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BEVEZETES

Szisztémads lupus erythematosus

A szisztémds lupus erythematosus (SLE) a poliszisztémds autoimmun
betegségek egyik jelentds képviseldje, ami a T- és B-sejtek, valamint az antigén-
prezentdld sejtek (APC) diszreguldcidjaval jellemezhetd. A megvéltozott
sejtmiikddés patoldgids autoantitestek termelését indukélja, ami a legtobb szerv
(leggyakrabban az iziiletek, savos hartydk, bor, vese, kozponti idegrendszer)
gyulladésos érintettségéhez vezet. A betegségre jellemzd a ndéi dominancia és,
lefolyasat tekintve, a valtakozd sulyossdgi exacerbaciok és remissziok
megjelenése.

Az SLE-ben szdmos jellegzetes laboratériumi abnormalitdst igazoltak. A
leggyakoribb eltérések kozé tartozik a hiperszedimenticid, a leukopénia, a
limfopénia, a trombocitopénia és az anaemia. A legfrekventéltabban el6forduld
immunszeroldgia valtozas a pozitiv antinukledris antitest, az emelkedett dsDNS
elleni, illetve kardiolipin elleni antitest szint, a lupus antikoaguldns pozitivitas,
az alacsony komplement fehérje koncentraciock €és az 0Osszhemolitikus
komplement aktivitas.

A betegség etioldgidja €s patogenezise multifaktoridlis, a mai napig sem
ismert minden részletében. Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy a koérkép
kialakuldsdban szdmos genetikai, hormondlis és kornyezeti faktor jatszik
szerepet. A genetikai tényezOk fontossdgara utal példaul az autoimmun
betegségek halmozddasa az SLE-sek csalddjaban, valamint az egypetéjii ikreken
elvégzett konkordanciavizsgalatok. A hormondlis tényezOk szerepére hivja fel a
figyelmet a kifejezett ndi dominancia, mig a kornyezeti faktorok koziil a fert6zo
agensek, ultraibolya sugdrzds, valamint bizonyos gydgyszerek emlithetok meg,
amelyek hozzdjarulhatnak a betegség exacerbécidjdhoz, sulyosboddsihoz. Az
utébbi idében egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a betegség

patomechanizmusdban alapvet0 szerepet jatszik —illetve egyik legfontosabb



kezdeti és fenntart6 tényez0 —az autoreaktiv T-sejtek kialakuldsa, ami
végeredményben patoldgids autoantitesteket termel0 B-sejtek keletkezéséhez
vezet.

A T-sejt aktivaciot a T-sejt receptornak (TCR) az antigénnel konjugalt 6
hisztokompatibilitdsi komplexszel (MHC/Ag) torténd kontaktusa inditja be, ami
biokémiai események sorozatit medidlja, atjuttatva ezzel a szigndlt a T-sejt
felszinérdl a sejtmagba. Ennek hatdsdra szdmos gén transzkripcidja valtozik
aktivitas hozzdjarul a B-sejtek autoantitest termeléséhez €s ezzel az autoimmun
folyamat fellangolasdhoz. A TCR MHC/Ag komplexszel torténd kapcsolddasa a
TCR alegységek kiilonboz6é kindzok éltali foszforildci6jahoz vezet, amelyek
serkentik a T-sejt specifikus C-asszocidlt protein 70 (ZAP-70) miikodését. A
ZAP-70 egy tirozin-kindz aktivitdssal bir6 fehérje, amely foszforildlni képes a
T-sejtek aktivdlédasdban részt vevd adapter molekuldkat (linker for activation of
T cells, LAT), beinditva ezzel egy foszforilaciés kaszkdd eseménysort, ami
kalciumbedramldshoz, a mitogén aktivilt protein kindzok (MAPK)

aktival6ddsidhoz és a sejtmagban torténd géntranszkripcié médositdsdhoz vezet.

A protein kindz C izoenzimek

A protein kindz C (PKC) izoenzimcsaldd a szerin-threonin kindzok egyik
jelentds képviseldje. A mai napig 11 kiilonb6z6 PKC izoenzimet kiillonboztettek
meg, melyeket aktiviciés mechanizmusaik és szerkezeti jellegiik alapjan 4
nagyobb csoportba sorolhatunk. A ,klasszikus” csoportba (cPKC) a cPKC a, B,
BII és a vy izoenzimek tartoznak. Ezen izoformak k6zos jellemzdje, hogy diacil-
glicerol (DAG) és kalcium-dependensek, vagyis aktivdléddsukhoz ezen
anyagokat kofaktorként igénylik. A mdsodik csoportba a kalcium-fiiggetlen, de
DAG-fiiggé ,novel” nPKCS, €, mn és 0 izoenzimek tartoznak. Kozos
tulajdonsaguk, hogy kalcium nélkiil, diacil-glicerollal (illetve annak exogén

megfelelojeként bizonyos forbol-észterekkel) is maximédlisan aktivdlhatok. A



harmadik csoportba az ,,atipusos” izoenzimek sorolhaték (aPKC), melyek kozé
az aPKCC( és A1 tartoznak. Jellemz6jiik, hogy aktivaléddsukhoz sem kalciumot,
sem phorbol-észtert nem igényelnek. A negyedik csoportot egyetlen enzim
alkotja, a PKCu (djabb nevén a PKD), mely mind aktivaci6jat, mind struktirdjat
tekintve rendhagy6 izoformanak tekinthetd.

A humidn szervezet minden sejttipusa rendelkezik valamely PKC
izoformaval, illetve izoformdkkal. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy nem
mindegyik izoenzim taldlhaté meg minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek
a szervezetben az adott szovetre, valamint sejtre jellemzd megoszlast és
mintdzatot mutatnak. Ezen megoszlds gazdagsigdbol fakad, hogy a PKC
enzimek az élettani szabdlyoz6 folyamatok legszélesebb skdldjat képesek
befolyasolni. Alapvetd és kozponti szereppel birnak (a teljesség igénye nélkiil)
példaul a sejtek proliferdcidjanak és differencidlédasdnak szabélyozdsdban, a
programozott sejthaldl (apoptézis) folyamatsordban, meghatdrozott sejttipusok
altal termelt medidtorok (vazoaktiv anyagok, novekedési faktorok, citokinek)
szintézisének szabdlyozéasaban, valamint a szervezet védekezo
mechanizmusainak reguldcigjaban (fagocitdzis, immunglobulintermelés).

Az utébbi idében egyre tobb bizonyiték szol amellett is, hogy a PKC
izoenzimek nemcsak szerkezeti, aktivacids €s megoszlasi heterogenitést
mutatnak, hanem reguldciéjuk és bioldgiai szerepiik is jelentdsen kiilonbozhet
egymastol. Bebizonyosodott emellett az is, hogy egy adott sejtvalasz (kiilonds
tekintettel a proliferacié és a differencialodas) kialakitdsdban a kiilonb6zo
izoenzimek nemcsak eltérd aktivitdssal vehetnek részt, de hatdsuk gyakran

ellentétesnek adodik.

