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BEVEZETES

A jelatvitel, a proliferdcio és a differencialodas szabalyozasa

A sejtfolyamatok szabalyozasa a kiilonféle jelatviteli mechanizmusokon
keresztiil torténik (Hunter, 2000). Az extracellularis jelek atalakitdsa intracelluldris
sejtvalaszokka altalaban tobb 1épcsOben valosul meg. Ez magaban foglalja az agonista
kolcsonhatasat a receptorral, transzmembran fehérjék és membran asszocialt enzimek
aktivalasat, masodlagos hirvivé molekuldk (cAMP, cGMP, kalciumkoncentracio, 1P,
enzimek kozvetlen vagy kozvetett modon torténd aktivalasat.

A jelatviteli folyamatok soran aktivalodo intracellularis enzimek kozé
tartoznak a fehérjék reverzibilis foszforilacidjat katalizadld protein kinazok. Ezen
enzimek a fehérjék szeril (Ser), treonil (Thr) és tirozil (Tyr) oldalldncain 1évd
hidroxilcsoportba épitik be a nukleozid trifoszfatok (leggyakrabban ATP) terminalis
foszfatcsoportjat (Hunter, 2000). A fehérje foszforilacid az eukaridta sejtek csaknem
minden folyamatdban szabalyozé szerepet jatszik, azaz szdmos fehérje foszforilacios
szintjének kialakitdsdban résztvevdé molekuldk a metabolikus folyamatokat (zsir,
szénhidrat és fehérje lebontas ¢és szintézis), a sejtciklust, a proliferaciot, a
csatorna, iontranszport ¢és receptor fehérjék miikodését is szabalyozzak.

A sejtek proliferacigja és differencidlodasa a szovetek fejlodésének,
novekedésének, valamint a természetes és sériilést kovetd regeneracionak kulcslépése
(Owa ¢és mtsai, 2001, Cho-Chung és mtsai, 2002). A folyamatok komplex
szabalyozasaban — tobbek kozott — a kiilonféle protein kindz rendszerek, valamint az
intracellularis kalciumkoncentracié ([Ca®'];) valtozasa jatszik meghatdrozd szerepet.

Bebizonyosodott, hogy a sejtfehérjék foszforilacios szintjének koros megvaltozasa



(pl. a fehérjék “talfoszforildltsaga”), illetve az intracellularis ionkoncentraciok
patologids modosuldsai elsdsorban a sejtek proliferacios ¢és differencidlodasi
folyamataiban eredményeznek mélyrehatod valtozasokat, melynek egyik legstlyosabb
kovetkezménye a daganatos transzformacié (MacKintosh ¢és MacKintosh, 1994;
Hunter, 2000). Ismervén a daganatos betegségek incidencidjanak ¢és foként
mortalitdsanak riasztoan emelkedd adatait nem meglepd, hogy ezen jelenségek az
intracelluldris jeltaviteli folyamatok aktivitdsat szabalyoz6 effektor molekuldk

kutatasara iranyitottak a figyelmet.

A keratinocytak

A proliferacio, a differencidlodés, az apoptozis, valamint a tumorgenezis és
progresszio egyik leggyakrabban tanulmanyozott modellsejtei a keratinocytak,
melyek a bor legkiilsé rétegének, az epidermisnek a létrehozasaért €s fenntartasaért
felelos sejtek. Feladatuk a kiilsé kornyezet és a test belsd része kozott egy olyan
fiziko-kémiai barrier kialakitasa, amely védelmet nyujt a kiilvildg karos hatdsaival
szemben. A keratinocytdk ezen fiziko-kémiai barrier allandosdganak biztositasa
érdekében folyamatosan és fokozottan proliferalnak, majd differencidlodnak és
kialakitjak az epidermis 6t rétegét (Fuchs, 1990). Az alapi rétegben (stratum basale) a
hengeres Ossejtek proliferacioja folyik, igy az itt elhelyezkedd sejtek a kiilonféle
szabalyz6 4agensek f6 tadmadaspontja. Ezen rétegbdl felfelé tolodva beindul az
apoptodzis folyamata és kiilonbozd citoszkeletalis fehérjék halmozoédnak fel a
sejtekben. Amig a stratum basale keratinocytai atmeneti filamentumként keratin (K)
5-6t és l4-et tartalmaznak, addig a stratum spinosum-ban ezek K1 és 10-re
cserélddnek ki (Schweizer és Winter, 1983). A felsébb rétegekben (str. granulosum) a

differencidlodés tovabbi folyamataban specidlis proteinek, differencidloddsi markerek



jelennek meg, mint példaul a K17, filaggrin (Harding és Scott, 1983), loricrin és
involukrin (Watt, 1983; Mehrel és mtsai, 1990). Ezeket a proteineket a keratinocyta
specifikus transzglutaminaz-1 (Schroder és mtsai, 1992) kapcsolja 6ssze y-glutamil-¢-
lizin izopeptid kotéseket 1étrehozva, igy a terminalisan differencialédo keratinocytak
plazmamembrénja alatt un. cornified envelop alakul ki (Thacher és Rice, 1985). Ez a
képzédmény az, ami kémiailag ellenallova teszi a felsd rétegek (stratum lucidum és
stratum corneum) elhalt sejtjeit. Kimutattdk, hogy amennyiben a proliferacios
mechanizmusok szabalyozasaban vagy a mindenkori differencidltsagi fokban valtozas
kovetkezik be, ugy hyperproliferativ transzformacio, illetve daganatos elvaltozasok
alakulhatnak ki (Goodnight és mtsai, 1994).

A keratinocytakban megtalalhatd a jelatviteli folyamatok legtobbjének
receptora, igy azok az eziranyu vizsgalatok idealis célsejtjeinek tekinthetok (Mitev és
altaluk beinditott mediator-termeld €s immunolégiai folyamatok (Bos és Kapsenberg,
1993) 1épéseit a szomszédos sejtek altal termelt citokinek (interleukinek, koldnia
stimulalo faktorok, tumor necrosis faktor-a stb.) és novekedési faktorok (NGF, HGF,
PDGF, stb.) befolyasolhatjadk (Bos és Kapsenberg, 1993; Mitev és Miteva, 1999).
Ezek az anyagok specialis receptoraikhoz koétédve aktivalhatjdk példdul a tirozin
kin4z utvonalat, tovabba befolyasolhatjak a szerin/treonin kindzok (protein kindz A ¢és
C), valamint a foszfolipazok (foszfolipaz A,, -C és -D) miikddését is (Decker, 2003).
Mivel e jelatviteli utvonalak egymadssal bizonyos pontokon 0Osszekapcsolodva
bonyolult halézatokat alkotnak, ezért a tovabbi kutatasok egyik legfontosabb célja

ezen kapcsolatok elemeinek pontos feltérképezése.



A HaCaT keratinocytak

A humén dermatologiai kutatasok sordn gyakran felmeriil az a probléma, hogy
a normdl human epidermalis keratinocytdkat (NHEK) nehéz hossza ideig tenyészteni
¢s passzalni, mivel a beindul6 apoptodzis folyaman elhalnak. Ezért a kezdeti kutatasok
célja olyan sejtvonal megalkotasa volt, ami in vitro j6l modellezi a NHEK-kat, illetve
azok sejtfolyamatait, ugyanakkor hosszl tavon is fenntarthat6 és tenyészthetd. Erre az
egyik alkalmas sejttipus a HaCaT sejtvonal, melyet egy melanoméban szenvedd férfi
beteg nem infiltralédott borteriiletébdl izolaltak (Boukamp €s mtsai, 1988; 1997). A
sejteket alacsony extracellularis kalciumkoncentracié ([Ca*']e) mellett magasabb
hémérsékleten tartottak, mely koriilmények hatisara azok spontan immortalizalodtak.
A sejtek bizonyitottan nem szenvedtek daganatos transzformaciot, ugyanakkor in
vitro proliferacids, valamint in vivo tumorgenikus potencidljuk megndvekedett
differencialodési képességiik rovasara (Breitkreutz és mtsai, 1991; Fusenig és
Boukamp, 1998).

Ezen valtozasok ellenére a HaCaT sejtek szdmos, a NHEK-ra jellemz6
miikddési sajatsagot mutatnak (sejtfelszini adhézios molekulak, MHC és komplement
receptorok expresszioja, citokinek termelése), igy manapsag a NHEK egyik legjobb
modelljének tekinthetdk olyan keratinocyta-specifikus folyamatok, mint a
proliferacidé, immortalizdcid, transzformacid, valamint a tumorprogresszid

vonatkozasaban (Fusenig és Boukamp, 1998; Schoop és mtsai, 1999).

A protein kinaz C izoenzimek
A protein kinaz C (PKC) izoenzimcsalad a szerin/treonin kinazok egyik jelentds
képviseldje. A mai napig legalabb 11 kiilonb6z6 PKC izoenzimet azonositottak

(Nishizuka, 1988, 1992; Jaken, 1996), melyeket szerkezeti jellegzetességeik (1. dbra),



valamint aktivaciés mechanizmusaik alapjan 4 nagyobb csoportba sorolhatunk. A
“klasszikus” csoportba (cPKC) 4 izoenzim tartozik: a PKCa, B, Pu és y. Ezen
1izoenzimek kozos jellemzdje, hogy kalcium- és diacil-glicerol- (DAG), illetve annak
exogén megfeleldjeként mikodd forbol-észter-dependensek, vagyis aktivaldsukhoz
ezen anyagokat kofaktorként igénylik. A masodik csoportba a nem kalcium-
dependens PKC9, ¢, n és 0 izoenzimek tartoznak, melyeket “novel” PKC-nek (nPKC)
is szokas nevezni. K6z06s jellemz6jiik, hogy kalcium nélkiil, forbol-észterekkel (illetve
DAG-lal) is maximalisan aktivdlhatok. A harmadik csoportba az “atipusos”
izoenzimek sorolhatok (aPKC), melyek kozé a PKCC és A/t izoenzimek tartoznak;
Iényeges tulajdonsaguk, hogy aktivalodasukhoz sem kalciumot, sem forbol-észtert
nem igényelnek. Végezetiil kiilon csoportba sorolhaté a PKCp, mely mind

aktivacigjat, mind strukturalis jegyeit tekintve rendhagy6 izoformanak tekinthetd.
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A PKC izoformak altalanos aktivalodasanak sémaja egy tobblépcsds
eseménysorral jellemezhetd (Nishizuka, 1988, 1992; Jaken, 1996):

—az  aktivator molekuldk  reguldtor doménhez valé  kotdédése  olyan
konformaciovaltozast indukal, amelynek hatdsara a citoszolikus enzim
pszeudoszubsztrat régioja eltavolodik a katalitikus domén szubsztratkotd régidjarol,
igy az szabadda valik a foszforilalando szubsztrat szdmara;

—ezutan az enzim a Cl doménen keresztiil egy intracelluldris struktardhoz
(sejtmembran,  Golgi-komplex, = maghdartya,  citoszkeletdlis =~ komponensek)
transzlokalodik, majd a katalitikus C3 domén foszforildlja az enzimre specifikus
szubsztratot (pl. citoszkeletalis fehérjék, ioncsatornak, receptorok, transzkripcids
faktorok, kinazok, foszfatazok);

— a tartés enzimaktivitas elkeriilésére intracelluldris proteolitikus enzimek az aktivalt
PKC enzimet hasitjak és lebontjak (down-regulacio).

Szervezetlinknek nincs olyan sejttipusa, amely ne rendelkezne valamely PKC
izoformdval, illetve izoformakkal! Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy nem
mindegyik izoenzim talalhatd meg minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek a
szervezetben az adott speciesre, szOvetre, valamint sejtre jellemzd megoszlast és
mintazatot hoznak létre (Nishizuka, 1988 ¢s 1992; Ohno és mtsai, 1991; Baier ¢és
mtsai, 1993; Goodnight és mtsai, 1994). A PKCa, 9, € és C eléforduldsa ubikviternek
tekinthetd, ugyanakkor a PKCy, n és 0 expresszidja tilnyomorészt csak bizonyos
szovetekre korlatozodik; a PKCy szinte kizarolag az agyban talalhaté meg, a PKCn
leginkabb keratinocytdkban és T-sejtekben fordul el6, mig a PKCO — habar

megtalalhato a testisben €s egyes daganatokban — a harantcsikolt izom legjellemzdbb

izoenzimje (Boczan és mtsai, 2000, 2001).



Ezen megoszlds gazdagsagabol fakad, hogy a PKC enzimek az élettani
szabalyozd folyamatok legszélesebb skalajat képesek befolyasolni. Alapvetd és
¢s differencidloddsdnak szabdlyozasaban, a programozott sejthaldl (apoptdzis)
folyamatsoraban, meghatarozott sejttipusok altal termelt medidtorok (vazoaktiv
anyagok, novekedési faktorok, -citokinek) szintézisében, ingerlékeny szovetek
elektrofiziologiai jellegzetességeinek (csatorna-aktivitas, akcios potencidl kodolas,
izomkontrakci6) optimalis kialakitdsdban, a kdzponti idegrendszer integritasanak és
miikodésének fenntartasaban, a szervezet védekezd mechanizmusaiban (fagocitdzis,
immunglobulin termelés), stb. (6sszefoglalva Decker, 2003).

