EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES TEZISEI

A PROTEIN KINAZ C IZOENZIMEK SZEREPE HUMAN
HaCaT KERATINOCYTAK SEJTMUKODESEINEK
SZABALYOZASABAN

Papp Helga

DEBRECENI EGYETEM
ORVOS-ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
ALTALANOS ORVOSTUDOMANYI KAR
ELETTANI INTEZET
DEBRECEN, 2004



BEVEZETES

A jelatvitel, a proliferacio és a differencialodas

A sejtfolyamatok szabdlyozasa kiilonféle jelatviteli mechanizmusokon
keresztiil torténik. Ez magaban foglalja az agonista kdlcsonhatasat a receptorral,
transzmembran fehérjék és enzimek aktivalasat, masodlagos hirvivé molekulak
képzddését, valamint intracellularis enzimek aktivalasat. Ezen enzimek kozé
tartoznak a fehérjék reverzibilis foszforildcigjat katalizdld protein kinazok,
melyek a fehérj¢k kiilonbozd oldallancain 1évd hidroxilcsoportba épitik be
leggyakrabban az ATP termindlis foszfatcsoportjat. A fehérje foszforilacio a
sejtek csaknem minden folyamataban szabalyozo szerepet jatszik, azaz a
sejtciklust, a proliferaciot, a differencialodast, a sejtek alakvaltozasat,
fehérjék milkodését is szabalyozzak.

A sejtek proliferacidja és differencidlodasa a szovetek fejléddésének,
novekedésének, valamint a természetes és sériilést kovetd regeneracionak
kulcslépése. A folyamatok komplex szabdlyozasaban —tobbek kozott—a
kiilonféle  protein  kindaz  rendszerek, valamint az  intracelluléris
kalciumkoncentracid valtozasa jatszik meghatdrozo szerepet. Bebizonyosodott,
hogy a sejtfehérjék foszforilacios szintjének koéros megvaltozasa, illetve az
intracellularis ionkoncentracidk patologids moddosuldsai elsGsorban a sejtek
proliferacios ¢s differencidlodasi folyamataiban eredményeznek mélyrehatd
valtozasokat, melynek egyik legstulyosabb kovetkezménye a daganatos
transzformacio. Ismervén a daganatos betegségek incidencidjanak és foként
mortalitdsdnak riasztoan emelkedd adatait nem meglepd, hogy ezen jelenségek
az intracelluldris jeltaviteli folyamatok aktivitasat szabalyozo -effektor

molekulak kutatisara iranyitottak a figyelmet.



A keratinocytdk

A proliferacio, a differencialdédas, az apoptozis, valamint a tumorgenezis
¢s progresszid egyik leggyakrabban tanulmanyozott modellsejter a
keratinocytak, melyek a bor legkiilsé rétegének, az epidermisnek a
létrehozasaért €s fenntartasaért felelds sejtek. Feladatuk a kiilsé kornyezet €s a
test belsd része kozott egy olyan fiziko-kémiai barrier kialakitasa, amely
védelmet nyujt a kilvildg karos hatasaival szemben. A keratinocytak ezen
fiziko-kémiai barrier allandosaganak biztositasa érdekében folyamatosan és
fokozottan proliferalnak, majd differencidlodnak és kialakitjdk az epidermis o6t,
kiilonb6zd proliferacios ¢€s differencialtsagi allapottal jellemezhetd rétegét.
Kimutattak, hogy amennyiben a proliferacidos mechanizmusok szabalyozasaban
vagy a mindenkori differencialtsagi fokban valtozas kovetkezik be, ugy
hyperproliferativ transzformacio, illetve daganatos elvaltozasok alakulhatnak ki.
beinditott medidtor-termeld és immunologiai folyamatok 1épéseit a szomszédos
sejtek altal termelt citokinek és novekedési faktorok befolydsolhatjak. Mivel a
keratinocytakban megtalalhatd ezen agensek altal beinditott jelatviteli
folyamatok legtobbjének receptora, igy a sejtek az ezirdnyu vizsgalatok idealis

célpontjainak tekinthetdk.

A HaCaT keratinocytdk

A human dermatoldgiai kutatdsok soran gyakran felmeriil az a probléma,
hogy a normal human epidermalis keratinocytakat (NHEK) nehéz hosszu ideig
tenyészteni és passzalni, mivel a beindulé apoptozis folyaman elhalnak. Ezért a
kutatdsok egyik célja olyan sejtvonal megalkotasa volt, ami in vitro jol
modellezi a NHEK sejtfolyamatait, ugyanakkor hosszu tavon is fenntarthato és
tenyészthetd. Erre az egyik alkalmas sejttipus a human immortalizalt HaCaT
sejtvonal. A sejtek eldallitdsuk soran bizonyitottan nem szenvedtek daganatos

transzforméciot, ugyanakkor in vitro proliferaciés, valamint in vivo



tumorgenikus potencidljuk megndvekedett differencidlodasi  képességiik
rovasara. Igy manapsag a NHEK egyik legjobb modelljének tekintheték olyan
keratinocyta-specifikus folyamatok, mint a proliferacio, immortalizécio,

transzformacio, valamint a tumorprogresszio vonatkozasaban.

A protein kinaz C izoenzimek
A protein kinaz C (PKC) izoenzimcsaldd a szerin/treonin kinazok egyik
jelentds képviseldje. A mai napig legalabb 11 kiilonb6z6 PKC izoenzimet
azonositottak, melyeket szerkezeti jellegzetességeik, valamint aktivacios
mechanizmusaik alapjan 4 nagyobb csoportba sorolhatunk. A “klasszikus”
csoportba (cPKC) 4 izoenzim tartozik: a PKCa, By, B €s y. Ezen izoenzimek
koz0s jellemzdje, hogy kalcium- és diacil-glicerol- (DAQG), illetve annak exogén
megfeleldjeként miikodoé forbol-észter-dependensek, vagyis aktivalodasukhoz
ezen anyagokat kofaktorként igénylik. A masodik csoportba a nem kalcium-
dependens PKC9, €, n és 0 izoenzimek tartoznak, melyeket “novel” PKC-nek
(nPKC) i1s szokds nevezni. Ko6zos jellemzdjiik, hogy kalcium nélkiil, forbol-
¢szterekkel (illetve DAG-lal) is maximalisan aktivalhatok. A harmadik
csoportba az “atipusos” izoenzimek sorolhatok (aPKC), melyek k6zé a PKCC és
Avizoenzimek tartoznak; lényeges tulajdonsaguk, hogy aktivalodadsukhoz sem
kalciumot, sem forbol-észtert nem igényelnek. Végezetiil kiilon csoportba
sorolhatdé a PKCp, mely mind aktivacidjat, mind struktarélis jegyeit tekintve
rendhagy6 izoforménak tekinthetd.
Szervezetiinknek nincs olyan sejttipusa, amely ne rendelkezne valamely
PKC izoformaval, illetve izoformakkal! Fontos tény ugyanakkor, hogy nem
mindegyik izoenzim taldlhaté meg minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek
a szervezetben az adott speciesre, szovetre, valamint sejtre jellemz6 megoszléast
¢s mintazatot hoznak létre. Ezen megoszlas gazdagsagabol fakad, hogy a PKC