A PKC izoenzimek szerepe egészséges és SLE-s humdn limfocitakban
Szdmos tanulmdny igazolta, hogy a PKC izoenzimek kozponti szerepet
toltenek be a limfocitdk sejtfolyamatainak szabdlyozdsdban is. Kordbban

igazoltak, hogy az SLE-s betegek T-sejtjeiben csokkent PKC aktivitds mutathato



ki. Ismert emellett az is, hogy az SLE-s T-sejtek csokkent TCR( ldnc
expresszioval rendelkeznek. Ezen valtozas egy sokkal potensebb 1-es tipusu
FcRy lanc kapcsolddésat eredményezi a receptorhoz, megvéltoztatva ezzel a
tovdbbi  szigndltranszdukcids  kaszkdd  mikodését, ezdltal fokozott
kalciumbedramlést, abnormdlis cAMP regulédciét és facilitdlt intracelluldris
foszforildciét eredményezve. A megvaltozott TCR( lanc expresszid hatterében a
gén csokkent transzkripcidja éll, aminek szabdlyozdsdban az Elf-1 (E-74-like
faktor) transzkripciés faktor, az Ets (E-26-specifikus) transzkripcids csaldd tagja
jatszik kozponti szerepet. Ismert emellett az is, hogy SLE-s T-sejtekben az Elf-1
transzkripcids faktor aktiv formdjanak molekularis defektusa jon létre, ami a
molekula abnormis poszttranszlaciés modifikdlasdnak kovetkezménye. Tobb
hipotézis sz6l amellett, hogy az Elf-1 transzkripcids faktor defektusdnak (és
ezaltal a csokkent TCRC lanc expresszidjanak) hétterében a molekula csokkent
foszforilacidja 4ll, ami az SLE-s T-sejtek szuprimdlt PKC aktivitdsdnak
kovetkezménye.

A T-sejtek ezen jelatviteli abnormalitdsainak egyik kovetkezménye SLE-
ben a megvaltozott citokintermelés, melyek koziil alapvetd jelentdsséggel bir a
T-sejtek csokkent interleukin-2 (IL-2) produkcidja. Ezzel péarhuzamban
kimutattdk, hogy a cPKCa és a nPKCO serkenti az egészséges human T-sejtek
IL-2 receptor expresszidjat, ugyanakkor a cPKCp, valamint nPKC3 és ¢ fokozza
a sejtek IL-2 szintézisét. A nPKCO kozponti szerepére hivja fel a figyelmet,
hogy a T-sejt aktivacidé sordn ezen izoforma az immunolégiai szinapszisokban
taldlhaté lipid raftokba transzlokdlodik. Szintén ezt a hipotézist erdsiti meg,
hogy Jurkat T-sejtekben a nPKCO transzfekcidja jelentésen novelte az IL-2

termelést.

A PKC izoenzimek szerepe egészséges és SLE-s humdn monocitdkban
A monocitdk esetében a sejtek aktivdcidja szintén szdmos jelatviteli

utvonal indukcidjit eredményezi. A PKC enzimcsaldd esetleges szerepével



kapcsolatban azonban mar kevesebb adat 4ll rendelkezésre az irodalomban.
Bebizonyosodott, hogy a PKC izoenzimek kozponti, egymadssal ellentétes
szerepet toltenek be a humdn monocitdk FC-gamma receptor medialt
intracellulédris 616 mechanizmusainak szabdlyozdsiban (cPKCP fokozta, mig a
cPKCa és a nPKCe gatolta azt). Kimutattdk azt is, hogy kiilonb6z6 PKC
izoenzimek, udgymint a cPKCa és [, valamint nPKCo és ¢ funkcidja
elengedhetelen a monocitdk proinflammatorikus citokintermeléséhez (TNFa, IL-
1B, IL-6). Ezzel ellentétben a bakteridlis lipopoliszacharidok (LPS) 4ltal aktivalt
humén monocitdk sejtvidlasza (nevezetesen a TNFa, IL-1 és IL-6 termelés) az
aPKCC( aktivalodasan keresztiil valosul meg.

Fontos ekdzben megjegyezni, hogy a sejtek fagocitotikus aktivitdsa és
gyulladdsos medidtortermelése nagymértékben fiigg a foszfolipdz A,
enzimcsaldd miikodésétol, igy az arachidonsav (AA) termelésétdl. Ismeretes,
hogy az AA szintézisben kozponti szerepet jatszé PLA, enzimek — Ggymint a
citoszolikus foszfolipdz A, (cPLA,), a kalcium-fiiggetlen foszfolipaz A, (iPLA,)
és a diacilglicerol (DAG) lipidz — ,,down-stream” targetjei lehetnek a kiilonb6z0
PKC izoenzimeknek. Azt is igazoltdk, hogy egy human monocitoid sejtvonal, a
MonoMac-6 sejtek esetében, a PKC-nak (habar nem {rtdk le, hogy mely
izoformdknak) van alapvetd szerepe a sejtek IgG medialt fagocit6zisdnak
kialakitasaban, aktivalva a monocitaknal 18 ismert
PKC—PLA,—AA—fagocitdzis jelatviteli utvonalat. Ezt a tedriat erdsitette meg
az a dolgozat, amiben izoformaspecifikus antiszensz oligonukleotidok
felhaszndldsdval igazoltdk, hogy a cPKCa szabdlyozza a cPLA, foszforilacidjit
és enzimatikus aktivicigjait humdn periférids monocitdkban. Végezetiil
laboratériumunk kordbban kimutatta, hogy az SLE-s betegek monocitdiban
jelentdsen csokkent az AA termelés az egészséges kontrollhoz viszonyitva.
Igazoltuk tovabba azt is, hogy az alkalmazott kortikoszteroid kezelés megemeli

(normalizalja) a sejtek AA felszabadulasait.



A MonoMac-6 sejtek

A kiilonbozd szovetekbdl izoldlt €s immortalizalt sejtvonalak értékes
modelleket jelentenek a sejtek jeldtviteli folyamatainak tanulmdnyozésa
kapcsan, kiilondsen olyan sejtek esetén, melyeket nehéz elegendé mennyiségben
izoldlni. Ezek kozé a sejtek kozé tartoznak a primer humdn monocitik is,
melyek relative (a limfocitdkhoz képest) alacsony szdzalékban taldlhat6ak meg a
periférids mononukledris sejtszepardtumban. Bar a jelenlegi molekuléris
bioldgiai technikdk fejlédése révén mind kevesebb kiinduldsi sejtmennyiségbdl
is egyre tobb informécidhoz lehet jutni, a sejtvonalakkal végzett kisérletek az
alapjai a késobbi primer kultirdkbodl nyert eredményeknek. A mielo-monocitoid
differencidciéban érintett szdmos sejtvonal (ideértve az U937 és a THP-1
sejteket) f6 jellegzetességeit kordbban leirtdk az irodalomban. Ezek a sejtek a
monocita fejlodési vonal korai stidiumait reprezentdljadk, azaz a sejtek
valamilyen dgenssel torténd (forbol-észter, IFN-y) differencidltatdsa sziikséges
ahhoz, hogy rendelkezzenek olyan, fOként az érett monocitikra jellemzd
tulajdonsagokkal, mint példaul a fagocitézis vagy az antitest-dependens
celluléris citotoxicitds. Zeigler-Heitbrock és mtsai hoztdk 1étre a MonoMac-6
sejtvonalat, amely az érett human monocitdk szdmos funkciondlis €s fenotipusos
jellemzdit hordozza. Nevezetesen, expresszdljak (ellentétben az U937 és THP-1
sejtekkel) a CD14 molekulat, fagocitdljak az IgG-opszonizalt partikulumokat,
reaktiv oxigén gyOkoket termelnek és nonspecifikus észterdz aktivitassal
rendelkeznek. Ezen adatokra alapozva elmondhat6, hogy a MonoMac-6 sejtek
az egyik legdifferencidltabb monocitoid sejtvonalak kozé tartoznak, igy kitlind
modellként szolgalnak a monocita sejtfunkcidk tanulminyozaséhoz.

A PKC izoenzimek szerepével kapcsolatban a MonoMac-6 sejtek
esetében igen szegényes adatokkal rendelkeziink. Mint mar korabban emlitettiik,
ismeretes, hogy a PKC izoenzimcsalddnak alapvetd szerepe van a MonoMac-6
sejtek fagocitézisdnak és AA termelésének szabdlyozdsaban. Nem tortént meg

ugyanakkor a sejtek PKC izoforma-mintdzatdnak  karakterizélésa,



o0sszehasonlitasa normal human monocitdkéval, valamint nincs informacidénk a

PKC izoenzimek proliferdcioban betoltott szerepével kapcsolatban sem.

CELKITUZESEK

Kisérleteink sordn az aldbbi célkitlizések kisérletes megvaldsitdsat

hajtottuk végre:

1.

