értéket. A GST-fugé&rsermékek kifejgmését
ekkor a szuszpenzidhoz adott izopropil-O-D-tiogadpkanozid és L-arabin6z
hozzdadasaval indukaltuk. Ezutan jégen ultrahafgtaast végeztink B-PER
protein extrakcidés reagens felhasznaldsaval. Aelsgjttal termelt GST-fuzios
peptideket B-PER GST Spin Purification Kit segitség) megtisztitottuk, majd
a tovabbiakban -80 °C-on, 30%-0s glicerol oldattzaaltuk.

A GFP-jeldlt fehérjék intracellularis transzlokaci@a

LNCaP sejteket specialis Ibidi tenygsatiényeken névesztettiink 48 o6ran
keresztil, majd a megfetel GFP-jeldlt rekombinans konstruktokkal
transzfektaltuk 6ket Lipofectamine és Plus reagensek felhasznalas#va
fluoreszcens fuzids proteineket expresszalo sdj@dkadra elteltével konfokalis
mikroszkop segitségével vizsgaltuk. A gerjesztés8 48n-en tortént, az
emissziét pedig BP 500-530 nm filter segitségéedbktaltuk. A rekombinans
proteinek kezelés hatdsara bekovetkemtracellularis transzlokaciojat
sorozatfelvételek segitségével kovettik nyomon;eknsordn harminc percen
keresztil fél percenként készitettink felvételek@Bx-os olaj immerzios
objektivet hasznalva. A transzlokacid6 mértékéenelankiwativ megitéléséhez
felvételeinket Zeiss AIM szoftver segitségével amddiluk, a megfelé

algoritmus szerint.
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Radioktiv ligandkésdés (PH]PDBu-kotés) vizsgalata

Az egyes Cl1 domének forbol-észterek iranti affsata radioaktiv
ligandkotési vizsgalatok segitségével hataroztug.ramnek soran a foszfatidil-
szerin tartalmua oldatba helyezett receptorhoz fréknans C1 domén) novekv
koncentracioja, triciummal jeldlt’H]PDBu-t adtunk, majd a reakcidelegyet
37 °C-on 5 percig inkubaltuk. Ezutan a receptoatlidy komplexet 35%-0s
polietilénglikol oldattal precipitaltuk, majd ceritrgalas segitségével az oldattol
elvalasztottuk. A feliliszéban maradt szabad lighnds a pelletbe kerult
detektalasa réevén hatarozhattuk meg, Tri-Carb 2R184cintillacios szamlalo
segitségével. A koncentraciok ismeretében megltdtatiuk az adott
ligandkoncentracio mellett létrejéwspecifikus ligandkd@dést. Tobb kulonbdiz
ligandkoncentracio mellett meghatarozott specifikgandkotdées ismeretében
kiszamolhattuk az adott receptor-ligand parostiaret disszociacios konstans
(Ky) értekét, amely megadta a receptor ligand irdfinighisanak nagysagat. A
radioaktivan nem jelzett ligandok (DAG-laktonok)ceptorral szembeni
affinitasat ezen modszer egy modositott valtozatésegitségével vizsgaltuk,
amely az azonos kéielyért tortéi kompeticio elvén alapult (a radioaktiv
[*H]PDBu affinitisahoz mérve a jeldletlen molekuldski®sének ésségét). Az
ezzel a modszerrel meghatarozott "inhibitérikusssdociacios konstans<(
érték) megadta a receptormolekulanak (C1 domérdiideflen ligand (DAG

lakton) iranti affinitasat.
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EREDMENYEK

A PKC rendszer farmakolégiai modulacioja megvaltaga a human SZ95
sebocytak lipidtermelését, ugyanakkor nem befoblfséletképességiket

Immuncitokémia, Western blot és Q-PCR segitségazehlabbi 6t PKC
izoforma kifejeddését sikerllt kimutatnunk SZ95 sebocytdkban: c#£KC
NPKG, €, ésn; valamint aPKG. (Az enzimcsalad tobbi tagja sem mRNS, sem
pedig protein szinten nem volt detektalhatd.) A QRPtanlsaga szerint az 6t
izoforma kozul az, & és( izoenzimek expresszids szintje magas volt; asn
izoformak viszont alacsony expressziot mutattakut&z megvizsgaltuk a PKC
rendszer aktivacidjanak hatadsat a sebocytak telimidéferencidlodasat jetz
sejtfolyamatokban (zsirtermelés, apoptézis). A IRkx-jeldlést kovet
fluorimetrias analizis tanlisaga szerint a PKC aktiv PMA ddézisfig§ modon
novelte az SZ95 sejtek neutrdlis lipidtartalmat. PKC inhibitorokkal
(GF109203X, G66976 és Rottlerin) tordeészimultan kezelések alapjan tébb
PKC izoforma lehetséges aktivacioja is felmertilPMA cellularis hatasanak
kozvetitésében, hiszen mindharom gatlészer képe#t Y@szlegesen)
visszaszoritani a PMA altal kivaltott lipidtermelégvekedést. Onmagaban
alkalmazva ugyanakkor egyik inhibitor sem valtaztameg a sejtkultarak
lipidtartalmat, amely alapjan arra kovetkeztethsttihogy az endogén PKC
aktivitas nem befolyasolja a sejtkultirak bazéidszinézisét. Emellett az is
kiderult, hogy a PKC rendszer farmakoldgiai befshjldsa nem befolyasolta a

sejtek életképessegét és nem okoz sejthalalt @Grepvagy nekrozist).

A PMA lipidszintézist fokozd hatdsa a cPkCés az nPK@ aktivalasan

keresztll valdsul meg SZ95 sebocytdkban

A farmakolbgiai modszerekkel végzett kisérleteirtknua tovabbiakban

kulonb6® sejt- €és molekularis biologiai megkdzelitésekkalmhazva kivantunk
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pontosabb képet alkotni a sebocytak legkifejezbttekpressziot mutaté PKC
izoformainak ¢, 6 és{) izoenzim-specifikus szere@ér Az izoforma-aktivacio
bizonyitékaként etként a forbol-észter kezelés hatdsara bekdvétkez
transzlokacios és down-regulaciés folyamatokatgaitsk immunfluoreszcens
jeloléest koved konfokalis mikroszkopia, illetve Western blot dsggével. Ezen
kisérletek alapjan nyilvanvaldva valt, hogy PMAdsitra az. és ad izoformak
aktivalodnak, hiszen) a ligand (10 nM PMA) alkalmazéasa utan 1 oraval és

o izoformdk intracellularis redisztribaciojat (segmbranba, magmembranba,
illetve egyéb intracellularis membranstruktirakbéartdrt athelyesdes)
figyelhettik meg; ésii) a hosszutava kezelés hatasara (a masodik naptol)
mindkét izoforma expresszidja dramaian lecsdkkent dewn-regulacio
kovetkeztében. AL izoforma esetében ugyanakkor nem tapasztaltunk sem
transzlokaciot, sem pedig down-regulaciot, vagyeneizoforma (ahogy varhato
volt) nem aktivalodott PMA hatasara. Ezt kdet RNS interferencia
segitségeével vizsgaltuk az izoformak részvételBPVRA lipidszintézist fokozo
hatasanak jelatviteli dtvonalaban. Az izoforma-djiacs siRNS-ek hatékony és
szelektiv expresszio-cstkkentésének bizonyitasa elt@geztik az-, 6- ési-
specifikus siRNS-sel transzfektalt sejtpopulaciigidszintézisének vizsgalatat
(Nile-Red-jel6lés) bazalis korulmények kozott, tMe forbol-észterrel vald
kezelés utan. Megallapitottuk, hogy a PMA altahalt két izoforma, az. €s a