Az utobbi idében azonban egyre tobb bizonyiték szol amellett, hogy a PKC
izoenzimek nemcsak szerkezeti, aktivacios €s megoszlasi heterogenitdst mutatnak,
hanem regulacidjuk és bioldgiai szerepiik is jelentdsen kiilonbozik(het) egymastol
(Nishizuka, 1992; Decker, 2003). Bebizonyosodott emellett az is, hogy egy adott
sejtvalasz (kiilonds tekintettel a proliferacié és differencidlodas) kialakitdsaban a
kiilonb6z6 izoenzimek nemcsak eltérd aktivitassal vehetnek részt, de hatasuk gyakran
ellentétesnek adodik. Igy példaul kideriilt, hogy K-562 erythroleukémia sejtvonalban
a PKCa felelds a forbol-észter altal indukalt cytostasis kialakulasaért, mig a PKCBy
ezen sejtek proliferacigjaban jatszik szerepet (Murray és mtsai, 1993).
Bebizonyosodott emellett, hogy az RBL-2H3 basophil leukémia sejtekben a PKCa és
€ izoenzimek legkifejezettebben a foszfolipaz-C aktivitasat gatoltak (Ozawa €s mtsai,
1993), ugyanakkor a PKCf és € izoenzimek a hizdsejtek nagy affinitasu IgE receptora

altal medialt c-fos és c-jun expresszidja kialakitasaban vettek részt (Razin és mtsai,

1994). Kimutattak azt is, hogy mig NIH 3T3 fibroblasztok esetén a PKCo megallitotta

crer



1993; Mischak ¢és mtsai, 1993). Ezen tilmenden bebizonyitottdk, hogy C6 glioma
sejtekben (Brodie és mtsai, 1998) a PKC izoenzimek expresszios szintje feltlinben

megvaltozik a sejtek differencialédasa soran

A PKC izoenzimek és keratinocytak kapcsolata

A PKC izoenzimek szabalyozd szerepét keratinocytdk sejtfolyamatainak
vonatkozdsdban is leirtdk (Mitev ¢és Miteva, 1999). Az elsGsorban egér
keratinocytdkon folyd vizsgdlatok megallapitottak (Dlugosz és Yuspa, 1993, 1994),
hogy a kiilonbozd sejtfolyamatokban tobb izoenzimnek van/lehet szerepe (PKCa, 9,
g, M, €). Bebizonyitottak emellett azt is, hogy a PKC rendszer szerepet jatszik a sejtek
proliferacios és differencialodasi programjanak szabalyozasaban. Példaul az [Ca*'].
megemelésével a sejtek differencialodtak, amely folyamat végbemeneteléhez
elengedhetetleniil sziikséges volt a PKC aktivaldodasa (Dlugosz és Yuspa, 1993, 1994;
Denning és mtsai, 1995). Kidertilt tovabba az is, hogy ezen folyamat szabalyozasaban
a PKCa izoenzim jatszik meghatarozo szerepet (Denning és mtsai, 1995, Lee és
mtsai, 1997).

A NHEK-r6l sokkal kevesebb informacidéval rendelkeziink; habar az elébb
emlitett izoenzimeket (PKCa, d, €, n, ) itt is kimutattak (Lee és mtsai, 1998), mas
izoenzimek jelenlétét sem vethetjiik el (PKCP és p) (Fisher és mtsai, 1993; Rennecke
¢s mtsai, 1996). Bebizonyosodott, hogy a PKC izoformédk kifejezodése ¢és
szubcellularis lokalizacidja jeletésen megvaltozott a [Ca®’]. megemelése, illetve a
nagy sejtdenzitas (konfluencia) altal indukalt differencialédasi program beindulasaval
parhuzamosan (Denning és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 1998).

Egér és human keratinocytadkban vizsgaltdk emellett a tumor-prométer forbol-

észterek hatasat, amelyek borbe adagolva eldzetes iniciacié utan tumort hoztak létre
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(Paramio és Jorcano, 1997; Karen €és mitsai, 1999). In vitro ugyanakkor (eldzetes
iniciacio nélkiil) mindkét sejttipusban azt tapasztaltdk, hogy a PMA gatolta a
proliferaciot, csokkentette a korai, ugyanakkor novelte a késoéi differencidlodasi
markerek expressziojat, ezaltal a terminalis differencidlodas fel¢ irdnyitotta a sejteket
(Dlugosz és Yuspa, 1993, 1994; Denning ¢és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 1998).
Kimutattak tovabba, hogy a szelektiv PKC gatldo GF109203X és Ro-31-7549 —a
proliferacio serkentése mellett (Bollag és mtsai, 1993; Le Panse és mtsai, 1994) —
megvaltoztatta a differencidlodasi markerek megjelenését (Lee és mtsai, 1998) mind
egér ¢és NHEK-ban, ramutatva a PKC rendszer kozponti, endogén szerepére a
keratinocyték fenti folyamatainak szabalyozéasaban.

Hasonldan az egér keratinocytdkhoz, az utdbbi években a NHEK folyamatainak
szabalyozasaban is beszdmoltak szamos PKC izoforma specifikus szerepérol.
Kimutattak, a PKCa itt is kozponti szerepet jatszik a terminalis differencialodasi
program beinditasaban ¢és végrehajtasaban (Murakami ¢és mtsai, 1996; Lee ¢€s mtsai,
1998; Neill és mtsai, 2003). Adenovirus vektorok alkalmazasakor bebizonyosodott az
is, hogy a PKCS és n izoformdk overexpresszidja szintén meggatolta a sejtek
proliferacigjat, és differencidlodést valtott ki (Ohba €s mtsai, 1998; Li és mtsai, 1999).
Bebizonyosodott végezetiil, hogy a fenti izoformdk transzgenikus jelenléte,
ellentétben a tumorgenezist fokoz6 PKCe kifejezddésével, jelentdsen csokkentette az

egér borben kifejlédé daganatok ndvekedési litemét (Jansen €s mtsai, 2001).
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PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Az egér ¢és human keratinocytakkal ellentétben meglehetésen szegényes
adatokkal rendelkeziink a PKC izoenzimek szabalyozé szerepér6l HaCaT
keratinocytak esetében. Az igen kisszamu korabbi kisérlet soran kimutattak, hogy a
¢s az egyes differencidlodasi markerek megjelenését (Hegemann és mtsai, 1992;
Dietrich és mtsai, 2001). Bebizonyosodott emellett az is, hogy a PKCd szintjében
bekovetkezd valtozas Gsszefiiggésben all(hat) a HaCaT sejtek (ras-indukalt) tumoros
atalakulasaval (Geiges és mtsai, 1995).

Ezen eredmények ugyanakkor nem szolgaltattak kozvetlen bizonyitékot a PKC
rendszer szabalyozo szerepérdl a HaCaT keratinocytdk sejtfolyamataiban, valamint
hidnyzott a PKC izoenzimek izoforma-specifikus funkcidinak pontos feltérképezése
is. Ennek megfeleléen a tézisekben az aladbbi célkitiizések kisérletes megvalositasat
hajtottuk végre:

1. Elsédleges célunk volt a HaCaT keratinocytadk PKC izoenzimmintadzatanak
meghatarozasa. Vizsgaltuk a PKC izoformak kifejez0dését, megjelenését,
valamint az abban megfigyelhetd esetleges valtozasokat a HaCaT sejtek
eldrehaladtaval.

2. Elemeztiik emellett egy altalanos PKC aktivator, a forbol-12-mirisztat-13-acetat
Azonositani kivantuk emellett, hogy a PMA celluléris hatasanak kifejlédésében

mely PKC izoenzimek vesznek részt.
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3. Az egyes PKC izoenzimek szerepének tisztdzasara kiilonféle szelektiv és
specifikus gatloszereket alkalmaztunk, majd vizsgéltuk az alkalmazott anyagok
hatéasat a sejtproliferaciora és differencidlodasra.

4. Rekombinans technikdkkal bizonyos PKC izoformakat stabilan overexpesszalod
HaCaT keratinocytakat készitettiink, majd ezen molekularis bioldgiailag
megvaltoztatott sejteken in vitro elemeztiilk az proliferacio, differencialodas és
apoptozis folyamatait, valamint a morfologiai jellegzetességeket.

5. Végezetill in vivo kisérleteinkben a rekombinans moddszerekkel megvaltoztatott
PKC overexpresszor HaCaT sejteket immunhidnyos (Severe Combined Immuno
Deficiency, SCID) egerekbe injektaltuk, majd a kifejlodott daganatokat elemezve
vizsgéltuk a PKC izoenzimek szerepét a tumorgenezis folyamatainak

szabalyozasaban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

Kisérleteinkhez immortalizalt huméan HaCaT keratinocyta sejtvonalat
hasznaltunk, mely Norbert E. Fusenig professzortél szarmazott (Division of
Differentiation and Carcinogenesis, German Cancer Research Center, Heidelberg,
Németorszag). A sejteket termosztalt koriilmények kozott, 37 °C-on, 5% CO,-
tartalmu atmoszféraban, Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM) (Sigma, St.
Louis, MO, USA) tapoldatban tenyésztettiik, amely 10 % embrionalis borju szérumot
(FCS) (Sebak, Aidenbach, Németorszag), 2 mM L-glutamint, valamint a bakterialis és

gombafert6zés elkertilése végett S0 U/ml penicillint, 50 pg/ml streptomicint és 1,25

ng/ml fungizont (Biogal, Debrecen, Magyarorszag) tartalmazott.

PKC vektorok készitése

A PKC vektorokat a korabban leirtak szerint allitottuk elé (Acs és mtsai,
1997a, 1997b), melynek soran a PKCa, B, & és & cDNS szekvencidit egy
metallothionein promoter-vezérelt eukaridta expresszios vektorba (MTH) kloénoztak
(Olah ¢és mtsai, 1994). A vektor szekvencidja a C-termindlison a PKCe 12
aminosavbol allo, specifikus szekvencidjat kddold szakaszat (e-tag) is tartalmazza,
melynek fehérjeterméke fuzios proteinként minden egyes rekombindns (azaz a HaCaT
sejtekben overexpresszalt, lasd alabb) PKC izoenzim végéhez hozzékapcsoldodik.
Amint azt korabban mar ismertették (Acs ¢s mtsai, 1997a, 1997b), ezen e-tag szakasz

crer

miikodésére) nincs hatédssal.
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Rekombinans PKC overexpresszalo keratinocytak készitése

A HaCaT sejteket 6-lyuku tenyésztéedényekbe szélesztettiik, majd a megfeleld
konfluencia (60-70 %) elérése utan vagy az iires pcMTH vektorral (kontroll sejtek
esetében), vagy a PKCa, B, 9, illetve &€ cDNS-ét kodold vektorok egyikével
transzfektaltuk oOket (Acs ¢s mtsai, 1997a, 1997b). A transzfekciot, 2-4 ug cDNS-t
felhasznalva, Lipofectamine anionos detergenssel (Invitrogen, Paisley, UK) hajtottuk
végre szérummentes DMEM oldatban, a gyart6 altal javasolt protokollt kovetve. A
transzfektalt sejteket ezutan szérum-tartalma, 750 pg/ml G418 antibiotikummal
(geneticin, Invitrogen) kiegészitett DMEM oldatban 12-18 napig szelektaltuk, majd
egyedi kolonidkat (klonok) izolaltunk. A klonokat ezutdn 500 pg/ml G418-tartalmu
DMEM oldatban tenyésztettilk folyamatosan, majd Western blot segitségével
ellendriztiik a stabil transzfekcid ¢és overexpresszido hatékonysagat (lasd alabb,
valamint a 9. abran). Ennek sordn a rekombindns technikdkkal overexpresszalt
izoformak azon tulajdonsagat hasznaltuk ki, hogy az Osszes rekombinans exogén
forma (a peMTH vektor szerkezete miatt), C-terminalisdn a PKCe 12 amindsavbol
allo, specifikus szekvencidjat (e-tag) is expresszalja. Ezen epitdp ellen termeltetett
anti-PKCe antitest (Sigma) képes mind az endogén PKCe felismerésére (kb. 90 kDa-
os sav), mind pedig az exogén izoformdk jeldlésére (kb. 80 kDa-os sav), igy a
sikeresen transzfektalt klonok esetében dupla savokat detektalhattunk. Kisérleteinket
transfektalt sejtek ,,pool”-jain hajtottuk végre, ugyanakkor eredményeinket minden

izoforma esetében legalabb 3 klon hasonld vizsgalataval ellendriztiik.

Az élo sejtek szamanak meghatarozadsa
Az ¢l6 sejtek szamanak meghatarozasat kolorimetrids MTT assay

alkalmazaséaval végeztiik. A mddszer azon alapul, hogy az ¢éI6 sejtek mitokondriélis
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dehidrogendz enzimje az MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil tetrazolium-
bromid) (Sigma) tetrazolium gyiiriijét oldhatatlan szines formazanna alakitja, melynek
mennyisége kolorimetriasan meghatarozhatdé. A HaCaT sejteket 96 lyuku edényben
50 pul RPMI 1640 (Sigma) tapoldatban 5000 sejt/well denzitdsban szélesztettiik. A
sejteket a kitapadast kovetden (kb. 3 ora elteltével) kezeltik az egyes anyagok
kiilonboz6é koncentracidjaval (0.1-1000 nM PMA, GF109203X, G66976, Rottlerin;
mindegyik Calbiochem, San Diego, CA, USA), illetve azok oldoszerével (dimetil-
szulfoxid, DMSO, Sigma). A kezelést két napig folytattuk, majd minden lyukba a
kezeld oldat 10 %-anak megfelel6 mennyiségli MTT oldatot tettiink és a sejteket 37
°C-on 3 oraig inkubaltuk. Ezutan a kiindulasi oldatnak megfelel6 mennyiségti MTT
szolubilizalo oldattal (81 : 9 : 10 izopropanol : 1 N HCI : Triton X-100) a formazéan
kristalyokat feloldottuk. Az abszorbanciat 550 nm-n kolorimetridsan hataroztuk meg.
Minden mérésnél 3-5 parhuzamos mintat hataroztunk meg, majd az adatokat

atlag = SEM formaban adtuk meg. A kisérleteket legalabb haromszor megismételtiik.

A sejtproliferacio vizsgadlata

Mivel az MTT assay az ¢l sejtek szamaban bekovetkezd valtozasrdl ad
felvilagositast, a proliferaci6 még pontosabb nyomonkovetésére kisérleteink egy
részében brom-deoxi-uridint (BrDU) felhasznald kolorimetrids assayt is végeztiink. A
modszer 1ényege, hogy a timidin-analég BrDU a proliferalo sejtek DNS-ébe épiil be,
melynek mértéke a timidin-analég ellen termeltetett antitest Fab-fragmentjéhez
kapcsolt peroxidaz enzim, valamint tetra-metil-benzidin szubsztrat alkalmazasaval
kolorimetridsan mérhet6. A HaCaT sejteket az MTT assay-nél leirt moddon
sz€lesztettilk és az alkalmazott anyagok megfeleld koncentracidival kezeltiik. Ezt

kovetden minden lyukba 100 pl 10 %-os BrDU jel6ld reagenst (10 uM BrDU foszfat
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pufferben, PBS: 115 mM NaCl, 20 mM Na;HPOg, pH 7.4; Sigma) adtunk és 3 6ran
keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Ezutan a sejteket fixaltuk, a DNS-iiket 200 pl Fixdenat
oldattal denaturaltuk, majd 30 percig szobahémérsékleten inkubaltunk. A kovetkezd
1épésben 100 ul anti-BrdU-POD munkaoldatot (BrdU ellenes monoklonalis egér-egér
hibrid sejtekben termeltetett, peroxiddzzal kapcsolt antitest) mértiink minden lyukba
¢s a sejteket 90 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteket 200
ul/lyuk PBS-sel hdromszor mostuk, majd a moséoldat eltdvolitdsa utan 100 pl/lyuk
szubsztrat oldattal (tetra-metil-benzidin) inkubaltuk Oket 30 percen keresztiil. A
reakcio leallitasahoz 25 ul 1 M H,SOg4-at alkalmaztunk, majd 450 nm-en mértiik az
abszorbanciat. Minden kezelést 3-5-sz0ros ismétléssel végeztiink, majd az adatokat
atlag = SEM formaban adtuk meg. Amikor a PKC overexpresszor sejtek novekedési
tulajdonsagaira voltunk kivancsiak, a sejteket 1000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik
¢és a BrdU beépiilést a megadott tenyésztési napokon hataroztunk meg.