Eldszor meg kivantuk hatarozni az egészséges humdan limfocitdkban és
monocitdkban jelen 1évé PKC izoenzimek expressziés mintdzatat.
Kovetkezo 1épésként az igy kapott eredményeket akartuk dsszehasonlitani
kiilonbozd autoimmun betegségben szenveddk hasonld sejtpopulédcidinak
PKC profiljdval.

Ezt kovetden megvizsgéltuk, hogy befolyédsolja-e a PKC izoformdk
kifejez0dési szintjét az immunbetegek kezelésében gyakran alkalmazott
szteroid terdpia, majd meghatdroztuk a kortikoszteroid kezelés szerepét a
sejtek AA termelésében (mind egészséges humin, mind SLE-s betegek
esetében).

Kisérleteink masodik részében a MonoMac-6 sejtek PKC izoenzimjeinek
mRNS és protein szintli expresszids mintdzatat tanulmanyoztuk.

Ezutan kiilonb6zo PKC aktivatorok és szelektiv gatldoszerek, valamint
molekuldris bioldgiai technikdk (a jelen 1évé izoformdk tranziens
overexpresszidja, illetve RNS interferencia) felhaszndlasaval elemeztiik a
proliferaci6 és az AA felszabadulds valtozdsat.

Végezetill vizsgéltuk a MonoMac-6 sejtek az AA termelésében szerepet

jatsz6 enzimek €és a PKC izoformék kapcsolatat.



BETEGEK ES MODSZEREK

A vizsgadlt betegek

A tanulmdny sordn vizsgilt egészséges onkéntesek, valamint a betegek a
mintavétel el6tt mindannyian részletes tdjékoztatdsban részesiiltek az Intézeti
Etikai Bizottsdg protokollja szerint, és ezt kovetden beleegyezésiiket adtik a
vizsgalatok elvégzésére. Az SLE-s populacié 22 betegbol (20 nobdl és 2
férfibol) 4llt, mindannyian rendelkeztek az Amerikai Reumatolégiai Tarsasag
(ACR) édltal meghatarozott klasszifikacios kritériumtiinetek koziil legalabb
néggyel. Tizenegy beteg nem részesiilt kortikoszteroid kezelésben, mig szintén
11 beteg napi 2-40 mg kortikoszteroid terdpidt kapott. Egy ndbeteg, akinek
betegségét az elsd akut fellingolds sordn frissen diagnosztizdltunk, mind a
pulzus szteroid kezelés (4x500 mg metilprednizolon/nap, majd 1x250 mg 1v.)
eldtt, majd 8 nappal a terdpia megkezdését kovetden is résztvett a vizsgélatban.
A vizsgélatban 9 Sjogren-szindromds (SS) nébeteg vett részt, akik alterndld, 8
mg-os masnaponkénti kortikoszteroid kezelésben részesiiltek. A hat kevert
kotdszoveti betegségben (MCTD) szenvedo beteg mindegyike nd volt, két beteg
nem részesiilt szteroid kezelésben, két beteg napi 4 mg metilprednizolont kapott,
mialatt 4 beteg mdsnaponta 8 mg metilprednizolon-t és naponta 100 mg
Cytoxant kapott. A kontroll populéciot 21 egészséges kaukazusi személy alkotta

(12 nd és 9 férfi).

A tisztitott T-sejtek és monocitdk prepardldsa

A humdn periférids mononukledris sejtek szepardlasa az SLE-s betegek és
egészséges oOnkéntesek heparinnal alvaddsgatolt periférids vérébdl tortént
Boyum metédusat alkalmazva Ficoll gradiens centrifugéldssal. A T-sejtek és a
monocitdk prepardldséhoz Magnetic Cell Sorting (MACS) technikat
alkalmaztunk. A sejteket magnesesen jelzett CD3, illetve CD14 MACS

Microbeads antitestekkel inkubdltuk 4 °C-on 15 percig, majd ismételt mosast



kovetéen a sejtszuszpenzidt MACS szepardtorba helyeztik és a pozitiv
sejtpopuldcidt hasznaltuk a tovédbbi kisérletekhez. A szepardlds hatékonysagit a
CD3, illetve a CDI14 sejtfelszini markerekre alapozva dramldsi citométerrel
ellendriztiik, amely sordn az 4tlagos monocita tisztasag >85 %-osnak, mig a T-

sejtek tisztasdga >95 %-osnak mutatkozott.

A MonoMac-6 sejtek tenyésztése

A MonoMac-6 sejteket 37 °C-on, 5% CO,-tartalmi atmoszféraban, LPS-
mentes kornyezetben tenyésztettik RPMI-1640 tipoldatban. A médium 15%
fotalis borjisavot, 2 mM L-glutamint, 1 mM natrium-piruvétot, 0.1 mM nem-
esszencidlis aminosavakat, 200 U/ml penicillint és 200 pg/ml streptomicint
tartalmazott. A sejteket mindig szubkonfluens éllapotban, 8x10° sejt/ml denzitas

elérésekor passzaltuk.

A PKC izoformadk tranziens transzfekcioja

A MonoMac-6 sejtek transzfekcidja az Amaxa nukleofekcids technika
hasznélatdval tortént. A sejteket (3,5x10° sejt/nukleofekcid) centrifugalast
kovetden 100 pl nukleofektor oldatban szuszpendaltuk fel, majd az oldathoz 4
pg zold fluoreszcens protein (eGFP) konjugélt cDNS vektort (amely tartalmazta
a kulonbozo PKC izoformakat kodolo szekvencidkat, illetve a kontrollként
hasznalt iires eGFP vektort) adtunk. Ezt kdvetden a sejtszuszpenzidt a gyartol
rendelt kiivettdba helyeztiik és az Amaxa Nukleofektor késziilékben Ul
pulzusparamétert haszndlva végeztiik el a nukleofekciot. A procedurat kovetden
a sejteket azonnal elOdmelegitett 37 °C-os tdpoldatba helyeztiik, majd 48 6ran
keresztiill 12-lyukd tenyésztdedényekben tenyésztettik. A transzfekcids
hatékonysdgot fluoreszcens mikroszképpal, dramlasi citométerrel, valamint

Western blot technikaval ellendriztiik (1asd alabb).
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Aramldsi citometria

A szepardcios €s transzfekcids hatékonysdg, valamint a sejtpusztulds
meghatdrozdsa dramldsi citométer (Coulter Epics XL) haszndlatdval tortént. A
szeparacio effektivitdsdnak vizsgalata sordn a tisztitott T-sejt, illetve monocita
sejtpopuldcidkat fluoreszcens festékkel konjugdltatott monoklondlis anti-CD3,
illetve anti-CD14 ellenanyagokkal 25 percig inkubdltunk, majd a sejteket 1 %-os
paraformaldehiddel fixaltuk. A sejtpopuldcié tisztasdgdnak megdllapitdsa a
fluoreszcensen jelzett sejtek szdzalékos ardnydnak mérésével tortént. A
MonoMac-6 sejtek esetében a transzfekciot kovetden a sejteket 12-lyuku
tenyésztdedényekben noveltiik, majd 24, illetve 48 Ordval az overexpresszid
utdn végeztiik a vizsgdlatokat. A transzfekcid hatékonysagdnak ellendrzése az
eGFP konjugdlt PKC vektorokat expresszal6 sejtek fluoreszcencia
intenzitdsdnak meghatdrozaséaval, mig az elpusztult sejtek szdzalékos ardnya az
eldre és oldalra irdnyulé fényszords (forward és side scatter paraméterek)

vizsgalataval tortént.