enzimek az ¢lettani szabalyoz6 folyamatok legszélesebb skaldjat képesek



befolyasolni. Alapvetd és kozponti szereppel birnak (a teljesség igénye nélkiil)
programozott sejthalal (apoptozis) folyamatsoraban, meghatarozott sejttipusok
altal termelt mediatorok (vazoaktiv anyagok, novekedési faktorok, citokinek)
szintézisében, ingerlékeny szovetek elektrofiziologiai jellegzetességeinek
(csatorna-aktivitas, akcidés potencidl kddolas, izomkontrakcid) optimalis
kialakitasdban, a kozponti idegrendszer integritasdnak ¢és mukodésének
fenntartdsaban, a szervezet védekezd mechanizmusaiban (fagocitdzis,
immunglobulin termelés), stb.

Az utdbbi idében azonban egyre tobb bizonyiték szl amellett, hogy a PKC
1izoenzimek nemcsak szerkezeti, aktivacios ¢és megoszlasi heterogenitast
mutatnak, hanem regulacidjuk ¢és biologiai szerepiik is jelentdsen
kiilonbozik(het) egymastol. Bebizonyosodott emellett az i1s, hogy egy adott
sejtvalasz (kiilonos tekintettel a proliferacio €s differencidlodas) kialakitasdban a
kiilonb6z6 i1zoenzimek nemcsak eltérd aktivitassal vehetnek részt, de hatasuk

gyakran ellentétesnek adodik.

A PKC izoenzimek és keratinocytak kapcsolata

A PKC izoenzimek szabalyozd szerepét keratinocytdk sejtfolyamatainak
vonatkozésaban is leirtdk. Az elsdsorban egér keratinocytakon foly6 vizsgalatok
megallapitottak, hogy a kiilonb6z6 sejtfolyamatokban tobb izoenzimnek
van/lehet szerepe (PKCa, 0, €, n, (). Bebizonyitottak emellett azt is, hogy a
PKC rendszer (féként a PKCa izoenzim) szerepet jatszik a sejtek proliferacids
¢s differencialodasi programjanak szabalyozasaban.

A NHEK-rol sokkal kevesebb informacioval rendelkeziink; habar az elobb
emlitett izoenzimeket (PKCa, 0o, €, n, ) itt is kimutattdk, mas izoenzimek
jelenlétét sem vethetjiik el (PKCPB és p). Bebizonyosodott, hogy a PKC

1zoformak kifejezddése és szubcellularis lokalizacioja jeletdsen megvaltozott a



extracellularis kalciumkoncentracio ([Ca*'].) megemelése, illetve a nagy
sejtdenzitas (konfluencia) altal indukalt differencialodési program beinduldsaval
parhuzamosan.

Egér ¢és human keratinocytdkban vizsgaltdk emellett a PKC aktivator
forbol-észterek hatasat is. Mindkét sejttipusban azt tapasztaltak, hogy a forbol-
észter kezelés (pl. forbol-12-mirisztat-13-acetit, PMA) meggatolta a
proliferaciot és terminalis differencidlodast indukalt. Kimutattak tovabba, hogy
PKC gatlok, a proliferdcio serkentése mellett, megvaltoztattdk a
differencialodéasi markerek megjelenését, rdimutatva a PKC rendszer kozponti,
endogén szerepére a keratinocytak fenti folyamatainak szabalyozasaban.

Hasonloan az egér keratinocytdkhoz, az utoébbi években a NHEK
folyamatainak szabalyozasdban is beszamoltak szdmos PKC izoforma specifikus
szerepérdl. Kimutattdk, a PKCa itt is kdzponti szerepet jatszik a terminalis
differencialodasi program beinditdsdban és végrehajtdsidban. Adenovirus
vektorok alkalmazéasakor bebizonyosodott az is, hogy a PKCd és 1 izoformak
valtott ki. Azt is leirtdk végezetiil, hogy a fenti izoformdk transzgenikus
jelenléte, ellentétben a tumorgenezis fokoz6 PKCe kifejezddésével, jelentdsen

csokkentette az egér borben kifejlodé daganatok novekedési litemét.

PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Az egér és human keratinocytakkal ellentétben meglehetdsen szegényes
adatokkal rendelkeziink a PKC izoenzimek szabdlyozo szerepérél HaCaT
keratinocytak esetében. Az igen kisszamu korabbi kisérlet soran kimutattdk,

crer

differencialodasi markerek megjelenését. Ezen eredmények ugyanakkor nem



szolgaltattak kozvetlen bizonyitékot a PKC rendszer szabéalyozd szerepérdl a

HaCaT keratinocytak sejtfolyamataiban, valamint hidnyzott a PKC izoenzimek

izoforma-specifikus funkcidinak pontos feltérképezése is.

Ennek megfeleléen a tézisekben az alabbi célkitlizések kisérletes

megvalositasat hajtottuk végre:

l.

Elsédleges célunk volt a HaCaT keratinocytak PKC izoenzimmintazatanak
meghatdrozasa. Vizsgaltuk a PKC izoformdk kifejez6dését, valamint az
nagy sejtdenzités altal beinditott) differencidlodasanak elérehaladtaval.

Elemeztiik emellett egy altalanos PKC aktivator, a PMA hat4sat a HaCaT
keratinocytak folyamataira. Azonositani kivantuk tovabba, hogy a PMA

cellularis hatasanak kifejlédésében mely PKC izoenzimek vesznek részt.

. Az egyes PKC izoenzimek szerepének tisztazasara kilonféle szelektiv és

specifikus gatloszereket alkalmaztunk, majd vizsgaltuk az alkalmazott
anyagok hatasat a sejtproliferaciora és differencialédésra.

