OSSZEFOGLALAS

A masodlagos messenger molekula diacil-glicerol @As intracellularis effektorai (a C1
domént tartalmazé szignal-proteinek) meghatarozéreget jatszanak olyan jelatviteli
folyamatok szabalyozdsaban, mint a sejtproliferaaidifferencialédas, az apoptdzis és a
tumorgenezis. A Disszertacio &lsészében a protein kindz C (PKC) rendszer (azkegyi
legfontosabb DAG-effektor molekulacsalad) tagjairaorma-specifikus és antagonisztikus
szerepét elemeztik a faggyumirigy biolégiai folyémmeak szabalyozasdban. A PKC
rendszer forbol-észter (PMA) &ltali aktivacioja éata a human sebocyték lipidszintézisét,
amely a sejtek terminalis differencialédasanak kattira. Farmakologiai modszerek (PKC
inhibitorok felhasznalasa), valamint sejt- és maléks bioldgiai technikak segitségével
megéllapitottuk, hogy a sebocytakban expressz&6dRKC izoforma (cPK@, nPKG, €, n

és aPKCQ) kozul a PMA hatdsanak kozvetitésében a cieé€az nPKE izoformak vesznek
részt. Tovabbi fontos megfigyelésink volt emelléibgy az nPKG részt vesz az ismert
gyulladasos prekurzor, az arachidonsav lipidszistéfokozé és apoptozist indukalo
cellularis hatasainak szignaltranszdukcidos Utvdraada is. Az aPKGrol emellett
bebizonyosodott, hogy konstitutiv enzimaktivitadadvaisszaszorita a terminalis
differencialédas (lipidfelnalmozas) és az apopt&agfolyamatait. A Disszertacio masodik
részében a sokoldalt intracellularis szignaltransed a Vavl molekula ligandkotési
sajatossagait elemeztik. A DAG-felisieintramolekularis alegységként funkcionalé C1
domén a Vavl molekuldban is megtaldlhato és kozpaetepet jatszik a guanin nukleotid
cseréb enzimaktivitas szabalyozasaban. A forbol-észtéékdianya miatt ugyanakkor az
atipusos C1 domeének kozé lett besorolva annakéeietmogy a domén ligandkdielyének
geometriai felépitése gyakorlatilag teljesen homg@adPKC enzimek tipusos C1 doménjaval
(amelyek nagy affinitassal kétnek forbol-észteRekombinans géntechnoldgia és iranyitott
mutagenezis segitségével sikeriilt azonositanummitosavat (GIy GIU'®, Thrt, Th* és
Tyr*®) a kotzseb peremén, amelyek kumulativ médon csokkentikigandaffinitast.
Molekularis modellezés felhasznalasaval megall#pitaovabba, hogy ezen inkompatibilis
aminosavak lecsokkentik a Kbiely csucsanak hidrofébicitdsat, mialtal a dkily
membranasszociacidja zavart szenved és gatlodiigand-C1l-domén-membran harmas
komplexének kialakulasa. A szerkezeti sajatossagtikasznalasaval olyan DAG-analdg
molekulak (DAG-laktonok) kifejlesztését kezdtuk edmelyek a Vavl Cl-specifikus

aminosavak targetélasan keresztil szelektiveny#folhatjak az enzimatikus funkciot.



SUMMARY

The lipophilic second messenger diacylglycerol (DA#hd its intracellular effectors (C1
domain containing proteins) play a substantial rimlesignaling events controling cell
proliferation, differentiation, apoptosis and tum@rmation. In the first part of the
Dissertation, we demonstrate the pivotal, isofopeetfic, differential and antagonistic role
of protein kinase C (PKC), one the most importamify of DAG-effector molecules, in the
regulation of sebaceous gland biology. We repodt tthe phorbol-ester-(PMA)-driven
activation of the PKC system stimulates the lipignteesis (hallmark of terminal
differentiation of sebocytes) of human sebocytesir @harmacological (using PKC
inhibitors) as well as cell and molecular biolodiapproaches revealed that, among the five
isoforms (cPK@, nPKG, ¢, 1 and aPKQ) expressed by the sebocytes, the activation of
cPKCa and nPKG@ participate in mediating the lipogenic effectstioé PKC activator. Of
further importance, using the above mentioned nigthoPKG® was also found to play a
major role in the cellular transduction of the jemic and apoptosis-inducing effects of
arachidonic acid (a well-known inflammatory preasjsFinally, endogenous aPK@ctivity
was shown to constitutively suppress basal lipittlsgsis and apoptosis. In the second part of
our studies, we characterized the ligand bindingperties of the C1 domain (highly
conserved intramolecular recognition motif of DAG)Vavl, a versatile signal transducer
with guanine nucleotide exchange activity towarcabr@TPases. The C1 domain of Vavl,
which plays a key role in the regulation of Vaviaty, is classified as atypical (non-phorbol-
responsive), despite the fact that it retains aibop pocket geometry homologous to that of
the typical (phorbol-responsive) C1 domains of PKGsing recombinant gene technology
and site-directed mutagenesis approaches, we hanfed the basis for its failure to bind
ligands and have identified five crucial residuésuf, GIu*®, Thr!, Th** and Tyf°) along

the rim of the binding pocket, which weaken bindpwency in a cumulative fashion. With
the help of computer modeling, we predicted thas¢hunique residues in Vavl decrease the
hydrophobicity of the rim of the binding cleft, imiping membrane association and thereby
preventing formation of the ternary C1-ligand-meam®& binding complex. Initial design of
DAG-lactones to exploit these Vavl-unique residekhewed enhanced selectivity for C1
domains incorporating these residues, suggestisigategy for the development of ligands

targeting Vavl activity.
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