RNS interferencia (siRNS)

A MonoMac-6 sejteket 6-lyukd tenyésztdedényekben, szérumot
tartalmazd, de antibiotikum-mentes RPMI-1640 oldatban tenyésztettiik, majd
5x10° sejt/ml denzitdsban végeztiik el a transzfekciét. Els6ként
transzfekcionként 0,5 pg fluoreszceinnel jelolt tires kontroll, illetve a megfeleld
PKC izoformdk (cPKCa és [, nPKCo) elleni siRNS-prébdkat 100 ul
transzfekciés médiummal higitottuk, majd a szintén transzfekciés médiummal
higitott transzfekcids reagenssel 25 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk. Az
igy elkészitett oldatot ezt kdvetden a sejtekhez pipettdztuk, majd a kultdrat 6
oran keresztil 37 °C-on, 5% CO,-tartalmi atmoszféraban inkubaltuk. A
transzfekciés hatékonysdgot fluoreszcens mikroszképpal, mig az siRNS

hatékonysdgat naponta végzett Western blot segitségével ellendriztiik (1dsd

alabb).
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Western (immuno)blot

A tenyésztett sejteket hideg lizis-pufferben homogenizaltuk, ultrahangos
szonikdldval feltardst végeztiink, majd meghatdroztuk a mintdk proteintartalmét.
Ezutdin SDS poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) kovetden a
szétvélasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferdltuk, majd megfeleld
elsddleges és masodlagos antitesttek felhaszndldsdval immunfestést végeztiink.
Az immunjelek rogzitése kemilumineszcens kit, a detektalds pedig fényérzékeny
film (Fujifilm) vagy LAS 3000-es darkbox segitségével valésult meg. Az
expresszi6 kvantitativ meghatdrozasiat denzitométer, valamint megfeleld

szoftver segitségével hajtottuk végre.

Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A kvantitativ-polimerdz lancreakciéot az ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System segitségével, 5° nukledz assay haszndlatival végeztiikk. A
szepardlt sejtszuszpenzidkbdl, illetve a MonoMac-6 sejtekbdl a teljes RNS-t
TRIzol-1al izoldltuk (homogenizalds, RNS szepardlds, RNS precipitiacid, RNS
mosds, majd az RNS felolddsa nukledz-mentes vizben). Ezt kovetden 1 pg teljes
RNS-bO6l c¢cDNS-t készitettink AMV reverz-transzkriptiz és random primer
felhaszndlasdval. A PCR amplifikacids reakciot TagMan primerek és probakkal
végeztik a TagMan Universal PCR Master Mix Protocol-t kovetve. Belso
kontrollnak a glicerinaldehid 3-foszfdt dehidrogendz (GAPDH) expresszidjat
hatdroztuk meg, majd a génexpressziok megallapitisdhoz az eredményeket a

ACT, illetve a AACT mddszert alkalmazva prezentaltuk.

A sejtproliferdcio vizsgdlata

A proliferacié vizsgalatakor kolorimetrids MTT assay-t alkalmaztunk,
aminek alapja a sdrga szin(i tetrazolium MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetraz6lium bromid) lila szinli formazdan kristallya alakuldsa az €10 sejtek

mitokondriumdban. A sejteket 96-lyukd tenyésztOedényekben szélesztettiik
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5x10° sejt/ml denzitdsban, majd a megfeleld ideig alkalmazott reagensek
kiillonbdz6 koncentricidival kezeltik. Ezt kdvetden minden lyukba 5 mg/ml
MTT oldatot pipettdztunk, majd a keletkezd formazan kristdlyok koncentraciéjat
kolorimetrids uton hatdroztuk meg. Minden kezelést 3-5-szor0s ismétléssel

végeztiink, az adatokat dtlag + SEM formédban adtuk meg.

Arachidonsavfelszabadulds vizsgdlata

A sejteket 10° sejt/ml denzitasban ["H]AA-val 37 °C-on 20 6réan keresztiil
inkubaltuk. Tobbszori mosast kdvetden a sejteket 4 6rdan at tovdbb inkubaltuk
tdpoldattal (ez reprezentdlta a bazédlis AA termelést), illetve kiilonb6zo
anyagokkal. Ezutdn a sejtekrél azonos mennyiségli feliiliszot eltavolitva

meghatédroztuk a mintak percenkénti szcintillacids aktivitisat (cpm).

EREDMENYEK

A PKC izoenzimek kvantitativ expresszidja kiilonbozo autoimmun betegekbol
és egészséges onkéntesekbdl szdrmazo T-limfocitakban

Kisérleteink els6 részében Western blot technikdval meghataroztuk a
kiilonbozd T-sejt populdciok PKC expresszids mintdzatit. Kimutattuk, hogy az
egészséges egyének T-limfocitdiban 7 PKC izoforma taldlhaté meg, nevezetesen
a klasszikus cPKCa és B, a novel nPKC9, €, ) és 0, valamint az atipusos aPKCC.
Nem tudtuk ugyanakkor kimutatni a cPKCy, aPKCA/1 és a PKCp jelenlétét.

Ezt kovetden, az SLE-s betegek esetében, kiilonféle alcsoportok
létrehozdsa mellett dontottiink. Az izoenzimek kvantitativ expresszidjat
tanulmdnyozva bebizonyosodott, hogy azon SLE-s betegek limfocitdiban, akik
szteroid kezelésben nem részesiiltek, a cPKCp, valamint a nPKC9, €, n és 6

expresszidja (kiilonbozé mértékben) jelentdsen és szignifikdnsan csokkent, mig
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az aPKC( szintje mérsékelt, még szignifikdns szupressziot mutatott. Ezzel
ellentétben a cPKCa kifejezddése nem véltozott a kontrollhoz viszonyitva.
Osszehasonlitva ezen eredményeket a Kkortikoszteroid kezelésben
részesiild SLE-s betegek hasonld sejtpopuldcioival azt taldltuk, hogy a legtobb
izoenzim  expresszidja részlegesen, de csaknem teljes mértékben
normalizdlédott, ugyanakkor a nPKC0, valamint az aPKC( kifejez6dése nem
kiilonbozott a szteroid kezelésben nem részesiilé csoporthoz viszonyitva. Ugy
tinik, hogy mindezen valtozdsok SLE-re specifikusnak voltak mondhatodk,
hiszen az MCTD-s, illetve SS-s betegek limfocitdit tanulminyozva a PKC

izoformak szignifikdns mértékii valtozasat nem tudtuk kimutatni.

Valtozdasok a PKC izoenzimek expressziojaban szteroid kezelésben részesiilt,
illetve nem részesiilt SLE-s betegek monocitdiban

A kovetkezd 1épésben megvizsgéltuk a PKC izoformamintdzatot az SLE-s
betegek monocita sejtpopuldcidiban is. A limfocitdkkal Osszehasonlitva a
monocitdk expresszaltdk a cPKCa és B-t, a nPKC9, € és n-t, valamint az aPKC(-
t. Az izoenzimek kifejezddését tanulmanyozva megdllapitottuk, hogy a szteroid
kezelésben nem részesiilt SLE-s betegek monocitaiban néhdny izoforma szintje
nem valtozott (cPKCa és 3, nPKCn), mig a nPKC3 és € expresszidja jelentds, az
aPKCC szintje mérsékelt, de még szignifikdns mértékli csokkenést mutatott az
egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva.

Hasonléan a T-sejtekben kapott eredményekhez, a kortikoszteroid
terdpidban részesiilo6 SLE-s betegek monocitdiban a kiilonféle (csokkent szintii)
PKC izoformdk expresszidja kiillonboz0 mértékben tért vissza a kontrollhoz
kozeli szintre. Nevezetesen, mialatt a nPKCo6 és & szintje jelentdsen és
szignifikdnsan megemelkedett (Osszevetve a szteroid nélkiili csoporttal), addig
az aPKCC( szintje tovdbbra is az egészséges monocitdké alatt marad. Végezetiil

ezen monocitdkban kimutatott véaltozdsok szintén SLE-specificitdst mutattak,

14



hiszen a SS-s betegek hasonl6 sejtpopuldcidjdban nem tudtuk a PKC mint4zat

szignifikdns valtozasit kimutatni.