Kisérleteink masik részében a PKC overexpresszorok kettdzddési idejének,
valamint maximalis sejtszamanak megallapitasdhoz a sejteket (hdrom parhuzamost
futtatva) 10* sejt/well denzitasban 12-lyuka edényekbe szélesztettik komplett
DMEM-ben (a médiumot masnaponta cseréltiik). A sejteket ezutdn a bemutatando
tenyésztési napokon tripszin alkalémazasaval Osszegyljtottiik, majd a sejtszamot
hemocitométer segitségével hataroztuk meg. Az atlagos kett6z6dési idok vizsgalata
soran kezdd idépontnak a szélesztés utani 24. 6rds idOpillanatot valasztottuk, hogy
elkeriiljiik a kezdeti lemaradasok okozta artefaktumokat (Acs és mtsai, 1997b). A
kett6z6dési idok kiszamitasahoz a kdvetkezo egyenletet hasznaltuk: T = D/logy(N/Ny),
ahol t a kett6z8dési 1d6, D a tenyésztési napok szama, N és Ny a sejtek szama a
kisérletek végén és az elején. A maximalis sejtdenzitds megallapitdsdhoz a sejteket

12-lyuku edényekben novesztettiik a konfluencia eléréséig, majd tovabbi harom napig
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posztkonfluens allapotban tartottuk o6ket (napi médiumcserével) és azutan a fenti

modszer szerint sejtszamolast hajtottunk végre.

Antitestek

A PKC izoenzimek meghatdrozasnal alkalmazott antitesteket, melyek
igazoltan specifikusan reagalnak a huméan PKC izoformékkal (Boczén és mtsai, 2000,
2001), nyualban termeltették. Az anti-PKCoa, B, v, €, n és € a Sigma, mig az anti-
PKC®O, 5 és A/1 a Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) terméke. Az altalunk vizsgalt
differenciadlodasi markerek megjelenését, illetve expresszidjadban bekdvetkezd
valtozasok kimutatasara alkalmazott antitesteket egérben termeltették. Kisérleteinkben
a korai str. spinosum marker K10 (Sigma), a kés6i differencialodasi sejtmarker a K17
(Novocastra, Newcastle, UK), valamint a termindlis str. granulosum marker az
involucrin (INV, Sigma), a filaggrin (FIL, Biomedical Technologies Inc., Stoughton,
MA, USA) ¢és keratinocyta-specifikus transzglutaminaz-1 (TG, Biomedical

Technologies Inc.) kifejez6dését vizsgaltuk.

Western (immuno)blot

A tenyésztett sejteket hideg PBS-ben mostuk, majd lizis-pufferben (5 mM
EGTA, 20 mM Tris-Cl, 20 uM leupeptin, 1 mM 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-
fluorid, pH 7,4; Sigma) homogenizaltuk, végiil ultrahangos szonikaloval a sejteket
feltartuk (Lazar és mtsai, 2003). Az igy elkészitett mintdk proteintartalmanak
meghatarozasa BCA protein assayvel (Pierce, Rockford, IL, USA) tortént. Ezutan a
mintdk proteintartalmat 2 mg/ml-re allitottuk be, majd az azonos proteintartalmu
mintadkat SDS mintapufferben (10 % glicerin, 2 % SDS, 0,062 M Tris, 20 mM

ditiotreitol, 0,002 % brémfenolkék és 5 % P-merkaptoetanol; Sigma) 10 percig
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foztik. Az igy elkészitett mintakat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) 100 V konstans fesziiltségen valasztottuk el. A
gélelektroforézishez 7,5 %-os gélt készitettiink, amelyekre 20 pg/valyt proteint
vittiink fel. Ezutan a gélr6l a fehérjéket 100 V konstans fesziiltségen nitrocelluldz
membranra (Bio-Rad, Bécs, Ausztria) transzferaltuk. Ezt kdvetden a membran szabad
kotdhelyeit 5 % tejet tartalmazd PBS-sel 30 percig blokkoltuk, majd a megteleld
elsddleges antitesttel inkubaltuk. Az elsédleges antitestekbdl a megfeleld higitast 5 %
tejet tartalmazo PBS-ben készitettiik el, majd a membranokat vagy 2 oran keresztiil
szobahdmérsékleten vagy egy éjszakan keresztiil 4 °C-on inkubaltuk. Az inkubaciot
kovetéen a membranokat 30 percig PBST-ben (0,1 % Tween-20 PBS-ben, Sigma)
mostuk, majd megfeleld torma-peroxidazzal konjugélt masodlagos antitesttel (1:1000
higitas 5 % tejet tartalmazé PBS-ben) inkubaltuk. Az immunjelek rogzitése minden
esetben kemiluminescens (ECL) kit (Pierce), a detektalds pedig fényérzékeny film
(AGFA, Briisszel, Belgium) segitsé¢gével valosult meg. Az immunoblot eredményeket
denzitometrids analizisnek is aldvetettik (Szallasi és mtsai, 1996). Annak
megallapitdsdra, hogy a mintdk felvitele egyforman tortént-e, a nitrocelluléz
membranokat 65 °C-on 1 6ran at inkubaltuk 200 ml 50 mM Tris-HCI pufterben (pH
7.5) (2 % SDS ¢és 1 % p-mercaptoethanol). A membranokat ezutin egérben
termeltetett cytochrome-C (CYT) ellenes antitesttel (1:100 PBS tejben) (Santa Cruz)

festettiik meg, majd az el6z6ekhez hasonldan elemeztiik a jelet.

Immuncitokémia
A tenyésztett HaCaT sejteket tobbszori PBS-ses mosast kovetden hideg
acetonnal 5 percig 4 °C-on fixaltuk, majd a fed6lemezeket szobahdémérsékletii borju

szérum albumint (BSA) tartalmazé blokkold oldattal (1 % BSA ¢és 0,6 % Triton X-
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100, Sigma) blokkoltuk. A sejteket ezutan 2 6ran keresztiil a megfelelé6 PKC ellenes
nyulban termeltetett elsddleges antitesttel inkubaltuk (1:50 vagy 1:100 blokkold
oldatban). A tovabbiakban biotinilat, kecskében termeltetett nyul ellenes antitesttel
(1:300 PBS-ben) (Vector, Burlingame, VA, USA) végeztiik az immunreakciot, majd a
sejteket 1 oran keresztiil inkubaltuk streptavidin Texas Red komplex-szel (1:50 PBS-
ben) (Amersham, Little Chalfont, UK). Végiil a mintakra DAPI-t tartalmazé
Vectashield feddanyagot (Vector) helyeztiink, majd a sejtekrél fluoreszcens
mikroszkop segitségével felvételeket készitettiink. A primer antitestek nélkiil torténd

negativ kontroll vizsgéalatok alkalméaval nem kaptunk festédést.

[Ca’T]; meghatarozasa

Az [Ca™']; meghatérozasahoz a keratinocytakat egy oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk kalciumérzékeny festékkel (5 uM fura-2 AM, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) (Bir6 ¢s mtsai, 1998; Lazar és mtsai, 2003). A mérés elott a sejteket
szobahdémérsékleten (22-24 °C) normal Tyrode-oldatban (137 mM NaCl, 5,4 mM
KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM Hepes-NaOH, 1 g/l glikéz, pH 7,4)
tartottuk 30 percig, a festék egyenletes eloszlasa végett. A fura-2 festékkel feltoltodott
sejteket invertalt fluoreszcens mikroszkop latoterébe helyeztiik (Diaphot, Nikon,
Tokid, Japan). A festék gerjesztése 340 és 380 nm-n tortént, kettds hullimhossza
monokromator segitségével (Deltascan, Photon Technology International, New
Brunswick, NJ, USA). Az emissziot 510 nm-n monitoroztuk, 10 Hz mintavételezési
sebesség mellett. Az [Ca®]; szintben bekdvetkezd valtozasokat a Grynkiewicz és
munkatarsai altal megadott médon vizsgaltuk (Grynkiewicz €s mtsai, 1985). El6szor
meghataroztuk a 340 (Fs40) €s 380 nm-en (Fig) torténd gerjesztés hatasara emittalt

fluoreszcenciaintenzitas-hanyadosokat (R=Fs40/F350). Felhasznalva a disszociacios
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konstans (Kp), a minimalis (Rpi,) €s maximalis (Rpnax) racio értékeket, valamint az
emittalt fluoreszcencia hanyados értékeit nulla (Fsg[0]) és a festéket szaturalo
(Fsgo[Ca]) kalciumkoncentracioknal, a [Ca’']; ezt kovetben az alabbi képlet
segitségével szdmolhat6:
[Ca®"]i = Kp*(R - Runin) / (Runax - R)*(F30[0)/F350[Cal).

Kalibracios kisérleteinkben a Kp-t 76 nmol/l-nek talaltuk Rupin = 0,42, Rpax = 8,6 és
F330[0]/F380[Ca] = 15,3 értékek mellett. A kisérleteink soran latoterenként 20 sejt
nyugalmi [Ca®']i-jat hatiroztuk meg, majd az értékeket atlagoltuk és atlag + SEM
formaban adtuk meg. A statisztikai analizist Student-féle #-proba alkalmazaséaval

végeztiik el.

A rekombinans PKC izoenzimek aktivitdisanak meghatarozasa (kinase assay)

A transzfektalt HaCaT sejtek PKC aktivitasanak megallapitasa a korabban
ismertetett modon tortént (Acs és mtsai, 1997a; 1997b; Li és mtsai, 1999). Ennek
soran a sejteket a fent leirt lizis-pufferben homogenizaltuk, majd a sejtlizatumok
(reakcidként 40 pg) kinaz-aktivitasat hiszton III (H-III), valamint miozin koénnyi-
lanc-kinaz 20 (MLCK 20) (mindkettd Sigma) szubsztratok segitségével vizsgaltuk.
Az assay-hez hasznalt oldat 20 mM Tris-t (pH 7,5), 20 mM MgCly-ot, 1 mM CaCl,-
ot, 25 uM ATP-t és 0,2 mg/ml szubsztratot (mindegyik Sigma), valamint 0,1 uCi [y-
2PJATP-t (Amersham Biosciences, Freiburg, Németorszdg) tartalmazott. A

meghatarozast minden esetben triplikalva végeztiik el.

Az apoptozis meghatarozasa
Az egyes PKC izoformaékkal, valamint az lires vektorral stabilan transzfektalt

HaCaT sejteket 10 uM 1a,25-dihidroxivitamin Ds;-mal (1a,25(OH),D3), illetve 50
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nM tumor necrosis faktor-o-val (TNFa) (mindkettd Sigma) kezeltiik két napig.
Ezutan a sejteket tripszinezéssel Osszegyujtottiik, majd 10 percen keresztiil 1 pl
fluorescein-izotiocianat (FITC)-konjugalt annexin V-tel inkubaltuk (Coulter
Immunotech, Hialeah, FL, USA). Végiil aramlasi citométer (Coulter EPICS XL 4)
segitségével meghatdroztuk az apoptotikus sejtek szdmat az 0ssz-sejtszdmhoz

viszonyitva.

A tumorgenezis vizsgalata SCID egerekben

A kiilonbozé PKC izoformékat overexpresszalo sejteket (a kontroll HaCaT
sejtekkel egyetemben) nagy mennyiségli tenyészetekben novesztettik. A
keratinocytékat tripszin alkalmazasaval Osszegyljtottiik, kétszer mostuk PBS-sel,
majd 1-2x10° ¢é16 sejt/200 pl denzitasban ujraszuszpendaltuk ket a tenyészté
médiumban. A sejtszuszpenzidt ezutdn SCID egerekbe intradermalisan injektaltuk,
majd az egereket 30 napig megfigyelés alatt tartottuk (ezalatt az idd alatt egyik
allatndl sem alakult ki haldlos tumorprogresszid). Az allatokat végiil eutanizaltuk és
vizsgaltuk a kialakult tumorok 4tlagos haromdimenzios méreteit, valamint hisztologiai

jellegzetességeit (1asd alabb) (minden csoportban harom-négy allattal).