o, részt vesz a forbol-észter lipidszintézist fokoréllularis hatadsanak
szignaltranszdukcids utvonaldban, hiszen mindi,amind pedig & izoforma
expressziojanak szelektiv gatlasa képes volt rgegén kivédeni a PMA
lipidszintézis-fokoz6 hatasat. A két izoforma ké#gjdésének visszaszoritdsa
ugyanakkor nem volt hatassal a sebocytak bazpigskintézisére, tovabba nem
valtoztatta meg a sejtek életképességét és nenptbkeem apoptoétikus, sem
pedig sem a nekrotikus sejthalalt. Ezen felul fermaegfigyelésiink volt az is,
hogy az aPKC endogén aktivitasa olyan jelatviteli Utvonalakbptszhat

kulcsszerepet, melyek gatoljok a sebocytak lipdtdését, valamint kivédik a
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termindlis differencialédas kovetkeztében beindapibptotikus folyamatokat.
Az aPKC expresszio szelektiv gatlasa ugyanis g@es ad izoenzimeknél

észleltekkel szoges ellentétbej@lentbsen fokozta a sejtek lipidtermelését,
valamint az apoptoétikus folyamatok fokozédasahoz a&s életképesség

csOkkenéséhez vezetett.

Az arachidonsav (AA) sejthatasa az nPK@ktivalasan keresztil valésul meg

Kordbbi kisérleteinkhez hasonl6éan kimutattuk, hogy sebocytak
differencialédasi programjat befolyasolni képesnsag endokrin és parakrin
agens kozil a gyulladasos lipidmediatorok prekwzaz AA (a PMA-hoz
hasonldan, de attdl jelérsebb mértékben) fokozza a sebocyték lipidtermelését
Farmakologiai vizsgalataink alapjan bebizonyosqdbtigy ezen izoformak
kozul ad szerepet jatszhat az AA lipidszintézis-fokozo katék jelatvitelében,
hiszen ad-specifikus inhibitor Rottlerin (hasonléan a klakes és a novel
izoformak gatlasara egyarant képes GF109203X-lész)egesen kivedte az AA
altal indukalt lipidtermelés-fokozédast. A klasamkizoformak inhibitoranak, a
G066976 anyagnak a ,hatastalansaga” alapjan ugyanakicPK@ kozvetit
szerepe az AA ezen sejthatasaban ném valdszitinek. A lipidszintézis
fokozasan tul az AA-rol az is ismert volt, hogy RMA-t6l eltéen) képes
apoptozist indukalni sebocytakban. A mitokondrialmembranpotencial
csokkenésének (mint apopt6zis markernek) vizsgalatautatott, hogy &
izoforma az AA ezen sejthatdsaban is szerepehgitsmivel a fent emlitett két
inhibitor (Rottlerin, GF109203X) az AA altal indukapoptoétikus folyamatokat
is hatasosan csokkentette.

Az egyes PKC izoformék specifikus effektor szeregperpontosabb
AA esetében is elvégeztik a fent emlitett sejt- néglekularis biologia
megkozelitéseket alkalmazo kisérleteket. A rovidt&vA kezelést kovet

konfokalis mikroszkdpia, valamint a hosszutavu kestekéved Western blot
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segitségével bebizonyosodott, hogy kizarélag 6a izoforma esetében
tapasztalhatd az enzimaktivaciora utald tranziertsacellularis transzlokacio,
valamint az expressziés szintet csokkamdwn-regulacié (az és( esetében az
AA kezelés nem okozott sem transzlokaciét, sem dmgulaciot). Ezek
alapjan tehat ugyuant, hogy az AA szelektiven aktivalja &@izoforméat. Ezt
erositették meg RNS interferencia kisérleteink is. ddzd és ( izoformakra
specifikus siRNS-sel transzfektalt sejtpopulacidkpidtartalmanak és
apoptoétikus folyamatainak vizsgalata alapjan ugyamjilvanvalova valt, hogy
az AA altal kivaltott nPKG enzimaktivacié részt vesz a gyulladasos prekurzor
molekula mindkét fontos sejthatasanak (a sebodigalszintézisének fokozasa
€s az apoptozis kivaltasa) jelatviteli mechanizrbasa hiszen & izoforma
expressziojanak szelektiv gatlasa mellett szigafsgk mértékben csékkent mind
az AA altal kivaltott lipidtermelés, mind pedig aethator altal indukalt
apoptézis mértéke. A cPKCszelektiv ,géncsendesitése” ugyanakkor nem
befolyasolta ezeket a folyamatokat, az aPKSokkent expresszidja pedig, a
fentieknek megfelélen, mar 6nmagaban is jelégt bazalis lipidszintézis-

fokozédéassal, illetve kifejezett apoptdzissal jart.

A Vavl C1 doménje a megfetegeometrigju ligandkaghely birtokaban sem

kot forbol-észtert

A rontgenkrisztallografias vizsgalatok a PKC1lb doménjanak és a Vavl
molekula C1 doménjanak meghoOkké&t nagy szerkezeti homoldgigjarél
szamolnak be. Ezek alapjan felmerilt a kerdés, hagyn alkalmas lehet-e a
Vavl C1 kobhelye a DAG/forbol-észter megkotésére (az ismemeagy
ligandaffinitassal bird DAG-effektor proteinhez bakan)?
Molekulamodellezés segitségével ravilagitottunikgyha Vavl C1 esetében a
forbol-észter ligandok egyik jellegzetes képvigamek, a forbol-13-acetatnak a
ligandkothelyre tortéd optimalis beilleszkedése utan olyan receptor-ligan

komplexet kapnank, melynek molekulaszerkezete tapkexen belll kialakul6
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intra-és  intermolekularis  hidrogénkotések  mintazakd hasonlosaga
kovetkeztében) szinte teljesen identikus a PBKC1b esetében észlelt
struktaraval. Ezek alapjan feltételezhdtogy a Vavl képes lehet DAG/forbol-
észter ligandok megkotésére. A geometriai felépiy@lsanvalé homolégiaja és
a molekulamodelljeinkben tapasztalt ligandkotésijatsagok nagyfoku
hasonlosaga ellenére, a Vavl affinitdsat vizsgatalkbi kisérletek nem taléltak
a Vavl ligandkotéseére utald kozvetlen bizonyitékoRateljes nagysagu Vavl
molekula ligandaffinitasat  vizsgalé  kisérletekhez asdnléan, jelen
vizsgalatunkban a Vavl izolédlt C1 doménjanal semleéiink ligandkotéest. A
bakteridlis expresszios rendszer segitségéevelhtitodt, tisztitott Vavl C1
proteinfragmentum (Vav1-C1-GST) nem mutatattitro affinitast a radioaktiv
forbol-észter ligand {H]PDBu) irant. Masrészt, GFP-jeldlt fehérjeként,
eukariota sejtekben (LNCaP) kifejeztetve, az izoldvl C1 (Vavl-C1l-GFP)
esetében nem detektaltunk intracellularis transadk forbol-észter (PMA)
kezelés hatasara (ellentétben a kontrollként alkabtt izolalt PKG Cilb
domén esetében tapasztaltakkal). Ezek alapjan trapghhattuk, hogy a
ligandszenzitivitas hianyat okoz6 molekularis deteénsok a Vavl Cl1
domeénjén belll talalhatoak, és az affinitas hiangan a kérnyex domének
esetleges strukturalis gatldsanak (a6kély esetleges ,learnyékolasanak”)

kovetkeztében jon létre.