In vitro kortikoszteroid kezelés hatdsa a PKC rendszer expressziojdra és az AA
termelésre

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként megvizsgdltuk az in vitro
kortikoszteroid (10 puM hidrokortizon) kezelés hatdsit a PKC expresszios
profilra SLE-ben, valamint egészséges onkéntesek monocitdiban. Kvantitativ
,real-time” Q-PCR technikdt alkalmazva kimutattuk, hogy egészséges
kontrollokban a szteroid adasa szelektiven és szignifikdns mértékben novelte az
nPKCe mRNS szintjét, ugyanakkor SLE-s monocitdkban az in vitro
kortikoszteroid kezelés hatdsira mind a nPKCd, mind a nPKCe mRNS
expresszidja jelentdsen novekedett.

Munkacsoportunk kordbbi kisérletei sordn kimutatta, hogy SLE-s betegek
periférids monocitdiban csokkent az AA termelés az egészséges kontrollhoz
viszonyitva, ugyanakkor ezen csokkent produkcidé nem volt igazolhat6 a szteroid
kezelésben részesiild betegek sejtjeinek vizsgdlatakor. Ezért kisérleteinkben
elvégeztiik az egészséges egyének monocitdinak kortikoszteroid kezelését is.
Meglepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy a hidrokortizon terdpia a nPKCe mRNS
overexpresszidjadnak ellenére sem befolydsolta szignifikdns mértékben az AA

termelést.

A MonoMac-6 sejtvonal PKC rendszere

Mint kordbban bemutattuk, az SLE nagyon gyakran stlyos mono- és
limfopenidval tarsul, illetve a betegség kezelése nagymértékben befolyédsolhatja
az 4altalunk vizsgdlni kivant rendszer expresszidjat, miikodését. FEzért
kisérleteink méasodik részében a MonoMac-6 monocitoid sejtvonalat, mint
monocita modellt, alkalmazva kivantuk meghatdrozni a PKC izoenzimek

differenciélt szerepét a sejtproliferdcidban és az AA termelés szabalyozasaban.
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Western blot technikét alkalmazva megallapitottuk, hogy a MonoMac-6
sejtek expresszaljdk a klasszikus cPKCa €s B-t, a novel nPKCd és e-t, valamint
az atipusos aPKC{-t; nem tudtuk ugyanakkor kimutatni a nPKCn - ami
periférids humin monocitdkban megtaldlhaté —€és mds PKC izoenzimek
(cPKCy, nPKCO, aPKCAi, és PKCu) jelenlétét. Ezen eredményeket
megerdsitették a Q-PCR-ral kapott adatok, amelyek arrdl is informaltak, hogy az
egyes PKC izoenzimek relativ kifejezddési szintjei kiilonboznek. Nevezetesen,
bizonyos PKC izoformédk relativ magas (nPKCé>>>>cPKCp>aPKC(), mig
mdsok alacsony (cPKCo>nPKCg) expresszids szinttel birnak az endogén

kontroll GAPDH-hoz viszonyitva.

[ XVl

Ezt kovetden az altaldnos PKC aktivitor forbol 12-mirisztat 13-acetat
(PMA) hatasat tanulmanyoztuk. Megallapitottuk, hogy a PMA két napig torténd
alkalmazdsa a sejtproliferdcié szignifikdns és dozisfiiggd csokkenését
eredményezte. Mindezzel parhuzamban Western blottal kimutattuk, hogy a
cPKCB és nPKCo expresszidja nagymértékben csokkent (feltehetdleg az
izoformak down-reguldci6ja miatt), mig a cPKCa és aPKC( szintjei nem
véltoztak. Erdekes médon a nPKCe kifejez6dése ndvekedett a PMA kezelést
kovetden.

Az AA termelés tekintetében azt tapasztaltuk, hogy a forbol-észter
jelentds novekedést okozott a sejtek AA felszabaduldsban. Annak kideritésére,
hogy mely PKC izoformdk jitszhatnak szerepet a PMA ezen hatdsdnak
kivaltasiaban, kisérleteinket elvégeztik kiillonboz6 PKC  inhibitorok
preinkubdciojat kovetden is. Igazoltuk, hogy a Go6976 (20 nM), a klasszikus
(esetiinkben tehat a cPKCa és PB) gatloszere, valamint a Rottlerint (100 nM) (az
nPKC9 specifikus inhibitora) sikeresen (szignifikdnsan) kivédte a forbol-észter

AA termelést fokozo hatasat.
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Kovetkez0 1épésként az elobbi inhibitorokat alkalmazva megvaltoztattuk
az izoenzimek endogén aktivitdsat és megvizsgaltuk, hogy ezen beavatkozas
hogyan befolydsolja a sejtek nyugalmi, ,bazdlis” prolifericidjat és AA
termelését. A G06976, a klasszikus izoformdk gétloszerét alkalmazva
megdllapitottuk, hogy a sejtproliferacié jelentés mértékben és dozisfiiggd
moédon csokkent. Hasonlé eredményt kaptunk az nPKC6 inhibitor Rottlerin
esetében is, igy az adatok arra utalnak, hogy a ,klasszikus” izoformak
valamelyike, valmint a nPKCo6 endogén aktivitdsa alapvetOen sziikséges a
MonoMac-6 sejtek ,,nyugalmi” proliferdcidjdhoz. Az AA termelés tekintetében
azt tapasztaltuk, hogy sem a G66976, sem a Rottlerin onmagaban alkalmazva

nem volt képes befolydsolni a bazdlis AA felszabadul4st.

A cPKCp és a nPKCo overexpresszidja fokozza a MonoMac-6 sejtek bazdlis,
mig a cPKCa transzfekcidja gdtolja a PMA-indukdlt AA felszabaduldst

A PKC izoenzimek differencidlt szerepének tovabbi tanulmianyozdsa
végett, kisérleteink kovetkezd féazisdban kiilonb6z0 molekularis bioldgiai
modszereket alkalmaztunk. Els6é 1épésként nukleofekcids technikdt haszndlva
elvégeztiik a MonoMac-6 sejtekben a jelenlévd PKC izoenzimek rekombinéns
overexpresszidjat. A tranziens overexpressziot kovetOen Osszehasonlitottuk a
kontroll, iires eGFP vektorral transzfektdlt, illetve minden egyes PKC
overexpresszor bazdlis, valamint PMA indukdlt AA termelését. Kimutattuk,
hogy az iires eGFP vektorral torténd transzfekcié semmilyen aspektusban nem
véaltoztatta meg a sejtek AA felszabaduldsiat. Emellett a cPKCa, nPKCe és az
aPKCC overexpressziéja sem eredményezett véltozdst a sejtek bazdlis AA
termelésében. Ezzel ellentétben a cPKCB és nPKCO overexpresszidja
szignifikdns mértékben novelte a bazdlis AA felszabaduldst. Mindazonaltal
megéllapitottuk azt is, hogy a cPKCa-val torténd overexpressziot kdvetden

(ellentétben a tobbi izoformdval), a PMA-indukdlt AA termelés szignifikdns
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mértékben csokkent, azaz a konstitutivan aktiv cPKCa-val rendelkezd sejtek

részlegesen ,.kivédték” a PMA AA termelést fokozo hatdsat.

A c¢PKCp és a nPKC6 AA termelést fokozo hatdsdt a kalcium-independens
PILA; és DAG lipdaz enzimeken keresztiil fejt(het)i ki

Kovetkezd 1épésként, hogy megallapitsuk, hogy a cPKC és nPKC9 dltal
medidlt AA termelés mely PLA, enzim aktivdlasdn keresztiil torténik,
megvizsgaltuk a MonoMac-6 sejtek bazdlis AA termelését kiillonbozé PLA,
inhibitorok — nevezetesen a cPLA,-t gitldé AACOCF3 (100 uM), az iPLA,
inhibitor PACOCF3 (10 uM), valamint a DAG lipazt specifikusan gitl6 RHC-
80267 (10 uM) anyagok — jelenlétében. A kontroll, nem transzfektalt sejtekben a
cPLA, gétloszer alkalmazdsa nem befolydsolta, ugyanakkor az iPLA,, valamint
DAG lipaz inhibicidja azonos mértékben és szignifikdnsan csokkentette a
bazdlis AA felszabadulast. Fontos hangsilyozni, hogy ugyanezen jelenséget

tapasztaltuk a két overexpresszor (cPKCP és nPKCJ) esetében is.