Rekombindns  technikdkkal bizonyos PKC izoformdkat stabilan
overexpesszalo HaCaT keratinocytakat készitettiink, majd ezen molekularis
bioldgiailag megvaltoztatott sejteken in vitro elemeztik az proliferacio,
differencialodads ¢€s apoptdzis folyamatait, valamint a morfoldgiai
jellegzetességeket.

Végezetil in vivo kisérleteinkben a rekombinans modszerekkel
megvaltoztatott PKC overexpresszor HaCaT sejteket immunhidnyos (Severe
Combined ImmunoDeficiency, SCID) egerekbe injektaltuk, majd a
kifejlodott daganatokat elemezve vizsgaltuk a PKC izoenzimek szerepét a

tumorgenezis folyamatainak szabalyozasaban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

Az immortalizdlt human HaCaT keratinocyta sejtvonalat termosztalt
koriilmények kozott, 37 °C-on, 5% CO,-tartalmi atmoszféraban DMEM
tapoldatban tenyésztettilk, amely 10 % fotalis borjusavot, 2 mM L-glutamint,

valamint antibiotikumokat tartalmazott.

PKC vektorok készitése

A PKC vektorokat a kordbban leirtak szerint allitottuk eld, melynek soran
a PKCa, B, 8 és € cDNS szekvenciait egy metallothionein promoter-vezérelt
eukariota expresszios vektorba (MTH) klénoztuk. A vektor szekvencidja a C-
termindlison a PKCe 12 aminosavbdl allo, specifikus szekvencidjat kodolo
szakaszat (e-tag) is tartalmazza, melynek fehérjeterméke fuzids proteinkeént

minden egyes rekombinans PKC izoenzim végéhez hozzékapcsolodik.

Rekombinans PKC overexpresszalo keratinocytdk készitése

A HaCaT sejteket az iires peMTH vektorral (kontroll sejtek) vagy a
PKCa, B, 9o, illetve &€ cDNS-ét kodold vektorok egyikével transzfektaltuk
Lipofectamine anionos detergens segitségével. A transzfektalt sejteket ezutan
szérum-tartalmt, 750 ug/ml G418 antibiotikummal (geneticin) kiegészitett
DMEM oldatban szelektaltuk, majd egyedi kolonidkat (klonok) izolaltunk és
Western blot segitségével ellendriztiik a stabil transzfekcid és overexpresszio

hatékonysagat.

Az él6 sejtek szamdnak meghatdrozasa
Az ¢l6 sejtek szdmanak meghatarozasat kolorimetrias MTT assay

alkalmazéasaval végeztiik, melynek alapja, hogy az €16 sejtek mitokondrialis



dehidrogenaz  enzimje az  MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil
tetraz6lium-bromid) tetrazolium gylir{ijét oldhatatlan szines formazannd alakitja,
igy annak mennyisége, jol korreldlva az €16 sejtek szdmaval, kolorimetridsan

meghatarozhato.

A sejtproliferacio vizsgadlata

A proliferacié pontos nyomonkovetésére egyrészt brom-deoxi-uridint
(BrDU) felhasznal6 kolorimetrias assayt végeztiink. A modszer 1ényege, hogy a
timidin-analog BrDU a proliferald sejtek DNS-€be épiil be, melynek mértéke a
timidin-analog ellen termeltetett antitest Fab-fragmentjéhez kapcsolt peroxidaz
enzim, valamint tetra-metil-benzidin szubsztrat alkalmazasaval kolorimetridsan
mérhetd.

Kisérleteink masik részében a PKC overexpresszorok kett6zO0deési
idejének, valamint maximalis sejtszdmanak megallapitasahoz a sejteket tripszin
alkalmazéasaval learattuk, majd a sejtszamot hemocitométer segitségével
hataroztuk meg. A kettézodési idok kiszamitasdhoz a kovetkezd egyenletet
hasznaltuk: t = D/logy(N/N), ahol 1 a kettdzddési 1d6, D a tenyésztési napok
szdma, N és Nj a sejtek szdma a kisérletek végén és az elején. A maximalis
sejtdenzitas megallapitasahoz a sejteket a konfluencia eléréséig ndvesztettiik,
majd tovabbi harom napig posztkonfluens allapotban tartottuk dket, végiil a fenti

modszer szerint sejtszdmolast végeztiink.

Western (immuno)blot

A sejteket hideg foszfat-pufferrel (PBS) mostuk, majd lizis-pufferben
homogenizéltuk és a proteintartalmat meghataroztuk. Ezutan SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel mintanként 20-30 pug proteint valasztottunk szét 7,5 %-os
gélen, majd a fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk. A membran
szabad kotdhelyeit 5 % sovany tejport tartalmazd PBS-ben (5 % tej-PBS) 30
percig blokkoltuk, majd 5 %-os tej-PBS-ben higitott megfeleld elsddleges (a



PKC izoformakat, valamint a kiilonféle differencidlodasi markereket felismero)
antitestekkel inkubaltuk. A membréanokat ezt kovetden megfeleld masodlagos,
torma-peroxidazzal kapcsolt antitesttel inkubaltuk, végiil az immunreakciok

eredményét kemilumineszcens mddszerrel tettiik lathatova.

Immuncitokémia

A tenyésztett HaCaT sejteket hideg acetonnal fixaltuk, majd a
fedélemezeket borju szérum albumint tartalmazo blokkold oldattal blokkoltuk.
A sejteket ezutan PKC ellenes nytlban termeltetett elsddleges antitesttel
inkubaltuk, majd biotinilat, kecskében termeltetett nyul ellenes antitesttel, végiil

streptavidin Texas Red komplex-szel végeztiink immunjeldlést.

Intracellularis kalciummeérés

A feddlemezre szélesztett sejteket 5 uM kalcium érzékeny fluoreszcens
fura 2 festék acetoximetilészter formajaval toltottiik fel, majd fluoreszcens
mikroszkoépon keresztiil vizsgaltuk az intracellularis kalciumkoncentracio
([Ca®"];) valtozasat. Ehhez az excitaciés hullamhosszt 340 és 380 nm kozott
valtoztattuk kettds monokromator, valamint on-line kapcsolt szadmitdgép
segitségével (PTI Deltascan késziilék), majd a fluoreszcens emissziot 510 nm-en
detektaltuk 10 Hz-es mintavételi frekvenciat hasznalva fotoelektron-sokszorozo

segitségével. Az [Ca®'];

-ban bekovetkezett valtozdsokat a Grynkiewicz €s mtsai
(1985) altal kidolgozott modszerrel vizsgaltuk. A kisérleteink soran
latoterenként 20 sejt nyugalmi [Ca’']-jat hatdroztuk meg, majd az értékeket
atlagoltuk és atlag + SEM formdaban adtuk meg. A statisztikai analizist Student-

féle t-proba alkalmazasaval végeztiik el.