A Vavl C1 csokkent affinithsaért feldd molekularis faktorok feltérképezése

0sszehasonlitd szekvenciaanalizis és BKI1b mutansok segitségével

A Vavl C1 doménjének csokkent/hidnyzé ligandaffisitsért feléks
molekularis komponensek részletes feltérképezésdahgikent egy atfogd
szekvenciaanalizist végeztink, amelynek soran baswpelitottuk a Vavl
atipusos (forbol-észtert nem kptCl doménjét az irodalomban eddig leirt
0sszes tipusos (forbol-észter-szenzitiv) jelaivitablekula C1 doménjaval.

Elemzésiink soran hat olyan nem-szokvanyos aminbgéa, Glu'®, Thr,
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Arg®?? Th** és Tyf® azonositottunk a ligandkiiiely kézelében, amelyek
jelenléte kizardlag a Vavl C1 doménjére jellémEzek az aminosavak a
ligandkothely alapved geometriai felépitésének megvaltoztatasa nélkdl
lehetnek képesek csdkkenteni a Vavl C1 ligandédiai; feltételezhét hogy
akadalyozzak a receptor-ligand komplexnek a membidkettosrétegéhez
tortérd stabil asszocidjat, amely gatolja a ligandkotésngaontjabdl alapvét
fontossagu harmas struktira (receptor-ligand-mentprd) létrejottét és
stabilizadlodasat. Ezen gatlé hatds magyarazatak&nemlitett hat aminosav
kozil ot (GId, GIU° Thr, Arg”? Thr*") esetében a ligandkitely
hidréfébicitasanak csokkentése merilhet fel a méamima illeszked "csucsi”
régié teriletén; a hatodik aminosav (fyrjelenléte pedig gyengitheti a
ligandkothely "kozépé részen" elhelyezkéd nagyrészt pozitivan toltott
aminosavakbdl (Arg, Lys®™ His™) all6 régi6 ionos koétéseken alapuld
kapcsolatat a membran negativan toltétt foszfolipidlekulaival, a korabbi
molekulaszerkezeti vizsgalatok alapjan ez szintérios membranasszociacio-
stabilizal6 hatassal birhat. A hipotézisink vizat@toz elé megkdzelitésben a
rekombindns PKE& C1b domént hasznaltuk fel. Iranyitott mutagenezis
segitségével Vavl Cl-ster aminosavakra cseréltitk a fent emlitett
kulcspoziciokban eredetileg megtaladlhaté molekuldkaajd a kilonbék
egyszeres €s tObbszorés mutansok ligandaffinitéadioaktiv ligandkotés
(tisztitott GST-fuziés C1 mutansok), valamint imeHularis transzlokacios
vizsgalatok (GFP-jelolt C1 mutansok; konfokalis modzkopia) segitségével
analizaltuk. Az egyszeres mutansokkal (MO9E, S10ELTR W22R, L24T, és
K26Y) elvégzett kisérletek alapjan megalapithattaégy a fent emlitett hat
aminosav kozil 6t molekula (GluGIu™, Thr', Th* és Tyf9 jelenléte
affinitascsokkenést okozott a PRGC1b doménjanal (a Af§ jelenléte nem
valtott ki semmiféle valtozast), bar a ligandszéwitasban észlelt redukcio
mind az 6t esetben szerény meéiitébolt (5-10-szeres affinitascsokkenés a vad
tipushoz képest, radioaktiv ligandédés-vizsgalat soran). Megjegyzéntiogy
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egyik aminosav jelenléte sem okozott olyan stritisitorzulast, amely a PKC

C1b drasztikus affinitascsokkenésehez vezetetvdla 6t Vavl-szér mutacio

kilonbdd kombinacidéi ugyanakkor mar jeldist affinitas-csokkenéshez
vezettek. A ligandk@hely N-terminalis peptidhurkaban létrehozott dupta-

tripla mutaciok (M9E/S10E és M9E/S10E/P11T), val@ma C-terminalis

peptidhurokban |étrehozott dupla mutaciok (L24T/KR6ugyanis két-harom
nagysagrenddel (250-1000-szeres redukcio) csokkéktea Clb domén
[*H]PDBu iranti affinitasat a ligandkédés-vizsgalatok soran.

A tobbszoéros mutacioval rendelkez PKCS C1lb  konstruktok
ligandaffinitasat (LNCaP sejtekben kifejezett, GEBIt valtozataik
segitségével) transzlokaciés vizsgalatokban is etilk. Ezen Kkisérletek
alatdmasztottak a radioaktiv assay-k fent emlgetidményeit, hiszen a vad
tipussal dsszehasonlitva adhdl felsorolt dupla- és tripla mutansok jelésen
csokkent transzlokaciot mutattak forbol-észter kezehatasara (kevésbé
kifejezett, jelenisen lassabb kinetikaju, részleges transzlokaciteszakisebb
ligandkoncentracioknal teljes valaszképtelenséghdikkzeken tul, az 6t Vavl
Cl-szeti mutacié egyittes jelenléte (MOE/S10E/P11T/L24T/KR6olyan
drasztikusan lecsokkentette a RKC1b forbol-észter-affinitasat, hogy sem
radioaktiv ligandkdtdés, sem pedig traszlokacios vizsgalatok segitedgé@m
tudtunk forbol-észter-kotést detektalni. Ezek aapiehat elmondhatd, hogy bar
jelentbs struktaralis torzulast és kifejezett affinitaddsgnést, egyulttes
jelenlétik azonban mar elegénahhoz, hogy (feltételezléetn a kédhely csucsi
régiojaban az effektiv membranasszociacié folyawatinterferalva) a Vavl

molekula forbol-észterek iranti teljes valaszkégniekgét kivaltsa.