Hisztologia és immunohisztokémia

A kialakult tumorok hisztologiai paramétereit formalin-fixalt, paraffinba
agyazott hematoxilin-eozin (HE)-festett metszeteken hataroztuk meg. A
sejtosztodasok atlagos szdmanak megallapitasahoz fénymikroszkop segitségével tiz
kiilonb6z6, nagy nagyitdsu latotérben megszdmoltuk a mitdzis lathatd jeleit mutatd
sejtmagvakat, ¢és az igy kapott eredményeket a tumorok minden csoportja esetében

atlagoltuk.
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Ezen tilmenden a proliferdlo sejtek szamanak meghatarozasahoz a formalin-
fixalt, paraffinba dgyazott metszeteket a proliferacios (nuklearis) marker Ki-67 (Rose
¢s mtsai, 1994) ellen festettiik meg egy haromlépéses streptavidin-biotin-komplex
(SABC) alapti immunhisztokémiai eljards segitségével (DAKO, Hamburg,
Németorszag). Elsé 1épésben 3 %-o0s, 100 % metanolban oldott H,O, segitségével
(mindkettd Sigma) blokkoltuk az endogén peroxidaz-aktivitast. Ezutan a nem-
specifikus kotéhelyeket PBS-ben (pH 7,5) oldott 1 %-0s BSA-val (Sigma) fedtiik le.
Az egér anti-Ki-67 monoklonalis, egérben termeltetett elsddleges antitestet (1:50
PBS-ben) a legoptimalisabb 1:50 higitasban alkalmaztuk (a kiilonb6z6 koncentraciok
kiprobalasaval nyert tapasztalataink alapjan). Ezutan a metszeteket nedveskamraban
biotinilalt, egér-ellenes méasodlagos antitest (1:100 PBS-ben; DAKO) felhasznélasaval
inkubaltuk, amit a peroxidaz-konjugélt streptavidin (1:600 PBS-ben; DAKO) és
kromogénként VIP SK-4600 (Vector) alkalmazasa kovetett. Végezetiil a szdvettani
mintdkon enyhe metilén-zold (DAKO) ellenfestést alkalmaztunk és Aquatex-szel
(Merck, Bécs, Ausztria) fedtiikk Oket. A proliferald (Ki-67 pozitiv) sejtek atlagos
szdmanak meghatiarozasahoz fénymikroszkop alatt megszamoltuk a tiz kiilonbozo,
nagy nagyitasu latotérre esé Ki-67 pozitiv sejteket, és a kapott (atlagolt) értékeket a

latoterekben meghatérozott teljes sejtszamra normalizaltuk.
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EREDMENYEK

A HaCaT keratinocytak jellegzetes PKC izoenzimmintazata valtozik a sejtek
proliferaciodja és differencidaloddsa soran

Kisérleteink soran elsé Iépésben azt vizsgaltuk, hogy a human HaCaT
keratinocytdkban milyen PKC izoenzimek fordulnak el6 a mar ismert 11 izoforma
koziil. A fed6lemezeken tenyésztett (kb. 80 %-os konfluencidju) HaCaT sejteken
végzett immuncitokémiai kisérleteink soran kideriilt, hogy a keratinocytdkban 7

izoforma expresszalddik: a “klasszikus” cPKCa és B; a “novel” nPKC9, ¢, n és 0;

illetve az atipusos aPKCC (2. abra).

Kontroll PKCa PKCB PKCe

PKCo PKCn PKC6O PKCC

2. abra Humdn HaCaT keratinocytik jellegzetes PKC izoenzimmintdzata

A sejteket 80 %-os konfluencia eléréséig tenyésztettiik, a fedélemezeket acetonnal fixaltuk, Triton X-
100-at tartalmazé oldattal blokkoltuk, majd az “Anyagok és modszerek“-ben leirtak szerint nytlban
termeltetett anti-PKC elsddleges antitestekkel inkubaltuk. A fluoreszcens immunreakcidt biotinilalt,
kecskében termeltetett nyul ellenes antitesttel végeztilk, majd a sejteket streptavidin-Texas Red
komplex-szel inkubaltuk. Az elsé kép (Kontroll) elsddleges antitest nélkiili immunfestést mutat. Az
abra minden izoforma esetében legalabb négy kisérlet reprezentativ eredményét mutatja. Kalibracio: 20
pm.
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Ezen eredményeink alatamasztasa végett az izoenzimek expresszidjat Western
blottal is meg kivantuk vizsgalni. A HaCaT sejteket kiegészitett DMEM oldatban
tenyésztettik a meghatarozott konfluencia (60-70 %) eléréséig T75-s
tenyésztéedényben, majd PKC ellen termeltetett specifikus antitestek felhasznéalasaval
immunoblottot végeztiink. Megallapitottuk, hogy, hasonléan immuncitokémiai
eredményeinkhez, ezen technika alkalmazéaséaval is 7 PKC izoforma (azaz a cPKCa és
B; az nPKC9, €, 1, és 0; valamint az aPKC() kifejezodését tudtuk detektalni. Egyik
modszerrel sem tudtuk ugyanakkor a cPKCy és az aPKCA/1 jelenlétét igazolni a

sejtekben (nem mutatva).

A B
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3. abra 4 PKC izoenzimmintazat valtozik a HaCaT sejtek tenyésztése sordan

A) Kiilonb6z6 koru sejttenyészetekbdl azonos proteintartalmit mintakat készitettiink és az “Anyagok és
modszerekben leirtak alapjan SDS gélelektroforézist, illetve Western(immuno)blottot végeztiink
nyulban termeltetett anti-PKC els6dleges antitestek felhasznalasaval. B) A PKC izoformak
mennyiségének tenyésztési napok fliggvényében vald valtozasat kvantitativ denzitometriaval (optikai
denzitas, OD) hataroztuk meg. Ennek soran az adott izoforma immunjelét denzitometraltuk, majd ezen
értéket a kisérlet soran az adott izoforma vonatkozasaban maximalis jel intenzitasara (mint 100 %-ra)
normalizaltuk. Az abran 4 fiiggetlen kisérlet ereményei lathatok atlag + SEM formaban.

A tovéabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy az el6zéekben kimutatott 7
PKC izoenzim szintje hogyan valtozik a HaCaT keratinocytdk proliferacidja és

differencialodasa soran. A kiilonboz6 kort tenyészeteket (melyek a 6. napon érték el a
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konfluenciat) Osszegyljtottilk, majd szigorlan azonos proteintartalmu mintakat
futtatva (azaz az immunreaktiv csikok intenzitdsat sejtproteinre normélva, 3. ébra)
Western blottot végeztiink. Megallapitottuk, hogy az egyes izoenzimek szintje eltérd
modon mddosult a tenyésztés soran (3. abra). Voltak olyan izoformak (cPKCa és f;

az nPKCn ¢és 0; valamint az aPKC({), melyek szintje nem valtozott a sejtek

crer

nPKCS jelentds (és folyamatosan ndvekvd) expressziot csak a differencialodo
kultarakban mutatott, mig az ugyancsak “novel” nPKCe szintje a proliferalé sejtekben
novekedett, ugyanakkor a differencialéoddé (posztkonfluens) tenyészetekben
praktikusan nem volt kimutathatdé az izoforma. Ezen eredmények (melyeket nem
bemutatott immuncitokémiai vizsgalataink is alatdmasztottak) arra engedtek
kovetkeztetni, hogy az egyes izoenzimek szerepet jatszhatnak a human HaCaT
keratinocyték sejtfolyamatainak szabalyozasaban.

Lee ¢és mtsai (1998) kimutattdk, hogy a NHEK-ban a nagy sejtdenzitas altal
beinditott differencidlodas eldrehaladtaval a cPKCo a citoplazmabol a membran
frakcioba transzlokalodik, mely jelenség ezen izoenzim szerepére utalhat a
differencidlodas folyamataban. Kisérleteink kovetkezd szakaszdban ezért —a PKC
izformdk kiilonb6z6 tenyésztési napokon torténd immuncitokémiai jelolését
kovetden — konfokalis mikroszkopia alkalmazasaval elemeztik a PKC izoenzimek
szubcellularis lokalizaciojat. Megallapitottuk, hogy —ellentétben a NHEK-on
tapasztaltakkal (Lee és mtsai, 1998) — egyik PKC enzim szubcellularis lokalizacioja
(nem mutatva). Mindezen adataink azt sugalltdk, hogy a HaCaT keratinocytakban a

differencialodas indukcidja a PKC izoenzimmintazat megvaltozasaval kapcsolhato
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Ossze, ugyanakkor az egyes izoformak szubcellularis lokalizdcioja nem moddosul a

folyamat soran.
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4. abra Differencidléddsi markerek kifejezédésének és a nyugalmi [Ca’']; valtozdsa HaCaT
sejtek proliferdcioja és differencialodasa soran.

A) Kiilonb6z6 kora sejttenyészetekbdl (melyek a 6. napon érték el a konfluenciat) azonos
proteintartalmi mintakat készitettink és az “Anyagok és modszerckben® leirtak alapjan SDS
gélelektroforézist, valamint Western blot analizist hajtottunk végre a differencialodasi markerek; azaz
keratin 10 (K10), keratin 17 (K17), involucrin (INV), fillagrin (FIL) és a keratinocyta-specifikus
transzglutaminaz-1 (7G) kimutatasara. B) A kontroll sejteket (0) 10%-os konfluenciatol tenyésztettiik a
konfluencia (K) elérése utan harmadik napig (K+3n). A parhuzamos tenyészeteket 50-60 %-os
konfluencia elérése utdn naponta kezeltiink 1 uM GF109203X (e) vagy 100 nM PMA (o) anyaggal a
harom napos posztkonfluens kultirak eléréséig. A feltiintetett napokon a sejteket 5 uM fura-2 AM-rel
feltoltottik, majd fedSlemezenként 20 sejten mértik a nyugalmi [Ca’]i-t az “Anyagok és
modszerekben® leirtak szerint. A pontok 20 sejt atlag + SEM értékeit reprezentaljak. A * szignifikans
(p < 0,05) statisztikai kiilonbséget jelez a PMA-kezelt és a napi kontroll csoportok értékei kozott.

A differencialoddasi markerek kifejezédése, valamint a nyugalmi [Ca’"]; valtozik
HaCaT keratinocytak proliferdcidja és differencialoddsa soran

A NHEK-ban kiilonb6z6 differencidlédasi markerek jelennek meg a
differencialodasi folyamat elérehaladtaval (Harding és Scott, 1983; Schweizer és
Winter, 1983; Watt, 1983; Mehrel ¢s mtsai, 1990; Fuchs, 1990). Ezen mechanizmus
nyomonkovetésére a HaCaT keratinocytak differencidlodasanak vizsgalatakor a korai
(stratum spinosumban kifejez6dd) differencialédasi marker K10, a késéi (stratum

granulosumban dominans) marker NV, FIL, valamint a TG, tovabbd a
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hyperproliferativ asszociacidés marker K17 expresszidjat tanulmanyoztuk. Habar ezen
markerek megjelenését €s expresszids mintdzatat mar elézéekben meghataroztak
HaCaT sejteken is (Boukamp ¢és mtsai, 1988; Ryle és mtsai, 1989), kisérleteinkben a
mi in vitro rendszeriinkben is szerettiik volna leirni ezek expresszidjanak valtozasat a
tenyésztési napok fiiggvényében. Western blot kisérleteinkben megéllapitottuk, hogy,
a varakozasoknak megfelelden, a kiilonféle differencidloddsi markerek szintje eltérd
modon viselkedett a tenyésztés soran (4./A. abra). A K10 expresszidja a maximumot a
konfluencia utani 1-2. napon érte el (korai differencidlodési marker), mig az INV, FIL
¢s TG expresszids szintje a posztkonfluens kultirdkban volt a legnagyobb (késdi
differencialodési markerek). A hyperploriferativ asszociacios marker K17 szintje nem
valtozott jelentdsen a tenyésztés eldre haladtaval.

Ezen talmenden—mivel a NHEK differencidléddsa a nyugalmi [Ca®'];
folyamatos névekedésével parosul (Hennings és mtsai, 1980; Pillai és Bikle, 1992) —
vizsgéltuk a nyugalmi [Ca™]; valtozasat is az eltérd kora HaCaT tenyészetekben.
Amint a 4./B. abran lathato, a nyugalmi [Ca®"]; folyamatosan csdkkent a proliferacio
elérehaladtaval a prekonfluens kultirdkban, ugyanakkor folyamatosan novekedett a
differencidlodéassal parhuzamosan. Eredményeink ezért azt tdmasztjdk ald, hogy a
nyugalmi [Ca™]; vizsgalataval is jol jellemezhet6 a HaCaT keratinocytak

differencialoédasa.

erer

differencialodast indukal
Irodalmi adatokbol alapjan bebizonyosodott, hogy a PKC aktivator forbol-
é¢szter PMA mind az egér, mind a humdn keratinocytdkban meggatolta a

sejtproliferaciot és termindlis differencialodast indukalt (Dlugosz és Yuspa, 1993,
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1994; Denning és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 1998). Ezért kdvetkezo kisérleteinkben a
PMA hatasat vizsgaltuk a HaCaT sejtek folyamataira. El8szor a prekonfluens (50-60
%-os denzitds) HaCaT keratinocytdkat PMA kiilonb6zé koncentracidival 3 napon
keresztiil kezeltiik, majd az €16 sejtek szamat MTT assay-vel hatdroztuk meg. Amint a
5./A. ébran lathato, hogy a PMA jellegzetes modon (“U-alaka” gorbe) dozis-fliggden
csokkentette az €10 sejtek szamat (azaz leghatasosabbnak a 10 és 100 nM doézisban

alkalmazott PMA bizonyult).
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BrdU assayt (A-o és B-A), illetve MTT assayt (A-m) végeztlink el. A pontok négy parhuzamosan
vizsgalt minta atlag+ SEM értékeit reprezentdljadk. Harom-négy isméltelt meghatarozas azonos
eredményre vezetett.

Mivel az ¢él6 sejtek szdmaban bekdvetkezd csokkenés egyarant adodhat a
proliferacié gatlasabol, valamint a sejthalal kiillonféle formainak (apoptozis, nekrézis)
beinduldsabol, annak bizonyitdsa érdekében, hogy a PMA valdban a sejtek
is ellendriztiik. Amint az 5./A. abran lathatd, a PMA az MTT assay sordn mért

adatokhoz nagyon hasonlé médon csokkentette a proliferaciot (,,U-alakt’” dozis-hatas
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gorbe, leghatdsosabb 10 és 100 nM koncentraciok). Ezen eredményeink arra engedtek
kovetkeztetni, hogy, hasonldéan az egér és NHEK-nal tapasztaltakhoz, a PMA a
azon megfigyelésiink is, hogy kolorimetrids laktat-dehidrogenaz alapu cititoxicitas
assay soran soha nem tapasztaltunk mérhetd sejthalalt egyetlen vizsgdlt PMA
koncentraci6 alkalmazasakor sem (nem mutatva).