A rekombinans PKC izoenzimek aktivitasanak meghatarozasa (kinase assay)
A transzfektalt HaCaT sejtek PKC aktivitasdnak megallapitisa soran a

sejteket lizis-pufferben homogenizaltuk, majd a sejtlizatumok kinédz-aktivitasat
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hiszton III (H-III), valamint miozin konnyi-lanc-kinaz 20 (MLCK 20)

szubsztratok segitségével vizsgaltuk, a [y->P]JATP beépiilését mérve.

Az apoptozis meghatarozdsa

Az egyes PKC izoformakkal, valamint az iires vektorral stabilan
transzfektalt HaCaT sejteket 10 uM  la,25-dihidroxivitamin = Ds-mal
(1a,25(0OH),D;), illetve 50 nM tumor necrosis faktor-a-val (TNFa) kezeltiik
két napig. Ezutan a sejteket fluorescein-izotiocianat (FITC)-konjugalt annexin
V-tel inkubaltuk, majd 4ramldsi citométer segitségével meghataroztuk az

apoptotikus sejtek szamat az 6ssz-sejtszamhoz viszonyitva.

A tumorgenezis vizsgalata SCID egerekben

A kiilonb6z6 PKC izoformékat overexpresszald sejteket (a kontroll
HaCaT sejtekkel egyetemben) 1-2x10° &l6 sejt/200 pl denzitasban
immunhianyos (SCID) egerekbe intradermalisan injektaltuk. Az éallatokat 30 nap
elteltével eutanizaltuk és vizsgaltuk a kialakult tumorok atlagos haromdimenzids

méreteit, valamint hisztologiai jellegzetességeit.

Hisztologia és immunohisztokémia

A kialakult tumorok hisztologiai paramétereit hematoxilin-eozin (HE)-
festett metszeteken hataroztuk meg. A sejtosztodasok atlagos szdmdanak
megallapitasdhoz fénymikroszkop segitségével tiz kiilonb6z0, nagy nagyitasu
latotérben megszdmoltuk a mitdzis lathatd jeleit mutatd sejtmagvakat. Ezen
tulmenden a proliferald sejtek szdmanak meghatirozasdhoz a metszeteket a
proliferacios (nukleéaris) marker Ki-67 ellen festettik meg egy haromlépéses
streptavidin-biotin-komplex  (SABC) alapit  immunhisztokémiai  eljaras

segitségével.
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EREDMENYEK

1) A HaCaT keratinocytik jellegzetes PKC izoenzimmintdzata valtozik a sejtek
proliferacioja és differencidloddsa sordan

Kisérleteink soran els6é 1épésben immuncitokémia ¢és Western blot
technikak alkalmazéasa soran megallapitottuk, hogy a HaCaT keratinocytakban 7
PKC izoforma expresszalodik: a “klasszikus” cPKCa és B; a “novel” nPKC?9, &,
1, €s 0; illetve az atipusos aPKCC. Egyik modszerrel sem tudtuk ugyanakkor a
cPKCy és az aPKCA/1 jelenlétét igazolni a sejtekben. Kimutattuk azt is, hogy az
egyes izoenzimek szintje eltérd modon modosult a tenyésztés soran. Voltak
olyan izoformék (cPKCa ¢s ; az nPKCn ¢€s 6; valamint az aPKCC), melyek
altal beinditott) differencialodésanak elérehaladtaval. Ezzel szoges ellentétben,
az nPKCo jelentds (és folyamatosan novekvd) expressziot csak a differencialodod
kultardkban mutatott, mig az ugyancsak “novel” nPKCg szintje a proliferalo
sejtekben ndvekedett, ugyanakkor a differencidloddé (posztkonfluens)
tenyészetekben praktikusan nem volt kimutathatdé az izoforma. Konfokalis
mikroszkopia alkalmazasakor ugyanakkor kideriilt, hogy egyik PKC enzim

crer

differencialodasanak elorehaladtaval.

2) A differencidléddsi markerek kifejezédése, valamint a nyugalmi [Ca’'];
valtozik HaCaT keratinocytiak proliferdcioja és differencidaloddsa sordan
Vizsgaltuk tovabba a HaCaT keratinocytdk differencialodéasi markereinek
megjelenését. Megallapitottuk, hogy a keratin (K) 10 expresszioja a maximumot
a konfluencia utdni 1-2. napon érte el (korai differencidlodasi marker), mig az
involucrin (INV), filaggrin (FIL) és transzglutamindz-1 (TG) expresszios szintje

a posztkonfluens kultardkban volt a legnagyobb (késoi-terminalis
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differencialodasi markerek). A hyperploriferativ asszociaciés marker K17
szintje nem valtozott jelentdsen a tenyésztés elOrehaladtaval. Kimutattuk
emellett, hogy az ugyancsak differencialodasi markernek tekintheté nyugalmi
[Ca™]; a prekonfluens kultarakban folyamatosan csdkkent a proliferacioval
parhuzamosan, ugyanakkor jelentdsen megnovekedett a differencialodas késoi

fazisaiban.

3) A PMA gdtolja a HaCaT sejtek proliferdcidjat, megemeli az [Ca’']-t és
termindalis differencidlodast indukadl

Kovetkezd kisérleteinkben a PMA hatasat vizsgaltuk a HaCaT sejtek
folyamataira. Prekonfluens (proliferald) HaCaT keratinocytakat vizsgalva
kimutattuk, hogy a PMA jellegzetes mdédon (“U-alaka” gorbe) dozis-fliggden
alkalmazott PMA bizonyult). Ezen hatdsa PKC-specifikus volt, hiszen a
szelektiv PKC gatloszer, a GF109203X jelentdsen kivédte a PMA altal indukalt
proliferacio csokkenést. Differencidlodd sejteket elemezve megallapitottuk,
hogy a forbol-észter kezelés csokkentette a K10 (korai marker) és K17
(hyperproliferativ marker) szintjét, ugyanakkor a késdi ¢és terminalis
differencialodasi markerek (INV, FIL és TG) expresszidja fokozatosan és
jelentésen novekedett PMA hatdsara. Kimutattuk emellett azt is, hogy a PMA
prekonfluens kultarakban jelentésen megnévelte a nyugalmi [Ca*']i-t, mely

jelenség szintén a terminalis differencialédas indukciojara utal.