A PKCo-C1lb-szefi mutaciok birtokaban a Vavl C1 forbol-észtert kot

Felmertlt tovabba, hogy amennyiben a Vavl-Cliszaminosavak

jelenléte drasztikusan lecsdkkenti a nagy affiditésbol-receptor, PK& C1b
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ligandaffinitasat, vajon, ennek analdgiajara, a BKClb-szeff mutaciok
hatasara képes lesz-e a Vavl C1 nagy affinitagsai forbol-észter ligandokat?
A kérdés megvalaszolasadhoz a fent emlitett 6t kolbsioban (Gl GIu™,
Thr!, Th** és Tyf®) PKC3-Clb-szeli mutacidkat hoztunk létre a Vavl C1
domeénjében, majd az izolalt C1 domént radioakgardkotesi (tisztitott GST-
fuziés Vavl C1l mutansok), illetve transzlokaciézsgalatoknak (GFP-jel6lt
Vavl C1 mutansok; konfokalis mikroszkopia) veteti@id. Azt tapasztaltuk,
hogy a kordbban ligandszenzitivitAst nem mutato IveM az 6t PKG-Clb-
szefi aminosav birtokdban nagy forbol-észter-affinitasatt szert, hiszem) a
radioaktiv assay tanusaga szerint az 06tszoros \@lmutans (Vavl C1
EOM/E10S/T11P/T24L/Y26K) disszociacidés konstansaknem megegyezett a
vad tipust PK@& C1b disszociaciés konstansaval; valanmipa PMA hataséara
bekbvetke# intracellularis transzlokacié kinetikdja is nagydrasonlonak
adodott (gyors, teljes transzlokaciés valasz macsany ligandkoncentraciok
mellett is). Ezek alapjan tehat bebizonyosodoth &orabbi feltevésiink, hogy a
Vavl C1 ligandkdizsebének geometriaja tulajdonképpen alkalmasimak &
ligandkotésre. Az altalunk identifikalt 6t aminosavem valtoztatja meg
jelenbsen a kdihely haromdimenzidos szerkezetét, ugyanakkor, nagy
valdsziriséggel, akadalyozza a ligandéaely csucsi részének a membranhoz
tortérd kapcsolodasat; igy megyengiti a ligandaffinitaengzontjabdl fontos
molekularis interakciokat, amelyek a ligand—C1 dosmembran harmas
komplexének stabilizasaért felekk.

Tovabbi fontos megfigyeléstink volt az is, hogy eédeaminosav jelenléte
a teljes nagysagu Vavl molekulat is képessé tesablFészter kdtésre, hiszen
az Ot mutacio birtokdban a teljes nagysagu Vavl viVa
EOM/E10S/T11P/T24L/Y26K) is mutat intracellularisamszlokaciét PMA
kezelés hatasara (ellentétben a teljes nagysagil WV tipusu valtozataval). A
C1l doménben elhelyezkékotohely tehat hozzaférngta megfelad ligandok

szamara, és nincsen elzarva a Vavl molekula eggéiemjei altal. Annak a
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kérdésnek az elddntéséhez, hogy vajon az altalddatifikalt 6t nem-
szokvanyos aminosav kdzul valojaban mindegyik kézeinos mértékben jarul-
e hozzéa a ligandaffinitds csokkentéséhez (ahogwy &G Clb mutansokkal
kapott eredményeink sugalltdk), a kovetkdrn négyszeres Vavl Cl
mutansok (-E9M, -E10S, -T11P -T24L -Y26K; a negatilijel az Otszoros
mutanshoz képest hianyzé mutaciora utal) segitedgézsgaltuk az egyes
aminosavak egyedi hatasat. (Ebben a kisérletberildnbod négyszeres
mutansok megfeleltethék voltak a PKG@ Clb doménnal végzett kisérletek
egyszeres mutansainak, hiszen az idedalis aminossatéselhez képest mindkét
esetben egy aminosavval kevesebbet tartalmaztdlent&ben a PK& Clb
egyszeres mutansaival kapott eredményekkel, a mégs Vavl Cl
mutansokkal elvégzett vizsgalatok ramutattak, hagyGI® és a Tht'
aminosavak nagyobb meértekben befolyasoljak a Vav liGandaffinitasat.
Megallapitottuk ugyanis, hogy ha ezen pozicibkbaavlszeli aminosav
taldlhatd, akkor az adott négyszeres mutans liganiiasa kifejezettebb
mértékben csdkken (mind a radioaktiv ligandassayd pedig a transzlokacios
vizsgalatok tanusaga szerint), mint a masik haroavlvszeii aminosavat

(GIU™, Th** és Tyf®) tartalmazo négyszeres Vavl C1 mutanseé.

A ,molekularis lipofilicitas” korrelacibja a forbol-észter szenzitivitassal

A kovetkedkben molekularis modellek segitségével vizsgaltutona
hipotézisiink helyességét, amely szerint az 6t goldgioban €& aminosav
(GIL, GIU™, Thr, Th** és Tyf°) ligandszenzitivitast csokkehhatasa abban
nyilvanul meg, hogy egyittesen jelés¢n gatoljak a kéhely csucsi részének a
intermolekularis kotések akadalyozasa revén. Mezdn kapcsolatok kozil a
hidrofob kolcsdnhatasok adjak az egyik legfontostainlye#t, ezért az altalunk
|étrehozott modellekben a Kdtely csucsi részének lipofilicitasat vizsgaltuk a
kilonbdd C1 domén mutansok (PKCGC1b és Vavl C1) esetében. A szoftver
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altal alkalmazott egységes algoritmus segitségéwejvizsgaltuk az 6sszes
leétrehozott C1 domén mutanst, valamint a ligandkélyek felszini
lipofilicitasanak kvantitativ jellemzésére beveikth "molekuléris lipofilicitasi
potencial" (MLP) mennyiségét. Bar az dsszefigg@s menden esetben adddott
linearisnak, eredmeényeink alapjan bebizonyosodottyy az MLP értékek
egyértelni Osszefliggést mutattak a molekuldk ligandszentétaval. A
spektrum egyik végén azok a Cl doméndhkétyek alltak, amelyek magas
felszini lipofilicitassal rendelkeztek (pl. vad wgl PK® C1b, 6tszords Vavl
C1 mutans), igy nagy ligandszenzitivitdst mutati@kspektrum masik oldalan
az alacsony MLP értékkel bir6 molekuldk alltak (phd tipusu Vavl C1,
Otszoros PK@ C1lb mutans), amelyek esetében egyaltalan nem eléhet
ligandkotést detektalni. A két veéglet kozotti szélmrtomanyban atmeneti
felszini lipofilicitast, és ebll kovetkeden (valtozé mértékben) gyengult, de
még kimutathaté ligandaffinitast mutatd C1 mutansdlkak. Az eredmények
alapjan az is kiderult, hogy az emlitett 6t Vavedpkus aminosav kozul
onmagaban egyik sem okoz drasztikus lipofilicitatezast; egyuittes jelenlétik
ugyanakkor mar jeleds mértékben lecsokkenti az adott C1 domén
ligandkothelyének lipofilicitasat, igy a forbol-észter sziéngas
szempontjabol I1ényeges hidroféb kdlcsbnhatdséksegét és (ezen keresztil) a

ligand-receptor komplex lipidkétsrétegbe valé bedgyazédasanak ledejét.