Annak bizonyitasara, hogy a PMA proliferaciot csokkentd hatasat specifikus
modon, azaz a PKC rendszeren keresztiil, fejtette ki, a PMA kezeléssel egyiddben egy
szelektiv PKC gatloszert, a GF109203X anyagot (Toullec és mtsai, 1991; Martiny-

T

GF109203X inhibitorral el6kezeltik (maximalis 1 pM koncentracioig, mely
mulva 100 nM PMA-t (a leghatdsosabb koncentraci6, lasd fent) alkalmaztunk és két
nap elteltével BrDU assayt végeztiink. Amint a 6./B. dbran lathatd, a GF109203X
koncentracio-fliggd modon kivédte a PMA proliferaciot csokkentd hatasat, mely
eredmény a PMA PKC izoenzimeken keresztiili specifikus hatdséra utal.
Megvizsgaltuk a PMA hatasat a differencialédasi marker kifejezédésére is.
Ezesetben a kb. 90 %-os konfluencidban 1évo sejteket 5 napon keresztiil (azaz a
posztkonfluens 3. napig) kezeltik PMA kiilonb6z6 koncentracidival, majd azonos
porteintartalmi mintdkat felhasznalva Western blot analizis végeztiik. Kimutattuk,
hogy a PMA kiilonb6z6 moédon valtoztatta meg az egyes differencialédasi markerek
expresszigjat. Mig a forbol-észter kezelés, eltéré dozis-hatas viszonyokat és
hatékonysagot mutatva, csokkentette a K10 (korai marker) és K17 (hyperproliferativ
marker) szintjét, addig a késdi €s terminalis differencidlodédsi markerek (azaz az INV,

FIL és TG) expresszioja fokozatosan és jelentdsen novekedett PMA hatasara. Ezen
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eredményeink azt mutatjak, hogy a forbol-észter a HaCaT sejtekben terminalis
differencidlodast inditott be, a korai differencidlodési folyamatok parhuzamos gatlasa

mellett.
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6. abra A PMA megvaltoztatja a differencialodasi markerek expresszidjat a HaCaT
keratinocytdakban

s

kezeltik. A sejtekbdl azonos proteintartalmi mintakat futtattunk SDS gélen, majd Western blottot
végeztiink az “Anyagok és modszerekben® ismertetett modon. A kisérlethez egérben termeltetett
elsédleges antitesteket hasznaltunk a differencialodasi markerek; azaz a keratin 10 (K/0), keratin 17
(K17), involucrin (INV), fillagrin (FIL) és a keratinocytara jellemz6 transzglutaminaz-1 (7G)
kimutatasara. B) A differencidlodasi markerek mennyiségének PMA kezelés hatasara bekovetkezd
valtozasat kvantitativ denzitometriaval (optikai denzitds, OD) hataroztuk meg. Ennek sordn az adott
marker immunjelét denzitometraltuk, majd ezen értéket a kontroll (DMSO, mint vivoanyaggal kezelt)
minta jelintenzitdsara (mint 100 %-ra) normalizaltuk. Az abran 4 fiiggetlen kisérlet ereményei lathatok
atlag + SEM formaban.

A differencialodas vizsgalata mellett tanulmanyoztuk, hogyan valtozik a
nyugalmi [Ca®]; a PMA kezelés hatasara. Ennek soran 50-60 %-os konfluenciaju
HaCaT keratinocytakat 6 egymast kovetd napon kezeltik 100 nM PMA-val, majd
megmértilk a nyugalmi [Ca®']; valtozasat, a napi kontroll (azaz DMSO-kezelt) sejtek
hasonld értékeihez viszonyitva. Amint a 4./B. abran lathatdé, a prekonfluens
kultarakban a PMA megnovelte a nyugalmi [Ca®']i-t; szignifikans (p<0,05)

emelkedést tapasztaltunk az 1. (24 % novekedés) és a 2. (32 % ndvekedés) forbol-
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észter adagolast kovetden. Ezzel szemben ugyanakkor a PMA nem befolyésolta
értékelheté mértékben a sejtek nyugalmi [Ca2+]i-jé1t a konfluencia elérése utan. Ezen
eredményeink, hasonléan a differencidlodasi markerek vizsgalatakor kapott
adatainkhoz, arra utalnak, hogy a PMA terminalis differencidlodast inditott el HaCaT

keratinocytdkban is.

A PMA proliferdciot és differencialodast befolydsolo hatasat eltéré PKC izoformak
medidlhatjak HaCaT sejtekben

Azt is meg kivantuk vizsgilni, hogy a PMA proliferaciéra ¢és
differencialodasra kifejtett fent bemutatott hatasat mely PKC izoformék medialhatjak.
Altalanosan elfogadott tény, hogy a hosszantarto PMA kezelés soran az egyes PKC
izoenzimek aktivalodnak, mas intracellularis kompartmentbe transzlokalddnak, végiil
down-reguldlodnak, azaz kifejezddésiik az adott sejtben (Nishizuka, 1988; Jaken,
1996), igy NHEK-ban is (Fisher és mtsai, 1993; Matsui és mtsai, 1996), csokken.
Mivel a transzlokacidé egy relative gyors (perceken beliil lezajlo) folyamat, ezért

kisérleteinkben hosszantart6 PMA hatdsat vizsgaltuk az izoenzimek down-

crer

cre

futtatva Western blottot készitettiink. Megallapitottuk, hogy a PMA kezelés a
kiilonb6z6 izoenzimek szintjét eltérd modon véltoztatta meg (7./A. dbra). Habéar
altalanosan elmondhat6 volt, hogy az 6sszes PMA-szenzitiv (azaz cPKC és nPKC)
izoforma szintje csokkent a kezelés hatdsara, a PMA-indukalta down-regulécio
mértéke jelentds kiilonbségeket mutatott (a PMA-inszenzitiv aPKC({ szintje,

értelemszertien, nem valtozott).
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7. abra A PMA kiilonbozé mértékben down-reguldlja a PKC izoenzimeket proliferdlo és
differencialodo HaCaT sejtekben
Fels6 panelek: Proliferaldo (50-60 %-os konfluencia) (A), illetve differencialodd (kb. 90 %-os
konfluencia) (B) HaCaT sejteket PMA kiilonb6z6 koncentracidival 2, illetve 5 napon keresztiil
kezeltiikk, majd “Anyagok €s mddszerekben leirtak alapjan SDS gélelektroforézist és Western blot
alkalmaztunk nyulban termeltetett anti-PKC elsddleges antitestek felhasznalasaval. Alsé panelek: A

PKC

izoformdk mennyiségének PMA kezelés

hatasara bekovetkezd valtozasat kvantitativ

denzitometriaval (optikai denzitds, OD) hataroztuk meg. Ennek soran az adott izoenzim immunjelét
denzitometraltuk, majd ezen értéket a kontroll (DMSO, mint vivéanyaggal kezelt) minta
jelintenzitasara (mint 100 %-ra) normalizaltuk. Az abran izoenzimekként 3-4 fliggetlen kisérlet

ereményei lathatok atlag + SEM formaban.
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Voltak olyan izoenzimek (PKCa., B, € és 0), melyek teljes mértékben eltlintek
a sejtekbdl a PMA hatésara, ugyanakkor a forbol-észter eltérd doézis-hatas viszonyok
mellett fejtette ki hatasat. Ezzel ellentétben, habar a PKCS down-regulacidja is
jelentds volt (40-50 %-os csokkenés), az izoforma még a legnagyobb PMA
koncentraciok jelenlétében is szignifikans expressziot mutatott a sejtekben. Végezetiil
azt tapasztaltuk, hogy a PKCn szintje csak kismértékben (kb. 20 %-os csokkenés)
valtozott a forbol-észter hatasara.

Tovabbi kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy a PMA kezelés hogyan
valtoztatta meg az egyes PKC izoformdk megjelenését a differencialodo HaCaT
sejtekben. Ezesetben a sejteket kb. 90 %-os konfluencia elérése utdn 5 napon
keresztiil kezeltilk PMA kiilonb6z6 koncentracidival, majd itt is Western blot analizist
hajtottunk végre. Amint a 7./B. adbran lathatd, a PMA, hasonloan a proliferalo sejtek
esetében mértekhez, eltéré modon valtoztatta meg az egyes izoformak kifejezodését.
Legfontosabb kisérletes eredménylink ugyanakkor az volt, hogy a PMA-érzékeny
PKC izoforma-populacio jelentdsen eltért a differencialoddo és a proliferald
keratinocytdkban. Azaz, a forbol-észter alkalmazasa, szoges elletétben a proliferalo
sejtekben tapasztaltakkal, nem valtoztatta meg a proliferal6o sejtekben down-
regulalodott nPKCS és m szintjét. Ezen tilmenden, habar a PMA a differencialodo
sejtekben is jelentdsen csokkentette a PKCa és 0 izoenzimek expresszidjat, a forbol-
észter eltérd dozis-hatds viszonyok mellett fejtette ki cellularis hatdsat a kétféle
sejtpopulacion, ramutatva a proliferalo és differencialodd sejtek PKC izoformainak
eltéré (PMA irant mutatott) érzékenységére. Végezetiil megallapitottuk azt is, a PMA
hasonld hatékonysaggal csokkentette a cPKCP expresszigjat a differencalodod
keratinocytdkban, mint a proliferdld sejtekben, mig az aPKC({ ezesetben is

»erzéketlennek” mutatkozott a PMA hatdsdval szemben (mint az a 3. &bran
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bemutattuk, az nPKCe kifejez0dése nem volt detektalhato a posztkonfluens
kultardkban). Mindezen eredményeink arra utalnak, hogy egy karakterisztikus PKC
izoformamintizat vesz részt a PMA differencidloddst indukdldo hatasanak
kifejlodésében HaCaT keratinocytakon. Adataink ugyanakkor azt is sugalljak, hogy
ezen PKC mintdzat nagy valdsziniiséggel jelentés mértékben eltér attdl, mely a

forbol-észter proliferaciot gatld hatasat kozvetiti a sejteken.

s rer

differencialodasara

A fent bemutatott kisérleteink egyértelmiien azt sugalltdk, hogy a PKC
izoenzimeknek jelentds specifikus szerepiik lehet a human HaCaT keratinocytak
sejtfolyamatainak szabalyozasaban. Tovabbiakban ezért kiilonféle PKC gatloszerek
hatasat elemeztiik. Els6 1épésben a korabban mar emlitett GF109203X anyag hatasat
tanulmanyoztuk, mely a cPKC és nPKC izoenzimek hatékony gatloszere (Toullec és
mtsai, 1991; Martiny-Baron és mtsai, 1993). Western blot alkalmazasaval kimutattuk,
hogy a GF109203X jelentdsen ¢és dozis-fliggd modon szupresszalta a késoi
differenciacios markerek (INV, FIL és TG) expressziojat (8./B. abra). Az is
bebizonyosodott ugyanakkor, hogy — ellentétben a diferrencidlodasra gyakorolt
dramai hatasaval, de hasonléan a nyugalmi [Ca’']; befolyasolasahoz (lasd 4./B.
Ezen utobbi megfigyelésiinket (legalabb) kétféleképpen értelmezhetjiik. Eldszor is,
ezek az eredmények azt sugallhatjak, hogy a PKC aktivitds egyaltalan nem jatszik
val kapott fent bemutatott eredmények tiikkrében (lasd 5-7. dbrak). Egy masik hipotézis

az lehet, hogy a sejtek 0sszes 1étezd cPKC és nPKC izoformajanak (azaz a cPKCa és
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B; nPKC9, €, n és 0) egylittes gatlasa altal egyenld mértékben szupresszalodtak a
novekedést serkentd és gatld folyamatok, mely hatdsok, mintegy egymast kioltva,

Osszeségében semmilyen kimutathatd valtozast nem eredményeztek.
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differencialodasara
A) A HaCaT sejteket 50-60%-o0s konfluencia eléréséig 96-lyuku edényben tenyésztettilk, majd

s

srer

GF109203X (B), G66976 (C) és Rottlerin (D) inhibitorokkal harom napon keresztiil kezeltiik, majd
Western blottot végeztiink az “Anyagok és modszerekben® ismertetett modon. A kisérlethez egérben
termeltetett elsddleges antitesteket hasznaltunk a differencialédasi markerek; azaz az involucrin (INV),
fillagrin (FIL) és a keratinocyta-specifikus transzglutaminaz-1 (7G) kimutatasara. A kisérletek soran, a
proteintartalom ellendrzése végett, a membranokat egytttal egérben termeltetett cytochrome-C ellenes
antitesttel is megfestettiik (CYT). Az abra 3-4 hasonlé eredményt szolgaltato kisérlet egyikét mutatja.
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Ezen maésodik hipotézisiinket bizonyitandd, megvizsgaltuk mas PKC
Elészor a cPKC izoformak — azaz esetiinkben a cPKCa és B inhibitorat —a G66976
gatloszert alkalmaztuk (Martiny-Baron és mtsai, 1993). Amint az 8./A. abran lathato,
a GF109203X hatasaval szoges ellentétben, a cPKC izoformék inhibitora jelentdsen
differencialodasi markerek expresszidjaban nagyon hasonlod valtozasokat okozott,
mint a GF109203X; azaz, cPKC izoenzimek kizarolagos gatlasa dozis-fliggd mddon
lecsokkentette az INV, a FIL és a TG expresszidjat (8./B. és C. abra). Ezen
eredmények erdteljesen azt sugalltdk, hogy a cPKC izoformak jelentds (pozitiv)
szerepet jatszanak a HaCaT keratinocytdk proliferacios ¢és differencialodasi
folyamataiban.