4) A PMA proliferaciot és differencialodast befolydsolo hatasat eltéro PKC
izoformak medialhatjak HaCaT sejtekben

Proliferalo HaCaT keratinocytakat vizsgalva bebizonyosodott, hogy a
PMA kezelés a kiilonb6z6 izoenzimek szintjét eltéré modon valtoztatta meg.
Habar altalanosan elmondhat6 volt, hogy az 6sszes PMA-szenzitiv (azaz ¢cPKC

¢s nPKC) izoforma szintje cs6kkent a kezelés hatasara, a PMA-indukalta down-
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regulacié mértéke jelentds kiillonbségeket mutatott. Voltak olyan izoenzimek
(PKCa, B, € és 0), melyeket teljes mértékben eltlintek a sejtekbdl a PMA
hatdsara, ugyanakkor a forbol-észter eltéré dozis-hatas viszonyok mellett fejtette
ki hatasat. Ezzel ellentétben, habar a PKC6 down-regulacioja jelentds volt (40-
50 %-os csokkenés), az izoforma még a legnagyobb PMA koncentraciok
jelenlétében 1s szignifikdns expressziot mutatott a sejtekben. Végezetil azt
tapasztaltuk, hogy a PKCn szintje csak kismértékben (kb. 20 %-os csokkenés)
valtozott a forbol-észter hatasara.

Differencidléd6 HaCaT sejtekben a PMA ugyancsak eltér6 modon
valtoztatta meg az egyes izoformak kifejezdédését. Kimutattuk ugyanakkor, hogy
a PMA-¢érzékeny PKC izoforma-populacio jelentdsen eltért a differencialodo és
proliferdlo keratinocytdkban. Azaz, a forbol-észter alkalmazasa, szoges
elletétben a proliferdldo sejtekben tapasztaltakkal, nem véltoztatta meg a
proliferdlo sejtekben down-reguldlodott nPKCo és n szintjét. Ezen talmenden,
habar a PMA a differencialodoé sejtekben is jelentdsen csdkkentette a PKCa és 0
izoenzimek expresszidjat, a forbol-észter eltérd dozis-hatas viszonyok mellett
fejtette ki cellularis hatasat a kétféle sejtpopulacion. Végezetiil megallapitottuk
azt is, hogy a PMA hasonl6 hatékonysaggal csokkentette a cPKC[ expresszidjat

a differencal6do keratinocytakban ¢€s a proliferald sejtekben.

5) Kiilonbozo PKC inhibitorok hatisa HaCaT keratinocytak proliferaciojara
és differencidlodasdara

Kiilonféle PKC inhibitorok hatdsat vizsgalva megallapitottuk, hogy a
GF109203X, mely a cPKC ¢s nPKC izoenzimek egylittes gatloszere, jelentdsen
¢s dozis-fliggd modon szupresszalta a késoi differenciacios markerek (INV, FIL
¢s TG) expresszidjat. Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy az inhibitor nem

crer

G066976, mely a cPKCa és B gatloszere, jelentdsen és dozis-fiiggden gatolta a
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crer

lecsokkentette az INV, a FIL ¢és a TG expresszidjat. Megallapitottuk emellett,
hogy a nPKC3J speficikus inhibitora, a Rottlerin dozis-fliggé moédon megndvelte

crer

G06976 gatloszerek hatdsahoz — lecsokkentette a differencialodasi markerek

(INV, FIL, TG) szintjét.

6) A PKC izoenzimek rekombindns overexpressziojanak hatisa HaCaT sejtek
morfologidjara

Ezutan kilonféle PKC izoformakat stabilan overexpresszalod sejteket
készitettiink el rekombinans technikak segitségével. Megallapitottuk, hogy a
PKC izoformdk overexpresszioja eltérden befolyasolta a HaCaT keratinocytdk
rajzolata dramaian megvaltozott az nPKCe overexpressziojdnak hatasara; a
sejtek fibroblast-szeri, orsé alakt strukturat kezdtek mutatni. Ezen feliil a
cPKCp-t overexpresszald sejtek alakja is megnyultabba valt és sokkal nagyobb
denzitasu szigetecskéket formaltak a tenyésztés sordn. Az nPKCo és cPKCa
overexpresszdja nem jart drdmai morfologiai valtozasokkal, bar az nPKCod-t
overexpresszald sejtek megjelenése mintha még jobban hasonlitott volna a

macskako rajzolatara.

7) A PKC izoenzimek rekombindns overexpresszidjanak hatisa HaCaT sejtek
proliferdcidjara és differencidlodasdra

A sejtek in vitro sejtfolyamatait vizsgalva kiderilt az is, hogy a PKC
1izoforméak overexpresszidja jelentésen megvaltoztatta a HaCaT keratinocytak
novekedését, osztodasi iitemét, valamint a tenyészetekben megfigyelhetd

szaturdcios denzitdst. Ezzel ellentétben, a cPKCB-t és az nPKCe-t
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overexpresszald keratinocytdk a kontroll sejtekhez képest erdteljesebb
proliferaciot, felgyorsult osztddasi litemet, valamint megnovekedett szaturacios
denzitast mutattak.

Kvantitativ. Western blot alkalmazéisaval kimutattuk emellett, hogy a
cPKCa-t és az nPKCo-t overexpresszald (azaz hipoproliferativ) sejtekben a
késoi-termindlis differencialodasi markerek (INV, FIL, TG) szintje jelentdsen
megemelkedett, mig a cPKCP és az nPKCe izoformat overexpresszalo
(hiperproliferativ) keratinocytdkban ezen molekuldk szintje lecsokkent a

kontroll HaCaT sejtekhez képest.

8) A PKC izoenzimek rekombindns overexpressziojanak hatisa HaCaT sejtek
apoptozisara

Az apoptdzis jelenségét annexin V-alapu 4aramldsos citometrids
technikaval elemezve kimutattuk, hogy nem volt szignifikans eltérés a bazalis
apoptozis mértékében a kontroll, valamint a cPKCB-t és az nPKCe-t
overexpresszald sejtek esetében. Ezzel szemben az nPKCO izoezimmel
transzfektalt sejtekben — €s, bar kisebb mértében, de a cPKCa-t overexpresszalo
sejtekben is —a bazalis apoptotikus rata magasabb volt, mint a kontroll sejtek
esetében. Ezen feliil a cPKCa, valamint az nPKCd overexpresszidja a kontroll
sejtekhez képest megnovelte a transzfektalt sejtek érzékenységét a 10 uM
1a,25(0OH),D;, valamint az 50 nM TNFa indukalta apoptozis irdnt, mig a
cPKCpB ¢s az nPKCe overexpresszorok ezen anyagok hatdsaval szemben kisebb

szenzitivitdst mutattak, mint a kontroll sejtek.