A Vavl C1 doménjének egyedi felépiiéskotshelyét ,célzo” DAG-

szarmazékok kifejlesztésének kezdeti |épései

A Vavl molekula C1 doménjat és a korn§etoméneket (DH, PH domén)
egyuttesen abrazolo struktdralis molekulamodeljeiralapjan azt a
kovetkeztetést vonhattuk le, hogy mivel a ligandkétyet alkotdo C-terminalis
peptidhurok nagyon kdzel helyezkedik el a DH domérmélixéhez, megfelél
nagysagu ligandmolekula bekdese esetén a két domén kozotti szoros

intramolekularis kapcsolatok zavart szenvedhetndiuel ezen interakcidok
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alapvet szerepet jatszanak az enzimaktivitas szempontjaipéimalis DH
domeén-konformacié fenntartdsaban, ezeért felmeribdgyh a koéhelyre
beilleszkedni képes ligand gatolhatna a Vavl erfivitasat. Kovetke&
kisérletinkben arra kerestik a valaszt, hogy vadghetséges-e a Vavl C1l
doménjanak kulénleges struktaraju ligandilyét celzd, specifikus ligandok
létrehozésa, igy szelektiv enziminhibitorok kifeiegése? Mivel a fenti
eredmények alapjan nyilvanvalo, hogy a 9-es és -aslfioziciokban helyet
foglal6 Glu molekulak jeleds mértékben hozzajarulnak a Vavl Cl1
ligandaffinitasnak csokkentéséhez, ezérd eegkozelitésben olyan szintetikus
DAG szarmazékokat (DAG-laktonokat) teszteltiink, Bele oldallancaikon
pozitiv toltéseket hordoznak. Feltétetelezésunkirsizeezen pozitiv toltések
képesek lehetnek a Glu oldallancok negativ toltedej,semlegesitésére”, igy a
kotohely csucsi részének lipofilicitasat megnovelveeeeptor-ligand komplex
membranhoz tortén kapcsolodasa konnyebbé valna. Ezen kisérletekn sora
olyan DAG-laktonokat vizsgaltunk, amelyek pozitivittott guanidinium gc
jeli  vegyulet) vagy piridinium 8&a-f jeli vegylletek) oldallancokkal
rendelkeztek. Kompetitiv ligandkotési kisérletekjitmgével meghataroztuk a
vegyuletek relativ szelektivitasat a Vavl C1 sgeciastruktiraju
ligandkothelyéhez hasonlé kétsebbel rendelkézkét PKG Clb mutanssal
szemben (M9E/S10E és MO9E/S10E/P11T). (A modszeantigompeticion
alapul6 természete miatt a vad tipusu Vavl-et kievél nem allt médunkban
vizsgalni). A kisérlet soran két olyan vegyuleigegilt azonositanunk6¢ és8f
jelzési DAG-laktonok), amelyeknél az affinitascsokkenésaa tipusu PKE
Clb febl a tripla mutans (M9E/S10E/P11T) felé haladva [6gbmaradt a
prototipusos forbol-észtetH]PDBu esetében tapasztalttdl. (A vad tipust BKC
C1lb doménjaval szemben meért ligandaffinitAshozorigizva a6c jeli vegyilet
12-és 17-szeres, &f jeli vegyulet pedig 5-és 5,5-sz6ros affinitascsokkenést
mutatott a dupla és a tripla mutanssal szemberel ezemben a®H]PDBu

esetében 261-szeres, illetve 968-szoros csokkestese&rtink). Ez alapjan
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tehat elmondhat6, hogy a két vegylletnek a Vavtipes aminosavakat
tartalmazé Cl-domén-struktaraval szembeni relatiifinighsa jelenbsen
meghaladja a®H]PDBu esetében tapasztalt mértéket. Molekulamjeitek
Glu molekula kénnyen kialakithat ionos kétésekatdra 8f jelit DAG-lakton
piridinium csoportjdban helyet foglald, mind pedig6c jelzédi vegyilet
guadinium csoportjaban elhelyezkegozitivan t6ltott nitrogén molekulaval.
Ezek alapjan tehat elmondhatd, hogy a medfetdtlallancokkal rendelkéz
DAG-lakton vegyuletek képesek lehetnek ionos kaeklalakitani a C1 domén
ligandkothelyén talalhato, toltéssel rendelkemminosav oldallancokkal. Bar az
altalunk szintetizalt és tesztelt DAG-laktonok &lsktiv Vavl C1 vegyuletek
kifejlesztésének csupan kezdetbfeszitéseit reprezentaljak, udintk, hogy a
9-es és 10-es poziciokban helyet foglalo, Vavlifgas Glu molekuldk
negativ toltéseivel kialakitott elektrosztatikus teiakciok kiaknazasa a

molekulatervezés fontos stratégiai elemét képezhiéticben.

DISZKUSSzIO

A masodlagos hirvive DAG molekula jelatviteli utvonaldnak egyik
legfontosabb effektora a PKC csalad. Az enzimcsaathrtozo izoformak
valtozatos modon képesek befolyasolni a kulodbéejtféleségek jelatviteli
mechanizmusait, hiszen az egyes izoenzimek gyaleentétes moddon
befolyadsoljak a sejtek olyan alap&efolyamatait, mint a proliferacio, a
differencialodas és az apoptdzis. Az izoforma-dper funkcidk pontos
felterképezése ezért megkéelezhetetlen fontossaggal bir. Nagyszamdu
irodalmi adat bizonyitia a PKC rendszer kdzponterepét a & bioldgiai
funkcidinak szabalyozasaban is. Aérb keratinocytait vizsgalé korabbi

tanulmanyok (koztik sajat vizsgalataink is) kiekehz egyes izoformak
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funkcionalis antagonizmusanak jelésgét a sejtek tulélését és
differencialodasi programjat meghatarozo jelatvitelonalak szabalyozasaban
(az o és ad izoformak Bként a terminalis differencialodast és az apopudtik
folyamatokat segitik 6] mig aze és ap izoformak leginkabb proliferacios
szignalokat kdzvetitenek). Ezen kutatasokat tovibtatva, jelen munkank
soran a br egy Ujabb sejtféleségében, a faggyumirigy selddogh sikerilt
részletesen jellemezniink a PKC rendszer izoforrkainakcionalis szerepét,
ramutatva az izoforma-antagonizmus fontossagara sefitipus esetén is. A
sebocytak jellegzetes izoenzimkészletének (magpessziot mutata, 6 ési,
illetve az alacsony sziiite ésn) tobb modszerrel (Western blot, PCR) toétén
azonositasa utan, sikerdlt ravilagitanunkeaazs asé-aktivacio fontossagara a
termindlis differenciadlodast @egit folyamatokban, valamint az @izoforma
jelenbségére a sejtek életképessegébsadit folyamatokban. EBként
kimutattuk, hogy a PKC rendszer forbol-észterreléd aktivacioja fokozza a
sebocytak lipidtermelését. Ezutan farmakoldgiai szédek, valamint kilonbdz
sejt- és molekularis bioldgiai technikdk segitséjénravilagitottunk, hogy a
forbol-észter stimulacio cellularis hatdsanak jetatében az: és ad izoformak
vesznek részt. Mivel a lipidszintézis fokozodas&adokrin szekrécid soran
bekovetke# termindlis differencidlédas egyik kulcsfontossdgayedije, ezért
megfigyeléseink dsszhangban vannak azon korabbinemyokkal, amelyek a
bér kilénbod sejtféleségeinek esetében kiemelik @zés ad izoformak
kozponti jeleniségét a differencialédasiekgit mechanizmusokban.