Ezutan megvizsgaltuk az nPKC izoformak Ilehetséges szerepét a fenti
sejtfolyamatokban. Mivel kereskedelmi forgalomban csak a specifikus nPKCS
inhibitor, a Rottlerin (Gschwendt és mtsai, 1994) volt elérhetd, ezért ennck a
molekulanak a hatasat vizsgaltuk a HaCaT keratinocytdk sejtfolyamataira. Amint az
8./A. és D. abran lathato, az nPKCd specifikus gatlasa dozis-fliggd modon megnovelte
gatloszerek hatdsdhoz — lecsokkentette a differencialodasi markerek (INV, FIL, TG)
szintjét. Habar teljes bizonyossidggal nem zarhat6 ki, hogy a Rottlerin a PKC
rendszeren kivill egyéb rendszerekre is hatassal lehet, eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az nPKCJ aktivitas a differencialodas pozitiv, mig a proliferacid

negativ modulatorként viselkedhet HaCaT keratinocytakban.
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Bizonyos PKC izoenzimek rekombinans overexpresszioja
Az inhibitorok alkalmazéasaval kapott eredmények megmutattak, hogy

bizonyos cPKC és nPKC izoformdknak fontos szerepiik lehet a HaCaT keratinocytak

rrrrrrrr

GF109203X anyagot széles korben alkalmazzédk 4&ltalanos PKC inhibitorként,
csakugy, mint a G66976-t a klasszikus izoformdk inhibitoraként, illetve a Rottlerint az
nPKCS inhibitoraként —ezen anyagok egyike sem annyira specifikus és/vagy
szelektiv, mint azt kezdetben hitték. Példaul néhany rendszer esetében a GF109203X
blokkolta a mitogén-aktivalt protein kinaz-aktivalt protein kinaz-1B-t és a p70 S6
kinazt (Alessi, 1997), mig a Rottlerinrdl azt kozolték, hogy nem teljes mértékben
szelektiv az nPKCd-ra (Gschwendt és mtsai, 1994). Ezen feliil adataink alapjan nem
tudtunk kiilonbséget tenni példaul a cPKCa ¢és P izoforma feltételezett izoforma-
specifikus szerepe kozott, valamint nem hatdrozhattunk meg egyéb nPKC izoforma-
specifikus funkciokat sem. Ezért a korabban elkészitett MTH vektorok (Olah és mtsai,
1994; Acs és mtsai, 1997a, 1997b; Lazar és mitsai, 2003) segitségével a HaCaT
keratinocytdkat rekombinans cPKCa-val és B-val, valamint nPKCd-val és e-nal
stabilan transzfektaltuk. Az utobbi izoformat azért valasztottuk ki a tobbi nPKC
izoforma koziil, mert a sejtoszodasban és a differencialédasban betoltott potencialis
szerepe szamos sejttipus esetében — beleértve a keratinocytdkat is — korabban
igazolodott (Mischak és mtsai, 1993; Goodnight és mtsai, 1994 és 1995; Brodie és
mtsai, 1998; Jansen és mtsai, 2001; Zang és mtsai, 2003).

Elészor a rekombinans overexpresszid hatékonysagat vizsgaltuk meg. A
,pool” tenyészetek (9. abra), valamint az egyes szelektalt klonok (nem mutatva)
sejtlizatumait Western blot analizisnek vetettiik ald. Ennek sordn olyan nPKCe-ellenes

antitestet hasznaltunk, mely specifikusan a nPKCe fent emlitett szekvencidjat ismeri
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fel, azaz specifikusan jeloli mind a sejtekben taldlhaté endogén PKCe-t (kb. 90 kDa-
os savok), mind pedig a transzfektalt sejtek altal expresszalt 0sszes rekombinans
izoforma e-tag szekvenciajat (a rekombinans PKCa, 3 és & esetében kb. 80 kDa-nal
kaptunk immunjelet, mig a rekombinans PKCe esetén természetesen szintén 90 kDa-
nal). Tehat ezen antitesttel valo immunfestést kovetden a kontroll sejtekben egyedi,
kb. 90 kDa-os magassagban fest6d6, a sejtekben jelenlévé endogén PKCe
kifejez6dését reprezentald sav lathatd (9./A. abra). A rekombinans PKCa, B és &
izoformak valamelyikét overexpresszald keratinocytak esetében ugyanakkor ezen
endogén PKCe festddése mellett az exogén PKCa, B és & molekulatomegének
megfelelden (kb. 80 kDa) egy masik, az endogén PKCe jelénél sokkal erésebb
festddés is tapasztalhatd (mely természetesen hianyzik a nem transzfektalt kontroll
sejtekben), és amely a rekombinans izoforma nagyon erdteljes expresszidjat jelzi. A
rekombinans PKCe-t kifejez6 sejtek immunképein természetesen csak egy
immunreaktiv sav lathat6, hiszen ezesetben az endogén és exogén izoformak
molekulatomegiik szerint nem kiiloniilnek el. Jol lathaté ugyanakkor, hogy az azonos
proteintartalmtt mintékat felhasznalé6 Western blot analizis soran sokkal erételjesebb
immunjelzést tapasztalhattunk a rekombinians PKCe-t overexpresszald sejtek
esetében, mint az Tlres vektorral transzfektalt (kontroll) keratinocytdkon, jol
reprezentalva a stabil transzfekci6 hatdsossagat (9./A. abra).

Mindezeken talmenden —a kiilonb6z6 rekombindns, overexpresszalt PKC
izoenzimeket kimutato — izoforma-specifikus antitestek hasznalataval azt tapasztaltuk,
hogy az overexpresszalt PKC izoenzimek szintje (9./B. édbra) 3-7-szer magasabb volt,
mint a megfeleld endogén PKC izoformak kifejezddése.

Végiil, hogy meggyozddhessiink arr6l, hogy az overexpresszalt izoformak

funkcionalisan is aktivak, megmértiikk a sejtlizatumok kinaz (PKC) aktivitasat is.
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Amint az a 9./C. abran lathat6, a rekombindns PKC izoformdkat expresszalo sejtek
magasabb PKC aktivitasi értékeket mutattak a kontroll (iires vektorral transzfektalt)

HaCaT sejtekhez képest mindkét kinaz-szubsztrat esetében.
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9. abra Egyes PKC izoenzimek overexpresszidja HaCaT keratinocytdkban

A) Kiilonbozé PKC izoenzimekkel stabilan transzfektalt HaCaT keratinocytakat, valamint az {iires
vektort tartalmazé sejteket (Kontroll, K) Western blot analizisnek vetettiik ald. Ennek soran olyan anti-
PKCe antitestet hasznaltunk, mely specifikusan jeloli mind a sejtekben talalhatd endogén PKCe-t (kb.
90 kDa-os savok), mind pedig a transzfektalt sejtek altal expresszalt dsszes rekombinans izoforma e-tag
szekvenciajat (a rekombinans PKCa, B és & esetében kb. 80 kDa-nal kaptunk immunjelet, mig a
rekombinans PKCe esetén szintén 90 kDa-nal). B) Az overexpresszié mértékének meghatarozasahoz a
kontroll (K) és transzfektalt (T) sejteken szintén Western blottot hajtottunk végre, de ezesetben a
transzfektalt izoformara specifikus anti-PKC antitestek felhasznalasaval. C) Az transzfektalt és a
kontroll (iires vektort tartalmazo, K) sejtek kinaz aktivitisanak meghatarozasakor a **P beépiilését
mértiik hiszton III (H-III) és miozin konnyii-lanc-kinaz 20 (MLCK20) szubsztatok felhasznalasaval. A
pontok harom parhuzamosan vizsgalt minta atlag = SEM értékeit reprezentaljak. Harom isméltelt
meghatarozas azonos eredményre vezetett.
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A PKC izoenzimek rekombinans overexpressziojanak hatasa HaCaT sejtek
morfologidjara

A PKC izoformdk overexpresszidja eltéréen befolyasolta a HaCaT
keratinocytdk morfologidjat. Amint az a 10. dbran lathatd, a kontroll (iires vektorral
transzfektalt) HaCaT sejtek megszokott, karakterisztikus macskakd rajzolata dramaian
megvaltozott az nPKCe overexpresszidjanak hatdsara; ezen sejtek fibroblast-szerti,
orséd alaku strukturat kezdtek mutatni. Ezenfeliil a ¢cPKCB-t overexpresszald sejtek
alakja is megnyultabba valt (bar kifejezett nyulvanyokat esetiikben nem lathattunk) és
sokkal nagyobb denzitasu szigetecskéket formaltak a tenyésztés soran. Az nPKCo és
cPKCa overexpresszdja nem jart dramai morfoldgiai valtozasokkal, bar az nPKCd-t
overexpresszalo sejtek megjelenése mintha még jobban hasonlitott volna a macskako

rajzolatara.

10. abra A kiilonféele PKC izoformak rekombindns overexpresszioja eltérd modon valtoztatja
meg a HaCaT sejtek morfologiajat
Az abran lathatd felvételek faziskontraszt mikroszkoppal késziiltek (nagyitas, 200x) az egyes
izoenzimeket overexpresszalo és iires vektort tartalmazo kontroll (K) HaCaT sejtekrdl.
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A PKC izoenzimek rekombinans overexpressziojanak hatisa HaCaT sejtek

e rer

crer

novekedési gorbék (1. tablazat) elemzésébdl kideriilt, a PKC izoformak

crer

cPKCa ¢és az nPKCd overexpresszidja lecsokkentette a sejtek ndvekedését. Ezzel
ellentétben, a cPKCp-t és az nPKCe-t overexpresszald keratinocytdk a kontroll (iires

vektorral transzfektalt) sejtekhez képest erdteljesebb proliferaciot mutattak.

1. tablazat Az egyes PKC izoformdkat overexpresszalo HaCaT sejtek névekedésének in vitro
és in vivo vizsgalata

Izoforma A sejtproliferacio in vitro vizsgadlata A tumorgenezis in vivo vizsgalata

Kett6z6dési id6 Szaturaci6 denzitas Atlagos Mitézisok szama Ki-67+ sejtek
(h) (10° sejt/cm?) tumorméret szazaléka
(mm)

Kontroll 232 + 25 14 + 02 Tx8x4,3 6,2 + 10 252 + 2,1

cPKCax 274 + 32 1,0 + 0,2 4,3x4%2,3 36 + 05 132 £+ 23

nPKCé 305 + 43 08 + 0,1 4,6x4,3x2 4 + 03 11,4 + 3,1

cPKCp 16,5 + 3.3 2,1 + 0,1 11x8,3x4,3 16 + 1,2 349 + 45

nPKCg 13,2 + 3.9 28 + 0,2 16x12x5,3 19 + 28 414 + 39

Az ,,Anyagok ¢s mddszerek” fejezetben megadott paramétereket vizsgaltuk. Az eredményeket atlag +
SEM formaban adtuk meg, kivéve az atlagos tumorméret esetében, ahol csoportonként harom-négy
tumor atlagolt haromdimenzids méretét tiintettiik fel.

A proliferacios folyamatok kiilonbségeit a kultardk atlagos kett6z0dési
idejének és szaturacids denzitadsanak meghatarozasaval is szdmszerisithettiikk. A BrdU
assay-kben kapott eredményeinkkel jO Osszhangban a cPKCa-t és az nPKCod-t
overexpresszaldo sejtekre a megnyult kettdzodési 1d6, valamint a lecsokkent

szaturacios denzitas volt jellemzo (1. tablazat).
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A) A HaCaT sejteket 1000 sejt/well denzitasban szélesztettiik, majd a proliferacié vizsgalatdra minden
napon BrDU assayt végeztiink az “Anyagok és mddszerekben” leirt modon. Az egyes pontok négy
parhuzamosan vizsgalt minta atlag + SEM értékeit reprezentaljak. Héarom ismételt meghatarozas
azonos eredményre vezetett. B) Az egyes izoenzimekkel stabilan transzfektalt és iires vektort
tartalmazé (K) HaCaT sejteken Western blottot készitettiink az “Anyagok és modszerekben™
ismertetett modon. A kisérlethez egérben termeltetett elsddleges antitesteket hasznaltunk a
differencialodasi markerek; azaz az involucrin (INV), fillagrin (FIL) és a keratinocyta-specifikus
transzglutaminaz-1 (7G) kimutatasara. A kisérletek soran, a proteintartalom ellendrzése végett, a
membranokat egytttal egérben termeltetett cytochrome-C ellenes antitesttel is megfestettiik (CYT). Az
abra 3-4 hasonl6 eredményt szolgaltato kisérlet egyikét mutatja. C) Az egyes PKC izoenzimekkel
overexpresszalt sejtek differencialodasi markereinek expressziojat kvantitativ denzitometriaval (optikai
denzitas, OD) hataroztuk meg. Ennek soran az adott marker immunjelét denzitometraltuk, majd ezen
értéket a kontroll (lires vektorral transzfektalt) sejtekbdl szarmazo minta jelintenzitasara (mint 100 %-
ra) normalizaltuk. Az abran differencialodasi markerekként 3-4 fliggetlen kisérlet eredményei lathatok
atlag = SEM formaban.
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Ezzel szemben a cPKCpB-t és az nPKCe-t overexpresszalo sejtek szaturacids denzitdsa
jelentésen megndtt, mig kett6zddési ideje lecsokkent a kontroll sejtekhez képest
(1.tablazat).

A differencialodas nyomonkovetéséhez megvizsgaltuk bizonyos keratinocyta-
specifikus differencialodasi markerek expresszios szintjét a PKC overexpresszalo
sejtekben. Mivel az nPKCd8-t overexpresszald sejtek igen gyakran nem érték el a
konfluencia allapotat és proliferaciojuk kb. 80—90 %-os konfluencidnal abbamaradt
(nem mutatva) —amely jelenség az nPKCo-t overexpresszald sejtek szupresszalt
novekedési kapacitasara is utal(hat) —, 6sszehasonlithatd adatok gylijtéséhez minden
sejtkulturat 80-85 %-os konfluencidnal arattunk le, és azonos mennyiségii proteint
tartalmazo mintakat felhasznalva, SDS-PAGE utan, a kiilonboz6 markerek
expressziojanak mértékét Western blottal vizsgaltuk.

Amint a 11./B. és C. abran lathat6, a cPKCa.-t és az nPKCd-t overexpresszalod
sejtekben a késdi-terminalis differencialédasi markerek szintje megemelkedett, mig a
cPKCp ¢és az nPKCe izoformat overexpresszalo keratinocytdkban a differencialodasi

markerek szintje lecsokkent a kontroll HaCaT sejtekhez képest.

A PKC izoenzimek rekombindns overexpressziojanak hatasa HaCaT sejtek
apoptozisara

Tobb PKC izoformardl felvetették, hogy kulcsszerepet jatszhatnak kiilonféle
anyagok altal indukalt apoptotikus folyamatokban (Gutcher és mtsai, 2003). Ezért
megvizsgaltuk két ismert apoptdzist indukalé anyag —az 10,25(0OH),D; és TNFa
(Miiller-Wieprecht ¢és mtsai, 2000)—hatdsat a kiilonféle PKC izoenzimeket

overexpresszalo sejteken (12. dbra).
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Apoptotikus sejtszam (az dsszes sejt %-aban)

12. abra A kiilonféle PKC izoformdk rekombindns overexpresszidja eltéré médon valtoztatjia

meg HaCaT sejtek apoptozisdat
A stabilan transzfektalt, valamint az tires vektort tartalmazo (kontroll, K) HaCaT sejteket a tenyésztd
médiummal (nem stimulalt), 10 uM 1a,25-dihydroxivitamin Ds;-mal (1a,25(0H),D;), illetve 50 nM
tumor necrosis faktor-a-val (TNFo) két napon keresztiil kezeltik, majd az apoptdzist annexin-V
meghatarozasan alapuld aramlasos citometrids vizsgalattal tanulmanyoztuk. Az 4bra az apoptotikus
sejtek szamat mutatja a teljes sejtszamhoz viszonyitva, harom reprezentativ kisérlet atlag + SEM
értékeit feltlintetve.