9) A PKC izoformak overexpressziojanak hatdisa a tumorgenezisre SCID
egerekben
Végezetiil a tumorgenezisre, azaz az in vivo sejtproliferaciora iranyulo

vizsgalatokban meghataroztuk az egyes PKC i1zoenzimeket overexpresszalo
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sejtek viselkedését. A kiilonbozé PKC izoformdkat overexpresszald (valamint
kontroll) HaCaT keratinocytak szuszpenziojat SCID egerekbe injektaltuk, majd
30 nap elteltével meghataroztuk a kialakult tumorok jellemzdit. Kimutattuk,
hogy a kontroll HaCaT sejtek egy bazalis sejtekben gazdag, a periféridn
expanziv novekedést mutatd tumort formalnak, centralisan €lénk sejtéréssel és
differencialodéassal  (keratin  gyongyok, dyskeratoticus  sejtek, néha
cisztaképzddés). A proliferaciot, valamint a differencialodast mutatd teriiletek
relativ nagysdga megkozelitleg egyforméanak mutatkozott. Az eltérd PKC
izoformakat overexpresszalé HaCaT sejtek egerekbe injektalasa alapvetéen nem
valtoztatta meg a kialakult tumorok f6 hisztologiai jellemzdit. Azaz minden
egyes tumor megtartotta expanziv novekedesi tulajdonsagat (kornyezetét nem
infiltralva, benignusan novekedett), valamint azt a szovettani jellegzetességét,
hogy a tumor centrumdban a sejtek differencidlodasa észlelhetd, a periférian
pedig erételjes proliferacio.

Megallapitottuk ugyanakkor, hogy a kiilonb6zd 1zoenzimek esetében a
tumorok atlagos méretében, az osztdodo sejtek szdmaban, valamint (a szdvettani
metszeteken) a proliferaciét és a differencidlodast mutatd teriiletek relativ
aranyaban jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk. Az nPKCe és a cPKCP
overexpresszioja jelentdsen fokozta a tumorok novekedési iitemét
(megndvekedett tumorméret és osztdodod sejtek szama). Ezen tGlmenden, a
proliferdlo teriiletek relativ ardnya a differencialodo teriiletekhez képest szintén
megemelkedett ezen tumorok esetében. Ezzel szemben a ¢cPKCa és az nPKCd
overexpresszorok altal indukalt tumorok esetén az atlagos tumorméret €s a
mitozisok szama is lecsokkent, valamint ezen daganatok esetében a
differencialodo teriiletek dominaltak. Mindezen adatainkat a Ki-67 pozitiv (azaz

proliferalo) sejtek szamanak meghatarozasa is alatdmasztotta.
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MEGBESZELES

1) A HaCaT keratinocytik PKC izoenzimmintdzata, valamint annak valtozdsa
a sejtek proliferdcioja és differencidalodasa sordn

Vizsgalataink  soran  el6szér a  HaCaT  keratinocytdk  PKC
izoenzimkeészletét irtuk le. Kimutattuk, hogy a HaCaT sejtek szamos PKC
izoenzimet expresszalnak: a cPKCa-t és B-t; a nPKCd-t, e-t, n-t és 0-t; valamint
az aPKCC-t. Altalanosan elfogadott, hogy a NHEK a PKCa, &, &, 1 és C
izoformékat expresszaljak, ugyanakkor a PKCPB, y ¢és p jelenlétét is
dokumentaltdk korabban. Mivel a nPKCO volt az egyetlen izoenzim, melyet
NHEK-ban nem taldltak meg (ugyanakkor mi sikerrel mutattuk ki HaCaT
sejtekben), eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a HaCaT keratinocytak
PKC izoenzimmintdzata nagyon hasonlé a NHEK-ben taldlhatohoz.

Ugyanakkor amennyiben megvizsgaltuk az egyes izoenzimek
kifejezodését, valamint szubcellularis lokalizacidjat a sejtek proliferacioja és
differencidlodésa soran, néhany jelentds kiilonbséget is taldltunk. A HaCaT
sejtekben esetében az egyes izoenzimek expresszidja eltér6 modon valtozott a
tenyésztés soran. Az nPKCO expresszidja novekedett a proliferacioval és
differencialodassal, mig az nPKCe expresszidja bifadzisos mintdzatot mutatott;
azaz expresszioja folyamatosan nétt a proliferald sejtekben, mig szintje
folyamatosan csokkent (majd eltlint) a differencialodassal parhuzamosan. A
tobbi izoforma expresszidja nem valtozott a tenyésztési id6 eldrehaladtaval.
Irodalmi adatokbol kideriilt, hogy NHEK-ban in vitro a PKC izoenzimek
expressziojanak szintje nem valtozott jelentésen a nagy sejtdenzitds 4altal
kivaltott differencidlédas soran, ugyanakkor in vivo a nPKCn jelentds
mértékben a differencialt rétegek keratinocytaiban expresszaldédott. Ehhez

nagyon hasonléan, NHEK-ban és egér keratinocytdkban a megnévelt [Ca®'].
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altal beinditott differencialédasi program soran jelentésen megvaltozott a PKC
izoenzimek expresszidja és aktivitasa.

A HaCaT sejtek és a NHEK kozott az egyik legjelentdsebb kiilonbséget
ugyanakkor akkor tudtunk kimutatni, amikor az egyes PKC izoenzimek
szubcellularis  lokalizacidjat  vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a HaCaT
keratinocytdkban a jelenlévd izoenzimek lokalizacidja nem valtozott, ellentétben
a human ¢és egér keratinocytdkkal, melyekben bizonyos izoformak
transzlokalddtak a differencidlédas sordan. Ez a kiilonbség egyrészt adddhat a
HaCaT sejtekben kifejez6d6 PKC izoformak jellegébdl, masrészt az
intracellularis  lokalizacid  vizsgdlatara  hasznalt  eltérd  kisérletes

megkozelitésekbdl is.