Bar kisérleteink alapjan azés ad izoforma endogén aktivitasanem jatszik
meghatarozé szerepet sem a differencidlodast, sahy @ sejtproliferaciot
befolyasolo jelatviteli Utvonalakban (hiszen az @yeh aktivitas gatlasa
farmakologiai modszerek, illetve RNS intereferencsegitségével nem
valtoztatta meg sem a sejtek lipidszintézisét, agmb sejtszamot), ezen PKC
izoformak funkcionalis szerepe felmerlilhet szamaslo&rin és parakrin

mediator jelatviteli Gtvonaldban. Az androgénekPRAR ligandok és egyes
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(neuro)endokrin mediatorok (CRH, ACTH, GH, inzulimellett jonéhany
parakrin agensét (IGF, FGF) is bebizonyosodott, hogy, a PMA-hozdradan,
képesek fokozni a sebocytak lipidszintézisét. Aidhpediatorok kozul az
endocannabinoidokrél korabban mar bebizonyitottubgy a sebocytak altal
expresszalt specifikus cannabinoid receptor CB®akisan keresztil képesek
befolyasolni a sebocytdk lipidszintézisét és aptiipié folyamatait. Kémiai
szerkezetét tekintve az endocannabinoidokkal rokegytlet (az ugyancsak
parakrin lipidmediator) arachidonsav (AA), amélyrtobb munkacsoport
kisérletei is kimutattdk, hogy képes fokozni a PKKGzimek aktivitasat mind
sejtmentes rendszerekben, mind pedig intakt segedtében (valosiileg
kozvetlenil a PKC molekulak C1 doménjahoz ckide). A foszfolipaz A
aktivaciojanak hatadsara a membran foszfolipidjeilelszabadulé gyulladasos
prekurzor AA-rol emelett szamos tanulmany bizonydto hogy képes a
sebocytak lipidszintézisének fokozasara, a sefdificialddas ékegitésére és
az apoptotikus folyamatok indukaldsara. Az AA-rad & kiderdlt, hogy
sebocytdkban is képes kulonbpzxiklooxigenaz és a lipoxigenaz utvonalon
termebdé eikozanoidmediator (LTB, PGE) és pro-inflammatdrikus citokin
(IL-6, IL-8) termelését kivaltani. Ezek alapjan e, hogy az AA (és
szarmazékai) altal beinditott jelatviteli Gtvonalabzponti jeleniséggel birnak
az olyan megvaltozott sebocyta-funkciokkal oOsszgéispe hozhatd
korallapotokban (pl. seborrhea, acne, stb.), arkblye patogenetikai faktorként
a megnovekedett lipidszintézis, a fokozott sejttwer, valamint a sebocytak
altal termelt gyulladasos mediatorok megemelkedstintje egyarant
kozrejatszik. Kisérleteink alapjan  bebizonyosodothogy a harom
legmarkansabb expressziot mutato izoforma kdédlizaenzim kulcsfontossagu
szerepet jatszik sebocytdkban az AA cellularistyeki utvonalaban. Ugyanis,
szemben a masik két izoformaval, kizarOlag &oforma esetében talaltunk
bizonyitékot az AA Altal tortéh enzimaktivaciora (transzlokacié és down-

regulacio), illetve kizarélag ezen izoforma exped§gnak csokkentése (RNS
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interferencia) volt képes (részlegesen) kivédeni AA altal indukalt
lipidszintézis-fokozodast és az apoptdzist. Aes ad izoformak funkcionalis
szerepének tisztazasan tal vizsgalataink fénytetegk al izoenzim szerepére
is, amely a masik két izoformaval ellentétben fele&zheben géatolja a sejtek
lipidszintézisét és apoptotikus folyamatait, ezadiésegitheti a sejtek tulélesét
és a (fiziologias) sejtproliferaciot; ennek fontgzerepe lehet a holokrin
szekrécio soran folyamatosan pusztuld sejtallom#éé@ppotiasaban. Munkank
eredményeként, az izoforma-specifikus jelatvitelizerepek részletes
megismerése altal, egy Ujabb sejtféléség esetébiratviehaivé a terapias
szempontbdl Iényeges sejtfunkciok PKC rendszererskéili farmakologiai
befolyasolasa

A megvaltozott sebocyta sejtfunkcioknak (faggyugyrhyperplasia,
sebumtultermelés, hyperproliferacié) szamasbbtegség (seborrhoea, acne,
rosacea, rhynophyma, sebaceous carcinoma) eti@bgid van kodzponti
jelentbsége. Ezen korképek kozial messze a leggyakoribb ompliex
patogenezis acne, amelynél a legujabb kutatasok a faggyumirigy ko
sebumtermelését és a gyulladasos folyamatok egly@nstk megbomlasat
emelik ki kdzponti patogenetikai ténydgent (a sebocytdk a gyulladasos
folyamatok szempontjabdl is jelések, hiszen szamos gyulladasos mediator
termelésével jarulnak hozza a koros inflammatorikeakciok kialakuladsahoz és
fenntartasahoz). A korabbi kutatasok alapjan nyadova valt, hogy az AA
kozponti patogenetikai szerepet jatszik a sebocytédlegndvekedett
lipidszintézisében és a gyulladasos mediatorokzdébladitasanak kivaltdsaban.
Eredményeink ravilagitanak arra, hogy az nBKEzerepet jatszik ezen
kulcsfontossagu mediator jelatviteli Utvonalabarigmz cPKG@ részt vehet
egyéb lipidszintézist fokozo jelatviteli Utvonalakb Ezzel ellentétben az
aPKC hatékonyan fékezheti a terminalis differencialédémyaba mutaté
folyamatokat. Az ,acne-ellenes” terapia szemporjaiehat felmerilhet @&-

(ill. o) aktivitas szelektiv gatlasanak hasznossaga, hiszéltal visszaszorithato
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a fokozott sebumtermelést. Az antagonisztikus fiovad rendelkeé aPKC
aktivitasanak fokozasaval (p{ agonistdk segitségével) ugyanakkor szintén
lehetséges ugyanezen terapias eredmény elérésemel Ellentétben, a
sebocytdkbdl kiindulé tumoros talburjanzasok esstélaz aPKC aktivitas
gatlasa és/vagy a cPK@ funkcio aktivalasa lehet célrave&ehiszen mindkét
megkozelités alkalmas lehet a terminalis differéidcias irdnyaba terelni a
fokozott proliferaciés aktivitdst mutatd sejtpopiéd, visszaszoritva ezaltal
tumoros novekedésuket.

A PKC funkcio befolyasolasara iranyulo stratégidbhztd az aldbbiak a
legismertebbek:i) a katalitikus domén géatlasa kinaz inhibitorokkall. (p
staurosporin);ii) az enzimaktivitAis modulaldsa a C1 doménen keregptill
forbol-észterek); édi) a PKC expresszio gatlasa antisense oligonukledtalok
(pl. aprinocarsen). Az dlsés a harmadik modszerrel tehat az enzimaktivitas
csokkenését érhetjuk el, mig a masodik megkdzelktgalja az enzimfunkciot.