Az annexin V-alapu aramlasos citometrids vizsgalat alapjdn nem volt
szignifikans eltérés a bazalis apoptozis mértékében a kontroll, valamint a cPKCB-t és
az nPKCe-t overexpresszalo sejtek esetében. Ezzel szemben az nPKCS izoezimmel
transzfektalt sejtekben és —bar kisebb mértében, de a cPKCa-t overexpresszald
sejtekben is —a bazalis apoptdtikus rata magasabb volt, mint a kontroll sejtek
esetében. Ezen felil a cPKCa, valamint az nPKC3 overexpresszidja a kontroll
sejtekhez képest megndvelte a transzfektalt sejtek érzékenységét a 10 puM
1a,25(0OH),;D3, valamint az 50 nM TNFa indukalta apoptozis irant, mig a cPKC[ és
az nPKCe overexpresszorok ezen anyagok hatasaval szemben kisebb szenzitivitast

mutattak, mint a kontroll sejtek.
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Az PKC izoformdk overexpressziojanak hatdasa a tumorgenezisre SCID egerekben
Végezetiill a tumorgenezisre, azaz az in vivo sejtproliferaciora iranyulod
vizsgalatokban meghataroztuk az egyes PKC izoenzimeket overexpresszalod sejtek
viselkedését. A kiillonbozd PKC izoformakat overexpresszaldo (valamint kontroll)
HaCaT sejtek szuszpenzidjat (1-2 x 10° €16 sejt/200 ul) SCID egerekbe injektaltuk
(minden csoportban harom-négy egér), majd harminc nap elteltével meghataroztuk a

kialakult tumorok jellemzdit.

13. abra Az egyes PKC izoformdkat overexpresszalo HaCaT sejtek eltérd tulajdonsdagu
tumorokat indukdlnak SCID egerekben.
A kiilonbozé PKC izoformakkal, valamint a kontroll (K) iires vektorral stabilan transzfektalt HaCaT
sejteket 1-2 x10° €16 sejt/200 ul denzitisban SCID egerekbe intradermalisan injektaltuk. 30 nap
elteltével az allatokat eutanizaltuk, a kialakult tumorokat kimetszettiik, formalinban fixaltuk, majd a
parraffinba dgyazott metszeteket hematoxilin-eozinnal festettiik meg. Eredeti nagyitas: 20x.

A HE-festett metszeteken lathato, hogy a kontroll HaCaT sejtek egy bazalis
sejtekben gazdag, a periférian expanziv novekedést mutatd tumort formalnak,
centralisan ¢élénk sejtéréssel és differencialodassal (keratin gyongydk, dyskeratoticus
sejtek, néha cisztaképzOdés) (13. abra). A proliferaciot, valamint a differencialodast
mutato teriiletek relativ nagysaga megkozelitéleg egyformanak mutatkozott. Az eltérd

PKC izoformékat overexpresszald HaCaT sejtek egerekbe injektalasa alapvetden nem
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valtoztatta meg a kialakult tumorok f6 hisztologiai jellemzdit. Azaz minden egyes
tumor megtartotta expanziv novekedési tulajdonsdgat (kdrnyezetét nem infiltralva,
benignusan nodvekedett), valamint azt a szdvettani jellegzetességét, hogy a tumor
centruméban a sejtek differencidlédasa észlelhetd, a periféridn pedig erételjes
proliferaci6. Mindazonaltal a legnagyobb jelentdséggel azon felfedezésiink birt, hogy
a kiilonbozd izoenzimek esetében a tumorok atlagos méretében, az osztdodo sejtek
szamaban, valamint (a szovettani metszeteken) a proliferaciot és a differencidlodast
mutat6 teriiletek relativ aranyaban jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk. Az nPKCe és
a cPKCp overexpresszidja jelentdsen fokozta a tumorok novekedi iitemét, amint az a
megnovekedett tumorméretekbdl, valamint az o0sztddd sejtek  szdmanak
megemelkedésébdl is kideriilt (1. tdblazat). Ezen tilmenden, a proliferdld teriiletek
relativ aranya a differencialodo teriiletekhez képest szintén megemelkedett ezen
tumorok esetében (a nPKCe-t és a cPKCpB-t overexpresszalo HaCaT sejtek altal
indukalt tumorok esetén a szovettani metszetek teriiletének tobb mint 70 %-an a
proliferdld teriiletek dominaltak). Ezzel szemben a cPKCa ¢és az nPKCo
overexpresszorok altal indukalt tumorok esetén az atlagos tumorméret és a mitézisok
szama is lecsokkent, valamint ezen daganatok esetében a differencialodo teriiletek
dominaltak (a szdvettani képen a tumor tobb mint 70 %-at uraltdk) (13.abra és 1.
tablazat).

A PKC overexpresszor sejtek tumorgenezisre kifejtett eltérd tulajdonsagait a
tumorok Ki-67 pozitiv (azaz proliferdlo) sejtjeinek megszdmlalasaval is bizonyitottuk.
Amint az 1. tablazat adatai mutatjdk, a kontroll sejteknél tapasztaltakkal
Osszehasonlitva, az nPKCe-t és a cPKCpB-t overexpresszaldo sejtek altal okozott
tumorokban a Ki-67 pozitiv (proliferald) sejtek szama megemelkedett, ugyanakkor a

cPKCa ¢és az nPKCd overexpresszorok esetében ez a szam lecsokkent.
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MEGBESZELES

A HaCaT keratinocytak PKC izoenzimmintdzata, valamint annak valtozasa a sejtek
proliferaciodja és differencidaloddsa soran

Vizsgalataink soran elészor a HaCaT keratinocytdk PKC izoenzimkészletét
irtuk le. Kimutattuk, hogy a HaCaT sejtek szdmos PKC izoenzimet expresszalnak: a
cPKCoa-t és B-t; a nPKCd-t, e-t, n-t és 0-t; valamint az aPKC(C-t (2. és 3. 4bra). Ez a
mintazat kiilonbozott attol, amit Geiges €s mtsai (1995) korabban dokumentaltak (az
irodalomban fellelhetd egyetlen ilyen jellegii vizsgalat soran), hiszen 6k a PKCa, 9, €,
¢és ¢ jelenlétét, ugyanakkor a PKCp, 0, és n hidnyat irtak le. Mivel 1) a fent emlitett
izoenzimek kimutatdsait mind Western blot, mind immuncitokémiai technikak
alkalmazasaval is elvégeztiik; 2) az altalunk hasznalt antitestek kiilonboztek a Geiges
munkacsoportja altal alkalmazottaktol; 3) nem publikalt kisérleteink sordn ezen
izoenzimek jelenlétét egy masik gyartotol szarmazd monoklonalis antitestek
alkalmazasaval is kimutattuk; ugy hissziik, hogy a fenti eltéré6 eredmények foként
technikai kiilonbségekre vezethetok vissza.

Altalanosan elfogadott, hogy a NHEK a PKCa, 8, &, n és ¢ izoformakat
expresszaljak, ugyanakkor a PKCP, y és p jelenlétét is dokumentaltdk korabban
(Fischer és mtsai, 1993; Fisher ¢s mtsai, 1993; Rennecke és mtsai 1996). Mivel a
nPKCBO volt az egyetlen izoenzim, melyet NHEK-ban nem talaltak meg (ugyanakkor
mi sikerrel mutattuk ki HaCaT sejtekben, 2. és 3. é&bra), eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a HaCaT keratinocytdk PKC izoenzimmintazata nagyon hasonld
a NHEK-ben talalhatohoz.

Ugyanakkor amennyiben megvizsgaltuk, hogy milyen modon véltozik az

egyes izoenzimek kifejezddése, valamint szubcellularis lokalizacidja a sejtek
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proliferacidja és differencialodasa soran, néhany jelentds kiilonbséget is talaltunk a
HaCaT keratinocytdk és a NHEK kozott. A HaCaT sejtek esetében az egyes
izoenzimek expresszidja eltérd modon valtozott a tenyésztés soran (3. dbra). Az
nPKCd expresszidja ndvekedett a proliferacioval és differencidlodassal, mig az
nPKCe szintje bifazisos mintazatot mutatott; azaz expresszidja folyamatosan nétt a
proliferald sejtekben, mig szintje folyamatosan csokkent (majd eltiint) a
differencialodédssal parhuzamosan. A tobbi izoforma (cPKCa és ; nPKCn és 6;
aPKCC) megjelenése nem valtozott a tenyésztési ido eldrehaladtaval.

Irodalmi adatokbdl kideriilt, hogy NHEK-ban in vitro a PKC izoenzimek
expresszidjanak szintje nem valtozott jelentdsen a nagy sejtdenzitas altal kivaltott
differencidlodés soran (csak a cPKCa szintje ndvekedett minimalisan) (Lee és mtsai,
1998), ugyanakkor in vivo a nPKCn jelentds mértékben a differencialt rétegek
keratinocytdiban expresszalodott (Koizumi és mtsai, 1993). Ehhez nagyon hasonloan,
NHEK-ban és egér keratinocytakban az [Ca’']. megemelésével kivaltott
differencidlodéasi program soran (Denning és mtsai, 1995; Matsui és mtsai, 1992),
valamint a rekonstitudlt epidermis differencialédo keratinocytaiban (Gherzi és mtsai,
1992) jelentésen megvaltozott a PKC izoenzimek expresszidja és aktivitdsa a
differencialodas sordn.

A HaCaT sejtek és a NHEK kozott az egyik legjelentésebb kiilonbséget
ugyanakkor akkor tudtunk kimutatni, amikor az egyes PKC izoenzimek szubcellularis
lokalizaciojat vizsgéaltuk a tenyésztés sordn. Konfokalis mikroszkdpia segitségével
kimutattuk, hogy a HaCaT keratinocytdkban a jelenlévd izoenzimek lokalizacidja nem
valtozott (adat nem mutatva), ellentétben a humén és egér keratinocytdkkal (Denning
¢s mtsai 1995; Lee és mtsai, 1998), melyekben bizonyos izoformék transzlokalodtak a

differencialodds soran. Ez a kiilonbség egyrészt adodhat a HaCaT sejtekben
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kifejez6d6 PKC izoforméak jellegébdl (nevezetesen, inkdbb a PKC izoenzimek
expresszids mintdzata, mintsem azok lokalizacioja valtozott a differencialodassal, 3.
abra), masrészt az intracellularis lokalizaci6 vizsgalatara hasznalt eltérd kisérletes
megkozelitésekbdl is (azaz, amig mi immunfestést kdvetden konfokalis mikroszkopiat
alkalmaztunk, addig masok szubcellularis frakcionaldst kovetdé Western blot

technikaval elemezték a jelenséget).

A PKC rendszer aktivalasa PMA-val terminalis differencialodast indukal
A PKC rendszer izoenzimjeinek leirdsa utan arra voltunk kivancsiak, hogy

milyen hatdssal bir az altalanos PKC aktivator PMA a HaCaT keratinocytak

crer

crcr

K10 expressziojat, valamint megnovelte a késé-termindlis differencidlodéasi markerek
(INV, FIL, TG) kifejezddését (6. abra). Ezen tulmenden, a PMA kezelés a pre-
konfluens kulturdkban (de nem a mar poszt-konfluens, azaz differencidlodo sejtekben)
az [Ca®"]; novekedését valtotta ki (4. abra), mely eredmény szintén a forbol-észter
differencidlodést indukdlo hatisara utal. Ezen adatok arra engednek kovetkeztetni,
hogy — hasonldéan a NHEK esetében leirtakhoz (Liew €és mtsai, 1992; Matsui €s mtsai,
1993, 1996) —a forbol-észter alkalmazasa terminalis differencialodast indit el a
HaCaT keratinocytékban is.

Megallapitottuk azt is, hogy a PMA eltéré izoenzimek kiilonb6zé mértékii
befolyasolasa (azaz down-regulacidja) révén fejtette ki cellularis hatasait a proliferald
(proliferacidé gatlasa) és a differencialodd (termindlis differencialédas indukcidja)

HaCaT keratinocytdkon (7. abra). A proliferalé sejtekben a PMA praktikusan az
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Osszes szenzitiv (cPKC és nPKC) izoenzimet down-regulalta (csak a nPKCn mutatott
igen kisfoku valtozast a PMA hatéasara), habar a down-regulaci6 mértéke, valamint a
PKC izoformak PMA-val szemben mutatott érzékenysége (melyet az eltérdé dozis-
hatds viszonyok mutattak) meglehetésen eltéré volt az egyes PKC izoformak
esetében. A differencialodd sejtekben ugyanakkor —habar a PKCo, P és ©
izoenzimeket a forbol-észter itt is down-regulalta (ugyancsak eltéré mértékben és
kiilonb6zd dozis-hatas 0sszefliggést mutatva) —a nPKCS és 1 szinjét a PMA kezelés
alig modositotta. Ezen talmenden azon izoenzimek koziil, melyek mind a proliferalo,
mind a differencialodé sejtekben down-regulalédnak PMA hatasara, a cPKCa jobban
down-regulalodott a differencialodd sejtekben, mig a nPKCO szintje inkdbb a
proliferalo sejtekben csokkent (a cPKCP hasonldan viselkedett mindkét kulturaban).
Ugy tiinik tehat, hogy a nagy sejtdenzitas altal indukélt differencialodasi program
beindulasaval a legtobb PKC izoenzim (kivéve a cPKCP) PMA irdant mutatott
érzékenysége megvaltozott, mely az egyes PKC izoformak fenti folyamatokat
szabalyozd aktivitasaban bekovetkezo lehetséges valtozasokra utalhat.