2) A PKC rendszer aktivalasa PMA-val termindlis differencidlodast indukdl
Az altaldanos PKC aktivator PMA in vitro hatdsit tanulményozva
megallapitottuk, hogy a forbol-észter, specifikusan hatva az érzékeny PKC
hasonléan a NHEK esetében leirtakhoz — terminalis differenciadlodast inditott el.
Megallapitottuk azt is, hogy a PMA eltérd izoenzimek kiilonbozd mértéki
befolyasoldsa (azaz down-regulacidja) révén fejtette ki cellularis hatisait a
proliferalo (proliferacid gatlasa) és a differencialodé (termindlis differencialodas
indukcidja) HaCaT keratinocytdkon. A proliferald sejtekben a PMA praktikusan
az 0sszes szenzitiv (cPKC ¢és nPKC) izoenzimet down-regulalta, habar a down-
regulacio mértéke, valamint a PKC izoformdk PMA-val szemben mutatott
érzékenysége meglehetdsen eltérd volt az egyes PKC izoformak esetében. A
differencialodo sejtekben ugyanakkor —habar a PKCa, B és 0 izoenzimeket a
forbol-¢észter itt is down-reguldlta —a nPKCo és n szinjét a PMA kezelés alig
modositotta. Ezen tilmenden azon izoenzimek koziil, melyek mind a proliferalo,

mind a differencidlodo sejtekben down-reguldlddnak PMA hataséara, a cPKCa
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jobban down-regulalodott a differencialodo sejtekben, mig a nPKCO szintje
inkabb a proliferalo sejtekben csokkent. Ugy tiinik tehat, hogy a nagy
sejtdenzitas altal indukalt differencialéddsi program beinduldsaval a legtobb
PKC izoenzim PMA irant mutatott érzékenysége megvaltozott, mely az egyes
PKC izoformdk fenti folyamatokat szabalyozd aktivitasdban bekovetkezd
lehetséges valtozasokra utalhat.

Amennyiben feltételezziik, hogy egyes izoenzimek az adott sejtben
kiilonb6zd ¢€s gyakran ellentétes szereppel birnak bizonyos sejtfolyamatok
szabalyozasaban, a PKC izoformédk eltérd érzékenysége a PMA hatasaval
szemben magyarazatot adhat a  kiilonb6z6  doézis-hatds  viszonyok
érvényesiilésére a PMA altal kifejtett a proliferacid-gatlasban, illetve az egyes
differencialodasi markerek expresszidjanak befolydsoldsaban. Példaul, a
proliferacios kisérletekben a PMA jellegzetes “U-alaka” gorbe szerint fejtette ki
gatlo hatasat; azaz, a 100 nM PMA hatasosabbnak bizonyult a proliferacio
csokkentésében, mint a 1 uM-os koncentracid. A fenti hipotézis tiikkrében ezt
ugy (is) magyarazhatjuk, hogy a két PMA dozis mas-mas PKC izoenzim
expresszids mintdzatot hozott 1étre az izoformék eltéré down-regulacioja révén.
fgy ha az 1 uM PMA (ellentétben a 100 nM hatasaval) olyan PKC izoenzim(ek)
aktivitdsat csokkentette, mely(ek) gatolja(k) a proliferaciot és/vagy olyan
izoforma(k) aktivitasat novelte, mely(ek) fokozzak a sejtnovekedést, akkor ez a

e

nyilvanulhat(ott) meg.

3) A PKC izoenzimek specifikus szerepe a proliferdcio, a differencidlodas, az

apoptozis, valamint a tumorgenezis szabdlyozdasaban HaCaT sejtekben
Molekularis biologiai kisérleteink tovabbi bizonyitékokat szolgéltattak a

PKC enzimek izoforma-specifikus szerepét illetden. A keratinocytdk bioldgiai

folyamatainak egyik leginkabb tanulmanyozott PKC izoenzimjérdl, a cPKCo-
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r6l korabban mar kimutattdk, hogy kozponti szerepet jatszik a termindlis
differencialodasi folyamatokban egér ¢€s human keratinocytdkban. Ezzel jo
O0sszhangban kisérleteinkben kimutattuk, hogy a cPKCo overexpresszidja
fokozta a differencidlodast és az apoptozist kivaltd agensek irant mutatott
érzékenységet, ugyanakkor meggatolta a sejproliferaciot és a tumorndvekedést.
Ezen eredményeink tehat arra utalnak, hogy —hasonldéan az NHEK sejtekben
betoltott szerepéhez—a cPKCa kozponti helyet foglal el HaCaT
keratinocytakban is a proliferacidé negativ, mig a differencidlédas pozitiv
szabalyozasaban.

A cPKCa esetében kapott eredményeinket (az apoptozis ¢és a
differencialodéas stimulédlasa; az in vitro és in vivo sejtproliferacid gatlasa)
0sszehasonlitva azokkal az adatokkal, melyeket a cPKC izoformék inhibitoraval,
a G06976-tal kaptunk (azaz mind a proliferacid, mind a differencialédas
gatlasa), felmeriilt, hogy a cPKCP (egy masik, a HaCaT sejtekben ugyancsak
eléforduld cPKC izoforma), melyet a G66976 feltehetdleg szintén gatolt, a fenti
folyamatokat ellentétes iranyban szabalyozhatja. Ezt alatdmasztva kimutattuk,
hogy a cPKC B-t overexpresszald sejtek proliferacioja, valamint tumort indukalo
hatasa feler6sodott, mig a differencialodés, valamint az apoptotikus folyamatok
gatlodtak a kontroll HaCaT sejtekhez képest. Ezen eredmények j6 6sszhangban
alltak korabbi adatokkal, melyek szerint az egyik leggyakoribb hyperproliferativ
megbetegedésben, a psoriasisban —ahol a differencidlodds és a proliferacid
finom egyensulya felborul —a cPKCp expresszids szintje a keratinocytakban
jelentdsen megvaltozott.