A cPKCp és a nPKCJ serkenti, mig a cPKCa (kismértékben) gdtolja a
MonoMac-6 sejtek proliferdciojdt

A tranziens overexpressziés modszer sajndlatos moédon tobb okbdl
kifoly6lag sem tette lehetové a sejtek proliferacidjanak vizsgalatat. Ezért masik
molekuléris biologiai mdédszert (nevezetesen az siRNS technikéat) alkalmaztunk,
hogy megéllapitsuk az el6bbi harom izoforma (cPKCa és 3, valamint nPKCJ)
specifikus, endogén szerepét a MonoMac-6 monocitoid sejtvonal
proliferacidjanak szabdlyozdsdban. Western blot technikat alkalmazva
igazolddott, hogy az siRNS transzfekciét kovetden a megfelelé6 PKC izoformak
kifejez0dési szintjei jelentosen lecsokkentek a kisérletsorozat 2. napjén.
Kimutattuk, hogy —a PKC inhibitorokkal kapott adatokhoz hasonl6an —a

cPKCB és nPKCd ,knock-down”-ja csokkentette (a 2. napon szignifikdns

18



mértékben) a sejtek novekedési iitemét. Fontos emellett megjegyezni azt is,
hogy az siRNS technoldgidval ,kiiitott” cPKCPB és nPKCd eredményeképpen a
2. napon létrejott hatdst dsszeadva pontosan a 2 napig dnmagdban alkalmazott
10-1000 nM PMA 4ltal kivéltott novekedést gatld hatdssal megegyezdt kapunk.
Mindezekkel ellentétben a cPKCa siRNS-vezérelt ,.down-reguldcidjanak”
kovetkeztében a proliferdcié kismértékben novekedett. Osszességében ezek az
adatok arra utalnak, hogy a cPKCP és nPKCd fokozza, mig a cPKCa inkdbb

gatolja a MonoMac-6 sejtek proliferaciojat.

Kortikoszteroid kezelés a MonoMac-6 sejtekben kizdarolag a nPKCe ,,up-
reguldciojdat” eredményezi

Ezt kovetden, ismerve a PKC izoenzimek pontos szerepét a MonoMac-6
sejtek proliferdcidjanak és AA termelésének szabdlyozdasdban, megvizsgaltuk az
in vitro szteroid kezelés hatdsat a sejtek PKC expresszids mintdzatdra és az AA
termelésére. Megismételve fent bemutatott kisérletiinket kimutattuk, hogy a
MonoMac-6 sejtek esetében 10 uM hidrokortizon két napig torténd alkalmazésa
(az egészséges kontroll monocitdkhoz hasonléan) mind protein, mind mRNS
szinten szelektiven csak a nPKCe ,,up-reguldcidjat” okozza. Emellett azt is
megfigyeltik, hogy a hidrokortizon kezelést kovetden a sejtek AA
felszabaduldsa semmiben nem kiilonbozott a kezeletlen sejtekéhez viszonyitva,
ami tovédbbi bizonyitékul szolgalt azon feltevésiinkre, miszerint az nPKCe
(feltehetden) nem jatszik szerepet a monocitoid sejtek AA termelésének

szabdlyozasaban.
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MEGBESZELES

Szdamos PKC izoenzim expresszios szintje csokkent az SLE-s betegek T-
limfocitdiban az egészséges kontrollhoz viszonyitva

Kisérleteink els6 részében Osszehasonlitottuk az SLE-s betegek T-
limfocitdi PKC rendszerének kifejez0dési mintdzatat egészséges kontrollok T-
sejtjeivel, illetve mds poliszisztémds autoimmun betegségben szenveddk hasonld
sejtpopuldcidival. Megallapitottuk, hogy az irodalomban korabban leirt csokkent
altalanos PKC aktivitds hétterében sejt- és izoformaspecifikus valtozdsok allnak,
amelyeket szdmos tényezd, koztik a betegek kortoikoszteroid kezelése
befolydsol. Kimutattuk, hogy a szteroid terdpidban nem részesiild SLE-s betegek
limfocitdiban a legtobb PKC izoforma expresszidja drdmaian csokkent, mig a
cPKCa kifejezodése nem valtozott. Ezzel ellentétben azon betegek, akik
szisztémds kortikoszteroid kezelésben részesiiltek, a legtobb —de nem az
Osszes — izoforma expresszids szintje javult. Fontos hangsulyozni, hogy
mindezen valtozdsok kizdrélag az SLE-s betegek T-sejtjeiben voltak
kimutathatéak.

Osszességében a  limfocitdkban nyert adataink a kovetkezd
megfontolasokat vetik fel: (1) ismerve a PKC rendszer kdzponti szerepét a T-
sejtek jelatviteli folyamataiban, jelen felfedezésiink részlegesen magyardzhatja
az SLE-ben ldtott komplex abnormalitdsokat; (2) mivel ezen valtozdsok
kizar6lag SLE-ben voltak lathatéak, a PKC izoformaprofil poliszisztémas
autoimmun betegségekben torténd meghatdrozdsa (a szdmos immunoldgiai és
biokémiai paraméter mellett) tovabbi differencidldiagnosztikai segitséget
nyujthat, illetve ravilagithat a betegségek eltérd patomechanizmuséra; végezetiil
(3) a szteroid kezelés hatdsa megmutatja, hogy a PKC izoformdk megvaltozott
expresszidja SLE-ben feltehetdleg egy tranziens dllapotnak felel meg.

A T-sejtek szigndltranszdukcids valtozdsai koziil SLE-ben kozponti

szereppel bir a TCR{-lancdnak csokkent expresszidja, hiszen a TCR aktivacio
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(és az ennek kovetkeztében kialakul6 jelatviteli kaszkad) vezet az autoreaktiv T-
sejtek  kialakulasdhoz és végeredményben a patolégids autoantitestek
termeléséhez. A szuppresszié hatterében felmeriilt az Elf-1 transzkripcids faktor
defektusa, amit a molekula foszforilalt allapotdnak megvéltozdsa okoz. Az is
ismert emellett, hogy a nPKCO fokozza az Elf-1 foszforilaciéjat, igy a molekula
transzlokdci6jat a magba és kapcsoldddsat a TCR{-lanc prométeréhez. Azon
eredményiink, miszerint a nPKCO expresszidja jelentésen csokkent SLE-ben és
ezt a kortikoszteroid kezelés sem javitotta, megerdsitheti a nPKCO kozponti
szerepét az SLE-s T-sejtek csokkent szinti TCRC-ldncénak kifejezddésében, a
megvéltozott jelatviteli kaszkddban, valamint a patolégids autoantitestek
termelésében. Ezen adatok ugyanakkor felhivjdk a figyelmet a betegség

terdpidjaban leggyakrabban alkalmazott kortikoszteroid kezelés limitdltsagéra is.