A PKC rendszer izoforma-antagonizmusanak ismeratézenban nyilvanvalo,
hogy a két latszolag ellentétes iranyzat tulajdpple® azonos célkizéseket is
szolgalhat a megfel¢lizoformak modositasan keresztul (pl. a prolifedtci
serkend izoformak gatlasa ekvivalens lehet a proapopt&tikmoenzimek
aktivalasaval). A PKC izoenzimek aktivitasanak Cbménen keresztili
szelektiv befolyasolasat jelésen megneheziti az egyéb C1 doménnel
rendelked szignal-proteinek jelenléte. Bar kezdetben kizgéh PKC csalad
tagjainak tulajdonitottak DAG-effektor funkciot, aatdébbi évek kutatisai
alapjan hat masik molekulacsalad tagjairdl (pl. BB, PKD, DAG kinaz)
bizonyosodott be, hogy rendelkeznek DAG/forbol-gién tipusos C1
doménnal. Az egyes izoformakhoz specifikusan kdpdeo szelektiv C1
ligandok kifejlesztése ezeért nagy kihivas eléjalkit kutatokat; a ligandszenzitiv
C1 domeénnel rendelkézoroteinek szamanak ndvekedése ugyanakkor olyan (;

potencialis célmolekuldkra iranyitia ra a figyeljmetmelyek (a PKC-hoz
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hasonl6an) kozponti jeletdédi sejtfunkciokat (sejtproliferacio,
differencialodas, apoptozis ingeriiletatvitel) szghZnak.

A szelektiv C1 ligandok kifejlesztésére iranyuld@dtasok alapvéen két
megkozelités mentén haladnak. Az egyik megkozeditigandok affinitasat és
szelektivitasat meghatarozo strukturélis deternsoéat (pl. oldallancok
nagysaga, elhelyezkedése, kémiai szerkezete, wttsyjalja. Ehhez értékes
segitséget nyujtanak azok a konnye&akithatd, nagy affinitasu, szintetikus
DAG szarmazékok (DAG laktonok), amelyek esetében atepgyiriih6z
kapcsolodo oldallancok kombinalasa (és ezaltal lankivz kémia szerkezét
funkcios csoportok ligandaffinitasra gyakorolt reftaak vizsgélata) konnyen
kivitelezhet. A masik megkozelités a nagyfokban konzervalé@dttdomének
affinitasat meghatarozd6 molekularis determinanségzletes feltérképezésére
irdnyul. Eziranyu kutatdsaink fokuszaban az ut@wakben az atipusos (DAG-
ra/forbol-észterre nem szenzitiv) C1 doménnel riedé jelatviteli fehérjék
azon alcsoportja all, amelyeknél a ligandikily geometriagja nem mutat
egyértelnd struktdralis torzulast (ellentétben pl. a c-rafipasos C1
doménjével), ezért latszolag alkalmasak lehetrganlilkotésre (pl. aPKQG2st;
RasGRP2; Vav 1, 2, 3). A ligandaffinitdas csokkegéstelebs faktorok pontos
ismerete nagyban d@degitheti a szelektiv C1-ligandok kifejlesztéséradazoé
vegyeészek munkgjat. Ezen ismeretek birtokdban ugy@hebtség nyilhat a
szintetikus Cl-ligandok kémiai struktirajanak célzeonodositasara, igy
i) nagyfokban homolog Cl-szerkezetek kozotti kis szmeki eltérések
kiakndzasara; édi)a konvenciondlis ligandokra érzéketlen atipusos C1
domének kdthelyének befolyasolasara uj DAG/forbol-észter szaékokkal.

Kutatassorozatunk keretein belil, jelen munkankbaguanin kicserél
aktivitassal bir6 Vav molekulacsalad 1-es izofodnak ligandaffinitasat
karakterizaltuk. Kisérleteink alapjan sikertlt #fagitanunk a ligandkotés
hianyanak hatterében all6 molekularis mechanizrmasoR ligandkdbhely
fels5 harmadaban négy olyan aminosavat {GIGIU°, Thr', Thr¥
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azonositottunk, amelyek a csucsi felszin hidrofiédsénak csokkentéseén
keresztul gatoljak a receptor-ligand komplex memboz tortéd kotddéseét.
Ezenfeliil egy olyan aminosavat is azonositottunk¥J, amelynek jelenléte (a
kotohely k6zépé harmadaban) gyengiti a C1 domén és a membrarofipsdf
molekulai kdzoétt kialakuld ionos kotéseket, igynsen akadalyozza a stabil
membranasszociaciét. Mivel a C1 domén tulajdonképpdipidkettisréteggel
egyuttesen alkotja a ligand stabil kotésére alkajmaagy affinitasu
receptorstrukturat, ezért konnyen belathato, ho@l alomén—ligand—membran
harmas komplex kialakulasat gatlé barmely szerkerénye jelenléte
lecsOkkenti a domén ligandaffinitasat. A Vavl maolékoz hasonléan, a Vav
csalad masik két tagjanak (Vav2 és 3) és a RasGRRd: 2-es izoformajanak
esetében is sikerilt részben azonositani azokaindamosavakat, amelyek a
ligandaffinitas drasztikus cstkkenéseert fidek. Bar ezen fehérjék esetében az
affinitascsokkert hatas pontos mechanizmusanak megértése még tovabbi
vizsgalatokat igényel, az eddigi eredmények alap)gy tinik, hogy ezen
molekulak (a Vavl, az aPK@s az aPKCenzimekkel egyutt) egy Uj alcsaladba
sorolandok. Ezen csalad tagjai ugyanis elkuloniladkbbi, atipusos C1-gyel
rendelked molekulatol (c-Raf, KSR) abban a tekintetben, hogy
ligandkoéthelyik nem mutat durva struktardlis torzulast, ésmagfeled
korilmények kozott alkalmas lehet modositott DA@ ligandok
befogadasara. Ezen alcsaldd (egyre szaporodo)inagjaovabbi vizsgalata
szamos értékes informaciét nydjthat a ligand-reareptinterakciokat
meghatarozoé tenyékrol, igy jelentsen hozzajarulhat C1 domeénnel rendetkez
jelatviteli molekuldk farmakoldgiai befolyasolasénaeredményességéhez.
Atipusos, de kompatibilis szerkeze€l domeénjeik birtokaban emelletbwitik
azon molekularis célpontok csoportjat, amelyek mankus funkciojat a C1
doménhez  kapcsolédd, DAG/forbol-észter szarmazékaegitségével

farmakologiailag befolyasolhatjuk. Az utdbbi megaiitds kiléndsen abban az
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esetben merl fel, amennyiben bebizonyosodik, leagn fehérjek C1 doménje
fontos szerepet jatszik az enzimfunkcio szabalyalzas.

Korabbi tanulmanyok alapjan nyilvanvalé volt, hogywavl C1 doménje
meghatarozé jeletsédi az enzimaktivitds tekintetében. A legujabb
rontgenkrisztallografias vizsgalatok arra is rarttatqg hogy az enzimaktivitasert
feleloss DH domén és a Cl domén kozott kialakuld szortmrimolekuléaris
kapcsolatok alapvétfontossaguak az enzimaktivitas szempontjabol apism
DH domén konformécid stabilizalasaban. Mivel ezaetnamolekularis kétések
kialakitasaban szamos olyan aminosav {f,efirg??, Phé®) vesz részt, amely a
ligandkothely kozvetlen kozelében foglal helyet, belathdtogy az emlitett
aminosavak kozretikodésével Iétrejott DH-C1 kapcsolatok kdnnyen
felbomolhatnak a megfeleligand megkétésének hatasara faell@setleges C1
konformaciovaltozds kovetkeztében. Emiatt a DH domé&ptimalis
konformaciojat stabilizalé kapcsolatok zavart sasthetnek, ami végssoron
az enzimaktivitas csokkenésehez vezethet. (A fembetat ligand megkotését
szimulalé molekulamodelliink szerint példaul a bé#és csak abban az esetben
lenne lehetséges, amennyiben a DH domén megfpkgptidszakaszai eredeti
poziciojukbdl elmozdulnanak, vagyis megvaltozna anén konformacioja).
Mindezek alapjan tehat ugyirtik, hogy amennyiben sikeriiine a Vavl C1
domeénjahoz stabilan kid6 ligandokat kifejleszteniink, agy joggal varhatnank
azt, hogy ezek a ligandok a DH-C1 kétések megzaaamvéen lecsdkkentik az
enzimaktivitast, igy a Vavl enzim inhibitorakéntlgionaljanak.