A novel nPKC izoformak vizsgéalata soran drdmaian hasonl6 jelenséget
figyelhettiink meg. Az irodalmi adatok alapjan a nPKCe szdmos sejttipus
estében bizonyult a sejtproliferacid kulcsfontossdgll pozitiv reguldtoranak. A
nPKCe overexpressziojanak esetében kimutattdk azt is, hogy az patologias

proliferacidohoz vezet, mig az enzim down-regulacidja, illetve domindns negativ
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mutansanak  overexpresszidja a proliferacid  gatlodasat, valamint a
differencialodas indukcidjat eredményezte. Ezenfeliil a nPKCe-r6l nemrégiben
bebizonyosodott, hogy szerepet jatszik transzgenikus egerek bdrtumorainak
kialakuldsaban is. Megallapitottuk, hogy — csakugy mint az NHEK-ban —a
nPKCe a HaCaT sejtek esetében is kizardlag a proliferaldo sejtekben
expresszalodik és a differencidlodod sejtekben nincs jelen. Ezen tGilmenden
kimutattuk, hogy az nPKCe-t overexpresszald sejtek novekedési liteme ¢és
tumort indukdlé hatdsa dramaian megnovekedett, mig differencidlodasi és
apoptotikus kapacitasuk lecsokkent. Adataink tehat egyértelmiien azt sugalljak,
hogy ezen izoforma pozitivan reguldlja mind az in vitro, mind az in vivo
ndvekedési folyamatokat HaCaT keratinocytédkban.

A nPKCs tekintetében eredményeink ezzel ellentétesnek adddtak, ugyanis
ezen izoforma a differencidléodds és az apoptdzis pozitiv regulatoraként
mikodott, ezzel parhuzamosan pedig gatld hatést fejtett ki a sejtproliferaciora és
a tumorndvekedésre. Szamos kutatdcsoport beszamolt arrol, hogy NHEK-ban a
nPKCo6 aktivacidja vagy overexpresszidja meggatolta a sejtproliferaciot,
eldsegitette a differencidlodasi program beindulédsat, tovabba szdmos apoptdzist
indukdlo anyag hatdsat mediélta. Ezen tilmenden HaCaT sejtekben kimutattak
azt 1s, hogy a Ha-ras overexpresszid okozta malignus transzformaci6 (azaz
megnovekedett proliferacios kapacitas €s lecsokkent differencialodasi tendencia)
esetében a nPKC9 izoenzim eltlint a sejtekbdl, valamint, hogy a kontroll HaCaT
sejtek  Rottlerinnel vald kezelése megvaltozott (proliferald) fenotipus
kialakuldsdhoz vezetett. Ezen irodalmi adatokkal jo6 Osszhangban 1évo
eredményeink is arra utalnak, hogy az nPKCo6 koézponti szerepet jatszik a
differencialodéas, valamint az apoptozis beinditdsaban, illetve kifejlddésének
eldsegitésében.

Végezetiil fontos megemliteniink, hogy, legjobb tudomésunk szerint, a mi

munkénk volt az irodalomban az elsd, amely a HaCaT sejtek tumort indukalo
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hatasar6l szamoltak be SCID egerekben. Kimutattuk, hogy a ,,nude” egerek
eseteben kapott eredményekkel ellentétben —ahol a HaCaT sejtek jellegzetes,
par hét utan regrediald cisztikus granulumokat formaltak — SCID allatokban a
HaCaT keratinocytdk expanzivan novekedd, benignus tumorokat idéztek eld,
melyek szovettanilag nagyon hasonlitottak a ras-transzfektalt (de malignusan
nem transzformalt) HaCaT klonokkal beoltott egerek kordbban leirt tumoraihoz.
Ezen adatok alapjan tehat elmondhatjuk, hogy — hasonl6éan mas tumort indukalo
sejttipus novekedési tulajdonsagaihoz —a HaCaT sejtek tumorigenikus
képessége eroteljesebben érvényesiil SCID egerekben, mint ,,nude” egerekben.
Mindazonaltal, mivel egyik PKC izoforma overexpresszidja sem okozott
malignus atalakuldst (még a hyperproliferativ cPKCB-¢ vagy az nPKCeg-¢é sem),
szemben a bizonyos Ha-ras transzfekcio malignitasaval, eredményeink arra
utalnak, hogy habar bizonyos PKC izoformak in vitro és in vivo is stimulaljak
HaCaT keratinocytak novekedését, konstitutiv kifejezddésiik dnmagaban nem

Osszefoglalva tehat azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy bizonyos
cPKC ¢és nPKC izoformdk a human HaCaT keratinocytdk in vitro és in vivo
novekedésében, differencialéddsdban, valamint apoptdzisdban betoltott
1zoforma-specifikus szerepe nagyon hasonlo a korabban NHEK sejtek esetében
mar jellemzett folyamatokhoz. Mindezek alapjan eredményeinket a NHEK-ra

vonatkozdan is relevansnak tekinthetjiik.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a protein kinaz C (PKC) izoenzimek szerepét vizsgaltuk
human HaCaT keratinocytak sejtfolyamatainak szabalyozasiban. Kimutattuk,
hogy a sejtek jellegzetes izoenzimmintazattal rendelkeznek (cPKCa, 3; nPKC9,
g, N ¢és 0; aPKC(), mely jelentds mértékben valtozott a sejtek proliferacioja €s
differencidlodésa sordn. Bebizonyosodott az is, hogy az altalanos PKC aktivator
forbol-12-mirisztat-13-acetat, eltér6 modon hatva az egyes izoformakra,
meggatolta a HaCaT keratinocytdk proliferacidjat, valamint terminalis
differencialodéast indukalt. Kiilonféle PKC inhibitorok alkalmazéisaval
megallapitottuk, hogy a cPKC ¢és nPKC izoformdk egyiittes gatlasa
(GF109203X) nem valtoztatta meg a sejtproliferacidt, ugyanakkor csokkentette
a termindlis differencialédést. Ezzel ellentétben a cPKC izoenzimek gatlasa

crer

mértékben csokkentette, mig a novel nPKCo gatldsa (Rottlerin) megnovelte a
sejtek  proliferaciojat, ugyanakkor lecsokkentette a  differencialodast.
Molekularis bioldgiai kisérleteinkben, melyek soran kiilonféle PKC izoformakat
stabilan expresszald6 HaCaT keratinocytikat allitottunk eld, megallapitottuk,
hogy a cPKCa és nPKCd overexpresszioja meggatolta a HaCaT sejtek in vitro
sejtek differencialodasat és apoptodzisat. Ezzel szoges ellentétben a cPKCp és
nPKCeg jelenléte fokozta a sejtek in vitro €s in vivo novekedését, mig meggatolta
azok differencialodasat és apoptozisat. Mindezen adataink egyes cPKC és nPKC

izoenzimek specifikus, ugyanakkor egymadssal ellentétes szerepére utalnak

human HaCaT keratinocytak sejtfolyamatainak szabalyozasaban.
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