Csokkent nPKCo és ¢ expresszio az SLE-s betegek monocitdiban, melyeket a
szteroid kezelés normalizdl

Hasonl6éan a T-sejtekhez, az SLE-s betegek monocitdiban is
megvizsgaltuk a PKC izoenzimek expressziés mintdzatit. Els6ként mutattuk ki,
hogy SLE-ben a szteroid kezeléstdl fiiggd, izoformaspecifikus PKC defektusok
vannak jelen, amely egyik oka lehet az SLE-ben litott megvaltozott monocita
funkcidknak. Jelen munkdnkban protein szinten Western blot technikdval
kimutattuk, hogy az in vivo kortikoszteroid kezelésben részesiilo SLE-s betegek
monocitdiban — ellentétben a nem kezelt esetekkel — az nPKC5 és ¢ expresszidja
(csaknem teljes mértékben) normalizdlédik. Hasonl6 eredményt kaptunk mRNS
szintll vizsgalataink elvégeztekor, amikor szintén azt tapasztaltuk, hogy az in
vitro szteroid kezelés sordn kizdrdlag az eredetileg is jelentdsen csokkent
nPKC6 és ¢ mRNS szintje ,,up-reguldlodik”, mig a tobbi izoformaé véltozatlan
marad. Ezen tilmenden érdekes volt megfigyelniink, hogy egészséges
onkéntesek monocitdiban az in vitro szteroid teripia mas hatdst eredményezett;

itt ugyanis a hidrokortizon hatdsdra kizdrélag az nPKCe mRNS expresszio
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kizar6lagos fokozodasat taldltuk. Ezen adatok feltételezik a szteroidok hatdsdnak

kiillonbozoségét az egészséges €s beteg emberek monocitdiban.

A nPKCo és a cPKCp kozponti szereppel bir a MonoMac-6 sejtek
proliferdciojanak és AA termelésének serkentésében

Kisérleteink masodik részében részletesen megvizsgiltuk egy monocita
modellként alkalmazott sejtvonal, a MonoMac-6 sejtek PKC rendszerének
szerepét szdmos sejtfolyamat szabdlyozdsdban. Tobbféle molekuldris bioldgiai
és biokémiai modszert igénybe véve kimutattuk, hogy ezen sejtek, hasonléan a
normal human monocitakhoz, funkcionalisan mukodo PKC izoformakkal
rendelkeznek, nevezetesen expresszdljdk a klasszikus cPKCo és B-t, a novel
nPKCd és e-t, valamint az atipusos aPKCC-t. Kisérleteink sordn els6ként
mutattuk ki, hogy a nPKC6 (ami legnagyobb mértékben van jelen a MonoMac-6
sejtekben) pozitiv médon befolydsolja a sejtek proliferdcidjat és AA termelését.
Ezen megallapitdsunkat a kovetkezd bizonyitékokkal tamasztjuk ala: (1) a
kétnapos PMA kezelést kovetden az izoforma jelentés mértékben ,.down-
reguldlodott” — azaz alacsonyabb szinten expresszalodott —, pdrhuzamban a
forbol-észter celluldris proliferdciét gatld hatdsaval; (2) az nPKCé specifikus,
farmakoldgiai inhibicigja gétolta a sejtproliferdciot; (3) az izoenzim szelektiv
inhibitora csokkentette a PMA indukalt AA felszabadulast; (4) az izoformat
siRNS technoldgidval ,kiiitve” a proliferacid szignifikdns mértékben csokkent.
Mindemellett fontos megjegyezni, hogy az nPKCo inhibitor Rottlerin nem
befolydsolta a sejtek bazdlis AA termelését, ami arra utal, hogy — ellentétben a
proliferdci6 szabdlyozasdban betoltott szerepével — az izoforma endogén, bazalis
(meglehetdsen magas) expresszidja és aktivitdsa nagy valdsziniiség szerint nem
vesz részt a sejtek bazdlis AA termelésében. Ezzel ellentétben azt tapasztaltuk,
hogy az nPKCo6 rekombindns overexpresszidja (tovabb emelve az izoforma
aktivitdsat) szignifikdnsan novelte a sejtek bazdlis AA termelését, azt sugallva

ezzel, hogy az izoenzim, az exogén aktiviaciot kovetden, mar szerepet jatszhat
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szamos olyan &4gens hatdsdnak kifejlodésében, melyek serkentik az AA
produkci6t.

Hasonlé kovetkeztetéseket sikeriilt levonnunk a mdsik magasan
expresszalodé izoforma, a cPKCB MonoMac-6 sejtek funkcidiban betoltott
szerepének vizsgdlatakor. Nevezetesen, az izoenzim kifejezddési szintje szintén
csokkent a PMA proliferdciét gatld hatdsdval parhuzamban, azonfeliill az
endogén aktivitds farmakoldgiai inhibicidja, illetve az izoforma siRNS-vezérelt
Leltiintetése” egyardnt szignifikdnsan gitolta a sejtek novekedési iitemét. Az AA
termelést vizsgédlva bebizonyosodott, hogy a cPKCP overexpresszidja szintén a
bazélis AA termelés fokozdddsahoz vezetett, mialatt a cPKCB G66976 anyaggal
torténd gatlasa kivédte a PMA AA termelést serkentd hatdsat. Ezen tilmenden,
szintén hasonldéan az nPKCd-hoz, a cPKCP endogén aktivitdsdnak csokkentése
nem befolyésolta a bazélis AA termelést.

Végezetiil szintén fontos megjegyezni, hogy a cPKCB és az nPKCo
overexpresszorokban megnovekedett AA felszabadulds teljes mértékben
megsziintethetd volt (hasonldan a kontroll sejtekéhez) az iPLA, és DAG lipaz
inhibitorok alkalmazdsakor. Mindezen adataink arra utalnak, hogy a MonoMac-
6 sejtekben a cPKCP és nPKCo izoformak AA termelést fokoz6 hatdsukat a
kalcium-fiiggetlen PLA, enzimek — mint a PKC izoenzimek potencidlis

,downstream” célpontjainak — aktivaldsan keresztiil fejt(het)ik ki.

A c¢PKCa kismértékben gdtolja, mig a nPKCe és az aPKC{ nem befolydsolja a
MonoMac-6 sejtek proliferdciojdt és AA termelését

A cPKCa-val kapott adataink azt sugalltdk, hogy ez az izoforma (amely
nagyon alacsony expresszids szinttel bir) minor és (feltehetden) ellentétes
szerepet jatszik a MonoMac-6 sejtvonal folyamatainak szabdlyozdsdban,
amennyiben Osszehasonlitjuk a cPKCP és a nPKCd izoenzimek funkcidival. Az
egyetlen szignifikdns véltozds, amit az izoenzim vizsgédlatakor megfigyeltiink az

volt, hogy a cPKCa overexpresszidja sikeresen megakaddlyozta a PMA AA
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termelést fokozé hatdsit. Erdekes médon az izoforma tranziens transzfekci6jat
kovetden sem véltozott meg a sejtek bazdlis AA termelése, ami arra utal, hogy
az izoenzim nem jdtszik szerepet ezen sejtfolyamat szabdlyozdsdban. Ha
figyelembe vessziik tovdbba, hogy az alacsony kifejezddési szinttel rendelkezd
cPKCa siRNS-vezérelt ,kiiitése” kismértékben novelte a sejtek novekedési
titemét, megdllapithatjuk, hogy az izoenzim negativ szabdlyozé szereppel birhat
a MonoMac-6 sejtek proliferacidjanak szabdlyozdsdban. Végezetiil a cPKCa
alacsony endogén expresszids szintje, valamint relative kis, de nem
elhanyagolhat6, negativ  funkcidja a  proliferdci6  szabdlyozdsaban
megmagyardzza a cPKC inhibitor G66976 anyaggal kapott ,,meglepd”
adatunkat. Feltételezésiink szerint a klasszikus (esetiinkben cPKCa és )
izoformdkat giatl6 G66976 hatdsat leginkdbb a sejtosztdédast fokozd azon cPKCp
gatlasdn keresztiil fejthette ki, melynek expresszids szintje tobb mint 7-szer
meghaladja a cPKCa-ét, s ezzel Osszességében proliferaciot gatld effektust
eredményezett.