Amennyiben feltételezziik, hogy egyes izoenzimek az adott sejtben kiilonb6zo
¢s gyakran ellentétes szereppel birnak bizonyos sejtfolyamatok szabalyozasaban
(Murray ¢és mtsai, 1993; Mischak és mtsai, 1993; Brodie és mtsai, 1998), a PKC
izoformak eltéré érzékenysége a PMA hatasaval szemben magyardzatot adhat a
kiilonboz6 dozis-hatas viszonyok érvényesiilésére a PMA Aaltal kifejtett a proliferacio-
gatlasban, illetve az egyes differencialédasi markerek  expresszidjanak
befolyasolasaban. Példaul, a proliferacios kisérletekben a PMA jellegzetes “U-alakt”
gorbe szerint fejtette ki gatlo hatdsat; azaz, a 100 nM PMA hatasosabbnak bizonyult a
proliferacié csokkentésében, mint a 1 uM-os koncentracid. A fenti hipotézis tiikrében

ezt ugy (is) magyarazhatjuk, hogy a két PMA dézis mas-mas PKC izoenzim
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expresszios mintazatot hozott létre az izoformak eltéré down-regulacioja révén. gy ha
az 1 uM PMA (ellentétben a 100 nM hatésaval) olyan PKC izoenzim(ek) aktivitasat
csokkentette, mely(ek) gatolja(k) a proliferaciot €s/vagy olyan izoformda(k) aktivitasat

crc

PMA kevésbé kifejezett proliferaciot gatld hatasdban nyilvanulhat(ott) meg.

A PKC izoenzimek specifikus szerepe a proliferacio, a differencialodas, az apoptozis,
valamint a tumorgenezis szabadlyozasaban HaCaT sejtekben

Ezen fent bemutatott adatok — jo 6sszhangban az irodalomban fellehetd, foként
a NHEK-ra vonatkoz6 nagyszamu ismerettel (Lee és mtsai, 1997; Lee és mtsai, 1998;
Li és mtsai, 1999; Bikle és mtsai, 2001; Jansen és mtsai, 2001; Neill és mtsai, 2003) —
egyértelmiien alatdmasztottak azt a hipotézist, hogy a PKC rendszer kézponti szerepet
is. Ezenfeliil eredményeink arra is ramutattak, hogy bizonyos izoenzimek (elsésorban
az nPKCd és n) akar specifikus modon is képesek a sejtfolyamatok szabalyozéasara. A
tézisek masodik részében bemutatott kombinélt farmakoldgiai, valamint molekularis
biologiai kisérletek sziikségeltettek ugyanakkor ezen szabalyoz6é mechanizmusok
pontos azonositasahoz, valamint a izoforma-specifikus szerep részletes tisztdzasdhoz.

Ezen kisérletes eredményeink interpretalasanak egyik kulcskérdése az volt,
hogy a HaCaT sejtekkel elvégzett kisérleteink kovetkeztetései mennyire relevansak az
NHEK-hoz viszonyitva. A keratinocytdk bioldgiai folyamatainak egyik leginkdbb
tanulmanyozott PKC izoenzimjérdl, a cPKCa-rol korabban mar kimutattdk, hogy
kozponti szerepet jatszik a kalcium- és a konfluencia-indukalta terminalis
differencialodasi folyamatokban egér és human keratinocytakban (Lee és mtsai, 1997;

Lee és mtsai, 1998; Bikle és mtsai, 2001; Jansen és mtsai, 2001; Neill és mtsai, 2003;

52



Zang ¢s mtsai, 2003). Errdl az izoformarol NHEK esetében még azt is kimutattak,
hogy — hasonléan az altalunk HaCaT keratinocytdkban tapasztaltakhoz (7. abra) —
forbol-észterek hatasara gyorsan és jelentésen down-regulalodik (Lee és mtsai, 1998).
Ezen folyamatrdl Ugy tartjak, hogy valoszinilileg kulcsszerepe lehet a fenti anyagok
terminalis differencidlodast okozo hatdsdnak kozvetitésében. Molekuldris biologiai
kisérleteinkben  kimutattuk, hogy a cPKCa overexpresszidja fokozta a
differencialodast, valamint az apoptdzist kivaltod agensek irant mutatott érzékenységet,
ugyanakkor meggatolta a sejproliferaciot és a tumorndvekedést (11-13. ébra). Ezen
eredményeink tehat arra utalnak, hogy — hasonléan az NHEK sejtekben betoltott
szerepéhez —a cPKCa kozponti helyet foglal el HaCaT keratinocytdkban is a
proliferaci6 negativ, mig a differencidlodas pozitiv szabalyozasaban.

A cPKCa esetében kapott eredményeinket (az apoptozis ¢és a differencialodas
stimulalasa; az in vitro €s in vivo sejtproliferacio gatlasa) 6sszehasonlitva azokkal az
adatokkal, melyeket a cPKC izoformdk inhibitoraval, a G66976-tal kaptunk (azaz
mind a proliferacié, mind a differencialédas gatlasa, 8. abra), felmeriilt, hogy a
cPKCB (egy masik, HaCaT sejtekben eléfordulé cPKC izoforma, 2. és 3. é&bra),
melyet a G066976 szintén gatolt, a fenti folyamatokat ellentétes iranyban
szabalyozhatja. Ezt aldtdmasztva kimutattuk, hogy a cPKCpB-t overexpresszalo sejtek
proliferacidja, valamint tumort indukalé hatasa feler6sodott, mig a differencialodas,
valamint az apoptotikus folyamatok gatlédtak a kontroll HaCaT sejtekhez képest (11.-
13. 4bra). Ezen eredmények jo 6sszhangban alltak korabbi adatokkal, melyek szerint
az egyik leggyakoribb hyperproliferativ megbetegedésben, a psoriasisban — ahol a
differencidlodés és a proliferacido finom egyensulya felborul —a ¢cPKCp expresszios

szintje jelentdsen megvaltozott a keratinocytdkban (Fisher és mtsai, 1993).
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A G06976 alkalmazasaval nyert adataink (8. 4bra) a PKC enzimcsalad
konvenciondlis csoportjdba (cPKC) tartoz6 izoforméak antagonista szerepének egy
tovabbi fontos tulajdonsagara vilagitottak ra. Abban az esetben ugyanis, ha a cPKCa
a differencialodast stimuldlja, de a novekedést gatolja; és forditva, a cPKCP a
proliferaciot serkenti, valamint a differencidlédast gatolja, akkor a G66976 anyag
(mely mind a cPKCa-t, mind a cPKCB-t gatolja) proliferaciora és differenciadlodasra
kifejtett gatlo hatasat (11-13. &bra) csak tigy magyarazhatjuk, hogy a két izoenzim
stimulalé hatésa (a cPKCa-nak a differencidlodasra és az apoptézisra; a cPKCB-nak
pedig a proliferaciéra €és a tumorgenezisre) effektivebb, mint az ellentétes
folyamatokra kifejtett gatlo hatadsuk. Mindazonaltal adataink egyértelmiien bizonyitjak
a hasonlo aktivacios mechanizmussal rendelkezo (ezesetben kalcium- és forbol-
¢észter-dependens) PKC izoformak ellentétes szabalyozd szerepét a HaCaT
keratinocyték kiillonbozo sejtfolyamataiban.

A novel nPKC izoformak vizsgalata soran drdmaian hasonld jelenséget
figyelhettiink meg. Az irodalmi adatok alapjan a nPKCe szamos sejttipus estében
bizonyult a sejtproliferacio kulcsfontossagli pozitiv regulatoranak (Mischak €s mtsai,
1993; Goodnight és mtsai, 1994; Brodie és mtsai, 1998; Gutcher és mtsai, 2003). A
nPKCe overexpresszidjanak esetében kimutattdk azt is, hogy az patoldgias
proliferacidhoz (hyperproliferativ transzformacidhoz) vezet, mig az enzim down-
reguléciodja, illetve domindns negativ mutdnsanak overexpresszioja a proliferacid
gatlodasat, valamint a differencialodas indukcidjat eredményezte (Mischak és mtsai,
1993; Goodnight és mtsai, 1994; Brodie ¢s mtsai, 1998). Ezenfeliil a nPKCe-rol
nemrégiben bebizonyosodott, hogy szerepet jatszik transzgenikus egerek
boértumorainak kialakuldsédban is (Jansen és mtsai, 2001). Mivel a nPKCe-rol jelen

kisérleteinkben sikeriilt kimutatnunk, hogy — csakiigy mint az NHEK-ban (Zang és
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mtsai, 2003) —a HaCaT sejtek esetében is kizarolag a proliferdlé sejtekben
expresszalodik és a differencialodo sejtekben nincs jelen (3. abra), a 11-13. dbrékon,
valamint az 1. tabladzatban bemutatott adatok (azaz, az nPKCe-t overexpresszald
sejtek novekedési iliteme és tumort indukald hatdsa drdmaian megnovekedett, mig
differencidlodasi ¢s apoptotikus kapacitasuk lecsokkent) egyértelmiien amellett
szolnak, hogy ezen izoforma pozitivan regulalja mind az in vitro, mind az in vivo
novekedési folyamatokat a HaCaT keratinocytakban.

A nPKCS tekintetében eredményeink ezzel ellentétesnek adodtak, ugyanis
ezen izoforma a differencidlodéas és az apoptozis pozitiv regulatoraként mitkodott,
ezzel péarhuzamosan pedig géatlo hatast fejtett ki a sejtproliferaciora és a
tumornovekedésre (11-13. 4bra, 1. tébldzat). Kimutattuk tovabba, hogy
differencialodd HaCaT keratinocydkban a nPKCd expresszids szintje jelentdsen
megemelkedett (3. dbra). Szamos kutatdcsoport beszdmolt arrél, hogy NHEK-ban a
nPKCS aktivacioja vagy overexpresszidja meggatolta a sejtproliferaciot, eldsegitette a
differencidlodéasi program beindulasat (Li és mtsai, 1999), tovabba mind NHEK
(Denning és mtsai, 1998, 2002; Li és mtsai, 1999), mind HaCaT sejtek (Fukunaga és
mtsai, 2001) esetében szamos apoptozist indukald anyag hatasat medialta. Ezen
tulmenden HaCaT sejtekben kimutattdk azt is, hogy a Ha-ras overexpresszid okozta
malignus transzformacid (azaz megndvekedett proliferacios kapacitas és lecsokkent
differencialodasi tendencia) esetében a nPKCo izoenzim eltlint a sejtekbdl (Geiges és
mtsai, 1995), valamint, hogy a kontroll HaCaT sejtek Rottlerinnel vald kezelése
megvaltozott (proliferald) fenotipus kialakuldsahoz vezetett (Dietrich és mtsai, 2001).
Ezen irodalmi adatokkal jo 6sszhangban 1év0 eredményeink is arra utalnak, hogy az
nPKC3 kozponti szerepet jatszik a differencidlodds, valamint az apoptdzis

beinditasaban, illetve kifejlodésének eldsegitésében.
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Végezetiil fontos megemliteniink, hogy, legjobb tudomasunk szerint, a mi
munkank volt az irodalomban az elsd, amely a HaCaT sejtek tumort indukald
hatasardl szdmoltak be SCID egerekben. Kimutattuk, hogy a ,,nude” egerek esetében
kapott eredményekkel ellentétben —ahol a HaCaT sejtek jellegzetes, par hét utan
regrediald cisztikus granulumokat formaltak (Boukamp €s mtsai, 1988; Fusenig és
Boukamp, 1998) —, SCID allatokban a HaCaT keratinocytak expanzivan ndvekedo,
benignus tumorokat idéztek eld (13. dbra), melyek szdvettanilag nagyon hasonlitottak
a ras-transzfektalt (de malignusan nem transzformalt) HaCaT klonokkal beoltott
egerek tumoraihoz (Breitkreutz és mtsai, 1991; Fusenig és Boukamp, 1998). Ezen
adatok alapjan tehat elmondhatjuk, hogy —hasonléan mas tumort indukalo sejttipus
novekedési tulajdonsagaihoz (Xie és mtsai, 1992; Taghian és mtsai, 1993; Kubota és
mtsai, 1993) —a HaCaT sejtek tumort indukalo képessége erdteljesebben érvényesiil
SCID egerekben, mint ,,nude” egerekben. Mindazonaltal, mivel egyik PKC izoforma
overexpresszidja sem okozott malignus atalakuldst (még a hyperproliferativ cPKCB-¢
vagy az nPKCe-¢é sem), szemben a bizonyos Ha-ras transzfekcid6 malignitasaval
(Breitkreutz és mtsai, 1991; Fusenig és Boukamp, 1998), eredményeink arra utalnak,
hogy habar bizonyos PKC izoformdk in vitro és in vivo is stimuldljdk HaCaT
keratinocytdk novekedését, konstitutiv kifejezddésiik dnmagaban nem elegendd ezen

Osszefoglalva tehat azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy bizonyos cPKC és
nPKC izoformék a human HaCaT keratinocytdk in vitro és in vivo novekedésében,
differencidlodésaban, valamint apoptozisdban betdltott izoforma-specifikus szerepe
nagyon hasonlé a kordbban NHEK sejtek esetében mar jellemzett folyamatokhoz.
Mindezek alapjan eredményeinket a NHEK-ra vonatkozoan is relevansnak

tekinthetjiik.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a protein kindz C (PKC) izoenzimek szerepét vizsgaltuk
human HaCaT keratinocytak sejtfolyamatainak szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy a
sejtek jellegzetes izoenzimmintdzattal rendelkeznek (cPKCa, B; nPKC9, €, n és 6;
aPKC(), mely jelentds mértékben valtozott a sejtek proliferacidja és differencialodasa
soran. Bebizonyosodott az is, hogy az altalanos PKC aktivator forbol-12-mirisztat-13-
acetat, eltérd modon hatva az egyes izoformékra, meggatolta a HaCaT keratinocytak
inhibitorok alkalmazasaval megallapitottuk, cPKC and nPKC izoformdk egyiittes
gatlasa  (GF109203X) nem valtoztatta meg a sejtproliferaciot, ugyanakkor

csOkkentette a terminalis differencialodast. Ezzel ellentétben a ¢PKC izoenzimek

crer

crer

kisérleteinkben, melyek sordn kiilonféle PKC izoformakat stabilan expresszaléd
HaCaT keratinocytakat allitottunk eld, megallapitottuk, hogy a cPKCa és nPKCo
indukald képességét, ugyanakkor fokozta a sejtek differencidlodasat és apoptdzisat.
Ezzel szoges ellentétben a cPKCP és nPKCe jelenléte fokozta a sejtek in vitro és in
vivo novekedését, mig meggatolta azok differencialodasat és apoptodzisat. Mindezen
adataink egyes cPKC ¢és nPKC izoenzimek specifikus, ugyanakkor egymassal
ellentétes szerepére utalnak human HaCaT keratinocytak sejtfolyamatainak

szabalyozasaban.
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