Eziranyl torekvéseink dislépésekent olyan szintetikus DAG analdg
vegyuleteket teszteltink, amelyeknél a DAG lakt@p@azhoz pozitivan toltott
funkcios csoportokat kapcsoltunk. Elképzelésinkisza pozitiv oldallancok
hatékonyan semlegesithetikvavl C1 doménjanak 9-es és 10-es pozicioiban
helyet foglalo Glu molekuldk negativ tdltéseit, igbsegithetik a receptor-
ligand komplex beagyazédasat a hidroféb membraAbkisérletek soran két

olyan DAG laktont §c és 8f) sikerilt azonositanunk, amelyek a prototipusos
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forbol-észter PDBU-val d0sszehasonlitva jebseh emelkedett relativ
szelektivitast mutattak a Vavl-sieraminosavakat tartalmazé C1 domén
struktaraval szemben (amelyet jelen esetben a PKCb dupla és tripla
mutansai képviseltek). Molekularis modelleink taages szerint ezek a DAG
szarmazekok valoban képesek lehetnek ionos kotdakdkitasara a Vavl C1
doménjaban talalhat6 negativan tolt6tt Glu aminakkal, melynek
eredményeképpen hatékonyan semlegesithetik az@tindgltéseit, disegitve

a membranasszociaciot. Fontos azonban hangsulylzhagy ezen vegytletek
egyebre csupan a kezdeti Iépését jelentik a szelektivivV@l ligandumok
kifejlesztését célzo farmakologiai vizsgalatoknak.

Az irodalmi adatok alapjan nyilvanvalé, hogy a Vaviunkcio
farmakologiai modulalasa szamos terileten jarhaniés terapias haszonnal. A
molekula egyik legfontosabb funkcidja a T-sejtesé&nek és aktivacidjanak
szabalyozésa. Ezenfelll a Vavl részt vesz a Bigafziok szabalyozasaban, a
Natural Killer sejtek citotoxikus funkciojanak j&léelében és a makrofagok
mertlhet fel a Vavl-funkciét gatlé farmakonok patiétis szerepe az
immunszupressziv terapidban, amely a transzplastacnedicina egyik
alappillére. Emellett a Vavl-et 6sszeflggésbe kolatZzonyos human tumorok
patogenezisével is. A Vavl aberrans expresszi@masg malignus folyamatban
volt kimutathaté (pl. melanoma, pancreas carcinpnegen tények alapjan
szerepe lehet a tumorgenezisben és a tumorpromieasz A citoszkeletalis
struktara atépulésének befolyasolasan keresz®Rh{dRacl fehérjék aktivalasa
altal) pedig hozzajarulhat a neoplasztikusan tfans®lt sejtek invazivitasanak
€s metasztatikus potencialjanak fokozasahoz. Elzghaa tehat feltételezhit
hogy a Vavl fontos célpontja lehet a daganatellgmébalkozasoknak is. A
legUjabb kutatasok alapjan a Vavl és a Vav3 izodlirrazerepe emellett a
trombocita-funkciék szabalyozasaban ig$t@lbe kerilt. Szamos trombocita-

aktivaciét indukalé mediatorrdl (pl. trombin, troopoetin, kollagén, stb.)
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mutattak ki, hogy jelatviteli Utvonaldban a VavliXda aktivacio fontos
szereppel bir. A legfrisebb kutatdsok pedig Ossppdat talaltak
vérlemezkékben a Vavl/Vav3ikbdés és a hiperlipidémia hatasara fennalld
protrombotikus allapot kozoétt. A hiperlipidémiasaplotokban a vérben keritig
oxidalt LDL molekuldk képesek a CD36 receptorhozéése aktivalni a
trombocitakat, mely jelatviteli ttvonal egyik fostéényesdjeként azonositottak
a Vavl/Vav3 aktivaciot. Mivel a hiperlipidémia és kbvetkezményes
atherosclerosis  kozponti jeléstdi a  kardiovaszkularis  korképek
patogenezisében, ezért ezen korallapotokban a opibutikus faktorok
ellensulyozasa alapveterapias jelerdséggel birhat, ésddegitheti a medicina
kizdelmét a fejlett vilag legnagyobb mortalitAssed morbiditassal jaro

betegségei, a sziv- és érrendszeri korképek, ellen.
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OSSZEFOGLALAS

A Disszertacio els részében az egyik legfontosabb diacil-glicerol ®A
effektor csalad, a protein kinaz C (PKC) tagjaimaiorma-specifikus szerepét
elemeztik a faggyumirigy biologiai folyamatainakalalyozasaban. A PKC
rendszer forbol-észter (PMA) altali aktivacioja éaka a human sebocytak
lipidszintézisét, amely a sejtek terminalis diflec&lodasanak indikatora.
Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a sehkildyan expresszalédd ot
PKC izoforma (cPKG, nPKG, & n és aPKQ) kozul a PMA hatdsanak
kozvetitésében az ésd vesz részt. Tovabbi fontos megfigyelésink voligyo
az nPK@® részt vesz a gyulladasos prekurzor arachidonpailsiiintézist fokoz6
eés apoptozist indukald cellularis hatasainak jéd&ben is. Az aPKGrol
pedig bebizonyosodott, hogy konstitutiv enzimakdisaval visszaszoritja a
termindlis differencialédas (lipidfelhalmozas) &sapoptdzis sejtfolyamatait. A
Disszertacid masodik részében a Vavl molekula dgérm@si sajatossagait
elemeztik. A DAG-felismerésért fefal C1 domén a Vavl-ben is megtalalhato,
és kozponti szereppel bir a guanin nukleotid c8aaktivitas szabalyozasaban.
A forbol-észter-kotés hidnya miatt ugyanakkor a@pusos C1 domének kozé
soroljak, habar a domén ligandkbelyének geometriai felépitése homoldg a
PKC enzimek tipusos (nagy forbol-affinitasd) C1 dwojaval. Iranyitott
mutagenezis segitségével sikeriilt azonositanunandhosavat (GIy GIu™,
Thrtt, Th* és Tyf%) a kotzseb peremén, amelyek kumulativ médon
csOkkentik a ligandaffinitast. Molekulamodelljeirdmellett ramutattak, hogy
ezen inkompatibilis aminosavak lecsokkentik a o6kéty csucsanak
hidrofobicitasat, mialtal a kéhely membranasszociacidja zavart szenved és
gatlédik a ligand-Cl-domén-membran harmas komplekérkialakulasa.
Végezetil olyan DAG-analdg molekulak (DAG-laktonddfejlesztését kezdtik
el, amelyek a Vavl Cl-speicifikus aminosavak megsn keresztll

szelektiven befolyasolhatjdk az enzimatikus funikcio
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