Kisérletes adataink szerint a nPKCe és aPKC( feltehetéen nem vesz részt
az elébb emlitett sejtfolyamatok szabdlyozdsdban. Eldszor is ezen izoenzimek
tranziens overexpresszidja nem véltoztatta meg a sejtek bazalis vagy PMA
indukdlta AA termelését. Ezen tilmenden a kétnapos PMA kezelés nem
befolyédsolta az aPKC{, kifejezédési szintjét. Erdekes médon az nPKCe szintje
ugy tlint, hogy megdupldzdédott a PMA adasit kdvetden, mindazondltal fontos
megjegyezni, hogy ennek az izoformdnak az expresszidja messze a
legalacsonyabb  (kevesebb, mint 1/20-a) a cPKCpB-hoz viszonyitva.
Osszességében ez arra engedtetett kovetkeztetni, hogy a protein szint ilyen
mértékii véltozdsa elhanyagolhat6 szereppel bir, kiillonosen, ha dsszevetjiik azt a

PMA cPKCP és nPKC6 expresszidjara kifejtett hatdsaval.
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Kisérleteink klinikai jelentdségei, eredményeink potencidlis hasznositdsa

A disszertacioban eddig bemutatott MonoMac-6 sejtekbdl és SLE-s,
valamint egészséges egyének monocitdibol kapott adataink (reményeink szerint)
a klinikai gyakorlatban is relevancidval birhatnak. Kordbban munkacsoportunk
kimutatta, hogy szteroid kezelésben nem részesiild ,,frissen diagnosztizalt” SLE-
s betegek monocitdi csokkent AA termeléssel rendelkeznek. Jelen
kisérleteinkben megallapitottuk, hogy ugyanezen sejtpopuldcioban az nPKCo és
€ expresszidja meglehetdsen alacsony. Hozzatéve ehhez, hogy mind a betegek
klinikailag hatdsos in vivo, mind az izoldlt monocitdk in vitro kortikoszteroid
kezelése normalizdlta (a sejtek AA termelése) mellett mindkét izoforma
expresszids szintjét (mRNS és protein szinten egyardnt) arra enged
kovetkeztetni, hogy az SLE-s betegek monocitdinak megvéltozott AA
termelésének hatterében a patoldgids szinti nPKCo és/vagy ¢ dllhat. Ezen
tilmenden kordbbi eredményeink szintén azt sugalljdk, hogy a monocitdk AA
termelésének normalizdléddsa az SLE-s betegek szteroid kezelésekor az iPLA,
utvonal ,re-aktivaloddsanak” koszonhetd. Mindezen adatokat kiegészitve a
disszertdcioban bemutatott eredményekkel, miszerint: (1) egészséges egyének
monocitdiban és a MonoMac-6 sejtekben a szteroid kezelés szelektiven csak az
nPKCe ,,up regulicidjat” eredményezte, mialatt a sejtek AA termelése nem
véltozott; (2) a MonoMac-6 sejtekben az nPKCd overexpresszidja novelte meg
jelentésen az AA termelést, mig az nPKCe nem befolyésolta azt; (3) az nPKCd
overexpresszidja dltal bekovetkezett AA termelés fokozddas kivédhetd volt az
iPLA, inhibitor alkalmazéisdval; egy érdekes hipotézisre hivja fel a figyelmet.
Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az SLE-s betegek monocitdiban mért
csokkent AA termelés hatterében az nPKC6 mennyiségi és funkciondlis defektje
all, ami eldre vetiti, hogy az izoforma sejtspecifikus szelektiv aktivécidja jo
terapids lehetOséget jelenthet az SLE-hez kapcsolt monocitafunkcié zavarok

megoldésara.

25



Sokkal nehézkesebb feladatnak tlinik ugyanakkor a kiilonb6z0 izoformak
egyértelmll szerepének megdllapitdsa és ezeknek megfeleld6 mddon torténd
korrekciéja a limfocitdk esetében. Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy a
limfocitakndl tapasztalt altalinos PKC aktivitds-mérséklddés alapja a
(majdhogynem) Osszes izoforma expressziéjanak csokkenése, igy az egyes
izoformdk kozvetlen aktivédldsa, a jelenleg elérhetd6 moddszerek ismeretében,
meglehetdsen bonyolultnak tinik. Kisérletes adataink azonban azt sugalljak,
hogy az nPKCO (amely expresszigjat a szteroid kezelés sem befolydsolta)
kiilonleges szerepének tovabbi részletes tanulmdnyozdsat kovetden szoba jon
ezen izoforma aktivitdsdnak szelektiv fokozdsa az SLE-ben ldtott komplex
limfocita abnormalitdsok korrigdldsara.

Fontos mindemellett hangsiilyozni, hogy ezen valtoztatidsoknak egyeldre
csak teoretikus értékei vannak. Fel kell hivnunk a figyelmet arra, hogy a PKC
izoformdk eltérd sejt- és szovetspecificitdsi expresszids- €s funkciondlis
profillal rendelkeznek. Ennek megfelelden alapvetd jelentdségli, hogy az
izoformak aktivéldsa, vagy szupresszidja csak a megfeleld célsejtben jojjon
létre. Nem kivdnatos hatdst vdlthat ki egy olyan izoforma aktivitdsdnak
fokozasa, amely egy mdsik sejttipusban példaul a proliferdcié serkentésében
jatszik szerepet, s igy akar malignus tumorok létrejottét eredményezi. Tovabbi
nehézségeket okozhat, hogy—az nPKCo-t példaként véve —egy izoforma
ugyanazon sejtben tobb funkcidt is szabdlyoz, és az aktivélds sordn nemcsak az
AA termelés, hanem a proliferdcié is novekszik. Ennek jétékony (pl. az SLE-
ben tapsztalt sulyos monocitopéniat ellensulyoz6) avagy kéros (pl. leukémiat
eredményezd) hatdsainak feltérképezése azonban tovébbi intenziv kisérletes

munkat igényel.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordan a protein kindz C (PKC) izoenzimek expresszids
mintdzatit és funkcidjat tanulminyoztuk szisztémds lupus erythematosusos
(SLE) betegek T-sejtjeiben €s monocitdiban, valamint a MonoMac-6 sejtekben.
Igazoltuk, hogy az SLE-s betegek limfocitdiban a klasszikus cPKCp, novel
nPKCd, ¢, m és atipusos aPKC{ expresszi6ja, mig az SLE-s betegek
monocitdiban az nPKCo, ¢ és aPKC( szintje csokkent, ugyanakkor a tobbi
izoforma kifejez6dése nem véltozott. Kimutattuk, hogy mind az in vivo, mind az
in vitro kortikoszteroid kezelés (kiilonbdz6 mértékben ugyan, de) csaknem az
Osszes PKC izoforma expresszidjat normalizdlta. Bebizonyosodott, hogy ezen
véltozédsok kizdrélag az SLE-s betegek esetében mutathatéak ki, azaz Sjogren-
szindrémas és Kevert Kotoszoveti Betegségben (MCTD) szenveddk sejtjeiben a
PKC izoformdk kifejez0dése nem valtozott a kontrollhoz viszonyitva. A
MonoMac-6 sejteket vizsgalva igazoltuk, hogy két domindnsan expresszal6do
izoforma, a cPKCB és a nPKCd serkenti a sejtek AA termelését és
proliferdcigjat. Bebizonyosodott tovabba, hogy az AA felszabadulds
novelésében a kalcium independens foszfolipdz A, (iPLA,) és a diacilglicerol
(DAQG) lipaz jatszik szerepet. Kimutattuk ugyanakkor, hogy a cPKCa kisebb
mértékben expresszdlodik a sejtekben, és antagonisztikus, gatld funkciot
tolt(het) be az AA termelés és prolifericié szabdlyozdsdban. Osszességében
megéllapitottuk, hogy a kiilonboz6 PKC izoenzimek sejt-, szovet- €s
betegségspecifikus, valamint Kkortikoszteroid kezeléstdl fiiggd expresszids
mintdzattal rendelkeznek; valamint, hogy specifikus és egymdssal ellentétes
szereppel birnak a monocitoid sejtek proliferacidjanak és AA termelésének

szabdlyozasaban.
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